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SAZETAK

Cijanidi su spojevi Cesto koriSteni u raznim industrijskim procesima kao Sto su rudarstvo i koksna
industrija. Ispustanjem otpadnih voda ulaze u okoli§, ¢ime predstavljaju znacajnu prijetnju vodenim
ekosustavima. Jednom kada dospiju u vodene organizme, cijanidi pokazuju visoku toksi¢nost za zive
organizme, ometajuci stanicno disanje i dovode¢i do ozbiljnih ekoloskih i zdravstvenih rizika. Zbog
njihovih toksi¢nih uc¢inaka, klju¢no je ukloniti cijanide iz onecis¢ene vode kako bi se zastitili okoli$
1 ljudsko zdravlje. Uklanjanje cijanida iz voda moze se ucinkovito posti¢i raznim kemijskim i
fizikalnim metodama obrade voda, ukljucujuci kloriranje i ozonizaciju te raznim bioloskim
metodama. Bioloske metode predstavljaju odrziv i ekoloski prihvatljiv pristup, koriste¢i metabolicke
sposobnosti mikroorganizama za razgradnju cijanida. Za odredivanje potrebe provodenja odredene
metode, od velike su vaznosti testovi ekotoksiCnosti. Testovima ekotoksi¢nosti odreduju se
minimalne prihvatljive koncentracije tvari u ekosustavima, pri kojima tvari nemaju $tetan ucinak.
Provodeni su ispitivanjima na testnim organizmima u kontroliranim laboratorijskim uvjetima. U
ovom radu testovi ekotoksi¢nosti provedeni su koriste¢i dva testna organizma — bakteriju
Pseudomonas putida 1 mikroalgu Chlorella sp. Odredena je CFU vrijednost, inhibicija rasta te ECao 1
ECso vrijednosti. Dobiveni rezultati ukazuju na visoku osjetljivost oba testna organizma na prisutnost

cijanida, potvrdujuci njihovu prikladnost za procjenu Stetnih ucinaka.

Kljucne rijeci: cijanidi, test ekotoksi¢nosti, bakterija Pseudomonas putida, mikroalga Chlorella sp.



Estimation of ecotoxicity of cyanide on green microalgae and bacteria
ABSTRACT

Cyanides are compounds commonly used in various industrial processes such as mining and coke
production. When released into the environment through wastewater discharge, they pose a
significant threat to aquatic ecosystems. Once they enter aquatic organisms, cyanides exhibit high
toxicity, disrupting cellular respiration and leading to severe ecological and health risks. Due to their
toxic effects, it is crucial to remove cyanides from contaminated water to protect the environment and
human health. Cyanide removal from water can be effectively achieved through various chemical and
physical water treatment methods, including chlorination and ozonation, as well as various biological
methods. Biological methods represent a sustainable and environmentally friendly approach, utilizing
the metabolic capabilities of microorganisms to degrade cyanides. Ecotoxicity tests are of great
importance for determining the necessity of a particular method. Ecotoxicity tests determine the
minimum acceptable concentrations of substances in ecosystems at which they do not have harmful
effects. These tests are conducted on test organisms under controlled laboratory conditions.

In this study, ecotoxicity tests were conducted using two test organisms — the bacterium Pseudomonas
putida and the microalga Chlorella sp. The CFU (colony-forming units) value, growth inhibition, and
ECz and ECso values were measured. The obtained results indicate a high sensitivity of both test

organisms to the presence of cyanides, confirming their suitability for assessing harmful effects.

Keywords: cyanides, ecotoxicity test, bacterium Pseudomonas putida, microalga Chlorella sp.
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1. UVOD

Cijanidi su skupina kemijskih spojeva koji sadrze cijanidnu skupinu (-CN). Visoke su
toksi¢nosti za ljude 1 druge organizme, uglavnom djelujuci na disni sustav, pri cemu mogu
uzrokovati smrt u dovoljno visokim koncentracijama. [1] Cijanidi se cesto nalaze u
industrijskim procesima rudarstva i kemijske proizvodnje, gdje se koriste u procesima poput
ekstrakcije zlata, zavrSne obrade metala, proizvodnje plastike, koksa i sintetickih vlakana. [2]
Jedna od glavnih briga u vezi s cijanidima je njihova mogucénost oneciS¢enja vodenih izvora,
do ¢ega moze doci na razli¢ite naCine, ukljucujuéi industrijske ispusne plinove, izljeve otpadnih
voda ili nepravilno odlaganje otpada. Dolaskom u vodu, cijanidi mogu predstavljati ozbiljne
rizike za zivi svijet u vodi te takoder mogu onecistiti izvore pitke vode, tako ugrozavajuci
ljudsko zdravlje. [3] Otkrivanje cijanida u vodi klju¢no je za osiguravanje sigurnosti vode te
zaStite okoliSa 1 zivih organizama. Testovi ekotoksicnosti eksperimentalni su postupci kojima
se procjenjuje Stetan ucinak tvari na ekoloske sustave, osobito zive organizme. Klju¢ni su za
razumijevanje kako onecis¢ujuca tvar utjece na okolis. Testovi ekotoksi¢nosti obi¢no ukljucuju
izlaganje testnih organizama razli¢itim koncentracijama ispitivane tvari te promatranje njihova
Stetna ucinka. [4]

Cilj ovoga rada je pomocu testova ekotoksicnosti odrediti Stetni u¢inak cijanida, koristenjem
mikroalge Chlorella sp. i bakterije Pseudomonas putida. Pseudomonas putida je gram —
negativna bakterija poznata po svojoj sposobnosti prilagodbe razli¢itim okoliSnim uvjetima 1
razgradnji $irokog spektra spojeva. Cesto se koristi u bioremedijaciji, procesu koji koristi
mikroorganizme za uklanjanje toksicnih tvari iz okoliSa, zbog svojih u€inkovitih metabolic¢kih
puteva i otpornosti na stresne uvjete. [5] Chlorella sp. rod je jednostani¢nih zelenih mikroalgi.
Poznata je po brzom rastu i viskom sadrZaju klorofila. Zbog svoje jednostavne strukture i brze
reprodukcije, mikroalga Chlorella sp. se Cesto koristi u ekotoksikoloskim istrazivanjima,
bioremedijaciji te u proizvodnji biogoriva i dodataka prehrani. [6] Otpornost na nepovoljne
uvjete 1 sposobnost prilagodbe razli¢itim okoliSnim parametrima ¢ine ju idealnim organizmom
za proucavanje utjecaja toksi¢nih tvari. Testovi ekotoksi¢nosti provedeni su pri 6 razli¢itih
koncentracija cijanida u trajanju od 72 h uz podeSavanje pH — vrijednosti, opticke gustoce i
broja okretaja tresilice. Odredene su CFU vrijednosti, postotak inhibicije rasta testnih
organizama te vrijednosti ECy0 1 ECso na temelju kojih su doneseni zakljucci o ekotoksi¢nosti
cijanida. Provodenjem istrazivanja o ekotoksikoloSkom utjecaju cijanida u vodama, cilj ovog

rada je pridonijeti vrijednim uvidima za ocuvanje okolisa.



2. OPCIDIO

2.1. CIJANIDI

2.1.1. Fizikalno — kemijska svojstva cijanida
Cijanidi su skupina kemijskih spojeva koji sadrze cijanidni ion (CN"), sastavljen od

atoma ugljika povezanog trostrukom vezom s atomom dusika (slika 1.). [3]

O__
cC=N":

Slika 1. Cijanidni ion prikazan Lewisovom strukturnom formulom. [3]

Spojevi cijanida visokog su stupnja reaktivnosti i dobro su poznati po svojim toksi¢nim
svojstvima. Cijanidi mogu postojati u razli¢itim oblicima, od kojih je najosnovniji, ali i
topljiv u vodi, blagog i gorkog mirisa badema. [1] U vodi se disocira na vodikov kation i
cijanidni anion. Medutim, pri pH vrijednostima viSim od &, cijanidi postoje u vodi kao HCN,
Sto je Stetnije za vodeni ekosustav, nego slobodni cijanidni ion. Gori prilikom izlaganja plamenu
ili oksidansima. Cijanidni ioni slice halogenidnim ionima prema odredenim svojstvima, pa se
ponekad nazivaju "pseudohalogenidnim" ionima. [1,7] Srebrov cijanid, poput srebrovih
halogenida, gotovo je netopljiv u vodi. Ioni cijanida tvore stabilne komplekse s mnogim
metalima, kao $to su cink, zeljezo i bakar. Iako se KCN i NaCN lako disociraju na CN™ ione i
HCN pri neutralnoj pH — vrijednosti, metalo-cijanidni kompleksi pokazuju Sirok raspon
kemijske 1 bioloske stabilnosti. [7] Na primjer, natrijev cijanid (NaCN) Siroko je koriSten za
ekstrakciju zlata i1 srebra iz njihovih ruda, prilikom cega procesi ukljucuju formiranje
kompleksnih cijanida. [1] Cijanidi takoder tvore i organske spojeve u obliku nitrila poput
akrilonitrila, ili propionitrila. [7] Svi oblici cijanida mogu biti otrovni u visokim razinama, ali
vodikov cijanid smatran je najsmrtonosnijim oblikom. Pri kratkotrajnom izlaganju uzrokuje
drhtanje i druge neuroloske uc¢inke, dok dugotrajna izlozenost vodikovom cijanidu ima Stetan
ucinak na Stitnjacu, oStecuje zivce 1 u konacnici moze uzrokovati smrt. Dodir koze s teku¢inama

koje sadrZe cijanide moze izazvati iritaciju i crvenilo koze. [8]



2.1.2. Izvoriiprimjena cijanida

Dok su prirodno prisutni u odredenim biljkama i sjemenkama, kao $to su grah, orasasti
plodovi, mango i uljana repica, gdje im je glavna uloga zastita od biljojeda, prisutni su i u
fotosintetskim bakterijama, algama, gljivama, te ¢ak i u zivotinjskom svijetu. Posjeduju ga
gusjenice, kukci i1 nekoliko vrsta leptira. [7,9,10] Medutim, industrijske aktivnosti 1 druge
ljudske aktivnosti znac¢ajno doprinose otpustanju cijanida u okoliS. Godis$nja potro$nja cijanida
u svijetu iznosi oko 1,1 milijun tona, $to je znaCajan pokazatelj velike potraznje i Siroke
uporabe. [10] Prisutni su u zraku, tlu 1 vodi. Glavni oblik cijanida prisutan u zraku je HCN,
dobiven kao produkt izgaranja sintetickih polimera, vune i svile. Takoder je proizveden tijekom
izgaranja goriva u automobilskim motorima kao rezultat katalitiCke redukcije dusikovih oksida
te je produkt duhanskog dima. [2] Cijanidi mogu u¢i u povrsinske vode ispustanjem otpada
zavr$ne obrade metala, Zeljeza i Celika, otjecanjem s odlagaliSta otpada cijanida, pesticidima 1
koriStenjem cestovnih soli koje sadrze cijanide. [7] Primjeri izvora emisije spojeva cijanida

prikazani su slikom 2.

Izvori cijanida

Ljudsko Prirodni izvori

djelovanje
Industrija Pozari Duhanski dim Kanalizacija Biljke
(reaktivne soli, (HCN, CN-, (cijanogeni
netopljive soli) Gl Gl M(CN),) glikozidi)

Slika 2. Shematski prikaz prirodnih izvora spojeva cijanida i spojeva cijanida dobivenih

ljudskim djelovanjem. [3]

U industrijskom kontekstu, glavni 1izvori cijanida uklju¢uju metalurSke procese,
elektroplatiranje, rudarske aktivnosti 1 proizvodnju odredenih kemikalija. [2] Unutar koksne
industrije, cijanidi su posebno relevantni zbog njihove formacije tijekom visokotemperaturne
karbonizacije ugljena u koksnim pe¢ima. DuSikom sadrZani spojevi u ugljenu, poput piridina,
podvrgavaju se kemijskim reakcijama pri poviSenim temperaturama tijekom karbonizacije
ugljena. Te reakcije rezultiraju otpustanjem vodikovog cijanida i drugih spojeva cijanida. [11]
Tiocijanat (SCN) jedna je od najvaznijih cijanidnih kompleksnih vrsta prisutnih u industrijskim

3



otpadnim vodama, pa tako i u koksnoj industriji, gdje je prisutan u koncentracijama do 1500
mg/L SCN. [11,12] Industrijski otpadni vodovi opéenito sadrze izmedu 0,01 1 10 mg/L ukupnog
cijanida, ali otpadni cijanidi iz pojedinih operacija procesa mogu biti pohranjen godinama,
nakon ¢ega otpadna voda moze sadrzavati i od 30000 mg/L cijanida. [11] Cijanidni ioni u tlu
uglavnom su prisutni djelovanjem antropogenih manifestacija poput galvanske i metalurske
industrije. Otpad koji sadrzi visoke koncentracije cijanida takoder se proizvodi tijekom

podzemne pirolize ugljena, ¢ime se uvodi u tlo. [11,13]

2.1.3. Toksi¢ni ucinak cijanida

Cijanidi predstavljaju znacajne rizike za okoli$ i Zive organizme zbog visoke toksi¢nosti
i potencijala za bioakumulaciju. IzloZenost cijanidima u vodenim ekosustavima moze rezultirati
nepozeljnim ucincima na ribe, beskraljeSnjake i1 vodene biljke. [14] Oni ometaju stani¢no
disanje inhibicijom citokroma oksidaze i time uzrokuju hipoksiju, $to moze dovesti do sr¢anih
problema organizama i u konacnici smrti. [4,15] Osim citokroma oksidaze, cijanidni ioni
inhibiraju i normalan rad niza drugih enzima medu kojima su ksantin oksidaza, superoksid
dismutaza i sli¢no. Peroksidacijom lipida organizama cijanidni anion uzrokuje oStecenja
zivéanog sustava. [9] Ekoloske posljedice oneciS¢enja cijanidima ukljucuju pomore riba,
smanjenje bioraznolikosti i dugotrajne poremecaje ekosustava. Utjecaj prisutnosti razlicitih

spojeva cijanida na niz vrsta vodenih organizama prikazani su tablicom 1.

Tablica 1. Oblici cijanida i njihova koncentracija u vodenim organizmima nakon odredenog

vremena izlaganja. [9]

Organizam Kemijski spoj Parametar/vrijeme Koncentracija
izlaganja
Daphnia magna NaCN LCs0/24h 0,171 mg/LL
Pimephales promelas HCN NOEC-LOEC/256 dana  12,9-19,6 pg/L
Oncorhynchus mykiss K3Co(CN)s LCs0/96h 112,9 mg/L
Chlamys asperrimus K3Fe(CN)g ECs0/48h 0,128 mg/LL
Cyprinus carpio NaCN LCs0/96h 1,0 mg/L

Parametri koji su pri tome koriSteni su LCsop, NOEC, LOEC 1 ECso u razli¢itom vremenu
izlaganja. LCso predstavlja koncentraciju tvari u okoliSu koja je smrtonosna za 50 % testiranih

organizama unutar odredenog vremenskog razdoblja. Cesto se izrazava koncentracijom u zraku,



vodi ili tlu. [16,17] U slucaju Daphnia magna, u€inak cijanida vidljiv je ve¢ pri koncentracijama
od 0,171 mg/L. [9] ECsp je sli¢an LCso, ali se koristi $ire kako bi predstavio koncentraciju tvari
koja izaziva odredeni ucinak kod 50 % testiranih organizama, ne nuzno smrtonosnost. Taj
uc¢inak moze biti, primjerice smanjenje rasta, reprodukcije ili neka druga biolosSka promjena.
[17] Za skoljku Chlamys asperrimus iznosi ¢ak 0,128 mg/L. [9] NOEC je najvisa koncentracija
tvari pri kojoj se ne primjecuju statisticki znacajni Stetni u¢inci na testiranom organizmu tijekom
odredenog vremena izlozenosti. Vazan je parametar u ekotoksikoloskim istrazivanjima jer
pomaze identificirati prag na kojem ispitivana tvar nema vidljiv Stetni u¢inak. LOEC je najniza
koncentracija tvari pri kojoj se primjecuju statisticki znacajni Stetni ucinci na testiranom
organizmu tijekom odredenog vremena izloZenosti i koristi se kako bi se odredila najniza razina
na kojoj postaju vidljivi Stetni ucinci. [16] Slikom 3. predocena je ovisnost postotka smrtnosti

o koncentraciji tvari, pri ¢emu su naznaceni opisani parametri.

100

Smrtnost u odnosu na kontrolu, %

Koncentracija

Slika 3. Krivulja vrijednosti NOEC, LOEC i LCso. [17]

Toksi¢nost doze uglavnom ovisi o vrsti spoja koji sadrzi cijanidni ion. 1z tablice je vidljivo da
ve¢ vrlo niske koncentracije spojeva cijanida predstavljaju opasnost pa ¢ak i smrtonosnost za
mnoge organizme. Najmanju toksi¢nost pokazuju kompleksni spojevi cijanida. [9] Upravo je
zato vazno uociti prisutnost cijanida u §to nizim koncentracijama. Fizikalno — kemijske metode
pracenja koncentracija cijanida ukljucuju kolorimetrijske 1 spektrofotometrijske analize,
plinsku kromatografiju i ion-selektivne elektrode. [4,9] Tablica 2. prikazuje koncentracije

cijanida u razli¢itim vrstama voda.



Tablica 2. Koncentracije cijanida u razli¢itim vodama. [9]

Vrsta vode Izvor/zemlja Koncentracija cijanida
Otpad od zlatnih ruda/Iran 540 mg/L
Otpadna voda Otpad od elektroplatiranja (2007)/Iran 0,04-1,2 pg/mL
Petrokemijski mulj (2010)/Iran 4600,2 ng/L
PovrSinska voda Rijeka Gum/J. Koreja 1,01 +0,03 pg/L
-/Brazil 25-50 pg/L
Vodovodna voda -/Iran 0,6 pg/L
Voda za pice -/USA <LOD

Osim utjecaja na okolis, cijanidi mogu predstavljati ozbiljne rizike po zdravlje ljudi. Osnovni
princip djelovanja cijanida ukljucuje reakciju s citokrom oksidazom (slika 4.). Cijanid se veZe

s trovalentnim Zeljezom citokrom oksidaze, koji je klju¢ni enzim respiratornog lanca. [8]
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Slika 4. Strukturna formula citokrom oksidaze. [18]

Navedena reakcija rezultira blokiranjem stani¢nog disanja 1 povecanjem sinteze mlijecne
kiseline (slika 5.). Inhalacija plina vodikovog cijanida, ili unos hranom mogu dovesti do
respiratornih problema, vrtoglavice i, u ekstremnim slucajevima izloZenosti visokim
koncentracijama, smrtonosnih ishoda. [8] Zaposlenici izloZeni industrijskim procesima u
kojima se koriste ili proizvode cijanidi, medu kojima su rudari, vatrogasci 1 radnici u
metalurskoj, kemijskoj industriji 1 galvanskim procesima, izloZeni su velikim koli¢inama
trovanja cijanidima i moraju primjenjivati stroge sigurnosne mjere kako bi sprijecili nepozeljne
ucinke na zdravlje. Kod ljudi ¢ija radna okruZenja nisu izloZzena cijanidima, najces¢i izvor

cijanida je duhanski dim. [19]



Stani¢no disanje

Normalno Citokrom oksidaza
stani¢no uz prisutnost
disanje Okruzenje cijanidnog iona

Radno okruzenje

2+ 3+
Fe**<>Fe™ udisanje Fe® >Fe-HCN
hrana

1 mlije¢na kiselina

2H*+Y20: - H:0

lpotrosnja kisika
Oksidativni
metabolizam zasluzan
za generiranje ATP-a
kontakt s
Stani¢na smrt

kozom

duhanski

dim vatra

Slika 5. Shematski prikaz utjecaja cijanida na citokrom oksidazu u ljudskom organizmu.

[9]

Procijenjena smrtonosna doza za odraslog covjeka iznosi 1,5 mg slobodnog cijanidnog aniona
po kilogramu tjelesne teZine, dok se simptomi teskog trovanja opazaju pri inhalaciji od 53 mg
HCN/m. [3,9] Moguc¢i simptomi trovanja cijanidima 1 sustavi na koje cijanidi mogu imati
utjecaja prikazani su slikom 6. Zbog prepoznatih opasnosti povezanih s cijanidima, praéenje i

regulacija bitni su dijelovi upravljanja i zastite okolisa te zdravlja zivih organizama.

Disni sustav -
otezano
disanje, kasalj

Krvozilni
sustav - sréani
zastoj, plucni
edem, aritmije,
ACS

Koza - crvenilo,
prekomjerno
znojenje

Trovanje
cijanidima

Zivéani sustav - Probavni

glavobolja, sustav - bolovi,
koma, napadaji, mucnina,

midrijaza povracanje

Slika 6. Simptomi trovanja cijanidima u razli¢itim sustavima organa ljudskog tijela. [9]



2.1.4. Obrada otpadnih voda s ciljem uklanjanja cijanida

Vode koje sadrze cijanide Cesto se obraduju alkalnim kloriranjem ili bioloskim
oksidacijskim procesima. Ovi procesi su u¢inkoviti samo za slobodne cijanide i cijanide koji su
slabo vezani za metale. [20] Cijanidi koji su snazno vezani ili kompleksirani s metalima ne
mogu se obraditi ovim metodama. Najcesc¢e koriStena metoda za obradu otpadnih voda koje
sadrze cijanide je kemijski oksidacijski postupak, poput alkalno — klorinacijsko — oksidacijskog
procesa. [21] Navedenom se metodom otpad koji sadrzi cijanide prvo obraditi klorom ili
hipokloritom, kako bi se sintetizirao meduprodukt cijanogen klorid, odnosno suzavac, koji
zatim katalizira reakciju i1 nastaje znatno manje toksi¢ni spoj natrijev cijanat. Danjim
kloriranjem cijanat se oksidira do uglji¢nog dioksida i dusika. [21,22] Otpadne vode mogu koje
sadrze cijanide mogu se obraditi metodom ozonizacije, koja ukljucuje bakrom kataliziranu
oksidaciju vodikovim peroksidom, elektroliticku razgradnju i sli¢no. [21] Najces¢i fizikalni
proces za uklanjanje cijanida iz otpadnih voda je adsorpcija. Iako se kemijski 1 fizi€¢ki procesi
mogu koristiti za razgradnju cijanida i povezanih spojeva, ¢esto su prisutni veliki troskovi i
procesi provodenja su kompleksni. Alternativa fizikalno — kemijskim procesima je bioloska
obrada, koja obi¢no ovisi o prilagodbi i potrebnim uvjetima za koriStene mikroorganizme.
BioloSka razgradnja cijanida cesto se nudi kao metoda s nizim troSkovima 1 ekoloski
prihvatljiva alternativa konvencionalnim procesima. Bioloska razgradnja je proces razgradnje i
transformacije opasnih tvari u jednostavne, netoksi¢ne tvari bioloSkim metodama, odnosno
djelovanjem mikroorganizama. [23] Neke bakterije, gljivice, alge 1 biljke mogu razgraditi
cijanide 1 spojeve cijanida. Proces koji zahtijeva prisutnost kisika naziva se aerobna
biodegradacija, dok je proces koji se odvija u odsutnosti kisika anaerobna biodegradacija. [22]
Mikroorganizmi koji su primarno odgovorni za razgradnju cijanida ukljucuju raznoliku skupinu
anaerobnih i aerobnih bakterija. Ovi jednostani¢ni mikroorganizmi pokazuju Sirok raspon
metaboli¢kih funkcija i sposobni su razgraditi brojne kemijske strukture, Sirokog raspona
koncentracija. [22] Bakterije koriste ekstracelularne 1 intracelularne enzime u biokemijskoj
razgradnji te asimilaciji organskih i anorganskih spojeva prisutnih u kapljevitom otpadu. Takvi
se spojevi razgraduju i/ili asimiliraju u svrhu proizvodnje energije i sinteze stanica.
Ekstracelularni enzimi prisutni u stani¢noj stijenki, ili u kapsulnom sloju oko stani¢ne stijenke
razgraduju vece i sloZenije molekule, pretvarajuci ih u manje, topljive nusprodukte. Razgradeni
produkti potom se transportiraju u bakterijsku stanicu, radi pretvorbe u stani¢ni materijal 1

energiju uz pomo¢ intracelularnih enzima. [23]



2.2. ISPITIVANJE EKOTOKSICNOSTI CIJANIDA

Ekotoksikologija je znanost koja se bavi proucavanjem ucinaka oneciscujucih tvari na
sastavnice biosfere, ukljucujué¢i ljude. Integrira toksikologiju i ekologiju kako bi provela
donosenje odluka o mogucim utjecajima Stetnih ispitivanih tvari prisutnih u okoliSu na pojedine
sastavnice ekosustava. [16,25] Obuhvaca laboratorijska ispitivanja, odnosno testove
ekotoksi¢nosti, kojima se ispituju utjecaji pojedinih tvari na izabrane testne organizme u
kontroliranim laboratorijskim uvjetima te njihovo podvrgavanje na uvjete prisutne u stvarnim
ekosustavima. [16,17] Njihov cilj je provesti uspostavu odgovarajuc¢ih smjernica za minimalno
prihvatljive koncentracije ispitivane tvari. Stvarni uvjeti u ekosustavima su Cesto nejasni,
dinamicni i nepredvidljivi. lako se nastale promjene mogu detektirati i kvantificirati usprkos
kompleksnim pozadinskim smetnjama izazvanim drugim uzrocima, cesto je tesko pripisati te
promjene odredenoj ispitivanoj tvari. Istrazivanja koja kombiniraju podatke iz laboratorijskih
testova s podacima iz testova provodenim u stvarnim uvjetima, pruzaju najvjerodostojniji
ucinak ispitivane tvari na testnim organizmima. [25] Ispitivanja ekotoksi¢nosti razli¢itih
spojeva cijanida provedena su na nizu testnih organizama, a njihov u¢inak znatno ovisi o
koncentraciji i vrsti spojeva cijanida te trajanju izloZenosti organizama ispitivanim uvjetima i

njihovoj vrsti.

2.2.1. Ispitivanje akutne toksi¢nosti cijanida na Daphnia magna
Daphnia magna mala je vodenbuha, veli¢ine 2 — 5 mm (slika 7.). Siroko je
rasprostranjen u razli¢itim slatkovodnim stanistima, ukljucujuéi ribnjake i1 jezera, gdje ima
znadajnu ulogu u vodenim ekosustavima. [26] Cesto se koristi kao modelni organizam u

ekotoksikologiji, zbog svoje osjetljivosti na okoliSne stresore 1 toksi¢ne ucinke tvari. [27]

Slika 7. Mikroskopska slika organizma Daphnia magna. [28]



Test akutne toksi¢nosti cijanida na testnom organizmu Daphnia magna proveden je u trajanju
od 48 h. KoriSteno je 6 razli¢itih koncentracija cijanida i rezultati su prikupljeni prilikom
postavljanja eksperimenta te nakon 24. h i 48. h. Tijekom izlaganja testnog organizma
cijanidima tijekom 24 h, doslo je do oSte¢enje plivanja svih jedinki pri koncentracijama veéim
od 0,61 mg/L, dok je pri koncentracijama ve¢im od 0,15 mg/L preko 25 % jedinki pokazalo
otezanu moguénost plivanja. Na temelju rezultata eksperimenta, dobiven je iznos ECsood 0,21
mg/L, dok su minimalne koncentracija bez vidljivog u¢inka, NOEC, i minimalna koncentracija

s vidljivim uc¢inkom cijanida, LOEC, iznosile 0,06 mg/L, odnosno 0,15 mg/L. [29]

2.2.2. Ispitivanje akutne toksi¢nosti cijanida na Oryzias latipes
Oryzias latipes, poznata kao japanska rizina riba, zivi u slatkim i slanim vodenim
prostorima tijekom svojega zivota (slika 8.). Endem je Isto¢ne Azije, posebno Japana, Koreje,
Kine i Vijetnama. [30] Poznata je po svojoj vaznosti u znanstvenim istrazivanjima, osobito kao

bioloski pokazatelj ispravnosti vodenih ekosustava. [31]

Slika 8. Riba Oryzias latipes. [32]

Ispitivanje akutne toksi¢nosti cijanida na ribe provedeno je eksperimentom na testnom
organizmu Oryzias latipes u trajanju od 96 h. Ispitivanje je provedeno na 6 razliCitih
koncentracija cijanida, a podaci su prikupljeni prilikom postavljanja eksperimenta, nakon 24.
h, 48. h, 72. h 1 96. h. Ve¢ nakon 24 h uoc¢ena su abnormalna ponasSanja riba, kao $to su lezanje
na boku, ili plivanje na ledima. Smrtnost nije uocena tijekom eksperimenta, ali navedena
abnormalna ponaSanja u konacnici su se razvila u smrtnost. ECso 1 LCso vrijednosti bile su
manje od 1,0 mg/L, pokazujuéi da ¢ak i male koli¢ine cijanida mogu izazvati akutne Stetne

ucinke na vodene organizme. Takoder, minimalna opazena koncentracija s u¢inkom (LOEC)
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bila je manja od 0,6 mg/L, $to ukazuje na visok potencijal razvitka kroni¢nih Stetnih u¢inaka na

okoli§ i prisutne organizme. [29]

2.2.3. Ispitivanje toksi¢nosti cijanida na mikroalgu Pseudokirchneriella subcapitata
Pseudokirchneriella subcapitata vrsta je zelene mikroalge (slika 9.). Jednostani¢ni je
organizam i Cesto se koristi u ekotoksikologiji te za pracenje okoliSa kao standardni testni

organizam za procjenu ucinaka toksi¢ni tvari na vodene ekosustave, kao bioindikator. [33]

10pm.

Slika 9. Mikroskopska slika mikroalge Pseudokirchneriella subcapitata. [34]

Test inhibicije rasta slatkovodnih mikroalgi proveden je tijekom 72 h na testnom organizmu
mikroalgi Pseudokirchneriella subcapitata. Eksperiment je provoden na 6 razli¢itih
koncentracija bakrovog (I) cijanida. Koncentracija bakra u svim uzorcima testne otopine
analizirana je na pocetku 1 na kraju eksperimenta, koriste¢i masenu spektrometriju s induktivno
spregnutom plazmom (ICP-MS). Uzorci su uzimani nakon 24 h, 48 hi 72 h. Uocena je znacajna
inhibicija stope rasta mikroalgi Pseudokirchneriella subcapitata ovisno o koncentraciji ispitne
tvari. Procijenjene su vrijednosti od maksimalne inhibicije rasta mikroalgi u iznosu od 50 % u
uzorku s najve¢om koriStenom koncentracijom cijanida od 100 mg/L. Koncentracija pri kojoj
nema vidljivog uc¢inka (NOEC) iznosila je 0,018 mg/L, a minimalna koncentracija pri kojoj je

ucinak vidljiv (LOEC) za razdoblje od 72 h iznosila je 0,042 mg/L. [29]

2.3. BAKTERIJA Pseudomonas putida

2.3.1. Svojstva bakterije Pseudomonas putida
Pseudomonas putida je metabolicki svestrana, gram — negativna bakterija Stapicastog
oblika, prosje¢ne duljine od 0,5 do 1,0 um (slika 10.). Na vanjskoj povrsini posjeduje bi¢eve
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koji joj omogucavaju kretanje i fimbrije, kojima se bakterije pricvrS¢uju na povrsinu. [35]
Karakteristicna je po svojoj metabolickoj raznolikosti i posjeduje sposobnost koristenja
razlicitih izvora ugljika, ukljucujuci razlicite organske spojeve. Takva metabolicka fleksibilnost

doprinosi njezinoj prilagodljivosti u raznolikim ekoloskim staniStima. [36]

1 pm
Slika 10. Mikroskopska slika bakterije Pseudomonas putida. [37]

Pripada Sirokoj skupini fluorescentnih bakterijskih vrsta Pseudomonas. [5] Karakteristi¢na je
po izdrzljivosti, nezahtjevnim prehrambenim potrebama, brzom rastu, otpornosti na oksidativni
stres 1 toksi¢ne kemikalije. [38,39] Zbog prisutnosti karakteristi¢nih plazmida, otporna je na
utjecaje odredenih antibiotika. [35] Aerobna je bakterija, Sto znaci da joj je za rast i razvoj
potreban kisik. Medutim, zabiljeZeno je i odvajanje od aerobne prirode, §to omogucava procese
u bioreaktorima bez aeracije i omogucuje stvaranje prirodnih proizvoda pomocu biokatalizatora
osjetljivih na kisik. [40,41] Pseudomonas putida najbolje raste u temperaturnom rasponu od 15
do 35 °C pa tako, zbog niske otpornosti na poviSene temperature, odnosno temperature iznad
41 °C, nije prisutna u visokotemperaturnim podruc¢jima. Optimalna pH vrijednost u neutralnom
je podrucju te iznosi 7 — 8. [35] Izolirana je i1z vode, korijenja i lis¢a biljaka ili tla, a kod Zivotinja
1 ljudi pojavljuje se kao nepatogena vrsta, iako neki sojevi mogu djelovati kao prilagodeni

patogeni kod osoba s oslabljenim imunoloSkim sustavom i novorodencadi. [35,42]

2.3.2. Primjena bakterije Pseudomonas putida
Bakterija Pseudomonas putida moze sluziti u bioremedijaciji, zbog svoje sposobnosti
rasta na sloZzenim supstratima. [38] Brojna istraZzivanja bave se sposobnos¢u razgradnje
oneciSc¢enja koristenjem bakterije Pseudomonas putida te moguénoscu njihova iskoristenja, Sto
biti genetski modificirane te tako izraZavaju odredene genske oznake ili prolaze kroz fizioloSke

promjene kao odgovor na oneciS¢enja u okolisSu 1 djeluje kao biosenzor. [5,39] Sukladno
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izlozenim oneciS¢enjima, bakterija podlijeze reakcijama, poput fluorescencije ili
bioluminiscencije, pruzajuci vidljiv pokazatelj prisutnosti onecis¢enja. Biosenzori na bazi
bakterije Pseudomonas putida pruzaju prednost praéenja u stvarnom vremenu, jer s€ mogu
primjenjivati izravno u okoliSu. Brzi odgovor ovih biosenzora omogucava trenutno otkrivanje
promjena i moguc¢ih onecis¢enja. [44] Tijekom posljednjih nekoliko godina Pseudomonas
putida se pokazala izvrsnim bakterijskim domacéinom za proizvodnju polimera, velikih
kemikalija i lijekova. [41] Pseudomonas putida ne samo da se koristi za rekombiniranu
biosintezu prirodnih produkata, ve¢ i sama proizvodi sekundarne metabolite koji su od interesa
za biotehnoloske primjene. Primjerice, proizvodi polimere alginat i polihidroksialkanoate
(PHA). Navedeni spoj posebno je zanimljiv zbog svojih fizickih i materijalnih svojstava te se
istrazuje kao alternativa konvencionalnim polimerima u biotehnoloskoj industriji. [40,41,45]
Bakterija pronalazi svoju ulogu i u poljoprivredi pa tako moze utjecati na rast biljaka.
Pseudomonas putida moze reagirati s biljkama na nacin da poti¢e njihov rast te povecava
otpornost na bolesti i okoli$ne stresove. Navedeno je moguce jer Pseudomonas putida proizvodi
antimikrobne spojeve poput antibiotika i litickih enzima, koji inhibiraju rast biljnih patogena.
Ti spojevi pomazu u zastiti biljaka od bolesti tako Sto suzbijaju proliferaciju Stetnih mikroba u
rizosferi 1 na povrSinama biljaka. [35,41] Koristi se kao biofertilizator s obzirom da poboljSava
topljivost hranjivih tvari poput fosfora i zeljeza, Cineéi ih dostupnijima biljkama. [46,47]
Navedeno poboljsava apsorpciju hranjivih tvari od strane biljaka, §to pak poti¢e njihov rast i
razvoj. Osim toga, bakterija moZze fiksirati atmosferski dusik, pruzaju¢i dodatni izvor hranjivih
tvari biljkama. [47] Slikom 11. predoc¢eno je nekoliko opisanih primjena i1 karakteristika

svojstvenih bakteriji Pseudomonas putida.

@Bioremedijacija

Tvornice
mikrobih
stanica

Slika 11. Neke od poznatih primjena 1 svojstava bakterije Pseudomonas putida. 5]
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2.3.3. Ekotoksi¢nost cijanida na bakteriju Pseudomonas putida

Mnogi mikroorganizmi posjeduju sposobnost prilagodbe razli¢itim okoli$nim uvjetima
te mogu koristiti oneciS¢ujuce tvari kao izvor nutrijenata razgradnjom ciljanih spojeva. [16]
Bakterija Pseudomonas putida prepoznata je po sposobnosti razgradnje Sirokog spektra
spojeva, ukljucujuéi cijanide. Bakterije koriste specificne metabolic¢ke putove za enzimsku
razgradnju cijanida, pretvaraju¢i ih u manje toksi¢ne spojeve poput formijata i amonijaka, ili
pak izravno stvarajuci bikarbonat i amonijak putem cijanid oksidaze ili dioksigenaze. [49,50]
Enzimi kao Sto su cijanidaza i nitrilaza, koriste se kako bi katalizirali proces razgradnje cijanida
i zato imaju kljuénu ulogu u detoksikaciji cijanida, ¢ineéi ih manje tetnima za okolis. [51] Cesti
enzim za degradaciju cijanida bakterijom Pseudomonas putida je nitril hidrataza, koja ima
zeljezni ili kobaltni aktivni centar s dva oksidirana cisteinska liganda, cistein — sulfini¢nu
kiselinu 1 cistein — sulfeni¢nu kiselinu. Ligandi prisutni u strukturi enzima kataliziraju reakciju

hidratacije nitrila u amide. [52] Reakeijski put enzima u prisutnosti vode prikazan je slikom 12.

/uH k/ﬂ
HN=C{_ _ it

R

R—C=N + OH,

Slika 12. Reakcijski put enzima nitril hidrataze u prisutnosti vode pri pretvorbi cijanidnog

spoja do izocijanohidrata, sve do amida. [52]

Bakterija Pseudomonas putida izolirana je s lokacija oneciS¢enih luZinama iz koksne peci te je
proucavan njezin utjecaj na fenole i cijanide. Utvrdeno je da istovremeno razgraduje velike
koli¢ine fenola i cijanida prisutnih u luZini, Sto rezultira smanjenjem BPK 1 KPK vrijednosti za
viSe od 50 %. Razgradnja cijanida dodatno je poboljSana jednostavnim postupkom
imobilizacije stanica bakterije. Najve¢a razina biodegradacije cijanida koriStenjem
imobiliziranih stanica bakterije Pseudomonas putida zabiljezena je pri pH vrijednosti od 7,5 i
temperaturi od 25 °C. Takvi sojevi mogu se koristiti za razvoj mikrobnih tehnologija za
bioremedijaciju zemljiSta zagadenog industrijskim otpadnim vodama bogatim fenolima i
cijanidima. [43] Drugo istraZivanje bavilo se odredivanjem inhibicije rasta neimobiliziranih
bakterijskih stanica Pseudomonas putida te je pri koncentracijama cijanida ispod 4 mmol/dm?
zabiljeZen nesmetan rast stanica. Medutim, pri koncentracijama cijanida iznad 6 mmol/dm’
uodena je privremena faza usporenog rasta, a iznad 8 mmol/dm> uodava se inhibicija rasta

bakterije. [50] Takoder, provedeni su testovi toksi¢nosti na otpadnim industrijskim vodama
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koristeci cijele bakterijske stanice Pseudomonas putida kao biosenzore. Bakterija je reagirala
na prisutnost toksi¢nih tvari pokazujuéi fizioloske ili genetske promjene. Istrazivane su polarne,
ionske 1 visoko topljive organske onecis¢ujuce tvari u otpadnim vodama, pri ¢emu su najvece
vrijednosti inhibicije zabiljezene za polietoksilirani nonilfenol, na temelju vrijednosti ECso.
Uzorak se smatra toksi¢nim onda kada je postotak inhibicije ve¢i od 20 %. Ovakav test
toksi¢nosti omogucuje identifikaciju toksi¢nih tvari prisutnih u ispitivanom uzorku. Koristenje
bakterija za provodenje testova toksi¢nosti ima niz prednosti, ukljucujuci jednostavnost
koristenja, kratko razdoblje testiranja, nedostatak etickih problema i potrebu za manjim

koli¢inama uzoraka ili organskih otapala. [6]

2.4. MIKROALGA Chorella sp.

2.4.1. Svojstva mikroalge Chlorella sp.

Mikroalga Chlorella je rod jednostani¢nih zelenih mikroalgi koje pripadaju razredu
Chlorophyta. Stanice mikroalge Chlorella obi¢no su promjera od 2 do 10 pum (slika 13.). [53]
Stani¢na stijenka sastoji se od polisaharida, proteina i lipida, Sto joj daje elasti¢nost i otpornost
na vanjske utjecaje. [54] Stijenka ima klju¢nu ulogu u zastiti stanicnog sadrZaja, regulaciji
osmotskog tlaka te interakcijama s okoliSem. Unutar stanice, mikoralga Chlorella sp. sadrzi
brojne organele poput kloroplasta, koji su odgovorni za fotosintezu i1 proizvodnju hranjivih
tvari. Kloroplasti su bogati pigmentom klorofilom i drugim pigmentima, od cega potjece
karakteristi¢na zelena boja koja joj omogucuje efikasnu apsorpciju svjetlosne energije. 1z tog
su razloga fotosintetski organizmi, koji su sposobni koristiti sun¢evu svjetlost za pretvaranje

ugljicnog dioksida u organske spojeve. [53]
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Slika 13. Mikroskopska slika mikroalge Chlorella sp. [55]

Pokazuju iznimnu ucinkovitost fotosinteze u usporedbi s kopnenim biljkama i proizvode oko
50 % atmosferskog kisika, rezultat cega su vece stope rasta biomase, ponekad i do deset puta
ve¢im od vaskularnih biljaka. [56] Mikroalga Chlorella sp. preferira alkalno — okoliSne uvjete
1 moze rasti u Sirokom rasponu pH vrijednosti i temperatura, buduci da neki sojevi mogu rasti
izmedu 15 i 40 °C. Ova prilagodljivost omogucuje joj opstanak u razli¢itim vodenim
okruzenjima, ukljuéujuéi slatkovodne i morske ekosustave. Zive u vodenim, ali i u kopnenim
staniStima. [53] Takoder, mikroalga Chlorella sp. poznata je po brzom rastu, sto je €ini izuzetno
produktivnom u biotehnoloskim procesima. [56] Uz to, ima sposobnost asimilacije i
akumulacije razli¢itih hranjivih tvari i elemenata iz okolisa, §to je ¢ini korisnim organizmom u
bioremedijaciji zagadenih voda i tla. [54] Mikroalge su gotovo neiskoriSten resurs, s
procijenjenim brojem vrsta izmedu 30000 1 1000000, ali samo njih 15 moze se komercijalno
uzgajati u velikom opsegu. [57] Uzgajaju se u jedinici za uzgoj u vodenom mineralnom mediju
uz prisutno osvjetljenje te uz opskrbu hranjivim tvarima i uglji¢nim dioksidom. Dobar proces
berbe i odvodnjavanja moze proizvesti mulj mikroalgi sa sadrzajem biomase od 20-30 % (slika
14.). Biomasa se odvaja od medija i dodatno obraduje, nakon ¢ega se moze koristiti kao dodatak

hrani, hrana za stoku, ili kao izvor bioaktivnih tvari za farmakologiju i kozmetiku. [53]
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Slika 14. Shematski prikaz uzgoja 1 prerade mikroalge Chlorella sp. [53]

2.4.2. Primjena mikroalge Chlorella sp.

Svjetska proizvodnja mikroalgi kreé¢e se oko 50000 t godisnje, pri cemu vrste Chlorella
sp. 1 Spirulina sp. €ine vise od 90 % ukupne proizvodnje biomase mikroalgi. [58,59] Primjena
mikroalge Chlorella sp. obuhvaca Sirok spektar podrucja, ukljucujuéi prehrambenu industriju,
farmaciju, kozmetiku, kao i ekoloske i biotehnoloske sektore (slika 15.). U prehrambenoj
industriji, Chlorella sp. se koristi kao dodatak prehrani zbog visokog udjela proteina, vitamina,
minerala te omega — 3 1 omega — 6 masnih kiselina. [59] lako s preteZno koristi kao dodatak
prehrani, uvodi se i u druge prehrambene proizvode medu kojima su kola¢i, tjestenine, jogurt i
sli¢no. [60] U farmaceutskoj industriji, Chlorella se istrazuje zbog svojih potencijalnih
imunostimulativnih i1 detoksikacijskih svojstava te kao izvor bioaktivnih spojeva. [60,61]
Navedeni bioloski aktivni spojevi sadrZe proteine, lipide, ugljikohidrate, vitamine i razne
sekundarne metabolite. Ovi spojevi imaju potencijal doprinijeti razvoju novih lijekova.
Raznolika bioloska svojstva mikroalge Chlorella sp. mogla bi biti korisna za razvijanje
inovativnih terapija za razliCite bolesti, kao Sto su razliCite vrste raka, bolesti srca 1 virusne
infekcije. To naglaSava vaZnost daljnjih istrazivanja ovih mikroalgi i njihovih bioloski aktivnih
spojeva, jer predstavljaju obecavajuéi izvor u buducnosti farmaceutske industrije. [59,61]

Kozmeticka industrija koristi mikroalgu Chlorella sp. zbog njezinih hidratantnih svojstava i
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ucinaka protiv starenja, koja mogu poboljsati stanje koze 1 kose. Bioaktivne komponente
karateristicne mikroalgi Chlorella sp., zbog kojih je pronasla svoju ulogu u kozmetici, su
karotenoidi, vitamini C i E, polisaharidi, peptidi, fenoli i flavonidi. [59] U ekoloskom sektoru,
mikroalga Chlorella sp. se istrazuje kao potencijalni izvor biogoriva i1 bioplastika te za
proc¢is¢avanje zagadenih voda i tla. Proizvodnja biogoriva proizlazi iz potencijala mikroalge za
proizvodnju lipida i ugljikohidrata, koji se mogu prevesti u razli¢ita biogoriva, kao Sto su
biodizel i bioplin. Biodizel je moguée dobiti iz lipida procesom transesterifikacije, dok se
bioplin moZe generirati anaerobnom digestijom biomase mikroalgi. Posljednjih godina,
mikroalge su koriStene za detoksikaciju razli¢itih toksi¢nih tvari s razli¢itim svojstvima i
karakteristikama koje potjecu iz poljoprivrednog, industrijskog i domaceg sektora. [54,59]
Sustavi temeljeni na mikroalgama imaju izvanredne sposobnosti bioremedijacije otpadnih
voda, pri ¢emu moZe do¢i do smanjenja vrijednosti BPK 1 KPK do 83 %. [62] Sustavi za
prociS¢avanje voda temeljeni na mikroalgama posjeduju prirodne sposobnosti dezinfekcije te
su ucinkovitiji u smanjenju oneciS¢enja od konvencionalnih metoda prociséavanja voda.
Njihova uloga u uklanjanju organskih i novih onec¢is¢enja te oporabi vaznih hranjivih tvari
poput fosfora i duSika iz sekundarnih otpadnih voda sve viSe se prepoznaje kao odrZiva
strategija s industrijskim potencijalom. [57,59] Takoder, mikroalge su najperspektivniji agensi
za dekontaminaciju brojnih onecis¢ivaca zbog visokog omjera povrsine prema volumenu. [57]
Nastala biomasa moze se pretvoriti u biovodik 1 biougljikovodike te mogu poboljsati prinos
visokokvalitetne biomase za proizvodnju biogoriva koja se mogu komercijalno koristiti za
zrakoplove i druga vozila. [64] Biotehnoloski procesi uklju€uju proizvodnju enzima, metabolita
1 drugih korisnih spojeva iz mikroalge Chlorella sp., kao 1 geneticko inZenjerstvo s ciljem
poboljSanja njezinih karakteristika. [63,64] Provedeno je istraZivanje mikroalgi uzgajanih u
anaerobnom digestoru za proizvodnju biogoriva i pokazalo se da su smanjile 57,4 % problema
s eutrofikacijom, 22,6 % ozona i 2,7 % globalnog zatopljenja. Novijim procesima omogucena
je proizvodnja do 70 t biomase i 15000 L ulja po hektaru zemljista koriStenjem mikroalgi

Chlorella sp. [57]
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Slika 15. Primjene mikroalge Chlorella sp. u razli¢itim industrijama. [57,59]

2.4.3. Ekotoksi¢nost cijanida na mikroalgu Chlorella sp.

Alge, autotrofni organizmi, pretvaraju anorganske izvore ugljika poput karbonata i CO>
u biomasu, oslobadajuci pri tome kisik u okoliS. Nedavna istrazivanja isticu primjenu mikroalgi
Chlorella sp. u biotehnologiji za obradu otpadnih voda. Otkriveno je da mikroalge, poput
ostalih algi i cijanobakterija, poboljSavaju aeraciju, Sto povoljno utje€e na ucinkovitost u
razgradnji organskih oneciS¢ujucih tvari. Njihova sposobnost koriStenja onecis¢enja u otpadnim
vodama kao izvora hranjivih tvari smanjuje potrebu za dodatnim unosom hranjiva. Brz rast i
prilagodljivost mikroalgi razli¢itim uvjetima ¢ine ih pozZeljnima za primjenu u bioremedijaciji.
[53,63] Proizvodi s dodanom vrijednoS¢u poput etanola, metana i ostalih proizvoda koji se
koriste kao hrana za stoku ili organsko gnojivo, dobiveni iz mikroalgi, ¢ine ih nezamjenjivima
u suvremenom svijetu. Mikroalge mogu uklanjati opasne tvari, a mnoge od njih mogu prelaziti
izmedu fotoautotrofnog, miksofototrofnog i heterotrofnog rasta. [53] Odli¢ni su pokazatelji
kvalitete vode, odnosno zelena alga primjer je pokazatelja oneciS¢ene vode. Primijeceno je da
zelene mikroalge apsorbiraju i akumuliraju cijanide putem razli¢itih mehanizama prilikom
obrade otpadnih voda, iako trenutno ne postoji izvjestaj o toénim metabolizmima cijanida u
prisutnosti mikroalgi. Pretpostavlja se da fotosintetski procesi unutar stanica mikroalgi
doprinose detoksikaciji cijanida pretvarajuci ga u organske dusi¢ne spojeve 1 ukljucujuéi ga u
stani¢nu biomasu. [53,62,63] Mikroalga Clorella sp. takoder je koristena i u ekotoksikoloSkim
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testovima, gdje je ispitan Stetni uinak KCN-a na mikroalgu. CFU vrijednost smanjila se u
vedini slucajeva, pri ¢emu su najvece inhibicije iznosile 48 %, ¢ak i do 99 % pri koncentraciji
od 100 mg/LL KCN-a. Navedena koncentracija ozbiljno je oStetila membranu stanica mikroalge.
[65]
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

3.1.1. Cijanidi
Ispitivana tvar koriStena za odredivanje ekotoksi¢nosti su cijanidi, koji su bili ispitivani

u sljede¢im koncentracijama: 100 mg/L, 75 mg/L, 50 mg/L, 25 mg/L, 10 mg/L te 1 mg/L.

3.1.2. Mikroorganizmi

Ispitivanja ekotoksi¢nosti provedena su koriStenjem testnih organizama — bakterijske
kulture Pseudomonas putida i mikroalge Chlorella sp. Bakterijska kultura Pseudomonas putida
prethodno je uzgojena, a slikom 16. prikazano je njezino izrastanje na povrsini hranjivog agara
dobiveno tehnikom iscrpljivanja na 37 °C tijekom 24 h te mikrofotografija trajnog preparata

obojanog po Gramu, mikroskopiranog pri poveéanju od 1000x.

Slika 16. Mikrofotografija bakterijske kulture Pseudomonas putida obojana po Gramu i
mikroskopirana opti¢kim mikroskopom, P = 1000x (slika lijevo) te izrasla bakterijska kultura
Pseudomonas putida na hranjivom agaru nakon 24 h na 37 °C u Petrijevoj zdjelici dobivena

tehnikom iscrpljivanja (slika desno).

Kultura mikroalge Chlorella sp. takoder je prethodno uzgojena te je na slici 17. prikazana

mikrofotografija razrijedene uzgojene kulture uz ukupno povecanje mikroskopa od 400x.
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Slika 17. Mikrofotografija mikroalge Chlorelle sp. snimljena optickim mikroskopom pod

poveéanjem P = 400x.
3.2. Mediji i kemikalije
3.2.1. Mineralni medij
Mineralni medij koriSten je za preduzgoj i pripremu suspenzije bakterije Pseudomonas

putida. Sastav mineralnog medija i potrebne mase za volumen od 1 L prikazani su tablicom 3.

Tablica 3. Sastav mineralnog medija za provedbu testova toksicnosti primjenom bakterije

Pseudomonas putida za 1 L otopine.

Tvar Masa / mg
NaNOs3 500
K2HPO4 120
KH2PO4 60

MgSOs4 - TH20 200
Zeljezov (III) citrat 0,50

Mineralni medij pripremljen je u odmjernoj tikvici, nakon ¢ega je pH vrijednost regulirana s 1
M NaOH i 1 M HCl i postavljena na vrijednost od 6,911. Prije upotrebe, svjeze pripremljeni
mineralni medij je steriliziran vlaznom sterilizacijom u autoklavu pri temperaturi 121 °C i tlaku

1 atm tijekom 15 minuta.
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3.2.2. FizioloSka otopina
Fizioloska otopina koriStena je za pripremu decimalnih razrjedenja, odnosno u svrhu
odredivanja ukupnog broja zivih stanica bakterija (Colony forming units, CFU). Fizioloska

otopina predstavlja 0,9 % -tnu otopinu NaCl-a, koja je prije upotrebe sterilizirana u autoklavu.

3.2.3. Hranjivi agar

Hranjivi se agar koristio kao podloga za uzgoj bakterije Pseudomonas putida.
Pripremljen je vaganjem hranjivog bujona prema uputi proizvodaca uz dodatak 1,8 % hranjivog
agara (Agar Technical). Nakon vaganja navedenih komponenti, otopljene su u deioniziranoj
vodi te je otopina ostavljena 15 minuta da bubri. Nakon toga je otopina zagrijavanja do vrenja

te je prije upotrebe sterilizirana u autoklavu.

3.2.4. Bazalni medij

Bazalni medij koriSten je za uzgoj mikroalge Chlorelle sp. Pripremao se tako da se 10
mL prethodno pripremljene otopine bazalnog medija otpipetira u odmjernu tikvicu od 500 mL
koja je potom, nadopunjena deioniziranom vodom. PodeSena je pH-vrijednost na 8,151
pomo¢u 1 M NaOH 1 1 M HCI. Tako pripremljeni bazalni medij steriliziran je vlaznom

sterilizacijom.

3.3. Mjerni instrumenti i oprema

Vaganje je provedeno koriStenjem vaga KERN ALJ 220-4NM i Sartorius GM6101.
Suspenzije su mijesane rotacijskom tresilicom BIOSAN PSU-20im Multi-functional Orbital
Shaker. Za sterilizaciju otopina mineralnog medija, bazalnog medija, fizioloSke otopine i
hranjive podloge te Cistog staklenog posuda, kao i oneciS¢enog posuda i nastavaka, koristen je
autoklav Sutjeska, Jugoslavija. Opticka gustoca odredivana je na spektrofotometru (DR/2400
Hach, SAD) pri valnoj duljini 4 = 600 nm. Za uzgoj bakterije koriSten je termostat BINDER 1
EBT — Termomedicinski aparat pri 37 °C. Prilikom podeSavanja pH vrijednosti mineralnog 1
bazalnog medija te suspenzija koriStena je magnetska mijeSalica WiseStir MSH-20A. Za
odredivanje pH—vrijednosti koristena je pH elektroda WTW SenTix 940 te WTW Fdo 925 za
odredivanje sadrzaja kisika, pomocu uredaja WTW Multi 3430 Multiparameter Meter.
Homogeniziranje decimalnih razrjedenja provedeno je pomocu homogenizatora LLG-
LABWARE, LLG-uniTEXER. Za dobivanje mikroskopskih slika koristen je opticki mikroskop
KERN Optics OBE 134. Uredaji su prikazani slikom 18.
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Slika 18. Mjerni instrumenti i oprema koriSteni u radu.

3.4. Metoda rada

3.4.1. Priprema otopine cijanida

Pripremljena je temeljna otopina cijanida koncentracije 150 mg/L te je podeSena pH—
vrijednost od 7,079. Od temeljne otopine cijanida pripremljeno je 6 radnih koncentracija
cijanida od 100 mg/L, 75 mg/L, 50 mg/L, 25 mg/L, 10 mg/L i 1 mg/L, prema odgovaraju¢em

radnom volumenu za svaki pokus.

3.4.2. Uzgajanje bakterijske kulture Pseudomonas putida

Bakterijska kultura uzgajana je 24 sata na hranjivom agaru pri 37 °C. Preduzgoj
suspenzije tako pripremljene kulture proveden je u mineralnom mediju pH—vrijednosti od 6,911
u trajanju od 5 £ 0,5 sati na rotacijskoj tresilici uz brzinu okretaja od 150 o/min pri sobnoj
temperaturi. Provodenje preduzgoja nuzno je za prilagodbu bakterijske kulture na uvjete

mineralnog medija, kako bi provedeni eksperiment bio uspjeSan.
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3.4.3. Uzgajanje kulture mikroalge Chlorelle sp.

Kultura mikroalgi Chlorella sp. uzgajana je 10 dana u bazalnom mediju pH—vrijednosti
8,151. Uzgoj je proveden aeracijom kulture pomocu aeracijske pumpe, koja upuhuje zrak
prolaskom kroz sterilni okrugli filtar, ¢ije su pore promjera 0,45 um s ciljem osiguravanja
sterilnih uvjeta. Takoder, provedena je i izmjena svjetlosti, odnosno 16 h kultura je bila izloZzena

svjetlosti, a 8 h je bila u mraku. Dobivena je gusta suspenzija, koja se po potrebi razrjedivala.

3.5. Provedba testova ekotoksi¢nosti primjenom bakterije Pseudomonas putida

Test ekotoksi¢nosti cijanida pomocu bakterija Pseudomonas putida proveden je prema
ISO uputama (ISO 10712: 1995, Water quality—Pseudomonas putida growth inhibition test
pseudomonas cell multiplication inhibition test) uz manje modifikacije. [66] Promjena od
standardizirane metode je napravljena u vremenu izlaganja bakterijske kulture ispitivanoj tvari.
Naime, izlaganje je praceno tijekom 72 h umjesto 16 h koliko je prema metodi. Tijekom
provedbe pokusa, svakih 24 h odredivana je CFU vrijednost pripremom decimalnih razrjedenja.
CFU vrijednost definira ukupan broj zivih stanica bakterije, odnosno ukupan broj prisutnih
kolonija. Svakom uzorku pripremljena su razrjedenja od 102, 10, 107 i 10 nakon 24 h
mijesanja. Razrjedenje od 1072 je pripremljeno dodatkom 100 pL dobro homogenizirane otopine
u epruvetu s 9,9 mL sterilne fizioloske otopine. Sljedeée razrjedenje, od 10, pripremljeno je
dodatkom 100 pL prethodnog razrjedenja u 9,9 mL fizioloSke otopine. 1z navedenog razrjedenja
izuzima se 1 mL i dodaje 9 mL fizioloske otopine za dobivanje razrjedenja od 107 te se 1 mL
takvog razrjedenja dodaje u epruvetu s 9 mL fizioloSke otopine za postizanje razrjedenja od 10
6. Sve je provedeno sterilnom tehnikom rada. Razrjedenjima 10~ i 10 za svaku koncentraciju
izuzet je 1 mL 1 otpipetiran u Petrijevu zdjelicu te zaliven s hranjivim agarom. Sve su Petrijeve
zdjelice homogenizirane i1 postavljene u termostat na inkubaciju pri 37 °C u trajanju od 24 h.
Isti je postupak ponovljen nakon 48 h i 72 h. Kolonije koje su izraste nakon inkubacije
prebrojane su i na temelju dobivene vrijednosti, preko jednadzbe (1), odredena je vrijednost

CFU:

broj izraslih kolonija

CFU =

X reciprocna vrijednost upotrijeblienog razjedenja
volumen upotrijebljenog uzorka P Y P yevy g / Y

[stanica/mL] (D)
1z poznatih vrijednosti CFU, inhibicija rasta bakterijskih stanica odredena je prema jednadZzbi
2):

CFU, kontrola ~ CFU, uzorak
CFUrontrola

INH =

x100 [%] ()
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Pri tome INH predstavlja postotak inhibicije, CFUxontrola vrijednost ukupnog broja zivih
bakterijskih stanica za kontrolni uzorak, bez cijanida, a CFUuomak vrijednost ukupnog broja
zivih bakterijskih stanica za ispitivani uzorak.

Vrijednosti EC0 1 ECso pokazatelji su koji se Cesto koriste u ekotoksikoloskim testovima, a
odnose se na grani¢nu koncentraciju toksi¢ne tvari pri kojoj tvar ima Stetan ucinak na ispitivane
organizme. ECy predstavlja koncentraciju pri kojoj tvar ima Stetan utjecaj na 20 % ispitivanih
organizama, a ECso koncentraciju na kojoj tvar ima odreden Stetan utjecaj na 50 % ispitivanih
organizama. Ove vrijednosti odredene su linearizacijom eksperimentalnih podataka (postotaka
inhibicije). Racuna se gama faktor, prema prikazanoj jednadzbi (3), koji se prikazuje u ovisnosti

o logaritamskoj vrijednosti ispitivanih masenih koncentracija cijanida.

_ INH
V= T00-mvH 3)

Pocetni uvjeti rada s pripremljenim uzorcima prikazani su tablicom 4.

Tablica 4. Pocetni uvjeti za eksperiment ispitivanja ekotoksi¢nosti cijanida primjenom

bakterije Pseudomonas putida.

pHo/ - Ty/°C 7(02) / CFUo log CFUo/ - 0Go /-
mg/L /st/mL
6,882 22,4 8,47 2,8x108 8,453 0,19

3.6. Provedba testova ekotoksi¢nosti primjenom mikroalge Chlorella sp.

Ekotoksi¢nost cijanida odredena je 1 pokusom s mikroalgom Chlorella sp. prema OECD
uputama, gdje je takoder odredivana CFU vrijednost te postotak inhibicije rasta mikroalgi.
[67,68] CFU vrijednost odredivana je pomo¢u Thomine komorice. Sterilnom Pasteur pipetom
izuzima se 2 kapi homogeniziranog uzorka iz Erlenmeyerovih tikvica 1 postavlja na Thominu
komoricu te pokriva pokrovnicom. KoriStenjem optickog mikroskopa na ukupnom povecanju
od 400x, brojan je ukupni broj stanica. Ukupan broj zivih stanica mikroalgi, N, odredena je
sljede¢om jednadzbom (4):

_ mxnx16x10*
K

N [stanica/mL] 4

pri cemu je m ukupan broj prebrojanih stanica, n razrjedenje, 16 predstavlja ukupan broj velikih
kvadrata predmetnice, a K broj velikih kvadrata u kojima je provedeno brojanje stanica

mikroalgi. Inhibicija rasta odredena je na prethodno opisani nacin, odnosno jednadzbom (2).

Postupak je proveden za 24 h, 48 h i 72 h nakon pocetka pokusa, uz stalno mijeSanje na
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rotacijskoj tresilici. EC2 1 ECso odredeni su jednadzbom (3), kao i za bakterijsku kulturu

Pseudomonas putida. PoCetni uvjeti eksperimenta s Chlorellom sp. prikazani su tablicom 5.

Tablica 5. Pocetni uvjeti za eksperiment ispitivanja ekotoksi¢nosti cijanida primjenom
mikroalge Chlorella sp.
pHo/ - Ty/°C CFUo /stmL  log CFUo /- 0Gy/ -

7,748 23,0 5,87x10° 5,768 0,02
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4. REZULTATI I RASPRAVA

Ispitivanje ekotoksicnosti cijanida provedeno je na bakterijskoj kulturi Pseudomonas
putida 1 mikroalgi Chlorella sp. u trajanju od 72 h i to u uvjetima razlicitih koncentracija
cijanida usporedbom s kontrolnim uzorkom, odnosno uzorkom bez prisutnih cijanida.
Odredene su CFU vrijednosti i izraCunat postotak inhibicije rasta navedenih testnih organizama
te su procijenjene ECzo 1 ECso vrijednosti. CFU vrijednost se odredivala tijekom 24 h, 48 h i 72

h izlaganja. Rezultati su prikazani u nastavku.

4.1. Rezultati testa ekotoski¢nosti s bakterijom Pseudomonas putida

4.1.1. Promjena CFU vrijednosti

CFU vrijednosti odredivane su tijekom vremena izuzimanjem uzoraka razli¢itih koncentracija
cijanida: 100 mg/L, 75 mg/L, 50 mg/L, 25 mg/L, 10 mg/L i 1 mg/L pri razrjedenjima od 10,
CFU vrijednosti izraCunate su koriStenjem jednadzbe (1), brojanjem izraslih kolonija na
hranjivom agaru u Petrijevoj zdjelici prema postupku opisanom u poglavlju 3.5. Slikom 19.
prikazane su Petrijeve zdjelice svih uzoraka nakon inkubacije u termostatu, ukljucujuéi i
kontrolni uzorak, nakon 24 h (slike lijevo), 48 h (slike u sredini) i 72 h (slike desno) od
postavljanja eksperimenta. Proucavanjem slika moze se uociti kako se broj kolonija smanjuje s
vremenom u vecini slucajeva. Koncentracija cijanida utjeCe na brojnost izraslih kolonija u
Petrijevim zdjelicama te se povecanjem koncentracije cijanida u uzorcima broj izraslih kolonija
smanjuje, uz odredena odstupanja od tog pravila. Broj kolonija ovisi 1 o kvaliteti
homogeniziranja uzorka prilikom pripreme decimalnih razrjedenja, §to mozZe biti uzrok ponekih
neocekivanih brojeva kolonija bakterija. Kontrolni uzorak, u kojem nema prisutnosti cijanida,
ima pribliZno isti broj izraslih kolonija u svim vremenima, odnosno nakon 24 h, 48 h172 h od
trenutka postavljanja eksperimenta. Vazno je napomenuti da se pri brojanju ra¢unaju samo

kruzno oblikovane kolonije.
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Slika 19. Prikaz izraslih kolonija bakterije Pseudomonas putida nakon redom s lijeva na
desno 24 h, 48 h i 72 h izlaganja sljede¢im koncentracijama cijanida: a) 100 mg/L; b) 75
mg/L; ¢) 50 mg/L; d) 25 mg/L; e) 10 mg/L; f) 1 mg/L; g) kontrolna proba.
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Vrijednosti svih uzoraka usporedene su s CFU vrijednostima dobivenim za kontrolni uzorak
nakon istog vremenskog perioda. Rezultati su prikazani graficki slikama 20. — 25., preko
ovisnosti log CFU o vremenu. Mjerenja su obavljena prilikom postavljanja eksperimenta,
naznaceno kao 0 h, te u vremenskim intervalima od 24 h, 48 h i 72 h nakon postavljanja
eksperimenta. Narancaste oznake predstavljaju kontrolni uzorak, a plave oznake ispitivani
uzorak s cijanidima. Slika 20. prikazuje ovisnost log CFU o vremenu za uzorak koji sadrzi
koncentraciju cijanida 100 mg/L. Mogucée je uociti nagli pad ve¢ nakon 24 h, nakon ¢ega slijedi
vrlo lagani pad vrijednosti i stagniranje CFU vrijednosti na 5,6 X 107 stanica/mL. S druge
strane, kontrolni uzorak karakteriziran je nesto blazim padom, uz lagano ustaljenje s viemenom
i znatno vi§im CFU vrijednostima (9,8 X 107 stanica/mL). Isti trend vidljiv je i kod
koncentracije cijanida od 75 mg/L na slici 21., a ve¢ kod koncentracije cijanida od 50 mg/L pad
postaje nesto blazi. Takav trend prisutan je i pri koncentracijama 25 mg/L te 10 mg/L.
Smanjenjem koncentracije cijanida uocen je vremenski blazi pad CFU vrijednosti. Jedino
odstupanje od pada uoceno je kod uzorka s koncentracijom cijanida 1 mg/L. lako vrijednost
ispitivanog uzorka gotovo prati vrijednosti kontrolnog uzorka, uocen je blagi rast nakon 72 h.
Uzrok tomu moze biti taj da se bakterija Pseudomonas putida s vremenom pri niskim
koncentracijama cijanida uspjela prilagoditi na pripremljene uvjete. Moguce je da su se nakon
48. h bakterije pocele prilagodavati izloZenosti cijanida, Sto je rezultiralo pove¢anim rastom
bakterijske kulture nakon 72. h. Istrazivanja su pokazala da je rast bakterija prvobitno usporen
zbog prisutnosti cijanida, ali potom slijedi prilagodavanje na uvjete. [48,56] Utjecaj
koncentracije cijanida na brojnost zivih bakterijskih stanica lako je uocljiv te povecanje
koncentracije cijanida u uzorcima ima velik utjecaj na ukupan broj Zivih stanica bakterijske
kulture Pseudomonas putida. Broj Zivih stanica smanjuje se s vremenom i s povecanjem
koncentracije. Najvece smanjenje CFU vrijednosti uoceno je kod koncentracija 100 mg/L 1 75

mg/L.
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Slika 20. Promjena logaritamskog broja ukupnog broja zivih stanica Pseudomonas putida

tijekom 72 h izlaganja koncentraciji cijanida od 100 mg/L.
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Slika 21. Promjena logaritamskog broja ukupnog broja Zivih stanica Pseudomonas putida

tijekom 72 h izlaganja koncentraciji cijanida od 75 mg/L.
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Slika 22. Promjena logaritamskog broja ukupnog broja zivih stanica Pseudomonas putida

tijekom 72 h izlaganja koncentraciji cijanida od 50 mg/L.
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Slika 23. Promjena logaritamskog broja ukupnog broja Zivih stanica Pseudomonas putida

tijekom 72 h izlaganja koncentraciji cijanida od 25 mg/L.
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Slika 24. Promjena logaritamskog broja ukupnog broja zivih stanica Pseudomonas putida

tijekom 72 h izlaganja koncentraciji cijanida od 10 mg/L.
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Slika 25. Promjena logaritamskog broja ukupnog broja Zivih stanica Pseudomonas putida

tijekom 72 h izlaganja koncentraciji cijanida od 1 mg/L.

4.1.2. Inhibicija rasta bakterije Pseudomonas putida

Postotak inhibicije rasta bakterija Pseudomonas putida izracunat je jednadZbom (2) s
cilijem odredivanja utjecaja cijanida na rast bakterijske kulture. Sto je postotak veéi, veéi je i
utjecaj cijanida na bakterijski rast. Inhibicija je izraCunata za sve pripremljene uzorke
koncentracija cijanida nakon 24 h, 48 h 1 72 h. Graficki su inhibicije predo¢ene putem ovisnosti

postotka inhibicije o masenoj koncentraciji cijanida u uzorcima. Slika 26. prikazuje inhibiciju
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rasta nakon 24 h te je uocen konstantan, ali parabolican rast. Najveca inhibicija rasta bakterijske
kulture iznosi 75 % 1 to pri koncentraciji cijanida od 100 mg/L. Ispitivane koncentracije nisu
dovoljno velike za utvrdivanje granice maksimalne inhibicije rasta bakterija, odnosno
vrijednosti inhibicije nakon koje cijanidi viSe nemaju utjecaj na rast bakterijske kulture.
Inhibicija rasta nakon 48 h pokazuje malo odstupanje od ocekivanih rezultata za koncentraciju
1 mg/L, zbog prevelike vrijednosti inhibicije, koja se potom smanjuje prije konacnog rasta
(slika 27.). Koncentracija cijanida od 1 mg/L vrlo je niska pa je moguce da pri toj koncentraciji
cijanidi nemaju toksicni u¢inak na bakteriju, medutim doslo je do efekta hormeze. Hormeza je
pojam koji oznacava odgovor ispitivanog organizma na dozu toksi¢ne ispitivane tvari, pri cemu
niske doze imaju pozitivan ucinak, bez inhibicije. [69] Maksimalan iznos inhibicije nakon 48 h
takoder je pri koncentraciji 100 mg/L i iznosi 46 %. Postotak inhibicije smanjio se u usporedbi
s inhibicijom rasta nakon 24 h. Navedeno ukazuje na mogucénost prilagodbe bakterije
Pseudomonas putida na okruZenje i stres cijanida, $to je prethodno pretpostavljeno i s analizom
CFU vrijednosti. Isti trend vidljiv je i nakon 72 h, prikazan slikom 28. Bakterijska kultura s
vremenom se prilagodava eksperimentalnim uvjetima i sve je manja inhibicija rasta, ali vise
koncentracije ¢ak i nakon 72 h imaju visok postotak inhibicije rasta. Medutim, u ovom slucaju
doslo je do stagniranja inhibicije od koncentracije cijanida 75 mg/L, §to ukazuje na moguce
dosezanje maksimalne koncentracije cijanida koja nakon 72 h ima inhibicijski u¢inak na rast
bakterijske kulture Pseudomonas putida. Odnosno, viSe koncentracije cijanida nakon 72 h ne

predstavljanju prijetnju inhibicije rasta bakterijskoj kulturi Pseudomonas putida.
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Slika 26. Doza odgovor krivulja dobivena nakon 24 h izlaganja bakterije Pseudomonas putida

ispitivanim koncentracijama cijanida.
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Slika 27. Doza odgovor krivulja dobivena nakon 48 h izlaganja bakterije Pseudomonas putida

ispitivanim koncentracijama cijanida.
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Slika 28. Doza odgovor krivulja dobivena nakon 72 h izlaganja bakterije Pseudomonas putida

ispitivanim koncentracijama cijanida.

4.1.3. Procjena EC20 i ECso vrijednosti

ECaz0 i ECso parametri su koji se ¢esto koriste pri odredivanju ekotoksi¢nosti tvari za
odredene organizme. U konkretnom slu¢aju s bakterijskom kulturom Pseudommonas putida,
EC»y oznacava koncentraciju tvari koja uzrokuje odredeni Stetni u€inak na 20 % bakterijske
kulture, dok ECso predstavlja koncentraciju tvari koja izaziva Stetni u¢inak na 50 % bakterijske

kulture Pseudomonas putida. Vrijednosti su odredene linearizacijom eksperimentalnih
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podataka, odnosno postotaka inhibicije ovisno o logaritamskoj vrijednosti ispitivanih masenih
koncentracija cijanida. KoriStenjem jednadzbe pravca, procijenjene su EC2o i ECso vrijednosti,
koje su prikazane u tablici 6. Tablicom su prikazane dobivene vrijednosti ECzo i ECso
procijenjene kao ucinak cijanida na bakteriju Pseudomonas putida. Koncentracija ECso ukazuje
da cijanidi imaju 3tetni u¢inak na 50 % bakterijske kulture pri 29,57 mg/L. Stetni uginak
cijanida na 20 % bakterijske kulture Pseudomonas putida iznosi 5,04 mg/L. Rezultati su u
skladu s prethodno navedenim tvrdnjama iznesenim na temelju odredivanja inhibicije i CFU

vrijednosti.

Tablica 6. Procijenjene ECy 1 ECso vrijednosti dobivene nakon izlaganja bakterije

Pseudomonas putida ispitivanim koncentracijama cijanida.

4.2. Rezultati testa ekotoski¢nosti s mikroalgom Chlorella sp.

4.2.1. Promjena CFU vrijednosti

Promjena CFU vrijednosti mikroalge Chlorella sp. odredena je za uzorke koncentracije
cjjanida od 100 mg/L, 75 mg/L, 50 mg/L, 25 mg/L, 10 mg/L 1 1 mg/L, postupkom opisanim u
poglavlju 3.6. Odredene su pocetne vrijednosti, koje su na grafu predstavljene vremenom 0 h
te 24 h, 48 h 1 72 h nakon postavljanja eksperimenta za sve koncentracije i kontrolni uzorak
kako bi se provela usporedba vrijednosti. Rezultati su prikazani graficki, slikama 29. — 34., na
kojima su prikazane ovisnosti logCFU o vremenu. Narancaste su oznake kontrolnog uzorka, a
plave oznake ispitivani uzorak s cijanidima. Slika 29. prikazuje ovisnost logCFU o vremenu za
uzorak koji sadrzi koncentraciju cijanida 100 mg/L. Vrijednosti logCFU znatno su niZze od
vrijednosti zabiljeZenih za kontrolni uzorak, ali je uoc€en i blagi porast nakon 48 h, §to se moze
pripisati prilagodavanju mikroalge Chlorella sp. na prisutnost cijanida, iako potom slijedi veliki
pad vrijednosti. Mogu¢i uzrok rasta vrijednosti je 1 nejednolika homogeniziranost uzorka
prilikom odredivanja CFU vrijednosti. Isti trend promjene uocen je i za ostale ispitivane
koncentracije cijanida, kod kojih je prisutan pad vrijednosti logCFU s vremenom. Smanjenjem
koncentracije cijanida u uzorcima, smanjuje se i promjena vrijednosti logCFU s vremenom, ali

1 u usporedbi s kontrolnim uzorkom. Pri niskim ispitivanim koncentracijama od 10 mg/L 1 1
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mg/L, CFU vrijednosti su gotovo jednake onima od kontrolnog uzorka. Cijanidi pri tako niskim
koncentracijama nemaju znacajan uc¢inak na rast mikroalge Chlorella sp. Mikroalge su poznate
po sposobnosti bioremedijacije drugih spojeva ukljucujuéi pesticide, ugljikovodike i cijanide,
koje koriste kao izvore ugljika 1 duSika. [59] Sposobnost otpornosti na cijanide, ili
iskoriStavanja cijanida u otpadnim vodama varira medu razlicitim vrstama algi. [59] lako bi rast
mikroalgi mogao biti prvotno usporen od strane cijanida, neke vrste mikroalgi brzo se
prilagodavaju. Takoder, mikroalge se sastoje od ugljikohidratnih struktura koje imaju
sposobnost biosorpcije toksicnih spojeva. [70,71] Dakle, moguée je da pri niskim
koncentracijama cijanida mikroalga Chlorella sp. apsorbira cijanide u strukturu. Kod
koncentracije cijanida od 25 mg/L nakon 48 h dolazi do stabilizacije rasta mikroalgi. Stalna
vrijednost ukazuje na to da se mikroalga Chlorella sp. uspijeva prilagoditi i ovim uvjetima
prisutnosti cijanida. Medutim, kod nesto viSih koncentracija primjecuje se pad vrijednosti CFU,
Sto ukazuje na to da visSe koncentracije cijanida usporavaju, odnosno smanjuju rast mikroalgi.
Ovi rezultati sugeriraju kompleksan utjecaj cijanida na rast mikroalge Chlorella sp., pri cemu

su promjene u rastu osjetljive na promjenu ispitivanih koncentracija i vrijeme izlozenosti.
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Slika 29. Promjena logaritamskog broja ukupnog broja Zivih stanica mikroalge Chlorella sp.

tijekom 72 h izlaganja koncentraciji cijanida 100 mg/L.
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Slika 30. Promjena logaritamskog broja ukupnog broja Zivih stanica mikroalge Chlorella sp.

tijekom 72 h izlaganja koncentraciji cijanida 75 mg/L.
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Slika 31. Promjena logaritamskog broja ukupnog broja Zivih stanica mikroalge Chlorella sp.

tijekom 72 h izlaganja koncentraciji cijanida 50 mg/L.
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Slika 32. Promjena logaritamskog broja ukupnog broja Zivih stanica mikroalge Chlorella sp.

tijekom 72 h izlaganja koncentraciji cijanida 25 mg/L.
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Slika 33. Promjena logaritamskog broja ukupnog broja Zivih stanica mikroalge Chlorella sp.

tijekom 72 h izlaganja koncentraciji cijanida 10 mg/L.
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Slika 34. Promjena logaritamskog broja ukupnog broja Zivih stanica mikroalge Chlorella sp.

tijekom 72 h izlaganja koncentraciji cijanida 1 mg/L.

4.2.2. Inhibicija rasta mikroalge Chlorella sp.

Inhibicija rasta mikroalge Chlorella sp. izracunata je primjenom jednadZzbe (2), koristeci
CFU vrijednosti za uzorke s koncentracijama cijanida od 100 mg/L, 75 mg/L, 50 mg/L, 25
mg/L, 10 mg/L i 1 mg/L tijekom razdoblja od 24 h, 48 h i 72 h. Graficki prikaz ovisnosti
postotka inhibicije 0 masenoj koncentraciji prikazan je putem tri grafa. U prvom grafu (Slika
35.) prikazana je ovisnost postotka inhibicije 0 masenoj koncentraciji cijanida nakon 24 h.
Primjecuje se nedostatak inhibicije pri koncentracijama niZzim od 25 mg/L, nakon cega slijedi
postupan rast postotka inhibicije. Koncentracija od 75 mg/L pokazuje privremeni pad inhibicije,
dok se nagli rast postotka inhibicije opaza s povecanjem koncentracije cijanida na 100 mg/L.
Dakle, za koncentracije ispod 75 mg/L nije uo¢ena znacajna razlika u u€inku na inhibiciju rasta
mikroalge Chlorella sp. Uc¢inak se povecavao s povecanjem koncentracije cijanida, postizuci
maksimalnu inhibiciju od 58 % nakon 24 h. Drugi graf (Slika 36.) prikazuje rezultate nakon 48
h. Sli¢no kao 1 u prethodnom slucaju, niske koncentracije od 1 mg/L 1 10 mg/L cijanida ne
pokazuju znacajan ucinak, dok se s povecanjem koncentracije biljezi postupan rast inhibicije.
Maksimalna inhibicija od 56 % opaZena je pri koncentraciji od 75 mg/L, nakon ¢ega postotak
opada. Cini se da je postignuta maksimalna koncentracija pri kojoj cijanidi utjeu na rast
mikroalge Chlorella sp. Rezultati nakon 72 h (Slika 37.) pokazuju da koncentracija od 75 mg/L
ipak nije dosegnula svoj maksimum u ovom vremenskom razdoblju. Nakon 72 h, prisutna je
inhibicija rasta mikroalge ve¢ i pri 1 mg/L cijanida. Najveca inhibicija rasta mikroalge Chlorella

sp. opazena je nakon 72 h pri koncentraciji cijanida od 100 mg/L, dosezu¢i 71 %. Ovi rezultati
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ukazuju na znacajan utjecaj prisutnosti cijanida na rast mikroalge Chlorella sp., pri cemu

inhibicija rasta postaje znacajna ¢ak i pri nizim koncentracijama, §to sugerira potencijalno velik

toksiéni u¢inak.
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Slika 35. Doza odgovor krivulja dobivena nakon 24 h izlaganja mikroalge Chlorella sp.
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Slika 36. Doza odgovor krivulja dobivena nakon 48 h izlaganja mikroalge Chlorella sp.

ispitivanim koncentracijama cijanida.

41



100
90
80
70 ®
60
50
40 ®
30 )

20
10

INH/ %

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
y/ mg/L

Slika 37. Doza odgovor krivulja dobivena nakon 72 h izlaganja mikroalge Chlorella sp.

ispitivanim koncentracijama cijanida.

4.2.3. Procjena EC20 i ECso vrijednosti

ECz01 ECso takoder su koriSteni za odredivanje ekotoksi¢nosti cijanida. Konkretno, u
slu¢aju mikroalge Chlorella sp., ECyo predstavlja koncentraciju cijanida koja uzrokuje odredeni
Stetni u€inak kod 20 % mikroalge, dok ECso oznacava koncentraciju cijanida koja izaziva Stetni
ucinak kod 50 % mikroalge Chlorella sp. Vrijednosti su odredene linearizacijom
eksperimentalnih podataka, odnosno linearizacijom postotaka inhibicije rasta u ovisnosti o
logaritamskoj vrijednosti masenih koncentracija cijanida. KoriStenjem jednadZzbe pravca,
procijenjene su ECz i ECso vrijednosti. Postupak je isti onomu za bakterijsku kulturu
Pseudomonas putida. Rezultati postupka linearizacije prikazani su tablicom 7. KoriStenjem
jednadzbu pravca, koncentracija ECyo 1 ECso izracunate su i prikazane u tablici. Vrijednost ECso
odreduje koncentraciju cijanida od 43,02 mg/L kao Stetnu za rast 50 % mikroalgi, dok je

koncentracija koja uzrokuje Stetni ucinak cijanida na rast 20 % mikroalgi 9,99 mg/L.

Tablica 7. Procijenjene ECzo 1 ECso vrijednosti dobivene nakon izlaganja mikroalge Chlorella

sp. ispitivanim koncentracijama cijanida.

y / mg/L
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4.3. Usporedba rezultata

Ispitivanje ekotoksi¢nosti cijanida provedeno je eksperimentima na testnim
organizmima, odnosno bakteriji Pseudomonas putida 1 mikroalgi Chlorella sp. Oba
mikroorganizma pokazuju slicne pocetne reakcije na prisutnost cijanida, s padom CFU
vrijednosti pri ¢emu je Pseudomonas putida osjetljivija na nize koncentracije cijanida u
usporedbi s Chlorella sp. Medutim, Pseudomonas putida pokazuje sposobnost prilagodbe na
niske koncentracije cijanida, §to se ocituje blagim rastom CFU vrijednosti nakon 72 h. S druge
strane, Chlorella sp. takoder pokazuje prilagodbu, ali je ta prilagodba osjetljivija na promjene
koncentracije 1 vrijeme izloZenosti. Mikroorganizmi pokazuju razli¢ite obrasce inhibicije rasta
pod utjecajem cijanida. Pseudomonas putida posjeduje prilagodbu na stres uzrokovan
cijanidima, s efektom hormeze pri niskim koncentracijama, dok se kod mirkoalge Chlorella sp.
javlja visok stupanj inhibicije rasta pri vi§im koncentracijama cijanida i ona raste s vremenom.
Bakterija Pseudomonas putida ima viSu inicijalnu inhibiciju (nakon 24 h), $to ukazuje da je u
pocetnim fazama izlaganja bila osjetljivija na cijanide u usporedbi s mikroalgom Chlorella sp.
Medutim, mikroalge su postigle viSu inhibiciju nakon 72 h, §to sugerira da su takoder znacajno
vremena izlaganja. Usporedba ECz01 ECso vrijednosti za Pseudomonas putida 1 Chlorella sp.
pokazuje da cijanidi imaju Stetan ucinak na oba testna organizma ve¢ pri koncentracijama

cijanida nizim od 50 mg/L.
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5. ZAKLJUCAK

Cijanidi, toksi¢ni spojevi poznati po svojoj velikoj reaktivnosti i sposobnosti
bioakumulacije, sve su ucestaliji sudionici u nizu industrijskih procesa. lako su u odredenoj
koli€ini prisutni i1 u prirodi, ljudsko djelovanje 1 industrijski procesi znatno su doprinijeli
ispustanju raznih spojeva cijanida u komponente okoliSa, odnosno u tlo, zrak i vodu. Glavni
izvori cijanida u vodi su cijanidi dospjeli iz otpadnih industrijskih voda. Osim §tetnog uc¢inka
na okoli$, prisutna je i opasnost za zive organizme, pa tako i za ljude. Cijanide je nuzno
pravovremeno detektirati, kako bi se ukloniti iz otpadnih voda i tako oc¢uvala sigurnost voda 1
vodenih organizama. Ovaj rad bavi se ispitivanjem ekotoksi¢nosti cijanida u vodama.
Ispitivanje ekotoksi¢nosti u ovome radu provedeno je na dva testna organizma — bakteriji
Pseudomonas putida 1 mikroalgi Chlorella sp. Ispitivane koncentracije cijanida bile su: 100
mg/L, 75 mg/L, 50 mg/L, 25 mg/L, 10 mg/L 1 1 mg/L. Prije provedbe eksperimenata uzgojene
su bakterijska kultura i mikroalge u potrebnim uvjetima temperature i pH — vrijednosti. Tijekom
eksperimenata odredivane su CFU vrijednosti, na temelju kojih su izracunati postotci inhibicije
rasta bakterije Pseudomonas putida i mikroalge Chlorella sp. u trajanju od 72 h. Vrijednosti
ECz0 1 ECso procijenjene su na temelju podataka dobivenih tijekom provedbe eksperimenta.
CFU vrijednosti pokazuju da s povecanjem koncentracije cijanida dolazi do znacajnog
smanjenja broja Zzivih stanica Pseudomonas putida. Najveée smanjenje CFU vrijednosti
opazeno je kod koncentracija 100 mg/L 1 75 mg/L, koje ukazuje na visoku osjetljivost na
cijanide. Odredivanjem CFU vrijednosti za mikroalgu utvrdeno je da nize koncentracije
cijanida (10 mg/L 1 1 mg/L) nemaju zna¢ajan utjecaj na rast mikroalge, ali viSe koncentracije
uzrokuju pad broja zivih stanica. Inhibicija rasta bakterijske kulture najveca je pri koncentraciji
100 mg/L nakon 24 h, u iznosu od 75 %. Postotak inhibicije smanjuje se s vremenom, $to
sugerira na efekt hormeze pri nizim koncentracijama, ali visoke koncentracije cijanida i dalje
imaju znacajan utjecaj. U slucaju mikroalge Chlorella sp., prisutan je slian trend, gdje niZe
koncentracije ne uzrokuju znacajnu inhibiciju, a najvec¢a inhibicija od 71 % opazena je pri
koncentraciji cijanida od 100 mg/L nakon 72 h. ECy 1 ECso vrijednosti takoder potvrduju
visoku osjetljivost bakterije Pseudomonas putida na cijanide, pri cemu ECsg iznosi 29,57 mg/L,
a ECyo iznosi 5,04 mg/L. Ove vrijednosti ukazuju na to da cijanidi imaju Stetan ucinak na
bakteriju ve¢ pri relativno niskim koncentracijama. Za mikroalgu Chlorella sp. te su vrijednosti
nesto vece 1 ECso iznosi 43,02 mg/L, a vrijednost ECyo iznosi 9,99 mg/L. Cijanidi imaju
znacCajne Stetne ucinke na bakteriju Pseudomonas putida 1 mikroalgu Chlorella sp. te time 1
potencijalni rizik od Stetnog u¢inka u vodenim ekosustavima. Rezultati naglasavaju potrebu za

strogim pra¢enjem i regulacijom ispustanja cijanida u prirodne vodene povrsine.
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6. POPIS OZNAKA I SIMBOLA

BPK — biokemijska potrosnja kisika [g]

CFU - broj zivih stanica bakterije (eng. Colony Forming Units) [stanica/mL]

ECyo — efektivna a koncentracija koja izaziva negativan utjecaj na 20 % ispitivane populacije
[mg/L]

ECso— efektivna a koncentracija koja izaziva negativan utjecaj na 50 % ispitivane populacije
[mg/L]

ICP-MS — masena spektrometrija s induktivno spregnutom plazmom

INH - inhibicija rasta [%]

K —broj velikih kvadrata Thomine komorice

KPK — kemijska potrosnja kisika [g]

LCso— koncentracija tvari u okoliSu koja je smrtonosna za 50% testiranih organizama

LOEC — najniza koncentracija tvari pri kojoj se primjecuju statisti¢ki znac¢ajni Stetni ucinci na
testiranom organizmu

m — broj prebrojanih stanica
N —ukupan broj zivih stanica mikroalgi u 1 mL [st/mL]
n —razrjedenje

NOEC — najvisa koncentracija tvari pri kojoj se ne primjecuju statisticki znacajni Stetni ucinci
na testiranom organizmu

OG — opticka gustoca
T — temperatura [°C]
t — vrijeme [h]

A —valna duljina [m]

y — masena koncentracija [mg/L]
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