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1.UvVOoD

Fitoplankton je velika skupina jednostani¢nih mikroorganizama koji je zasluZzan za najveci
udio primarne produkcije u vodenom okolisu. U danasnje vrijeme fitoplankton se sve vise
koristi kao modelni organizam u istraZivanjima, te zbog svojih jedinstvenih znacajki pronalazi
primjenu u podrucju biotehnologije. U vodenom okolisu razliCiti uzrolnici stresa
(antropogena aktivnost) utjecu na rast i adaptaciju stanica fitoplanktona $to moZe kaskadno
utjecati na visi nivo hranidbenog lanca. Kao modelni jednostani¢ni organizam u ovom radu
koriStena je monokultura morskog fitoplanktona Dunaliella tertiolecta (D. tertiolecta) koja
se kontinuirano uzgaja ve¢ dugi niz godina u laboratoriju, kao standard za elektrokemijsku
karakterizaciju uzoraka prirodnih voda za potrebe monitoring programa. Stanica Dunaliella je
»gola“, tj. posjeduje samo staniénu membranu, te je stoga osjetljiva na promjene u okolisu,
koje ¢e se prvo manifestirati na njenoj vanjskoj membrani. Svojstva stanicne membrane su
od presudne vaZnosti za istraZivanje procesa adhezije na modelnoj medupovrsini
elektroda/vodena otopina elektrolita. U ovom radu ispitan je rast monokulture stanica
D. tertiolecta u uvjetima rasta kod viSeg i niZzeg saliniteta, te kako se ta promjena u nacinu
uzgoja stanica odrazava na svojstva adhezije stanice na elektrodu i na lipidni profil
cjelokupnog stani¢nog sadrzaja stanice na molekularnom nivou. Rezultati ovoga rada
doprinijet ée razumijevanju ponasanja stanica fitoplanktona u uvjetima stresa u vodenom
okolisu na staniénom i molekularnom nivou te u cilju predvidanja njene sudbine u moru.

U radu ¢e se primijeniti elektroanaliticke metode polarografije i kronoamperometrije na
kapajuéoj zivinoj elektrodi (KZE) u cilju ispitivanja svojstva adhezije stanice na modelnoj
povrsini. Nadalje, tankoslojnom kromatografijom ¢e se odrediti sastav i koncentracija glavnih
skupina lipida u stanicnom materijalu Sto moze doprinijeti dinamici medupovrsinskih

procesa (adheziji) stanice na elektrodi.



2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Morski fitoplankton: D. tertiolecta

Morski fitoplankton (alga) je klju€ni faktor u primarnoj proizvodnji i morskom ekosustavu u
cjelini.! Gotovo polovica primarne proizvodnje te vise od polovice proizvedenog kisika na
Zemlji pripisuje se morskom fitoplanktonu.2 Fitoplankton sudjeluje u globalnim ciklusima
elemenata: ugljika, fosfora, dusika, silicija i sumpora u moru.? Jednostani¢na, zelena alga
D. tertiolecta taksonomski je klasificirana u odjel Chlorophyta-zelene alge, razred
Chlorophyceae, red Volvocales, porodica Chlamydomonaceae, rod Dunaliella, vrsta
Dunaliella tertiolecta.” Stanice Dunaliella su veéinom radijalno simetri¢ne. Oblik stanice
varira od elipsoidnog pa sve do sfericnog oblika. Stanice D. tertiolecta nemaju stani¢nu
stijenku, ve¢ samo fleksibilnu stani¢nu membranu, pa se ¢esto nazivaju ,golim stanicama®“.
Elektronskim mikroskopom je odredena debljina membranske ovojnice D. tertiolecta od 9
nm.> Takvoj relativno velikoj debljini membrane vjerojatno doprinosi visoki sadrzaj
glikoproteina $to je identificirano kationskim bojanjem (Ruthenium Red, Alcian Blue).®
Izolacijom plazma membrane D. tertiolecta vizulizirano je na povrsini mnostvo globularnih
struktura visine 5-15 nm $to vjerojatno doprinosi debljini membrane.” DuZina stanice je
izmedu 6 um i 10 um, ima aktivno kretanje s dva bi¢a te spada u skupinu nanoflagelata.
Stanica D. tertiolecta je Siroko rasprostanjena u vodenom sistemu, tj. od morskih do
slatkovodnih voda, $to je posljedica visoke tolerancije rasta u $irokom rasponu saliniteta.®
Slika 1 prikazuje poprecni presjek stanice D. tertiolecta elektronskim mikroskopom. Vidljivo
je da je Golgijev aparat koji transportira tvari prema periferiji stanice vrlo aktivan po brojnim

vezikulama.



Slika 1. Elektronsko-mikroskopska snimka prereza kroz
D. tertiolecta (poveéanje 18000:1); 1-baza bica, 2-plazma membrana,
3-Golgijev aparat, 4-vezikule, 5-vaukola, 6-jezgra,
7-mitohondrij, 8-kloroplast
(preuzeto iz: Svetlicic i sur., 2001).°

Stanice Dunaliella su halotolerantne i nalazimo ih u morskoj vodi, solanama, pa cak i
zasi¢enim slanim vodama kao u Mrtvom moru u lzraelu. S obzirom da stanica Dunaliella
tolerira Sirok raspon saliniteta, pH, intenzitet svjetla i temperature zbog tih je znacajki u
srediStu interesa za temeljna i biokemijska istrazivanja. Do sada vedéina studija na stanici
Dunaliella ukljucivale su istraZivanja vezana za proizvodnju, ekstrakciju i izolaciju bioaktivnih
komponenti (glicerol, karotenoidi, masne kiseline) te njihov potencijal kao izvor biogoriva.10
Naime, neke mikroalge uslijed stresnih uvjeta uzgoja, (npr. manjak hranjivih tvari dusika ili
silicija) kao odgovor akumuliraju neutralne lipide koji se mogu nakon ekstrakcije prevesti
trans-esterifikacijom s metanolom u biodizel. Objavljena je nekolicina radova o proizvodniji

11-1 .
* S obzirom da

biogoriva iz fitoplanktonskih kultura te isplativosti takve proizvodnje.
Dunaliella obiluje pigmentima B-karotena koji su takoder od vaznosti za ljudsko zdravlje,
zadnjih godina se istrazuje biotehnoloski potencijal u svrhu proizvodnje sredstava za zastitu

od UV zragenja."*



U vodenom okolisu uslijed antropogene aktivnosti postoje razli¢iti uzrocnici stani¢nog stresa,
npr. promjena saliniteta, pH, temperature, nedostatak hranjivih tvari, prisutnost nanocestica
i raznih organskih zagadivala (kapljica nafte) koji mogu utjecati na rast i adaptaciju stanica
fitoplanktona, Sto se moZe kaskadno manifestirati na visi nivo hranidbenog lanca. Stanica
Dunaliella je ,gola“, te je stoga osjetljiva na promjene u vodenom mediju, koje ¢e se prvo
manifestirati na njenoj vanjskoj membrani, tj. biomedupovrsini. Biomedupovrsina je vanjska
granica faza stanice prema mediju, te tako prva u kontaktu s mogucim uzrocnicima stresa.
Dosadasnja istrazivanja su pokazala da stanice fitoplanktona u uvjetima stresa u vodenom
okolisu mogu reagirati promjenom povrsinskih svojstava membrane ili stani¢ne stijenke, ili
fizioloSki lu¢enjem ekstracelularnih biopolimera, lipidnih vezikula ili lipidnih kapljica sintezom

15,16

bioloski vaznih molekula (masnih kiselina, lipida, glicerola). Najc¢es¢a promjena

zamijeéena prilikom smanjenja temperature u okoliSu je veéa zastupljenost nezasi¢enih

1718 Yoteno je i skracivanje lanaca masnih kiselina.™® Promjena saliniteta u

masnih kiselina.
vodenom okoliSu mozZe dovesti do poveéanja koncentracije lipida. Zamijeceno je da je
povecanje saliniteta kod uzgoja alge Amphora subtropica, te smanjenje saliniteta kod uzgoja
Dunaliella sp. dovelo do povecéanja koncentracije lipida oko dva puta.?® U slu¢aju nedostatka
hranjivih tvari, rast stanica je znatno sporiji zato $to se koriste masne kiseline za stvaranje
skladisnih lipida npr. triglicerida umjesto za stvaranje novih membrana. Unato¢ tome, neke
alge u takvim uvjetima udvostruéuju sadrzaj lipida u stanici.'’

Membrane su asimetri¢ne, fluidne i permeabilne strukture koje sprijecavaju izlazak molekula
proizvedenih u stanici, kao i ulazak neZeljenih molekula u stanicu. Sadrzavaju transportne
sustave koje im daju svojstvo selektivne permeabilnosti. Zahvaljujuéi transportnim
sustavima, stanica se moze opskrbiti Zeljenim molekulama kao i odstraniti nezeljene
molekule.

Membrane se sastoje od dvosloja lipida i proteina te ugljikohidrata vezanih na njih. Lipidi kao
biomolekule imaju razli¢itu ulogu u stanici; mogu sluziti kao zaliha energije, kao gradivne
komponente membrana, te kao signalne molekule ili glasnici u prijenosu signala. U morskim
mikroorganizmima sadrzaj lipida ovisi o starosti organizma, o fizioloSkom stanju, te o
ekoloskim faktorima (npr. dostupnost hrane).?! Fosfolipidi su esencijalni sastojci membrana
gdje, kao i steroli, obnasaju strukturnu funkciju. Steroli su neutralni lipidi koji su odgovorni za
regulaciju membranske fluidnosti i utjecu na membranske funkcije i enzime vezane s

22 . T v . - .. v s . .
membranama.”® Glikolipidi sadrZe jednu ili dvije molekule Secera vezanih na glicerol.

4



Glikolipidi zajedno s fosfolipidima predstavljaju glavne lipide bioloskih membrana. Posebno
su rasprostranjeni u membranama eukariotskih stanica.”? Glikolipidi se opcenito nalaze na
izvanstani¢noj strani membrana, gdje im je funkcija odrzavanje stabilnosti membrane i

olak$avanje interakcija medu stanicama.

2.2. Metode

2.2.1. Elektrokemijska metoda

Polarografija na KZE je elektrokemijska metoda koju je prvi primjenio J. Heyrovsky §to je
dovelo do naglog razvoja elektroanalize. J. Heyrovsky je za to okri¢e dobio Nobelovu nagradu
1959. godine.’* U polarografiji pobuda je linearna promjena potencijala na radnoj elektrodi u
vremenu, dok je odziv ovisnost struje o primjenjenom potencijalu. Kronoamperometrija je
elektrokemijska metoda gdje je pobuda konstantan potencijal na kojem dolazi do elektrodne
reakcije, a odziv je ovisnost struje o vremenu. U prisutnosti elektroaktivne vrste u mjernoj
otopini kao npr. otopljenog kisika dolazi do redoks procesa na medupovrsini.
U luznatom mediju (pH=8,2), kisik kao elektroaktivna vrsta reducira se u dva stupnja:

O, + 2H,0 - H,0, + 20H E=0od0Vdo-0,2V (1)
H,0, + 2e” - 20H E= od-0,6 Vdo 1,3V (prema NKE) (2)
Metode koje koriste Zivinu elektrodu su od velike vaznosti za istraZivanje membrana zbog
jedinstvene prednosti Zive kao tekuce i vodljive povrSine koja idealno oponasa fluidnu
medupovrsinu poznatih povrSinskih svojstava. Elektrokemijska detekcija temelji se na
medupovrsinskim svojstvima, hidrofobnosti i supramolekularnoj organizaciji ¢estica, a ne na
kemijskom sastavu.” Kronoamperometrija na KZE u prisutnosti kisika ima moguénost
direktnog razlikovanja adsorpcije otopljene organske tvari od adhezije organskih cestica
(kapljica, stanica, lipidnih vezikula) dok se anorganske &estice pri tome ne detektiraju.?®%
Adsorpcija organskih molekula na elektrodi uzrokuje smanjenje gradijenta povrSinske
napetosti na medupovrsini, a time i vrtloZznih strujanja Sto se biljezi kumulativho kao
postupno snizenje struje redukcije kisika tijekom Zivota Zivine kapi.30 Na slici 2 shematski je
prikazana adsorpcija biopolimera i njezin utjecaj na struju redukcije kisika na KZE. Adhezija
povrsinski-aktivnih mikroéestica na elektrodi biljezi se kao dobro definirani signal prianjanja
koji nastaje kao posljedica potiskivanja naboja dvosloja, Sto je pojednostavljeno prikazano na
slici 2. U nacelu prije dolaska cestice do elektrode, struja je kontrolirana vrtloZznim

transportom. Prilikom slu¢ajnog sudara Cestice s elektrodom, na povrsini se stvara lokalna



mrlja niZe povrsinske napetosti koja se Siri prema mjestu vece napetosti povrSine. To
uzrokuje turbulenciju u sloju otopine u blizini elektrode i dopremu elektroaktivne vrste
(kisika) do povrsine, Sto se ocitava kao nagli porast struje. Nakon sudara, Cestica se razlije po
elektrodi, smanjuje se povrSinska napetost a time i vrtloZna strujanja i doprema
elektroaktivne vrste, Sto rezultira snizenjem struje redukcije kisika na kraju svakog signala.
Amplituda signala prianjanja odraZava veli¢inu Cestice dok je brojnost signala prianjanja

93132 Moguée je detektirati meke

odraz koncentracije cCestica u mjernoj otopini.
mikrometarske Cestice u podrudju veli¢ine 1-500 pum i koncentracije 10°-10° Cestica/L.
Kronoamperometrijska metoda omogucduje jednostavnu i brzu analizu uzorka (100 sekundi)
te nema predobrade uzorka (npr. filtriranja, bojanja, fiksiranja) kako bi se sacuvala
heterogena distribucija i primarna struktura organskih ¢estica u morskoj vodi. Osim direktne
karakterizacije uzoraka morske vode ili suspenzije mekih cestica (organskih kapljica, stanica,
lipidnih vezikula), metoda je prikladna za analizu pojedinacnih Cestica (engl. ,single particle
analysis”) u smislu volumena kapljice, kontaktne povrsine, broja molekula u monosloju,

detekcija specificnih elektrostatskih interakcija, kinetike procesa.7’ 3336

biopolimeri

Struja/pA
| kontrola

adsorpcija

T Vrijeme/s

povrsinski-aktivne Cestice
Struja/uA

adhezua

snrenje

Vrijeme/s

Slika 2. Shematski prikaz adsorpcije polimera i adhezije stanica te
njihov utjecaj na struju redukcije kisika na KZE
(preuzeto iz: Svetli¢i¢ i sur., 2006).>”



2.2.1.1. Kapajuca zivina elektroda

Ziva ima $iroku upotrebu u elektroanalitickoj kemiji bilo kao radna ili referentna elektroda
drugog reda. Vazna znacajka zZivine elektrode je veliki prenapon izludivanja vodika na Zivi u
odnosu na druge krute elektrode,®® $to omogucava njenu upotrebu u Sirokom podrudju
potencijala: u kiselim otopinama do -1,0 V (prema zasi¢enoj kalomel elektrodi, ZKE),
a u neutralnim otopinama do -2,6 V (tj. do raspada vode).*® Glavni nedostatak Zivine
elektrode je relativno nizak potencijal oksidacije Zive kod 0,4 V (prema ZKE) pri ¢emu se Ziva
otapa i nastaju Hg(l) ioni. Stoga Ziva se moze koristiti za pracenje oksidacije elektroaktivnih
vrsta koje se oksidiraju do potencijala od oko 0,4 V. Otrovnost Zivinih para zahtijeva posebne
postupke zastite na radu.

Ziva se nalazi u tekuéem stanju u Sirokom temperaturnom podrudju tako da se mogu
prirediti elektrode razli¢itog oblika, od tankih filmova do viseéih, sjedecih i periodicki
obnovljivih kapi. Kapajuéa Zivina elektroda (KZE) ima idealno glatku, homogenu i kemijski
inertnu povrsinu hidrofobnog karaktera, Cije periodi¢no kapanje u pravilnim vremenskim
intervalima omogucuje neovisna elektrokemijska mjerenja na obnovljivoj elektrodi.
Kapajuda Zivina elektroda sastoji se od staklene kapilare koja je povezana fleksibilnom cijevi s
rezervoarom za zivu. Zbog tlaka Zivinog stupca kroz kapilaru protjece Ziva. Na otvoru kapilare
stvara se kap koja nakon sto dosegne odredenu veli¢inu pada u mjernu otopinu. Promjenom
visine stupca Zive mijenja se tlak potiskivanja Zive kroz kapilaru, a time i brzina istjecanja Zive.
Ziva potisnuta tlakom Zivinog stupca oblikuje se na vrhu kapilare kao kap prakti¢ki pravilnog
kuglastog oblika (slika 3a). Kap se drzi na otvoru zbog povrsine napetosti. Kada masa kapi
poraste toliko da je napetost povrsine vise ne moZe zadrzati, kap otpadne u ¢eliju s mjernom
otopinom. Svake dvije sekunde formira se na otvoru kapilare nova kap Zive koja je jednaka
prethodnoj. Prije otkidanja Zivine kapi povrsina kapi dostize maksimalnu vrijednost (4,7 mm?,
slika 3b). Mjerenja se mogu ponoviti u istoj otopini vise puta jer je promjena koncentracije u

glavnini otopine zanemariva zbog male povrsine KZE.
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Slika 3. a) Otvor staklene kapilare s Zivinom kapi (stvarni promjer Zivine
kapi je oko 1,2 mm); b) periodi¢na promjena povrsine Zivine kapi.

2.2.1.2. Elektri¢ni dvosloj

Kada se KZE uroni u vodenu otopinu elektrolita te narine potencijal, stvara se nabijena
medupovrsina elektroda/elektrolit. Uredenje iona i dipola molekula vode koji se nalaze na
medupovrsini elektroda/otopina naziva se elektricnim dvoslojem. Elektri¢ni dvosloj nastaje
kao rezultat ravnoteZze izmedu sila u elektricnom polju i nereda uzrokovanog termalnim
kretanjem iona. Postoji nekoliko klasi¢nih modela elektri¢cnog dvosloja. U sustini naboj po
jedinici povrSine elektrode kompenziran je suviskom jednako velikog naboja suprotnog
predznaka od strane otopine. Suvisak naboja suprotnog predznaka od strane otopine
podijeljen je na ione koji kompenziraju naboj povrSine na udaljenosti dimenzije molekule i
ione Ciji visSak postupno opada prema unutrasnjosti otopine (difuzni sloj). Kompaktni sloj
specifi¢no adsorbiranih iona osnovnog elektrolita (pr. klorida) i orijentiranih dipola molekula
vode nalazi se tik uz elektrodu i predstavlja unutarnju Helmholtzovu ravninu (IHP, slika 4). Na
nju se nadovezuje vanjska Helmholtzova ravnina (OHP) koja se sastoji od hidratiziranih

. . . 4
kationa, aniona i molekula vode.*
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Slika 4. Shematski prikaz strukture elektricnog dvosloja u
prisutnosti specifi¢cne adsorpcije aniona
(preuzeto iz: Bard, Faulkner, 1980).%

Debljina i struktura elektriénog dvosloja ovisi o ionskoj jakosti i sastavu elektrolita. Struktura
dvosloja utjeCe na brzinu elektrodne reakcije. Da bi elektroaktivna cestica sudjelovala u

elektrodnom procesu mora se pribliziti elektrodi na udaljenost OHP.

2.2.1.3. Elektrokapilarna krivulja

Mijenjanjem narinutog potencijala na KZE dolazi do promjene medupovrsinskih svojstava u
smislu gustoce povrsinskog naboja i napetosti medupovrsine elektroda/elektrolit (slika 5). Ta
medupovrsinska svojstva na elektrodi utjecu na termodinamiku i kinetiku medupovrsinskih
procesa (adsorpcije, adhezije) na KZE. Elektrokapilarna krivulja paraboli¢nog oblika prikazuje
ovisnost napetosti medupovrsine elektroda/elektrolit o narinutom potencijalu.24 Maksimum
u elektrokapilarnoj krivulji zove se elektrokapilarni maksimum ili izoelektri¢na tocka jer je

povrsinska gustoc¢a naboja na Zivi nula i prema tome nema dvosloja (slika 5).
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Slika 5. Ovisnost povrsinske napetosti i povrsinske gustoce
naboja o potencijalu na medupovrsini zZiva/0,1 mol dm™ Nacl.

2.2.1.4. Mehanizam adhezije stanice na nabijenoj elektrodi

Istrazivanje procesa adhezije i Sirenja na nabijenoj Zivinoj elektrodi prvotno je ispitano na
modelnim sistemima dispergiranih kapljica organskih tekucina (ugljikovodika), za koje
postoje literaturni podatci o napetostima na medupovréinama® s ciljem da se metoda
verificira, te istraze termodinamicki uvjeti u kojima se proces odvija spontano. Dobiveno je
dobro slaganje izmedu eksperimentalno odredenih kriticnih medupovrsinskih napetosti
adhezije ugljikovodika na Zivinoj elektrodi i izraCunatih vrijednosti putem Young-Dupré
izraza. Spontanost procesa adhezije i Sirenja ovisi o medupovrsinskim napetostima na tri faze
u kontaktu (organska kapljica-Ziva-voda). Svaka interakcija kapljice s nabijenom povrsinom
Zive nece rezultirati adhezijom i Sirenjem po povrsini. Po povrsini ¢e se razliti samo one
kapljice za koje je AG<0. Promjena Gibsove energije dana je izrazom izvedenim u skladu s

jednadzibom Young—Dupré“;
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—AG = A(Y12-Y13-Y23) (3)
gdje je A specifi¢na povrsina, y12, V13 i V23 su medupovrsinske napetosti Ziva/vodena otopina,
Ziva/nepolarna organska tekucina i nepolarna organska tekudina/vodena otopina. lzraz u

zagradi predstavlja koeficijent Sirenja, S135."

S132 = V12 — V13 — V32 (4)

Kada je S>0 dolazi do spontanog $irenja kapljice po medupovrsini. Sto je koeficijent Sirenja
vedi (blizina elektrokapilarnog maksimuma), proces je brZi. Kada je S=0, postignuti su kriti¢ni
uvjeti da dode do adhezije i Sirenja kapljica po medupovrsini ali je proces spor.
Ova saznanja su omogudila da se ispita adhezijsko ponaSanje sistema vedeg stupnja
kompleksnosti kao npr. suspenzija Zivih stanica. Slika 6 ilustrira predloZeni mehanizam
adhezije i Sirenja stanice fitoplanktona na pozitivno nabijenoj medupovrsSini. Stanica
fitoplanktona dolazi u neposrednu blizinu nabijene medupovrsine te uslijed jakih privlacnih
sila dolazi do uspostave izravnog kontakta stanice i elektrode (tj. prianjanja). Stanica se
deformira, kontaktna povrSina raste, membrana postaje permeabilzirana. Kada brojnost i
velicina pora dosegne neku kriti€nu vrijednost, dolazi do oslobadanja i Sirenja
unutarstanicnog materijala te do nastanka filma na elektrodi. Adhezijom stanice na
elektrodu i njenim Sirenjem dolazi do potiskivanja naboja dvosloja te uspostave
kompenzirajuce struje Sto predstavlja vremenski dobro definirani amperometrijski odziv tj.
signal prianjanja stanice koji traje svega nekoliko milisekundi. Struja potiskivanja naboja (/p)

definirana je izrazom:

dA
ID = EO’E (5)

dA . v e . .
—, - bromjena povrsine Zivine kapi u vremenskom intervalu

o - gustoca povrsinskog naboja na Zivinoj elektrodi
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Analizom signala prianjanja stanica, nedavno je postignut napredak u razumijevanju
dinamike procesa adhezije i Sirenja na nabijenoj elektrodi. Razvojem i primjenom reakcijsko-
kinetickog modela viSestupanjskog procesa na signale prianjanja stanica omogucena je
ekstrakcija kinetickih parametara procesa. Ujedno, matematicki je omoguceno da se
vremenski rekonstruira transformacija mekih Cestica na elektrodi, Sto daje uvid u mehanizam

adhezije na medupovréini.7’34’35

O e e R DR

c d
______ “h.__—:__—-: o o ST o s
*ARE S Lok 2 XA S + +

Slika 6. Mehanizam prianjanja i Sirenja stanice alge po
nabijenoj medupovrsini
(preuzeto iz: Ivosevi¢ DeNardis i sur., 2015).”

2.2.2. Kromatografija

Kromatografija je fizikalna metoda separacije u kojoj se sastojci raspodjeljuju izmedu dviju
faza. Jedna faza je nepokretna (stacionarna) dok je druga faza pokretna (mobilna).
Nepokretna faza mozZe bit gel, krutina ili tekucina jednoliko rasporedena na ¢vrstom nosacu.
Pokretna faza moze biti plin, tekucina ili fluid. Prema obliku kromatografske podloge dijelimo
ih na kolonsku (kromatografija na stupcu) i plosSnu kromatografiju. Kod kolonske
kromatografije stacionarna faza je nanesena na usku cijev kojom se krece mobilna faza pod
utjecajem gravitacije ili tlaka, a razdvajanje se vrsi eluiranjem. Kod plosne kromatografije

stacionarna faza nanesena je na ravnu plohu ili pore papira, a mobilna faza prolazi kroz
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stacionarnu pod utjecajem kapilarnih sila ili gravitacije. Kod plosne kromatografije
upotrebljava se tehnika frontalne analize.

Prema mehanizmu odvajanja kromatografske tehnike dijele se na: adsorpcijsku
kromatografiju, razdjelnu kromatografiju, ionsko-izmjenjivacku kromatografiju,
kromatografiju isklju¢enjem i afinitetnu kromatografiju. Kao rezultat kromatografije nastaje
kromatogram koji predstavlja grafic¢ki prikaz odnosa odziva detektora, koncentracije sastojka
ili neke druge veli¢ine koja se uzima kao mjera za koncentraciju sastojka, prema vremenu
potrebnom da sastojak prode kroz stacionarnu fazu sustava. Kromatografska krivulja ili pik
prikazuje dio kromatograma u kojem je obiljezen odziv detektora pri ispiranju jednog
sastojka iz kolone. Ako Zelimo napraviti kvalitativnu analizu odreduje se poloZaj pika, a za

kvantitativnu analizu visina ili povrsina pika.

2.2.2.1. Tankoslojna kromatografija

Tankoslojna kromatografija je ploSna tehnika tekucinske kromatografije koja omoguduje
istovremenu analizu viSe uzoraka. lIzvodi se na plohi na koju je nanesen sloj sorbensa
(silikagel, celuloza). Nakon sto je otopljeni uzorak nanesen ploca se stavlja u komoru
zasi¢enu parama otapala. Zasi¢enost se postize filter papirom namocenim u razvijac koji se
nalazi uz stijenku komore za razvijanje. Otapalo prolazi kroz stacionarnu fazu pod
djelovanjem kapilarnih sila pri ¢emu dolazi do odjeljivanja sastojaka uzorka. Sastojci se
detektiraju prskanjem s reagensom, fluoresecencijom pod UV svjetlom ili gasenjem
fluorescencije ako je nepokretnoj fazi dodan reagens koji fluorescira.

Kvalitativna analiza provodi se tako da se polozaji odjeljenih sastojaka usporeduju s
polozajem standarda koji se obi¢no razvijaju paralelno s uzorcima. Za kvantitativnu analizu
mjeri se intenzitet obojenja detektirane mrlje, fluorescencije ili gasenje fluorescencije
denzitometrom. Ova se kromatografska tehnika moze povezati i s plameno ionizirajuc¢im i
plameno fotometrijskim detektorom, $to je korisno u analizi organskih spojeva, ukljucujuéi i

lipida u prirodnim vodama, tj . u moru.*

13



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Instrumentacija

Elektrokemijska mjerenja napravljena su na polarografskom analizatoru Princeton Applied
Research, model 174A koji je bio povezan s racunalom. Kartica DAQ Al-16-XE-50 (National
Instruments) omogudila je prihvat analognih podataka, dok su dobiveni podaci analizirani
koriStenjem aplikacije koja je razvijena u LabView 6,1 programu.

Stanice fitoplanktona uzgajane su u termostatiranoj vodenoj kupelji s mijesSanjem GFL 1086.
Stanice su odvojene od hranjive podloge koristenjem centrifuge HiCen 21, Herolab. Gustoéa
stanica fitoplanktona odredena je pomocu epifluorescencijskog mikroskopa Olympus, BX 51 i

hemacitometra Fuchs-Rosenthal, Fein-Optik Jena, Germany, dubine jaZice 0,2 mm.

Kako bi se napravila kvalitativna i kvantitativna karakterizacija lipida koriStena je tankoslojna
kromatografija s plameno ioniziraju¢im detektorom (TLC-FID). Uredaj IATROSCAN MK-VI

(latron, Japan) koristi protok vodika 160 mL/min i zraka 2000 mL/min.

3.2. Celija i elektrode

Elektrokemijska mjerenja napravljena su u standardnoj Methromovoj ¢eliji volumena 50 mL.
Sustav je troelektrodni i sastoji se od:

radne elektrode - kapajuéa Zivina elektroda (KZE)

referentne elektrode - Ag/AgCl (0,1 M NaCl)

protuelektrode - platinska Zica

Mjerenja su napravljena na kapajucoj Zivinoj elektrodi s vremenom Zivota kapi 2,08 s (kod
potencijala -0,3 V), protokom Zive kroz kapilaru 6,1 mg/s uz visinu stupca Zive 36 cm.
Maksimalna povrsina Zivine kapi je 4,7 mm?. Referentna elektroda Ag/AgCl sadrzavala je 0,1
mol dm™ NaCl, a od mjerene otopine bila je odvojena keramitkom fritom. Potencijal je

izrazen s obzirom na referentnu elektrodu Ag/AgCl (0,1 mol dm™ Nacl).
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3.3. Kemikalije

Koristene su slijedec¢e kemikalije:

- Natrij klorid (NaCl) Kemika p.a.
- Natrij hidrogenkarbonat (NaHCO5) Kemika p.a.
- Ziva (Hg) Kemika p.a.
- Formaldehid (CH,0) 36% Kemika p.a.

NaCl je prociséavan Zarenjem 5 sati na temperaturi od 450°C da se uklone organske
necisto¢e. Metalna Ziva koristena u radnoj elektrodi dodatno je filtrirana kroz naborani filter
papir kako bi se uklonili tragovi oksida. Voda koja se koristila u eksperimentalnom radu
dobivena je prociséavanjem bidestilirane vode kroz sistem Millipore-MilliQ (sadrZaj otopljene
organske tvari nalazi se u granicama 100-200 pg/L, vodljivost ~18 MQ/cm). Posebno Cisti

dusik koristen je u radu za uklanjanje kisika iz otopine elektrolita.

3.4. Priprema otopina

Elektrokemijska mjerenja napravljena su u osnovnom elektrolitu 0,1 mol dm™ NaCl. Osnovni
elektrolit je prireden razrijedivanjem zasi¢ene otopine NaCl (5,5 mol dm™) s MilliQ H,0, a pH
otopine je modificiran dodatkom odgovaraju¢eg volumena 0,5 mol dm™ NaHCO0; do pH mora

(8,2).

3.5. Laboratorijska monokultura fitoplanktona D. tertiolecta

Laboratorijska monokultura fitoplanktona D. tertiolecta koristena je kao modelni stani¢ni
organizam. Slika 7 prikazuje fotomikrografiju stanica D. tertiolecta. Pojedinacne stanice su
jednolike raspodijele veli¢ina, ovalnog oblika, te su vidljivi bievi. Stanice su nabavljene iz
zbirke fitoplanktona od Provasoli-Guillard Center of Marine Phytoplankton, Bigelow

Laboratory for Ocean Sciences, West Boothbay Harbour, Maine, USA.

15



Slika 7. Fotomikrografija pojedinacnih
stanica D. tertiolecta u morskoj vodi.

Uzgoj stanica

Za uzgoj stanica koriStena je F-2 podloga pripremljena po Guillard-ovoj recepturi. Sastav
podloge je opisan u Guillard, 1975.% Ukratko: osnovne otopine hranjivih soli, tragova metala
i vitamina koje su unaprijed bile priredene i ¢uvane na hladnom dodane su u filtriranu
morsku vodu. Morska voda uzorkovana na sjevernom Jadranu na postaji SJ 107 na dubini od
20 m, datuma 20. veljace 2016., profiltrirana je kroz Millipore filter veli¢ine pora 0,22 um,
kako bi se uklonile Zive i nezive Cestice. U Erlenmeyerove tikvice od 250 mL stavljeno je 100
mL profiltrirane morske vode. Mikropipetom su dodani odgovarajudi alikvoti otopina nitrata i
teskih metala. Nakon sterilizacije podloge u poklopljenim Erlenmeyerovim tikvicama u
trajanju od 3 minute u mikrovalnoj pecnici, podloga je ohladena na sobnoj temperaturi pod
UV lampom u komori za rad sa stanicama oko dva sata. U sterilnim uvjetima dodan je alikvot
otopine fosfata, nekoliko kapi vitamina kroz sterilni akrodisk filter 0,22 mm te alikvot kulture
stanica D. tertiolecta. Erlenmeyerove tikvice zatvorene su sterilnim vatenim ¢epom kako bi
se omogudio protok zraka. Stanice su uzgajane u triplikatu u vodenoj kupelji na temperaturi
18,2°C uz ciklus osvijetljenja (12h dan:12h no¢) i mije$anja kod 20 rpm (engl. round per
minute). Kako bi se odrzao kontinuirani rast fitoplanktonske kulture, svakih 14-21 dana

stanice su ponovno sterilno presadene.
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Izolacija stanica

Stanice fitoplanktona su odvojene od hranjive podloge paZljivim centrifugiranjem (1000 g, 5
minuta) s obzirom na osjetljivost ovojnice i stanicnu pokretljivost. Supernatant je odijeljen
od uguscenih stanica. Uguscéene stanice isprane su s filtriranom morskom vodom te stavljene
na uredaj Vortex i ponovo centrifugirane. Postupak je ponovljen dva puta. Stanice su
resuspendirane u 2 mL filtrirane morske vode, te je takvoj uguscenoj suspenziiji stanica
odredena gustoc¢a koja je iznosila od 5x10°/mL do 3x10”/mL.

Odredivanje gustoce stanica

Gustoda stanica u kulturi odredivana je tijekom njihovog rasta. Mikroskopski je praéen oblik,
veli¢ina i pokretljivost stanica u kulturi. Gusto¢a stanica D. tertiolecta odredivana je u
alikvotima uguséenih suspenzija. Neposredno prije odredivanja gustoée stanica dodan je
alikvot neutraliziranog 36% formaldehida (neutraliziran dodatkom CaCOs) u kolic¢ini 2% od
ukupnog volumena suspenzije kako stanice ne bi bile pokretne. Gustoda stanica odredena je
na nacin da je promatrano osam polja hemacitometra, tj. 1%o.celija. Svako polje sastoji se od

16 celija. Dimenzija jedne ¢elije je 250 x 250 x 200 um, a volumen je 1,25 x10’ um3.

3.6. Postupak elektrokemijskog mjerenja

Prije pocetka svakog elektrokemijskog mjerenja bilo je potrebno obratiti posebnu paznju na
¢istoéu sistema (voda, éelija, elektrode, stakleno posude). Elektrokemijski sistem i posude
prano je s MQ H,0 i s 10 % HNOs Cistoda sistema provjeravala se snimanjem polarograma
redukcije kisika u ¢istom elektrolitu (0,1 mol dm™ NaCl) tako da struja maksimuma iznosi
23 + 1pA. Dodatno je cCistoéa sistema provjeravana snimanjem kronoamperometrijskih
krivulja kod konstantnih potencijala. Kada je postignuta zadovoljavajuéa Cisto¢a sistema

pristupilo se mjerenju stani¢nih suspenzija.

Suspenzija stanica za elektrokemijsko mjerenje je priredena na nacin da se odredeni alikvot
uguséene suspenzije stanica doda u osnovni elektrolit, dopuni do oznake po potrebi, lagano
promijesa, stavi u elektrokemijsku celiju i izravho snima polarogram redukcije kisika i
kronoamperometrijske krivulje u prisutnosti kisika kod konstantnih potencijala. Nakon toga
suspenzija stanica karakterizira se u odsutnosti kisika, na nacin da se kroz elektrokemijsku
¢eliju propusta struja dusika u trajanju od dvije minute te se snimaju krivulje struja nabijanja
povrsine o potencijalu i kronoampetrometrijske krivulje kod konstantnih potencijala na 50

uzastopnih Zivinih kapi. Sva mjerenja napravljena su pri 20°C.
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3.7. Priprema uzorka za ekstrakciju lipidnog materijala

Odredeni volumeni uzoraka stani¢ne kulture (35-50 mL) poznate gustoce profiltrirani su na
Milipore sustavu za filtraciju kroz GF/F veli¢ine pora 0,7 um. Lipidi zaostali na filteru
pohranjeni su na -20°C do ekstrakcije i analize. Dan prije ekstrakcije filter papir na kojem se
nalaze lipidi iscjekan je u epruvetu te je dodano 9,5 mL mono-fazne otopine (diklormetan-
metanol-voda, 1:2:0,8, v:v:v) i 10 pL n-heksadekanona koji sluzi kao unutarnji standard. Lipidi
su ekstrahirani s 9,5 mL mono-fazne otopine koju ¢ine diklormetan-metanol-voda (1:2:0,8,
v:v:v), zatim s 9,5 mL dvo-fazne otopine koju ¢ine diklormetan-0,73% NaCl (1:1, v:v) i na kraju
s 10 mL diklormetana. Dobiveni ekstrakti prebacuju se u epruvete i uparavaju se do suhog u

struji dusika koji osigurava inertnu atmosferu.

3.8. Postupak mjerenja i analiza na IATROSCANU

Pojedine lipidne klase moguce je odrediti tankoslojnom kromatografijom na ploifi%’47 ili
kromarodama.*® Za kvantitativnu analizu na kromarodama koristi se IATROSCAN, instrument
sa funkcijom djelomi¢nog snimanja ¢ime se omogucava opSirnija analiza uzorka na samo
jednoj kromarodi. Kromarode su uske kvarcne cjevcice presvucene tankim uniformnim
slojem sintetiranog anorganskog punila i silicijevog dioksida. Deset kromaroda postavljeno
je u metalni drza¢ (Chromarod Holder SD-5, Analysesystem, Bechenheim, Njemacka).
Skladiste se u komori (model DE-3, Analysesysteme, Bechenheim, Njemacka) koja je izradena
od jednog komada kvarcnog stakla s poklopcem. Prije prvog koristenja kromarode je
potrebno o¢istiti od organskih necistoca od transporta i pakiranja. Ciste se tako da se
razvijaju u sustavu otapala, te se nakon svakog razvijanja skeniraju u IATROSCANU brzinom
od 30 s/snimanju. Prije svake upotrebe kromarode je potrebno isprati s MQ H,0 i acetonom,
posusiti ih i snimiti u IATROSCANu kako bi bili sigurni da su sve necistoée uklonjene. Nakon
Sto su kromarode ocis¢ene, uzorak se nanosi injekcijom (Hamilton) koja je fiksirana u
okomitom djelu uzorkivada. Uzorci naneseni na kromarode postavljaju se u sustav otapala
prilikom cega dolazi do jednolikog razvijanja lipidnog materijala. U tu svrhu koriste se
posebne komore (model DT-150, Analysesysteme, Bechenheim, Njemacka) napravljene od
jednog komada kvarcnog stakla, poklopca i filter papira. Koristen je sustav otapala koji se
sastoji od 8 otopina rastuce polarnosti.** U svakoj od otopina razvija se odredena klasa lipida.
U tablici 1 navedena su koriStena otapala, njihovi volumni omjeri, vrijeme razvijanja, i klase

lipida koje se pritom razvijaju.
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Tablica 1. Sustavi otapala, volumni omijeri i vrijeme potrebno za razvijanje klasa lipida u
uzorcima i standardima na kromarodama SlIl.

otapala volumni omjeri trazvijanja / Min lipidna klasa
heksan-dietileter-mravlja kiselina 80:20:0,2 20 Nepolarna (ST)
kloroform-aceton 72:28 30 Glikolipidi (MGDG, DGDG)
aceton-kloroform-metanol- 33:33:33:0,6 40 Glikolipidi (SQDG)
mravlja kiselina
aceton-kloroform-metanol- 50:50:5 30 Fosfolipidi (PE, PC)
amonijev hidroksid

s+ ST- sterol, MGDG- monogalaktozildiglicerol, DGDG- digalaktozildiglicerol,
SQDG-sulfokinovozildiglicerid, PE- fosfatidiletanolamin, PC- fosfatidilkolin
U uparene uzorke dodan je odredeni volumen diklormetana (izmedu 30 pL i 100 uL). Zatim je
uzorak nanesen na kromarodu poluautomatskim uzorkivaéem. Naneseno je 2 uL svakog
uzorka po kromarodi. Uzorci se nanose na kromarode na nacin da su prve dvije kromarode
sadrzavale standardne otopine modelnih lipida, dok se na ostale kromarode nanose uzorci

tako da se svaki uzorak snima u duplikatu.

Nakon $to su svi uzorci naneseni na kromarode one se postavljaju u sustav otapala kako bi
doslo do postepenog razdvajanja lipidnog materijala. Kromarode se postavljaju u osam
razli¢itih sustava otapala i u svakom provode to¢no odredeno vrijeme (tablica 1). Nakon
svakog sustava otapala kromarodu je potrebno najprije posusiti, a zatim snimiti u
IATROSCANu. Snimaju se netom razvijene klase lipida dok naneseni uzorci ostaju netaknuti

kako bi se preostali lipidni materijal mogao razvijati u iduéim otapalima.

Dobiveni kromatogrami usporeduju se sa standardima, te ih na taj nacin pripisujemo
odredenoj klasi lipida i odredujemo povrsinu pika. Obradom prikupljenih podataka odredene
su toéne koli¢ine pojedinih lipidnih klasa u analiziranim uzorcima na osnovu kalibracijskih

krivulja za svaku klasu posebno.
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4. REZULTATI

Ispitan je rast monokulture stanica D. tertiolecta u dva vodena medija razli¢itog saliniteta:
(i) morska voda (salinitet 38 %) i (ii) morska voda razrijedena 5 puta (salinitet 8 %o) Sto su
uvjeti slicni boéatim vodama. U vodeni medij dodane su komponente za F-2 hranjivu
podlogu. Rast, oblik, veli¢ina i pokretljivost stanica prac¢eni su mikroskopski. Uzorci stani¢nih
suspenzija karakterizirani su dvojako: (i) elektrokemijski da se ispita adhezijsko ponasanje
stanica na nabijenoj medupovrsini, te (ii) tankoslojnom kromatografijom da se odredi sastav

i koncentracija glavnih klasa lipida u cjelokupnom stanicnom materijalu.

4.1. Rast stanica D. tertiolecta u kulturi

Slika 8 prikazuje krivulje rasta D. tertiolecta u vodenom mediju razli¢itog saliniteta. Ovisnost
gustode stanica o vremenu pracena je svakih nekoliko dana. Krivulja rasta stanica sastoji se
od tri faze: 1) pocetna lag faza do koje dolazi ubrzo nakon inokulacije stanica; 2)
eksponencijalna log faza kada stanice ubrzano rastu; 3) stacionarna faza kada vise ne dolazi
do dijeljenja stanica (rast se usporava). Nakon stacionarne faze stanice pocinju odumirati i
gustoda se smanjuje. Vidljivo je da su stanice fitoplanktona brZe rasle u boéatoj vodi, tj. kod

nizeg saliniteta.
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Slika 8. Krivulja rasta stanica fitoplanktona D. tertiolecta u
kulturi kod a) A-viSeg saliniteta; b) o-niZeg saliniteta.
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4.2. Elektrokemijska karakterizacija suspenzije stanica fitoplanktona u prisutnosti kisika

Elektrokemijska karakterizacija suspenzije stanica D. tertiolecta provedena je polarografskim
i kronoamperometrijskim mjerenjima na KZE u 0, 1 mol dm™ NacCl. Osnovni elektrolit 0,1 mol
dm™ NaCl izabran je zbog opseznih literaturnih podataka o napetosti medupovrsine i gustodi

naboja koji su od vainosti za analizu pojedina¢nih signala prianjanja.**™!

Ispitivane
suspenzije Zivih stanica bile su karakterizirane direktno tj. uranjanjem KZE u mjernu otopinu
poznate gustode stanica, bez dodatne manipulacije uzorka, kako bi se saCuvao integritet

stanica i njena pokretljivost.

Polarografska mjerenja

Interakciju stanica fitoplanktona s KZE moZemo elektrokemijski pratiti snimanjem
polarograma redukcije kisika gdje se potencijal mijenja linearno u vremenu. Slika 9 prikazuje
polarogram redukcije kisika snimljen prije (a) i nakon dodatka stani¢ne suspenzije u otopinu
elektrolita (b). Snimanje jednog polarograma traje priblizno dvije minute. Prije dodatka
stanica, polarogram je savrSeno gladak, pravilan, maksimalna struja je zadovoljavajuéa, Sto
upuduje da je sistem Cist (nema mikrometarskih Cestica niti organskih tragova). Stanice su
izolirane od hranjive podloge nakon 20 dana rasta, te je mjerna suspenzija priredena
razrijedivanjem uguééenih stanica s 0,1 mol dm™ NaCl. Prisutnost stanica fitoplanktona u
osnovnom elektrolitu uzrokuje pojavu nepravilnih perturbacija (signala) na polarogramu
redukcije kisika (slika 9b). Nepravilne perturbacije na polarogramu pojavljuju se samo u
podrucju kriticnih potencijala od -150 mV do -1050 mV $to je ozna¢eno okvirom na slici 9b.
Izvan tog podrucja potencijala (pozitivnije i negativnije) nema adhezije stanica na elektrodi te

je polarogram pravilan kao u otopini osnovnog elektrolita (slika 9a).
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Slika 9. Polarogrami redukcije kisika snimljeni u a) 0,1 mol dm™

NaCl, b) suspenziji stanica D. tertiolecta 1x10°/mL.

Kronoamperometrijska mjerenja

U cilju preciznije karakterizacije stani¢ne suspenzije, nakon polarograma snimljene su
kronoamperometrijske krivulje kod konstantnog potencijala. Sve krivulje /-t snimane su s
vremenskim razluc¢ivanjem od 1 ms. Slika 10 i slika 11 prikazuju tri uzastopne
kronoamperometrijske krivulje snimljene kod razli¢itih koncentracija stani¢nih suspenzija u
0,1 mol dm™ NaCl pri potencijalu od -400 mV. Kronoamperometrijske krivulje na slici 10
odnose se na stanice fitoplanktona koje su rasle u morskoj vodi, dok se krivulje na slici 11
odnose na stanice fitoplanktona koje su rasle u razrijedenoj morskoj vodi. Potencijal od
-400 mV je izabran zato Sto je: (i) struja redukcije kisika najosjetljivija na adsorpciju organskih
molekula i adheziju organskih mikrocestica; (ii) elektroda nabijena pozitivno i (iii) napetost
medupovsine kod potencijala -400 mV je vrlo blizu maksimalnoj napetosti povrsSine kod -505
mV. Na krivuljama /-t vidljivi su dobro definirani signali prianjanja pojedinaénih stanica
fitoplanktona. Ucestalost adhezijskih signala povecava se s porastom koncentracije stanica u
mjernoj suspenziji. Razli¢ita ucestalost pojave signala na pojedinim /-t krivuljama iz iste
suspenzije ukazuje na stohasticku prirodu procesa. Sa slika moZzemo uociti da ne postoji

znacajnija razlika u obliku i trajanju signala prianjanja stanica.
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Medutim, vidljivo je da je struja redukcije kisika razli¢ita na kraju kronoamperometrijskih
krivulja snimljenih kod sli¢nih gustoéa stanica, Sto se pripisuje razli¢itom sadrZaju
submikronske organske frakcije (produkti lu¢enja stanica) koja se istovremeno adsorbiraju

na elektrodu.
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Slika 10. Uzastopne krivulje /-t snimljene u Slika 11. Uzastopne krivulje /-t snimljene u
prisutnosti kisika u suspenzijama stanica prisutnosti kisika u suspenzijama stanica
D. tertiolecta: a) 2,3x10%/mL, b) 2,3x10°/mL, D. tertiolecta: a) 9,0x10°/mL, b) 9,0x10*/mL,
c) 2,3x106/mL u 0,1 mol dm~ NaCl kod c) 9,0x10°/mL u 0,1 mol dm™ NaCl kod
potencijala -400 mV. potencijala -400 mV.

Ispitana je ovisnost brojnosti signala stanica o rastuéoj gustoci suspenzije (u podrucju od 10°
do 10° stanica/mL) kod potencijala -400 mV. Pracen je broj signala na 50 uzastopnih /-t
krivulja snimljenih u prisutnosti kisika, tj. u periodu od oko 100 sekundi. Slika 12 prikazuje da
se s porastom gustoce stanica do 10°/mL povecava brojnost signala prianjanja stanica, te da

vrijedi linearnost kod nizih gustoda stanica.
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Slika 12. Ovisnost broja signala stanica D. tertiolecta
o gustodi suspenzije kod potencijala -400 mV.

Slika 13 i slika 14 prikazuju tri uzastopne krivulje /-t snimljene u suspenziji stanica kod
razliCitih potencijala. Signali na slici 13 odnose se na stanice fitoplanktona koje su rasle u
morskoj vodi, a signali na slici 14 odnose se na signale prianjanja stanica koje su rasle u
razrijedenoj morskoj vodi. NajviSe signala prianjanja stanica je zabiljezeno kod potencijala
-400 mV. Pomakom potencijala znatno pozitivnije ili znatno negativnije od -400 mV brojnost
signala prianjanja se smanjuje. Kod potencijala koji su blizu kriti¢nih potencijala kao kod -200
mV (elektroda nabijena pozitivno) i -800 mV (elektroda nabijena negativno), brojnost signala
prianjanja stanica se smanjuje.

Uocavamo da su signali prianjanja stanica koje su rasle u razrijedenoj morskoj vodi manjih
amplituda u odnosu na signale prianjanja stanica koje su rasle u morskoj vodi (vece snizenje
struje redukcije kisika na kraju kronoamperometrijske krivulje) $to je vjerojatno posljedica
veéeg sadrzaja otopljene organske tvari. Brojnost signala prianjanja stanica veca je na slici 14

za sliénu koncentraciju stanica kod razli¢itih potencijala.
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Slika 13. Uzastopne krivulje /-t snimljene u Slika 14. Uzastopne krivulje /-t snimljene u
prisutnosti kisika u suspenziji stanica prisutnosti kisika u suspenziji stanica
D. tertiolecta 2,3x10°/mL u 0,1 mol dm™ D. tertiolecta 9,0x10°/mL u 0,1 mol dm™
NaCl kod razli¢itih potencijala. NacCl kod razli¢itih potencijala.

Slika 15 prikazuje ovisnost broja signala stanica u suspenzijama razli¢itih koncentracija o
potencijalu. Slika 15a prikazuje podatke koji se odnose na stanice D. tertiolecta koje su rasle
u morskoj vodi, a slika 15b se odnosi na stanice koje su rasle u razrijedenoj morskoj vodi.
Vidljivo je da s porastom koncentracije stanica fitoplanktona u mjerenoj suspenziji dolazi do
povecanja broja signala u Sirokom podruéju potencijala. Ispitano je kako brojnost signala
ovisi o primjenjenom potencijalu na elektrodi. Najveée prianjanje stanica je zabiljezeno u
podruéju potencijala blizu elektrokapilarnog maksimuma. Brojnost signala prianjanja je oko
dva puta veéa na pozitivno nabijenoj elektrodi (-400 mV) nego na negativho nabijenoj
elektrodi (-800 mV), Sto ukazuje na utjecaj elektrostatskih interakcija izmedu pozitivho
nabijene elektrode i negativno nabijene stanice. ZabiljeZeni su signali prianjanja stanica kod
potencijala -500 mV (naboj na elektrodi nula, maksimalna napetost medupovrsine) zbog

doprinosa Faradayske struje uslijed redukcije molekularnog kisika iz otopine.
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Vazino je napomenuti da adheziju stanica ne ometa transportni proces redoks vrste iz
otopine. Sa slike uo¢avamo jednako podrucje potencijala prianjanja stanica D. tertiolecta u
uvjetima rasta u morskoj vodi i u razrijedenoj morskoj vodi. Jedina je razlika $to je u slucaju
rasta stanica D. tertiolecta u mediju s razrijedenom morskom vodom uocen veci broj signala
kod konstantnog potencijala -400 mV, $to je vjerojatno doprinos izlu¢enih mikrometarskih

Cestica uslijed fizioloSke aktivnosti stanica.
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Slika 15. Ovisnost broja signala prianjanja stanica D. tertiolecta o potencijalu
snimljena pri razli¢itim koncentracijama suspenzija u prisutnosti kisika.
Stanice koje su rasle kod a) viseg saliniteta, b) niZeg saliniteta.

4.3. Elektrokemijska karakterizacija stanica fitoplanktona bez prisutnosti kisika

Svjeze pripremljena suspenzija stanica poznate gustoce je propuhivana strujom dusika u
elektrokemijskoj ¢eliji oko 1 minutu da se ukloni otopljeni kisik. Nakon toga su snimane
krivulje struje nabijanja Zivine elektrode i kronoamperometrijske krivulje.

Krivulja struje nabijanja Zivine elektrode

Kad se ukloni kisik iz mjerne otopine, tada se biljezi krivulja koja prati ovisnost struje
nabijanja Zivine elektrode o potencijalu. Slika 16 prikazuje krivulju struje nabijanja Zivine
elektrode snimljene prije dodatka stanica (a) te nakon dodatka alikvota stani¢ne suspenzije
koja je postala perturbirana (b). Podrucje potencijala na kojem su vidljive perturbacije na
krivulji (-100 mV do -1050 mV) je podrucje u kojem dolazi do adhezije stanica na elektrodi, za
razliku od prvotne struje nabijanja koja je bila pravilna i glatka. Na potencijalima koji su

pozitivniji od potencijala elektrokapilarnog maksimuma gdje je povrsina Zivine elektrode
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nabijena pozitivno, signali prianjanja su u smjeru struje redukcije (tj. prema gore). Na
negativnijim potencijalima od potencijala elektrokapilarnog maksimuma gdje je povrsina Zive
nabijena negativno, signali prianjanja su u smjeru struje oksidacije (tj. mijenjaju smjer prema
dolje). Kod potencijala elektrokapilarnog maksimuma gdje je naboj na elektrodi nula, broj
signala pada na minimum jer nema naboja za potisnuti pa se adhezija stanice ne moze

registrirati.
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Slika 16. Krivulje struje nabijanja Zivine povrsine u (a) 0,1 mol
dm™ Nacl, (b) suspenziji stanica D. tertiolecta 1x10%/mL.

Kronoamperometrijska mjerenja

U cilju preciznije karakterizacije stani¢ne suspenzije, snimljene su kronoamperometrijske
krivulje u odsutnosti kisika kod konstantnog potencijala. Slika 17 i slika 18 prikazuju
uzastopne /-t krivulje snimljene u suspenzijama stanica razliitih koncentracija kod
potencijala -400 mV. Kod potencijala -400 mV elektroda je pozitivno nabijena te signali
prianjanja imaju smjer struje redukcije. Signali prianjanja stanica su slicnog oblika i amplitude
$to je u skladu s detekcijom u monodisperznom sistemu. Signali prianjanja stanica snimljeni
u odsutnosti kisika sadrzavaju samo struju potiskivanja naboja dvosloja, stoga je amplituda

signala znatno manja u odnosu na signale prianjanja stanica snimljene u prisutnosti kisika.
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Razlog tomu je Sto je kisik uklonjen iz mjerne otopine pa nema niti redoks reakcije
otopljenog kisika koja pojacava signal prianjanja (slika 10, 11, 13, 14). Brojnost signala
prianjanja ovisi o gustoéi stanica u mjernoj suspenziji. Sto je veca gustoda stanica
fitoplanktona u suspenziji detektiramo vise perturbacija na /-t krivuljama.48
Slika 17 odnosi se na signale prianjanja stanica fitoplanktona koje su rasle u morskoj vodi, a
slika 18 odnosi se na stanice fitoplanktona koje su rasle u razrijedenoj morskoj vodi. Dobiveni
signali prianjanja snimljeni na -400 mV (slika 18) su izraZeniji su od signala prianjanja na slici

17. Porastom gustoce stanica raste i broj signala prianjanja stanica.

Visi salinitet Nizi salinitet

Struja/pA
Struja/pA

| k

-4 MNMM 0 “ memwmmwwwf

0,0 10 20 6,0 1,0 2,0
Vrijeme/s Vrijeme/s

Slika 17. Uzastopne krivulje /-t snimljene bez Slika 18. Uzastopne krivulje /-t snimljene bez

prisutnosti kisika u suspenzijama stanica prisutnosti kisika u suspenzijama stanica
D. tertiolecta: a) 2,3x10*/mL, b) 2,3x10°/mL, D. tertiolecta: a) 7,0x10°/mL, b) 3,5x10*/mL,
¢) 2,3x10%/mL u 0,1 mol dm™ NaCl kod ¢) 7,0x10°/mL u 0,1 mol dm™ NaCl kod
potencijala -400 mV. potencijala -400 mV.

Analizom amplitude signala prianjanja mozemo dobiti informaciju o stupnju polidisperznosti
ispitivanog sistema. Slika 19 prikazuje ovisnost broja signala prianjanja stanica o amplitudi
signala. Za primjer su uzete /-t krivulje snimljene u suspenziji stanica 2,3x10°/mL kod
potencijala -400 mV u uvjetima bez prisutnosti kisika. Iz slike je vidljivo da je 90 % signala u

rasponu amplitude od 0,4-0,8 WA, za stanice koje su rasle kod viSeg saliniteta.

28



Mala frakcija ostalih cestica mozZze se pripisati agregaciji produkata stani¢nog lucenja.
MoZemo reéi da je nas sustav monodisperzan zbog uske raspodjele amplituda Sto je u
slaganju s rasponom veli¢ine same stanice 6-10 um. Amplituda signala prianjanja

proporcionalna je veli¢ini ¢estice.*

400

300

200 r

Broj signala

100 r

0
0,2 0,4 0,8 1,6 3.2
Amplituda signala/pA

Slika 19. Ovisnost broja signala prianjanja stanica
D. tertiolecta 2,3x10°/mL o amplitudi signala snimljeno
kod potencijala -400 mV u uvjetima bez prisutnosti kisika.

Slika 20 i slika 21 prikazuju krivulje /-t snimljene u mjernoj otopini poznate gustoce stanica
kod razlicitih potencijala. Slika 20 odnosi se na signale prianjanja stanica fitoplanktona koje
su rasle u morskoj vodi, a signali na slici 21 odnose se na stanice koje su rasle u razrijedenoj
morskoj vodi. Iz slika je vidljivo da na pozitivno nabijenoj elektrodi (-200 mV, -400 mV) signali
prianjanja imaju isti smjer. Promjenom polariteta elektrode tj. kada je elektroda negativno
nabijena (-600 mV, -800 mV) signali prianjanja mijenjaju smjer. Cinjenica da signali prianjanja
stanica mijenjaju smjer je dokaz da signal nastaje uslijed potiskivanja naboja elektricnog
dvosloja zbog adhezije i Sirenja stanice po nabijenoj medupovrsini. Brojnost signala
prianjanja je veca kod potencijala -400 mV i -600 mV, nego kod -200 mV (blizina kriticnog

potencijala) i -800 mV (uslijed elektrostatskog odbijanja).
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Slika 20. Uzastopne krivulje /-t snimljene Slika 21. Uzastopne krivulje /-t snimljene
bez prisutnosti kisika u suspenziji stanica bez prisutnosti kisika u suspenziji stanica
D. tertiolecta 2,3x10°/mL u 0,1 mol dm™ D. tertiolecta 7,0x10°/mL u 0,1 mol dm
NaCl kod razli¢itih potencijala. NaCl kod razli¢itih potencijala.

Slika 22 prikazuje ovisnost broja signala prianjanja stanica o potencijalu pri razli¢itim
koncentracijama. Brojnost signala prianjanja na slici 22a se odnosi na stanice koje su rasle u
morskoj vodi, dok su na slici b prikazani rezultati koji se odnose na razrijedenu morsku vodu.
U podrucdju potencijala kod kojeg dolazi do adhezije stanica (-100 mV do -1100 mv) brojnost
signala prianjanja se mijenja. Brojnost signala prianjanja stanica je blizu maksimalne
vrijednosti kod potencijala -300 mV (blizina elektrokapilarnog maksimuma). Kod potencijala
-500 mV kada je naboj na elektrodi blizu nula (elektrokapilarni maksimum), brojnost signala
prianjanja pada na minimum. Pri potencijalima pozitivnijim od -500 mV uocen je veéi broj
signala, a pri potencijalima negativnijim od -500 mV uocavamo manji broj signala. Razlog
tomu je doprinos elektrostatskih interakcija u procesu adhezije negativno nabijenih stanica
na negativno nabijenoj elektrodi. Porastom gustoée stanica raste brojnost signala prianjanja

stanica.
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Slika 22. Ovisnost broja signala prianjanja stanica D. tertiolecta o potencijalu
snimljena pri razli¢itim koncentracijama suspenzija bez prisutnosti kisika.
Stanice koje su rasle kod a) viseg saliniteta, b) niZeg saliniteta.

4.4. Odredivanje sastava lipida tankoslojnom kromatografijom
Lipidi su bioloski vazne molekule bogate ugljikom koje sudjeluju u izgradnji i funkcioniranju

stanica. Obzirom na polarnost, lipide dijelimo na nepolarne (npr. steroli, ugljikovodici) i
polarne (npr. glikolipidi, fosfolipidi). Slika 23 prikazuje ovisnost ukupne koncentracije lipida
tijekom rasta stani¢ne kulture kod dva razlic¢ita saliniteta. Vidljivo je da s vremenom dolazi do
porasta koncentracije ukupnih lipida u oba sluéaja. U pocetnoj fazi rasta dolazi po blagog
porasta koncentracije lipida dok najveéi porast uo¢avamo za vrijeme eksponencijalne faze
rasta stani¢ne kulture. Dobiven je vedi porast koncentracije ukupnih lipida tijekom rasta

stanica kod nizeg saliniteta.
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Slika 23. Promjena koncentracije ukupnih lipida
stanica fitoplanktona D. tertiolecta tijekom Zivotnog
ciklusa u mediju ¢-viSeg saliniteta; o-niZeg saliniteta.

Analizirane su pojedine komponente unutar polarne i nepolarne skupine lipida. Zamije¢eno
je da polarni lipidi (fosfolipidi i glikolipidi) ¢ine velik udio u ukupnoj koncentraciji lipida u
odnosu na nepolarne lipide (steroli). Na slikama 24 i 25 prikazana je promjena udjela
membranskih lipida fosfolipida, glikolipida i sterola tijekom rasta stani¢ne kulture. Udio
glikolipida je najveéi u svim fazama rasta Sto je primjeéeno u oba medija neovisno o
salinitetu. Sa slike 24 vidimo da tijekom rasta stani¢ne kulture udio glikolipida raste. Kada je
rije€¢ o fosfolipidima uocavamo suprotan trend u odnosu na glikolipide. Udio fosfolipida se
smanjenjuje tijekom rasta stani¢ne kulture.

Sa slike 25 vidimo da dolazi do porasta udjela fosfolipida u membranskim lipidima tijekom
rasta stani¢ne kulture kod niZeg saliniteta dok se udio glikolipida smanjuje. Udio sterola

podjednako je prisutan u svim fazama rasta stanica.
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Slika 24. Udio membranskih lipida tijekom rasta stanica

:

B80%

A0%

20%

Udio memhbranskih lipida

Slika 25.

D. tertiolecta u mediju viSeg saliniteta.
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Udio membranskih lipida tijekom rasta stanica
D. tertiolecta u mediju nizeg saliniteta.
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5. RASPRAVA

Morski fitoplankton Dunaliella je Siroko rasprostranjen u vodenom okolisu te predstavlja
jedan od najpoznatijih halotolerantnih organizama koji pokazuje zapanjujucu prilagodbu u
$irokom rasponu koncentracija soli.®> U vodenom okoliu razli¢iti uzroénici stresa (salinitet,
temperatura, pH, prisutnost zagadivala i nanocestica) utjecu na rast i prilagodbu stanice Sto
se posljedi¢no odrazava na povrsinska svojstva stanice, njenu fizioloSku aktivnost te sloZzene

biokemijske procese unutar stanice.

Kultura stanica D. tertiolecta istrazivana u ovom radu vrlo je podloZna vanjskim uzrocnicima
stresa iz medija jer stanica nema stanicnu stijenku nego samo fleksibilnu staniénu membranu
koja ju odvaja od okoline. Kultura stanice D. tertiolecta uspjesno je rasla u mediju kod nizeg i
viSeg saliniteta $to je u slaganju s literaturom. Zamijeéen je brZi rast kulture stanice
D. tertiolecta u mediju nizeg saliniteta (8 %o0) nego u mediju viSeg saliniteta (38%o, ionska
jakost 0,7 M) dok su ostali eksperimentalni parametri ostali nepromijenjeni. U literaturi je
opisano ispitivanje stanica D. tertiolecta u Sirokom podrucju ionske jakosti. Kultura stanica
D. tertiolecta ima optimalan rast pri ionskim jakostima izmedu 0,2 M i 0,5 M.> U slucaju kada
je kultura stanica D. tertiolecta rasla u 0,5 M NaCl i zatim bila transferirana na vece salinitete
(3,5 M) bilo je potrebno odredeno vrijeme adaptacije.” Pri salinitetu manjem od 0,02 M rast
stanica Dunalielle je ograni¢en dok je kod saliniteta veéih od 2,5 M stanicama potrebno
konstantno osvjetljenje.> Medutim ako se stanica D. tertiolecta izlozi ekstremnim uvjetima
na nacin da se izloZi samo vodi, dolazi do osmotskog Soka te ispustanja unutarstani¢nog
materijala i fuzije membrane. Takva membrana je idealno rekonstruirana prirodna membrana
jer posjeduje lipidne, proteinske i Se¢erne komponente. Rekonstruirana membrana smatra se
kao dobar model za istrazivanje medupovrsinskih procesa na izoliranoj membrani kada su

kompleksni procesi unutar stanice isklju¢eni.’

Poznato je da Dunaliella posjeduje posebni mehanizam osmoregulacije za prilagdbu na
razli¢ite koncentracije soli u mediju mijenjanjem unutarstani¢ne koncentracije glicerola.56
Unutarstani¢na koncentracija glicerola izravno je proporcionalna koncentraciji soli u mediju.
Prva indikacija koja je pokazivala da se glicerol akumulira u stanici Dunaliella i osigurava

osmotsku ravnotezu diskutirali su Craigie i McLachlan (1964).>’
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Biosinteza ili eliminacija glicerola moZe se odvijati i na svjetlosti i u tami zahvaljujudi
posebnim enzimima koji stvaraju i degradiraju glicerol u citoplazmi.58 Zapazeno je da kod
stanice Dunaliella koje su rasle u mediju visoke koncentracije soli dolazi do ubrzavanja
fotosintetske aktivnosti, te se nastali ugljik koristi kao izvor energije za sintezu glicerola.
Sposobnost stanice Dunaliella da ubrza fotosintetsku aktivnost kod visokih koncentracija soli
je zapanjujuca, jer u vecini biljaka i cijanobakterija visoke koncentracije soli inhibiraju

fotosintezu.>®

Elektrokemijskim pristupom ispitana su svojstva adhezije stanica na nabijenoj medupovrsini.
Za proces adhezije vazna su povrsinska svojstva stanice te svojstva ostalih medupovrsina u
kontaktu. ZapaZeno je da stanica prianja u Sirokom podrucju potencijala i na pozitivnoj i
negativno nabijenoj medupovrsini. Nisu uocene razlike u podrucju potencijala prianjanja za
stanice koje su rasle kod ispitivanih saliniteta. To upucuje da su povrsinska svojstva stani¢ne
membrane vjerojatno ostala sauvana barem na mikrometarskom nivou. Doprinos gustoce
povrsinskog naboja na stanici (koji u 0,1 mol dm™ NaCl iznosi -0,63 uC/cmz)60 reflektira se na
manju efikasnost prianjanja stanica na negativno nabijenoj elektrodi uslijed elektrostatskog
odbijanja (slika 22). Ovakvo ponasanje je u skladu s prethodno istrazenim sistemima kapljica
organskih tekucina razli¢ite polarnosti na KZE. Nepolarni ugljikovodici pokazivali su
podjednaku interakciju na pozitivno i negativno nabijenoj elektrodi dok su kapljice polarnih

organskih spojeva pokazale su nizZu efikasnost prianjanja na negativno nabijenoj elektrodi.*>*

Adhezija stanica na nabijenoj elektrodi detektira se preko dobro definiranih signala
prianjanja. Proces adhezije i Sirenja stanice Dunaliella na elektrodi traje svega oko 4 ms.
Razlog vrlo brzom procesu je fleksibilnost stanicne membrane koja se brzo deformira i Siri na
fluidnoj i rastucoj povriini KZE. U nezavisnim preeliminarnim mjerenjima karakterizirana je
stanica Dunaliella na nanomehani¢kom nivou primjenom mikroskopije atomskih sila (AFM,
neobjavljeni rezultati) gdje je po prvi puta odredeno da je stanica Dunaliella vrlo mekana a
time i deformabilna, sto je u skladu s brzom dinamikom procesa adhezije stanica na

elektrodi.’
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S obzirom na linearnu ovisnost brojnosti signala prianjanja kod niZe gustoce stanica, stanica
Dunaliella se moZe koristiti kao unutarnji standard za analizu morskih uzoraka. Kod vecih
koncentracija stani¢ne suspenzije dolazi do preklapanja viSestrukih signala tj. ,zasi¢enja“
krivulje, Sto nije pouzdano za odredivanje koncentracije Cestica u nepoznatim uzorcima. Slika
11 prikazuje primjer /-t krivulja snimljenih kod konstantnog potencijala u prisutnosti kisika
gdje dolazi do kompetitivnih povrsinskih procesa, kao $to su npr. adsorpcija submikronske
frakcije (biomolekula) koja rezultira snizenjem struje redukcije kisika Sto utjece na proces
adhezije stanica i izlu¢enih mikrometarskih Cestica kao produkata aktivnosti stanice (granica
detekcije na elektrodi, 1 um). Adsorpcija biomolekula na medupovrsini utjece na amplitudu
signala prianjanja stanica, tj. dolazi do smanjenja amplitude (slika 11). Takvo adhezijsko
ponasanje stanica na modificiranoj povrsini u skladu je s prethodno istrazenim modelnim

sistemima adhezije organskih kapljica i adsorpcije dekstrana.?”®?

Nadalje, prilagodba stanica u uvjetima rasta kod razliCitog saliniteta paralelno s
elektrokemijskim mjerenjima ispitana je tankoslojnom kromatografijom u smislu kemijske
karakterizacije lipidnog materijala stanice. Za pretpostaviti je da prilikom promjene saliniteta
vazan doprinos u oc€uvanju integriteta stanice imaju membranski lipidi. Udio glikolipida je
najveéi u membranskim lipidima u svim fazama rasta stanice D. tertiolecta. Medutim
zamijeceno je da se sa snizavanjem saliniteta udio glikolipida smanjuje, a fosfolipida
povecava. Dok je prilikom rasta stanica D. tertiolecta u mediju viSeg saliniteta zamijeéen
suprotan trend. Udio sterola ostaje podjednak. Prisutnost sterola u membrani utjece na
permeabilnost membrane. Membrane su uglavhom vrlo propusne, medutim stani¢na
membrana Dunaliella manje je permeabilna za glicerol u ¢emu vjerojatno ulogu imaju
steroli.®® Koncentracija ukupnih lipida tijekom rasta stanic¢ne kulture D. tertiolecta kretala se
izmedu 1000-30 000 pg/L. Gasparovi¢ i suradnici odredili su da je koncentracija lipida u
istoénom dijelu Atlantskog oceana u podrucju izmedu 3,0-30 pg/L, dok u Jadranu ta

64-66

koncentracija moZe biti do 3 puta veca. Njihovo porijeklo u moru vezano je uz aktivnost

morskih organizama te kao produkata njihovog raspada.
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Prema Ben Moussa-Dahmen nadeno je da sa smanjenjem saliniteta s 3,0 M na 2,0 M NaCl u
uzgoju stanica Dunaliella takoder dolazi do povecanja ukupne koncentracije lipida Sto je u
skladu s rezultatima u ovom radu.”® Upravo zbog visoke koncentracije lipida u stanici, postoji
rastudi interes za koriStenje stani¢nih kultura stanica Dunaliella u proizvodnji biodizela. U
novije vrijeme primjenom postupka elektroporacije omoguéena je efikasnija ekstrakcija

stani¢nih lipida, gdje elektri¢no polje utjeCe na otvaranje pora na membrani.®’
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6. ZAKLJUCAK

1. Ispitan je rast i prilagodba morskog fitoplanktona D. tertiolecta kao modela u dva vodena

medija razli¢itog saliniteta (38%o i 8%o.).

2. Primjenjena je elektrokemijska metoda polarografije i kronoamperometrije na KZE, te

tankoslojna kromatografija.

3. Rezultati elektrokemijske karakterizacije stani¢nih suspenzija ukazuju na sli¢na adhezijska
ponasanja stanica u Sirokom podrucju potencijala na elektrodi za stanice koje su rasle kod
nizeg i viSeg saliniteta. Stanice D. tertiolecta koje su rasle u mediju niZeg saliniteta pokazuju
veéu fiziolosku aktivnost zabiljezenu preko adsorpcije izluéenih biomolekula i adhezije

izlu¢enih mikrometarskih Cestica na elektrodi.

4. Rezultati tankoslojne kromatografije pokazali su da koncentracija ukupnih lipida raste s
porastom gustoce stanica u oba medija. Veéa koncentracija ukupnih lipida primje¢ena je u
mediju niZeg saliniteta. Najzastupljeniji membranski lipidi u oba medija su glikolipidi koji

variraju sa starosc¢u kulture.

5. Kombinacijom dviju metoda, elektrokemijske kojoj su u fokusu povrsinska svojstva Zivih
stanica na elektrodi i tankoslojne kromatografije kojom se ekstrahiraju podaci o kemijskom
sastavu stanicnih lipida, te povezivanjem dobivenih rezultata omoguéuje se bolje
razumijevanje ponasanja stanica fitoplanktona u vodenom sustavu u uvjetima okoliSnog

stresa, npr. promjena saliniteta.
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