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Title of doctoral dissertation: “Investigation of the interaction of Cu (II) and Mn (II) ions
with the structural polymer of the cell wall and mucilage of the unicellular alga Chlorella
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ABSTRACT

In this doctoral dissertation, we investigated interactions of Cu(Il) and Mn(II) ions
with structural polymers of the cell wall and mucilage in single-cell green alga Chlorella
sorokiniana that was exposed to abiotic stressors. Using different methods, it was shown
that microalga C. sorokiniana shows rapid adaptive response to high, non-toxic,
concentrations of Cu(Il) and Mn(Il) ions and that the response changes over time, i.e. the
process shows several phases. The fundanmental changes include mucilage release,
accumulation of polyphosphates within the mucilage, changes in intracellular redox
status, and chemical and structural changes in the cell wall. Reduction of Cu(Il) to Cu(I)
and the oxidation of Mn(Il) to Mn(IIl) and Mn(IV) are implicated. These results enable
better understanding of the physiological and biochemical mechanisms of adaptation of
microalgae to high concentrations of metals and the metabolism of metals in microalgae.
The obtained results are important for understanding the metabolism of microalgae,
tolerance to chemical pollution of aquatic ecosystems, modulation of bioavailability of
metals and their toxicity to other organisms and use of microalgae and microalgal biomass
as a biosorbent. Also, the influence of ionizing radiation in the context of interaction with
Cu(Il) and Mn(II) ions was investigated. It was shown that C. sorokiniana exhibits a rapid
response to radiation-induced stress. One day after exposure to ionizing radiation, the
fibrilar layer of the cell wall became thicker, the fraction of uronic acid was higher, and the
capacity of the cell wall to remove hydroxyl radical, the main reactive product of water
radiolysis, increased. The exposure of microalgae to ionizing radiation also led to
significant increase in the binding capacity of the cell wall for Cu(Il). This is related to the
increase in the amount of glucosamine residues in the chitosan-like polymer that forms the
external rigid layer of the call wall. In summary, our results demonstrate that microalgal
cell wall is a dynamic structure which is involved in protecting cells from ionizing
radiation, that microalgae have a significant control over bioavailability of copper and
manganese ions in aquatic ecosystems and a significant potential for removing Cu and Mn
from contaminated water by binding them to mucus and cell wall, which precedes further
processes in the metabolic and adaptive response to the increased presence of metals.
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1. UVOD

Razvoj industrijalizacije i intenzivna ekspolatacija ruda doveli su do pojave
otpadnih voda koje sadrze visoke koncentracije bakra, mangana i drugih prelaznih metala.
Kako nisu biorazgradivi, metali su ¢esto prisutni u vodi, zemljistu, sedimentima i Zivim
organizmima (Dung i sar., 2013). Zagadenje vodenih ekosistema metalima ima viSestruki
negativni uticaj na zivi svet (Morina i sar., 2016; Rzymski i sar., 2017; Li i sar., 2019). U
zivim organizmima rastvoreni joni metala mogu da se akumuliraju direktnom
apsorpcijom preko povrsine tela, dok se u obliku cestica mogu uneti ingestijom
posredstvom kontaminirane hrane (Wang i Fisher, 1999). Budu¢i da su fotosintetske
mikroalge primarni proizvodaci kiseonika i biomase na Zemlji, Stetni uticaj metala na ove
mikroorganizme uti¢e na funkciju kompletnih vodenih ekosistema (Roussel i sar., 2007).
Zato postoji sve vece interesovanje za razumevanje hemijskih osnova adaptacije i
tolerancije ovih organizama na visoke koncentracije metala kao i mehanizama kojima se
reguliSe bioraspoloZivost mikroelemenata u vodenim ekosistemima (Roussel i sar., 2007).
U ovoj doktorskoj disertaciji ispitivane su interakcije jona Cu(Il) i Mn(II) sa polimerima
¢elijskog zida i mukusa kod zelene mikroalge Chlorella sorokiniana, a zatim analizirane
hemijske promene nastale kao posledica izlaganja povecanim koncentracijama ovih
metala. Rezultati istrazivanja doprinece boljoj i efikasnijoj upotrebi mikroalgi u
remedijaciji vodenih ekosistema kao i boljem razumevanju metabolizma metala i
adaptivnih mehanizama mikroalgi.

Bakar i mangan bili su predmet istrazivanja iz viSe razloga. Primena bakra i
mangana kao osnovnih hranljivih sastojaka medijuma za uzgajanje mikroalgi je Cesta,
medutim, kada su prisutni u visokim koncentracijama imaju toksi¢ne efekte, a bakar se
upotrebljava i kao algicid. (Kemp i sar., 1966; Jahnke i Soulen, 1978; Levy i sar., 2007). U
zagadenim vodenim ekosistemima i otpadnim vodama mikroalge mogu biti izloZene
visokim koncentracijama ovih metala (Howe i sar., 2004; Rzymski i sar., 2017). Dosadasnja
ispitivanja interakcija mikroalgi sa jonima bakra i mangana ukazuju na njihovu mogucu
upotrebu u preciséavanju otpadnih voda (kao biosorbenta), kao i upotrebu otpadnih voda
za dobijanje biomase iz mikroalgi (Kumar i sar., 2015). S druge strane, mikroalge mogu
uticati na bioraspolozivost, a samim tim i na toksi¢nost metala za druge organizme (Van
den Berg i sar., 1979; Bishop i sar.,, 2018). Medutm, metabolizam ovih metala u
mikroalgama, kao i adaptivni odgovor mikroalgi na uslove poveéanih koncentracija jona
Cu(Il) i Mn(Il) nisu u potpunosti razjasnjeni. Stoga je vazno razjasniti mehanizme
toksi¢nosti, adaptacije i tolerancije mikroalgi na visoke koncentracije jona metala (Wilde i
sar., 2006; Dean i sar., 2019). Dosadasnja istrazivanja predlazu nekoliko mehanizama koje
mikroalge koriste za adaptaciju na uslove povecanih koncentracija teskih metala: (i)
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adsorpcija jona metala na povrsini celijskog zida i vancelijskog matriksa (McKnight i
Morel, 1979; Van den Berg i sar., 1979; Kaplan, 2013); (ii) apsorpcija u citoplazmi i
skladistenje u vakuolama ili polifosfatnim telima (acidokalcizomima) (Hashemi i sar.,
1994; Mehta i Gaur, 2005; Adams i sar., 2016; Sanz-Luque i sar., 2020); i (iii) Formiranje
depozita u cdelijskom zidu i razli¢itim organelama (Volland i sar.,, 2011). Kada se
transportuju u celiju, ovi metali mogu da formiraju koordinacione veze sa fosfatima i/ili
razli¢itim N i S ligandima (kao Sto su plastocijanini, fitohelatini, glutation) (Smith i sar.,
2014; Kropat i sar., 2015; Adams i sar., 2016). Takode, kada su prisutni u visku joni bakra i
mangana mogu biti u kompeticiji za aktivna ili regulaciona mesta u metaloproteinima sa
drugim esencijalnim metalima sli¢ne strukture ili uloge $to dovodi do gubitka funkcija
datih enzima i ostecenja celija (Ktipper i sar., 2003).

Izlaganja mikroalgi povecanim koncentracijama jona metala, cesto je praceno i
drugim tipovima abioti¢kog stresa, sto ukljucuje i jonizujuce zracenje, koje moze da potice
iz prirodnih izvora (kao $to su radionuklidi iz tla i stena) i antropogenih izvora
(radioaktivni otpad, radionuklidi iz rudnika i akcidenata u nuklearnim elektranama)
(UNSCEAR, 2011). Prisustvo radioaktivnog materijala u vodenim ekosistemima ima
viSestruki Stetni uticaj na zivi svet (samim tim i na mikroalge) i na celokupni ekosistem.
Visokoenergetsko elektromagnetno zracenje (poput gama i X zracenja) najrelevantnije je
jonizujuce zracenje u vodenim ekosistemima, ima veliku prodornu snagu i energiju koja je
dovoljna da izazove radiolizu vode i da direktno oksiduje/osteti biomolekule (LaVerne,
2000). Dosadasnja istraZivanja radena na mikroalgama govore u prilog tome da one mogu
biti otporne na stres izazvan zracenjem i da mogu biti efikasne u sanaciji slatkovodnih
ekosistema koje su zagadeni radioaktivnim metalima poput stroncijuma, uranijuma i
cezijuma (Kalin i sar., 2005; Fukuda i sar., 2014; Vanhoudt i sar., 2018), $to predstavlja
dobru osnovu za dalja ispitivanja. Zagadenje vode nastalo kao posledica nesrece koja se
dogodila sa nuklearnom elektranom Fukushima-Daiichi jasno pokazuje da su efekti
jonizujuceg zracenja na mikroalge i mehanizmi njihove adaptacije od fundamentalnog
znacaja za obnovljivost zagadenog ekosistema (Fukuda i sar., 2014). Primeri koji pokazuju
da neke vrste mikroalgi mogu da naseljavaju napustena skladista nuklearnog goriva i
ruda uranijuma gde je prisutan visok nivo zagadenja radijacijom i teSkim metalima takode
objasnjavaju potencijal mikroalgi da se prilagode zracenju i opstanu u zagadenim
ekosistemima (Rivasseau i sar., 2016; Baselga-Cervera i sar., 2018; MeGraw i sar., 2018).
Izlaganje jonizuju¢em zracenju moze rezultirati oksidativnim o$tecenjem lipida i DNK,
smanjenom fotosintetskom efikasno$¢u i moze uticati na rast i prezivljavanje mikroalgi
(Boreham i Mitchel, 1993; Rea i sar., 2008; Gomes i sar., 2017). Takode, moze dovesti i do
povecane antioksidativne aktivnosti, promene u profilu ugljenih hidrata i opstem
metabolickom profilu kao i u drugim osobinama radiorezistencije (Santier i sar., 1985;
MeGraw i sar., 2018; Bradshaw i sar., 2019; Golz i Bradshaw, 2019; Foster i sar., 2020).
Medutim, odgovor na nivou Ccelijskog zida jo$ uvek nije ispitan. U ovoj doktorskoj
disertaciji analiziran je efekat jonizujuceg X-zracenja na promene u strukturi éelijskog zida
i kapaciteta vezivanja jona metala za izolovane frakcije ¢elijskog zida kod C. sorokiniana.
Celijski zid mikroalgi predstavlja meduprostor izmedu citosola i spoljagnje sredine i prvu
liniju hemijske i fizicke odbrane (Macfie i Welbourn, 2000; Baudelet i sar., 2017). Kao
dinamic¢na viSeslojna struktura aktivno je ukljucen u adaptivni odgovor celije na razlic¢ite
vrste stresora (Beacham i sar., 2014; Yap i sar., 2016; Jeong i sar., 2017a). Celijski zid
predstavlja glavnu komponentu za vezivanje jona metala u biomasi mikroalgi (Horikoshi i
sar., 1979; Hadjoudja i sar., 2010; Vanhoudst i sar., 2018). Osim navedenih osobina, debljina
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i struktura celijskog zida mikroalgi ima i tehnolo$ki znacaj, jer predstavlja klju¢ni bioloski
parametar za efikasnu ekstrakciju lipida tokom proizvodnje biodizela iz mikroalgi (Yap i
sar., 2016; Anto i sar., 2020), kao i drugih biomolekula od komercijalnog znacaja (npr.
pigmenti). Pored toga, od velike je vaznosti i kao izvor ugljenih hidrata za proizvodnju
bioetanola iz mikroalgi (Hernandez i sar., 2015).

1.1. Teski metali u Zivotnoj sredini i njihova toksi¢nost

U prirodi se metali mogu javiti prirodno kao posledica erozije, vulkanskih
aktivnosti, aktivnosti termalnih izvora, ili dospeti iz antropogenih izvora (industrijski i
kanalizacioni otpad, postrojenja za precis¢avanje kanalizacionih voda, poljoprivredni
fungicidni otpad, deponije rudarskog otpada) Sto je usko povezano sa zagadenjem
ekosistema. Metali kao zagadivaci imaju progresivni, Stetni, uticaj na sve veci broj
ekosistema (Pinto i sar., 2003), pa tako i vodene ekosisteme (Kovacik i sar., 2010). Metali se
u prirodi mogu javiti u Sirokom spektru oksidacionih stanja u kompleksima razli¢itih
koordinacionih brojeva, $to uti¢e na njihove hemijske karakteristike, bioraspolozivost i
toksi¢nost (Pinto i sar., 2003; Verbruggen i sar., 2009). U vodi se mogu nadi u rastvorenom,
koloidnom ili obliku suspenzije. U kojem od navedenih oblika ¢e se naci zavisi od fizicko-
hemijskih karakteristika vode i prirode samog metala (Vicente-Martorell i sar., 2009). U
okeanima, teski metali su prisutni u niskim koncentracijama i tamo dospevaju iz
atmosfere, dok se veci nivoi zagadenja javljaju u priobalnim vodama koje se nalaze u
blizini urbanih gradskih i industrijskih zona. U ovim oblastima zagadenje je uglavnom
povezano sa otpadnim vodama koje sadrZe visoke koncentracije teskih metala (Pinto i sar.,

2003; Yang i sar., 2006; Li i sar., 2019).

1.1.1. NalaZenje bakra u prirodi

Bakar je element koji se u tragovima javlja u Zemljinoj kori i povr§inskim vodama i
neophodan je za normalno funkcionisanje zivih sistema. U bioloskim procesima bakar ima
vaznu ulogu u redoks reakcijama, fotosintetskom transportu elektrona, procesu vezivanja
kiseonika (Yruela, 2005) i ukljucen je u aktivnost mnogih enzima (katalaze, superoksid
dismutaze, peroksidaze, citohrom C oksidaze) (Harvey i McArdle, 2008; Stern, 2010) itd.
Raznovrsna uloga bakra u Zivim organizmima vezana je, s jedne strane, za njegovu
polivalentnost, a sa druge za sklonost njegovih jona da grade komplekse. Koncentracija
bakra u prirodi i njegova bioloska dostupnost jako su vazni. U vodenim ekosistemima
jedinjenja bakra se uglavnom nalaze u obliku soli Cu(Il) ¢ije koncentracije mogu varirati
od 0,03 do 0,23 pg/L u povrsinskim morskim vodama i od 0,20 do 30pg/L u slatkovodnim
ekosistemima (EPA, 2014). Na mestima gde bakar dospeva iz antropogenih izvora
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koncentracije mogu dostizati vrednosti do 100 pg/L i vise (EPA, 2007) i tada je jako
toksican, kroz ¢itav niz mehanizama koji se oslanjaju na prooksidativnu aktivnost bakra i
gubitak aktivnosti metaloproteina usled zamene metala. (Nussey i sar., 1995; More i sar.,
2003). Pokazano je da toksi¢nost bakra znacajno varira zbog razlic¢itih fizicko-hemijskih
karakteristika vode: temperature, vrste rastvorenih organskih jedinjenja, suspendovanih
Cestica, pH vrednosti, prisustva razli¢itih neorganskih katjona i anjona (EPA, 2007). Mnogi
od ovih fizicko-hemijskih parametara uticu i na osobine rastvorenog bakra, a samim tim i
na njegovu bioraspolozivost.

Sa ekonomskog aspekta bakar je jedan od najznacajnijih metala (Elshkaki i sar.,
2016). Kao posledica proizvodnje velikih koli¢ina bakra u rudnicima nastaju ogromne
koli¢ine otpadnog materijala koji ima negativan uticaj na zivotnu sredinu (Rzymski i sar.,
2017). Pored rudnika, antropogeni izvori bakra ukljuc¢uju i proizvodnju elektri¢ne energije,
upotrebu pesticida, boje koje se koriste kao premazi za trupove broda (EPA, 2014) itd.
Velika eksploatacija metala (uklju¢ujuci bakar) postala je jedan od vodecih problema na
svetskom nivou i sve viSe paZnje se posvecuje pronalasku resenja, kako bi se sprecile
ekoloske katastrofe i smanjila opasnost po zdravlje ljudi.

1.1.2. Hemijske karakteristike bakra

Bakar se zbog svoje gustine (8,96 g/cm?) i negativnog efekta na Zivotnu sredinu
svrstava u kategoriju “teskih metala” (O’Connell i sar., 2008). Poznato je 18 izotopa bakra
atomske mase izmedu 58 i 73, medutim, u prirodi postojana su samo dva Cu i ®Cu
(Stern, 2010). U hemijskom smislu, raznovrsna uloga bakra ogleda se u moguénosti
javljanja u viSe oksidacionih stanja i sposobnosti da u Zzivim sistemima formira
komplekse.U kompleksima bakra koordinacioni brojevi, geometrija i mesta vezivanja
variraju u zavisnosti od oksidacionih stanja (tabela 1.1).



Tabela 1.1. Geometrija bakra, u zavisnosti od oksidacionog stanja i koordinacionog broja.

Oksidac.iono Koordin;.icioni EermEia
stanje broj
Cu(1), d10 2 Linearna
3 Planarna
4 Tetraedarska, Iskrivljena kvadratno-planarna
5 Kvadratno-piramidalna
Cu(11), d° 4 Tetraedarska, Kvadratno-planarna
5 Trigonalna-bipiramida, Kvadratno-
piramidalna
6 Iskrivljena oktaedarska, Oktaedarska
7 Pentagonalno-bipiramidalna
8 Iskrivljena dodekaedarska
Cu(I1I), ds 4 Kvadratno-planarna
6 Oktaedarska
Cu(lV), & 6 nije poznata

Bakar se u kompleksima moZe javiti u oksidacionim stanjima od 0 do +4.
Najstabilnija jedinjenja bakra u vodenom rastvoru su ona u kojima se bakar nalazi u obliku
Cu(Il) (Araya i sar., 2002). Jedinjenja u kojima bakar ima oksidaciono stanje +2 i
oksidaciono stanje +1 cesto se javljaju, dok su kompleksi u kojima bakar ima oksidaciono
stanje +3 retki. Oksidaciona stanja 0 i +4 izuzetno su retka (Conry, 2011). Stabilna
jedinjenja u kojima bakar ima oksidaciono stanje 0 nisu poznata (Cotton i sar., 1999).
Koordinacioni brojevi i geometrija kompleksa bakra pored oksidacionog stanja zavise i od
tipa liganda koji su za njega koordinovani.

U prirodnim vodenim ekosistemima, bakar se moZe javiti u dva razli¢ita
oksidaciona stanja: Cu(I) i Cu (II). Oksidaciono stanje +2 je dominantno u vedini prirodnih
voda. U ovom oksidacionom stanju, bakar formira veoma stabilne komplekse i sa
organskim i sa neorganskim ligandima. Nasuprot tome, Cu(I) je nestabilan u vodenom
rastvoru i ima tendenciju da se brzo oksiduje do Cu(II). Pokazano je da se kompleksi Cu(I)
mogu nastati u prirodnim vodenim sredinama u fotohemijskim procesima i da mogu biti
stabilni nekoliko sati. U aerobnim, alkalnim vodama mogu nastati razli¢iti oksihidroksidi
bakra. U kiselim (pH < 6,5) i aerobnim (Eh > 200 mV) sredinama bakar je stabilan u obliku
jona Cu(Il). Generalno, u opsegu pH od 6 - 8,5 (uobicajena vrednost pH za prirodne vode)
bakar je prisutan u obliku Cu(OH)>. Medutim, pri visim pH vrednostima, dominantan
oblik ¢e biti Cu(COs3)272 (Mansilla-Rivera i Nriagu, 1999).

Koordinacioni brojevi i geometrija kompleksa bakra pored oksidacionig stanja
zavisi i od tipa ligandnog polja u kojem se kompleks nalazi. Energija cepanja oktaedarskog
ligandnog polja (Ao), koja predstavlja razliku u energiji izmedu dva skupa orbitala definiSe
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ja¢inu ligandnog polja. Ligandi koji stvaraju jako ligandno polje grade komplekse sa
velikom razlikom u energiji izmedu tyg orbitala (izmedu osa) i eg orbitala (duz osa),
odnosno velikim Ao. Dok, ligandi koji stvaraju slabo ligandno polje, grade komplekse sa
malom razlikom u energiji izmedu tzg i eg orbitala, tj. sa malim A,. Na osnovu jacine
ligandnog polja oni se mogu poredati u spektrohemijski niz liganada (od onih koji grade
slabo ligandno polje ka jakom ligandnom polju):

['< Br- < S < SCN-< CI- < NO2 < N3-< F- < OH- < C204 < H20 < NCS<CH3CN <piridin<
NHs<etilendiamin<2,2'-bipiridin<1,10-fenantrolin< NO> < PPhs < CN-< CO

Gore pomenuti spektrohemijski niz liganada je uvek isti, nezavisno od toga za koji
je metal ligand vezan (Zari¢, 2008). Takode, jacina ligandog polja zavisi i od centralnog
jona metala. Vrednosti parametra cepanja ligandnog polja A, rastu u grupi Periodnog
sistema elemenata i sa porastom oksidacionog broja jona metala. Ovo moZe biti posledica
toga Sto su 4d i 5d orbitale znacajno vece od 3d orbitala i zbog toga jace interaguju sa
ligandima. Dakle, A, zavisi i od liganada i od metala (Zari¢, 2008).

Kada se Cu(ll) nade u jakom ligandnom polju postoji mogucénost formiranja
kompleksa kvadratno-planarne ili tetraedarske geometrije sa koordinacionim brojem 4. U
slucaju slabog ligandnog polja moZe nastati bilo koja geometrija. Kompleksi Cu(Il)
najces¢e imaju koordinacione brojeve 4, 5 i 6 (Conry, 2011). Na slici 1.1 predstavljeni su
koordinacioni brojevi i geometrija kompleksa Cu (I) i Cu(II).
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Slika 1.1. Koordinacioni brojevi (KB) i geometrija kompleksnih jedinjenja Cu(l) i Cu(Il).

Stabilnost jona Cu(l) i Cu(ll) u vodenom rastvoru zavisi od prirode anjona,
prisutnih liganada, vrste rastvaraca i prirode susednih atoma (Cotton i sar., 1999). Kako je
jon Cu(Il) manji, a vise naelektrisan od jona Cu(l), jace interaguje sa molekulima vode. 1z
tog razloga su joni Cu(Il) stabilniji u vodenim rastvorima od jona Cu(l). Medutim,
stabilnost jona Cu(I) u odnosu na jone Cu(Il) menja se u prisustvu “mekih” liganada koji
favorizuju stabilizaciju jona Cu(l) (kao $to su nezasiceni ligandi azota i sumpora kao
donori) (Conry, 2011). Prema Pirsonovom principu “tvrdih i mekih” kiselina i baza (Hard
and Soft Acid-Base (HSAB)), Cu(l) klasifikovan je kao meka kiselina, dok je Cu(Il)
klasifikovan kao grani¢na tvrda kiselina (Ho, 1957). 1z tog razloga, u koordinacionoj hemiji
Cu(II), dominantni su ligandi azota i kiseonika kao donori, a zatim ligandi koji sadrze hlor
i sumpor kao donore (Conry, 2011). Bakar(Il) u vodenim rastvorima lako gradi
kompleksna jedinjenja sa neutralnim (H2O, NHs) i jonskim (Cl;, CN-) ligandima (Cotton i



sar., 1999). Fosfati su jedni od najboljih liganada za bakar i danas je okarakterisano puno
bakar-fosfatnih kompleksa (Conry, 2011).

Pored nabrojanih svojstava, vazna uloga bakra je i u reakciji slicnoj Fentonovoj
reakciji (Fenton-Like reaction) u kojoj se generiSe hidroksil radikal (HO®) iz vodonik-
peroksida (H20z). U bioloskim sistemima Fentonova reakcija moze biti pocetna reakcija u
slozenim mehanizmima slobodno-radikalskih lanc¢anih reakcija, koje mogu ukljucivati
redukciju Cu(Il) od strane superoksid radikal anjona (O2°-) (Nordberg i sar., 2014). Joni
bakra imaju i ulogu kofaktora brojnih metaloenzima u razli¢itim metabolickim reakcijama
(shema 1.1) (Valko i sar., 2005):

Oz~ + Cu(Il)(Fe(II)) — Oz + Cu(I) (Fe(Il))
Fentonova reakcija: Cu(I)(Fe(Il)) + H2O2 — Cu(Il)(Fe(Ill)) + HO* + OH-

Shema: 1.1. Fentonova reakcija modifikovano (Valko i sar., 2005).

1.1.3. NalaZenje mangana u prirodi

Koli¢ine mangana prisutne u tragovima su neophodne za odvijanje esencijalnih
bioloskih funkcija kao $to su: pravilno funkcionisanje Sirokog spektra enzima koji regulisu
osnovne metabolicke procese, ukljuc¢ujué¢i dismutaciju/uklanjanje O2°-, oksidaciju
molekula vode u procesu fotosinteze (Nies, 1999; Pittman, 2005; Ushizaka i sar., 2008).
Dozvoljene vrednosti za koncentraciju rastvorenog mangana u prirodnim vodama, koje
nemaju antropogeni unos ovog metala, su od 10 do > 10 000 pg/L. Obi¢no koncentracije
rastvorenog manganau prirodnim povrsinskim vodama ne prelaze 200 ug/L (EPA, 2004).
Kontaminacija vodenih ekosistema manganom u najvecoj meri je povezana sa otpadnim
vodama iz rudnika koje sadrZe visoke koncentracije rastvorenog mangana (Li i sar., 2019),
ali i kroz promenu pH i redoks osobina vodenih sistema koji dovode do redukcije
prirodnih depozita oksida mangana. Poslednjih godina prekomerno zagadenje pijac¢e vode
manganom postaje sve vecéi problem, jer dolazi do njegove akumulacije u centralnom
nervnom sistemu (Rahman i sar., 2017). Na osnovu navedenih razloga od velike je
vaznosti da se pronade nacin uklanjanja toksi¢nih koncentracija mangana u zagadenim
ekosistemima.



1.14. Hemijske karakteristike mangana

Mangan se kao i bakar ubraja u teSke metale. U prirodi se moZe javiti u vise
oksidacionih stanja: Mn(Il), Mn(IlI), Mn(IV), Mn(V), Mn(VI) i Mn(VII), pri ¢emu su
najstabilniji kompleksi oni u kojima je mangan, kao centralni metalni jon u oksidacionom
stanju +2. Kompleksi Mn(II) mogu biti visoko i nisko-spinski d> kompleksi. Od redoks
stanja metala zavise i njegove hemijske osobine, jer razli¢ita oksidaciona stanja imaju
razli¢ite hemijske karakteristike kao Sto su: jonsko naelektrisanje, rastvorljivost, kinetika
razmene liganda i stabilnost koordinacionih kompleksa (Sunda i Huntsman, 1998). U
zavisnosti od oksidacionog stanja i koordinacionog broja mogu se formirati kompleksi
mangana prikazani u tabeli 1.2. Koordinacioni broj i geometrija kompleksa mangana
promenljivi su usled slabe stabilizacione energije ligandnog polja za visokospinske
konfiguracije i ¢ini se da u velikoj meri zavise od sternih i elektronskih efekata liganda.
Mangan (II) ima vedi jonski ili kovalentni poluprec¢nik, ili rastojanje metal-ligand od
ostalih prelaznih metala prvog reda (+2) i duzine veza metal-ligand su prili¢cno
promenljive u odgovoru na sterne efekte liganda. NajceS¢e se javlja geometrija sa
koordinacionim brojem 6. Nizi koordinacioni brojevi (3, 4 i 5) prili¢no su retki, dok su veci
koordinacioni brojevi (7 i 8) ¢eS¢i nego za ostale prelazne elemente prvog reda, sto je
posledica veli¢ine jona Mn(II) (Collomb i Deronzier, 2005).

Rastvorljivost mangana varira u zavisnosti od oksidacionog stanja. Soli Mn(II) lako
se rastvaraju u vodi, za razliku od Mn(Ill) i Mn(IV). Rastvoreni Mn(IIl) moze se dobiti
samo oksidacijom Mn(Il) (Madison i sar., 2013). Prema HSAB teoriji Mn(Il) je ,tvrda”
kiselina (Ho, 1957) i iz tog razloga ima veliki afinitet za ligande koji kao donorske atome
imaju kiseonik, dok za ligande koji kao donorske atome imaju azot ima nesto manji afinitet
(Collomb i Deronzier, 2005). Mangan ima veliki broj izotopa atomske mase izmedu 49-62.
U prirodi je postojan samo >Mn (Hem, 1963).

U prirodi su najc¢esée zastupljena oksidaciona stanja +2, +3, +4, pri cemu je
oksidaciono stanje +4 najmanje stabilno (Marschner, 2012). Oksidaciono stanje +6 javlja
samo iznad pH 13,5 (Hem, 1963), dok je oksidaciono stanje + 7 stabilnije u kiseloj sredini.
Redoks potencijal i pH vrednost uti¢u na bioraspolozivost jona mangana u rastvoru.
Dvovalentni oblik mangana preovladuje na vrednostima pH 4 - 7, dok se druga
oksidaciona stanja mogu javiti pri visim pH vrednostima (Madison i sar., 2013). U
neutralnim i kiselim vodenim rastvorima, mangan je prisutan kao heksaakva jon ako
drugi ligandi nisu dostupni. Medutim, na pH > 8, formira se Mn(OH). Mn(Il) u ovom
hidroksidu pokazuje veoma niske redukcione potencijale i moZze se oksidovati do Mn(III) i
dalje do Mn(IV) u oblicima Mn;O3 i MnO: koji su slabo rastvorljivi u vodi (Cotton i sar.,
1999).



Tabela 1.2. Geometrija kompleksa mangana u zavisnosti od oksidacionog stanja i koordinacionog

broja
Oksidaciono Koordinacioni
stanje broj Geometrija
2 Linearna
3 Trigonalno-planarna
Mn(II), d5
4 Tetraedarska; Kvadratno-planarna
5 Trigonalno-bipiramidalna; Iskrivljena trigonalno-
bipiramidalna
Oktaedarska;Iskrivljena oktaedarska
6
Pentagonalno-bipiramidalna; Iskrivljena pentagonalno-
7 bipiramidalna
8
Dodekaedarska
3 Trigonalno-planarna
4 Kvadratno-planarna
Mn(I1I), d*
Kvadratno-piramidalna; Trigonalno-bipiramidalna
5
6
Oktaedarska; Iskrivljena oktaedarska
4 Tetraedarska
Mn(IV), d3
6
Oktaedarska
Mn(V), d2 4 Tertraedarska
Mn(VI), d1 4 Tetraedarska
3 Trigonalno-planarna
Mn(VII), d°
4

Tetraedarska
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1.2. Zagadenje Zivotne sredine zracenjem

Zralenje se moZe definisati kao prostiranje Cestica ili fotona u prostoru. Ziva bi¢a su
konstantno izloZena dejstvu razli¢itih vidova radijacije koji mogu biti prirodnog porekla ili
su pak posledica ljudske delatnosti. U prirodne izvore radijacije ubrajaju se kosmicko
zracenje i radijacija iz zemlje koja poti¢e od prirodnih radionuklida (*3U; 24U; 222Rn;
226Ra). U vodenim ekosistemima ovi radionuklidi mogu dospeti erozijom tla (Nuccetelli i
sar., 2012). Pojava radionuklida prirodnog porekla u prekomernim koli¢inama na Zemlji
posledica je ljudske aktivnosti kao $to su: upotreba medicinskih aparata koji emituju X i
gama zrake, upotreba nuklearnog oruzja i radiofarmaceutika, sagorevanje uglja,
proizvodnja dubriva (Altikulag i sar., 2015).

1.2.1. Jonizujuce zracenje

Jonizujuce zracenje je elektromagnetno ili cesti¢no zracenje koje ima dovoljno
visoku energiju koja moze da jonizuje materiju kroz koju prolazi i kod zivih organizama
izazove ostecenje Celije. Prilikom prolaska kroz materiju jonizujuce zracenje interaguje sa
atomima i molekulima predaju¢i im energiju. Kao posledica interakcije dolazi do
apsorpcije energije sto moze izazvati hemijske i fizicke promene sredine, dok se kod Zivih
organizama javljaju i bioloske promene (Nikéevi¢ i Andeli¢, 2011). Jonizacija materije moze
se odigrati na dva nacina: direktnim dejstvom na samu materiju ili dejstvom sekundarne
radijacije. Postoji vise vidova interakcije X-zraka sa materijom: (i) koherentno rasejanje; (ii)
fotoelektri¢ni efekat - apsorpcija fotona; (iii) Komptonov efekat - rasejanje fotona; (iv)
stvaranje elektronskog para; (v) fotodezintegracija (Sethi, 2006). Jonizujuce zracenje ima
vecu energiju od nejonizujuceg zracenja (UV zracenje, IC zracenje, radio ili mikrotalasi) i
moze se podeliti na: esticno zracenje (a i 3 zracenje) i fotonsko zracenje (X i y zraci)
(Nikéevic¢ i Andeli¢, 2011). U elektromagnetnom spektru X-zrac¢enje nalazi se izmedu UV i
y zracenja, ima visoku frekvenciju (od 3x10%¢ do 3x10" Hz), kratku talasnu duZinu (od 10
do 0,01 nm) i energiju u rasponu od 0,12 do 120 keV (slika 1.2). Oni X-zraci koji imaju
energiju u rasponu od 0,12 do 12 keV klasifikovani su kao meki rendgenski zraci, a od 12
do 120 keV kao tvrdi rendgenski zraci zbog svojih prodornih sposobnosti.
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Slika 1.2. Elektromagnetni spektar modifikovano (Kot i sar., 2014).

Osnovna primena X-zraka je u dijagnosti¢koj radiografiji i kristalografiji (Aichinger
i sar., 2004; Ooi, 2010). Pored ove primene, moze se upotrebljavati u analiticke i
industrijske svrhe (Drobny, 2012). Treba napomenuti da materija koja se ozraci X-zracima
ne postaje radioaktivna.

1.2.2.  Efekat jonizujuceg zracenja na Zive organizme

Kao posledica izlaganja zivih organizama jonizuju¢em zracenju dolazi do hemijskih
promena molekula usled raskidanja hemijskih veza (Hutchinson, 1985). S obzirom na
¢injenicu da se Zivi sistemi najveéim delom sastoje od vode, klju¢ni nac¢in na koji
jonizujuce zracenje ostvaruje efekte je kroz radiolizu (razlaganja) molekula vode i
stvaranja slobodnih radikala (slika 1.3) (Buxton, 2004). Fotonsko jonizujuce zracenje lako
prolazi bioloske barijere, pa do hidrolize vode dolazi i u vancelijskom i u unutarcelijskom
prostoru.
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Slika 1.3. Shematski prikaz radiolize vode i aproksimativna vremenska skala procesa koji se
odigravaju pri radiolizi vode. HO**- radikal katjon vode nastao povudivanjem molekula vode elektonom
(Buxton, 2004).

Visokoreaktivni intermedijeri nastali radiolizom vode mogu dovesti do ostecenja
celijskog zida, organela, uticati na aktivnost enzima i celijski ciklus, dovesti do destrukcije
molekula DNK i na kraju do destrukcije same celije (Riley, 1994; Bernhard i sar., 1995).
Niskoenergetski X-zraci - meko zracenje, koristi se za analizu hrane i manje su Stetni za
razliku od visokoenergetskih rendgenskih zraka koji se koriste u medicinskoj dijagnostici.
Medutim, efekat niskih doza visokoenergetskog jonizujuceg X-zracenja (10 - 100 Gy) moZe
imati pozitivan, stimulatorni, efekat na ozracene organizme, ukljucujué¢i i mikroalge
(Luckey, 1982; Chen, 2011; Jeong i sar., 2017a). Ovaj bioloski fenomen naziva se hormezis.
Radiacioni hormezis predstavlja stimulativni efekat nastao kao posledica izlaganja Zivih
organizama niskim dozama jonizujuéeg zracenja (Macklis i Beresfold, 1991). Radiacioni
hormezis ¢esto je proucavan fenomen, medutim, veéina studija se fokusirala na Zivotinjske
modele i insekte (Vaiserman i sar., 2021). Iako su neke studije prosSirene tako da ukljucuju
kopnene biljke (Jan i sar., 2012) i mikrobe, kao $to su bakterije i kvasci (Petin i sar., 2003;
Kudryasheva i Rozhko, 2015), malo istrazivanja je odradeno na mikroalgama za koje je
takode pokazano da mogu opstati u uslovima povecane radijacije (Kalin i sar., 2005).
Dosadasnja istrazivanja pokazuju da niske doze jonizujuceg zrafenja imaju pozitivan
efekat na proliferaciju i rast celije, proizvodnju biomase i povecanu sintezu lipida kod
mikroalgi (Jeong i sar., 2017a). Medutim, efekat jonizuju¢eg X-zracenja na promene u
strukturi celijskog zida i kapacitet vezivanja metala za izolovane frakcije ¢elijskog zida, sto
je bio predmet istraZivanja u ovoj doktorskoj disertaciji, do sada nije ispitan.
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1.3. Zelena mikroalga Chlorella sorokiniana

Domen: Eukaryota
Carstvo: Plantae

Razdeo: Chlorophyta
Klasa: Trebouxiophyceae
Red: Chlorellales

Familija: Oocystaceae

Rod: Chlorella

Vrsta: Chlorella sorokiniana

C. sorokiniana spada u eukariotske, zelene, slatkovodne, jednocelijske alge
(mikroalge). Osnovne morfoloske karakteristike uklju¢uju glatki celijski zid, odsustvo bic¢a
i sferni oblik Celije ¢iji je pre¢nik u rasponu od 2-5 pm. RazmnoZava se bespolno, prostom
deobom ¢elije (Liu i Hu, 2013). Tipi¢na celija izgradena je od dvoslojnog celijskog zida i
citoplazme sa organelama: jedrom, velikim hloroplastom sa pirenoidom, mitohondrijama,
skrobnim zrnima i lipidnim kapima (slika 1.4).

/4

Fh

Slika 1.4. TEM mikrografija poprecnog presek celije C. sorokiniana. Na mikrografijama se mogu
uociti: trilaminarni (TLS) i fibrilarni (F) sloj Celijskog zida, plazma membrana (PM), citoplazma (C) u kojoj
se nalaze jedro (]), hloroplast (H) sa pirenoidom (P), lipidne kapi (L) i skrobna zrna (S).

Jedro je smesteno u sredistu celije. Hloroplast ima oblik ¢ase, periferno je postavljen
u citoplazmi i u njegovoj blizini lokalizovane su mitohondrije. Pored navedenih organela,
moze se uociti i pirenoid, prisutan kod vecine algi roda Chlorella (Ikeda i Takeda, 1995;
Goncalves i sar., 2013), obi¢no lokalizovan centralno u hloroplastu i okruzen skrobnim
omotacem (Goncalves i sar., 2013). Pirenoid ima ulogu u Krebsovom ciklusu, odnosno, u
skladistenju COz, neophodnog za odvijanje procesa fotosinteze, pomoc¢u enzima ribuloza-
1,5-bisfosfat karboksilaza oksigenaze (RuBisCO), lokalizovanog u pirenoidu (Zhan i sar.,
2018). Mikroalge roda Chlorella imaju debeo i krut celijski zid ¢ija se struktura mozZe
razlikovati medu vrstama (Yamada i Sakaguchi, 1982; Gerken i sar., 2013). Vecina algi
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pripada autotrofnim organizmima. Stoga su vaZan izvor pigmenata: hlorofila a, b, i
karotenoida (astaksantin, -karoten i lutein) (Liu i Hu, 2013). Hlorofili su primarni
fotosinteticki pigmeni zelene boje, dok su karotenoidi pigmenati Zute, narandZzaste ili
crvene boje.

Mikrolge su veoma korisne jer vrse fotosintezu i obogacuju stanista u kojima zive
kiseonikom. Kao fitoplankton, predstavljaju izvor hrane za primarne potrosace. Pokazano
je da pripadnici roda Chlorella imaju znacajan industrijski potencijal, delom zbog njihovih
relativno brzih i robusnih karakteristika rasta (Ahmad i sar., 2020). Ove mikroalge sadrze i
znacajnu koli¢inu proteina, ugljenih hidrata, lipida, vitamina C, 3-karotena i vitamina B
(B1, B2, B6 i B12), zbog ¢ega mogu koristiti kao dodatak ishrani, u farmaceutskoj industriji
za proizvodnju kozmetike (Coronado-Reyes i sar., 2020). Trenutne globalne potrebe za
energijom dovele su do potrebe za pronalaZenjem alternativnih izvora energije. Kako
mikroalge sadrze visok procenat lipida, jedna od potencijalnih upotreba je u proizvodnji
biodizela i biogasa (Gonzéalez-Gonzalez, 2018). Prethodna istrazivanja pokazala su da
mikroalga C. sorokiniana, koja je predmet istraZivanja ove disertacije, moZe da raste u
otpadnim vodama u uslovima koji bi bili nepovoljni za druge vrste algi (Carfagna i sar.,
2013; Escapaisar., 2017; Lv i sar., 2017).

1.3.1. Mikroalge kao biosorbent teskih metala

Poslednjih godina, sa porastom zagadenja vodenih ekosistema teskim metalima,
sve viSe paZnje se posvecuje pronalasku adekvatnog resenja. Upotreba bioloskih materijala
u tu svrhu sve ¢esce privlaci paznju nauc¢nika. Sposobnost bioloskih materijala da uklone
metale, metaloide, jedinjenja i cestice iz rastvora naziva se biosorpcija (Gok i Aytas, 2014).
Biosorpcija je fizicko-hemijski proces koji podrazumeva uklanjanje jona metala iz rastvora
ili kroz razli¢ite procese od strane zivih mikroalgi ili kroz vezivanje za komponente
biomase, gde celijski zid igra klju¢nu ulogu (Das i sar., 2008). Biosorpcija predstavlja dobar
mehanizam za uklanjanje jona metala koji se nalaze u industrijskim ili otpadnim vodama i
na taj nacin dovodi do smanjenja zagadenja vodenih ekosistema. Ostale metode koje se
koriste za uklanjanje teSkih metala kao Sto su precipitacija, jonska razmena, membranska
filtracija, hemijska i elektrohemijska sedimentacija imaju odredene nedostatke kao sto su:
(i) velika pocetna ulaganja; (ii) visoki troskovi odrzavanja; (iii) manja efikasnost u odnosu
na biosorbent; (iv) proizvodnja velike koli¢ine mulja koji sadrZzi visoke koncentracije
metala (Fu i Wang, 2011, Wu i sar., 2018). Stoga je paznja sve viSe usmerena na
alternativnu tehnologiju koja kao biosorbent koristi prirodne materijale ili nusproizvode
prerade materijala iz poljoprivrednih i industrijskih izvora. Biosorbenti, posebno oni
bazirani na algama bili su u fokusu istrazivanja iz viSe razloga: (i) izvanredan kapacitet
usvajanja metala; (ii) odsustvo stvaranja toksi¢nog otpada; (iii) niski troskovi odrzavanja;
(iv) usteda vremena i energije; (v) mogucnosti rasta tokom cele godine; (vi) jednostavno
uzgajanje i manipulacija; (vii) obnovjivost (Cheng i sar., 2019).

Razumevanje mehanizama kojima mikroalge apsorbuju jone metala nije
jednostavno zbog kompleksne strukture njihovog celijskog zida (Baudelet i sar., 2017) i
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vanceliskog matriksa (mukusa) koji alge sintetisu kao deo odgovora na stres (Casano i sar.,
2015). Biosorpcija teskih metala moZe zavisiti od razli¢itih faktora i uslova sredine: (i)
temperature i pH (utice na rastvorljivost i stabilnost jona metala, liganada i metal-ligand
kompleksa) (Lau i sar., 1999); (ii) vrste teskih metala; (iii) vrste funkcionalnih grupa
prisutnih u delijskom zidu i mukusu (Greene i Darnall, 1990; Tien, 2002); (iv) vrste
mikroalgi (Radway i sar., 2001) i (v) vremena inkubacije (Pérez-Rama i sar., 2002). Proces
vezivanja jona metala moZze se opisati u dva koraka: prvi korak podrazumeva pasivno
vezivanje jona metala na povrsini Celijskog zida i izlu¢enog mukusa (adsorpcija), sto je
relativno brz proces; drugi korak podrazumeva heliranje i transport vezanih jona metala u
unutrasnjost celije (apsorpcija) (Khummongkol i sar., 1982; Cho i sar., 1994; Sabatini i sar.,
2009). Adsorpcija je nemetabolicki proces koji ne zavisi od energije (Kotrba, 2011).
UnoSenje jona metala u celiju odvija se uglavnom aktivnim transportom, tj. joni metala se
prenose kroz celijsku membranu posredstvom trans-membranskih proteina (Campbell i
sar., 2002; Kaplan, 2013; Moenne i sar., 2016). Nakon ulaska u ¢eliju joni metala mogu se
vezati za peptide kao Sto su fitohelatini ili metalotioneini (Mehta i Gaur, 2005). Za razliku
od prvog koraka, drugi korak moZe da zavisi od temperature ili samog metabolickog
stanja celije, ovaj korak je zavisan i od energije (Perales-Vela i sar., 2006). Biosorpcija teskih
metala posredstvom mukusa je takode proces koji zavisi od fizicko-hemijskih faktora
(Comte i sar., 2008), metabolizma i vrste polimera i funkcionalnih grupa prisutnih u
mukusu (Abdi i Kazemi, 2015).

1.3.2.  Grada celijskog zida

Kako je ve¢ pomenuto, kod mikroalgi kao biosorbenta celijski zid igra vaznu ulogu
(Macfie i Welbourn, 2000). Grada celijskog zida kod razlicitih vrsta algi moze znacajno
varirati. Iz tog razloga i efikasnost same biosorpcije varira u zavisnosti od roda i vrste
mikroalgi (Kumar i sar., 2015). Neretko, vrste istog roda mogu pokazivati i varijacije u
sastavu svojih celijskih zidova (Rodrigues i Bon, 2011; Rashidi i Trindade, 2018). Alge roda
Chlorella, u koje spada i C. sorokiniana, imaju ¢vrst celijski zid. Cvrsti celijski zidovi imaju
ulogu u ocuvanju ¢elije i prezivljavanju nepovoljnih uslova spoljasnje sredine. Debljina
celijskog zida varira tokom rasta same celije, a zavisi i od brzine rasta (Nemcova i Kalina,
2000).

Do sada je pokazano da postoji 3 tipa grade celijskog zida kod Chlorella: ¢elijski
zidovi tip 1 su dvoslojni, sastavljeni od spoljasnjeg trilaminarnog sloja i unutrasnjeg
tibrilarnog sloja. Tip 2 takode ¢ine dvoslojni zidovi, ali spoljadnji sloj nije trilaminarni, dok
Celijski zidovi tip 3 ¢ine zidovi gradeni samo od fibrilarnog sloja (Yamada i Sakaguchi,
1982). Debljina celijskog zida je izmedu 120 i 130 nm, unutrasnji mikrofibrilarni sloj
debljine je oko 100-110 nm, dok je spoljasnji trilaminarni slio (TLS) debljine oko 20-30 nm
(Martinez i sar., 1991). Mikroalga C. sorokiniana koja je predmet istraZivanja ove doktorske
disertacije ima celijske zidove tip 1 (Baudelet i sar., 2017). Spoljasnji trilaminarni sloj je
rigidan i sastoji se iz dva sloja koja su prostorno razdvojena (odatle ,tri” vidljive lamine).
Spoljni od dva sloja rigidnog celijskog zida predstavlja zreli zid majke celije, dok je
unitrasnji rigidni sloj zid cerke celije. Izmedu njega i plazma membrane se nalazi rastresit
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fibrilarni celijski zid. U pripremi za deobu, rigidni Celijski zid cerki celija zadebljava, zid
majke celije puca, i oslobadaju se nove celije. Struktura celijskog zida zajednic¢ka za
razlic¢ite alge roda Chlorella ukazuje na taksonomsku povezanost (Russell, 1995).

1.3.2.1. Hemijski sastav celijskog zida

Mikroalge roda Chlorella se dele u dve grupe prema sastavu rigidnog slaja celijskog
zida, koji moze biti sastavljen ili iz glukoze i manoze ili iz glukozamina (Russell, 1995).
Spoljasnji rigidni trilaminarni celijski zid kod C. sorokiniana se sastoji iz glukozamina i N-
acetilglukozamina u formi hitozanu-sli¢nog polimera (slika 1.5). Unutrasnji fibrilarni
¢elijski zid je polisaharidne strukture sastavljen of ramnoze, ksiloze, manoze, galaktoze i
glukoze (Seceri su poredani prema zastpljenosti), kao i uronskih kiselina (glukuronska
kiselina kod C. sorokiniana) (Takeda, 1991; Russell, 1995; Baudelet i sar., 2017).

Slika 1.5. Hemijska struktura hitozana koji cini rigidni spoljasnji celijski zid C. sorokiniana. Polimer
je sastavljen iz glukozamina i N-acetilglukozamina.

Navedeni polimeri ¢elijskog zida mikroalgi sadrze razli¢ite funkcionalne grupe kao
Sto su amino, amidna, hidroksilna, karbonilna, karboksilna, sulfhidrilna, fosfatna grupa
(Ttiztin i sar., 2005), koje ucestvuju u formiranju kompleksa sa jonima metala (Wu i sar.,
2017). Ove funkcionalne grupe mogu vezati i ukloniti jone metala iz okoline, ¢ine¢i celijski
zid mikroalgi glavnom komponentom u procesu uklanjanja teskih metala. Stoga je
poznavanje strukture i sastava celijskog zida od izuzetne vaznosti kako bi se razumeli
mehanizmi biosorpcije teSkih metala uz pomo¢ mikroalgi. Osim kao mehanizam odbrane
od visokih koncentracija metala, prisustvo ovih funkcionalnih grupa koje moze biti
izmenjeno i koje mogu biti modifikovane, ima ulogu i u formiranju rezervi metala u svrhu
odrzavanja normalnog Ccelijskog metabolizma. Ove grupe “drze” metale blizu celije,
formirajucdi rezerve esencijalnih nutrijenata.
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1.3.3.  Vancéelijski matriks

Kao posledica izloZenosti visokim koncentracijama jona metala u otpadnim i
industrijskim vodama, mikroorganizmi sintetiSu vancelijski matriks koji pored celijskog
zida predstavlja prvu liniju odbrane, sprecavajuci ulazak jona metala u ¢eliju i na taj nacin
omogucava adaptaciju u stresnim uslovima sredine (Borah i sar., 2018). Kako je do sada
pokazano, vancelijski matriks mogu proizvesti razli¢iti mikroorganizmi (Mikes i sar.,
2005), uklju¢ujuci i mikroalge (Babiak i Krzemiriska, 2021). Postoje Cetiri opste kategorije
vancelijskog matriksa: (i) rastvorljivi u medijumima za rast; (i) ¢vrsto pri¢vrséen za
povrsinu Celijskog zida; (iii) slabo pri¢vrséeni za povrsinu Celijskog zida; (iv) vancelijski
matriks koji predstavlja gelasti premaz na povrsini celijskog zida (Xu i sar., 2013; Wei i
sar., 2016; Shen i sar., 2018). Dosadasnja istrazivanja pokazuju da hemijski sastav i
zastupljenost odredenih polimera u vancelijskom matriksu variraju u zavisnosti od vrste
mikroalgi i uslova Zivotne sredine kao $to su: povecana i smanjena osvetljenost, visoka i
niska temperatura, promene pH vrednosti sredine, nedostatak hranljivih materija
neophodnih za normalan rast i prezivljavanje, promena saliniteta medijuma, stres izazvan
povecanim koncentracijama jona metala (Steelei sar., 2014; Angelaalincy i sar., 2017; Hou i
sar., 2017; Babiak i Krzeminska, 2021; Li i sar., 2021).

1.3.3.1. Hemijski sastav vanéelijskog matriksa

Kako je ve¢ receno, vancelijski matriks mikroalgi ima znacajnu ulogu u heliranju
jona metala (Shen i sar., 2018; Li i sar., 2021) i preZivljavanju stresnih uslova sredine
(Kumar i sar., 2018). Vancelijski matriks mikroalgi (mukus) predstavlja gelastu strukturu
na povrsini celija mikroalgi. lako sastav mukusa varira kod razli¢itih vrsta mikroalgi
glavne komponente su polisaharidi i proteini (Xiao i Zheng, 2016). Alge roda Chlorella
oslobadaju mukus koji se dominantno (90%) sastoji of polisaharida (dugackih linearnih ili
razgranatih molekula velike molekulske mase) (Naveed i sar., 2019). Najzastupljenije
komponente polisaharida koji ulaze u sastav mukusa mikroalgi su: D-glukoza, D-
galaktoza, D-manoza, D-glukuronska kiselina, D-manuronska kiselina, L-ramnoza i N-
acetil-D-galaktozamin (Xiao i Zheng, 2016; Halaj i sar., 2018). Polisaharidi mukusa koji
proizvodi C. sorokiniana sastoje iz se glukoze, fruktoze, galakturonske kiseline, ksilitola,
inozitola, manoze, arabinoze, galaktoze i ramnoze (niz je poredan prema zastupljenosti u
biomasi) (Watanabe i sar., 2006).

Posle polisaharida, proteini su druga najzastupljenija komponenta mukusa
mikroalgi (Ge i sar., 2012). Analiza sadrZaja aminokiselina pokazala je da sastav proteina
varira medu vrstama, ali dominantne aminokiseline koje ulaze u sastav proteina koji ¢ine
mukus su alanin, glicin, valin, serin, asparaginska kiselina i glutaminska kiselina. Proteini
i Seceri mukusa mogu biti fosforilisani (Naveed i sar., 2019). Koli¢ina i sastav izlu¢enog
mukusa variraju i u zavisnosti od tipa stresora kojem su alge izloZene. Tako na primer, u
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zavisnosti od koncentracije soli kojima su alge izlozene moZe doc¢i do promena u kolicini
izluéenog mukusa (Rao i sar., 2007; Bayona i Garcés, 2014). Utvrdeno je i da koncentracija
azota ima znacajnu ulogu u proizvodnji mukusa (Domozych, 2007; Bayona i Garcés, 2014).

Kapacitet vezivanja jona metala za polimere mukusa moZe zavisiti od hemijskog
sastava samog mukusa i karakteristika biopolimera (dostupnosti funkcionalnih grupa) i
od prirode i vrste jona metala (Sheng i sar., 2013; Wei i sar., 2017). Sorpcija mukusa i
metala zasniva se na interakciji funkcionalnih grupa polimera koji ulaze u sastav mukusa
(karboksilne, fosforne, hidroksilne grupe) sa jonima metala. Funkcionalne grupe
uglavnom imaju afinitet za vezivanje dvovalentnih katjona kao sto su Cu(Il), Fe(Il), Cd(II),
Zn(Il) (Yan i sar., 2017). Apsorpcioni kapacitet mukusa moZe zavisiti od drugih faktora,
kao $to su temperatura, pH rastvora i prisustvo kompetitivnih jona (Dobrowolski i sar.,
2017; Zhou i sar., 2017). Dosadasnja istrazivanja radena na bakterijama pokazuju da kada
se one tretiraju povecanim koncentracijama jona arsena dolazi do promene u
zastupljenosti odredenih polimera vancelijskog matriksa (Deepika i sar., 2016). Medutim,
kako dolazi do promene u sastavu mukusa u zavisnosti od tipa stresora kod mikroalgi jo$
uvek je nejasno i potrebno je dodatno istrazivanje kako bi se ovi mehanizmi razjasnili.

1.4. Reaktivne vrste kiseonika

Abioticki stresogeni faktori, kao Sto su povecane koncentracije jona metala i
jonizujuce zracenje, dovode do proizvodnje reaktivnih vrsta kiseonika - ROS (eng. reactive
oxygen species) i pojave oksidativnog stresa (Pinto i sar., 2003; Azzam i sar., 2012; Gomes i
sar., 2017). Kao posledica prekomerne proizvodnje ROS, od kojih neki imaju funkciju
sekundarnih glasnika u bioloskim procesima (Valko i sar., 2005), dolazi do razli¢itih
poremecaja u normalnom funkcionisanju celije. ROS mogu interagovati sa biomolekulima
tako Sto ce ih deaktivirati ili izmeniti i na taj nacin prouzrokovati ostecenje celijskih
komponenti i disfunkciju organela (Halliwell i Gutteridge, 2015). Kako nastaju u procesu
metabolizma, kada imaju ulogu u normalnom odvijanju bioloskih funkcija, ali i u drugim
procesim indukovanim razli¢itim stresorima, kada imaju negativne posledice na
biomolekule kroz oksidativnha ostecenja, produkcija ROS u celiji mora biti stogo
kontrolisana (Halliwell i Gutteridge, 2015).

Algama, kao i drugim aerobnim organizmima kiseonik je neophodan u procesu
stvaranja energije potrebne za odrzavanje razlicitih fizioloskih procesa celije. Molekulski
kiseonik (O2) je glavni bioloski akceptor elektrona koji ima fundamentalnu ulogu u
osnovnim ¢elijskim funkcijama. Odredeni oblici kiseonika, koji nastaju redukcijom O, koji
se aktivira u stresnim uslovima, mogu biti jako Stetni za sve ogranizme, ukljucujudi i
mikroalge (Halliwell i Gutteridge, 2015). U osnovnom stanju O je triplet i nije reaktivan u
interakciji sa organskim molekulima jer poseduje po jedan nespareni elektron paralelnih
spinova u dve odvojene orbitale (slika 1.6).
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Slika 1.6. Elektronska konfiguracija kiseonika i njegovih oblika nakon sukcesivnog dodavanja
elektrona (Halliwell i Gutteridge, 2015). Peroksidni jon protonacijom dalje daje H>O,.

Kako je za potpunu redukciju Oz do molekula vode u procesu respiracije potrebno
Cetiri elektrona, a po Paulijevom principu, O, ne moze da primi sva cetiri elektrona
odjednom, ve¢ jedan po jedan, O: se procesom viSestepene monovalentne redukcije
nepotpuno redukuje sto dovodi do formiranja ROS (Mallick i Mohn, 2000) (shema 1.2).
Molekulski kiseonik moze da primi jedan elektron i da stvori Oz*-. Ovaj prvi korak je
termodinamicki nepovoljan i objasnjava nisku reaktivnost samog O,. Superoksidni radikal
¢e primiti jedan elektron i dva protona sto dovodi do stvaranja H2O,. Za razliku od Oz*-,
H>O; lako moze da difunduje kroz bioloske membrane i izazove oksidativni stres daleko
od mesta nastanka. Kad HxO; primi treci elektron i jedan proton, dolazi do formiranja
HO-* i OH-. Najreaktivnija vrsta kiseonika je HO*, izuzetno je mocan oksidans i reaguje sa
organskim molekulima neposredno nakon difuzije (Mallick i Mohn, 2000; Scandalios,
2005; Buonocore i sar., 2010).

Oz + 4e- + 4H* — 2H,0O

O2+1e + H* & HO2* & H* + Oz
HOz* + 1e- + H* & H202
H2O» + 1e- + H* « [H302] < HO + OH"*
OH* + 1le+ H* & H2O

Shema 1.2. Visestepena monovalentna redukcija Oa do vode i formiranje ROS (Buonocore i sar.,
2010).
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Lipidi, kao klju¢ne komponente celijske membrane, primarni su ciljni molekuli sa
kojima interaguju ROS. Lipidna peroksidacija moZe se definisati kao oksidaciono ostecenje
izazvano delovanjem ROS na lipide pri ¢emu se indukuje lancana reakcija u kojoj se
lipidni peroksidi nagomilavaju. Kao posledica lipidne peroksidacije dolazi do promene u
strukturi i funkciji membrane, promene u radu jonskih kanala, dok mnogobrojni enzimi i
receptori gube aktivnost (Halliwell i Gutteridge, 2015). Stoga, peroksidacija lipida nastala
kao posedica oksidacionog ostecenja ROS predstavlja vazan pokazatelj ostecenja celija u
Zivim organizmima.

Oksidacija proteina je jedna od kovalentnih modifikacija proteina izazvanih
prekomernim koncentracijama ROS i drugim proizvodima oksidativnog stresa (Kosourov
i sar., 2017). Karbonilacija proteina je post-translaciona modifikacija u kojoj dolazi do
uvodenja karbonilnih grupa u boéne lance aminokiselina kao $to su: arginin, lizin, treonin
ili prolin (Stadtman, 1990. Thomas i sar., 2009). Kao posledica modifikacija dolazi do
promene u aktivnosti, stabilnosti, lokaciji i interakcijama sa drugim proteinima
(Matamoros i Becana, 2021). Oksidacija katalizovana metalom je uobicajeni mehanizam
karbonilacije proteina u celiji. Pokrece je HO* dobijen u Fentonovoj reakciji (Thomas i sar.,
2009). Ovako dobijen HO*® reaguje sa bo¢nim lancima lizina, prolina, arginina, treonina,
sto dovodi do njihovog cepanja i formiranja karbonilne/ih grupe/a na bo¢nim lancima
(Dean i sar., 1997; Droge, 2002), ¢cime se inhibira ili menja njihova aktivnost i povecava
podloznost proteolitickom napadu (Rivett i Levine, 1990; Berlett i Stadtman, 1997; Dukan i
sar., 2000).

1.4.1. Antioksidativni sistemi

Zivi organizmi su razvili irok spektar zagtitnih mehanizama sa¢injenih od enzima i
molekula direktno ukljuc¢enih u odrzavanje redoks homeostaze i uklanjanje ROS kako ne
bi doslo do ostecenja celije (Apel i Hirt, 2004; Rodriguez-Garcia i Guil-Guerrero, 2008). Ti
molekuli nazvani su antioksidanti i mogu se definisati kao bilo koja supstanca koja kada je
prisutna u nizoj koncentraciji u odnosu na supstrat podloZan oksidaciji moze da spreci ili
odlozi oksidaciju tog supstrata (Halliwell i Gutteridge, 2015). Antioksidanti odrzavaju
koncentraciju ROS u ¢eliji na prihvatljivom nivou, ¢ime sprecavaju stetnu oksidaciju ciljnih
molekula. Kod algi je pokazano da poseduju enzimske i neenzimske antioksidativne
odbrambene mehanizme koji im omogucavaju da se izbore sa Stetnim efektima ROS i
opstanu u stresnim uslovima (Pikula i sar., 2019).

i.  enzimski sistem ¢ine antioksidativni enzimi velike molekulske mase, kao 5to su
superoksid dismutaza, glutation reduktaza, glutation peroksidaza, katalaza,
askorbat peroksidaza, glutation-S-transferaza;

ii. neenzimski antioksidativni sistem (male molekulske mase) ¢ine antoksidanti
neophodni za reparaciju i uklanjanje oste¢enih makromolekula: glutation,
flavonoidi, karotenoidi, tokoferoli i fenoli.
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1.4.1.1. Glutation

Glutation (L-y-glutamil-L-cisteinil-glicin) predstavlja najzastupljeniji neenzimski
antioksidant u mikroalgama (Morelli i Scarano, 2004; McDermott i sar., 2011), Sto ga ¢ini
dobrim indikatorom unutarcelijskog redoks stanja (Schafer i Buettner, 2001; Foyer i
Noctor, 2011). Poznato je da ima ulogu u detoksikaciji ¢elije redukcijom ROS pre svega
H>O», heliranjem jona metala, kao i redukcijom i zastitom tiola na proteinima. On je tiol
male molekulske mase koji se nalazi u vecini prokariotskih i eukariotskih celija (Mendoza-
Cozatl i sar., 2005). SintetiSe se u dva koraka zavisna od ATP-a, katalizovana enzimom vy-
glutamilcistein-sintetazom i glutation sintetazom (Cameron i Pakrasi, 2010). Obi¢no se
sintetiSe u citosolu, hloroplastima, mitohondrijama i vakuolama (Noctor i Foyer, 1998). U
¢eliji se moZe javiti u dva oblika, redukovanom tiolnom (GSH) i oksidovanom disulfidnom
(GSSG). U vedini Celijskih procesa glutation se koristi u obliku GSH (koji ¢ini vise od 95%
ukupnog glutationa u ¢eliji) dok GSSG u zdravim celijama retko dostize 10%. Redukovani
oblik glutationa ima vaznu ulogu u procesima heliranja jona metala i kao prekursor u
sintezi fitohelatina (Cobbett i Goldsbrough, 2002). Pored toga, ima vaznu ulogu u redoks
regulaciji, zastiti i signalizaciji celije kroz glutationilaciju i deglutationilaciju specifi¢nih
cilinih proteina (Zaffagnini i sar., 2012). Niska koncentracija GSSG u celiji reguliSe se
posredstvom glutation-reduktaze, redukcijom disulfida u reakciji u kojoj se NADPH
koristi kao donor elektrona (Cameron i Pakrasi, 2010), jer previsoka koncentracija GSSG
moZze ostetiti mnoge enzime u celiji. Odnos GSH/GSSG predstavlja dobar parametar
oksidativnog stresa u organizmu, ima fundamentalnu ulogu u Ccelijskoj homeostazi i
takode je uklju¢en u procese celijske signalizacije (Monostori i sar., 2009). Celije mogu
sintetisati vise GSH kada je to potrebno, medutim ova sinteza se pokrece kada drugi
Celijski procesi trose ili uklanjaju GSH, umesto da ga samo oksiduju, jer se ¢ini da grani¢ni
nivoi GSH i GS5G zajedno deluju kao inhibitor puta sinteze (Mendoza-Cozatl i sar., 2005).
Glutation je takode i prekursor za sintezu fitohelatina, proteinskih molekula koji imaju
znacajnu ulogu u heliranju jona teskih metala (Cobbett, 2000; Pawlik-Skowroriska., 2001).
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2. CIL] ISTRAZIVANJA

U ovoj doktorskoj disertaciji cilj je bio da se ispitaju i objasne interakcije jona Cu(II) i
Mn(II) sa jednocelijskom algom Chlorella sorokiniana (soj CCAP 211/8K), kao i promene
koje nastaju u tim interakcijama nakon izlaganja alge abiotickom stresu u obliku
elektromagnetnog jonizujuceg zrac¢enja (X-zracenje). Ispitivanja su obuhvatila:

Odredivanje najvisih koncentracija jona Cu(II) i Mn(II) koje nemaju
citotoksi¢ni/citostaticki efekat na kulturu mikroalgi. Tako odredene
koncentracije su koris¢ene u daljim ispitivanjima interakcija;

Promene na nivou strukture i sastava mikroalgalne celije - promene u
Celijskom zidu, sinteza i otpustanje mukusa, promene u glavnim tipovima
biomolekula - lipidima, proteinima, ugljenim hidratima, bice ispitivane
upotrebom skening elektronskog mikroskopa (SEM) sa EDS detektorom i
infracrvenom spektroskopijom sa Furijeovom transformacijom koja koristi
sinhrotronski izvor zrac¢enja (SR-FTIR);

Promene u redoks statusu mikroalgalne celije - produkcija ROS, nivo i
oksidacija tiola, bice ispitivane primenom biohemijskih i strukturnih
markera i metodom elektronske paramegnetne rezonancije (EPR) spinskih
obelezivaca;

Koordinacione interakcije i promene redoks stanja jona bakra i mangana u
mikroalgalnoj celiji - vezivanje za celijski zid i mukus, polifosfate i druge
strukture i molekule, bi¢e ispitivane primenom EPR metode, cikli¢ne
voltametrije i apsorpcione spektroskopije X-zraka (XAFS). Posebna paznja
je usmerena na identifikaciju liganada i odredivanje strukture nastalih
kompleksa (oksidacionog stanja vezanih jona metala, donorskih atoma
liganada kao i geometrije dobijenih kompleksa);

Uticaj zracenja na interakcije mikroalge sa jonima Cu(Ill) i Mn(II) bice
ispitan na nivou C(elijskog zida primenom metoda: transmisione
elektronske mikroskopije (TEM), infracrvene spektroskopije sa
Furijerovom transformacijom (FTIR), EPR spektroskopije spinskih
hvataca, esejima za odredivanje kapaciteta vezivanja metala i EPR
spektroskopije.
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

U ovom odeljku prikazan je spisak hemikalija koje su koris¢ene u eksperimentima,
protokoli gajenja eksperimentalnog objekta i opisane sve metode i uslovi rada koji su
koris¢eni u ovoj doktorskoj disertaciji.

3.1. Hemikalije

Sve hemikalije bile su “PA” ili “HPLC” stepena cistoce. Svi rastvori su pravljeni sa 18 MQ
dejonizovanom ultracistom vodom kao rastvaracem.

Spisak hemikalija:

Agar, Torlak, Beograd, Srbija
Natrijum-nitrat (NaNO3), Sigma-Aldrich, Sent Luis, SAD
Kalcijum-hlorid dihidrat (CaClx2H:0),Sigma-Aldrich
Magnezijum-sulfat heptahidrat (MgSO4x7H0), Sigma-Aldrich
Kalijum-hidrogenfosfat trihidrat (K:HPO4*x3H20), Sigma-Aldrich
Kalijum-dihidrogenfosfat (KH2POs), Sigma-Aldrich
Etilendiamintetrasiréetna kiselina (EDTA), Sigma-Aldrich
Gvozde(IlI)-hlorid heksahidrat (FeClsx6HO), Sigma-Aldrich
Mangan(Il)-hlorid tetrahidrat (MnClox4H>O), Sigma-Aldrich

. Cink-hlorid (ZnCly),Sigma-Aldrich

. Kobalt(Il)-hlorid heksahidrat (CoClox6H20O), Sigma-Aldrich

. Natrijum-molibdat dihidrat (Na2MoO4x2H>0), Sigma-Aldrich

. Vitamin B1 (Tiaminhidrohlorid), Carl Roth, Karlushe, Nemacka

. Vitamin B12 (Cijanokobalamin), Carl Roth

. Lugolov rastvor, Sigma-Aldrich

16. Hloroform, Sigma-Aldrich

17. Metanol, Fisher Scientific, Lugborou, Engleska
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18. Natrijum-hlorid (NaCl), Sigma-Aldrich

19. Triton X-100, Sigma-Aldrich

20. Aceton, Sigma-Aldrich

21. a-Amilaza, Sigma-Aldrich

22. Bakar(Il)-hlorid dihidrat (CuCl2x2H20), Sigma-Aldrich

23. Evans Blue, Sigma-Aldrich

24. Glutaraldehid, Serva, Hajdelberg, Nemacka

25. Paraformalaldehid, Serva

26. Etanol, Sigma-Aldrich

27. Dinatrijum-hidrogenfosfat (Na2HPOs), Sigma-Aldrich

28. Natrijum-fosfat (NaH2POs), Sigma-Aldrich

29. Osmijum-tetroksid (OsOs), Serva

30. Uranil-acetat, Sigma-Aldrich

31. Olovo-citrat, Sigma-Aldrich

32. Dimetil sulfoksid (DMSO), Sigma-Aldrich

33. Hepes, Serva

34. Hitozan, Sigma-Aldrich

35. 5-dietoksifosforil-5-metil-1-pirolin-N-oksid(DEPMPO), Santa Cruz Biotechnologies,
Dalas, Teksas, SAD

36. Gvozde(Il)-sulfat heptahidrat (FeSO4 x7H20), Sigma-Aldrich

37. Vodonik-peroksid (H20z), Carlo Erba Reagents, Milano, Italija

38. Sulfosalicilna kiselina, Sigma-Aldrich

39. Dietilentriamin pentanska kiselina (DTPA, Sigma Aldrich

40. Elmanov reagens (DTNB), Sigma-Aldrich

41. Glutation reduktaza, Sigma-Aldrich

42. 3-dihidronikotinamid-adenin dinukleotid fosfat (3-NADPH), Sigma-Aldrich

43. Glutation (GSH), Sigma-Aldrich

44. Azotna kiselina (HNOs), Sigma-Aldrich

45. Mangan(IV)-oksid(MnQOy), Sigma-Aldrich

46. Mangan(III)-oksid (Mn2Os), Sigma-Aldrich

47. Magnan(ILIIT)-oksid (Mn3Oa), Sigma-Aldrich

48. Kalijum-permanganat (KMnOs), Sigma-Aldrich

49. 2',7'-dihlorodihidrofluorescein diacetat(DCFH-DA), Sigma-Aldrich

50. Fura-2, Sigma-Aldrich

51. Hidroksilamin hidrohlorid (NH2OH*HCI), Sigma-Aldrich

52. Formaldehid, Sigma-Aldrich

53. Bakar(Il)-oksid (CuO), Sigma-Aldrich

54. Bakar(I)-oksid (Cuz0), Sigma-Aldrich
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3.2. Eksperimentalni objekat

Kao model organizam koris¢ena je zelena jednocelijska alaga (mikroalga) Chlorella
sorokiniana (CCAP 211/8K; alternativna oznaka UTEX 1230, Culture Collectionof Algae and
Protozoa, Velika Britanija), dobijena ljubaznos¢u profesora Jon Pittman-a sa Univerziteta u
Mancesteru, Velika Britanija.

3.2.1. Uzgajanje mikroalge Chlorella sorokiniana

Za potrebe eksperimenata mikroalga C. sorokiniana gajena je u tecnoj kulturi, dok je
Stok mikroalgi ¢uvan na c¢vrstim agarskim podlogama na 4 °C do zasejavanja za
eksperimentalni rad. U oba slucaja je koris¢en hranljivi medijum 3N-BBM+V (Bold Basal
Medium with 3 fold Nitrogen and Vitamins)!.Medijum u kojem raste mikroalga C. sorokiniana
pravljen je tako Sto su iz koncentrovanih rastvora odgovarajuc¢ih nutrijenata (tabele 3.1 i
3.2) dodate odgovarajuce zapremine, ovde prikazane za 1 L medijuma. Za agarske
podloge, u medijum je pored osnovnih hemikalija navedenih u tabelama ispod dodavan
agar u koncentraciji od 1,5%.

Tabela 3.1. Receptura za pripremu tecnog medijuma 3N-BBM.

Koncentracija soli/vitamina g/1000 mL Potrebna zapremina u mL za
vode pripremu 1L medijuma
25 g NaNO:; 30
2,5 g CaClxx2H,O 10
7,5 g MgSOux7H.O 10
7,5 g K;HPO4x3HO 10
17,5 g KHaoPO4 10
2,5 g NaCl 10
rastvor mikroelemenata*(tabela 4.2) 6
12 g vitamina By 1
1 g vitamina B, 1

Thttps:/ /www.ccap.ac.uk/media/documents/3N_BBM_V.pdf
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Tabela 3.2. Receptura za pripremu koncentrovanog rastvora koji se koristi za pripremu tecnog
medijuma 3N-BBM. Mase su izrazene u mg, preracunate za 1 L rastvora.

“Rastvor mikroelemenata Koncentrovanog rastvors miktoelemenata
Na;EDTA 750 mg
FeClsx6H,O 97 mg
MnClxx4H,O 41 mg
ZnCly 5mg
CoCl2x6H0 2mg
Na:MoOsx2H>O 4 mg

3.2.1.1. Agarske podloge

Mikroalga C. sorokiniana gajena je na 3N-BBM+V medijumu, u koji je dodat 1,5 %
agar, koji predstavlja hranljivu podlogu za gajenje mikroalgi C. sorokiniana. Ovako
napravljen medijum sterilisan je u autoklavu na 114 °C, u trajanju od 25 min. Dok je
medijum vru¢ i tean, razliven je u staklene epruvete (kosi agar) u sterilinim uslovima u
laminaru (Vertical Clean Bench and Filtered PCR Cabinet, “MaXtream”, Daihan, Dzakarta,
Indonezija). Razliveni medijum ostavljen je u laminaru dok ne oc¢vrsne (~1 h). Nakon
hladenja i o¢vrséavanja medijuma, sterilnom ezom je iz postojece te¢ne kulture mikroalgi
C. sorokiniana preneta na agarsku hranljivu podlogu. Epruvete su zatvorene sterilnim
¢epom i drzane u komori (fitotronu) sa kontrolisanom temperaturom od 21 + 2 °C i
osvetljenjem sa kontinuiranim fluksom fotona od 120 pmol/m?s (MST TL-D Reflex 36 W840
1 SLV/ 25 sijalice, Philips, Amsterdam, Holandija). Nakon 2 - 3 dana, kada se na agarskoj
ploci pojavio “tepih” algi, epruvete su prebacene u frizider na 4 °C kako bi se usporio rast,
a samim tim i potrosnja nutrijenata iz medijuma (slika 3.1a). Ovako pripremljene kulture
mikroalgi koriS¢ene su kao pocetni Stok za sve dalje eksperimente. Maksimalno vreme
¢uvanja algi u frizideru je bilo mesec dana i u tom periodu su se mogle iskoristiti za
presejavanje u tecnu kulturu za eksperimente. Presejavanje algi za eksperimente uvek je
radeno u sterilnim uslovima, u laminaru.
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3.2.1.2. Te¢ne podloge

Za eksperimente, mikroalga C. sorokiniana gajena je u staklenim erlenmajerima u
tecnom 3N-BBM + V medijumu, pH= 7 (slika 3.1b). Nakon autoklaviranja medijumi se
hlade na sobnoj temperaturi najmanje 24 h, a vitamini se dodaju pred samu upotrebu
medijuma. Razlog dodavanja vitamina nakon autoklaviranja je odrZavanje njihove
stabilnosti i funkcije, koja bi prilikom sterilizacije bila narusena (Horner, 2006).

Slika 3.1. Kultura mikroalgi C. sorokiniana: a) epruvete sa mikroalgama gajenim na
hranljivim agarskim podlogama (3N-BBM+V + 1,5% agar), b) erlenmajeri sa mikroalgama gajenim
na tecnim podlogama 3N-BBM+V.

3.2.2. Priprema kulture mikroalge C. sorokiniana za eksperimente

Sa agarskih podloga, kultura mikroalgi C. sorokiniana, preneta je u sterilne
erlenmajere. U prvom koraku, u 50 mL te¢nog 3N-BBM+V medijuma sterilnom ezom je
preneta proizvoljna koncentracija algi sa agarskih plodloga. Nakon nekoliko dana rasta, C.
sorokiniana je iz dobijene kulture dalje presejavana u nove erlenmajere za eksperimente sa
pocetnom gustinom od 5x10° éelija/mL. Za sve eksperimente, mikroalge su drzane u
fitotronu sa kontinuiranim fluksom fotona od 120 pmol/m?s, na orbitalnom Sejkeru na 120
rpm? do dostizanja stacionarne faze rasta, odnosno do 20-og dana. Zapremine kulture bile
su 50 mL u erlenmajeru od 100 mL ili 150 mL u erlenmajeru od 250 mL, u zavisnosti od
potreba eksperimenta. Zapremina uzoraka je korigovana na isparavanje tokom perioda
rasta dodavanjem sterilne dejonizovane vode 15. dan. Svaki erlenmajer predstavljao je

2 Obrtaji u minuti (revolutions per minute- rpm).
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jedan uzorak. Svi eksperimenti radeni su u dve ili tri serije, sa tri ili cetiri bioloska
ponavljanja po grupi.

3.2.2.1. Odredivanje gustine kulture

Gustina kulture mikroalgi odredena je brojanjem celija po mL uzorka. Uzorku
mikroalgi (0,5 mL) dodato je 50 pL Lugolovog rastvora3, nakon ¢ega je uzorak inkubiran
10 min na sobnoj temperaturi. U zavisnosti od postignute gustine za brojanje kulture
mikroalgi pravljena su odgovaraju¢a sukcesivna razblaZenja uzorka od 10x, 100x,
1000%,2000x i dalje koliko je potrebno.

Za brojanje celija mikroalgi koris¢ena je Sedgewick-Rafter komora za brojanje,
zapremine 1 mL (slika 3.2), podeljena na 1000 kvadrata zapremine 1 pL. Uzorak je
ostavljen da odstoji oko 5 min, kako bi se stalozio, a zatim postavljen pod objektiv
optickog mikroskopa (Optika B-292 Microscope, Optika Microscopes, Ponteranica, Italija) na
uveli¢anju od 100x. Odgovaraju¢im razblaZenjem postiZe se optimalna gustina mikroalgi
za brojanje (ne treba da bude manje od 10 ili vise od 30 mikroalgi po kvadratu). Celije se
broje u 10 razli¢itih i nasumi¢no odabranih kvadrata, a zatim se odredi srednja vrednost.
(Karlson i sar., 2010). Gustina kulture mikroalgi odredena je slede¢om formulom (1):

Br.celija
mL

= Srednja vrednost izbrojanih ¢éelija x 1000 kvadrata x faktor razblazenja

Q)

Slika 3.2. Sedgewick-Rafter komora za brojanje.

3 Lugolov rastvor sadrzi jod koji povecava specifi¢nu tezinu organizama, $to rezultira brzim taloZenjem, onemogucava
kretanje i boji celije u plavo, sto ¢ini brojanje laksim (Anderson i Karlson, 2017).
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3.2.2.2. Odredivanje stacionarne faze

Tokom rasta mikroalgi, kulture pokazuju ranu lag fazu, eksponencijalnu fazu rasta,
stacionarnu fazu i fazu lize/smrti. Za odredivanje stacionarne faze kultura mikroalgi
pracena je kriva rasta. Stacionarna faza postize se kada kultura prestane da raste.
Analizirani parametri koji opisuju krivu rasta su: opticka gustina - OD (engl. optical
density) i biomasa. Uzorkovanje i analize su radene svakog drugog dana.

3.2.2.2.1. Opticka gustina

Parametar OD odreden je primenom metode ultraljibicaste/vidljive spektroskopije
(UV/Vis spektroskopija) (engl. Ultaraviolet/Visible spectroscopy) (UV/Vis
spectrophotometar Jenway Genova Plus, Stafordsir, Engleska), pracenjem inteziteta
apsorbancije na talasnoj duzini A= 750 mn, za 10x razblaZeni uzorak. RazblaZenja su
radena u dejonizovanoj vodi.

3.2.2.2.2. Biomasa

Za odredivanje biomase uzorci su centrifugirani 5 min na brzini od 5000 x g*.
Supernatant je odliven, a pelet suSen u susnici 2 dana na 50 °C. Biomasa je izrazena kao
mg/mL.

3.3. I1zolacija ¢elijskog zida

Izolacija ¢elijskog zida radena je kod algi koje su prethodno ozracene razlic¢itim
dozama X-zraka (tabela 3.3) i kontrolnih uzoraka. Biomasa mikroalgi dobijena je
centrifugiranjem iz 150 mL uzoraka. Uzorci su isprani dva puta sa 50 mL dejonizovane
vode centrifugiranjem 5 min na 2300 x g. Izolacija celijskog zida sprovedena je prema
protokolu (Simonovi¢ i sar., 2011), sa manjim modifikacijama. Svi koraci protokola su
izvedeni na sobnoj temperaturi ako nije drugacije naznaceno.

4G sila, odnosno, relativna centrifugalna sila (relative centrifugal force - rcf).
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Uzorci su zamrznuti u te¢nom azotu, homogenizovani u avanu, pomocu tucka i
preneti u tubu za centrifugiranje uz ispiranje suda sa 5 mL dejonizovane vode (~0,5 g
sveze mase, m:V 1:10). Nakon toga je primenjena serija rastvaraca u zapremini od 5 mL,
kako je navedeno ispod. Nakon svakog koraka primenjeno je centrifugiranje u trajanju od
5 min, 800 x g.

e dejonizovana voda ispiranje 2 x;

e 1:1 smeSa hloroform:metanol - Sejker 10 x 5 min;

e 1:1 smes$a hloroform:metanol - preko no¢i na 4 °C;

e 1M NaCl - Sejker 1 h;

e resuspendovati u 0,5% Triton X-100;

e dejonizovana voda (ispiranje Triton X-100) - 10 x;

e dejonizovana voda - Sejker 20 min;

e resuspendovati u metanolu;

e aceton - Sejker 4 x20 min;

e sus$nica preko no¢i na 30 °C;

e a-amilaza (5000 jedinica na 1 g ¢elijskog zida) inkubacija 2 x (a-amilaza rastvorena
je u 50 mM kalijum-fosfatnom puferu (KPP), pH 7,2);

e susnica 24 hna 30 °C;

e ispiranje u KPP dok supernatant ne postane bistar;

e aceton- Sejker 2 x 20 min;

e uzorci su ostavljeni da se osuSe na sobnoj temperaturi u digestoru.

Inkubacija u a-amilazi sluzi za uklanjanje skroba. Primenjeni protokol odabran je sa
ciiem o¢uvanja strukture svih polimera celijskog zida (Hall i Moore, 1983; Chen i sar.,
2000). Izolovane frakcije celijskog zida koriS¢ene su dalje u eksperimentima za ispitivanje
kapaciteta vezivanja jona teSkih metala na netretiranim algama (kontrole) i na algama koje
su prethodno izloZene jonizujuéem zracenju.

3.4. Abioticki stresogeni faktori

Kultura mikroalgi 20. dana tretirana je rastvorima soli metala Cu(Il) i Mn(Il) u
Sirem opsegu koncentracija, i/ili primenom razli¢itih doza jonizujuceg X-zracenja. Nakon
tretmana analiziranje uticaj ovih stresogenih faktora na rast i preZivljavanje kulture
mikroalgi.
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3.4.1. Tretman rastvorima soli metala

Nakon dostizanja stacionarne faze, kulture mikroalgi zapremine 150 mL, pocetne
koncentracije 5 x 105 Celija/mL, tretirane su rastvorima soli metala Cu(Il) i Mn(Il). U
eksperimentu su koriséene soli: CuClax2H>0 i MnClx4H>O. Opseg koncentracija rastvora
soli Cu(II) bio je 0,1 mM; 1 mM; 2 mM; 5 mM i 10 mM. Opseg koncentracija rastvora soli
Mn(II) bio je 0,1 mM; 1 mM; 2 mM; 5 mM; 10 mM i 20 mM.

Subletalne koncentracije rastvora jona metala odredene su pra¢enjem vrednosti za
OD, biomasu i vijabilnost. OD merenaje na isti nac¢in kao i za krivu rasta (odredivanje
stacionarne faze odeljak 3.2.2.2.1). Protokol za odredivanje vijabilnost predstavljen je u
odeljku 3.4.3.

3.4.2. Tretman jonizujuéim zracenjem

U eksperimentima je primenjeno jonizujuce X-zracenje niskog intenziteta (do 100
Gy). Analizirano je vise razli¢itih doza (10, 20, 50 Gy) i dve razli¢ite brzine ozracivanja
(2,290 Gy/min i 5,057 Gy/min) sa odgovarajuc¢im prate¢im parametrima predstavljenim u
tabeli 3.2. Apsorbovane doze zracenja od strane uzorka su bile oko 10 puta manje od
oslobodenih, odnosno: 1,09 Gy, 2,21 Gy, 5,45 Gy. Da bi se pojednostavilo objasnjenje,
navedene doze pisace se zaokrugljenim vrednostima 1 Gy, 2 Gy i 5 Gy.

Tabela 3.2. Primenjene doze jonizujuceg zracenja (Gy), brzina (Gy/min), struja (mA) i vreme
ozracivanja (min).

Doza (Gy) Brzina (Gy/min) Struja(I); (mA) Vreme (t); (min)
1 2,290 2 4mini22s
2 2,290 2 8minidds
5 5,057 4,5 9minib4s

Za odredivanje optimalnih doza i brzina ozracivanja, koje ne dovode do smrti celija
i ostecenja tkiva, analizirane su OD, biomasa i vijabilnost jedan dan nakon ozracivanja
mikroalgi.
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Intenzitet primenjene doze zavisi od razli¢itih dozimetrijskih faktora kao $to su
izvor zracenja, udaljenost uzorka od izvora zracenja, veli¢ina polja zracenja, vrsta filtera
(Desrosiers i sar., 2013). Shema aparata za ozracivanje prikazana je na slici 3.3. Tretman
jonizujuéim zracenjem izvoden je tako Sto su alikvoti mikroalgi zapremine 50 mL
prebaceni u staklene Petri Solje i postavljeni na policu 6 (najvisa polica). PolozZaj uzorka na
ovoj polici podrazumeva izloZenost celom snopu zracenja. Ova polica odgovarala je
velicini polja zracenja koje zauzima Petri Solja. Udaljenost uzorka od izvora zracenja je 13
cm. Precnik ozracenog polja: 9,2 cm. Zracenje je izvrSeno u komori za ozracivanje (CellRad,
Faxitron Bioptics LLC, Tucson, AZ, SAD) gde su uzorci mikroalgi izlozeni X-zracima
odgovarajuci vremenski period (tabela 3.2).
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Slika 3.3. CellRad, Faxitron Bioptics LLC, Tucson, AZ, SAD. Shematski prikaz poloZaja i dijametra
polica u Faxitronu (gornja slika). Prikaz aparata i poloZaja police (donja slika).
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Zadati eksperimentalni uslovi bili su: snaga: 750 W; dimenzije otvora (pinhole): 1,0 x
1,4 mm; filteri: 1,6 mm Be i 0,5 mm Al ugao zraka: 40° divergencije. Odrzavan je
konstantan napon od 120 kV. Kao dozimetar koriSc¢ena je jonska komora. Doze i brzine
podesavane su primenom razli¢itih vrednosti intenziteta struje. Brzina i vreme ozracivanja
odreduju se primenom jednacina 11 2:

Brzina ozracivanja (Gy/min)= 1,12779xI (mA) 1)

Vreme ozracivanja (s)= Doza/brzina ozrac¢ivanjax60 (s) (2)

3.4.3. Odredivanje vijabilnosti éelija kao odgovora na abioticki stres

Efekti odredenih koncentracija jona teskih metala kao i efekat akutnog zracenja na
prezivljavanje Celija testirani su koriséenjem Evans Blue boje (po ranije opisanom protokolu
(Zuppini i sar., 2007) sa manjim modifikacijama. U eksperimentu je koris¢ena Evans Blue
boja koja se uobicajeno koristi za odredivanje procenta Zivih celija u uzorku. Mrtve celije
gube membransku selektivnost i akumuliraju boju. Stoga, procentualno povecanje broja
¢elija obojenih Evans Blue bojom u populaciji ukazuje na povecéani procenat nevijabilnih
¢elija. Vijabilnost je predstavljena kao procenat neobojenih celija. Analizirano je najmanje
50 celija po uzorku.

U eksperimentu je koris¢en 1% rastvor Evans Blue boje pripremljen u dejonizovanoj
vodi. U 0,5 mL uzorka mikroalgi dodato je 100 pL boje. Uzorci su uvijeni u aluminijumsku
foliju kako bi bili zasticeni od svetlosti i postavljeni u vodoravni poloZaj na Sejkeru u
trajanju od 2 h. Zatim, su isprani 3-4 puta u 3N-BBM medijumu bez vitamina
centrifugiranjem 1 min na 10 000 x g, dok supernatant ne postane bezbojan. Talog je
resuspendovan u 2 mL medijuma i zatim analiziran na svetlosnom mikroskopu pri
uveli¢anju od 100 puta. Za svaki uzorak su proizvoljno odabrana i slikana 3 do 4 vidna
polja u okviru kojih su zatim brojane Zive i mrtve celije.

U cilju procene opsega koncentracija koje nemaju citotoksicne efekte, osim
vijabilnosti, odredivani su i parametri OD i biomase.
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3.5. Primenjene metode, instrumenti i uslovi snimanja

U okviru istrazivanja ove doktorske disertacije primenjene su sledeée metode:
ultraljubicasta-vidljiva  spektroskopija,  elektronska  mikroskopija,  infracrvena
spektroskopija, EPR spektroskopija, ciklicna voltametrija, adsorpciona rendgenska
spektroskopijai fluorescentna spektroskopija. Analize su radene na celim cdelijama
mikroalgi ili izolovanim frakcijama celijskog zida. U tabeli 3.4. dat je prikaz tipa uzoka i
primenjenih metoda.

Tabela 3.4. Prikaz koriscenih metoda i tip uzoraka mikroalgi na kojima su radeni eksperimenti

Cele celije mikroalgi Izolovane frakcije celijskog zida
UV/ Vis spektroskopija UV/Vis spektroskopija
EPR EPR
SR-FTIR FIIR

Fluorescentna spektroskopija Fluorescentna spektroskopija

SEM-EDS

TEM

Cikli¢na voltametrija

XANES/EXAFS

3.5.1. Elektronska mikroskopija

Metode elektronske mikroskopije koriste snop elektrona visokih energija za analizu
uzoraka. Osnovna prednost elektronskih mikroskopa je njihova velika rezolucija, koja
omogucava da se uzorci analiziraju na izuzetno velikom uveli¢anju bez prevelikog gubitka
ostrine slike.

Za analizu strukturnih promena celijskog zida kod celih ¢elija algi koris¢ena je SEM
(engl. scanning electron microscopy) i TEM (engl. transmissionelectron microscopy)
mikroskopija. Neke osnovne razlike izmedu SEM i TEM elektronske mikroskopije
predstavljene su u tabeli 3.5 (Inkson, 2016). Snimanja na elektronskim mikroskopima
radena su na Bejlor Univerzitetu, Vako, Teksas (USA).
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Tabela 3.5. Prikaz osnovne razlike izmedu SEM i TEM mikroskopije.

SEM TEM

Analiza povréine uzorka (hemijski sastav, Analiza preseka, unutarcelijske strukture

tekstura) uzoraka
Snop elektrona fokusira se na jednom mestu Relativno velika povrsina uzorka se
ha povréini uzorka i skeniranje se vrsi neprekidno zraci snopom elektrona

uzastopno na vise tac¢aka na uzorku

Uveli¢anje je u opsegu od 2000 do

Uveli¢anje je u opsegu od 10 do 500 000 puta 1 000 000 000 puta
Neophodno je praviti tanke preseke
Nije potrebno praviti tanke preseke uzoraka uzoraka
Priprema uzorka je jednostavna Priprema uzorka je sloZzena

3.5.1.1. SEM-EDS

Za analizu morfoloskih promena celija mikroalgi i otpusStanja mukusa, kao i za
promene u elementarnom sastavu biomase (u povrsinskom sloju uzorka) i analizu samog
vezivanja jona Cu(Il) i Mn(ll) za delijski zid i oslobodeni mukus koris¢ena je SEM
mikroskopija sa EDS detektorom.

Alikvoti mikroalgi (1,5 mL) netretiranih (kontrole) ili tretiranih jonima Cu(ll)
finalne koncentracije 1 mM u trajanju od 15 min, 1 h ili 24 h u 3N-BBM+V medijumu
isprani su jednom u medijumu bez vitamina® i sakupljeni za dalju analizu
centrifugiranjem 5 min na 5000 x g. Fiksiranje je sprovedeno 2,5% glutaraldehidom u
medijumu u trajanju od 15 min, a zatim 2,5% glutaraldehidom u 60 mM rastvoru PBS-a,
pH 7,2 u trajanju od 30 min. Izmedu fiksiranja uzorci su centrifugirani 5 min na 5000 x g.
Nakon fiksacije uzorci su ispirani 3 puta sa 60 mM PBS-om, pH 7,2. Dehidratacija je
sprovedena ispiranjem uzoraka serijom rastucih koncentracija rastvora etanola (50%; 70%;
90% i1 100% EtOH) uz inkubaciju od 15 min na sobnoj temperaturi i centrifugiranje 5 min
na 5000 x g. Ovako pripremljeni uzorci suseni su u Critical Point Dryer CPD300 (Leica,
Vetcler, Nemacka), napareni slojem ugljenika pomocu naparivaca uzoraka za elektronsku
mikroskopiju (ACE600 Leica,) i analizirani SEM mikroskopom (Versa 3D, FEI, Hilsboro,
OR, SAD).

EDS analiza je izvedena pomocu Octane Pro silikonskog detektora (EDAX/AMTEK,
Mahvah, Njujork, SAD) na 20 kV i radnom rastojanju od 10 mm. Monte Carlo simulacija
(Casino v2.48; 8 simulacija sa po 1000 interakcija uzoraka elektrona) (Drouin i sar., 2007)
pokazala je da je EDS detektovao rendgenske signale do 1 pm u biomasi sa x/y

5Ispiranje je od ovog koraka pa nadalje uvek radeno u istoj zapremini kao $to je bila i pocetna zapremina uzorka (1,5
mL). Ukupna zapremina rastvora fiksativa (glutaraldehid) u odgovarajuéem medijumu/puferu je takode bila 1,5mL po
uzorku.
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rezolucijom od 2,2 pm. Rezultati EDS-a predstavljeni su kao molski udeo elementa
(oznacavaju procenat molova odredenog elementa u ukupnom broju molova u uzorku).
Treba napomenuti da je precnik celija mikroalgi C. sorokiniana 3-4 pm i da snop EDS
detektora prodire u dubinu od oko 1 pm u uzorak. Na osnovu toga moze se reci da je
upotrebom ovog detektora dobijena pre svega informacija 0 hemijskom sastavu mukusa i
¢elijskog zida, ali i odredenog dela unutarcelijskog prostora.

3.5.1.2. TEM

Kako bi se utvrdile ultrastrukturne promene ¢elijskog zida mikroalgi koje su nastale
kao posledica izlaganja abiotickim stresnim faktorima, sa akcentom na morfoloske
promene Celijskog zida primenjena jeTEM mikroskopija.

Celije mikroalgi u alikvotu zapremine 2 mL centrifugirane su 5 min na 5000 x g i
tiksirane u 3% rastvoru (V/V) glutaraldehida i 1% rastvoru (V/V) paraformalaldehida u
100 mM PBS-u (pH 7,2), preko no¢i na 4 °C. Postfiksacija je izvedena u 0,4 mL, 1% (V/V)
rastvora OsOj rastvorenog u 100 mM PBS-u, 2 h na sobnoj temperaturi, u mraku. Nakon
toga, uzorci su dehidrirani serijom rastuc¢ih koncentracija rastvora acetona (50%, 70% i
96%) uz inkubaciju od 15 min na sobnoj temperaturi i centrifugiranje 5 min na 5000 x g.
Nakon toga, uzorci su ukalupljeni u smolu (AGR1031, Agar Scientific, Stansted, Engleska).
Za kalupljenje uzoraka koriS¢ena je mekana smola pripremljena prema recepturi
proizvodaca®. Kalupljenje je radeno u nekoliko koraka, uvek je dodavano 0,45 mL
mesavine smole i acetona, gde udeo smole raste u svakom slede¢em koraku (30%, 50% i
70%) i periodom inkubacije od 1 h, 2 h i preko no¢i, na sobnoj temperaturi. Sutradan su
uzorci centrifugirani 5 min na 5000 x g i zatim prebaceni u ¢istu smolu, inkubirani 4 h na
sobnoj temperaturi i centrifugirani 5 min na 1000 x g. Nakon toga ponovo su prebaceni u
¢istu smolu i suSeni u susnici 48 h na 60 °C. Ultratanki preseci (70 pm) dobijeni su na
ultramikrotomu Leica UC7 (Leica Microsistems, Vetcler, Nemacka). Nakon montiranja na
bakarne mrezice, uzorci sukontrastirani 1% rastvorom uranil-acetata u trajanju od 15 min i
3% rastvorom olovo-citrata u trajanju od 5 min. Ultrastrukturna analiza je sprovedena na
transmisionom elektronskom mikroskopuna 60 kV (JEOL JEM-1010 TEM (Jeol, Tokio,
Japan). Debljina slojeva celijskog zida utvrdena je pomocu softvera Image] (NIH).
Analizirano je 25 celija presecenih u nivou jedra za kontrolnu i svaku tretiranu grupu.
Debljina slojeva ¢celijskog zida merena je u cetiri tacke koje polozajem odgovoraju polozaju
male kazaljke na satu kada je 12h,3h, 6 hi9 h (na x i y osi mikrografije sa tackom preseka
u centru Celije).

®https:/ /www.agarscientific.com/media/import/ AGR1031_Febl14.pdf
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3.5.2. Infracrvena spektroskopija

Infracrvena (IC) spektroskopija je analiticka metoda koja se koristi za
identifikovanje i strukturnu analizu molekula. Zasniva se na merenju apsorbancije (A) i
transmitancije (T) u funkciji talasnog broja (v). Energija (frekvencija) IC zracenja poklapa
se sa oblas¢u energija (frekvencija) vibracije hemijskih veza, ukoliko se frekvencija
upadnog zracenja poklapa sa frekvencijom vibracije veze prisutne u uzorku, tada dolazi
do apsorpcije zracenja. Apsorbujudi energiju zracenja iz IC oblasti, organski molekuli je
pretvaraju u vibracionu energiju molekula. Kao rezultat primene IC metode, dobija se
grafikon zavisnosti transmitancije ili apsorbancije IC zracenja od frekvencije. Polozaj,
intenzitet, oblik i broj maksimuma u IC spektru daje nam informacije o strukturi molekula
- tipu veza u molekulu i funkcionalnim grupama i karakteristic¢an je za svako jedinjenje. IC
spektroskopija moze se koristiti pored kvalitativne i za kvantitativnhu analizu, tj.
koncentracija molekula proporcionalna je intenzitetu apsorbovanog IC zracenja (Ismail i
sar., 1997).

3.5.2.1. Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom (FTIR)

FTIR je tehnika u kojoj su spojene dve metode: Interferometrija (koristi se
Micheilson-ov interferometar umesto difrakcione reSetke) i Furijerova transformacija
(matematicka operacija). Uzorak se izlaze infracrvenoj svetlosti citavog opsega razlic¢itih
frekvencija, a zatim Furijeovom transformacijom dobijeni signal dekonvoluira i prevodi se
u spektralne linije/trake. FTIR je Siroko primenjivana metoda prvenstveno zato sto je
nedestruktivna i u kombinaciji sa drugim analitickim metodama daje informacije o
strukturnim promenama molekula. U nasim eksperimentima FTIR metoda koris¢ena je za
ispitivanje strukturnih promena u funkcionalnim grupama izolovanih frakcija celijskog
zida koje su nastale kao posledica izlaganja celija mikroalgi jonizujuéem X-zracenju.
Nedostatak FTIR-a je veoma velika osetljivost na vodu koja apsorbuje u toj oblasti.

Sastav izolovanog celijskog zida analiziran je u srednjem opsegu (4000-400 cm)
primenom spektrometra Nicolet 6700 (Thermo Scientific, Waltham, Masacusec, SAD).
Rezolucija spektra bila je 1 cm.
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3.5.2.2. Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom koja
koristi sinhrotronski izvor zracenja (SR-FTIR)

SR-FTIR (engl. synchrotron radiation-based Fourier transform mid-infrared spectroscopy),
je metoda koja se primenjuje u studijama koje zahtevaju dobru rezoluciju i bolji odnos
signal/Sum u odnosu na konvencionalni FTIR. Ovo je prikladna metoda za analizu
uzoraka mikroalgi iz razloga Sto se kvalitetan spektar moze dobiti iz veoma heterogenog i
amorfnog uzorka. Atomi koji grade hemijske veze unutar funkcionalnih grupa
biomolekula imaju razli¢ita vibraciona svojstva, sto omogucava efikasnu identifikaciju
biomolekula poput ugljenih hidrata, lipida i proteina koji se nalaze u uzorku (Driver i sar.,
2015). SR-FTIR metoda pruza informacije o prisustvu i promenama u koncentraciji
razli¢itih hemijskih grupa, interakcijama sa metalima i drugim promenama, kao $to je na
primer uredenost lipida u bioloskim membranama (Driver i sar., 2015). Vredi napomenuti
da SR-FTIR metoda ima vise od 1000 puta vec¢u osvetljenost (broj fotona emitovanih od
strane cirkuliSu¢ih snopova elektrona po jedini¢noj povrsini i jedinicnom uglu u jednoj
sekundi u opsegu od 0,1% centralne energije) od konvencionalnih izvora, $to poboljsava
odnos signal/Sum, omogudavajuéi preciznu detekciju apsorpcionog maksimuma sa
prostornom rezolucijom koja dostiZze granicu difrakcije (Bakeri sar., 2014; Diem i sar.,
2004).

Na osnovu navedenih osobina, u ovoj disertaciji SR-FTIR je bila metoda izbora za
analizu promena u hemijskom sastavu i identifikaciju funkcionalnih grupa u biomasi
mikroalgi.

Primenom SR-FTIR metode analizirane su cele celije mikroalgi tretirane jonima
Cu(Il) ili jonima Mn(Il). Priprema uzoraka za oba tretmana radena je na isti nac¢in. Uzorci
mikroalgi zapremine 150 mL sastojali su se od kontrolne grupe i uzoraka tretiranih sa 1
mM Cu(Il) u trajanju od 1 h, ili tretiranih sa TmM Mn(II) 1 h i 24 h. Celije su isprane 3 puta
na 5000 x g u trajanju od 5 min vodom i zatim liofilizovane preko no¢i kako bi se dobio
prah. Spektri su dobijeni iz tri bioloske replike kontrolnih i tretiranih uzoraka mikroalgi.
Analizirani su regioni “otisaka prstiju”” za glavne klase biomolekula u odgovarajucoj
oblasti talasnih brojeva: ugljeni hidrati, nukleinske kiseline i fosfati (1480-900 cm™),
proteini (1790-1480 cm™) i lipidi (3030-2800 cm™1).

Pored toga, izracunat je odnos intenziteta trake C=O grupe koji poti¢e od
simetri¢no istezuce vibracije sa maksimumom na 1740 cm™ i zbira apsorbancija vibracija
asimetri¢nih istezanja metilenskih (CHz) i metil (CHs3) grupa u opsegu od 2990 cm™ do
2900 cm™. Odnos CH>/CHs grupa ustanovljen je na osnovu promene intenziteta pikova
koji predstavljaju asimetri¢no istezanje ovih grupa, koji se javljaju izmedu 2920 i 2960 cm-!
(Smith, 2015), dok je relativni nivo C=C veza utvrden na osnovu intenziteta trake na ~3010
cm! (koja predstavlja vibracije istezanje grupe C=C-H u nezasi¢enim lipidima) (Smith,
2016). Ovaj odnos predstavlja parametar oksidativnog stresa, gde kolicina C=O grupa
oslikava lipidnu peroksidaciju, a metilenske i metil grupe oslikavaju koli¢inu lipida (Muik

7Poloiaj, broj, oblik i intenzitet apsorpcionog maksimuma nekog IC spektra zavisi od strukture samog molekula i
karakteristi¢an je za svako jedinjenje iz tog razloga naziva se ,otisakom prsta” molekula.
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i sar., 2007, Fuchs i sar., 2011). Na odnos CH./CHs grupa utiCe pre svega stepen
zasi¢enosti masnih kiselina, pa stoga promena odnosa ovih grupa podrazumeva
oksidativno ostecenje lanaca masnih kiselina koje rezultira gubitkom dvostrukih veza,
tako da CH grupe prelaze u CHz grupe (Savage i sar., 2019).

Svi spektri su korigovani na baznu liniju i normalizovani pre nego $to su
usrednjeni iz 11 ponavljanja. Drugi izvod vibracija amidnih i estarskih grupa predstavljen
je za oblast talasnih brojeva izmedu 1800 cm™ i 1480 cm™' nakon usrednjavanja 15
ponavljanja i nakon normalizacije vektora.

Merenja su izvrSena u FTIR spektroskopskoj laboratoriji MIRAS beamline na ALBA
sinhrotronu (Barselona, Spanija). Spektri su snimani u transmisionom reZimu primenom
infracrvenog mikroskopa povezanog sa spektrometrom FTIR Hiperion 3000 (Bruker,
Etlingen, Nemacka) primenom 36 x Schvarzschild objektiva. Spektri su dobijeni
koriS¢enjem ziva-kadmijum-telurid detektora koji je hladen tecnim azotom sa
akumulacijom od 128 skeniranja i rezolucijom spektra od 4 cm. Otvor blende je
postavljen na veli¢inu 20 x 20 pm.

3.5.3. Elektronska paramagnetna rezonancija (EPR)

EPR (engl. electron paramagnetic resonance) je spektroskopska metoda koja se zasniva
na detektovanju apsorpcije mikrotalasnog zracenja od strane uzoraka koji imaju
paramagnetne osobine i koji se nalaze u homogenom magnetnom polju. EPR se koristi za
analizu molekula, atoma i jona kao $to su organski i neorganski radikali, prelazni metali i
razli¢iti kompleksi prelaznih metala. EPR spektar je u osnovi grafikon apsorpcije
mikrotalasa (pri konstantnoj frekvenciji) u funkciji primenjenog magnetnog polja.
Snimljeni spektar prikazuje se kao prvi izvod i ima odredeni broj linija, intenzitet i Sirinu.
Na izgled EPR spektara kompleksa prelaznih metala utice broj i tip paramagnetnih
centara, priroda koordinovanih liganada, temperatura uzorka, itd. Polozaj EPR spektra se
opisuje g-vrednoscu, koja predstavlja meru uticaja jezgra na hiperfino cepanje EPR linija,
dok parametar A predstavlja konstantu hiperfinog cepanja. Do cepanja dolazi usled
interakcije spina nesparenih elektrona sa spinovima okolnih jezgara. Tako na primer,
jedan nespareni elektron (S= 1/2) koji interague sa jezgrom azota (I= 1), ¢e dati tri EPR
linije za slucajeve da se nade uz jezgro sa svakim od mogucih spinova -1, 0, i 1. Uobicajena
frekvencija X-opsega je ~ 9,5 GHz i Cesto se koristi za in vitro ili ex vivo eksperimente na
bioloskim uzorcima. Na ovoj frekvenciji prodor primenjenog radiofrekventnog zracenja je
ogranicen i mogu se proucavati samo mali uzorci ¢iji je prec¢nik reda veli¢ine mm ili manje,
kakve su i mikroalge C.sorokiniana. Koli¢ina vode u uzorku predstavlja vazan limitirajuci
faktor kod rada u X-opsegu, zbog velikog kapaciteta vode da apsorbuje mikrotalase. Kod
uzoraka koji su anizotropni i pod uslovom da sporo rotiraju, uocava se razlicita g-vrednost
duz razlic¢itih osa (x, y i z), s tim da se sa g|| obeleZava vrednost koja se dobija kada je z osa
paralelna sa pravcem primenjenog polja. Kod sistema sa aksijalnom simetrijom vrednosti
g-faktora za x i y ose obelezava se sa g jer su obe normalne na pravac polja i imaju iste
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vrednosti. Merenjem ugaonih promena kod g-faktora dobijaju se informacije o orjentaciji
glavnih osa molekula.

U ovoj disertaciji EPR spektroskopija koris¢ena je za analizu koordinacionog
vezivanja jona Cu(Il) i Mn(II) (oba jona metala su paramagnetici) i biomolekula celijskog
zida i mukusa, i odredivanje koncentracije redukovanih tiola. Ovi eksperimenti radeni su
na celim celijama mikroalgi. Pored ovih analiza, EPR metoda koris¢ena je za analizu
vezivanja jona Cu(ll) i Mn(I) od strane izolovanog celijskog zida C. sorokiniana, kao i
ispitivanje njegove antioksidativne aktivnosti.

3.5.3.1. Koordinaciono vezivanje jona Cu(II) i Mn(II) u biomasi

Priprema uzoraka celih celija algi za EPR merenja sa vezanim jonima Cu(lI) ili
Mn(Il) radena su na isti nac¢in. Kulture mikroalgi zapremine 150 mL tretirane su 1 mM
rastvorom Cu(Il) ili Mn(II), 1 h, zatim centrifugirane 5 min na 5000 x g, isprane jednom u
50 mL medijuma, nakon ¢ega su uzorci podeljeni u dva dela. Jedan deo je ispran tri puta
vodom, a drugi je ispran tri puta 20 mM rastvorom etilendiamintetrasiréetne kiseline
(EDTA), da bi se uklonili joni Cu(II), odnosno joni Mn(Il), koji su slabo vezani, za povrsinu
¢elije. Supernatant je uklonjen, a ¢elije su liofilizovane dok se ne dobije prah.

Vazno je napomenuti da kompleksi Cu(Il) velike mase (npr. Cu(Il) vezan za celijski
zid) daju sli¢cne EPR spektre na sobnoj i niskoj temperaturi. Brzina relaksacije na sobnoj
temperaturi je veca ali ne dovoljno da dovede do znacajnog prosirenja spektra (Hagen,
2008). Cu(I) ima S= 0 i nema EPR signal. Takode, EPR omogucava odredivanje slabo
vezanog Mn(Il). Signal jako vezanog Mn(Il) se ne detektuje zbog Sirenja linija do kojeg
dolazi zbog anizotropije cepanja linija nultog polja (zero field splitting anisotropy) usled
spore rotacije, u kombinaciji sa velikim brojem prelaza. Mn(Ill) i Mn(IV) se ne mogu
detektovati koris¢enjem standardnog EPR pristupa.

Eksperimenti su radeni na Bruker EMX Nano EPR spektrometru koji radi na
frekvenciji od 9,65 GHz (X-opseg). Uzorci (10-15 mg liofilizovane mase) su pakovani i
mereni u kvarcnim kivetama. EPR merenja su izvrSena na sobnoj temperaturi na 293 K i
slede¢im podeSavanjima: atenuacija 13 dB, modulaciona amplituda 0,4 mT, modulaciona
frekvencija 100 kHz, vreme skeniranja/snimanja uzorka 2 min, broj skeniranja 10. Dobijeni
spektri normalizovani su na biomasu. Kako bi se utvrdile g - vrednosti i hiperfino cepanje
radene su simulacije EPR spektara, primenom programa Hiperfine Spectrum Softvare (V.F.
Hagen, TU Delft, Holandija) (Hagen, 2008).
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3.5.3.2. Odredivanje koncentracije redukovanih tiola

EPR metoda koris¢ena za odredivanje ukupne koncentracije redukovanih tiola u
¢elijama mikroalgi zasniva se na upotrebi biradikalskog disulfidnog spinskog obeleZivaca
(R1S-SR1) koja je paramagnetni analog Elmanovog reagensa® (Weiner, 2012), gde R
predstavlja imidazolin (struktura prikazana na slici 3.4) (Khramtsov i sar., 2004).
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Slika 3.4. Struktura biradikala R:S-SR; koji je koriscen za odredivanje koncentracije tiola.

Kao lipofilno jedinjenje, ovaj paramagnetni disulfid lako difunduje kroz celijsku
membranu i u citoplazmi brzo reaguje sa unutarcelijskim tiolima. Reakcija RiS-SR1
biradikala zasniva sa na interakciji sa molekulima koji sadrze SH grupe, kao sto su
cisteinski ostaci u proteinima i glutationu (reakcija 1).

Cys-SH+ RiS-SR;— Cys-S-SR1 + Ry-S- 1)

Kao posledica interakcije spinskog obeleZivaca sa SH grupom dolazi do promene u
EPR spektru (Spasojevi¢, 2011). Pri nastajanju monoradikala dolazi do smanjenja
intenziteta u EPR spektru koja poti¢e od biradikala i istovremeno dolazi do povecanja
intenziteta pikova koji poti¢u od monoradikala. Ova promena EPR signala u skladu je sa
cepanjem disulfidne veze biradikala i formiranjem dva monoradikala. Promene intenziteta
pika EPR spektra pre reakcije RiS-SR1 spinskog obelezivaca sa tiolnom grupom (Lo) i
intenzitet pika nakon reakcije sa tiolnom grupom (I) u odnosu na koncentraciju tiola i
biradikala odredena je kalibracionom krivom (slika 3.5).

$Koristi se za spektrofotometrijsko odrtedivanje tiola.
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Slika 3.5. EPR spektar dobijeni primenom R1S-SRy spinske probe: spektar levo: R1S-SR1=100 uM, u
100 mM kalijum-fosfatnom puferu, pH 7; spektar u sredini: promena signala nakon dodavanja 100 uM
GSH. Desno- kalibraciona kriva GSH u opsegu od 10 - 100 uM.

Kalibraciona kriva napravljena je pomocu skupa razli¢itih koncentracija GSH u
opsegu od 10 - 100 pM, prema relativnom povecanju amplitude prvog pika EPR signala.
Relativni porast redukovanih tiola izra¢unava se na sledeci nacin: (I - Io) / Io, gde je: I -
intenzitet pika pre reakcije R1S-SR1 spinskog obeleZivaca sa tiolnom grupom; I - intenzitet
pika nakon reakcije sa tiolnom grupom. Ova reakcija odvija se na fizioloskoj pH i sobnoj
temperaturi, Sto ¢ini upotrebu RiS-SRi spinskog obeleZivaca brzom i pouzdanom
metodom za odredivanje koncentracije GSH odnosno redukovanih tiola u opticki
netransparentnim uzorcima (Khramtsovi sar., 2017). Jedna od prednosti EPR
spektroskopije koja koristi R1S-SR1 spinski obeleziva¢ u odnosu na biohemijske eseje, koji
se takode koriste za odredivanje koncentracije redukovanih tiola u bioloskim sistemima je
izuzetno visoka osetljivost metode koja omogucava merenja na malom broju ¢elija (~ 100)
ili u uzorcima tkiva male mase. Donja granica detekcije tiola je oko 100 nmol/L, sto
predstavlja veliku osetljivost uzimajuci u obzir da su koncentracije tiola u bioloskim
sistemima izrazene u mmol/L (Spasojevi¢, 2011). Pored toga Sto je visoko osetljiva,
opisana metoda predstavlja brz, lak i pouzdan nac¢in merenja redukovanih tiola. Takode,
prilikom pripreme uzoraka za biohemijske eseje, lako moze do¢i do oksidacije GSH u
uzorku i samim tim do neadekvatnog odredivanja koncentracije redukovanih tiola. Na
osnovu navedenih osobina za odredivanje promene koncentracije redukovanih tiola u
uzorcima mikroalgi C. sorokiniana tretiranih jonima Mn(Il) spinska proba RiS-SR1 bila je
metoda izbora.

Uzorci mikroalgi u stacionarnoj fazi tretirani su rastvorom jona Mn(ll) pri
koncentraciji od 1 mM. Nakon odredenog perioda inkubacije iz erlenmajera je uzeto 1 mL
uzorka. Uzorci su centrifugirani 5 min na 5000 x g, supernatant je odliven, a pelet
resuspendovan u 1 mL 100 mM KPP, pH 7. Iz ovako pripremljenog uzorka za EPR
merenje uzeto je 48 pL (kako bi broj celija u uzorku bio 2 x 106 ¢eljja, i zatim dodato RiS-
SR1 spinskog obelezivaca (kona¢ne koncentracije 2 mM). Pocetni rastvor R1S-SR1 (10 mM)
napravljen je u DMSO. Nakon 10 min inkubacije koncentracija redukovanih tiola merena
je na svakih 15 min tokom 2 h i nakon 24 h. Dobijeni rezultati predstavljaju promenu
koncentracije redukovanih tiola u vremenu.
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EPR spektri dobijeni su na Bruker EMX Nano EPR spektrometru koji radi na
frekvenciji od 9,65 GHz (X-opseg). Uslovi snimanja bili su: atenuacija 20 dB, modulaciona
amplituda 0,1 mT, centar polja 343,5 mT, $irina polja 7 mT, vreme skeniranja 1 min.

3.5.3.3. Odredivanje koordinacionog okruZenja i redoks stanja bakra i
mangana u izolatu éelijskog zida

Izolati cCelijskog zida mikroalgi (0,5 mg) testirani su na sposobnost vezivanja jona
Cu(Il) i Mn(II). Izolati su stavljeni u 2 mL, 5 mM rastvora CuCl; ili MnCl,, koji je
pripreman u 20 mM Hepes puferu (pH 7,5). Uzorci su vorteksovani 10 min u
polipropilenskim epruvetama i centrifugirani 10 min na 13000 x g. Supernatant je odvajan
za fluorimetrijske testove (odeljak 3.5.6.), dok je talog odvajan za dalju analizu primenom
EPR spektroskopije. Izolati Ccelijskog zida sa vezanim jonima metala prikupljeni
centrifugirajem rastvoreni su u 100 pL Hepes pufera. Uzorci su vorteksovani, stavljeni u
kvarcne kivete i brzo zamrznuti u tecnom Na. Spektri rastvora jona Cu(Il) i Mn(II) konac¢ne
koncentracije 1,5 mM, u Hepes puferu snimljeni su za poredenje kao slepe probe. Takode
je snimljen i spektar 1,5 mM rastvora jona Cu(ll) u prisustvu 10 mM hitozana u cilju
analize interakcija ovog metala sa gradivnim polimerima celijskog zida.

Eksperimenti su radeni na Bruker EMX Nano EPR spektrometru koji radi na
frekvenciji od 9,65 GHz (X-opseg). Merenja su izvrSena sa Djuarovim sudom napunjenim
sa malom koli¢inom te¢nog azota radi odrzavanja konstantne temperature na 77 K.
Primenjena su sledeca podeSavanja: atenuacija 25 dB, modulaciona amplituda 0,8 mT,
modulaciona frekvencija 100 kHz, vreme skeniranja/snimanja uzorka 1 min, broj
skeniranja 10.

3.5.3.4. Odredivanje antioksidativnog kapaciteta izolovanog ¢elijskog zida

Slobodni radikal je vrsta koja sadrZi nesparene elektrone i stoga je paramagnetan.
Mnoge slobodnoradikalske vrste je tesko detektovati zbog veoma kratkog vremena Zivota
i zato se koriste spinski hvataci. Ova tehnika se sastoji od upotrebe nitronskih ili nitrozo
jedinjenja za “hvatanje” pocetnog nestabilnog slobodnog radikala ¢ime se formiraju
"dugoZiveci'- spinski adukti, koji se mogu detektovati na sobnoj temperaturi pomocu
konvencionalne EPR opreme. Analizom EPR spektara spin adukata dobijaju se
kvalitativne i kvantitativne informacije o radikalima koji su prisutni u datom uzorku.

DEPMPO (5-dietoksifosforil-5-metil-1-pirolin-N-oksid), je fosforilisani analog
siroko koris¢enog DMPO spinskog hvataca, koji proizvodi spin adukte sa duzim zivotnim
vekom. Spin adukti DEPMPO obi¢no imaju veoma karakteristicne EPR spektre, $to
omogucava nedvosmislenu identifikaciju “uhvacenih” radikala (Frejaville i sar., 1995).
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U ovoj disertaciji antioksidativna aktivnost celijskog zida analizirana je EPR
metodom tehnikom spregnutom sa DEPMPPO spinskim hvatacem finalne koncentracije 5
mM. Izolati Celijskog zida (0,5 mg rastvorenog celijskog zida u 50 mL dejonizovane vode)
analizirani su na sposobnost uklanjanja HO* radikala.

Ovaj eksperiment raden je upotrebom Fentonove reakcije, HO®- generiSuceg
sistema: Fe(Il) (1 mM) + HO2 (3 mM). U eksperimentima je koriS¢ena dejonizovana
ultracista voda od 18 MQ, pH uzoraka je ~ 6,5. Spektri su snimljeni nakon dvominutne
inkubacije na sobnoj temperaturi, primenom Bruker EMX Nano EPR spektrometra koji radi
na frekvenciji od 9,65 GHz (X-opseg) i podeSen je na slede¢i nacin: atenuacija 25 dB,
modulaciona amplituda 0,2 mT, amplituda frekvencije 100 kHz, vreme skeniranja 2 min,
broj skeniranja 10. Antioksidativni kapacitet uklanjanja HO* izrac¢unat je koris¢enjem
amplitude (A) DEPMPO/OH signala prema sledecoj jednacini (3) (Spasojevic i sar., 2009):

AntioksidatiVni kapacitet= (AFenton - AFenton +celijski zid) / AFenton (3)

3.5.4. UV/Vis spektroskopija

UV /Vis spektroskopija zasniva se na apsorpciji elektromagnetnog zrac¢enja u UV i
vidljivoj oblasti (200 do 800 nm) od strane uzorka, pri ¢emu dolazi do elektronskih
energetskih prelaza. U okviru pomenutog opsega elektromagnetnog spektra mogu se
razlikovati dve oblasti: ultraljubicasta (koja obuhvata opseg od 200 nm do 400 nm) i
vidljiva oblast (koja obuhvata oblast od 400 nm do 800 nm). Primenom metode UV/Vis
spektroskopije i odgovarajucih eseja odredivane su koncentracije ukupnog glutationa u
¢elijama mikroalgi izloZzenih povecanim koncentracijama jona Mn(II) i koncentracije jona
Mn(II) vezanih za izolovane frakcije ¢elijskog zida.

3.5.4.1. Odredivanje koncentracije ukupnog glutationa (tGSH)

Koncentracija tGSH koji predstavlja redukovani i oksidovani glutation (GSH +
GSSG) u ¢eliji mikroalgi odredena je spektrofotometrijskom metodom.

Metoda se zasniva na kinetickoj analizi, odnosno merenju brzine oksidacije GSH u
reakciji sa 5,5’ -ditiobis (2-nitrobenzoevom kiselinom) (DTNB), pri ¢emu nastaje 2-nitro-5-
tiobenzoeva kiselina (TNB) i oksidovani glutation (GSSG). Nastali oksidovani glutation
redukuje se u enzimskoj reakciji katalizovanoj glutation-reduktazom (GR) uz pomoc
NADPH kao donora elektrona (kako je predstavljeno u reakcijama 2 i 3). Brzina promene
apsorbancije linearno je proporcionalna koncentraciji tGSH (Rahman i sar., 2006). Porast
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apsorbancije uzrokovan nastankom promene intenziteta boje TNB proporcionalan je
koncentraciji ukupnog GSH u uzorku. Protokoli za ekstrakciju i odredivanje koncentracije
tGSH predstavljeni su u daljem tekstu.

2 GSH + DTNB — GSSG + 2 TNB )

GR
GSSG + NADPH + H*-NADP++2GSH  (3)

Pufer za ekstrakciju (pH= 2) (Rijstenbil i sar., 1998):

e 5% sulfosalicilna kiselina (SSA)
e 6,3mM DTPA

SSA koristi se za taloZenje proteina, dok se DTPA (dietilentriamin pentanska
kiselina) koristi kao helator jona metala.

Priprema uzoraka vrSena je kao za ciklicnu voltametriju (odeljak 4.5.5). Za
odredivanje koncentracije ukupnog glutationa (tGSH) uzeto je 5 mg liofilizovanih uzoraka
mikroalgi smrznutih u te¢nom azotu. U uzorke je dodato 250 pL ekstrakcionog pufera
kako bi se tioli zadrzali u redukovanom obliku (Rijstenbil i sar., 1998). Homogenizacija na
mlinu (RETSCH Mixer Mill MM 400, Retsch, Dizeldorf, Nemacka) sa kuglicama od
nerdajuceg celika precnika 5 mm radena je u cetiri ciklusa na frekvenciji od 30 Hz, u
trajanju od po 15 s. Izmedu svakog ciklusa homogenizacije uzorci su dodatno zamrzavani
u tecnom azotu. Nakon inkubacije od 10 min na ledu uzorci su centrifugirani na 0 °C, 20
min na 12000 x g, kako bi se uklonili ostaci celija algi. Dobijeni supernatant je izdvojen u
nove mikrotube i koris¢en u daljem eseju za odredivanje tGSH.

Za merenje koncentracije tGSH reagensi su pripremani prema protokolu (Rahman i
sar., 2006). Svi reagensi pripremani su u KPP-u.

Reagensi potrebni za esej tGSH:

100 mM KPP, pH 7,5 + 5 mM EDTA;

5 pM Ellman-ov reagens (DTNB);
. glutation reduktaza (GR) (250 U/mL);

2,3 uM B-NADPH;

. GSH standard je koncentracije 1 mg/mL KPP od koga se pravi 100 puta
razblaZeni radni rastvor (RR) koncentracije 10 pg/mL.

Koncentracija tGSH dobijena je merenjem apsorbance na A= 412 nm na TECAN
Infinite 200 PRO (Tecan, Menedorf, Svajcarska) u mikrotitar plocama. Zapremine
reagenasa bile su: za slepu probu (20 pL KPP + 120 pL DTNB + GR u odnosu 1:1 (V:V)), za
uzorke (20 pL uzorka + 120 pL DTNB + GR u odnosu 1:1 (V:V)), nakon inkubacije od 30 s
u mraku dodato je 60 pL B-NADPH. Merenje je radeno na svakih 30 s u toku 2 min.
Dobijeni rezultati izrazeni su u nmol tGSH/ g suve mase uzorka.
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3.5.4.2. Kapacitet vezivanja jona Mn(II) za izolovan ¢elijski zid mikroalgi

Ispitivanje kapaciteta vezivanja jona Mn(Il) za izolovane frakcije celijskog zida
mikroalgi radeno je primenom kolorimetrijskog testa. Test se zasniva na formiranju
kompleksa formaldoksim-mangan, koji ima maksimum apsorpcije na talasnoj duzini od
450 nm. Smanjenje intenziteta apsorbancije u odnosu na uzorak bez celijskog zida daje
podatke o kapacitetu istog za vezivanje mangana.

Koncentracija jona Mn(Il) odredena je sa hidroksilamin hidrohloridom i
formaldehidom (Goto i sar., 1962).U ovom eseju korisc¢eno je 0,5 mg izolovanog celijskog
zida mikroalgi i koncentracija rastvora MnCl, od 5 mM. Izolovan Celijski zid
resuspendovan je u 1800 pL 20 mM HEPES puferu (pH 7,5), a zatim dodat rastvor MnCl»
finalne koncentracije 5 mM nakon cega su uzorci vorteksovani 10 min i centrifugirani 10
min na 13000 x g. Nakon centrifugiranja, kako bi se odredila koncentracija vezanog
mangana supernatant je pomesan sa 10 mL 4% rastvora hidroksilamin hidrohlorida, a
zatim je dodat formaldehid u konac¢noj koncentraciji od 0,2 mM. Na kraju je dodato 25 pL
amonijaka kako bi se ubrzalo formiranje kompleksa formaldoksim-mangan (Brewer i
Spencer, 1971). Smanjenje koncentracije metala u puferu koris¢eno je za izracunavanje
vezivnog kapaciteta celijskog zida mikroalgi. Rastvori za kalibracione krive pripremani su
sekvencijalnim razblaZzenjem koncentrovanog rastvora u opsegu od 5 do 100 pM Mn(II).
Uzorci su razblaZeni pre merenja kako bi odgovarali opsegu kalibracione krive. Finalna
zapremina uzoraka uvek je bila 1 mL u kiveti dimenzija 1 cm x 1 ¢cm x 5 cm. Apsorbanca je
ofitana na talasnoj duzini od 450 nm (2501 PC Shimadzu spektrofotometar) na kojoj
kompleks formaldoksim-mangan ima maksimum apsorpcije. Kako je boja stabilna 30 min,
uzorci su uvek sveZe pripremani i snimani par minuta nakon pripreme. Za izra¢unavanje
vezivnog kapaciteta celijskog zida analizirano je smanjenje koncentracije jona metala u
puferu. Vrednosti su predstavljene kao pg vezanog metala po mg izolata ¢elijskog zida.

3.5.5. Cikli¢na voltametrija

Cikli¢na voltametrija je elektrohemijska tehnika koja se koristi za proucavanje
redukcionih i oksidacionih karakteristika razli¢itih molekulskih i jonskih vrsta (Elgrishi i
sar., 2017). U ovoj doktorskoj disertaciji cikli¢na voltametrija je upotrebljena za ispitivanje
redoks karakteristika jona mangana koje su celije alge akumulirale.

Uzorci mikroalgi zapremine 150 mL tretirani su rastvorom jona Mn(Il) u ranoj
stacionarnoj fazi u koncentraciji od 1 mM i 5 mM sa periodom inkubacije od 1 h, 24 h i 48
h. Nakon tretmana uzorci su isprani tri puta sa dejonizovanom vodom 5 min na 5000 x g,
kako bi se uklonili joni mangana koji nisu vezani za ¢celijski zid. Nakon toga uzorci su
liofilizovani dok se ne dobije prah, a zatim homogenizovani u avanu sa tu¢kom kako bi se
razbio celijski zid mikroalgi. Homogenizovani uzorci (0,5 mg biomase/mL) su neposredno
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pre pocetka merenja resuspendovani u 5% azotnoj kiselini (V/V) i vorteksovsani par
sekundi. Standardi rastvora mangana razlic¢itih oksidacionih stanja (MnClz, MnOz, Mn2O:s i
KMnOy) pripremani su u 5% azotnoj kiselini.

Merenja su vrSena primenom potenciostata/galvanostata CHI 760b (CH
Instruments, Inc, Austin, TKS, SAD). Celije u voltametrijskim eksperimentima sadrzale su
tri elektrode: platinska elektroda model CHI 102, (CH Instruments, Bee Cave, TX, SAD),
referentna elektroda -Ag/AgCl elektroda (3 M KCl), model CHI 111, i pomo¢na elektroda
- platinska elektroda model CHI 115, (CH Instruments, Bee Cave, TX, SAD). Spektri su
snimani na sobnoj temperaturi, radni uslovi za potencijal bili su: pocetni napon, 0 V;
kona¢ni napon, 1,3 V; brzina skeniranja, 0,05 V/s. Sva merenja su radenja na sobnoj
temperature. Merenja su radena u laboratoriji za analiticku hemiju na Hemijskom
fakultetu, Univerzitet u Beogradu.

3.5.6. Fluorescentna spektroskopija

Fluorescentna spektroskopija je analiticka metoda koja se moZe primeniti na
razlic¢ite bioloske uzorke koji poseduju fluorofore ili su obeleZeni fluorescentnim probama.
Tehnikom fluorescentne spektroskopije pracenja fluorescencije u stabilnom stanju, dobija
se grafik zavisnosti inteziteta fluorescencije u odnosu na pobudnu i emisionu talasnu
duzinu (iz UV i vidljivog dela spektra) karakteristicne za dati analit. Ova spektroskopska
metoda je jako osetljiva, iz razloga Sto do emitovanja fluorescencije dolazi pri niskom
koncentracijama (50 puta manje nego kod spektrofotometrijske metode). Za bioloske
uzorke cesto se upotrebljavaju razlicite fluorescentne probe koje vezivanjem za ciljna
mesta u uzorku omogucavaju detekciju molekula od interesa.

U ovoj doktorskoj disertaciji fluorescentna spektroskopija koriSéena je za
odredivanje parametara oksidativnog stresa kod mikroalgi tretiranih jonima Mn(Il) i za
odredivanje kapaciteta vezivanja jona Cu(ll) za izolovane frakcije ¢elijskog zida primenom
odgovarajucih fluorescentnih proba.

3.5.6.1. Odredivanje porasta ROS kao parametra oksidativnog stresa

Za pracenje unutarcelijske akomulacije ROS, kao parametra oksidativnog stresa, u
algama nakon izlaganja povecanim koncentracijama metala koris¢ena ja fluorescentna
proba 2,7 -dihlorodihidrofluorescein ~ diacetat (DCFH-DA). Celijska membrana
permeabilna je za ovu fluorescentnu probu. Nakon prolaska kroz celijsku membranu,
esteraze koje se mnalaze wu citoplazmi deacetilyju DCFH-DA na 2,7-
dihlorodihidrofluorescein (DCFH). Ovaj nefluorescentni proizvod u citoplazmi se oksiduje
u prisustvu unutarcelijskih ROS, dajuci fluorescentni proizvod 2’,7’-dihlorofluorescein
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(DCF) (slika 3.6). Pokazalo se da je DCFH fluorescentna proba dobar alat za detekciju ROS
(Imrich i sar., 1999).

celijska

membrana

Unutarcelijske esteraze

DCFH

DCF

Slika 3.6. Detekcija ROS primenom DCFH-DA fluorescentne probe. DCFH-DA se unutarcelijskim
esterazama cepa na DCFH, zatim dolazi do oksiduje posredstvom ROS do visoko fluorescentnog molekula
DCF.

Uzorci mikroalgi zapremine 50 mL tretirani su 1 mM rastvorom Mn(II). Za merenje
parametra oksidacionog stresa pravljeno je desetostruko razblazenje uzorka (finalna
zapremina 1 mL) kako bi opticka gustina bila oko 0,5. U svim vremenskim tackama koje
su merene tokom eksperimenta pravljeno je isto razbleZenje uzorka iz erlenmajera pocetne
zapremine 50 mL. Priprema uzoraka vrSena je prema sledecem protokolu: uzorci
mikroalgisu 2 puta isprani dejonizovanom vodom centrifugiranjem 5 min na 5000 x g. U
ovako pripremljene uzorke dodato je 10 pL DCFH-DA (Sigma) (finalne koncentracije 20
pM) i dobro promesano. Koncentrovani rastvor DCFH-DA pripremljen je kao 20 mM
rastvor u 96% EtOH i ¢uvan na 4 °C. Nakon 20 min inkubacije, na sobnoj temperaturi u
mraku, 200 pL uzorka naneto je na mikrotitar ploc¢u. Kao negativna kontrola koris¢eni su
uzorci mikroalgi u koje nije dodat fluorescentni obelezivaé, kako bi se odredio intenzitet
autofluorescencije. Intenzitet fluorescencije meren je na talasnim duzinama: ekscitacija na
A= 485 nm, emisija na A= 530 nm. Snimanja su radena na TECAN Infinite 200 PRO
(Tecan, Manedorf, évajcarska) na 15, 30, 45, 60, 90, 120 min i nakon 24 h.
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3.5.6.2. Kapacitet vezivanja jona Cu(II) za izolovan ¢éelijski zid mikroalgi

Primenom fluoroscentne spektroskopije odredivana je koncentracija jona Cu(Il) u
supernatantu upotrebom Fura-2, fluorescentne probe. Fura-2 je fluorofora koja moZe da
formira kompleks sa dvovalentnim jonima metala kao sto su joni Mn(II), Co(II), Ni(II),
Cu(Il), Zn(II) i Cd(II) sto dovodi do smanjenja (gasenja) fluorescencije, dok pri inerakciji sa
jonima Ca(Il) dolazi do porasta fluorescencije, kako je prethodno opisano (McCall i Fierke,
2000).

Izolati celijskog zida mikroalgi testirani su na sposobnost vezivanja jona Cu(II).
Izolati (0,5 mg) su stavljeni u 2 mL 5 mM rastvora CuCl, koji je pripreman u 20 mM Hepes
puferu (pH 7,5). Uzorci su vorteksovani 10 min u polipropilenskim epruvetama i
centrifugirani na 13000 x g tokom 10 min. Supernatant je odvajan za fluorimetrijske
testove, dok je talog odvajan za dalju analizu primenom EPR spektroskopije. Merenja su
radena na fluorimetru FluoroLog 3 (Horiba, Kjoto, Japan), tehnikom pracenja fluorescencije
stabilnog stanja. Za snimanje spektara koris¢ena je ksenonska lampa snage 450 mW, a
radni parametri su bili sledeci: ekscitacija na 340 nm, maksimum emisije o¢itavan je na 510
nm, (metoda Single Point Acquisition), ulazni i izlazni otvori na monohromatorima su
podeseni na 5 nm. Spektri su snimani sa signalom u odnosu signal/referentni signal. Za
obradu podataka koriséen je program DataMax verzija 2.20.

3.5.7. XAFS- spektroskopija

XAFS je apsorpciona spektroskopska tehnika koja koristi sinhrotron kao izvor
zracenja za odredivanje fizicko-hemijskih, elektronskih i strukturnih karakteristika nekog
atoma u njegovom koordinacionom okruZenju. Glavna prednost ove metode je Sto se
moZze primeniti na sve vrste uzoraka, pa i na tecne i vrlo razblazene uzorke. 1z tog razloga
je od posebnog znacaja za nekristalnei bioloske materijale kakvi su uzorci mikroalgi.
Merenja se mogu vrsiti in situ, bez posebne obrade uzoraka koja moze promeniti njihovu
hemijsku strukturu (Ortega i sar., 2012). Primenom XAFS spektroskopije analizirana je
interakcija fotona sa uzorkom merenjem energetski zavisnog koeficijenta apsorpcije X-
zraka. Kada uzorak interaguje sa X-zracima, atom u svom osnovnom stanju apsorbuje X-
zrake i dolazi do izbijanja elektrona putem fotoelektricnog efekta (tzv. fotoelektrona)
(Koningsberger i sar., 2000). U zavisnosti sa kojeg se elektronskog nivoa elektron izbija,
razlikuju se K, L, M, itd. elektronski prelazi, odnosno K- L- ili M- granice (edge), pri ¢emu
K-granica odgovara izbacivanju elektrona iz 1s nivoa. U XAFS spektroskopiji prati se
promena koeficijenta apsorpcije X-zraka (pn) u zavisnosti od energije u blizini apsorpcione
granice koja se ispituje. Na slici 3.7. prikazani su XAFS spektri koji su podeljeni na dva
energetska podrucja: XANES (engl. X - ray absorption near edge structure) (oblast od 30 do 50
eV od apsorpcione granice) i EXAFS (engl. Extended X - ray absorption fine structure) (od 50
do 1000 eV od apsorpcione granice).
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Slika 3.7. Normalizovani K-egde apsorpcioni spektri bakra koji predstavljaju XANES, EXAFS
regione i predapsorpcionu granicu (Luxton i sar., 2013).

3.5.71. Odredivanje simetrije kompleksa, oksidacionog stanja i
koordinacione gemetrije jona bakra u biomasi

XANES spektari predstavljaju jedinstveni ,otisak prsta” veze koja se ostvaruje
izmedu metala i liganda (slika 3.8).
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Slika 3.8. Normalizovani XANES spektri standarda bakra. Siva strelica oznacava najintenzivniji pik
koji se naziva “bela linija”. Bela strelica oznacava apsorpcionu granicu (1s-4p prelaz), crna strelica oznacava

pred-apsorpcioni pik (1s-3d prelaz) (Gaur i sar., 2009).
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NajizraZeniji pik spektra, predstavlja najvec¢u vrednost apsorpcionog koeficijenta i
naziva se ,bela linija” (engl. white line), zbog bele linije koja se kao rezultat pojavljivala na
fotografskim plo¢ama u prvim eksperimentima (siva strelica). Ona se uvek nalazi na nesto
vedim energijama od energije potrebne za izbijanje elektrona. Poredenjem spektara
standarda bakra u kojima je poznato oksidaciono stanje i simetrijai spektra uzorka dobija
se uvid u prirodu veze uzorka. Nagib ¢ija sredina aproksimativno predstavlja energiju 1s-
4p prelaza naziva se apsorpciona granica (bela strelica), dok se pik koji predstavlja 1s-3d
prelaze naziva pred apsorpcioni pik (crna strelica). XANES spektri omogucavaju
odredivanje oksidacionog stanja metala (pomeranjem apsorpcione granice ka vedim
energijama) i lokalne geometrije metala (izmenama u strukturi samog spektra u okolini
apsorpcione granice). Pomeranje granice poti¢e od ¢injenice da dolazi do porasta energije
jonizacije sa porastom oksidacionog stanja, usled porasta elektrostatickog privlacenja
jezgra i elektrona, indukovanog porastom efektivnog pozitivhog nelektrisanja jezgra
(Gaur i sar., 2013). Kod mnogih elemenata pomocu ovih prelaza moZemo da odredimo i
simetriju.

EXAFS spektri daju detaljniji uvid u strukturna svojstva atoma koji se ispituju.
Pomoc¢u ove metode mogu se dobiti informacije o atomima - ligandima tj. njihova
identifikacija i odrediti rastojanje od absorbera (“scatter” atomi) kao i njihov prostorni
raspored (Gaur i sar., 2013). Podaci dobijeni za EXAFS spektar analizirani su pomocu
racunarskih softverskih paketa ATHENA i ARTEMIS (Ravel i Newville, 2005). EXAFS
spektar zasniva se na kompjuterskoj simulaciji spektra konstruisanog na osnovu
predvidenog model sistema podesavanjem parametara u EXAFS jednacini tako da fitovani
spektar Sto bolje odgovara eksperimentalnom. Prema podacima modelovanja spektara u
ARTEMIS softverskom paketu sa parametrima kristalnih resetki jedinjenja ¢iji podaci su
dobijeni u FEFF softverskom programu moZe se proceniti udaljenost najblizih liganada
(Gaur i Shrivastava, 2012).

U ovoj doktorskoj disertaciji XAFS spektroskopija koris¢ena je za ispitivanje
interakcija jona Cu(Il) sa strukturnim jedinicama polimera celijskog zida i mukusa u
liofilizovanoj biomasi mikroalgi C. sorokiniana kako bi se odredila simetrija kompleksa,
oksidaciono stanje i koordinaciona gemetrija vezanog jona bakra.

Alikvoti mikroalgi zapremine 150 mL, netretirane (kontrolne) ili izlozene 1 mM
jonima Cu(Il) tokom 1 h, centrifugirane su 5 min na 5000 x g i isprane tru puta sa 50 mL
3N-BBM medijuma. Uzorci su liofilizovani dok se ne dobije prah. Zatim su ru¢nom
mehanickom masinom za presovanje svi uzorci ispresovani u tablete koje se pakuju na
nosace za dalja merenja. XANES spektri izmereni su za standarde jedinjenja bakra - CuO,
Cu20 i metalni bakar. XANES i EXAFS eksperimenti izvedeni su primenom snopa BL22 na
ALBA sinhrotronu. Koriscen je fokusirani zrak veli¢ine 500 x 500 mm. Spektri su dobijeni
u fluorescentnom reZimu u energetskom intervalu od 8870 do 9600 eV sa rezolucijom
koraka energije od 0,2 eV. Uzorci standarda bakra pripremljeni su mesanjem male koli¢ine
jedinjenja sa bor-nitridom. Spektri su dobijeni u transmisionom modu. Analiza XANES
spektara uradena je u opsegu od 8900 do 9100 eV pomocu softverskog paketa ATHENA.
U analizi su uzete prosecne vrednosti podataka iz tri uzastopna merenja i Sest kanala
detektora. Spektri su fitovani polinomom treceg reda. Kao pocetna vrednost energije praga
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fotoelektrona (Eo)? izabrana je prva tacka pika u XANES spektru folije bakra na 8979,5 eV.
Precizne energije prelaza elektrona indukovanih apsorpcijom rendgenskih zraka ocitavane
su sa derivativnih normalizovanih spektara biomase mikroalgi i spektara standarda bakra.
Analiza EXAFS spektra izvrSena je pomocu softverskog paketa ARTEMIS. Podaci za k su
pomnozeni sa Hanovom prozorskom funkcijom u intervalu od 3 do 10,4 A-1 zbog glatkog
prelaza sa nenultih na nulte vrednosti prozorske funkcije, dok se mnozenjem x(k) sa k3
faktorom10 postize relativna konstantnost u amplitudi oscilacija u k prostoru. Furijeova
transformacija u prostornom domenu predstavljena je u opsegu od 1 - 4,8 A. Na taj nacin
dobijena je udaljenost izmedu apsorbera i liganda (R) sa odstupanjem manjim od 0,1 A i
vrednosti Debie-Waller-ovog faktora (Ao?) ispod 0,03 A2, redukcioni faktor bio je izmedu
0,7-1. Znacaj dobijanja podataka iz ove oblasti je utoliko veci, s obzirom na to da je analiza
ovog dela spektra u razblazenim bioloskim uzorcima sa ¢esto nepravilnom kristalnom
strukturom jedinjenja, neretko neizvodljiva zbog utapanja znacajnih signala u Sum
spektra. Priprema uzorka prikazana je na slici 3.9.

B

WD
TS

5 Slika 3.9. Priprema uzoraka mikroalgi C. sorokiniana za merenje na ALBA sinhrotronu, Barselona,
Spanija.

3.6. Statisticka obrada rezultata

Statisticka analiza je izvodena pomoc¢u neparametarskog dvosmernog Mann-Witney
U-testa na 5% nivoa znacajnosti (p < 0.05) koriste¢i Sigma Stat program V2 (Aspire Softwer
International, Ashburn, SAD). Razlike izmedu varijansi sa vise od dve promenljive u

? Energija (Eo) koja predstavlja vrednost edge energije u modelu, ne sme odstupati vise od 3 eV u odnosu na energiju datu
u eksperimentalnom spektru za taj molekul.
19 Mnozenje ima za cilj da kod velikih vrednosti za k- funkciju, amplituda signala bude veca. Znacajno je samo kod dobrih spektara,
jer sa porastom amlitude raste i Sum.
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okviru jedne grupe ispitivane su ANOVA testom uz Dankanov post hoc test. Svi
eksperimenti su radeni u najmanje tri ponavljanja. Rezultati su predstavljeni kao srednja
vrednost + standardna greska (SE, standard error).
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

U ovom odeljku predstavljeni su dobijeni rezultati i njihova diskusija. Redosled
prikaza uticaja abiotickih stresogenih faktora (povecane koncentracije jona Cu(ll), jona
Mn(II) i jonizujuceg X-zracenja) u skladu je sa izloZenim ciljevima rada i eksperimentalnim
delom ove disertacije. Efekti su ispitivani koris¢enjem razli¢itih analitickih metoda
adekvatnih za odredivanje strukturnih promena, odredivanja oksidacionog stanja i
koordinativog okruZenja jona metala, kapaciteta celijskog zida za vezivanje jona metala i
ispitivanja antioksidativne aktivnosti.

4.1. Ispitivanje uticaja Cu(Il) jona na mikroalgu C.sorokiniana

Ovaj deo istrazivanja odnosi se na ispitivanje interakcija jona bakra sa mikroalgom
C. sorokiniana u smislu strukturnih i hemijskih promena do kojih dolazi kada su alge
izloZene poviSenim, ali subletalnim koncentracijama jona Cu(II), i na¢ina na koje joni bakra
interaguju sa celijama mikroalgi. U prvom koraku odredena je subletalna koncentracija
jona Cu(Il) koja je dalje koriS¢ena u svim eksperimentima. Zatim su ispitivane strukturne i
hemijske promene u biomasi mikroalgi. U poslednjoj fazi ispitivanja odredeno je
oksidaciono stanje jona bakra, geometrija kompleksa i ligandi za koje se jon bakra
koordinuje.

4.1.1. Odredivanje subletalne koncentracije jona Cu(II)

Na slici 4.1. prikazani su rezultati analize vijabilnosti, opticke gustine (ODzs0) i
biomase mikroalgi tretiranih rastvorom jona Cu(ll) razli¢itih koncentracija. Merenja su
radena u toku sedam dana u cilju odredivanja subletalne doze jona Cu(II).
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Slika 4.1. Promene u vijabilnosti, optickoj gustini i biomasi mikroalge C. sorokiniana u ranoj
stacinonaroj fazi rasta, tokom 7 dana izlaganja razlicitim koncentracijama jona Cu(ll): (a) vijabilnost; (b)
opticka gustina (OD7s0); (c) biomasa. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SE, (n=4).

Uoceno je da koncentracije jona Cu(Il) od 1 mM i manje nisu imale uticaj na
vijabilnost i rast kulture (promena OD i biomase) u periodu od 7 dana u poredenju sa
netretiranim, kontrolnim, uzorcima mikroalgi (slika 4.1). Vece koncentracije jona Cu(II), od
2 mM, 5 mM i 10 mM su pokazale statisticki znacajne efekte na OD i biomasu, dok je
najveca koncentracija imala i znacajan uticaj na vijabilnost. U tom smislu, moZe se reci da
su koncentracije od 2 mM i 5 mM imale algostaticki efekat (zaustavlja rast), dok je 10 mM
imalo algicidni efekat (letalna doza). U svim daljim eksperimentima primenjivana je
koncentracije jona Cu(Il) od 1 mM, koja je bila na gornjoj granici netoksi¢nosti za kulturu
C. sorokiniana, kako bi se sprecila smrtnost ¢elija mikroalgi.

Vazno je napomenuti da koncentracije jona bakra koje izazivaju toksi¢ne efekte u
kulturama mikroalgi zavise od pH, prisustva razli¢itih liganda u medijumu, ali i od
gustine i starosti celija (Franklin i sar., 2002). Na primer, koncentracije bakra koje su
pokazale toksi¢ne efekte na mikroalgu C. vulgaris, koja je bliska srodnica C. sorokinaina u
medijumu za gajenje mikroalgi sa oznakom BG-11, su pet puta manje u odnosu na ovde
utvrdene (Rugnini i sar., 2017). Jednostavno objasnjenje moZze leZzati u tome Sto taj
medijum sadrZi znacajno manje koncentracije bakar-vezujuceg agensa EDTA (Horner,
2006) i u tome Sto su u studiji sa C. vulgaris bile izloZene jonima bakra u eksponecijalnoj
fazi kada se aktivno dele. Kod drugih medijuma treba uzeti u obzir i koncentracije nekih
drugih potencijalnih liganda, kao $to su ortofosfati, nitrati, citrati i dr. Dalje, pri velikoj
gustini celija, sam metabolizam algi moZe dovesti do promene pH vrednosti medijuma
usled povecane potrosnje CO: sto dovodi do brojnih hemijskih promena i moZe da utice
na rastvorljivost bakra (Nyholm i Kallgvist, 1989), a pored toga, smanjuje se koncentracija
raspolozivog bakra po deliji. Iz ovih razloga, kako bismo imali konstantne, ponovljive
efekte abiotickog stresa, stresogeni faktori aplicirani su uvek u 20. danu kada C. sorokiniana
dostize stacionarnu fazu, dok je, kako je ve¢ pomenuto, pocetna koncentracija mikroalgi
uvek bila 5 x 105 ¢elija/mL.
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4.1.2. Ispitivanje strukturnih i hemijskih promena u biomasi mikroalgi u
prisustvu povecéane koncentracije jona Cu(II)

Rod Chlorella pokazuju visoku toleranciju na poviSene koncentracije metala, sto je
osnova njihovog izuzetnog znacaja za Zivotnu sredinu i biotehnologiju (Krichen i sar.,
2019). Deo adaptivnog odgovora moze uklucivati znacajne strukturne promene na nivou
¢elijskog zida i lipida, kao i aktivho menjanje okruzenja celije kroz proizvodnju i
oslobadanje mukusa. Strukturne promene koje nastaju u C. sorokiniana pod uticajem
poviSene koncentracije jona Cu(Il) ispitivane su primenom SEM mikroskopije sa EDS
metodom i SR-FTIR spektroskopije.

4.1.2.1. Analiza SEM mikroskopijom i EDS metodom

Na slici 4.2. prikazane su SEM mikrografije uzoraka mikroalge C.sorokinana
tretiranih rastvorom jona Cu(ll) tokom razli¢itog vremena inkubacije, kao i netretiranih
uzoraka (kontrola).

Kontrola 15 min

24 h

Slika 4.2. SEM mikrografije uzoraka netretiranih celija mikroalge C. sorokiniana (kontrola) i uzoraka
tretiranih jonima Cu(Il) koncentracije 1 mM tokom razlicitih vremena inkubacije. Beli krugovi i uokvireni
delovi oznacavaju podrucja u kojima su prikupljeni EDS podaci. Skala= 5 ym,, n= 4, uvelicanje 8000 puta.

SEM mikroskopija koris¢ena je za prvi, vizuelni, nivo analize efekata jona Cu(Il) na
morfologiju ¢elija mikroalgi. Poredenjem mikrografija uzoraka mikroalgi koje su tretirane
Cu(Il) jonima tokom razli¢itih vremenskih intervala (slika 4.2), moze se zakljuciti da se
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povrsina uzoraka mikroalgi nakon tretmana jonima Cu(Il) znatno izmenila. U kontrolnim
uzorcima pojedinacne celije mikroalgi jasno su vidljive, dok se utretiranim uzorcima moze
primetiti mukus koji oblaze pojedinacne celije kao i amorfni matriks izmedu Ccelija.
Oslobadanje mukusa zapoceto je u roku od 15 min nakon izlaganja celija mikroalgi jonima
Cu(Il) i dalje se akumuliralo tokom 24 h. Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti
da postoji brz adaptivni odgovor mikroalge C. sorokiniana na prisustvo 1 mM jona Cu(Il), u
smislu formiranja ekstracelularne barijere.

Od ranije je poznato da bakar indukuje morfoloske promene na mikroalgama
(Melegari i sar., 2013), koje su blisko povezane sa toksi¢nos¢u, koncentracijom i vremenom
izlaganja jonima metala. Ove promene mogu se koristiti kao indikator za pracenje nivoa
toksi¢nosti teskih metala u vodenim ekosistemima (Lupi i sar., 1998; Hee i sar., 2021). Kao
jedan od odgovora na abiotic¢ki stres, mikroalge mogu da “pojacaju” svoju odbranu
oslobadanjem mukusa, sloZene amorfne, lepljive sluzi u koju su ¢elije uronjene i koja moze
izmeniti njenu spoljasnju hemijsku sredinu (Watanabe i sar., 2006; Naveed i sar., 2019).
Sposobnost mikroalgi da veZu jone metala i redukuju njihovu toksi¢nost predstavlja vazan
adaptivni mehanizam. S obzirom da se mikroalge u prirodi ¢esto suocavaju sa deficitom
razli¢itih jona (pre svega gvoZzda), oslobadanje mukusa moZe predstavljati i oportuni
mehanizam koji omogucéava mikroalgi da napravi rezerve jona u periodu kada su oni
dostupni (Tsednee i sar., 2019; Schmollinger i sar., 2021). Oslobadanje mukusa otvara
mogucnost za primenu mikroalge C. sorokiniana u sanaciji vodenih ekosistema
kontaminiranih jonima bakra i drugih metala. Mukus, kao i celijski zid, predstavlja
mehanicku barijeru koja smanjuje prodor jona metala u unutrasnjost alge. Drugim rec¢ima,
povecanjem povrsine sposobne za adsorpciju, smanjuje se apsorpcija.

Brzi adaptivni odgovor na povec¢an nivo Cu(Il) jona ogleda se i u promenama u
hemijskom/elementarnom sastavu povrsine biomase koji smo analizirali kombinovanjem
SEM mikroskopije sa EDS analizom (slika 4.3). Iz dobijenih rezultata vidi se da se bakar
akumulirao u biomasi algi ve¢ nakon 15 min inkubacije. Takode doslo je do brzog
povecanja u udelu kiseonika i fosfora u sastavu biomase.

807

704 m Kontrola
M 15 min
804 W 1h

24 h

504

40

Molski udeo (%)

Slika 4.3. Molski udeo elemenata u biomasi C. sorokiniana, n= 4. Rezultati su predstavljeni kao
srednja vrednost £ SE.
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Treba napomenuti, da je osim promena kod elemenata zastupljenih u visokom
procentu u biomasi, doslo i do promena u koncentraciji elemenata prisutnih u znacajno
nizim koncentracijama (slika 4.4 ).

M Kontrola
M 15 min
W1h

0.4 24 h

Molski udeo (%)

Slika 4.4. Molski udeo (%) elemenata C. sorokiniana prisutnih u niZim koncentracijama dobijen
EDS-om nakon tretmana jonima Cu(ll) koncentracije 1 mM sa razlicitim periodima inkubacije, n= 4.
Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SE.

Kljuéna promena leZzi u drastichom povecanju udela kiseonika (priblizno
dvostruko) i povecanja udela fosfora na priblizno 2,5% u odnosu na kontrolne uzorke u
kojima udeo fosfora oko 0,5%, $to je povecanje od 4 puta. Ovaj trend uocen je nakon sva tri
perioda inkubacije sa jonima Cu(ll). Smanjenje udela ugljenika i azota najverovatnije je
direktna posledica porasta udela kiseonika. Ve¢ nakon 15 min se uocava akumuliranje
jona bakra, koji je u kontrolnim uzorcima bio ispod granice detektovanja. Ovo ukazuje da
brza proizvodnja i otpustanje mukusa upravo ima svrhu da inaktivira odnosno veze jone
bakra. Osim toga, vidi se da mukus vezuje i druge katjone - natrijum, kalcijum, gvozde i
magnezijum koji su u kontrolnim uzorcima bili ispod granice detekcije. Na osnovu
dobijenih rezultata, za sva dalja ispitivanja koris¢ena je 1 mM koncentracija jona Cu(II) sa
periodom inkubacije od 1 h.

Uoceni porast udela atoma kiseonika i fosfora pokazuje da se oni nalaze u priblizno
odnosu 4:1. To ukazuje da su mikroalge nakupljale ortofosfatne jone iz medijuma
polimerizacijom i/ili fosforilacijom Secera i proteina. Ve¢ je pokazano da polifosfati
predstavljaju dominantni oblik fosfora u mikroalgama (Sianoudis i sar., 1986), kao i da
polifosfati u mikroalgama mogu biti zastupljeni u celijskom zidu i mukusu i/ili se mogu
akumulirati unutar celije u polifosfatnim telima (Oh-hama i sar., 1986; Sianoudis i sar.,
1986; Adams i sar., 2016), sto se slaze sa dobijenim rezultatima. Takode, polifosfati ¢esto
imaju znacajnu sposobnost vezivanja razli¢itih jona metala kako je ranije pokazano (Rai i
Gaur, 2012). Polifosfati prisutni u mukusu i ¢elijskom zidu predstavljaju mesta vezivanja i
drugih dvovalentnih katjona, kao sto je Mg(Il) (Sianoudis i sar., 1986). Mikroalge
akumuliraju polifosfate i kao odgovor na neke druge vrste stresa poput smanjenih
koncentracija sumpora (Ota i sar., 2016). Uz to, u mukusu mogu biti prisutni fosforilisani
Seceri i proteini (Naveed i sar., 2019). Kod nekih vrsta mikroalgi u mukusu je uoceno i
prisustvo uronskih kiselina koje su odgovorne za vezivanje jona Cu(ll) i smanjenje
toksi¢nosti ovog metala (Mangi i Schumacher, 1979). Ranija pretpostavka da mukus i
polifosfati kod mikroalgi mogu da se koriste kao mesta za akumuliranje hranjivih
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molekula i mesta na kojima se nakupljaju metalni katjoni (Jensen i sar., 1982; Watanabe i
sar., 2006; Adams i sar., 2016) (ovde uocena povecanja u udelu natrijuma, magnezijuma i
kalcijuma), ukljucujuci i jone Cu(ll) potvrdeno je dobijenim rezultatima. Porast udela
atoma gvozda takode se moZze objasniti prisustvom siderofora (helatora gvozda), koji se
izlu¢uju na povrsini Celije. U prisustvu malih koncentracija jona Fe(IIl) ovi helatori mogu
da vezuju i druge jone metala (kao na primer bakar) i na taj na¢in smanjuju toksi¢nost
bakra, kako je pokazano (Clarke i sar., 1987). Osim u slu¢aju povecanih koncentracija
metala, do sinteze mukusa dolazi i kada se alge nalaze u uslovima deficijencije hranljivih
elemenata (Reynolds, 2007). U tretmanu nakon 24 h zabeleZen je pad udela atoma bakra i
fosfora, sto ukazuje na mogucnost da je u tom trenutku ova komponenta procesa
adaptacije zavrSena ili se nalazi u zavrsnoj fazi (Tien i sar., 2005).

41.2.2. SR-FTIR analiza promena u strukturnim komponentama i
interakcija jona bakra u biomasi

Strukturne i hemijske promene na nivou funkcionalnih grupa, odnosno tipova
jedinjenja, kao i interakcije jona bakra sa specificnim funkcionalnim grupama dalje su
ispitane SR-FTIR metodom. Karakteristi¢ni regioni “otiska prsta” FTIR spektra prikazani
su na slici 4.4., dok su sve uocene promene traka za kontrolne uzorke i uzorke tretirane 1
mM Cu(Il) 1 h date u tabeli 4.1. Identifikacija je izvrSena na osnovu poznatih literaturnih
podataka za FTIR analizu biomase mikroalgi (Khalil i Brown, 1964; Osman i Arof, 2003;
Cardenas sar., 2004; Kldhn i sar., 2004; D’Souza i sar., 2008; Derenne i sar., 2013;
Pawlikowska-Pawlega i sar., 2013; Zhang i sar., 2013; Dahmane i sar., 2014; Dmytryk i sar.,
2014; Fedorova i sar., 2014; Pawlikowska-Pawlega i sar., 2014; Driveri sar., 2015; Baudelet i
sar., 2017, Miiller i sar., 2017, Wiercigroch i sar., 2017; Charles i sar., 2019; Shivaji i
Dronamaraju, 2019). Ukupna povrsina dobijenog infracrvenih spektra moZe se grubo
podeliti na tri regiona u kojima apsorbuju karakteristicne grupe molekula: ugljene hidrate,
proteine i lipide, iako se u karakteristicnim regionima jedne grupe makromolekula mogu
pojaviti i vibracije druge vrste makromolekula.
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Slika 4.4. SR-FTIR spektri kontrolnih uzoraka mikroalgi C. sorokiniana i uzoraka tretiraih rastvrom
jona Cu(ll) (1 mM) 1 h. Regioni “otiska prsta” predstavljaju: (a) ugljene hidrate, nukleinske kiseline i
fosfate, (b) lipide, (c) proteine i karbonilne grupe. Vrhovi strelica oznacavaju poloZaj traka od interesa
predstavljenih drugim izvodom. Promena polozaja traka tretiranih uzoraka mikroalgi u odnosu na kontrolne
(netretirane) uzorke predstavljeni su u zagradama.

Poredenjem spektara kontrolnih uzoraka mikroalgi i uzoraka tretiranih rastvorom
jona Cu(Il) koncentracije 1 mM, uocen je niz razlika. Na slici 4.4a prikazan je deo SR-FTIR
spektra kontrolnih i tretiranih uzoraka mikroalgi C. sorokiniana u opsegu od 1500 cm™ do
900 cm™ u kojem apsorbuju ugljeni hidrati, nukleinske kiseline i fosfati. NajizraZenije
promene uocene su u oblasti izmedu 970 i 900 cm™, gde dolazi do smanjenja intenziteta
traka kao odgovor na tretman jonima Cu(Il). Trake koje su se pojavile na ~928 i 1123 cm™!
mogu se povezati sa asimetricnim vibracijama istezanja P-O-P grupe u polifosfatima
(Khalil i Brown, 1964). S druge strane, trake na 1072 i 1284 cm™, poti¢u od simetri¢nog i
asimetri¢nog istezanja P=0O grupe u HPO4?~ (Kldhn i sar., 2004), dok traka uocena na 1045
cm™! koja nastaje od asimetri¢nog istezanja P=O grupe u H.PO4~(Miiller i sar., 2017) ima
slican intenzitet u kontrolnim i tretiranim uzorcima mikroalgi. Traka na 1123 cm™ i traka
na 1233 cm™! (koja je pomaknuta do 1224 cm™), pokazuju pojacan intenzitet u tretiranim
uzorcima mikroalgi i mogu biti povezane sa ksantatima i Cu-ksantatima (R-O-C=S)-
S™--Cu*) (D’Souza i sar., 2008; Zhang i sar., 2013). Pojacan intenzitet apsorpcione trake na

1376 cm™ u tretiranim uzorcima moZze se povezati sa vibracijama C-CHs grupe hitozana
(Cardenas i sar., 2004).

Dobijeni rezultati pokazuju da je doslo do promena i u lipidnoj oblasti SR-FTIR
spektra (slika 4.4b). U spektru tretiranih uzoraka mikroalgi, trake na i 2851 cm i 2916 cm'!
koje poti¢u od simetri¢nog i asimetri¢nog istezanja CH: grupe pomerene su ka visim
talasnim brojevima. Takode, kod tretiranih uzoraka mikroalgi se moze uociti i gubitak
trake na 2808 cm i opadanje intenziteta trake na 2997 cm-! koja potice od vibracija
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estarskih grupa (-O-CHz) i trake na 3011 cm koja potice od vibracija istezanja C=C-H
grupe u nezasi¢enim lipidima.

Izlaganje mikroalgi povecanim koncentracijama jona Cu(Il) dovelo je do promena i
u oblasti SR-FTIR spektra koji je karakteristican za proteine i karbonilne grupe, a koje
mogu biti vezane i za ugljene hidrate (slika 4.4c). Porast intenziteta trake na 1586 cm™ koja
dolazi od savijanja NH2 grupe u sekundarnim amidima, pracen je smanjenjem intenziteta
trake na 1538 cm™! takode pripisane sekundarnim amidima, $to ukazuje da je doslo do
delimi¢ne deacetilacije hitina u hitozan (slika 4.5.) (Osman i Arof, 2003; Dahmane i sar.,
2014). Rezultat deacetilacije je i smanjenje intenziteta trake na 1640 cm! koja potice od
asimetri¢nog istezanja karbonilne grupe (C=0O) u primarnim amidima (Charles i sar.,
2019). Takode se moze uociti i porast intenziteta trake na 1733 cm! u tretiranim uzorcima
mikroalgi koji se moZe povezati sa istezanjem karbonilne grupe u proteinima i lipidima
(Fedorovai sar., 2014).
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Slika 4.5. Delimicna deacetilacija hitina u hitozan. U hitinu prevladavaju acetilovane jedinice i
stepen acetilacije je obicno 0,90, dok je hitozan potpuno ili delimicno N-deacetilovani derivat sa tipicnim
stepenom deacetilovanja priblizno 0,65.

Rezultati SR-FTIR spektroskopije pokazali su dobro slaganje sa drugim studijama.
U skladu sa indicijama dobijenim EDS analizom kao i sa dostupnim literaturnim
podacima, moZe se zakljuciti da fosfatne grupe imaju glavnu ulogu u vezivanju jona
metala (D’Souza i sar., 2008). Na osnovu konstantnosti signala (traka) na 1045, 1072 i 1284
cm koje opisuju asimetri¢na istezanja P=O grupe fosfata, moZe se zakljuciti da nivo
slobodnih ortofosfatnih jona nije promenjen u tretiranim uzorcima mikroalgi i da se fosfor
akumulirao u obliku polifosfata, jer su promene uocene za apsorpcionu oblast izmedu
1150 i 1000 cm™, koje poticu od istezanja C-C, C-O-C i C-O veza u C-OH grupi, povezane
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sa polifosfatnim i fosforilnim grupama na Secerima, odnosno proteinima (Driver i sar.,
2015). Promene u trakama koje poti¢u od polisaharida, uklju¢ujuéi hitozan, osnovnu
komponentu spoljnog rigidnog sloja zida kod C. sorokiniana, potvrduje da dolazi do
promena u strukturi éelijskog zida kod mikroalgi koje su izloZene jonima Cu(Il) (Charles i
sar., 2019). Pomeraji uoc¢eni na 1233 i 1249 cm! (koje poti¢u od polifosfatnih i fosforilnih
grupa na Seferima i proteinima) (D’Souza i sar., 2008; Driver i sar., 2015) ka nizim
energijama u tretiranim uzorcima mikroalgi mogu se objasniti duZim i slabijim vezama
nastalim kao rezultat vezivanja jona Cu(ll) za fosfate (Dmytryk i sar., 2014). Promene koje
potencijalno dolaze od sinteze ksantata su posebno interesantne. Naime, ksantani imaju
veliki afinitet za vezivanje jona metala zbog prisustva sulfidnih grupa i taj afinitet za
vezivanje jona metala je toliko veliki da ksantati nalaze industrijsku primenu (Kim i Lee,
1999).

Na osnovu dobijenih promena traka u oblasti od 1790 cm™ do 1480 cm™ ¢ini se da
je deacetilacija N-acetil-glukozaminskih ostataka u hitozanu deo adaptacije mikroalgi na
visoke koncentracije jona Cu(Il). Promena intenziteta apsorpcione trake koja se moze
povezati sa hitozanom u skladu je sa ¢injenicom da se deacetilacijom hitina dobija hitozan
(glavna komponenta vancelijskog ¢vrstog sloja celijskog zida kod roda Chlorella) (Baudelet
i sar.,, 2017). Povecanje intenziteta apsorpcije ovog dela spektra ukazuje na to da
zadebljanje celijskog zida moze predstavljati brz adaptivni odgovor izazvan povecanim
koncentracijama jona Cu(Il). Literaturni podaci takode pokazuju da i kod drugih vrsta
mikroalgi u prisustvu visokih koncentracija jona metala dolazi do promene u strukturi kao
i povecanju kapaciteta celijskog zida za njihovo vezivanje (Shivaji i Dronamaraju, 2019).
Takode, deacetilacija moze povecati kapacitet celijskog zida za vezivanje jona Cu(Il). Do
toga moze doci ili zbog povecane rastvorljivosti hitozana ili zbog povecanog afiniteta za
vezivanja jona metala (Li i sar., 1996; Franca i sar., 2011). U vezi sa ovim, prema HSAB
teoriji, Cu(Il) je grani¢na kiselina, dok je azot na alifaticnom lancu generalno tvrda baza
(Ho, 1975). Azot je meksi u amino grupi u odnosu na amidnu grupu gde kiseonik ima jak
elektronegativni (electron-withdrawing) efekat (Hancock i Martell, 1996) i time bi trebalo da
amino grupa ima vedi afinitet za Cu(ll) od amida. Povecan intenzitet traka koje se
povezuju sa karbonilnim grupama u proteinima i lipidima moze se pripisati karbonilaciji,
odnosno akumulaciji karbonilinih grupa do koje dolazi kroz proces oksidacije proteina.
Smanjenje intenziteta traka primarnih i sekundarnih amida ranije je primeceno kod
mikroalgi kao odgovor na izloZzenost jonima Cu(Il), ali samo kod onih algi koji su bile
adaptirane na stres izazvan bakrom. Kod onih koje nisu bile dobro adaptirane, vec
osetljivije na jone Cu(Il) uocene su trake veceg intenziteta (Charles i sar., 2019).

Pomeranje traka u lipidnom regionu koja poti¢e od istezanja CHz grupe u
tretiranim uzorcima moZe se objasniti smanjenjem uredenosti acilnih lanaca u lipidnim
membranama i lipidnim kapima (Boncheva i sar., 2008; Giiler i sar., 2016). Vibracija trake
na 2808 cm koja nije uobicajna za FTIR spektar lipida, a koja je uocena kod tretiranih
uzoraka mikroalgi od ranije je poznato da potice od vibracija vodoni¢nih veza kojima su
povezani lanci masnih kiselina i flavonoidi (C-H-O) (Pawlikowska-Pawlega i sar., 2013;
Pawlikowska-Pawlega i sar., 2014). Nizi intenzitet ove "flavonoidne trake" u tretiranim
uzorcima u skladu je sa smanjenom uredenos¢u acilnih lanaca, jer flavonoidi uopsteno
povecavaju uredenost lipidnih slojeva u membranama (Hendrich, 2006). Opadanje
inteziteta traka koje poticu od estarskih grupa u spektrima uzoraka izloZenih jonima
Cu(Il) ukazuje da dolazi do promene u lipidnom profilu. Ovi rezultati impliciraju da
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mikroalge akumuliraju triacilglicerole u obliku lipidnih kapi (unutarcelijsko skladiste
energije) kao deo odgovora na poveéene koncentracije jona Cu(Il). Ovo je u skladu sa
ranijim studijama efekata abiotickog stresa, uklju¢uju¢i i odgovor na povecane
koncentracije jona metala (Chia i sar., 2013; Yang i sar., 2015). Uporedivanjem spektara
kontrolnih i tretiranih uzoraka mikroalgi uocene su sli¢nosti u sastavu funkcionalnih
grupa. Istovremeno, uocavanje malih razlika u talasnom broju, koje su primecene u
odredenom delu spektra potvrdile su efikasnost SR-FTIR analize u identifikaciji uzoraka
bioloskog materijala.

Tabela 4.1. Karakteristicne trake dobijene SR-FTIR metodom za kontrolne i uzorke mikroalgi C.
sorokiniana tretirane rastvorom jona Cu(Il) koncentracije 1 mM. vas i vs - vibracije istezanja (assimetricne i
simetricne), 0 —vibracije savijanja u ravni.

Kontrola | 1mM Cu (I) | Asignacija
Region "otiska prsta" karakteristican za ugljene hidrate i fosfate
1376 13761 6 CH; grupa u polisaharidima
m |
1249 12447
1233 12241 vis P=0O u polifosfatima 1'fo‘sfor1hsamm Sederima i
proteinima
1148 1148
1123
928 vis O-P-O u polifosfatima
1045 1045 Vs P=0 u HoPOy
Region "otiska prsta" karakteristi¢an za proteine
1733 17337 Vs C=0 u proteinima i lipidima
1640 1640] Vs C=0 - N-H u primarnim amidima
1586 15861 0 NH> u sekundarnim amidima
1538 1538 0 N-H u sekundarnim amidima
Region "otiska prsta" karakteristican za lipide
3011 3011] vs C=C-H u lipidima
2997 2997 vs -O-CH3 u estrima
2958 29581 Vas CH3 1 masnim kiselinama
2916 2923 Vs CH> u masnim kiselinama
2876 2876 vs CHs u masnim kiselinama
2851 2855 vs CHp
vs C-H - O veze izmedu masnih kiselina i
2808 .
flavonoida
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4.1.3. Redoks stanje i koordinacino okruZenje jona bakra u biomasi
mikroalgi

4.1.3.1. EPR analiza interakcije jona Cu(II) sa biomasom mikroalgi

Za analizu koordinacionog vezivanja jona Cu(ll) za polimere mukusa i ¢elijskog
zida mikroalgi C. sorokiniana koris¢ena je EPR spektroskopija. Na slici 4.6. predstavljeni su
EPR spektri biomase mikroalgi koje su tretirane rastvorom jona Cu(II) koncentracije 1 mM
sa periodom inkubacije od 1 h.

=226
A= 17 mT

T ]

Isprane sa H,0
9= 2.05

Isprane sa EDTA

=

g=2.00 Kontrola

JV

260 280 300 320 340 360 380
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Slika 4.6. EPR spektri kontrolnih uzoraka mikroalgi ispranih vodom ili tretiranih jonima Cu(Il) pri
inicijalnoj koncentraciji od 1 mM tokom 1 h, ispranih vodom ili sa EDTA. Parametri snimanja bili su:
atenuacija 13 dB; modulaciona amplituda 0,4 mT. Sive linije predstavljaju simulacije za vrednosti g i A.
Signal na g = 2 dolazi od organskih radikala.

Kako Cu(Il) ima jedan nesparen elektron (S= %) i spin jezgra od I= 3/2, lako se
moze detektovati i identifikovati EPR spektroskopijom. Pomo¢u EPR eksperimenata
pokazano je da mikroalga C. sorokiniana vezuje bakar u obliku jona Cu(Il). Kod Cu(l) spin
S= 0 i taj oblik je EPR neaktivan, tako da se ovom metodom ne moZe jednoznac¢no tvrditi
da li se bakar vezuje samo u formi Cu(ll) ili dolazi i do redukcije pri vezivanju za celijski
zid i mukus. EPR signal Cu(Il) pokazuje jednu liniju velike amplitude za g1= 2,05 i Cetiri
slabe linije koje proizilaze iz hiperfine interakcije sa jezgrima izotopa %Cu / %Cu (I= 3/2)
duzg|= 2,26. Oblik spektra, Siroka gi linijja (AB.= ~9,5 mT) i vrednosti za g
(81> 81>gslobodnog elektrona) Ukazuju da su joni Cu(Il) pentakoordinovani, pri ¢emu grade
komplekse kvadratno-piramidalne geometrije ili je okruzenje oko centralnog metalnog
jona kvadratno-planarno, tj. koordinacion broj je ¢etiri (Bencini i Gatteschi, 1990; Garribba
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i Micera, 2006). Da bi se odredilo mesto vezivanja jona metala (da li je vezan na povrsini
celijskog zida ili je transportovan u unutrasnjost celije), uzorci su ispirani vodom ili sa 20
mM EDTA (sredstvom za heliranje jona metala). Ispiranje uzoraka sa EDTA, rezultiralo je
smanjenim intenzitetom spektra Cu(Il), sto implicira da su joni Cu(II) nakon 1 h najve¢im
delom bili vezani za polimere mukusa i/ili polimere celijskog zida. Oni joni metala koji se
ne mogu ukloniti sa EDTA apsorbovani su u ¢eliji (Schenck i sar., 1988). Uporedivanjem
spektara pre i nakon ispiranja sa EDTA moZe se zakljuciti da su sli¢nog oblika sa istim
vrednostima za g i hiperfino cepanje (A|). To implicira da je prisutna jedna dominantna
vrsta koordinacije jona Cu(Il). Treba pomenuti da kompleksi Cu(Il) velike molekulske
mase, poput bakra vezanog za komponente suve biomase, uglavnom daju sli¢ne spektre
na sobnoj i niskoj temperaturi (293 i 77 K), jer iako je relaksacija elektrona na sobnoj
temperaturi brza, nedovoljno je da bi se spektar dalje znacajno prosirio (Hagen, 2008).

4.1.3.2. XAFS analiza redoks forme jona bakra i interakcije sa ligandima

Strukturne Kkarakteristike bakra u biomasi C. sorokiniana koje obuhvataju
odredivanje njegovog oksidacionog stanja, lokalne geometrije kompleksa i detektovanje
elemenata iz prvih koordinacionih sfera liganda mogu biti utvrdene primenom XAFS
spektroskopije sa sinhrotronskim izvorom zracenja.

Na slici 4.7. prikazani su normalizovani XANES spektri uzoraka mikroalgi
tretiranih jonima Cu(II), kao i spektri jedinjenja standarda u kojima je redoks stanje bakra
0, +1i+2.

MNormalizovani spektri yu(E)

_/1s-4pxy

8960 8980 9000 9020 9040 9060
Energija (eV)

Slika 4.7. XANES spektri bakra iz uzoraka mikroalgi C. sorokiniana izloZenih jonima Cu(Il) pocetne
koncentracije 1 mM tokom 1 h i spektri standarda Cu(ll), Cu(l) i Cu(0), (CuO, Cuz0 i bakar folija),
predstavljeni kao referentni spektri. Vrhovi strelica: crna — apsorpcioni maksimum koji odgovara 1s-4px,;
bela — apsorpciona granica; siva - “bela linija”.
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Na XANES spektrima referentnih standarda rastvora soli gde je Cu(I) i Cu(ll) jasno
se uoc¢avaju apsorpcioni maksimumi koji odgovaraju 1s-4p«y elektronskom prelazu (Gaur i
Shrivastava, 2012). Apsorpcioni maksimumi spektara bakra uzorka biomase mikroalgi
tretiranih jonima Cu(Il) javljaju sena 8976,6 eV (pred apsorpcioni pik karakteristi¢an za 1s-
3d prelaz) dok se naslucuju intenzivnija dva signala na viSim energijama u oblasti
karakteristi¢noj za 1s-4p«y elektronski prelaz) (slika 4.7).

Signal na 8976,6 eV je moguce detektovati samo kod jona Cu(ll), kod kojeg d-
podnivo sadrZi 9 elektrona i postoji upraznjeno mesto za elektron koji se izbija sa 1s nivoa.
Iako je 1s-3d zabranjeni dipolni prelaz, on se javlja zbog delimi¢nog preklapanja 4p i
delimi¢no zauzetih 3dx2-y? orbitala kod jona Cu(ll) sa deformisanom simetrijom. Ta
preklapanja indukuje odstupanje od idealne oktaedarske simetrije bakra u jedinjenju (iz
razloga $to ne postoji centar inverzije kod njih). Energija ove orbitale niZa je od energije 4p
orbitale, pa se apsorpcioni pik javlja na energiji koja je niza od one koja predstavlja
apsorpcionu granicu (Hocking i Solomon, 2012). Sli¢an pik se ne moZze naci za jone Cu(l)
zbog njegove 3d10 konfiguracije. Sa druge strane, signal na nizoj energiji u energetskoj
oblasti koja odgovara 1s-4pxy prelazu evidentno potice od jona Cu(I), dok drugi signal iz te
oblasti odgovara istom prelazu kod jona Cu(Il). Ovi rezultati ukazuju na prisustvo obe
redoks forme bakra u uzorku (Cu(l) i Cu (II)). Razlika u energiji koja se uocava kod
glavnih apsorpcionih maksimuma jona Cu(l) i jona Cu(II) potice od ¢injenice da dolazi do
porasta energije jonizacije sa porastom oksidacionog stanja bakra, usled porasta
elektrostatickog privlacenja jezgra i elektrona, indukovanog porastom efektivnog
pozitivhog nelektrisanja jezgra (Gaur i Shrivastava, 2012). Osim identifikovanja
oksidacionih stanja bakra u uzorku mikroalgi primetno je da dolazi i do promene u
prostornom rasporedu liganada u uzorku u odnosu na standard, na sta prvo ukazuju
promene u obliku nagiba spektra u oblasti oko apsorpcione granice (slika 4.7). Naime, na
XANES spektru kod Cu(l) referentnog standarda usled cepanja ligandnog polja dolazi do
cepanja 4p orbitala na 4pxy i 4p. orbitale. Iz tog razloga u spektru jona Cu(l) se javljaju dva
1s-4p pika. Kod Cu2O svaki atom Cu formira dve kolinearne veze sa atomom kiseonika,
pri ¢emu antivezivna 4p. orbitala ima vecu energiju od 4pxy orbitale zbog odbojne
interakcije medu elektronima duz z-ose (Gaur i Shrivastava, 2012). Odsustva jasno
izrazenih pikova za 1s-4p«y elektronski prelaz u tretiranim uzorcima mikroalgi ukazuje da
se geometrija kompleksa bakra ovde razlikuje u odnosu na standarde bakra (kod CuO
prisutna je kvadratno-planarna geometrija, dok je kod CuxO prisutna tetraedarska
geometrija). Oblik dobijenog spektra tretiranih uzoraka mikroalgi ukazuje da se centralni
metalni jon Cu(Il) nalazi u deformisanoj oktaedarskoj ili tetraedarskoj geometriji kod Cu(I)
(Hocking i Solomon, 2012; Khemthong i sar., 2013; Hsiao i sar., 2001). Precizne energije
prelaza elektrona indukovanih apsorpcijom rendgenskih zraka ocitavaju se sa spektara
prvih izvoda osnovnih spektara biomase mikroalgi tretiranih rastvorom jona Cu(Il) i
spektara standarda jedinjenja Cu(II), Cu(I) i Cu(0) (slika 4.8).
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Slika 4.8. Prvi izvodi normalizovanih XANES spektara uzoraka C. sorokiniana izloZenih jonima
Cu(Il) pocetne koncentracije 1 mM tokom 1 h. Isprekidane linije oznacavaju karakteristicne pikove dobijene
za jone bakra u biomasi mikroalgi. Uokvireni deo: deo derivatnog spektra uzorka mikroalgi i Cu(Il) u opsegu
od 8975-8979 eV.

Na osnovu ovih spektara mogu se odrediti minimalne energije apsorpcije
elektromagnetnog zracenja neophodnog za izbijanje elektrona iz 1s nivoa (apsorpciona
granica) kod uzoraka, sto jednoznac¢no potvrduje prisustvo bakra razlicitih oksidacionih
stanja. Derivativni XANES spektri pokazali su postojanja obe redoks forme bakra (Cu(l) i
Cu(Il)) u uzorku. Potvrda o postojanju bakra u obliku Cu(l) se ogleda u polozaju
apsorpcione granice na energiji od 8981,6 eV. Takode, uocava se i pred apsorpcioni pik
niskog intenziteta na 8976,6 eV koji odgovara 1s-3d prelazu, koji je mogué zbog
hibridizacije sa 4p orbitalom liganda koja 3d orbitali daje p karakter, kao i pik na 8985,8 eV
koji se u literaturi definiSe kao “bela linija”, odnosno 1s-4p, elektronski prelaz. Polozaj ova
dva pika ukazuje na prisustvo Cu(Il) u tretiranim uzorcima mikroalgi (Garribba i Micera,
2006). Bliski poloZaji apsorpcionih granica uzorka i standarda jona Cu(I) impliciraju da
ligandi koji ga heliraju imaju slicnu elektronegativnost iako su razlic¢itih geometrija.
Prethodno je potvrdeno da se Cu(l) akumulira unutar celija i da se stvara glutation
posredovanom redukcijom Cu(Il) na povrsini Celije (Stauber i Florence, 1986; Walsh i sar.,
2015). Dobijeni rezultati su u skladu sa rezultatima prethodne XANES studije o prisustvu
jona bakra u morskim mikroalgama (Adams i sar., 2016), kao i sa rezultatima dobijenim
EPR metodom koji su pokazali prisustvo jona Cu(Il) u uzorcima mikroalgi koji su tretirani
rastvorom Cu(ll) jona, a zatim ispirani vodom ili vodenim rastvorom EDTA. Pored toga,
potvrdeno je da dolazi do delimi¢ne redukcije Cu(II) do Cu(I) sto nije bilo moguce utvrditi
EPR-om.

Identifikacija i rastojanja atoma liganada su dobijeni iz EXAFS oblasti spektra na
energijama oko 50-1000 eV iznad apsorpcione granice. Na slici 4.9. prikazan je originalni
zapis tezinskog koeficijenta k3, K-granice EXAFS spektra bakra zajedno sa parametrima
fitovanja u k prostoru, predstavljen kao zavisnost modifikacije u apsorpcionom
koeficijentu apsorbera (odnosno talasne funkcije fotoelektrona oslobodenog iz jezgra
najbliZe orbitale).
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Slika 4.9. TeZinski koeficijent k3, K-granice EXAFS spektra bakra i odgovarajuci fit u k-prostoru.

MozZe se wuociti odlicno slaganje dobijenog signala K-granice bakra sa
simulacijama.

Furijerova transformacija EXAFS spektra jona bakra u biomasi mikroalgi i
odgovarajuci fit prikazani su na slici 4.10.
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Slika 4.10. EXAFS spektar uzoraka mikroalgi koje su bile tretirane rastvorom jona Cu(Il) (1 mM)
tokom 1 h (crna linija) i fit kojim je modelovana struktura bakra u biomasi (siva linija). Odstupanje brojnih
vrednosti od onih koje se mogu ocitati sa grafika iznose oko 0,5A i posledica su faznog pomeraja koji odlikuje
fotoelektron pri prolasku kroz potencijal absorbera i liganada.

Najintenzivniji pik koji oslikava svojstvo najblizeg liganda i koji je posledica
jednostrukog elasticnog odbijanja fotoelektrona (“single scattering”) od tog atoma, je
asimetrican (predstavlja strukturu zavisnu od k u funkciji fazne korekcije EXAFS
jednacine) (Hsiao i sar., 2001), $to govori u prilog sloZenoj prostornoj geometriji bakra u
sistemu. Udaljenost najblizih liganada je procenjena na 1,927 A, 2,345 A, 2,966 i 2,983 A.
Na spektru je lako uocljivo da dolazi do brzog smanjenje amplitude sa povecanjem
vrednosti talasnog broja (slika 4.10). Brzina smanjenja amplitude govori u prilog da su
ligandi za koje su vezani joni bakra, atomi sa malim atomskim brojem (Z) (Bunkeri sar.,
1991). Treba naglasiti sloZenost ispitivanog bioloskog sistema koja se ogleda u prisutnosti
jona bakra u dva oksidaciona stanja, niskoj koncentraciji jona bakra i prividnom odsustvu
kristalne strukture. Najbolji fit dobijen je na osnovu parametara za jon Cu(Il) koji je vezan
za fosfatne jone u molekulu Cu3(POs)2 i parametara za jon Cu(I) koji je vezan za kiseonik
kao ligand u molekulu Cu20. Dobijeni rezultati ukazuju na prisustvo atoma kiseonika
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direktno vezanih za bakar. Na sam EXAFS spektar osim jednostrukih elasti¢nih rasejanja
koja poticu od najblizeg atoma uti¢u i viSestruka rasejanja atoma liganada (,multi
scattering”). Rezultati takvih rasejanja ukazuju da je duzina Cu-Cu i Cu-P veze 2,966A i
2,983 A. Prora¢unom je dobijan pentakoordinovani bakar (4,98 + 1,20) (Shoemaker i sar.,
1977). Ovi rezultati u skladu su sa rezultatima dobijenim na EPR-u koji takode ukazuju na
to da je centralni metalni jon pentakoordinovan. Takode, dobijeni rezultati potvrduju da
su joni Cu(Il) vezani za polifosfate, sto je u skladu su sa rezultatima dobijenim SR-FTIR i
EDS metodama na istom uzorku koji podrazumevaju prisustvo fosfata u izlucenom
mukusu za koje se vezuju joni bakra.

PredloZeni rezultati u skladu su sa ranijim podacima iz literature koji pokazuju da
dolazi do interakcije polifosfata i jona bakra u mikroalgama u cilju smanjenja toksi¢nih
efekata (Jensen i sar., 1982). Takode, ranije je pokazano da dolazi do akumulacije
polifosfata u sojevima algi koje su otporne na stres izazvan jonima bakra (Hashemi i sar.,
1994) i do smanjenja osetljivosti algi na jone bakra u prisustvu fosfata (Verma i sar., 1993;
Serra i sar., 2010). Prisustvo sumpora kao liganda za jone bakra se ovom metodom, i na
osnovu spektra i na osnovu mogucih parametara fita isklju¢uje. Ovo je vazno istaci jer je
intracelularni Cu(I) naj¢esée koordinovan sa S liganadima, kao sto je glutation.

4.2. Ispitivanje uticaja jona Mn(II) na mikroalgu C.sorokiniana

U narednom poglavlju predstavljeni su rezultati ispitivanja strukturnih i hemijskih
promena u celijama odnosno kulturi mikroalge C. sorokiniana pri izlaganju povecanim
koncentracijama jona Mn(Il), redoks promena u ¢elijama mikroalgi, kao i samih interakcija
jona mangana sa mikroalgama. U prvom koraku odredena je subletalna koncetracija jona
Mn(II) koja je dalje koriS¢ena u svim eksperimentima. Zatim su ispitivane strukturne,
hemijske promene biomase mikroalgi i redoks status celija nastali kao posledica
izloZenosti jonima Mn(II).

4.2.1.0dredivanje subletalne koncentracije jona Mn(II)

Na slici 4.11. prikazani su rezultati opticke gustine i biomase u periodu od 7 dana
kod kontrolnih uzoraka i uzoraka mikroalgi tretiranih rastvorom jona Mn(Il) razli¢itih
koncentracija.
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Slika 4.11. Rast kulture C. sorokiniana tokom 7 dana izlaganja razlicitim koncentracijama jona
Mn(Il): (a) promene opticke gustine na 750 nm (ODzs0) proporcionalne su gustini kulture celije; (b)
promena biomase u odnosu na pocetnu (dan 0) biomasu u istom uzorku. Celije mikroalgi su bile izloZene
razlicitim koncentracijama jona Mn(Il) u ranoj stacionarnoj fazi. Podaci su predstavljeni kao srednje
vrednosti + SE. Statisticka znacajnost u poredenju sa kontrolnim vrednostima u istoj vremenskoj tacki
odredena je koriséenjem Man-Vitnijevog (Mann Whitney) testa sa dva nezavisna uzorka (*p < 0,05; n=4).

Prvi korak u ovom eksperimentu bio je utvrdivanje gornje granice netoksi¢nih
koncentracija jona Mn(II). U odnosu na kontrolne (netretirane) uzorke, velike
koncentracije jona Mn(Il) (od 10 mM i 20 mM) izazavale su znacajan pad u gustini celija
(OD7s0) tokom svih 7 dana eksperimenta, kao i smanjenje biomase u odnosu na pocetnu
biomasu. Koncentracije jona Mn(Il) od 1 mM i 5 mM nisu imale znacajan uticaj na
pomenute parametre. Na osnovu dobijeih rezultata mozZe se zaljuciti da koncentracija jona
Mn(II) od 1T mM nije imala negativne efekte na rast i prezivljavanje mikroalgi C.
sorokiniana. U skladu sa navedenim zapaZanjima u daljim eksperimentima korisc¢ena je
koncentracija jona Mn(II) od 1 mM.

Mangan je kofaktor prisutan u viSe od 30 enzima u mikroalgama, ukljucujuci
centralne komponente fotosintetskog (oxygen-evolving complex) i redoks (Mn superoksid
dismutaza) kompleksa (Liu i sar., 2018). Medutim, kada je prisutan u visku mangan moze
interagovati sa funkcionalnim grupama na povrsini éelije mikroalgi §to moZe dovesti do
gubitka bioloske aktivnost celije (Yan i sar., 2001). Osim toga, mangan prisutan u visku u
kompeticiji je za mesta vezivanja sa drugim dvovalentnim katjonima, kao sto su Fe(II),
Ca(Il) i Mg(II) (Ni i sar., 2007). Ovaj proces (mismetallation) primecen je i u mikroalgama i
predstavlja zamenu drugih jona metala sa jonima Mn(II) u aktivhom centru
metaloproteina Sto dovodi do gubitka aktivnosti i promena redoks metabolizma celije
(Eisenhut, 2019; Liu i sar., 2018). Toksi¢nost metala zavisi od bioloske raspoloZivosti
samog metala (Sunda i Huntsman, 1998), kolic¢ine heliraju¢ih agensa koji su prisutni u
medijumu (Horner, 2006), kao i od koncentracija celije mikroalgi (Nakajima i sar., 1979).
Povecane koncentracije jona mangana mogu uticati na promenu pH medijuma u kojima
alge rastu sto direktno utice na vijabilnost ¢elije (Rousch i Sommerfeld, 1999). Takode, alge
pokazuju vecu osetljivost na povecane koncentracije jona mangana pri visim vrednostima
pH (Peters i sar., 2011). Kako bi se obezbedili konstantni uslovi u eksperimentima, pH
medijuma ili pufera prilikom apliciranja jona Mn(Il), uvek je bila oko 7. Analize su radene,
kako je i ranije naznaceno, u ranoj stacionarnoj fazi (20. dan rasta kulture), pri inicijalnoj
koncentraciji ¢elija mikroalgi od 5x10° ¢elija/mL.
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4.2.2. Ispitivanje strukturnih i hemijskih promena u biomasi mikroalgi u
prisustvu poveéane koncentracije jona Mn(II)

4.2.2.1. Analiza SEM mikroskopijom i EDS metodom

Na slici 4.12. prikazane su SEM mikrografija kontrolnih (netretiranih) uzoraka C.
sorokiniana i uzoraka tretiranih rastvorom jona Mn(II) koncentracije 1 mM u periodu od 15
min, 1 hi24h.

Kontrola 15 min

24 h

Slika 4.12. SEM mikrografije kontrolnih (netretiranih) uzoraka mikroalgi C. sorokiniana i uzoraka
tretiranih rastvorom jona Mn(Il) koncentracije 1 mM pri razlicitim vremenima inkubacije (15 min, 1 hi 24
h). Uvelicanje za kontrole i tretmane od 15 min i 24 h je 8000%; za tretman od 1 h uvelicanje je 10000x. Beli
krugovi i uokvireni delovi oznacavaju podrucja u kojima su prikupljeni EDS podaci. Skala= 5 ym, n= 4.
Oslobodeni mukus se moze posmatrati kao , iglicaste ljuspice” koje pokrivaju celije C. sorokiniana tretirane
jonima Mn(1l) 1 hi 24 h.

Na osnovu dobijenih SEM mikrografija moze se zakljuciti da su kod kontrolnih
uzoraka i tretmana nakon 15 min, pojedinacne celije mikroalgi jasno vidljive. U periodu
izmedu 15 min i 1 h izloZenosti jonima jona Mn(Il) moZe se uociti promena na povrsini
¢elija u vidu oslobodenog mukusa i akumuliranja jona mangana na povrsini celijskog zida,
koje se dalje nastavilo tokom 24 h.
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Kako je od ranije poznato, mikroalge oslobadaju mukus kao odgovor na razlicite
vrste stresora (Watanabe i sar., 2006; Naveed i sar., 2019). Dosadasnja istrazivanja
pokazala su da je uloga mukusa da formira zastitni sloj na povrsini celijskog zida,
heliranjem jona metala i sprecavanjem transporta metala u unutrasnjost celije (Watanabe i
sar., 2006; Sutak i sar., 2012). Stoga je oslobadanje mukusa jedan od mehanizama koji
omogucava opstanak i adaptaciju celija na stres izazvan povecanim koncentracijama jona
metala (Hou i sar., 2016; Naveed i sar., 2019). Interakcija jona metala sa mukusom
ostvaruje se posredstvom funkcionalnih grupa (Li i sar., 2015; Zhang i sar., 2020). Pored
mukusa i ¢elijski zid ima ulogu barijere koja sprecava ulazak jona metala u ¢eliju. Celijski
zidovi mikroalgi uglavnom se sastoje od polisaharida, lipida i proteina koji sadrze razlicite
funkcionalne grupe. Ove funkcionalne grupe kao i kod mukusa omogucavaju
mikroalgama da adsorbuju jone metala (Deng i sar., 2007). Od ranije je poznato da se joni
Mn(II), kao i drugi joni metala, mogu akumulirati u mukusu mikroalgi (Lombardi i Vieira,
2000; Tieni sar., 2005; Watanabe i sar., 2016) i da vezivanje jona metala pomocu
oslobodenog mukusa smanjuje njihovu toksi¢nost (Lombardi i sar., 2002).

SEM mikroskopija kombinovana sa EDS analzom kori$éena je kako bi se odredila
promena udela elemenata koji ulaze u sastav biomase mikroalginakon tretmana jonima
Mn(II) (slika 4.13).
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Slika 4.13. EDS analiza celija C. sorokiniana: molski udeo elemenata u biomasi mikroalgi. Na
grafiku su predstavljeni rezultati za kontrolne (netretirane) uzorke i uzorke mikroalgi tretirane jonima
Mn(1l) koncentracije 1 mM, 1 hi 24 h, n= 4. Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost + SE.

Izlozenost mikroalge C. sorokiniana jonima Mn(Il) koncentracije 1 mM tokom
razli¢itog vremena inkubacije omogucava pracenje brzine odgovora na povecane
koncentracije primenjenog metala. Uporedivanjem kontrolnih i tretiranih uzoraka nakon
perioda inkubacije od 1 h moZe se zakljuciti da nema znacajnih promena u molskom udelu
elemenata, izuzev manjih koli¢ina mangana (udeo od 0,4%) (slika 4.13). Koncentracija
mangana u kontrolnim uzorcima je bila ispod praga detekcije. Znac¢ajne promene molskog
udela elemenata u biomasi mikroalgi primeéene su u tretiranim uzorcima nakon 24 h.
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Kako se mozZe videti doslo je do dvostrukog povecanja udela kiseonika (sa oko 10% na
20%), dok se udeo fosfora povecao za oko 1% (u kontrolama je bilo ~0,5%). Kao posledica
povecanja molskog udela fosfora i kiseonika dolazi do smanjenja udela ugljenika za oko
15%. Molski udeo mangana nakon tretmana od 24 h je bio oko 1,3%.

Kod Chlorella je pokazano da se smanjenje toksi¢nog efekta jona metala omogucava
njegovim vezivanjem za oslobodeni mukus (Zhang i sar., 2015). Uporedivanjem mikroalgi
C. pirenoidosa sa i bez oslobodenog mukusa zaklju¢eno je da kod onih algi kod kojih je bio
prisutan mukus kapacitet adsorpcije metala bolji (Zhang i sar., 2020). Dobijeni rezultati
govore u prilog tome da je inicijalna akumulacija jona Mn(II) kod C. sorokiniana
omogucena zahvaljuju¢i njihovom brzom vezivanju za celijski zid i/ili oslobodeni mukus
dok se znacajna akumulacija jona mangana deSava u kasnoj fazi odgovora. U
mikroalgama polifosfati predstavljaju dominantan oblik fosfata (Sianoudis i sar., 1986),
koji mogu biti vezani za Celijski zid i mukus ili skladiSteni unutar ¢elija u polifosfatnim
telima (Oh-hama i sar., 1986; Sianoudis i sar., 1986). Uoc¢eni porast molskog udela fosfora
kod tretiranih uzoraka C. sorokiniana u skladuje sa navedenim podacima. Pored toga, u
mukusu mogu biti prisutni i fosforilisani Seceri i proteini (Naveed i sar., 2019). Uocene
promene udela kiseonika i fosfora nakon tretmana od 24 h pokazale su odnos od ~10:1.
Ovakve vredenosti impliciraju da su mikroalge akumulirale fosfate iz medijuma
polimerizacijom Secera i proteina. Nakon povecdanja udela fosfora u tretmanu od 24 h
moze se uociti i povecanje udela mangana, $to dovodi do zakljucka da je mangan vezan za
fosfate u izlu¢enom mukusu. Dobijeni rezultati ukazuju da prisustvo jona metala indukuje
izlu¢ivanje mukusa i polifosfata na povrsini celije koji svoju odbrambenu ulogu ostvaruju
vezivanjem samih jona Mn(Il). S druge strane, ¢ini se da kod algi roda Chlamydomonas ne
dolazi do akumuliranja fosfora kada je mangan prisutan u visku (Tsednee i sar., 2019).
Vredi napomenuti da pored razli¢itih transportera za mangan, joni Mn(Il) mogu uéi u
¢elije mikroalgi i u obliku MnHPO; preko fosfatnih transportera (Blaby-Haas i Merchant,
2012). Sporija akumulacija jona mangana i sporije formiranje mukusa uocena u ovim
eksperimentima, kod C. sorokiniana, u odnosu na jone bakra u skladu je sa ¢injenicom da
mikroalge pokazuju vecu osetljivost na jone bakra nego na jone mangana (Rosko i Rachlin,
1975; Hong-Hermesdorf, 2014; Tsednee i sar., 2019).

4.2.2.2. SR-FTIR analiza interakcija jona mangana sa strukturnim
komponentama biomase

Strukturne i hemijske promene u biomasi mikroalgi C. sorokiniana nastale kao
posledica izlaganja poveéanim koncentracijama jona Mn(II) dalje su ispitivane koris¢enjem
SR-FTIR metode. Analizirana je liofilizovana biomasa celija mikroalgi. Identifikacija traka
izvrSena je na osnovu poznatih literaturnih podataka (D’Souza i sar. 2008; Derenne i sar.
2013; Driver i sar., 2015). Na slici 4. 14. prikazani su karakteristi¢ni regioni “otiska prsta”
FTIR spektra za ugljene hidrate, proteine i lipide kao i uo¢ene promene traka za kontrolne
uzorke mikroalgi i uzorke tretirane rastvorom jona Mn(II) koncentracije 1 mM tokom 1 h i
24 h. U tabeli 4. 2. data je asignacija pojedinac¢nih traka, kao i promene u pogledu talasnog
broja i intenztiteta u mikroalgama izloZenim 1 mM Mn(II).
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Slika 4.14. SR-FTIR spektri kontrolnih uzoraka C. sorokiniana i uzoraka tretiranih 1 mM MnCl,
tokom 1 h ili 24 h, n= 3. Prikazani spektri predstavljaju region ,otiska prsta”u kome apsorbuju: (a) ugljeni
hidrati, fosfati i nukleinske kiseline, (b) proteini i karbonilne grupe, (c) lipidi. Na slici su prikazani talasni
brojevi za trake dobijene u kontrolnim uzorcima.

U regionu SR-FTIR spektra u kojem apsorbuju ugljeni hidrati, nukleinske kiseline i
fosfati (slika 4.14a) uocen je niz promena. Nakon tretmana od 1 h traka na 1248 cm!
pomerena je na nizi talasni broj, dok se nakon 24 h ponovo vraca na pocetni polozaj. Kod
tretmana od 24 h dolazi do slede¢ih promena: pojave novih traka na 1184 cm i 940 cm-,
smanjene intenziteta traka na 1448 i 1378 cm! koje poti¢u od vibracija savijanja CH> grupa
i povecanja intenziteta traka na 1149 i 1072 cm-! xoje predstavljaju vibracije istezanja C-C i
C-O veze. U regionu karakteristicnom za proteine uoceno je pomeranja poloZaja trake sa
1644 cm! na viSe energije u tretiranim uzorcima. Ova traka predstavlja vibracije istezanja
C=0--H-N veze u primarnim amidima (slika 4.14b). U lipidnom regionu mogu se uociti
najznacajnije promene vibracionih traka u tretiranim uzorcima mikroalgi u odnosu na
kontrolne (slika 4.14c). Smanjenje intenziteta trake na 3002 cm™ nakon tretmana od 1 h
predstavlja vibracije C=C-H veze, dok se pojacan intenzitet trake na 2912 i 2847 cm! nakon
tretmana od 1 h moZe se povezati sa smanjenjem uredenosti acilnih lanaca koji ulaze u
sastav celijske membrane (Boncheva i sar., 2008, Giiler i sar., 2016).

Promena poloZzaja trake na 1248 cm! tokom tretmana moze se objasniti vezivanjem
jona Mn(Il) za fosfatne grupe na membranskim fosfolipidima, $to rezultira duzim i
slabijim vezama, dok se vracanje na pocetni polozaj ukazuje da je zabeleZeni pomeraj u
rana fazi odgovora na stres. Pojava novih traka nakon tretmana od 24 h implicira da dolazi
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do promene u lancima ugljenih hidrata, sto je u skladu sa rezultatima dobijenim EDS-om.
Pored toga, promene intenziteta traka koje poti¢u od vibracija savijanja CH: grupa
implicira da dolazi do promene profila ugljenih hidrata u kasnijoj fazi odgovora. Ova
promena moze biti povezana sa strukturnim promenama fibrilarnog sloja celijskog zida,
koji se kod C. sorokiniana sastoji od ramnoze, galaktoze, glukuronske kiseline, arabinoze,
manoze i drugih Secera (Russell, 1995).

Osim proteina, kod algi roda Chlorella amidne grupe su prisutne i u polimerima
sli¢nim hitozanu koji ¢ine spoljadnji , kruti” sloj ¢elijskog zida (Baudelet i sar., 2017). Ranije
je pokazano da se jacina vodoni¢ne veze u C=0O--H-N strukturi kod primarnih amida
povecava kada je hitozan ¢vrsée upakovan, ili kada se nenaelektrisani ligandi koje se
nalaze u blizini koordinuju sa metalima, uklju¢ujuci jone Mn(Il) (Husberg i Ride, 2013).
Prema tome, uoceni pomak trake u proteinskom regionu implicira da dolazi do
reorganizacije stukture proteina i spoljasnjeg sloja celijskog zida ili vezivanje jona Mn(II)
za Celijski zid.

Smanjenje intzenziteta trake na 3002 cm™ implicira da je izlaganje povecanim
koncentracijama jona Mn(Il) dovelo do brzog smanjenja stepena nezasi¢enosti masnih
kiselina, $to moze biti povezano sa promenama u profilu masnih kiselina ili sa
peroksidacijom lipida. Porast intenziteta traka koje predstavljaju istezanje CH2 grupe u
prisustvu jona Mn(II) nakon 1 h moZe biti izazvano interakcijama jona Mn(II) sa celijskom
membranom. U pogledu efekta koji imaju na membranu, joni Mn(II) dosta se razlikuje od
jona drugih prelaznih metala, kao sto su Cu(Il), Zn(II) i Ni(II), koji se vezuju za membranu
kako bi se poboljsala uredenost membranskih lipida (Sule, 2020). Kako je poznato joni
Mn(II) indukuju strukturne promene lipidnog dvosloja, $to je povezano sa malim jonskim
radijusom koji omogucéava vezivanje jonima Mn(ll) za fosfatne ostatke fosfolipida
(Lindberg, 2003; Suwalsky i sar. 2010), ¢emu u prilog ide i pomeranje poloZaja trake
uocene na 1248 cml. Nakon tretmana od 24 h te promene viSe nisu uocljive, sto ukazuje da
su joni Mn(II) uklonjeni sa membrane. Na osnovu dobijenih rezultata moZe se zakljuciti da
su u ranoj fazi izlaganja jonima Mn(Il), oni vezani za vancelijske barijere, kao Sto su: (i)
fosfati u oslobodenom mukusu; (ii) hitozan u celijskom zidu; i (iii) fosfatne grupe na
povrsini membrane; dok se u kasnijoj fazi odbrane od povecanih koncentracija jona metala
u Celijama mikroalgi pokreéu specifiéniji mehanizmi koji dovode do
akumulacije/inaktivacije jona Mn(II).

U skladu sa uocenim promenama u lipidnom regionu SR-FTIR spektra dva markera
oksidativnog stresa, odnosno, lipidne peroksidacije pokazala su da je tretman jonima
Mn(Il) od 1 h doveo do prooksidativnih promena u ¢elijama mikroalgi (slika 4.15). U
dobijenim rezutatima moZe se uociti smanjenje intenziteta trake koja predstavlja vibracije
C=C-H veze, kao i smanjenje odnosa CH>/CHj3 grupa, koji predstavljaju zna¢ajan marker
oksidativnog stresa, odnosno lipidne peroksidacije (Smith, 2016).

76



b|—| | |—¢ °

0 0.2 0.4 0.6 0.8
apsorpcioni intezitet C=C veze

a ::

4 6 8 10 12 14 16
odnos CHZ,’CH3 grupa

Slika 4.15. Parametri oksidativnog stresa - promena intenziteta trake koja predstavlja C=C veze i
odnos CH,/CH3 grupa. Rezultati su prikazani u formi box-plot-a. Vertikalne stranice pravougaonika
predstavljaju proi i tre¢i kvartil, a vertikalna linija unutar pravougaonika predstavlja medijalnu vrednost.
Vertikalne crtice levo i desno od pravougaonika predstavljaju procene minimalne i maksimalne vrednosti.
Kruzici iznad maksimalne vrednosti su ekstremne vrednosti. Slova (a i b) predstavljaju rezultate dobijene
one-way ANOVA, pri cemu ista slova znace da nema statisticki znacajne razlike, (p < 0.05) izmedu srednjih
vrednosti. Za post hoc analizu koriséen je Dankanov test.

Porast intenzitet traka koje predstavljaju asimetri¢no istezanje CHs i CHz grupa
nakon tretmana od 1 h i traka koje predstavljaju simetri¢no istezanje CHs i CHz grupa
nakon tretmana od 24 h pokazuju da ¢elije C. sorokiniana akumuliraju lipide kao odgovor
na stres izazvan povecanim koncentracijama jona Mn(Il) i da se promene u organizaciji ili
sastavu lipida do kojih je doslo menja tokom vremena. Pojava akumulacije lipida u skladu
je sa prethodnim nalazima da stres izazvan metalima moZe dovesti do akumulacije lipida
u mikroalgama (Ren i sar., 2014; Battah i sar., 2015).
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Tabela 4.2. Karakteristicne trake dobijene SR-FTIR metodom za kontrolne (netretirane) uzorke i
uzorke mikroalge C. sorokiniana tretirane rastvorom jona Mn(ll) (ImM) tokom 1 h i 24 h. Promene
intenziteta traka oznaceni su strelicama nagore/nadole. U tabeli su predstavljene i uocene vibracije: Vas and vs
- vibracije istezanja (asimetricne i simetricne), 0 —vibracije savijanja u ravni.

Kontrola | 1mMMn(I)1h | 1mMMn(ll)24h | Asignacija

Region “otiska prsta” karakteristican za ugljene hidrate i fosfate

1448 1448 1448 & CHai CHs
1378 1378 1378 6 CHoi CHs
1283 1283 1283 Vas1 Vs P=0 u HPO,2-
Vas P=0 u fosforilnim grupama
1248 1235 1248 na ugljenim hidratima,
fosfolipidima i proteinima
1184 Vas O-P-O iP-OH u polifosfatima
vs C-C, C-O, C-O-Ci C-O-P
1149 1149 11491 Karbohidrata
vs C-C, C-O, C-O-Ci C-O-P
1072 1072 10721 Karbohidrata
1044 1044 1044 Vas P=0 u HPO,2-
vsC-C, C-O, C-O-Ci C-O-P
1028 10287 1030 warbohidrata
Vas O"'P"'O i P"OH u
940 polifosfatima
Region "otiska prsta" karakteristican za proteine
1734 1734 1734 v C=0
1644 1647 1648 v C=0--H-N u primarnim
amidima
1535 1535 1535 d N-H u sekundarnim amidima
Region "otiska prsta" karakteristican za lipide
v C-H i C=C-H u nezasi¢enim
3002 3004) 3004) masnim kiselinama
2950 29501 2950 Vas CH3 grupe u masnim
kiselnama
2912 29161 29121 Vas CHz grupe u masnim
kiselinama
2868 2868 28681 vs CHs grupe u masnim
kiselinama
2847 2849 28471 vs CHz grupe u masnim
kiselinama
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4.2.3. Analiza redoks stanja celije

Kako je SR-FTIR metodom pokazano da kao posledica izloZenosti visokim
koncentracijama jona Mn(II) dolazi do povecanog stepena oksidacije u celijama C.
sorokiniana, u daljim eksperimentima ispitan je redoks status celija.

4.2.3. Promena unutarcelijke koncentracije ROS

Na slici 4.16. prikazan je grafik promene koncentracije ROS u ¢elijama mikroalgi C.
sorokiniana nastalih kao posledica izlaganja 1 mM jonima Mn(II) tokom 24 h. Nivo
unutarcelijskog ROS pracen je primenom fluorescentne probe DCFH-DA.

40001

3000 4
20004

1000

DCF fluorescencija (a.].)

0 T T /F T
0 05 10 15 2.0 25 24

Vreme (h)

Slika 4.16. Intenzitet fluorescencije DCF - proizvoda oksidacije DCFH-DA fluorescentne probe koji
ukazuje na unutarcelijski nivo ROS nakon izlaganja celija C. sorokiniana 1 mM Mn(1I) tokom 24 h: Podaci
su predstavljeni kao srednje vrednosti + SE. * - statisticki znacajno (p < 0,05) u poredenju sa pocetnom

vrednoscu (0 h), n= 3.

Povecanje koncentracije ROS moze se podeliti u dve faze - u prvih 15 min i izmedu
1 hi 2 h Dok je izmedu ove dve faze koncentracija ROS konstantna. Nakon 24 h
koncentracija ROS dostiZze plato koji je bio oko sedam puta veéi nego pre tretmana i tri
puta vedi nego nakon tretmana od 1 h (slika 4.16). Dobijeni rezultati pokazali su znacajno
povecanje nivoa ROS u tretiranim uzorcima u odnosu na netretirane (0 h).

U normalnim fizioloSkim uslovima u ¢elijama mikroalgi nivo ROS odrZava se na
stabilnom nivou (Foyer i Noctor, 2005). Medutim, kao posledica delovanja razli¢itih
stresora dolazi do povecanja koncentracije ROS, $to dovodi do pojave ,oksidativnog
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stresa” u Celiji (Garcia-Riosi sar., 2016; Chokshi i sar., 2017). Kod C. vulgaris je pokazano da
unutarcelijski nivo ROS moze posluziti kao opsti kvantitativni marker oksidativnog stresa
Celije, bez obzira na vrstu izazvanog stresa (Menon i sar., 2013). Vazno je napomenuti da
oksidativni stres moZze podstaci sintezu polifosfata (Dai i sar., 2021), a od ranije je poznato
da se kod mikroalgi javlja dinamicki redoks odgovor kada su izloZene jonima Cr(VI)
(Volland i sar., 2012). Takode treba napomenuti da je redukcioni potencijal jona Mn(II)
previsok da bi dozvolio reakciju sli¢nu Fentonu, iako se potencijal moze znacajno smanyjiti
koordinacijom. Redukcioni potencijal Mn(Ill)/Mn(Ill) para na pH 7 je 830 mV, (a
standardni redukcioni potencijal ~1600 mV). Medutim Mn(Il) podleze autooksidaciji u
rastvorima bogatim kiseonikom i u prisustvu snaznih helirajuc¢ih agenasa koji mogu da
stabiliSu rezultuju¢i Mn(Ill) (Bao i Burnap, 2016). Pored toga, Mn(II) formira hidrokside
pri pH > 8 (kao sto je u stromi hloroplasta i mitohondrijama) (Hohner i sar., 2016). Sve ovo
dovodi do smanjenja redukcionog potencijala i olakSava oksidaciju Mn(Il) do Mn(III) i
dalje do Mn(VI) u obliku slabo rastvorljivih oksida (Cotton i sar., 1999). Prethodne studije
TEM-EELS i rendgenske fluorescentne mikroskopije otkrile su da se metali mogu
akumulirati u celijskom zidu, skrobnim zrnima, hloroplastima, vakuolama, mukusu,
acidokalcizomima i autofagozomima (Volland i sar., 2011; Andosch i sar., 2015; Shivaji i
Dronamaraju, 2019). Potencijalni mehanizmi oksidativnog stresa izazvanog jonima Mn(II)
uklju¢uju povecanu proizvodnju Oz*- u mitohondrijama zbog inhibicije fotosintetskog
kompleksa I (Erikson i sar., 2004), povecanu proizvodnju Oz*- i/ili singletnog kiseonika u
hloroplastima zbog smetnji u ekspresiji i svetlost-zavisnog formiranja kompeksa koji
oslobada kiseonik u fotosistemu II (oxygen-evolving complex), koji sadrzi MnsCaOs (Vinyard
i sar., 2019; Rajpoot i sar., 2021) i proizvodnju HxO> kroz aktivnost koordinovanog
mangana koji oponasa aktivnost superoksid dismutaze (Culotta i Daly, 2013).

4.2.3.2. Odredivanje koncentracije redukovanih tiola

Da bi se dobila kompletnija slika o redoks statusu mikroalgi, analizirana je
koncentracija redukovanih tiola primenom biradikalskog spinskog obelezivac¢a RiS-SRi.
Na slici 4.17. prikazana je promena unutarcelijske koncentracije redukovanih tiola kod C.
sorokiniana nakon izlaganja 1 mM jonima Mn(II) tokom 24 h.
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Slika 4.17. Promena unutarcelijske koncentracije redukovanih tiola kod C. sorokiniana tretiranih
rastvorom jona Mn(Il) (1 mM) tokom 24 h odredena pomocéu EPR metode i RiS-SR1 spinskog obeleZivaca.
Podaci su predstavljeni kao srednje vrednosti + SE. *- statisticki znacajno (p < 0,05) u poredenju sa
pocetnom vrednoséu (0 h), n= 3.

Nakon 30 min i 2 h tretmana uocava se pad koncentracije redukovanih tiola. Ove
fluktuacije u skladu su sa promenom nivoa ROS (odeljak 4.2.3.1.) tj. porast nivoa ROS
dovela je do oksidacije tiola u ¢eliji. Nakon 24 h, koncentracija redukovanih tiola vratila se
na pocetne vrednosti. Na osnovu navedenog moze se zakljuciti da su se mikroalge
prilagodile prooksidativnim uslovima sredine.

Informacije o koncentraciji redukovanih tiola vaZzne su za razumevanje redoks
metabolizma mikroalgi. Smanjenje koncentracije redukovanih tiola u prvih 30 min
tretmana moZe ukazivati na to da dolazi do oksidacije GSH ili glutationilizacije proteina.
Osim pomenutih, predloZeni su i brojni drugi mehanizmi kao moguci putevi detoksikacije
kod mikroalgi u odgovoru na stres (Brautigam i sar., 2009). Na osnovi dobijenih rezultata
moze se zakljuciti da je nivo oksidacije bio izraZeniji u ranim fazama tretmana jonima
Mn(Il). Uporedivanjem rezultata o unutarcelijskim koncentracijama ROS i koncentraciji
redukovanih tiola moze se zakljuciti da ove promene medusobno prate i da je vremenski
okviri u kojem su se desile promena unutarcelijskog nivoa ROS i redukovanih tiola u
skladu sa dobijenim SR-FTIR markerima oksidativnog stresa.

4.2.3.3. Koncentracija tGSH

Na slici 4.18. prikazani su rezultati koncentracije ukupnog glutationa (tGSH) kod
kontolnih (netretiranih) uzoraka mikroalgi C. sorokiniana i uzoraka tretiranih rastvorom 1
mM jona Mn(II) 1 hi?24 h.
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Slika 4.18. Koncentracija ukupnog (oksidovanog + redukovanog) glutationa kod kontrolnih
(netretiranih) uzoraka C. sorokiniana i uzoraka tretiranih 1 mM jonima Mn(Il) 1 h i 24 h: rezultati su
predstavljeni kao srednja vrednost + SE. Slova iznad stubiéa ukazuju na statisticki znacajne razlike izmedu
uzoraka (p < 0,05) dobijene ANOVA i post hoc Dankanovim testom, n= 3.

Koncentracija ukupnog glutationa, koji je klju¢ni redoks pufer u mikroalgama
(Balzano i sar., 2020), kod tretiranih uzoraka mikroalgi razlikovala se u odnosu na
kontrolne uzorke. Kako se moZe videti sa grafika nakon 1 h dolazi do pada koncentracije
tGSH (0,47 + 0,07 pmol/g biomase), a zatim, nakon 24 h, povratka na vrednosti koje su
priblizne kontrolnim (0,67 + 0,08 pmol/g). Kod kontrolnih uzoraka vrednosti za tGSH bile
su 0,78 +0,1 pmol/g.

U eukariotskim ¢elijama GSH ima ulogu u odbranu od oksidativnog stresa (Meister
i Anderson, 1983). Takode je poznato i da GSH igra vaznu ulogu i u procesu detoksikacije
metala kod algi. Povecane koncentracije jona Mn(II) mogu se akumulirati unutar ¢elija sto
dovodi do aktivacije brojnih odbrambenih unutarcelijskih mehanizama (Ahner i sar.,
2002). Pad koncentracije tGSH koja se javlja kao posledica stresa moZe biti uzrokovan
degradacijom glutationa, glutationilacijom proteina ili sintezom fitohelatina (oligomera
glutationa) (Zaffagnini i sar., 2012, Balzano i sar.,, 2020, Bachhawat i Kaur, 2017).
Glutationilacija proteina je redoks post-translaciona modifikacija koja se javlja u uslovima
oksidativnog stresa, odnosno, povec¢ane koncentracije ROS (Rouhier i sar., 2008), kako je
pokazano i kod C. reinhardtii (Zatfagnini i sar., 2012). GSH je takode i prekursor za sintezu
fitohelatina (Le Faucheur i sar., 2006), koji imaju vaznu ulogu u procesu adaptacije alge na
stres. Imajuci u vidu da fitohelatini predstavljaju uobicajenu komponentu mehanizama
odgovora mikroalgi na viSak metala (Balzano i sar., 2020), indukcija sinteze fitohelatina u
tretmanu moZze biti povezan sa smanjenjem koncentracije tGSH. S druge strane,
glutationilacija ili degradacija glutationa bi rezultirala padom redukovanih tiola nakon 1 h,
Sto ovde nije bio slucaj. Porast koncentracije tGSH nakon tretmana od 24 hu odnosunalh
ukazuje na smanjenje unutarcelijskog oksidativnog stresa, odnosno, moze se objasniti
prilagodavanjem mikroalge na stresne uslove sredine. Pokazano je da nivo ROS i
proizvodnja fitohelatina zavisi od toga da li su celije izloZene abiotickom stresu akutno (<
od 24 h) ili hroni¢no (24 - 48 h) (Smith, 2014). Hroni¢na izloZenost celija algi stresnim
uslovima dovodi do pojacane antioksidativne odbrane kako bi se popravila neravnoteza u
koncentraciji ROS izazvana oksidativnim stresom. Takode, proizvodnja fitohelatina u
algama je fenomen koji je vrlo specifican za vrstu (Pawlik-Skowronska i sar., 2007).
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Dobijeni rezultati ukazuju na ukljuc¢enost GSH u antioksidativni odgovora kod mikroalge
C. sorokiniana kao posledica stresa izazvanog povecanim koncentracijama jona Mn(II).

4.2.4. Redoks stanje jona mangana u biomasi mikroalgi

4.2.4.1. EPR analiza interakcija jona Mn(II) sa biomasom mikroalgi

Koordinaciono vezivanje jona Mn(Il) za strukturne polimere Ccelijskog zida i
mukusa kod C. sorokiniana ispitano je primenom EPR spektroskopije. Na slici 4.19.
predstavljeni su EPR spektri biomase mikroalgi tretirane rastvorom jona Mn(II)
koncentracije 1 mM, 1 hi24 h.
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Slika 4.19. EPR spektri kontrolnih (netretiranih) i tretirtanih uzorka mikroalgi C. sorokiniana: (a)
uzorci mikroalgi tretirani rastvorom jona Mn(II) (1 mM), tokom 1 h (b) uzorci mikroalgi tretirani rastvorom
jona Mn(Il) (1 mM), tokom 24 h, (c) kontrola. Pre liofilizacije uzorci su isprani dejonizovanom vodom (crni
spektri) ili sa EDTA (sivi spektri). Parametri snimanja bili su: atenuacija 20 dB; modulaciona amplituda 0,4
mT; vreme skeniranja 2 min. Na slici su prikazane srednje vrednosti ( SE) amplitude prve linije u signalu
Mn(Il) od Sest linija koje su normalizovane na masu uzorka. Maksimum na g= 2,005 dolazi od organskih
radikala.

EPR metoda primenjena je u cilju procene koli¢ine slabo vezanih jona Mn(Il) sa
¢elijama mikroalgi. Cvrsto vezani Mn(Il) se ne moZe opisivati EPR-om zbog anizotropije
cepanja pri nultom polju (zero-field splitting anisotropy) koja je izrazena zbog gubitka
slobodne rotacije Mn(II) ¢vrsto vezanog za velike molekule i supramolekulske strukture, a
sve to u kombinaciji sa velikim brojem prelaza, odnosno linija (Sigel i Sigel, 2020). Valja
napomenuti da u ovde primenjenim uslovima, EPR ne moze da detektuje Mn(IIl) i
Mn(IV). Ova Kkarakteristika ¢ini EPR tehniku dobrim alatom za analizu svojstava
kompleksa mangana sa ligandima od bioloskog interesa (Freire-Nordi i sar., 2005).

Na sobnoj temperaturi u vodenom rastvoru Mn(Il) ima karakteristican EPR spektar
od 6 linija koje odgovaraju hiperfinoj interakciji izmedu nesparenih elektronskih spinova,
S=5/21spina jezgra, I= 5/2. Uzorci mikroalgi nakon tretmana Mn(Il) isprani su vodom ili
sa 20 mM ekstracelularnim agensom za helatiranje metala - EDTA. Uporedivanjem
spektara moZe se zakljuciti da kod tretiranih uzoraka koji su isprani sa EDTA (slika 4.19a i
b, sivi spektri) dolazi do gubitka karakteristi¢cnog signala za Mn(II), odnosno da je isti kao
kod kontrolnih uzoraka (slika 4.19c). Poredenjem amplituda linija karakteristi¢nih za
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Mn(II) moZe se videti da je nakon 24 h koli¢ina ovako vezanog Mn(Il) manja u odnosu na
1 h (slika 4.19a i b, crni spektri).

Na osnovu dobijenih rezultata moZze se zakljuciti da u prvih sat vremena mangan
nije ¢vrsto vezan za polimere mukusa i/ili polimere celijskog zida i da se lako moze
ukloniti pomoc¢u heliraji¢ih agensa (Schencki sar., 1988.). Kod tretmana od 24 h, joni
mangana transportovani su u unutrasnjost celije ili su ¢vrsée vezani za polimere celijskog
zida i mukusa, ili je doslo do promene redoks stanja mangana i samim tim ne mogu biti
detektovani EPR-om. Literaturni podaci ukazuju na to da se tokom brzog usvajanja
mangana od strane celija mikroalgi C. sorokiniana tokom 1 h veéi deo apsorbovao na
povrsini celije i da se odnos jona Mn(Il) uneSenih u unutrasnjost celija povecava tokom
vremena (Nakajima i sar., 1979).

4.2.5. Analiza promene redoks stanja jona mangana

Kao sto je receno, EPR metoda u ovde primenjenoj postavi ne moze da detektuje
druga oksidaciona stanja mangana, osim Mn(Il). Zato je primenjena ciklicna voltametrija
na kiselim ekstraktima biomase algi tretiranih sa Mn(II). Na slici 4.20. prikazani su
dobijeni cikli¢cni voltamogrami koji pokazuju promenu redoks stanja mangana
akomuliranog u ¢elijama C. sorokiniana nakon tretmana 1 mM Mn(II) tokom 1 h, 24 h i 48 h.
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Slika 4.20. Ciklicni voltamogrami jona mangana u 5% HNOs (v/v): (a) ekstrakt biomase mikroalgi
tretiranih rastvorom jona Mn(1l) koncentracije 1 mM tokom 1 h, 24 h i 48 h, (b) standardi jona Mn(Il),
Mn(IIl), Mn(1V) i Mn(VII) (MnCl, Mn:03, MnO; i KMnOy), konentracije 1 mM. Oksidacioni/anodni i
redukcioni/katodni  potencijal (E,n i Ep) na kojima se pojavljuju strujni pikovi oznaceni su na
voltamogramima.

Da bi se iz biomase mikroalgi, koje su tretirane sa 1 mM Mn(II) tokom 1 h, 24 h ili
48 h, vezani magan oslobodio koriSc¢ena je 5% azotna kiselina. Dobijeni voltamogrami
uzoraka mikroalgi uporedeni su sa referentnim voltamogramima standardnih rastvora
jedinjenja mangana razlic¢itih redoks stanja (Mn(II), Mn(III), Mn(IV) i Mn(VII)) (slika
4.20b). Voltamogram Mn(II) pokazao je sledece pikove: (i) Siroki oksidacioni pik (Epa= 950
mV), §to se moZe objasniti oksidacijom Mn(Il) do Mn(Ill) i Mn(IV); (ii) dva redukciona
pika sa Epc na 285 mV, koji potice od redukcije Mn(III), i na 125 mV. Ovi isti pikovi su
uoceni u voltamogramima soli mangana sa oksidacionim stanjem Mn(IIl) i Mn(IV),
Mn203 i MnQO»). Voltamogram koji predstavlja Mn(VII) pokazao je karakteristican
redukcioni pik na Epc= 690 mV. Redoks oblik mangana u biomasi mikroalgi menjao se u
zavisnosti od duzine tretmana (slika 4.20a). Nakon inkubacije od 1 h, voltamogram je
pokazao slabe strujne pikove na potencijalima koji su karakteristicni za Mn(II). Nakon
tretmana od 24 h struje Mn(ll) bile su mnogo jace, sto je u skladu sa akumulacijom
mangana u Celijama mikroalgi, kako je pokazano i EDS analizom (odeljak 4.2.2.1). Nije se
moglo iskljuciti ni prisustvo drugih struja. Nakon 48 h doslo je do drasti¢ne promene u
redoks stanju mangana. Siroki pik koji predstavlja oksidacionu struju pomeren je sa 950
mV na 1020 mV, dok se jak redukcioni pik uocava na Epc= 155 mV. Ovaj potencijal se
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nalazi izmedu Epc za Mn(Ill) i Mn(IV). Dobijeni rezultati ukazuju na to da u ranoj fazi
mikroalge vezuju mangan u obliku Mn(II), ovo je Mn(Il) koji je slabo vezan za mukus i
Celijski zid, uocen EPR spektroskopijom. U kasnijoj fazi mikroalge skladiste mangan u
obliku jona Mn(Il) ali i u nekom drugom redoks obliku koji uklju¢uje Mn(IIl) ili Mn(IV).
Dobijeni rezultati su u skladu sa ranijim nalazima po kojima usvajanje mangana od strane
mikroalgi podrazumeva viSefazni proces. Za C. reinhardtii je uoceno da se Mn(Il) prvo
vezuje za Celijski zid i membranu, da bi se zatim vezao za sintetisane polifosfate koji ga
akumuliraju u acidokalcizomima (raniji naziv fosfatna tela) (Tsednee i sar., 2019;
Schmollinger i sar., 2021). Medutim, ustanovljeno je da polifosfati predstavljaju
privremene ligande za mangan koji ga isporucuju do finalnih liganda odnosno depozita
(Tsednee i sar., 2019). Ranije studije koje su kombinovale TEM mikroskopiju sa metodama
za analizu metala, pokazale su da se metali mogu akumulirati u ¢elijskom zidu, skrobnim
zrnima, hloroplastima, vakuolama, vezikulama sa mukusom, acidokalcizomima i
autofagozomima (Volland i sar.,, 2011). Ovde prikazani rezultati ukazuju da je put
mangana u C. sorokiniani slican i da uklju¢uje prvo samo vezivanje, zatim internalizaciju
odnosno ligandiranje u celiji u formi Mn(ll) sa verovathom ulogom akumuliranih
polifosfata, koji nisu finalni ligand, ve¢ dolazi do oksidacije Mn(II) i formiranja depozita.
Redoks procesi predstavljaju vazan deo mehanizama interakcije mikroalgi sa prelaznim
metalima. Kod mikroalgi, koje mogu da oksiduju mangan, uoceno je da dolazi do
oslobadanja mukusa i da je pojava fosfora u mukusu u korelaciji sa pojavom mangan
oksida (Chaput i sar., 2019), sto je u skladu sa nasim rezultatima dobijenim na EDS-u.

4.3. Efekat jonizujuceg zracenja na hemijske i strukturne
promene ¢elijskog zida C. sorokiniana

Dalje je bilo od interesa ustanoviti kako drugi stresori uticu na interakcije C.
sorokiniana sa jonima Cu(Il) i Mn(II), odnosno koji su mehanizmi kros-adaptacije. Kao cesti
stresor koji prati visoke koncentracije metala, jonizujuce zracenje je bilo od posebnog
interesa. Ekosistemi su cesto izloZeni jonizuju¢em zracenju koje potice iz prirodnih izvora
poput prirodnih radionuklida koji se nalaze u zemljiStu i stenama kao i iz antropogenih
izvora (UNSCEAR, 2008).

4.3.1. Odredivanje optimalnih doza jonizujudeg zracenja

Kako bi se odredile optimalne doze i brzina zracenja, koje ne dovode do lize ¢elija i
znacajnih ostecenja mikroalgi, prvo su ispitani efekti X-zracenja u Sirem opsegu (do 10-100
Gy) na vijabilnost celija i biomasu. Apsorbovane doze zracenja od strane uzorka su bile
oko 10 puta manje od oslobodenih, odnosno: 1,09 Gy, 2,21 Gy, 545 Gy. Da bi se
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pojednostavilo objasnjenje, navedene doze pisace se zaokrugljenim vrednostima 1 Gy, 2
Gy i 5 Gy. Rezultati su predstavljeni za one doze koje su se pokazale kao neletalne za C.
sorokiniana (slika 4.21).
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Slika 4.21. Trend vijabilbnosti i biomase C. sorokiniana 24 h nakon ozracivanja: (a) vijabilnost, (b)
biomasa. Primenjene apsorbovane doze jonizujuceg zracenja (brzine ozracivanja) bile su: 1 Gy (0,25
Gy/min), 2 Gy (0,25 Gy/min), i 5 Gy (0,55 Gy/min). Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost * SE,
n=4.

Uzorci mikroalgi zraceni su u ranoj stacionarnoj fazi (dan 20 od zasejavanja), trend
parametara koji pokazuju rast i odrzivost celija mikroalgi (biomasa i vijabilnost)
analizirani su jedan dan nakon ozracivanja u cilju detektovanja brzine adaptrivnog
odgovora na jonizujuée X-zracenje. Kako se moZze videti na grafiku primenjene doze od 1,
2 i 5 Gy, nisu dovele do znacajnih promena vijabilnosti ¢elija kao odgovor na zracenje:
vrednosti za kontrole bile su 90,8 + 0,7%; za alge izloZene dozi od 1 Gy 84,1 £4,1%; za 2 Gy
74,7 £1,4%;1za 5 Gy 75,4 +1,1%. Biomasa se takode nije izmenila.

4.3.2. Analiza strukture celijskog zida ~-TEM miroskopija

U cilju utvrdivanja ultrastrukturne promene koje nastaje kao posledica delovanja
jonizujuceg X-zracenja koriséena je TEM mikroskopija. Na slici 4.22. prikazane su TEM
mikrografije kontrolnih (nezracenih) celija i ¢elija C. sorokiniana na koje su primenjene
razli¢ite doze X-zracenja.
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Slika 4.22. TEM mikrografije Celija C. sorokiniana: kontrolne Celije i Celije izloZene razlicitim dozama
X-zracenja. Analize su radene 24 h nakon tretmana zracenjem. Jasno se mozZe uociti da stuktura Celijskog
zida ima dva sloja: trilaminarni spoljni sloj (obelezen sa 1) i unutrasnji fibrilarni sloj (2).

Na popre¢nom preseku celija mikroalgi C. sorokiniana moze se uociti celijski zid i
membrana, dok se u citoplazmi mogu uociti: jedro, skrobna zrna, hloroplast, lipidne kapi,
mitohondprije i pirenoid (slika 4.22). Kao posledica delovanja X-zracenja kod mikroalgi C.
sorokiniana mogu se javiti brojne ultarstrukturne promene. Uporedivanjem kontrolnih i
ozracenih celija mikroalgi moZe se zakljuciti da dolazi do zadebljavanja celijskog zida i
povecanja broja i veli¢ine skrobnih zrna i lipidnih kapi kod ozracenih ¢elija u odnosu na
kontrolne.

Oc¢uvana struktura organela i celijskog zida ukazuju da nije doslo do destrukcije
¢elije pod uticajem primenjenih doza jonizujuéeg zracenja (Pacelli i sar., 2017). Celijski zid
C. sorokiniana sastoji se od TLS-a i fibrilarnog sloja zida $to se mozZe uociti i na nasim
mikrografijama (slika 4.22). TLS pojavljuje se kao prozirna traka umetnuta izmedu dve
sloja vece elektronske gustine: spoljadnjeg i unutrasnjeg. Spoljasnji sloj predstavlja zreli zid
mikroalge i javlja se u ranoj fazi rasta celije, dok tanak unutrasnji sloja predstavlja
novosintetisani zid i javlja se u kasnijoj fazi rasta. Fibrilarni sloj nalazi se izmedu TLS-a i
plazma membrane (Baudelet i sar., 2017).

Na slici 4.23. predstavljene su promene u debljini TLS-a, promene u debljini
fibrilarnog sloja celijskog zida i ukupnog prinosa izolovanog celijskog zida tretiranih
uzoraka C. sorokiniana u odnosu na kontrolne.
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Slika 4.23. Analiza parametara Celijskog zida: (a) podaci o debljini TLS, (b) podaci o debljini
fibrilarnog sloja, (c) prinos Celijskog zida (ug/g sveZe mase). Srednje vrednosti kontrolnih uzoraka prikazane
su kao puna linija + SE (isprekidana linija). Statisticka znacajnost - * p <0,05, n= 4.

Moze se zakljuciti da zracenje nije izazvalo znacajne promene u debljini TLS-a kod
ozracenih uzoraka u odnosu na kontrolne (slika 4.23a). S druge strane, debljina fibrilarnog
sloja celijskog zida znacajno je povecana kod onih uzoraka kod kojih je primenjena doza
od 11 2 Gy. Promena fibrilarnog sloja ¢elijskog zida nakon zracenja, kod uzoraka koji su
bili ozraceni dozom od 5 Gy nije bila statisticki znacajna (slika 4.23b). U skladu sa ovim
opazanjima, ukupan prinos celijskog zida povecan je za ~ 50% u ozrac¢enim mikroalgama
(slika 4.23c).

Debljina celijskog zida vaZzan je biologki i tehnologki parametar. Celijski zid pruza
hemijsku (uklju¢ujuéi antioksidativnu) i mehanicku zastitu od okoline i utice na
ekstrakciju lipida i pigmenata kao i na druga industrijski znacajna svojstva biomase
mikroalgi (Baudelet i sar., 2017; Jeong i sar., 2017b; Anto i sar., 2020). Proces zadebljavanja
¢elijskog zida uobicajeni je odgovor mikroalgi na razli¢ite stresore iz okoline (Beacham i
sar., 2014; Yap i sar., 2016; Jeong i sar., 2017b). Zabelezeno je da izlaganje mikroalge roda
Nannochloropsis stresnim uslovima (kao $to je smanjena koncentracija azota) rezultira
zadebljanjem unutarcelijskog omotaca izgradenog od celuloze (strukturnog polimera koji
se odlikuje velikom otpornosc¢u) i koji je sastavni deo dvoslojnog celijskog zida ovih algi
(Jeong i sar., 2017b.). Ovakva zapaZzanja u skladu su sa nas$im rezultatima dobijenim za C.
sorokiniana na koje je primenjeno jonizujuce X-zracenje.

4.3.3. Promene u hemijskom sastavu ¢elijskog zida kao posledica delovanja
X- zrac¢enja

U cilju ispitivanja promena koje nastaju u celijskom zidu kao posledica izlaganja
mikroalgi jonizujuéem zracenju uradena je izolacija celijskog zida. U narednim
poglavljima opisani su eksperimenti radeni na izolovanim frakcijama Ccelijskog zida
mikroalge C. sorokiniana.
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4.3.3.1. FTIR analiza promena hemijskog sastava izolovanog celijskog zida

Kako bi se razumele promene u hemijskoj strukturi celijskog zida kod C. sorokiniana
nakon primene jonizujuceg zracenja koris¢ena je FTIR metoda. Na slici 4.24. prikazani su
FTIR spektri izolata celijskog zida kontrolnih uzoraka i uzoraka mikroalgi ozracenih
dozom od 2 Gy pri brzini od 2,290 Gy/min. Ova doza je izabrana jer je dovela do najvecih
promena u smislu povecanja prinosa izolovanog celijskog zida.
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Slika 4.24. FTIR spektri izolata celijskog zida C. sorokiniana. Na slici su predstavljeni rezultati za
nezracene (kontrolne) uzorke i uzorke ozracene dozom od 2 Gy. Krugovi oznacavaju podrucja od interesa.

FTIR spektri snimljeni su u opsegu od 4000 cmdo 400 cm-!. Uocene apsorpcione
trake na 3290, 2940, 1645, 1535, 1446, 1385, 1237, 1147i 1055 cm! mogu se povezati sa
razli¢itim funkcionalnim grupama prisutnim u éelijskom zidu C. sorokiniana: traka uocena
na 3290 cmlmoze se povezati sa istezanjem N-H grupa u glukozaminu i O-H i C-O grupa
u neutralnim Secerima (Petrovi¢ i Simonic¢, 2016). Trake uocene na 1645, 1535 i 1055 cm'!
poti¢u od polisaharida sli¢cnog hitozanu (Dmytryk i sar., 2014). Trake na 1446 i 1385 cm'!
poti¢u od karboksilne i karbonilne grupe (Driver i sar., 2015), dok se trake na 1243 i 1147

cm’l mogu povezati sa asimetri¢nim istezanjem C-O /C-O-C veza kod estara (Venkatesan i
sar., 2011).

Neznatne promene intenziteta traka koje poti¢u od hitozana i neutralnih Secera u
skladu su sa rezultatima dobijenih TEM mikroskopijom za promenu debljine TLS ¢elijskog
zida izgradenog od glukozamina. Traka na 1055 cm bila je slabijeg intenziteta kod
ozracenih uzoraka mikroalgi. Smatra se da ona moze da potice od raskidanja polimernih
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lanaca izazvanih oksidacijom (Wasikiewicz i sar., 2005). Trake dobijene za karboksilne i
karbonilne grupe bile su jaceg intenziteta kod ozracenih uzoraka celijskog zida mikroalgi.
To implicira da C. sorokiniana akumulira uronske kiseline kao odgovor na stres izazvan
jonizirajuéim zracenjem, sto dovodi do zakljucka da se promena u debljini fibrilarnog sloja
¢elijskog zida uocena na TEM mikrografijama posledica sintetisanja uronske kiseline kod
C. sorokiniana. Ova zapazanja u skladu su sa podacima poznatim od ranije, koji kazu da
kod Chlorella uronska kiselina ima ulogu u odgovoru na stres, kao $to su npr. povecéanje
koncentracije jona metala (Mangi i Schumacher, 1979). Promena intenziteta traka koje
odgovaraju fosforilnoj ili sulfatnoj grupi kod ozracenih u odnosu na kontrolne uzorke nisu
uocene, sto govori u prilog tome da je celijski zid dobro izolovan i da nema signala
tipi¢nih za proteine. Kako je ve¢ napomenuto, sastav celijskog zida C. sorokiniana nije u
potpunosti poznat i ¢esto moze varirati u okviru istog roda algi. Dobijeni rezultati FTIR
analize u skladu su sa dostupnim podacima o sastavu celijskog zida kod algi roda Chorella
navodedi da se celijski zid ovih algi sastoji od "krutog sloja zida" koji predstavlja ovojnicu
u TLS-u, koja sadrzi glukozamin i N-acetilglukozamin u obliku polimera slicnom hitozanu
(Baudelet i sar., 2017). Dok se ¢vrsti polimerni matriks (fibrilarni sloj zida), sastoji se od
ramnoze, galaktoze, uronskih kiselina (glukuronska kiselina kod C. sorokiniana), arabinoze,
manoze i drugih Secera (Takeda, 1991; Russell, 1997; Baudelet i sar,. 2017). Na osnovu
dobijenih rezultata moZe se zakljuciti da ne dolazi do formiranja novih funkcionalnih
grupa kao posledica izlaganja mikroalge C. sorokiniana jonizuju¢em X-zracenju veé¢ samo
do povecanja broja ve¢ postojec¢ih grupa, sto je u skladu sa povecanjem same debljine
¢elijskog zida.
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4.3.3.2. EPR analiza antioksidativne aktivnosti ¢elijskog zida

Uticaj jonizujuceg zracenja na sposobnost Celijskog zida C. sorokiniana da ukloni
HO¢, ispitan je EPR spektroskopijom (slika 4.25).
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Slika 4.25. EPR spektri DEPMPO spin-adukta sa radikalom HO* (proizveden u Fentonovoj reakciji
1 mM Fe(ll) + 3 mM H>0:), koji nastaju u odsustou ili u prisustou izolata Celijskog zida: (a) Fentonova
reakcija, crni krug - amplituda ovog vrha koriscena je za izracunavanje antioksidativnog kapaciteta, (b)
Celijski zid netretivanih algi (kontrole), (c) Celijski zid algi izloZen zracenju od 1 Gy, (d) Celijski zid algi
izloZen zracenju od 2 Gy, (e) celijski zid algi izloZen zracenju od 5 Gy. Antioksidativni kapacitet predstavljen
je kao srednja vrednost + SE. * - statisticki znacajno u odnosu na Fentonovu reakciju (p <0,05), n= 3.
Brojevi na zapisima oznacavaju smanjenje amplitude odabranog vrha.

Analiza antioksidativnog kapaciteta izolovanog celijskog zida radena je primenom
DEPMPO spinskog hvataca. Dobijene vrednosti smanjenja amplitude DEPMPO - OH spin
adukta za kontrolne uzorke bila je 0,10 + 0,07, za uzorke ozracene dozom od 1 Gy: 0,47 +
0,11; za 2 Gy: 0,65 + 0,02 i za 5 Gy: 0,51 £ 0,18. Doza od 2 Gy indukovala je statisticki
znac¢ajno povecanje kapaciteta antioksidativne aktivnosti celijskog zida mikroalgi.
Uporedivanjem spektara dobijenih za Fentonovu reakciju sa spektrima dobijenim za
kontrolne i ozracene uzorke, moZe se zakljuciti da kod ozracenih uzoraka dolazi do
smanjenja intenziteta spektra u odnosu na kontrole i na Fentonovu reakciju, Sto implicira
da izloZenost alge C. sorokiniana jonizuju¢em zracenju dovodi do znacajnog povecanja
antioksidativnog kapaciteta celijskog zida.

Kao posledica radiolize vode dolazi do formiranja HO* radikala (LaVerne, 2000).
Biljke se ,oslanjaju” na neenzimsku antioksidativhu odbranu od radikala HO*, poput
ugljenih hidrata i polimera prisutnih u ¢elijskom zidu (Spasojevic i sar., 2009; Bogdanovic¢
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Pristov i sar., 2011). Kako kod algi ne postoje enzimski sistemi za uklanjanje ovog radikala,
smatra se da polisaharidi imaju tu ulogu kod Chlorella (Yuan i sar., 2020), a povecani
antioksidativni kapacitet moze se objasniti povecanim udelom uronskih kiselina u
Celijskom zidu algi (He i sar., 2016). Brojna istrazivanja otkrila su da su makromolekuli
bogati uronskom kiselinom, poput ksilana (glukuronska kiselina) i pektina (galakturonska
kiselina), osetljivi na interakcije sa radikalima, uklju¢ujudi i radikal HO* (Akhlaq i sar.,
1990; Fry, 1998; Zegota, 2002). U studiji antioksidativnih aktivnosti polimera celijskog
zidakod biljaka zakljuceno je da su pektin i ksilan najefikasnija sredstva za uklanjanje
radikala HO* (Bogdanovic Pristov i sar., 2011). Alternativno, veéi antioksidativni kapacitet
moze biti povezan sa fragmentacijom polimera sli¢nog hitozanu izazvanom zracenjem.
Nekoliko studija pokazalo je da takva fragmentacija rezultira poboljSanim
antioksidativnim svojstvima (Feng i sar., 2008; Chmielewski, 2010; Abd El-Rehim i sar.,
2012.; Muley i sar., 2019). Poznato je da sa smanjenjem molekulske mase hitozana i
njegovih derivata, raste antioksidativna aktivnost, $to je povezano sa povecanom
rastvorljivos¢u fragmenata hitozana u odnosu na polimer vecée molekulske mase
(Chmielewski, 2010). Uoceni porast biomase i antioksidativnog kapaciteta celijskog zida C.
sorokiniana predstavlja brzi mehanizam prilagodavanja koji moze objasniti prethodna
zapazanja da su mikroalge manje osetljive na hroni¢ne nego na akutne izloZenosti
jonizirajuéem zracenju (Fuma i sar., 2012.).

4.4. Vezivanje jona Cu(Il) i Mn(II) za polimere izolovanog
¢elijskog zida

Primenjene doze jonizujuceg X-zracenja od 1 Gy, 2 Gy i 5 Gy, koje su se pokazale
kao neletalne za C. sorokiniana i koje su dovele do promene u debljini celijskog zida,
koris¢ene su u narednim eksperimentima za analizu promene kapaciteta vezivanja teskih
metala za polimere izolovanog ¢elijskog zida kod C. sorokiniana.

4.4.1. Kapacitet polimera izolovanog ¢elijskog zida za vezivanja jona
metala

Na slici 4.26. prikazani su grafici koji pedstavljaju kapacit celijskog zida za
vezivanje jona Cu(II) i Mn(II).

94



a b
* —_
—_ * o 4004 +SE
o 700+ 1 T E fE=z========-----" Kontrola
5 I . 2 as0T I )
= 6001 = ] J. }
= T =
= = -], = 300
3 500 +SE = |
Kontrola @ 2504
g SR 1 ) M (= S
S, 400- o 1
) 2 200+
@© 4
© - >
g 300 § 150
] > 9
> i
g 200 S 100+
N = J
[0] B =
§ 100 g 50
g )
§ o £ 0
X 1 2 5 Gy 1 2 5 Gy

Slika 4.26. Kapacitet izolata Celijskog zida C. sorokiniana za vezivanje jona metala: (a) Cu(ll), (b)
Mn(Il). Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost u odnosu na kontrole. Srednje vrijednosti kontrola
prikazane su kao puna linija £ SE (isprekidana linija). * - statisticka znacajnost u odnosu na nezracene
kulture (p <0,05), n=3.

Dobijeni vrednosti za kontrolne uzorke bili su: 480 pg/mg za Cu(ll) i 380 pg/mg za
Mn(II). Jonizujuée zracenje je kod kulture C. sorokiniana izazvalo znacajano povecanje
sposobnosti celijskog zida da veze jone Cu(ll) (slika 4.26a), dok su kapaciteti za vezivanje
jona Mn(II) ostali nepromenjeni (slike 4.26b).

Pripadnici roda Chlorella, koja ima izuzetan ekoloski i ekonomski znacaj, a koja
uklju¢uje i C. sorokiniana, su u razli¢itim studijama pokazali visok potencijal za
akumuliranje razli¢itih jona metala poput bakra, kadmijuma, nikla pa ¢ak i uranijuma
(Wilde i Benemann, 1993). Iako su iznete pretpostavke da je celijski zid odgovoran za
najveci deo kapaciteta mikroalgi za akumulaciju metala (Wehrheim i Wettern, 1994), do
ove studije nije postojao direktan dokaz na izolovanom C{elijskom zidu. Postoji niz
podataka o kapacitetu vezivanja jona metala za netretiranu biomasu mikroalgi (Wilde i
Benemann, 1993; Mehta i Gaur, 2005), koji su bili niZzi nego Sto je navedeno u ovoj
doktorskoj disertaciji. Na primer, kapacitet biomase mikroalge C. vulgaris za vezivanje jona
Cu(Il) kretao se od 0,01 do 0,19 mg/mg u prethodnim studijama (Mehta i Gaur, 2005).
Nasi rezultati u skladu su sa podacima koji identifikuju Cdelijski zid kao glavnu
biosorpcionu komponentu biomase mikroalgi (Horikoshi i sar., 1979; Klimmek i sar., 2001;
Mehta i Gaur, 2005). Vedi afinitet celijskog zida za vezivanje jona Cu(ll) od jona Mn(II)
verovatno je povezan sa razlikama u koordinacionoj hemiji ovih metala. Prema HSAB
teoriji, Cu(II) je grani¢na kiselina, dok je Mn(II) tvrda kiselina (Hancock i Martell, 1996). To
znaci da preferiraju razli¢ite vrste liganada, odnosno mesta vezivanja za polimere ¢elijskog
zida. Povecanje kapaciteta vezivanja jona Cu(ll) nakon zracenja moze biti povezano sa
prilagodavanjem mikroalgi na ekstremne uslove sredine. Pokazano je da radiolosku
kontaminaciju vodenih ekosistema obi¢no prati i zagadenje metalima, ukljucujuéi i bakar, i
obrnuto, otpadne vode iz rudnika bakra obi¢no pokazuju povecan nivo radioaktivnog
zracenja (Dessouki i sar., 2005; Fuma i sar., 2012.). Postoje brojna istrazivanja koja se
zasnivaju na upotrebi biomase mikroalgi kao biosorbenta za sanaciju rudarskih,
industrijskih i radioaktivnih otpadnih voda (Dessouki, 2005; Kaplan, 2013; Bradshaw i sar.,
2019), medutim, ovaj vid biosorbenta zahteva dodatna ispitivanja. Nasi rezultati
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impliciraju da bi se primena mikroalgi u tehnologiji biosorbenta mogla poboljsati
primenom izolovanih frakcija ¢elijskog zida kao sorbenta, a ne kao zivih ¢elija. Medutim,
komercijalna strana prerade biomase se takode mora proceniti i uzeti u obzir.

4.4.2. EPR analiza interakcije jona Cu(II) sa polimerima ¢elijskog zida

Kako bi se ispitala redoks svojstva jona Cu(ll) vezanih za polimere celijskog zida
korisé¢ena je EPR spektroskopija. Poredenje EPR spektara jona Cu(Il) vezanih za izolovane
frakcije ¢elijskog zida i jone Cu(Il) vezanih za hitozan, oba u Hepes puferu prikazani su na
slici 4.27.
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Slika 4.27. EPR spektri jona Cu(ll) (1,5 mM) (a) Cu(1l) u Hepes puferu (20 mM; pH 7,5); (b) Cu(1l)
+ izolovan Celijski zid kontrolnih i zracenih mikroalgi u Hepes puferu; (c) Cu(ll) + hitozan. Parametri
snimanja su bili: atenuacija 25 dB; modulaciona amplituda 0,8 mT; broj skeniranja 10. Sive linije -
simulacija dobijena na osnovu prikazanih vrednosti za g1 A.

96



EPR spektar jona Cu(ll) u Hepes puferu pokazao je EPR signal sa jednom linijom
velike amplitude za g, i cCetiri slabe linije koje dolaze od hiperfine interakcije sa jezgrima
izotopa Cu / ©Cu koji imaju spin jezgra (I= 3/2) duz g|. Oblik spektra i vrednosti za g
(8]>8L>gslobodan elektron), Ukazuje da su joni Cu(Il) u Hepes puferu u oktaedarskom
koordinacionom okruZenju sa tetragonalnim distorzijom u svim analiziranim sistemima
(Garribba i Micera, 2006). Medutim, vrednosti hiperfinog cepanja (A|) i g|| ukazuju na
razli¢itu prirodu liganada za koje su vezani joni Cu(Il) (Peisach i Blumberg, 1974). Analiza
spektara jona Cu(Il) u Hepes puferu (slika 4.27a), pokazala je vrednosti za g|= 2,31 i A|=
14,7 mT, koje su karakteristi¢ne kada su za Cu(Il) vezani za 3 O i1 N ligandi, a u skladu sa
prethodnom studijom o koordinacionom vezivanju jona Cu(ll) sa Hepes-om i OH- jonima
(Sokotowskai Bal, 2005). S druge strane, spektar jona Cu(Il) koji je vezan za polimere
izolovanog celijskog zida (slika 4.27b), pokazao je vrednosti za g||= 2,22 i A= 19 mT. Ove
vrednosti ukazuju da je Cu(ll) vezan za 3 N i1 O, ili za 4 N kao liganade. Ovi rezultati
dovode do zakljuc¢ka da glukozaminski ostaci hitozana odnosno polimera sli¢cnog hitozanu
iz spoljasnjeg rigidnog sloja celijskog zida C. sorokiniana, predstavljaju glavna mesta
koordinacionih veza jona Cu(Il). To je dalje potkrepljeno sli¢nim vrednostima za g|| i A| za
jone Cu(Il) koji su vezani za hitozan (slika 4.27c), koji se sastoji od glukozamina i N-
acetilglukozamina. Nacin vezivanja je slican kao kod Spirulina, za koju je pokazano da
amini, sekundarni amidi i karboksilne grupe predstavljaju najvaznije komponente za
vezivanje jona Cu(ll) na povrsini celije (Dmytryk i sar.,, 2014). EPR spektri koji
predstavljaju vezivanje jona Cu(ll) za polimere izolovanog celijskog zida kod ozracenih
algi nisu se znacajno promenili u odnosu na kontrolu (slika 4.27b). Na osnovu dobijenih
podataka mozemo pretpostaviti da je povecanje kapaciteta vezivanja jona Cu(Il) moglo
biti rezultat povecane dostupnosti liganada koji poseduju azot kao mesto vezivanja u
ostecenoj, odnosno, oslabljenoj strukturi polimera sli¢nog hitozanu u TLS-u. Na slican
nacin, povecan kapacitet biomase roda Chlorella za vezivanje uranijuma prilikom
zagrevanja pripisan je denaturaciji celijskog zida i poveéanoj dostupnosti mesta vezivanja
(Horikoshi i sar., 1979).

4.4.3. EPR analiza interakcija jona Mn(II) sa polimerima ¢elijskog zida

Na slici 4.28. predstavljeni su EPR spektri jona Mn(Il) vezanih za izolovane frakcije
Celijskog zida u Hepes puferu. Pre izolacije celijskog zida mikroalge C. sorokiniana
ozracene su jonizuju¢im X-zracenjem. Apsorbovane doze bile su: 1 Gy, 2 Gy i 5 Gy.
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Slika 4.28. EPR spektri jona Mn(1l): (a) Mn(Il) (finalna koncentracija 1,5 mM) u Hepes puferu (20
mM; pH 7,5); (b) izolati Celijskog zida (kontrolnih i ozracenih celija mikroalgi) koji su inkubirani sa jonima
Mn(Il). Parametri snimanja su bili: atenuacija 25 dB; modulaciona amplituda 0,8 mT; broj skeniranja 10.

Dobijeni EPR spaktar (slika 4.28a) predstavlja karakteristi¢an spektar za jone Mn(II)
u rastvoru, od Sest linija sa spinom elektrona (S= 5/2) i spinom jezgra (I= 5/2). Za izolate
Celijskog zida sa vezanim jonima Mn(II) dobijeni su sli¢ni spektri ali slabijeg intenziteta
(slika 4.28b). Dobijeni rezultati impliciraju da je doslo do otpustanja jona Mn(Il) vezanih za
polimere celijskog zida u Hepes pufer. Preostali, vezani, joni Mn(Il) nisu pokazivali
prepoznatljivi EPR signal. Glavni razlog tome je velika anizotropija cepanja nultog polja
koja potice od gubitka brze rotacije molekula, u kombinaciji sa velikim brojem prelaza, ;.
slozenim viSelinijskim spektrom (Sigel i Sigel, 2000; Ignjatovic¢i sar., 2012). Empirijski,
odnos signal/$um koji je potreban za detektovanje vezanih jona Mn(II) dobija se kada je
koncentracija jona Mn(Il) u rastvoru 10-50 puta niza od vezanog Mn(Il) (Sigel i Sigel,
2000), sto ovde nije bio slucaj. Dobijeni rezultati EPR-a pokazuju da su joni Mn(II) slabo
vezani za polimere celijskog zida i da zracenje nije promenilo kapacitet vezanja jona
Mn(II), sto je u skladu sa dobijenim biohemijskim merenjima.

Na kraju, moZe se zakljuciti da afinitet razlicitih celijskih povrsina za vezivanje jona
metala zavisi od prisustva funkcionalnih grupa i samog metala, a prema Pirsonovom
HSAB principu (Hancock i Martell, 1996) molekuli koji sadrze amino grupe (poput
glukozamina) imaju jak afinited za Cu(Il) koji predstavlja grani¢nu kiselinu, dok Mn(II)
koji je tvrda baza pokazuje veci afinitet za tvrde baze, kao $to su karboksilne grupe. Ovo i
struktura celijskog zida pruZaju objasnjenje zbog cega je kapacitet za vezivanje jona Cu(II)
vedi nego za jone Mn(II).
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5. ZAKLJUCAK

U skladusa definisanim ciljevima, analizama i tumacenjem dobijenih rezultata
ispitivanja interakcije jona Cu(ll) sa jednocelijskom zelenom algom Chlorella sorokiniana
mogu se izvesti sledeci zakljucci:

(@)

(i)

(iif)

C. sorokiniana ima brz adaptivni odgovor koji podrazumeva oslobadanja mukusa
na povrsini celijskog zida. Oslobodeni mukus, zajedno sa celijskim zidom ima
ulogu u akumuliranju jona metala, smanjujuci njihov toksicni efekat;

Dolazi do znacajnog povecanja udela kiseonika i fosfora u biomasi, na osnovu
cega se moze zakljuciti da su mikroalge nakupile ortofosfatne jone iz medijuma
polimerizacijom i/ili fosforilacijom Secera i proteina;

Dolazi do strukturnih promena u ugljenim hidratima i fosfatima, proteinima i
lipidima, koji ulaze u sastav biomase. Moze se zakljuciti da fosfatne grupe imaju
glavnu ulogu u vezivanju jona metala, kao i da je fosfor akumuliran u obliku
polifosfata. Produkcija polisaharida potvrduje da kod mikroalgi koje su izlozene
jonima Cu(ll) dolazi do promena u strukturi celijskog zida. Deacetilacija
hitozana u celijskom zidu predstavlja adaptivni odgovor mikroalgi na visoke
koncentracije jona Cu(Il) u smislu povecéanja apsorpcionog kapaciteta celijskog
zida. Smanjenje uredenosti acilnih lanaca u lipidnim membranama i
akumulacija triacilglicerola u obliku lipidnih kapi takode predstavlja odgovor
mikroalgi na povisene koncentracije jona Cu(II);

Cu(ll) koordinovan za polifosfate formira kompleks kvadratno-piramidalne
geometrije. Osim toga XAFS analiza ukazuje na prisustvo Cu(I).

Na osnovu analize i tumacenja dobijenih rezultata ispitivanja interakcije jona

Mn(II) sa jednocelijskom zelenom algom Chlorella sorokiniana pokazala su da:

(@)

Nakon perioda inkubacije od 1 h dolazi do promena na povrsini ¢elija u vidu
oslobodenog mukusa i akumuliranja jona Mn(II) na povrsini celije;
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(i)  Porast masenog udela fosfora i kiseonika kao i SR-FTIR analiza pokazali su da
polifosfati predstavljaju dominantan oblik fosfata koji su vezani za celijski zid i
oslobodeni mukus ili su skladiSteni unutar celija;

(iii) Promena u redoks statusu Ccelijje potvrdena je primenom DCFH-DA
fluorescentne probe koje je pokazala da se porasta nivoa ROS u ¢eliji odvija u
dve faze (u prvih 15 min i izmedu 1 h i 2 h). Porasti u koncentraciji ROS su
praceni padom u nivou redukovanih tiola. Nakon 24 h dolazi do stabilizacije
redoks uslova u ¢elijama, odnosno do adaptacije na stresne uslove sredine.

(iv) Na osnovu EPR analize koordinacionog vezivanja jona Mn(II) moZe se zakljuciti
da u prvih sat vremena joni Mn(Il) nisu ¢vrsto vezani za Celijski zid i mukus,
dok se nakon 24 h akumuliraju u unutrasnjost celije ili se ¢vrsto vezuju za
mukus i Celijski zid ili dolazi do promene u redoks stanja mangana;

(v)  Metodom cikli¢ne voltametrije potvrdeno je da se u ranoj fazi tretmana mangan
vezuje za Celijski zid i mukus u obliku Mn(II), dok u kasnijoj fazi mikroalge
skladiste mangan u obliku Mn(Il), da bi u finalnoj fazi doslo do oksidacije i
akumulacije mangana u obliku Mn(IIl) ili Mn(IV).

Rezultati primenjenog jonizujuceg zracenja na promenu u strukturi celijskog zida
doveli su do sledecih zakljucaka:

(i) U roku od jednog dana nakon izlaganja mikroalgi C. sorokiniana joniziraju¢em
zracenju fibrilarni sloj celijskog zida postaje deblji;

(i)  Celijski zid ozracenih mikrolgi pokazao je povecanu sposobnost za uklanjanje
OH" radikala u odnosu na kontrolne;

(iii) Izolovane frakcije Celijskog zida ozracenih mikroalgi pokazivale su povecanu
sposobnost vezivanja jona Cu(Il) u odnosu na kontrolne uzorke.

Ovi mehanizmi brze adaptacije kod mikroalgi deo su sloZenog mehanizma
odgovora na razli¢ite vrste stresora. Poznavanje navedenih odgovora omogudice
razumevanje hemijskih mehanizama koji predstavljaju osnovu za toleranciju i adaptaciju
mikroalgi na visoke koncentracije jona Cu(Il) i Mn(ll), a koji mogu posluziti za
optimizaciju primene mikroalgi i mikroalgalnih biopolimera u uklanjanju ovih metala iz
zagadenih i otpadnih voda ili za razvoj novih materijala koje se zasnivaju na istim
hemijskim principima.
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10. IZJAVA O KORISCENJU

Ovlas¢ujem Univerzitetsku biblioteku ,Svetozar Markovi¢” da u Digitalni
repozitorijum Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom:
,Ispitivanje interakcije jona Cu(II) i Mn(Il) sa strukturnim jedinicama polimera celijskog
zida i mukusa jednocelijske alge Chlorella sorokiniana izlozene abiotickom stresu”, koja je
moje autorsko delo.

Disertaciju sa svim prilozima predala sam u elektronskom formatu pogodnom za
trajno arhiviranje. Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalnom repozitorijumu
Univerziteta u Beogradu i dostupnu u otvorenom pristupu mogu da koriste svi koji
postuju odredbe sadrzane u odabranom tipu licence

Kreativne zajednice (Creative Commons) za koju sam se odlucila.

1. Autorstvo (CC BY)

2. Autorstvo - nekomercijalno (CC BY-NC)

3. Autorstvo - nekomercijalno - bez prerada (CC BY-NC-ND)

4. Autorstvo - nekomercijalno - deliti pod istim uslovima (CC BY-NC-SA)
5. Autorstvo - bez prerada (CC BY-ND)

6. Autorstvo - deliti pod istim uslovima (CC BY-SA)

(Molimo da zaokruzite samo jednu od Sest ponudenih licenci. Kratak opis licenci je
sastavni deo ove izjave).

U Beogradu, Potpis autora
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1. Autorstvo. Dozvoljavate umnoZavanje, distribuciju i javno saopstavanje dela, i
prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence,
¢ak i u komercijalne svrhe. Ovo je najslobodnija od svih licenci.

2. Autorstvo - nekomercijalno. Dozvoljavate umnoZavanje, distribuciju i javno
saopsStavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora
ili davaoca licence. Ova licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela.

3. Autorstvo - nekomercijalno - bez prerada. Dozvoljavate umnoZavanje,
distribuciju i javno saopstavanje dela, bez promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u
svom delu, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca
licence. Ova licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela. U odnosu na sve ostale
licence, ovom licencom se ograni¢ava najveci obim prava koriséenja dela.

4. Autorstvo - nekomercijalno - deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate
umnozavanje, distribuciju i javno saopstavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora
na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence i ako se prerada distribuira pod
istom ili slicnom licencom. Ova licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela i
prerada.

5. Autorstvo - bez prerada. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno
saopstavanje dela, bez promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu, ako se
navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence. Ova licenca
dozvoljava komercijalnu upotrebu dela.

6. Autorstvo - deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnoZavanje, distribuciju i
javno saopstavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane
autora ili davaoca licence i ako se prerada distribuira pod istom ili slicnom licencom. Ova
licenca dozvoljava komercijalnu upotrebu dela i prerada. Sli¢na je softverskim licencama,
odnosno licencama otvorenog koda.
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