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1. UVOD

Fitoplankton predstavlja fotosintetske prokariote i eukariote na dnu morske i slatkovodne
hranidbene mreze. Morski fitoplanktonski organizmi predstavljaju vise od 45% fotosintetske
neto primarne proizvodnje na Zemlji. Eukariotske fitoplanktonske vrste, medu koje spadaju
istrazivane mikroalge, rasprostranjene su u mnogim glavnim monofiletskim skupinama te
ukljucuju fotosintetske organizme koji su fotosintezu stekli procesom endosimbioze (Simon i
sur. 2009). Produktivnost fitoplanktona kontrolira niz okoli$nih ¢imbenika, od kojih su mnogi
trenutno podvrgnuti znacajnim promjenama zbog globalnih klimatskih promjena (Fischetti
2013). Morski ekosustavi predstavljaju veliki rezervoar ugljika i posljedi¢no pohranjuju
jednaku koli¢inu ugljikovog dioksida kao svi kopneni ekosustavi zajedno (Falkowski i sur.
2000; Zepp isur. 2007). Zbog toga imaju klju¢nu ulogu u reguliranju atmosferske koncentracije
CO> te ublazavanju ekstremnih temperatura i vremenskih pojava (Chester i Jickells 2012).
Zagrijavanje oceana rezultira promjenom sastava vrsta i pogoduje cvjetanju toksi¢nih vrsta
fitoplanktona, dok poveéavanje zagadenja od izlijevanja sirove nafte, trajnih organskih
zagadivaca, teskih metala, kao i industrijskih i komunalnih voda, negativno utjece na sveukupan
fitoplankton (Qian i sur. 2015). Primjerice programirana stani¢na smrt moze nastupiti zbog
starosti ili kao odgovor na stres u okoliSu, poput nedostatka hranjivih tvari, izlaganja jakoj
svjetlosti ili prekomjerne koncentracije soli ili oksidacijskog stresa (Bronk i Steinberg 2008).

Fitoplanktonske vrste imaju kratko generacijsko vrijeme i lako se mogu uzgajati u laboratoriju,
zatvorenim fotobioreaktorima ili u otvorenim bazenima (Lauritano 2020). Promjenom brojnosti
1 sastava vrsta pokazuju brz odgovor na promijene u okolisu u §to ih ¢ini pouzdanim bioloSkim
pokazateljima stanja okolisa. Stoga eksperimentalni testovi utjecaja antropogenih stresora pod
stvarnom sunéevom svjetlos¢u ili realnim uvjetima omoguéuju pouzdanija predvidanja utjecaja
buduéih promjena u oceanu na primarnu proizvodnju u moru (Héader i Gao 2015). Svjetlosni
mikroskop najcescée je koriSteno sredstvo za kvalitativnu 1 kvantitativhu analizu fitoplanktona
(Throndsen 1997). Ipak, od interesa su i druge tehnike, koje bi na osnovi transdukcije nekog
bioloskog procesa u fizikalni fenomen mogle omoguciti kontinuirano i automatizirano pracenje
stresa i vijabilnosti bioindikatorskih vrsta. Posljednjih godina naglo je narastao broj znanstvenih
istrazivanja u kojima je tehnika kvarcne mikrovage (QCM — quartz crystal microbalance) imala
kljuénu ulogu u rasvjetljavanju razli¢itih aspekata bioloskih materijala i njihovih interakcija
(Dixon 2008). Jedna od glavnih primjena QCM-a je mjerenje koli¢ine adsorbiranog uzorka na
razli¢itim povrSinama kako bi se utvrdilo da li materijal na povrsini odolijeva ili potice

adsorpciju uzorka. Ovaj pocetni korak adsorpcije uzorka moze kasnije posredovati u stanicnom



odgovoru. Osim §to mogu mjeriti masena i viskoelasti¢na svojstva adsorbiranih filmova, velika
prednost QCM-a kao analiticke tehnike je fleksibilnost u izboru supstrata. Pokazalo se da je
tehnologija dosegla tocku u kojoj postoje komercijalno dostupni instrumenti kao i pridruzeni
teorijski modeli potrebni za tumacenje podataka u smislu znacajnih fizickih parametara poput
mase, debljine, gustoée ili viskoznosti (Dixon 2008). Ova dostignuéa mogu pomoéi u
postavljanju temelja za prelazak QCM tehnologije u standardizirani pristup za rjesavanje

pitanja o bioloskim sustavima i njihovoj interakciji.

1.1 Rod Dunaliella Teodoresco

Proslo je stotinu godina od opisa roda Dunaliella, zelene alge koja je odgovorna za ve¢inu
primarne proizvodnje u hipersalinim sredinama Sirom svijeta, bile su predmet opseznih
istrazivanja na poljima fiziologije, biokemije, ekologije, molekularne biologije te u svrhu
komercijalne primjene (Oren 2005). Vrste roda Dunaliella su jednostani¢ni biflagelatni
organizmi s jednom jezgrom i jednim kloroplastom. Nemaju stani¢nu stijenku, ve¢ izlucuju
glikoproteinski omotac, kojega nazivamo glikokaliks i sluzi kao potpora plazmalemi. Stanice
mogu biti elipsoidne, sfericne, piriformne ili fuziformne te su radijalno simetric¢ne, bilateralno
simetri¢ne ili asimetri¢ne. Prosje¢na veli¢ina stanice je 9-11 um. Pojavljuju se u hipersalinim
ili boCatim vodenim stanistima. S obzirom na to da stanicama nedostaje kruta stani¢na stijenka,
razmnoZavaju se nespolno uzduznom diobom ili spolno izogamijom. Grada stanice prikazana

je naslici 1.



Slika 1. Elektronsko-mikroskopska slika prereza kroz stanicu D. tertiolecta (povecanje
3525x); 1-baza biceva, 2-stani¢na jezgra s jezgricom, 3-vakuola, 4-kloroplast, 5-pirenoid, 6-

Skrobna zrnca, 7-plazmalema (preuzeto iz Science Photo Library).

Teodoresco (1905) je na temelju stani¢ne morfologije prvi opisao rod Dunaliella, pod redom
Volvocales i unutar porodice Polyblepharidaceae. Mnogo kasnije Massjuk (1973) je rod
premjestila u ve¢ postoje¢u porodicu Dunaliellaceae. Butcher (1959) je proveo taksonomska
istrazivanja temeljene na stani¢noj morfologiji opisujuci Cetiri nove vrste (Dunaliella
tertiolecta Butcher, D. primolecta Butcher, D. quartolecta Butcher, D. polymorpha Butcher).
Koristio je samo citoloske atribute koji su visoko varijabilni kriteriji kod zelenih jednostani¢nih
algi. Vecina se taksonomskih istraZivanja temeljila isklju¢ivo na morfoloSkim kriterijima (t;.
veli¢ini 1 obliku stanice, simetriji stanica, obliku kloroplasta, prisutnosti pirenoida i o¢ne pjege,
prisutnosti refraktilnih granula). No opc¢e je poznato da je oblik stanica vrlo promjenjiv zbog

nepostojanja krutog stanicnog pokrova (Oliveira i sur. 1980). Takoder je poznato da veli¢ina
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stanice i oblik stanice ovise o vanjskim ¢imbenicima kao $to su primjerice hranjive tvari (Brown
I Borowitzka 1979, Riisgard 1981, Ginzburg 1987).

Trenutni taksonomski pojmovi temelje se uglavnom na morfoloskim 1 fizioloskim
karakteristikama (Borowitzka i Siva 2007). Takav je nacin klasificiranja nedostatan stoga
daljnja molekularna istrazivanja po¢inju pruzati nove uvide koji rezultiraju u nizu taksonomskih
preinaka (Borowitzka 2018). Iz molekularnih je istrazivanja zakljuceno da je rod Dunaliella
polifiletska skupina te da je filogenetski povezana s flagelatima iz reda Chlamydomonadales
koji posjeduju stijenku. Nakayama i suradnici (1996) tvrde da je priroda nedostatka stijenke
ovog taksona odvedeno svojstvo koje se sekundarno gubi. Massjuk (1973) je pretpostavila da
je glavni evolucijski smjer roda, prema prilagodbi na okruzenja s visokom salinitetom,
razvijanje svestranog metabolizma i brza morfoloska reakcija olaksana nedostatkom stani¢ne
stijenke, pracena i gubitkom kontraktilnih vakuola. Ustvrdila je da se prisutnost heksokinaze
kod D. tertiolecte, bez moguénosti iskoriStavanja glukoze (kao §to to moze veéina drugih
morskih algi), takoder moze smatrati neizravnim dokazom slatkovodnog podrijetla roda
(Gonzélez i sur. 2019). Dunaliella je postala prikladan model organizma za proucavanje
prilagodbe alga na okoli§. Znatno nakupljanje B-karotena kod nekih sojeva u pogodnim
uvjetima rasta dovelo je do zanimljivih biotehnoloskih primjena. Adaptivan organizam kao §to
je Dunaliella koji se moze prilagoditi Sirokom rasponu koncentracija soli moze se upotrijebiti
kao modelni organizam za proucavanje formiranja specificnih proteina koji reagiraju na

promjene slanosti u mediju (Oran 2005).



1.2 Rod Cylindrotheca Rabenhorst

Dijatomeje predstavljaju jednu od glavnih komponenti morskog fitoplanktona, ¢ine do 40%
godisnje produktivnosti u morima i predstavljaju 25% globalne fiksacije ugljika (Lauritano i
sur. 2020). Ekoloski su znacajne kao osnova morskih hranidbenih lanaca, ¢esto su ekoloski
najzapazenije vrste u oceanima i zahvaljuju¢i svojoj ulozi u oblikovanju dna, uglavnom su
odgovorne za geokemijski ciklus silicija (Volcani 1981).

U razred Bacillariophyceae (sin. Diatomeae, Diatomophyceae) spada relativno mali rod
Cylindrotheca sa samo ¢etiri vrste medu kojima je istrazivana vrsta Cylindrotheca closterium
(Ehrenberg) Reimann & J.C. Lewin. Rod uglavnom obitava u bocatoj vodi ili morskim
stanistima (Christensen i Reimer 1968). Stanice roda Cylindrotheca karakteristi¢ne su po svom
cilindriénom uzduznom presjeku. Jednostani¢ni su organizmi, jezgra je centralna i razdvaja dva
kloroplasta, ne posjeduju bi¢ te su slabo pokretne. Stanice imaju dva do nekoliko plocastih
plastida, Golgijev aparat, mitohondrije, a stani¢nu stijenku zamjenjuje modifikacija periplasta.
Nekoliko je pirenoida rasporedeno duz stanice. Kod vecine vrsta moze se primijetiti uoc¢ljiva
terminalna vakuola koja sadrzi kristale barijevog sulfata (Brook i Williamson 2010). Veli¢ina
stanica ovisi 0 vrsti, od 10 um do 1 mm. Stanice se nespolno razmnozavaju binarnom diobom,
¢ime se uzastopno Smanjuju. Kada stanice dosegnu kritiénu veli¢inu, binarnu diobu zamjenjuje
spolna reprodukcija. Prepoznatljive su po svojoj dvodijelnoj silificiranoj ljusturici (frustuli).
Frustule Cylindrotheca su izduljene i suzene prema rubovima. Gornji dio frustule naziva se
epiteka, dok je donji dio hipoteka. I gornji i donji dio ljusture podijeljen je na valve (epivalva i
hipovalva) koje su lateralno povezane pojasom. Rafa je prorez koji se pruza duljinom stanice
te je Cesto omeden silicijevim mostovima fibulama. Povrs$ina stanice moze biti glatka, tockasta,
prugasta ili kostasta, uzorci na povrsini su genetski uvjetovani te se razlikuju od vrste do vrste.
Kroz rafu i ornamente na ljusturi stanice izluCuju organski materijal koji $titi kremen od
rastapanja (Round i sur. 1990). Frustule se lagano silificiraju pa su podloZzne uniStavanju
tijekom ¢iS¢enja uzoraka kiselinom ili peroksidom (Lowe 2003). Grada stanice prikazana je na

slici 2.



Kloroplasti

Stani¢na
jezgra

Slika 2. Slika svjetlosnim mikroskopom stanice C. closterium (povecanje 1000 x); na slici su
prikazana dva kloroplasta u sredini stanice izmedu kojih je smjestena jezgra, krajevi silikatne

ljusturice su izduljeni te se nazivaju rostre (preuzeto s Phyto'pedia).

Proucavanje dijatomeja zapocelo je u 18. stolje¢u. Naziv razreda Bacillariophyceae potjece iz
roda Bacillaria Gmelin 1791, dok se naziv dijatomeje odnosi na rod Diatoma De Candolle 1805.
Unato¢ viSe od stolje¢a morfoloskih i taksonomskih istraZivanja tek su sredinom 20. stoljeca,
uvodenjem elektronske mikroskopije, otkrivene dodatne informacije o algama kremenjaSicama
(Halse i Syvertsen 1996). Simonsen (1979) je sistematizirao dijatomeje temeljem rezultata
svjetlosne i elektronske mikroskopije, te konstruirao klju¢ za razred dijatomeja. Na temelju
novih saznanja uslijedile su ideje o klasifikaciji, evoluciji i kritickim procjenama na vi§im
taksonomskim razinama, danas je prihvaéena podjela koja dijatomeje prema simetriji svrstava
u tri razreda: Coscinodiscophyceae, Mediophyceae i Bacillariophyceae (Medlin i Kaczmarska
2004).



Evolucijska putanja dijatomeja spojila je kombinaciju gena dobivenu endosimbiontskim
prijenosom gena iz dva sekundarna simbionta te horizontalnim prijenosom gena ¢ime su stecene
neke karakteristike bakterija i Archaea (Prihoda i sur. 2012). Jedna od posljedica raznolikog
genskog zapisa je morfogeneza proteina silafina i poliamina stvorenih iz ciklusa uree, Kkoji
omogucava izgradnju ljusturice od silicijevog dioksida (Gross 2012).

Dijatomeje postaju sve istaknutije mikroalge, a napredno znanje o njima povecalo je njihovu
vaznost i korisnost u komercijalnim i industrijskim primjenama kao §to su biogoriva, lijekovi,
zdrava hrana, biomolekule, materijali relevantni za nanotehnologiju i kao bioremedijatori

zagadene vode (Bozarth i sur. 2009).

1.3 Kvarcna mikrovaga s pracenjem disipacije (QCM-D)

Pracenje svojstava zivih, bioloskih sustava od klju¢nog je znacaja u razli¢itim podrucjima,
ukljucujuéi medicinsku dijagnostiku, industriju hrane i pracenje okolisa (Pihikova i sur. 2015).
Razvoj pouzdanih 1 osjetljivih molekularnih elektronickih uredaja vazan je jer su
konvencionalne mikrobioloSke i biokemijske metode skupe, zahtijevaju dulje vrijeme analize,
sofisticiranu opremu 1 uvjezbane korisnike. Stoga, kako bi se postigla brza, jeftina, tocna i
osjetljiva detekcija ciljanih svojstava, u zadnjih dvadeset godina intenzivno se razvija
tehnologija biosenzora (Ahmed i sur. 2014).

Biosenzor je analiti¢ki uredaj koji pretvara bioloski odgovor bioreceptora u mjerljivi signal
(Morales i Halpern 2018). Izbor bioreceptora vrlo je vazan za uéinkovitost biosenzora jer
odreduje osjetljivost 1 specificnost analize. Antitijela, enzimi, nukleinske kiseline, lektini i
biomimeti¢ki materijali poput molekularnih utisaka na polimerima (engl. molecularly
imprinted polymers, MIPs) su neki primjeri koristenih bioreceptora (Templier i sur. 2016).
Bioreceptor, koji specificno veze analit imobilizira se na povrSinu transduktora, gdje ¢e se
dogadaj prepoznavanja bioreceptora i analita manifestirati kao promjena nekog fizikalnog
svojstva koje se moze elektronicki detektirati. Po svojoj fizikalnoj osnovi transduktori se mogu
svrstati u elektrokemijske, opticke, piezoelektricne i1 termicke. Piezoelektri¢ni biosenzori
baziraju se na povezivanju bioreceptora s piezoelektricnom komponentom, koja je najcesce
kvarcni kristal oblozen zlatnim elektrodama (Perumal i Hashim 2014).

Senzori kvarc-kristalne mikrovage (engl. quartz crystal microbalance, QCM) su piezoelektri¢ni
senzori koji prate promjene rezonantne frekvencije kvarcnog kristala uslijed promijene mase

na njegovoj povrsini (Campos i sur. 2015). Dakle, specificna interakcija izmedu analita i



imobiliziranog bioreceptora na povr§ini QCM senzora rezultira porastom mase i tako dovodi
do smanjenja rezonantne frekvencije kvarcnog kristala. Naprednija izvedba uredaja, QCM-D
istovremeno prati viskoelasti¢na svojstva vezane mase biljeze¢i promjene u energiji disipacije
(AD). QCM se uglavnom primjenjuje u proucavanju biosenzora, adsorpcije proteina,
samoorganizirajucih slojeva te u proucavanju interakcija izmedu stanica i povrSina (Slika 3)
(Tonda-Turo i sur. 2018).

lako se prema literaturi piezoelektricnim senzorima ne pridaje toliko pozornosti kao
elektrokemijskim i optickim biosenzorima, QCM biosenzori imaju brojne prednosti,
ukljucujuéi jednostavnost koristenja, niske troskove, zadovoljavajucu osjetljivost, detekciju u

stvarnom vremenu, kra¢e vrijeme analize i mjerenje bez obiljezavanja analita (Chen i Cheng

2018).
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Slika 3. Shematski prikaz parametara koji se dobivaju QCM-D tehnikom i sustava koje se

moze analizirati i strazivati (preuzeto iz Tonda-Turo i sur. 2018).

Tehnoloski razvoj novih metoda kao $to su mikroskopija atomske sile (AFM) ili kvarcna
mikrovaga (QCM) otvorio je nove perspektive za otkrivanje melanoma i njegovo otkrivanje
biomarkera (Huber i sur. 2015). Biosenzori u sklopu QCM primijenjeni su za proucavanje
prepoznavanja lektin-ugljikohidrata i za proucavanje uéinaka lijekova na ljudske stanice
(Sobiepanek i sur. 2017).

Aktivna komponenta kvarcne mikrovage je tanki kristal kvarca prekriven zlatnim elektrodama
s imobiliziranim bioreceptorima. Biosenzor je elektrodama spojen na izvor struje koja uzrokuje

rezonantnu oscilaciju kvarcnog kristala (obi¢no 5 ili 10 MHz). Bioloski sustav od interesa



detektira se vezanjem na povrSinu biosenzora, gdje adsorbirana masa mijenja rezonantnu
frekvenciju (Slika 4). Uredaj omogucuje istovremeno mjerenje rezonantne frekvencije (mase)
I gusenje titranja-disipacije (viskoelasti¢nosti) kao funkcije vremena. Ova tehnika omogucuje
kineticke i termodinamicke analize interakcije u stvarnom vremenu, gdje je jedna molekula
imobilizirana na povrSini, a druga u protoku. Adhezija stanica slozen je proces, koji zapocinje
sedimentacijom stanica nakon ¢ega slijedi stvaranje nespecifi¢nih interakcija stanica i supstrata
praceno uspostavljanjem specifi¢nih molekularnih veza npr. ligand-receptor. (Tan i sur. 2014).
Nekovalentne veze uklju¢ene su u mnoge specifi¢ne interakcije izmedu supstrata i bioreceptora,
a mogu se temeljiti na vodikovim vezama, van der Waalsovim silama i hidrofobnim
interakcijama (Coelho i sur. 2017). PovrSinska modifikacija kvarcnog senzora igra vaznu ulogu
u boljoj ili loSijoj regulaciji fizioloskih procesa stanica kao Sto je adhezija. Ono §to je vazno,
neka od mjerenja na QCM-D uredaju mogu se izvrs$iti na zivim ili fiksnim stanicama i mogu
pruziti informacije o viskoelastiénim svojstvima novonastale biomolekularne povrSine

(Sobiepanek i Kobiela 2018).
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Slika 4. Primjer podataka dobivenih adsorpcijom uzorka na povr$ini biosenzora. Aktivne
Cestice iz uzorka se naglo adsorbiraju na biosenzor (a) te dolazi do sedimentacije svih
bioaktivnih molekula u otopini. Dodaje se nova otopina pa ponovno dolazi do adsorpcije (C) i
konacno zasi¢enja sustava na biosenzoru. Koraci b i d odgovaraju promjeni gustoce razlicitih
otopina. Promjena frekvencije je oznaCena plavom bojom, dok je disipacija oznaCena crvenom.
Slaba promjena disipacije kao odgovor na promjenu frekvencije u koraku a ukazuje na vecu
rigidnost molekula iz prvog uzorka. S druge strane adsorpcija uzorka c¢ daje veliku promjenu

frekvencije i1 disipacije, ukazuju¢i na povisena viskoelastiCna svojstva (preuzeto iz Dixon
2008).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

U okviru ovog diplomskog rada upotrebljena je kvarcna mikrovaga s pracenjem disipacije
(QCM-D) u svrhu provjere moguénosti koristenja QCM-D tehnike za odredivanje
koncentracije algi u tekuéem mediju i viskoelasti¢nih svojstava odabranih fitoplanktonskih

vrsta D. tertiolecta i C. closterium.

Ciljevi diplomskog rada su:

- odrediti krivulje rasta fitoplanktonskih vrsta Dunaliella tertiolecta i Cylindrotheca
closterium u uzorku

- odrediti korelaciju gustoce stanica u uzorku s povrSinskom brojnosti stanica na senzoru
pri QCM-D mjerenima

- odrediti omjer disipacije i promjene mase kao indikatora viskoelasti¢nih svojstava
vezanih stanica koje su uzgajane bez i uvjetima stresa, odnosno povisene temperature

- ustanoviti postojanje veze QCM-D viskoelasticnog parametra vrste i/ili uvjeta rasta
stanica u svrhu dobivanja metode kojom bi se jednostavno moglo pratiti promijene
povrsinskih svojstava zelenih algi i algi kremenjasSica u morskom ekosustavu kao

odgovor na stres.
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3 MATERIJALI | METODE

3.1 Istrazivane vrste

U ovom istrazivanju koriStene su dvije monokulture stanica. Prva koristena monokultura je D.
tertiolecta (Slika 5). Monokultura je nabavljena iz zbirke fitoplanktona od Provasoli-Guillard

Center of Marine Phytoplankton, Bigelow Laboratory for Ocean Sciences, West Boothbay
Harbour, Maine, USA.

20 um

Slika 5. Kultura stanica D. tertiolecta uzgajana u /2 mediju, snimljeno video-mikroskopom
Newport M-423 pod povecanjem 400x.

Druga koristena monokultura je C. closterium (Slika 6). Kultura je nabavljena iz zbirke
fitoplanktona od Provasoli-Guillard Center of Marine Phytoplankton, Bigelow Laboratory for
Ocean Sciences, West Boothbay Harbour, Maine, USA.

13



20 pm

Slika 6. Kultura stanica C. closterium uzgajana u f/2 mediju, snimljeno video-mikroskopom
Newport M-423 pod povecanjem 400X.

3.2 Stani¢ni uzgoj

Medij za uzgoj dijatomeja je f/2, dok je za D. tertiolectu pripremljen f/2-Si (tj. f/2 bez
dodatka Na.SiO3x9H,0) jer kod algi koje ne zahtijevaju silicijev dioksid prilikom uzgoja
dolazi do talozenja silicija u slu¢aju njegovog dodavanja. Medij f/2 koji je uobicajen i Siroko
koristen, u osnovi je obogacena morska voda namijenjena za uzgoj morskih algi, posebice
dijatomeja. Koncentracija orginalne recepture, nazvana ,,f medij“ (Guillard i Ryther 1962),
umanjena je za polovicu. Medij je pripremljen tako Sto je hladna morska voda filtrirana kroz
Milipore filtere veli¢ine pora 0,22 um radi uklanjanja bakterija. Na Erlenmayer tikvicu od
250 mL oznaceni su podaci o kulturi, alikvotu i datumu precjepljivanja. Zatim je u tikvicu
dodano 100 mL filtriranog mora te 100 pL NaNOs, 100 pL otopine tragova metala i kod
priprave dijatomeja jo§ 100 pL Na»SiOsx9H.0O. Pripremljene otopine poklopljene su
staklenom ¢aSicom te zagrijavane u mikrovalnoj peénici, 3 minute. Erlenmayer tikvice s
otopinama prebacene su U inox komoru gdje su dodatno sterilirizirane UV lampom jos 10
minuta. Nakon otprilike 3 h, kada se medij u tikvicama ohladio, dodano je 3 kapi vitamina
preko sterilnog akrodiska i 100 pL NaH2POsxH2O (koristi se sterilni pribor). Nakon
navedenih postupaka, mediji su spremni za dodatak fitoplanktonskih kultura koje su u

stacionarnoj fazi rasta. Alikvoti kultura dodani su mediju takoder sterilnim priborom. Nakon
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nasadivanja sterilnom tehnikom rada, tikvice su zacepljene sterilnim ¢epom od vate koji se
dodatno oblozio aluminijskom folijom. Kulture su stavljene u komoru za uzgoj (GFL 1086)
pritemperaturama od 18 °C u prvom slu¢aju i 30 °C u drugom slucaju, uz 20 okretaja/minuti
i ciklusu osvjetljenja (1500 luxa) dan-no¢ 12-12 h. Svakih drugi dan koristene su tehnike

opticke mikroskopije u svrhu kvantitativnog pracenja dinamike rasta.

Tablica 1. Kemijski sastav medija koriStenog za uzgoj monokultura D. tertiolecta i C.

closterium.
Sastav medija Medij Medij c/mol dm
Dunaliella Cylindrotheca
tertiolecta closterium
Filtrirana morska 100 mL 100 mL /
voda
NaNO3 100 pL 100 pL 8,83 x 10*
Otopina tragova 100 pL 100 pL /
metala
Naz2SiO3x9H20 / 100 pL 1,06 x 10*
NaH2PO4xH:0 100 pL 100 pL 3,63x10°
Otopina vitamina 3 kapi* 3 kapi* /

*Kapi su dodane sterilnim akrodiskom 0,22 pum.

3.2.1. Izolacija stanica

Uzorci fitoplanktonskih stanica D. tertiolecte i C. closterium za mjerenje QCM-D tehnikom
izolirane su iz hranjive podloge centrifugiranjem (2000 g, 3 min, Minicentrifuga, ROTILABO).
Kulture su izolirane odvojeno kako ne bi doslo do kontaminacije uzorka drugom kulturom.
Pipetom je odvojen supernatant od stanica te je Cistom pipetom dodan jednaki volumen
filtrirane morske vode. S obzirom na to da su centrifugirane alge nakon centrifugiranja
istaloZzene na dno epice u obliku peleta, nakon ispiranja su resuspendirane pomocu vrtlozne
mijesalice te ponovno oborene centrifugiranjem od filtrirane morske vode. Navedeni postupak
ponovljen je jo§ dva puta. Suspenzija stanica u filtriranoj morskoj vodi sadrzi otprilike 3-6 X
10° stanica/mL (izbrojano Fuchs-Rosenthal hemocitometrom), koncentracija ovisi o fazi rasta
stanica koristenih prilikom mjerenja QCM-D instrumentom. Konacni uzorak koriSten za

mjerenje ima volumen 6 mL.
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3.3 Mikroskopska mjerenja: odredivanje koncentracije stanica
3.3.1 Odredivanje volumne koncentracije i dinamike rasta fitoplanktona

Za odredivanje dinamike rasta D. tertiolecta i C. closterium, stanice su brojane tijekom
30-0 dnevnog eksperimenta svaki drugi dan, u svrhu odredivanja pocetka i trajanja
pojedinih faza rasta: pocetna lag, eksponencijalna (logaritamska) i stacionarna. Za
potrebe odredivanja volumne koncentracije stanica koriSteni su: svjetlosni mikroskop
Olympus BX51 i hemocitometar Fuchs-Rosenthal, Fein-Optik Jena, Germany, dubine
jazice 0,2 mm. Alikvotu uzorka stanica D. tertiolecta od 1mL u sterilnim uvjetima
dodano 20 pL otopine formaldehida za fiksaciju (dijatomeje nisu bile fiksirane).
Uzorak je pipetom nanesen na Fuchs-Rosenthalovu komoru, prekriven pokrovnim
stakalcem i stavljen pod svjetlosni mikroskop Olympus BX51. Fuchs-Rosenthalova
komora (slika 7.) ima povrsinu od 16 mm? (4 x 4) i dubinu od 0,2 mm stoga je ukupni

volumen komore 3,2 mm3.

fat—1.00 ma. ] —  [#—0.25 nu.

Slika 7. Fuchs-Rosenthalov hemocitometar s oznacenim veli¢inama ¢elija (preuzeto

iz kataloga Electron microscopy sciences....).

Stanice su brojane metodom nasumi¢no odabranih polja pod povec¢anjem 40 1 100 x.
Prilikom brojanja uzete su u obzir i stanice koje se nalaze na rubovima éelije, te se
brojanje ponavljalo 3 puta radi statisticke to¢nosti rezultata. Abundancija stanica u
otopini izraCunata je iz brojnosti stanica po ¢elijama prema Fuchs-Rosenthal formuli
za hemocitometar. Na temelju dobivenih abundancija nacrtana je krivulja rasta i

odredene su pojedine faze rasta stanica.
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3.3.2 Odredivanje povrsinske koncentracije fitoplanktona

Kroz vremenski period od vise od 30 dana, zajedno s dinamikom rasta stanica, pracena je
povrSinska koncentracija stanica na kvarcnom biosenzoru. Po zavrSetku mjerenja na
instrumentu Q-Sense E1, kvarcni biosenzor s adsorbiranim stanicama pazljivo je postavljen na
predmetno stakalce (BioGnost, 26x76 mm), u sterilnim uvjetima. Nasumi¢no odabrana
podrucja na biosenzoru snimljena su video-mikroskopom Newport M-423 (slika 8), pod
povecanjem 10x. Program koristen za pohranu slika je [P Camera Viewer 4. Brojnost stanica
izraCunata je uporabom programa ImageJ s modulom QuimP. Normiranjem na povrsinu koja
je snimana, dobivene su vrijednosti povrsinske brojnosti po mm? za pojedini dan ili eksperiment
u danu. Jedna snimka videomikroskopom (0,2x0,3 mm) predstavlja ~0,1% povrSine biosenzora.
Za pojedinu vrijednost povrSinske brojnosti uziman je prosjek od 10 snimki po biosenzoru.
Dobivene vrijednosti smatraju se dovoljno reprezentativnim za povrSinsku koncentraciju na
cijelom senzoru. Primjenom student t-testa (Pavli¢ 1988) odredena je vjerojatnost od 95% kako
se vrijednost povrSinske koncentracije stanica nalazi u rasponu +/- dvostruka vrijednost
standardne greSke vrijednosti broja stanica u nasumicno odabranim podrucja. Student t-test
koristi se za ocjenu uzorkovanja s kona¢nim brojem uzoraka, ovdje snimki povrSine senzora.
Standardna greSka je vrijednost standardne devijacije mjerenih vrijednosti podijeljena s
korijenom broja uzoraka, tj. broja mjerenja. Ovom automatiziranom metodom procjenjuje se

ukupna koncentracija stanica koja se nalazi na povrsini elektrode.

IR TS

Slika 8. Video-mikroskop Newport M-423.
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3.4 Mjerenja kvarcnom mikrovagom uz prac¢enje disipacije (QCM-D)

34.1 QCM-D instrumentacija

Aparatura osnovnog QCM-D instrumenta (slika 9) sastoji se od sljede¢ih komponenti:

1. kvarcni kristal s elektrodama za pobudu titranja,

2. protoc¢na cCelija koji drzi kvarcni kristal i omogucuje protok tekuc¢eg medija (otopina i
stani¢nih preparata) preko gornje strane kristala, preko celije se ostvaruje elektricni
kontakt s elektrodama na senzoru,

3. peristalticka pumpa za kontrolirani protok tekué¢eg medija,

4. mjerna komora koja regulira temperaturu proto¢ne celije 1 time temperaturu
eksperimenta,

5. elektronicka jedinica koja pobuduje kristal na rezonantno titranje primjenom

odgovarajuc¢eg napona i biljezi promjene rezonantne frekvencije i disipacije.

Elektronic¢ka
jedinica

Mijerna o
komora

Pumparm_\]}\lw Uzorak | —— C—‘b !

y SR
Protocna ¢elija  Kvarc kristalni senzor Osobno ra¢unalo

Slika 9. Shematski prikaz QCM-D instrumenta sa svojim sastavnim dijelovima. Preuzeto s:
https://www.nanoscience.com/techniques/quartz-crystal-microbalance/ (23.07.2020.)

Mjerenja kvarcnom mikrovagom uz pra¢enje disipacije napravljena su u standardnoj proto¢noj

¢eliji, prikazano na slici 10.
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Slika 10. Proto¢na ¢elija, Q-Sense E1, Biolin Scientific, Svedska.

Rasipanje (disipacija) energije senzora mjeri se tako Sto uredaj biljezi guSenje, atenuaciju
oscilacija senzora po prestanku pobude rezonanthom frekvencijom (Irwin i sur. 2005).
Rasipanje energije zabiljeZzeno tijekom adsorpcije odrazava viskoelsticnost materijala koji
dodiruje povrSinu senzora. Varijacija frekvencije u QCM-u proporcionalna je gusto¢i mase
(Am) u ng cm” % adsorbiranog materijala prema Sauerbreyjevoj jednadzbi: Af = —CAm gdje je
C konstanta koja ovisi o karakteristikama instrumenta, tj. fizickim dimenzijama senzora iz koje
proizlazi njegova rezonantna frekvenciji (Huang i sur. 2017). Za QCM-D uredaj koristen u
ovom radu vrijedi C=17,7 ng/cm?/Hz. Koristeni senzor je kruznog oblika, promjera 14 mm, s
50 nm SiO2 nanesenog na Au-elektrode (Slika 11) (MicroVacuum Ltd., Madarska). Pomak od
1 Hz u rezonantnoj frekvenciji kristala-senzora posljedica je depozicije i vezanja ~20 ng
materijala na povr$ini senzora funkcionaliziranim polietileniminom. Napomenimo kao linearni
odnos izmedu frekvencije i mase, kako je definirao Sauerbrey, ne uspijeva za uzorke manje
krutosti odnosno za materijale koji nisu ¢vrsto vezani za povrSinu, jer se ne uspijeva u
potpunosti vezati titranje uzorka s oscilacijom podloge tj. kvarcnog kristala (Dunham i sur.
1995). U takvim slucajevima moze do¢i do podcjenjivanja mase na povrsini kristala. Dakle,

vazno je uzeti u obzir rasipanje ili disipaciju prilikom kvantifikacije viskoelasticne mase, no
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apsolutno odredivanje mase u vecini slu¢ajeva neée biti moguce bez nekog vanjskog nacina

odredivanja koji bi potvrdio primijenjeni viskoelasti¢ni model (Voinova i sur. 1999).

34.2 Funkcionalizacija senzora bioreceptorima

Senzori s povr§inom Cistog zlata, uobicajeni za QCM metode, nisu primarni odabir povrSine za
eksperimente na stani¢noj kulturi zbog nespecificne adsorpcije mnogih biomolekula
(Sobiepanek i Kobiela 2018). Uobicajeni su senzori gdje su elektrode obloZene polistirenom ili
silicijevim dioksidom na koje se zatim nanose bioreceptorske molekule odgovarajuéim
kemijskim postupcima. Za potrebe ovog rada je ipak koristen sustav relativno nespecifi¢ne
apsorpcije — senzor je funkcionaliziran s polietileniminom (PEI). Polietilenimin je vodotopljiv,
kationski polimer koji se sastoji od primarnih, sekundarnih i tercijarnih amino skupina (Pandey
i Sawant 2016) i odlikuje se stvaranjem povrsine koja je elektrostati¢ki pozitivno nabijena.
Depozicija PEI je izvedena tako da je 20 pL otopine PEI-a nakapano tako da bude prekrivena
cijela povrsina senzora. Senzori su ostavljeni 1h u sterilnim uvjetima te nakon toga ispirani

MiliQ vodom i osuseni plinom dusikom. Tako pripremljeni biosenzori spremni su za koriStenje
u QCM-D mjerenjima.

S e T A e e e
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Slika 11. QCM-D 5 MHz kvarcni senzor s 50 nm debelim slojem SiO,, MicroVacuum Ltd.,
Madarska.
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3.4.3 QCM-D mjerenje

QCM-D mjerenje ¢ini pracenje pomaka vrijednosti frekvencije, Af i disipacije, AD za nekoliko
odabranih harmonika rezonantne frekvencije QCM biosenzora (prvi harmonik se ne prati jer je
potisnut zbog mehani¢kog vezanja biosenzora u komori). Jedan mjerni ciklus sastoji se od
slijeda depozicija razli¢itih preparata (Ciste vode, puferskih i drugih otopina ili suspenzija sa
stanicama) tijekom kojih se u vremenu biljeze parametri Af i AD. Kori$tena su dva razli¢ita
slijeda preparata prilikom mjerenja. Prvi zapo¢inje s MilliQ vodom, nakon ¢ega je primijenjena
filtrirana morska voda da se uspostavi poc¢etna rezonantna frekvencija biosenzora. Naime,
frekvencija je osjetljiva cak i na gustocu, tj. molarnost otopine te je potrebno samu otopinu, bez
stanica koristiti kao baznu vrijednost. Za mjerenje osnovne frekvencije QCM treba koristiti istu
otopinu kao onu koja se koristi za resuspenziju fitoplanktona, kako bi se uskladila gustoca
otopina. Protok je reguliran pomoéu pumpe &ija je brzina protoka postavljena na 150 pL min™.
Ovaj relativno snazni protok osiguravao je da se na biosenzoru biljeze samo zaista vezane
stanice, nevezane se ne bi mogle zadrZati na povrSini. Pra¢ena je adsorpcija na povrSinu
kvarcnog senzora funkcionaliziranu otopinom polietilenimina. QCM mjerenja provedena su na
20 °C. Nakon odredivanja pocetne rezonantne frekvencije, u proto¢nu Celiju dodaje se uzorak
s monokulturom algi u koncentracijama ovisnima o danu i fazi rasta. Mjerenja su vrSena
zasebno na vrstama D. tertiolecta i C. closterium, uzorkovanim u eksponencijalnoj i
stacionarnoj fazi rasta, a uzgajanim na temperaturama 18 i 30 °C. Slijedi prac¢enje promjene
frekvencije (i disipacije) uslijed adsorpcije mikroalgi na povrSinu biosenzora. Adsorpcija
uzrokuje prigusenje oscilacija pri ¢emu je masa adsorbiranog materijala proporcionalna
promjeni frekvencije kvarca (Salopek 2017). Promjene frekvencije 1 disipacije viSih harmonika
(3.,5.,7.) tijekom nastajanja jednosloja mikroalgi, nadgledane su i spremane pomocu programa
Qsoft, dok su podatci nakon mjerenja obradeni u programu Qtools. Koli¢ina algi izraunata je
prema Sauerbreyjevoj jednadzbi. Nakon zavrSetka mjerenja, biosenzor i mjerni sustav je opran
protokom 2% otopine Deconex-a, 5 minuta te ispran MiliQ vodom takoder 5 min, kako bi se
odistili zaostaci algi u dovodnim i odvodnim cjevéicama te proto¢noj ¢eliji. Nakon uporabe i
vadenja iz mjerne komore, senzori oblozeni SiO2 su oc€iS¢eni pomocu 2% otopine SDS-a
tijekom 30 minuta, zatim 30 minuta na 55 °C u 2% otopini Deconex u ultrazvuénoj kupki.
Isprani su MilliQ vodom i osusen plinom N2 te dodatno obradeni Oz plazmom u Plasma-
cleaneru, 5 minuta. Svi tragovi organske tvari uklonjeni su sa senzora prije ponovne
funkcionalizacije povrSine i mjerenja. Na slici 12 prikazana je potpuna instrumentacija kvarc-

kristalne mikrovage uz pracenje disipacije.
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Slika 12. Kvarc kristalna mikrovaga s pracenjem disipacije, Q-Sense E1, Biolin Scientific,
Svedska.
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4. REZULTATI

4.1 Dinamika rasta monokultura D. tertiolecta i C. closterium

Dinamika rasta algi D. tertiolecta i C. closterium pracena je u periodu od 30 dana. Stanice su
brojane otprilike svaka 2 dana kako bi se izra¢unala abundancija stanica (prema Fuchs-
Rosenthal formuli za hemocitometar) na temelju kojih je dobivena krivulja rasta (Slika 13) za
obje vrste mikroalgi.
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Slika 13. Krivulja rasta vrsta D. tertiolecta i C. closterium u mediju f/2 kroz 30 dana rasta.

Krivulja rasta podijeljena je u tri faze. Prva je faza pocetna lag faza, trajala je do 4. dana rasta
prilikom &ega se abundancija obje vrste algi poveéala za 6 x 10* stanica/mL. Sljedeéa faza je
eksponencijalna ili logaritamska faza koja je trajala do 16. dana i za to vrijeme brojnost stanica
porasla je s 7,0 x 10* stanica/mL na 3,05 x 108 stanica/mL. Posljednja faza je stacionarna faza
te je trajala od Sesnaestog dana pa sve do kraja mjerenja, kada je brojnost stanica iznosila 6,0 x

106 stanica/mL u slu¢aju D. tertiolecte te 7,1 x 10° stanica/mL za vrstu C. closterium.
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4.2 Povrsinska koncentracija monokultura D. tertiolecta i C. closterium

Za pojedinu vrijednost povrSinske brojnosti uziman je prosjek od 10 snimki po biosenzoru. U
tablici 2 dan je primjer za vrijednosti brojanja za stanice u 16. danu rasta, na 18 °C - u ovom
primjeru prikazano je 9 snimki povrSine senzora za pojedinu vrstu. Reprezentativne snimke na
kojima je bazirano brojanje dane su na slikama 14 i 15. Za vrstu D.tertiolecta standardna greska
iznosi 9/3=3, te se stoga vrijednost broja stanica nalazi unutar raspona 98 +/-6 s 95%
vjerojatnoscu. Za vrstu C.closterium, standardna greska je 21/3=7, tako da se vrijednost broja

stanica nalazi unutar 100 +/-14.

Mar-17-2020 22:20:44 Mar-17-2020 22:21:16 Mar-17-2020 22:22:03

Mar-17-2020 22:22:42 Mar-17-2020 22:23:36 Mar-17-2020 22:24:04

Mar-17-2020 22:24:30 Mar-17-2020 22:25:10 Mar-17-2020 22:25:39

Slika 14. Stanice C. closterium (Ehrenberg) na QCM-D biosenzoru, snimljeno video-

mikroskopom, 16. dan rasta.
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Mar-17-2020 18:09:32 Mar-17-2020 18:10:15 Mar-17-2020 18:10:43

Mar-17-2020 18:11:02 Mar-17-2020 18:11:24 Mar-17-2020 18:11:46

Mar-17-2020 18:12:07 Mar-17-2020 18:12:35 Mar-17-2020 18:13:18

Slika 15. Stanice D. tertiolecta (Butcher) na QCM-D biosenzoru, snimljeno video-
mikroskopom, 16. dan rasta.
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Tablica 2. Broj stanica na slikama 14. i 15. za stanice u 16. danu rasta, na 18 °C ((S) srednja
vrijednost, (SD) standardna devijacija i (SG) standardna greska))

Broj stanica
D. tertiolecta 18°C | C. closterium 18°C

slika 1 100 119
slika 2 116 109
slika 3 99 90
slika 4 103 90
slika 5 100 133
slika 6 92 101
slika 7 94 115
slika 8 84 79
slika 9 94 65
slika 10 89 116
S 97 102
SD 9 21

SG 3 7

Na temelju srednjih vrijednosti digitalnih snimaka zabiljeZenih nakon svakog seta mjerenja na
QCM-D uredaju, izradena je krivulja ovisnost povrsinske koncentracije (brojnosti) vrsta
D.tertiolecta i C. closterium po danima rasta (slika 16).
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Slika 16. Povrsinske (st. po mm?) koncentracije vrsta D. tertiolecta i C. closterium nakon

depozicije na kvarcnom biosenzoru. Strelicama su prikazane moguce tendencije u podacima.

U razdoblju od 20-o0g do 30-og dana rasta, za vrijeme stacionarne faze, stanice pokazuju veci
afinitet za adsorpciju koji protokom vremena pada, moguce zbog gubitka vijabilnosti
(odumiranja) stanica u stacionarnoj fazi. Ipak, ove promjene ne mogu se pouzdano identificirati.
Potrebno je povecati broj mjerenja kako bi se osigurala pouzdanost ovdje naznacene pojave
povecanja adsorpcije u stacionarnoj fazi. Prelazak stanica iz jedne u drugu fazu ne moze se
jasno uoditi i ne prati krivulju dinamike rasta prikazanu na slici 13.

Na kraju, podaci dobiveni prac¢enjem volumne koncentracije uzorka usporedeni su s podacima
povrsinske koncentracije kako bi se pokazalo utjece li brojnost stanica koja ulazi u sustav na
koli¢inu depozicije u komori, odnosno brojnost stanica koja je zabiljezena na povrSini
biosenzora. Na slici 17 prikazana je korelacija izmedu volumne koncentracije stanica (st./mL)
u uzorku koristenom prilikom mijerenja i povriinske koncentracije stanica (st./mm?) na
kvarcnom biosenzoru nakon mjerenja. Uporabom statisticke metode Spearmanov p Kkoji za
vrstu D. tertiolecta iznosi -0,29 te za vrstu C. closterium -0,04 dokazano je da ne postoji
ovisnost povrsinske koncentracije (broja algi na senzoru) o volumnoj koncentraciji algi u

primijenjenom uzorku. Korelacija se pokazala kao slaba i negativna te je usporedbom s
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Pearsonovom r korelacijom, ¢iji su koeficijenti bili nizi, zaklju¢eno kako su ove dvije varijable
u nelinearnoj ovisnosti te da je Spearmanov koeficijent korelacije ranga bolji izbor (Rebekic i
sur. 2015). Negativna korelacija moze biti rezultat niske brojnosti stanica na povrSini (zauzeto
manje od 10% povrsine biosenzora), no potrebno je istraziti mehanizme adsorpcije koji tome
mogu biti uzrok.

® D. tertiolecta 18°C C. closterium 18°C «++++=++- D. tertiolecta 18°C C. closterium 18°C
12,000
10,000 e
8,000 )
6,000
4,000

2,000

Povrsinska koncentracija (st./mm?)

0.E+00 2.E+06 4.E+06 6.E+06 8.E+06 1.E+07

Volumna koncentracija (st./mL)

Slika 17. Ovisnost povrsinske i volumne koncentracije vrsta D. tertiolecta i C.
closterium. Iscrtano linijom prikazane su linearne regresije.

4.3 Ovisnost odaziva QCM-D instrumenta o koncentraciji stanica u otopini

i na povrs$ini biosenzora

QCM instrument nam daje vremensku dinamiku procesa vezanja stanica na povrSinu
biosenzora tako da parametar promjene rezonantne frekvencije mozemo izravno povezati s
koli¢inom stanica deponiranom na biosenzor. Slika 18. prikazuje rezultate pokusa gdje su na
povrsini elektrode deponirane Stanice vrste D. tertiolecta i C. closterium iste faze rasta. Po
uvodenju preparata stanica u komoru s biosenzorom i D. tertiolecta i C. closterium pokazuju

smanjenje frekvencije i poveéanje disipacije s vremenom.
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Na slici 18. vidljivo je kako se neposredno nakon uvodenja stanica u QCM komoru biljezi nagli

pad frekvencije () i porast disipacije (D). Nakon naglog pada frekvencije (plave tocke i linije)

slijedi zaustavljanje pada praceno zaravnjenjem Kkrivulje zbog usporavanja adsorpcije, nakon

prvog sata mjerenja. Usporedno, disipacijska vrijednost D (crvene tocke i linije) povecava se

nakon pocetka adhezije i ponasa ekvivalentno parametru Af. Odnosno, dok masa deponirana na

biosenzor nastavlja rasti, viskoelasti¢na svojstva strukture koja je deponirana na senzor se

nastavljaju mijenjati. Mjerenje u trajanju od sat vremena je ukazalo na relativno veliku brzinu

vezanja (vremenske konstante reakcije reda minuta), kao i na to da su sve primijenjene

koncentracije preparata stanica toliko visoke da se vrlo brzo postize maksimalna zasi¢enost

povrsine biosenzora stanicama.
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Takoder, razmotrena je povezanost broja algi na biosenzoru s parametrom Af QCM mjerenja
(slika 19). Iz rezultata se moze zakljuciti kako postoji linearna korelacija mase detektirane

QCM-D uredajem kao pomak frekvencije i povrsinske koncentracije algi.

® D. tertiolecta 18°C ® C. closterium 18°C ® D. tertiolecta 30°C ® (. closterium 30°C

......... D. tertiolecta 18°C  -++++---- C. closterium 18°C  «+++++=+ D, tertiolectq 30°C  +-++++-- C. closterium 30°C
100
[ ]

90 i

80
i . ’ '_...... .
2 R |
LC) 60 . . . '..-.' ----------------------
QJ . ‘.‘. . -------------
> . .'.. -------------- .
- e SRR
E o T i
9 40 o o
S S
° 30 gt , ‘
B . O.’. . .

20 & .

s e
10 . .
)
0
R 2,000.00 4,000.00 6,000.00 8,000.00 10,000.00 15.000.00

Povrsinska koncentracija algi (st./mm?)

Slika 19. Povezanost pada rezonantne frekvencije biosenzora Af'i povrsinske koncentracije

algi.

30



Viskoelasti¢na svojstva adsorbiranih mikroalgi obje vrste analizirana su pomocu Af/ D grafa
(slika 18). Razlike u nagibima krivulja istrazivanih monokultura ukazuju na razlicite interakcije
izmedu vrste i povrSine biosenzora. Stoga graf ovisnosti disipacije o frekvenciji moze prikazati
razlike u disipacijskom odgovoru ovisnosno o tome da li je adsorbirana tvar fleksibilna i
ljepljiva ili kruta i neljepljiva (Berglin i sur. 2008). Pored utjecaja vrste i koncentracije uzoraka,
ispitan je i utjecaj temperature na viskoelasticna svojstva. Kako je prikazano na slici 20. za
prvih 20 Hz promjene frekvencije odgovori disipacije su razli¢iti za obje vrste u svim uvjetima
rasta. D. tertiolecta pri 18°C ima ne$to manju vrijednost disipacije (~5) od D. tertiolecte pri
30°C (~6), s druge strane vrsta C. closterium pri 18 °C ima dvostruko manju vrijednost (~3) od
C. closterium uzgajane pri 30°C (~6). Viskoelasti¢na svojstva D. tertiolecte i C. closterium
pokazale su varijacije u viskoelasticnom odgovoru izmedu mjerenja po danima tijekom
razliCitih faza rasta. Obe vrste pri uvjetima rasta u visokim temperaturama pokazuju vecu
viskoelasti¢nost od vrsta uzgajanih u normalnim uvjetima rasta, dok sveukupno stanice vrste

D. tertiolecta pokazuje veéu viskoelasti¢nost od stanica C. closterium.
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Slika 20. Graficki prikaz omjera disipacije i frekvencije (3. harmonik) za vrste D. tertiolecta i

C. closterium pri 18° i 30° istog dana rasta.

Na slici 21. prikazani su parovi maksimalnih vrijednosti (Af, AD)disipacije i frekvencije (AD ,
Af) za svako pojedino mjerenje adsorpcije mikroalgi na biosenzor. Svaka toc¢ka na grafu

predstavlja rezultat za odredeni dan rasta stanica. Eksperimentalne tocke modelirane
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kolinearnim modelom, gdje vrijednosti polaze iz ishodista buduéi da je disipacija nula u tocki
gdje je frekvencija nula. Statisticka analiza za mjerenja u uvjetima normalnog rasta (18°C)
ukazuje na vjerojatnost linearne veze tih parametara, Spearmanov koeficijent korelacije za D.
tertiolectu iznosi 0,50, dok je za C. closterium 0,41, $to predstavlja srednje do snaznu pozitivnu
korelaciju izmedu parametara disipacije i frekvencije za istrazivane vrste, dok su rezultati

Pearsonove r korelacije visi, 0,55 za D. tertiolectu i 0,44 za C. closterium (Akoglu 2018).

D. tertiolecta 18° C. closterium 18° ® D. tertiolecta 30°C ® (. closterium 30°C
D. tertiolecta 18°C C. closterium 18°C ~ +eeeeeeee D. tertiolecta 30°C ~ ««ceeeees C. closterium 30°C
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Slika 21. Omjer frekvencije i disipacije za kulture D. tertiolecta i C. closterium uzgajane u

uvjetima normalnog rasta (18°C) i pri povisenoj temperaturi (30°C) u /2 mediju.

U dobivenim rezultatima moguce je uociti da je razlika u viskoelasti¢énim svojstvima po uzgoju
pri 18°C i 30°C zanemariva, naime oba seta toaka mogu se modelirati pravcem sli¢nog
koeficijenta nagiba, tj. omjera AD/Af~0,3 za vrstu D. tertiolecta pri 18°C i 30°C. Stanice C.
closterium pokazuju visi omjer AD/Af~0,4 pri visoj temperaturi uzgoja od uzgoja u standardnim
uvjetima gdje je vrijednost omjera AD/Af~0,15. Valja istaknuti da na frekvenciju oscilacije
Cistog kvarca utjeCe temperatura, stoga je stabilizacija signala (i kalibracija biosenzora) otezana
pri vi§im temperaturama (Molino i sur. 2006). Prvenstveno ipak moze se primijetiti da tocke
(Af, AD) pokazuju varijaciju u Sirokom rasponu i da se rasponi za dvije vrste preklapaju. Kako
bi se dodatno ilustriralo, tocke (Af, AD) iz prikaza na slici 21. prikazane su kao omjeri AD/ Af

prema danu rasta stanice (slika 22).
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Slika 22. Graficki prikaz omjera AD / Af po danima rasta za vrste D. tertiolecta i C.

closterium pri uvjetima rasta od 18 °C i 30 °C u /2 mediju.

Pravci kojima su modelirani podaci na Slici 21. ovdje su prikazani kao horizontalne linije,
prema vrijednostima omjera koje su navedene gore ( ~0,3 za D. tertiolectu i ~0,15 za C.

closterium pri 18 °C; ~0,3 za D. tertiolectu i ~0,4 za C. closterium pri 30 °C).
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5. RASPRAVA

Na povrsini biosenzora kvarcne mikrovage (s monitoringom disipacije) pracena je adsorpcija
dviju fitoplanktonskih vrsta s potpuno razli¢itim morfoloskim karakteristikama. Razliciti uvjeti
prilikom uzgoja algi bile su temperature 18 °C i 30 °C, niza temperatura odgovara uvjetima
prirodnog staniSta u kojima obje vrste zive irastu, dok poviSena temperatura predstavlja stresor.
Alge su pracene tokom eksponencijalne i stacionarne faze rasta.

Morfologija dijatomeja, ukljucujuéi vrstu Cylindrotheca closterium, podrazumijeva ¢vrstu
silikatnu frustulu sprjecavajuci bilo kakve izmjene u obliku stanica, stoga stani¢na plasticnost
ne utje¢e na parametre nakon adhezije (Zhou i sur. 2000). S druge strane, vrsta zelene alge
Dunaliella tertiolecta ne posjeduje stani¢nu stijenku, omogucujuéi stanici da mijenja svoju
morfologiju u svrhu osmoregulacije i $iri se na povrsini biosenzora. Na taj se na¢in vremenskKi
ovisno povecanje dodirne plohe stanice i povrSine biosenzora o€ituje u povecanju adsorbirane
mase (f), te porastu disipacijske energije (D). Marx i sur. (2003) pretpostavili su da stvarna
stani¢na masa znac¢ajno doprinosi kona¢nim rezultatima za stanice ¢ija se morfologija mijenja
nakon adhezije. U slu¢aju frustula C. closterium, izvanstani¢ni matriks uspje$no pomice stanicu
s povr$ine tijekom adhezije, smanjujuci dodirnu povrSinu izmedu stanice i elektrode pa je samo
dio stvarne staniéne mase izloZzen unutar granica detekcije instrumenta (QCM detektira samo
povrsinski sloj uz biosenzor, oko 0,25 um u vodi) (Kanazawa i Gordon 1985). S obzirom na
Cinjenicu da se mogu detektirati samo fragmenti stanice u sloju najblizem povrSini senzora
(Nimeri i sur. 1998) te da je cijela stanica prevelika da je QCM-D instrument registrira, stvarna
stanicna masa vjerojatno ne utjecCe na ukupan zabiljeZzeni signal. QCM-D odgovor moze se
pripisati isklju¢ivo interakcijama izmedu stanica/matriksa i povrSine elektrode zbog kalibracije
instrumenta filtriranom morskom vodom u trajanju od 10 minuta (odredena je osnovna
rezonantna frekvencija), nakon ¢ega su stanice pumpane kroz QCM-D komoru u suspenziji
istog medija koji je koristen za postizanje osnovne krivulje. Kako su gore navedene zamjetne
fizikalne razlike medu vrstama algi te postoje razlike u rigidnosti istrazivanih vrsta, dolazimo
do pitanja §to zapravo QCM-D uredaj detektira pri depoziciji algi na biosenzor, koji dio sustava
,povrsina senzora — bioreceptor — ekstracelularni matriks — stanica® se odaziva na rezonantno

titranje biosenzora.

Pra¢enjem dinamike rasta stanica, odredena je volumna koncentracija algi prema broju stanica
po mililitru uzorka koristenog pri svakom QCM-D mjerenju. Takoder, nakon mjerenja je

mikroskopski odredena povrSinska koncentracija algi na biosenzoru. Koncentracija stanica u
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otopini i onih na povrsini svakako su povezane, iako se korelacija ne ocituje uporabom
statistickih metoda. S druge strane promjena frekvencije ovisi o broju algi izmjerenih na
povrsini biosenzora. Stoga se postavlja pitanje je li koncentracija na povrSini ravnotezna
(zasi¢ena) ve¢ nakon sat vremena koliko je mjerena depozicija s QCM-D instrumentom ili do
zasi¢enja mozda nece ni do¢i dugotrajnijim mjerenjem. S obzirom da se stanice nespecifi¢no
vezu u viSesloj- stanica na stanicu ili postoji limitirajuci faktor za adsorpciju. Prema Molinu i
sur. (2006), zasi¢enje biosenzora moze biti uzrokovano ekstracelularnim matriksom kojeg luce
obje vrste mikroalgi. Ovo je moguéa naznaka kako postoji fizikalno ograni¢enje u vezanju
stanica, dakle dok je povr$ina senzora isklju¢ivo prekrivena polietileniminom stanice se vezu,
no zasi¢enjem te povrSine ekstracelularnim matriksom vezanje prestaje i ne dolazi do daljnje
adsorpcije stanica. Tome pridonosi i ¢injenica da istrazivane fitoplanktonske vrste zauzimaju

manji dio raspolozive povrSine supstrata (~1-10% za obje vrste).

Ispitana je korelacija izmedu povrSinske koncentracije i promjene u frekvenciji prilikom
adsorpcije algi na senzor. Ustanovljen je problem u primjeni ove metode za detekciju vezanja
stanica; sloj materijala na QCM-D senzoru ne bi trebao biti deblji od 100-200 nm jer je titranje
mase udaljenije od povrSine priguSeno medijem (vodom, otapalom) (Wegener i sur. 2000).
Dakle, u takvoj situaciji QCM-D nece detektirati ukupnu masu stanica vezanih na senzoru §to
je vidljivo iz relativno malih pomaka frekvencije koji su bili izmjereni. Naime, promjena
frekvencije, po Sauerbrey jednakosti za pomak od 1Hz indicira depoziciju ~20 ng na ukupnoj
povrsini senzora od oko 1 cm?. Za stanicu vrste D. tertiolecta okvirnih dimenzija 9x6x6 pm,
volumen stanice je oko 0,3x10™° m3, dok je za vrstu C. closterium duljine 23,5 um i promjera
3,5 um, volumen stanice oko 0,2x107** m3 (Olenina i sur. 2006). Uzimajuéi u obzir da gustoéa
stanice nije znatno drugacéija od gusto¢e vode, masa stanice jednaka je ~ 3 stanice po
nanogramu, stoga svaki Hz pomaka frekvencije predstavlja depoziciju 60 stanica. Kako su
obi¢no detektirani pomaci od 50 Hz, to bi na biosenzoru, prema QCM mjerenju bilo ukupno
3000 stanica na ukupnoj povrsini od 1 cm? senzora. Istovremeno, stvarna brojnost stanica
dobivena mikroskopiranjem bila je oko 3000/mm? (prekrivenost senzora stanicama oko 10%.),
dakle 2 reda veli¢ine veca. Oc¢ito QCM metoda ne detektira ukupnu masu stanica na povrsini
biosenzora, iako pak postoji linearna korelacija mase koju detektira QCM kroz pomak

frekvencije i1 povrSinske koncentracije algi.

Kako su utvrdili Fatisson i sur. (2011), prostorna raspodjela stanica na kvarcnom senzoru moze

utjecati na ponovljivost mjerenja, no sugeriraju da je promjena disipacije AD u ovisnosti 0
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pomaku rezonantne frekvenciji Af kvalitativno neovisna o broju stanica i prostornoj raspodjeli
stanica te umanjuje ucinak neponovljivosti izmedu svakog mjerenja. Stoga su pracene
vrijednosti AD, disipacije i Af, frekvencije kako bi se provjerilo reflektiraju li temeljna svojstva
viskoelasti¢nosti za vrste D. tertiolecta i C. closterium. Za po dvije vrste stanica i po dvije
temperature uzgoja, dobivene su AD vs. Af krivulje u vremenu depozicije stanica algi na senzor
- opcenita je slika ukazivala na korelaciju tih varijabli, porast AD uvijek prati porast pomaka
frekvencije Af. Povecanje disipacije zajedno sa smanjenjem rezonantne frekvencije ukazalo je
na povecanje koli¢ine viskoelasti¢ne tvari na povrsini biosenzora. Izraden je i graficki prikaz
ovisnosti maksimalnih vrijednosti AD i Af za svaku vrstu i temperaturu rasta. Tocke (AD, Af)
pokazuju linearnu korelaciju, tj. AD~Af. Pravci linearne regresije zadano polaze iz ishodista,
jer gdje nema deponirane mase, nema ni pomaka frekvencije ni porasta disipacije. No, rasipanje
toCaka (AD , Af) pokazalo je varijacije u podatcima, tj. omjer AD/Af varira u Sirokom rasponu
i vrijednosti tog omjera za dvije vrste se preklapaju. Linearna regresija pokazala je vrijednosti
»potpisa“ AD / Af za svaku vrstu 1 temperaturu rasta. S obzirom da taj omjer varira u Sirokom
rasponu i da se rasponi za dvije vrste preklapaju, ustanovljeno je da ,,potpis* AD / Af nije dobar
indikator vrste, time ni okoliSnog stresa, iako postoji nominalna, statisticka razlika u
vrijednostima koja se javlja nakon dugotrajnih mjerenja tijekom cijelog ciklusa rasta algi.

Omijer parametara disipacije i frekvencije za obje vrste zbog velikog rasapa vrijednosti ne
otkriva promjene tijekom proteka vremena rasta, odnosno nema razlike u viskoelasti¢nim
svojstvima izmedu eksponencijalne i stacionarne faze rasta. Stoga ne mozemo zakljuciti imaju
li istrazivane vrste viskoelasti¢na svojstva koja se mijenjaju U vremenu i utjecajem stresora na
stanice. Prema istrazivanju Pillet i sur. (2019) povrsinska svojstva stanica D. tertiolecte se
mijenjaju tijekom rasta S§to bi ukazivalo na promjenu adsorpcijskih karakteristika u

eksponencijalnoj i stacionarnoj fazi, no one nisu zabiljezene QCM-D uredajem.

Prema radu Hollanda i sur. (2004) moze se zakljuciti da je razlika izmedu QCM-D odgovora
zabiljezenih za istrazivane vrste vjerojatno rezultat prirode interakcija izmedu polietilenimina
na povrsini elektrode i stanice s ekstracelularnim matriksom i/ili razlike izmedu fizikalnih
svojstava povrSine dviju mikroalgi. Drugim rije¢ima, QCM-D je detektirao razlike u prirodi
vezanja istrazivanih vrsta na biosenzor i/ili razlike izmedu fizikalnih svojstava izlu¢evina algi
na povrSinu biosenzora, no prema dobivenim rezultatima nije specificirano koji dio stanice vrsi
interakcije s biosenzorom te utjece na promjenu pracenih parametara, s obzirom da se adhezija

moze vrsiti ili povrSinom stanice ili ekstracelularnim matriksom. U svrhu kvalitativne analize,
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QCM metoda je ¢esto nadopunjena skeniraju¢om elektronskom mikroskopijom kako bi se
dodatno procijenile morfoloske promjene i Sirenje Stanice duz senzora tijekom adhezije
(Fatisson i sur. 2011). Podatci o omjeru disipacije i frekvencije dobiveni QCM-D metodom,
mogu biti korisni za razumijevanje snage interakcija povrSine supstrata i mikroCestica te
utjecaja veli¢ine dodirne povrsine izmedu stanice i kvarcnog senzora (Elwing 2008), no u ovom
slu¢aju potrebno je vise eksperimenata kako bi se dobili dodatni uvidi o stani¢nim svojstvima.
Zbog slozene prirode fizioloSkih procesa, ¢ak i u uvjetima in vitro, eksperimentalne tehnike
koje prikazuju vise od jednog parametra od znanstvenog su (Wegener i sur. 2001). Stoga daljnje

usavrSavanje postojece tehnike i njezina primjena vazan su dio buducéih istrazivanja.
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6. ZAKLJUCAK

U ovom diplomskom radu pokazana je moguénost uporabe QCM-D tehnike pri istrazivanju
interakcija povrSine stanica s bioreceptorima. Mikroskopski je zapaZzeno da povrSinska
koncentracija tj. brojnost algi adsorbiranih na povrSini biosenzora ne ovisi o volumnoj
koncentraciji algi u uzorku koji je koristen prilikom mjerenja. Uzorak je u svim sluc¢ajevima
bio dovoljno zasi¢en algama da je sama dostupnost povrsine biosenzora bila limitirajuc¢i faktor
za adsorpciju. Ustanovljena je linearna korelacija povrsinske koncentracije algi S masom algi
koju je detektirao QCM-D uredaj, dok apsolutni brojevi nisu bili sukladni, tj, QCM-D sustav je
nalazio i do 100x manje mase nego $to bi se moglo odrediti iz brojnosti algi dobivenih

mikroskopiranjem.

Odredena je krivulja omjera disipacije 1 frekvencije koja prikazuje podatke o viskoelasti¢nosti
adsorbiranih stanica iz koje je vidljivo da nema razlike u viskoelastiénim svojstvima medu
vrstama D. tertiolecta i C. closterium niti da postoji razlika u razli¢itim uvjetima rasta.
Ustanovljeno je da omjer temeljnih parametara koje daje QCM-D tehnika, AD/Af nije dobar
indikator vrste, iako postoji nominalna razlika u vrijednostima (~0,3 za D. tertiolectu pri 18
°C, ~0,3 za D. tertiolectu pri 30 °C, ~0,15 za C. closterium pri 18 °C, ~0,4 za C. closterium pri
30 °C). Vrijednosti su pokazivale varijaciju kroz dane mjerenja, a razlika izmedu vrsta ili uvjeta
rasta nije znacajna da bi omjer AD/Af mogao postati indikator okoli$nih utjecaja, dakle ne moze
biti indikator manjih promjena u fizikalnim svojstvima algi ako nije u mogucénosti razlikovati

dvije morfoloski razlicite vrste.
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8. PRILOZI

8.1. Racunalna analiza slike

Snimke stanica dobivene mikroskopom po zavrsetku mjerenja na QCM-D

uredaju, obradene su u programu ImageJ s modulom QuimP na sljede¢i nacin:

1. Otvaranje pocetne slike stanica.

2. Prelaskom misa preko slike, na drugom prozoru ImagelJ prikazuju se x 1 y koordinate u
pikselima. Mi$ se postavlja na sve rubove kruga i zapiSu se vrijednosti. Za ovu
konkretnu sliku x 1 y koordinate se nalaze u crvenoj kruznici. Zatim se odabere ,,Oval

selections“ koji je drugi po redu s lijeva. Na donjoj slici je ve¢ odabran.

" (Fiji Is Just) Image

File Edit lwf@Age Process Analyze FPlugins Window Help
ST o| AN |A|a|o|0]) ofsfurfp|s]a] [»
(&=1929. y=T2)value=081,091,083 (#515b53)

+ty
++
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3. S odabranom postavkom odreduje se ovalni oblik koji ¢e obuhvatiti sve stanice na slici.

4. Kada je podruéje od interesa oznaceno, u izborniku se odabere Edit i Clear Outside.

[J7 (Fiji Is Just) Image)

Image Process Analyze Plugins Window Help

Ml v omz Al |0 o o] ] 8] |
pe v B‘Stralc Cut Ctri+X ;’es or arrows (right click to switch)
-~
L]
= Copy Ctrl+C
» Copy to System
< %. 3
Q kg o # Paste Ctrl+V
f
f wg® Paste Control...
» Qc'(
- Cay o> Clear :
6, ¢ o
[ :‘;‘ Bt o0 Clear Outside
4] < :
‘, Qe 3 p* 2%‘ Fill Ctrl+F
) Draw Ctri+D
5 “Q;, 5‘;‘“ Invert  Ctrl+Shift+]
;iaoﬁ 3, “. Selection ’
5 o of :‘ Options >
R & ® pr— O S
Bi=~ - g s & o !
| [’) 8 P 3
Bt e o e o

5. Sve $to je izvan kruga ¢e postati crno. U principu bi htjeli da nam je pozadina izvan

oznacene kruznice bijela pa se odabere naredba Color Picker (dva puta lijevi klik),
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izabere bijela boja i naredbom Flood Fill Tool.

oboji

0 ‘ 'W m File Edit Image Process Analyze Plugins Window

4| Al«|o|0) DwVS*lL“’I" .
x=3603, y—771 value=262,252,252 (#fcfcfc) hers to search

=

Sada kad imamo izolirano podrucje od interesa, odabere se opcija Process i naredba
Subtract Background. Otvorit ¢e se prozor u kojem se upise broj piksela. Za ovaj je
primjer odabran broj 30. Potrebno je isprobati nekoliko razli¢itih vrijednosti piksela radi
usporedbe efekata na slici te uzeti onaj broj piksela koji nam najbolje odgovara.

(Fiji Is Just) Image)

| File Edit Image QELM:EEN Analyze Plugins  Window
s10|o|z|o|- smoon Ctri+Shift+S
(Fiji Is Just) ImageJ 2.( Sharpen
& Find Edges
P
¢ Find Maxima..
’ * g & ‘g‘ Enhance Contrast...
. g » Noise 4
oz
o Shadows 4
o
0 a=t ¢ Binary 4
o °
S e Math '
) e
Pt g = FFT 3
v
=0 ’ﬂa‘ 8 .| Filters 4
i % Batch 4
- e’ s 3
. ERg =% Image Calculator...
e Jpow € -
) e i‘,J Subtract Background..
=y é &
e T = Repeat Gommand Ctrl+Shift+R
e~ @
Y L 45N € Calculator Plus
4
L b ?:0 Morphology 4
et B
s 2 'i '%.0 Image Expression Parser
°
| ; &= Lo Y Image Expression Parser (Macro)
- = A \:1 Multiple Image Processor
o e e S
& ‘, F. » Enhance Local Contrast (CLAHE)
y

rCd

Raolling ball radius:

Subtract Background...

v Light background

[” Separate colors

pixels

[~ Create background {don't subtract)

™ sliding paraboloid
[~ Disable smoothing
[™ Preview

Ok | Cancel' Help'
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7. Efekt

ocituje

S€ na

13330012 chr 308 41vE

donje

dvije slike. (Lijevo prije, desno

u

i {Fiji Is Just) Image)
3| File Edit Image
OOl ||~ Smoodth
“Multi-point” of po n.\ (1| Sharpen

[} 9 Find Edges
’ Find Maxima..
Enhance Contrast

Noise ’
¢ * 7 | Shadows »

° ® | Math C
B

FFT

Filters

€.
20 £ =

§ Batch ’

‘? % image Calculator

Subtract Background

2%

Repeat Command Ctri+Shift+R

Calculator Plus

Morphology

Image Expression Parser

Image Expression Parser (Macro)
Multiple Image Processor
Enhance Local Contrast (CLAHE)

[RCeeg Analyze Plugins Window Help
cukshites |ur| ¢ | 4 &

Pod naredbom Process pa Binary, odabere se Make Binary. Ova opcija pretvara sliku

crno bijelu.

Convert to Mask

Erode
Dilate
Open

Close-

Outline
Fill Holes
Skeletonize

Distance Map
Ultimate Points
Watershed

Varonoi

Options...
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9. Neke stanice iako su bijele imaju crne rupice po sebi. To ¢e smetati pri brojanju jer
broja¢ broji samo ono $to je bijelo. Zato se naredbama Process, Filters pa Median,
otvorimo prozor u kojem treba oznaciti Preview i mijenjati broj dok ne dobijemo

zadovoljavajucu sliku. Svrha ovih naredbi je ukloniti rupe u stanicama i crte koje

sigurno nisu stanice.

10. Sada treba namjestiti Threshold kako bismo istaknuli sve strukture koje Zelimo
prebrojati. Pod naredbama Image, Adjust pa Threshold. Otvorit ¢e se prozor u kojem
namjeStamo podatke tako da su stanice crvene. I zavr§imo izmjene opcijom Apply.

107 (Fiji Is Just) Image)
File Edit JlCt Process Analyze Plugins Window Help
Hlola o el |-
[EEEE “ Brightness/Contrast..  Ctr+Shift+G
Show Info.. Ctri+l | WindowlLevel .
Properies..  Ctrl+Shift+P | Color Balance

Color Threshold... Ctrl+Shift+T

Stacks Color Threshold... [T Threshold
Hyperstacks Size..

Crop Ctri+shifts, | Canvas Size
Duplicate. Ctri+shiftsp | LN Width

Coordinates
Rename.

Ctr+E | Auto Local Threshold

Auto Threshold 0
Bleach Correction
» 255

Auto Crop

Auto Grop (guess background color)
Lookup Tables ’ ‘Defaun j |Red j
,| ScaletoDPI

Annotate
nnotete I Dark background [ Stack histogram
Drawing

Video Editing > [~ Dontresetral

11. Kreirana slika je binarna sa samo dva intenziteta piksela: bijele stanice i crna pozadina.

12. Naredbama Analyze pa Analyze Particles otvori se prozor i odabere raspon veli¢ina

kojeg zelimo da sustav broji, u ovom slucaju je raspon 250-750 jer je procijenjena
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13.

povriina jedne stanice je 500 X pixel>. Radnja se izvriava tipkom OK.

U prozoru Summary nalaze se podaci o broju stanica i povrSini stanice. U drugom

prozoru

Summarize

{ Distribution

Label
Clear Resuts
Set Measurements
Set Scale
prate
Histogeam CrieH
Fiat Profie Cuiei
Surface Pt
Gels
Tools
Objects Counter
Options
seton
Calocalization
Calor Histogram
Directionaity
Snape index Map
Opic Flow
Heimhohz Analysis
Suface Plot

al Th
Ml Ky
QuickPALI
Shall
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Results
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§i0014.0227

[ Analyze Particles

Size (pixel2): [250-750]
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Show: |Nothing <

v Display results ™ Exclude on edges

IV Clear results [ Include holes
v Summarize ™ Record starts

v Addto Manager [ In situ Show

OK | Canc:el| Help|

za pojedine

Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

it Al 0|0 esu] 0|/ >

S aaap  [EO/1E20 o 180172 [b4-bil

O © [ Resuls

Delete R File Edit Font Results
Rename... [Area [mean [Min_ [max |
Weasure 8 255 265 255
Deselect | 255 255 255
255 255 255
2495 2552 235
255 255 255
255 255 255
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Properies
Flatten [F]
More »
¥ Show All
~ | Labels

[count [Total Area [Average Size [%Area [mean |

(1_1 4 700

326916 467.023 2681 299

stanice.
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14. U sljede¢em koraku odabire se naredba Analize Particles i ponavljamo korake 12. 1 13.
samo $to sad izabiremo raspon 750-1250. To bi trebalo odgovarati slucajevima kada se

dvije stanice dodiruju pa se broje kao jedna pa se konacni rezultat pomnozi s 2.

15. Ovaj postupak se ponavlja dok se ne izbroje sve stanice. Iduéi raspon bi bio 1250-1750.

Rezultat mnozimo s 3.

Ovoj metodi bi se moglo pristupiti i tako da se izbroje sve stanice vece od 250 i spreme rezultati
kao .csv file, u prozoru Results pod File pa Save As. .cvs file se moZe otvoriti u Excel tablici

pa bi se brojanje po povr§inama moZe obaviti 1 putem Excela.
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