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1. UVOD

Pojavu  svjetlucanja  Zzivih  organizama  nazivamo  bioluminiscencija.
Bioluminiscencija nastaje oksidacijom molekule koju zovemo luciferin uz pomo¢
enzima luciferaze. Ponekad su luciferin i luciferaza spojeni te ih nazivamo
fotoprotein.

U suvremenom svijetu okruzeni smo razliitim izvorima svjetlosti, od javne
rasvjete do razlicitih svjetle¢ih ekrana. No¢ i mrak gotovo da se i ne percipiraju u
njihovim prirodnim karakteristikama, a samim time i mnogobrojne prirodne pojave
koje se zbivaju no¢u ostaju izvan vidokruga suvremenog Covjeka. U srediStima
velikih gradova danas je noCu gotovo nemoguée razaznati zvijezde na nebu, a
krijesnice (Lampyridag sve viSe pripadaju legendama. Tako je prili€no Cesta
pojava luminiscencije zivih organizama postala rijetko uocljiva pojava koju mnogi
nisu nikada uo¢ili 1 dozivjeli. Napravimo li odmak od svakodnevice te se uputimo u
mavanturu® no¢ne Setnje po prirodi (osobito uz more), mozemo ostati zadivljeni
plavicastozelenkastom svjetlos¢u koju proizvode mnogi organizmi.

Tako je bioluminiscencija fasciniralala i autore ovoga istrazivackoga rada. Pocetna
faza istrazivanja zapocela je pregledom dostupnih internetskih izvora koja je ujedno
rezultirala prikupljanjem brojnih  podataka o luminiscentnim bakterijama i
metodama njihova uzorkovanja i uzgoja (Eddleman, 1999) te su krajem 2012.
godine zapocCeti poku$aji uzimanja uzoraka i nacjepljivanja bioluminiscentnih
bakterija.

Kada se nakon viSestrukih pokuSaja uzimanja uzoraka i nacjepljivanja na hranjive
podloge u petrijevim zdjelicama $kolskog laboratorija prvi puta pojavilo lagano
svjetlucanje, autore ovog istrazivackog rada preplavio je osjecaj odusSevljenja i
zadivljenosti. Izvodenje pokusa s bioluminiscentnim bakterijama omogucdilo je
stjecanje novih znanja o uzgoju bakterija, uzimanju uzoraka, pripremi hranjivih
podloga, izolaciji ¢istih kultura, sterilizaciji, dezinfekciji i1 razliitim vrstama

bioluminiscentnih bakterija sto nas je potaknulo na daljnje istrazivanje ove teme.

1.1. Bioluminiscentni organizmi
Bioluminiscencija se razvila kod velikog broja organizama. LakSe je nabrojati
koljena (odjeljke) filogenetskog stabla u kojima ne postoje luminiscentne vrste

nego one u kojima postoje. Najveci broj bioluminiscentnih organizama pronalazi se



u moru, ali postoji i znacajan kopnenih bioluminiscentnih vrsta. Kod razli¢itih
koljena (odjeljaka) nalazimo razlicite vrste luciferina koji se nasljeduju medu svim
vrstama istog koljena (odjeljka). Enzim luciferaza puno je podlozniji promjenama
pa je specifican za pojedine vrste. Zaklju¢ujemo da se bioluminiscencija tijekom
evolucije nezavisno pojavila u vise navrata (Hadocck i sur., 2010).

Organizmi bioluminiscenciju koriste u sljedece svrhe:

1 komunikacija
primamljivanje spolnog partnera

primamljivanje plijena

)l

)l

T mimikrija
1 zbunjivanje predatora

1 oznacavanje predatora

1 osvjetljavanje

I mnoge druge (Hadocck i sur., 2010).

Kod gljiva i mnogih drugih vrsta nije poznata svrha bioluminiscencije.

1.2. Bioluminiscentne bakterije

Medu bakterijama, do danas je bioluminiscencija zabiljezena kod viSe morskih
vrsta, a najintenzivnije svjetlo proizvode vrste porodice Vibrionaceaeroda Vibrio i
Photobacterium Na kopnu je istovremeno zabiljezen samo jedan rod svjetle¢ih
bakterija PhotorhabdugNealson, 2010).

Mnoge luminiscentne bakterije Zive u simbiozi s drugim morskom organizmima
koji tu svjetlost koriste u razne svrhe, a Zarubin i sur. (2012). su dokazali zasto
svijetle nesimbiontske morske bakterije. Bakterije iz roda Vibrio svjetlucanjem
primamljuju razne zooplanktonske raci¢e koji i1h konzumiraju. U probavilu
zooplanktonskih raci¢a uspjesno se razmnozavaju te svjetlucanjem u utrobi
poluprozirnih raci¢a primamljuju ribe koje puno rade love i konzumiraju svjetlece
planktonske racice. Bakterije uspjesno prezivljavaju i dodatno se mnoze u
probavilu riba te se putem fecesa uspjesno rasprostranjuju.

1.3. Test toksicnosti

Luciferaza je slozeni protein, a kao i ostali enzimi, specificna je samo za jednu
reakciju. Aktivnost luciferaze u stanicama je prirodno regulirana, §to je lako

vidljivo prema prisutnosti ili odsutnosti luminiscencije i njezinom intenzitetu.



Medutim, osim prirodne regulacije, na aktivnost enzima luciferaze utje¢u mnoge
druge tvari koje mozemo na¢i u vodi. Tako razne otpadne tvari mogu utjecati na
aktivnost luciferaze, $to se ocituje u intenzitetu bioluminiscencije.

Iz tog razloga je pojava smanjenja intenziteta bioluminiscencije u onecis¢enoj vodi
iskoriStena za razvoj standardiziranog testa za odredivanje zagadenja vode koji je
opisao Bulich (1979) koji je kasnije patentiran kao Microtox® Acute Toxicity Test
te se danas primjenjuje kao brza, precizna i vrlo jednostavna metoda za odredivanje
prisutnosti toksina u vodi, mulju i tlu. (Anonymus, 2003; Boynton, 2009; Doherty,
2001; Jennings, 2001; Pervez, 2003; Johnson, 2005).

1.4. Luminiscencija
U toku istrazivanja susreli smo se s problemom mjerenja i iskazivanja
luminiscencije uzorka bakterija.
Luminiscencija je koli¢ina svjetlosti koju zraci neko tijelo. Intenzitet luminiscencije
izrazava se u kandelama po kvadratnom metru (cd/m?) i mjerimo je luminometrom.
Luminometri su vrlo skupi uredaji i kostaju preko 10 000 kn te su time ujedno i za
ucenike nedostupni. Medutim, umjesto lumionometra moguce je koristiti fotoaparat
(Hiscocks, 2011).
Svi dana$nji digitalni fotoaparati u sebi imaju fotometar kojim mjere koli¢inu
svjetlosti koja kroz objektiv dolazi do senzora pa prema izmjerenim vrijednostima
prilagodavaju otvor blende 1 duljinu ekspozicije.
Iz navedanih podataka za neku fotografiju moguée je izraCunati luminiscenciju
optimalno osvijetljene fotografije prema sljedecoj formuli:
EX_ LS
Kn

EX - duljina ekspozicije

L - luminiscenija (cd/m?)

S - ISO osjetljivost

K - kalibracijska konstanta (12,5 za nikon)
Medutim vecina fotoaparata ne moze precizno mjeriti slabu svjetlost
bioluminiscentnih mikroorganizama pa tako niti automatski podeSavati ekspoziciju
1 otvor blende. Zbog toga su nasi uzorci fotografirani pod ru¢nim postavkama
fotoaparata. U toj slucaju nije moguce izraunati luminiscenciju uzorka na ovaj

nadin.



Iz navedenog razloga smo umjesto proracunavanja luminiscencije pojedinacnih
uzorka odlucili usporedivati Srednje vrijednosti luminiscencije fotografija
napravljenih pod istim uvjetima pomocu besplatnog programa za obradu i analizu

slike ImageJ.



2. OBRAZLOZENJE TEME

Usprkos spoznaji da su bakterije svuda oko nas, mikroorganizmi i mikrobioloska
istrazivanja nisu ucestala u naSim Skolama. Ucenici bakterije ne smatraju
privla¢nim objektom proucavanja kao $to je to slu¢aj s nekim drugim skupinama
organizama. Osim toga, bakteriologija je vrlo zahtjevna disciplina koja sa sobom
nosi rizik infekcije patogenim vrstama.

No, za razliku od ostalih bakterija psihrofilne bioluminiscentne vrste mogu biti
izuzetno zanimljiv objekt proucavanja. Ujedno, moguce ih je pronac¢i na mnogim
morskim organizmima te ih uzgajati na temperaturama od oko 4°C bez realne
opasnosti da se tom prilikom uzgoje patogene vrste (Eddleman, 1999).
Promisljaju¢i o mogucoj primjeni bioluminiscencije, osim u edukativne svrhe,
ve¢inom se pomiSlja na mogucnost osvjetljavanja prostora, no svjetlost koju
produciraju bakterije je preslaba da bi se mogla usporedivati s danas dostupnim
izvorima svjetlosti.

Medutim, procijenili smo kako je izuzetno zanimljiva ideja koriStenja
bioluminiscentnih bakterija u svrhu odredivanja oneciS¢enja vode.

Iz tog razloga potrazili smo informacije o ispitivanju kvalitete voda u Odjelu za
ispitivanje voda Zavoda za javno zdravstvo Koprivnicko-krizevacke zupanije te
informacije o eventualnoj primjeni Microtox® Acute Toxicity Testa ili neke slicne
metode. Prema dobivenim informacijama, Zavod nije do sada koristio Microtox®
Acute Toxicity Test niti slicne metode odredivanja kvalitete vode, a nisu niti
upoznati s postojanjem ovakvog testa. Stoga je zakljuéeno kako je vrlo mala
vjerojatnost da je u Hrvatskoj do sada netko koristio svjetleCe bakterije za
odredivanje zagadenja u vodi §to je bio dovoljan poticaj za pokuSaj istraZivanja
mogucénosti primjene ove metode uz skromna materijalno tehni¢ka pomagala.
Budu¢i da smo prethodno usvojili znanja o tome kako uspjesno uzgojiti i izolirati
Ciste kulture bakterija, pretpostavlili smo da ¢emo mjereci i usporedujuci intenzitet
njihove luminiscencije u razli¢itim uzorcima vode mo¢i odrediti prisutnost
oneciscenja.

Prema podacima iz literature, pretpostavka je da ¢e svjetlucanje bioluminiscentnih
bakterija biti slabije pod utjecajem zagadenja u vodi, odnosno da ¢emo mjereci
intenzitet bioluminiscencije mo¢i procijeniti razinu oneciS¢enja uzorka vode koji

dodajemo u tekucu kulturu bioluminiscentnih bakterija.



Cilj ovog istrazivanja je ispitati prisutnost zagadivaca u povrsinskim vodama na
nekoliko lokacija u okolici Koprivnice pomocu bioluminiscentnih bakterija koje ¢emo
sami izolirati i pomocu sredstava lako dostupnih velikoj vecini srednjoskolaca u

Hrvatskoj.



3. MATERIJAL | METODE RADA

lako je istrazivacki rad ,,Dokazivanje onecis¢enja vode pomoc¢u bioluminiscentnih
bakterija“ provoden od studenog 2013. godine, sam uzgoj bakterija, izolacija Cistih
kultura 1 proucavanje osobina psihrofilnih bioluminiscentnih bakterija zapocet je
godinu dana ranije.

Bioluminiscentne bakterije koriStene u radu uzorkovane su s morskih riba i
glavonozaca iz lokalne ribarnice i uzgojene u Skolskom laboratoriju.

3.1. Stapiéi za uzimanje mikrobiolo$kih uzoraka:

Za uzorkovanje bakterija bilo je potrebno pripremiti sterilne $tapi¢e za uzimanje
mikrobioloskih uzoraka.

Stapi¢ za uzimanje briseva bakterija napravljen je od epruvete, poklopca za
mikrobioloSke epruvete, vate i Stapica za raznji¢e. Prvo je na jedan kraj Stapica za
raznji¢e omotano malo vate poput Stapica za ¢iS¢enje usi. Na drugi kraj omotano je
viSe vate koja je ugurana u poklopac epruvete tako da sa Stapi¢em Cvrsto stoji u
poklopcu. Stapi¢ je tada stavljen u epruvetu koja je poklopljena poklopcem. Tako
pripremljeni Stapici sterilizirani su u autoklavu.

3.2. Hranjiva podloga

Sastav hranjive podloge preuzet je od Eddlemana (1999) koji istice kako 3%
koncentracija soli moze inhibirati neke patogene vrste, a istovremeno ne djeluje
negativno na rast bioluminiscentnih bakterija koje se Zele uzgojiti.

Sastav podloge: 1000ml vode, 30g NaCl, 1g glicerola, 10g sojinog peptona, 3¢
bujona i 15g agara (za krute podloge).

Koli¢ina vode odmjerena je pomocu menzure, a ostali sastojci izvagani vagom.
Sastojci su usipani u erlenmeyerovu tikvicu, dodana je voda pa je sve otopljeno uz
postupno zagrijevanje i mijeSanje. Tikvice su nakon toga zatvorene poklopcem
nacinjenim od vate i aluminijske folije izvana i stavljene na sterilizaciju u autoklav
(120°C/15min).

Dio teku¢ih podloga je prije sterilizacije izlijevan u epruvete koje su takoder
zacepljene poklopcem od vate i Al folije te nakon toga sterilizirane u autoklavu.
Krute hranjive podloge, nakon sterilizacije u autoklavu, ¢uvane su do upotrebe u
erlenmeyerovim tikvicama u frizideru. Prije upotrebe, krute podloge otapane su

zagrijavanjem pa izlijevanjem u sterilne petrijeve zdjelice.



Petrijeve zdjelice s krutim podlogama koristene su za uzgoj kulture bakterija uzete
brisevima s tijela riba i glavonozaca. Tekuée podloge u epruvetama koriStene su za
razmnozavanje 1 ¢uvanje Cistih kultura svjetle¢ih bakterija.

Tekuce podloge u tikvicama koriStene su za uzgoj vece koli¢ine bakterija potrebnih

za provodenje istrazivanja dokazivanja oneciS¢enja u vodi.

Slika 1. Uzimanje uzorka bakterija sa $krga ribe.

3.3. Uzgoj bakterija

Briseve bakterija uzimalo se sterilnim S$tapi¢ima u obliznjoj ribarnici sa Skrga i
glava razli¢itin vrsta morskih riba (Slika 1), te glavonozaca. Stapi¢i s brisevima
vraéeni su u epruvete na kojima su markerom oznaceni datum, vrsta ribe i inicijali
osobe koja uzima uzorak.

Po povratku u laboratorij bakterije su nacijepljene na kruti agar u petrijevim
zdjelicama jednostavnim premazivanjem povrSine agara Stapi¢em. Nacijepljene
zdjelice su omotavane aluminijskom folijom i stavljene na inkubaciju 24 - 48 sati u
frizider. Temperatura inkubacije iznosi oko 4°C §to pogoduje razvoju psihrofilnih
svjetlecih bakterija roda Photobacteriumno mogu se razviti i druge svjetlece vrste
iz porodice Vibrionaceae roda Vibrio. Ovako niska temperatura ne pogoduje

razvoju patogenih vrsta za Covjeka (Eddleman, 1999).



Nakon inkubacije razvijene kulture bakterija potrebno je pregledati u mraku i
markerom oznaciti kolonije koje svijetle. Ukoliko je svjetlost jako slaba, uzorke je
dobro ostaviti na sobnoj temperaturi da se zagriju, nakon ¢ega bakterije pocnu
svijetliti puno ja¢im intenzitetom. Iz oznacenih kolonija pomoc¢u mikrobioloske
usice uzimaju se uzorci za uzgoj &istih kultura. Ciste kulture bakterija izolirane su
na krute podloge u petrijevim zdjelicama metodom razrjedivanja. Proces izolacije
Ciste kulture bakterija ponavljan je u viSe navrata radi Sto boljeg proc¢iS¢avanja
Kulture.
Nakon izolacije, Ciste kulture su pomoc¢u mikrobioloskih uSica nacjepljivane na
tekuc¢u hranjivu podlogu u epruvete i tako ¢uvane nekoliko dana u frizideru. Svakih
2 - 3 dana nacijepljeno je nekoliko novih epruveta kako bi se kultura bakterija Sto
bolje ocuvala.
Dan prije mjerenja inhibicije bioluminiscencije bakterije su iz epruveta nacijepljene
na vecéu koli¢inu tekuce podloge u erlenmeyerovoj tikvici i inkubirane na sobnoj
temperaturi
3.4. Uzorci vode
Uzorci vode uzimani su pomocu winklerovih boca od 100ml 27. veljace 2014.
godine s pet kontrolnih to¢aka (KT) na 5 vodotoka u blizini Koprivnice (Slika 2) i
to:

KT1 — Mozdanski jarak (kanal), HereSin, Koprivnica

KT2 —Bistra (kanal), Hlebine

KT3 — Komarnica (kanal), Novigrad Podravski

KT4 — Petrov dol (potok), Draganovec, Koprivnica

KT3 — Koprivnica (potok), Koprivnica
KT1 se nalazi na kanalu Mozdanski jarak oko 1km nizvodno od uredaja za
procis¢ivanje otpadnih voda voda. KT2 se nalazi se na kanalu Bistra oko 5 km
nizvodno od KT1 kod sela Hlebine. KT1 i KT2 predstavljaju kontrolne tocke
vodotoka u kojeg se ulijevaju vode iz koprivni¢kog uredaja za procisc¢ivanje
otpadnih voda voda koji je smjeSten u naselju HereSin sjeveroisto¢no od
Koprivnice, uz Mos¢anski jarak. Ovaj vodotok je odabran s ciljem utvrdivanja
stupnja efikasnosti procistaca voda.
KT3 se nalazi na potoku Komarnica u Novigradu Podravskom. lako u Novigradu
Podravskom postoji kanalizacijska mreza, dio domacinstava uz sami potok i dalje

nesavjesno ispusta svoje otpadne vode direktno u potok.



KT4 se nalazi na malom Sumskom potoku koji proti¢e kroz dolinu Petrov dol
pokraj naselja Draganovec, juzno od Koprivnice. Potok od izvorista proti¢e kroz
Sumu te nema prisutnih zagadivaca, medutim uz potok je ove jeseni provedena
intenzivna sjeca S$to bi moglo utjecati na kvalitetu vode.

KT5 se nalazi na potoku Koprivnica kod bazena Cerine. Cinjenica je da na
podrucju grada Koprivnice nema nekontroliranih kanalizacijskih ispusta u korito
potoka Koprivnica. Ispitivanje biotickog indeksa potoka Koprivnica provedeno
1999. godine pokazalo je voda potoka Koprivnica vrlo visoke kvalitete (Koluder i
Gersic, 1999).

Peti uzorak vode je uzorak vode iz $kolskog akvarija. U akvariju je u funkciji
unutrasnji filter kroz kojega struju vode tjera pumpica za zrak. U akvariju je
zamjetan rast algi po stijenkama, a voda je potpuno bistra.

Kao kontrolni uzorak uzet je uzorak vodovodne vode.
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Slika 2. Karta prikazuje kontrolne tocke na kojima su uzimani uzorci vode




3.5. Fotografiranje uzoraka

Prije mjerenja luminiscencije uzorci se ostave da nekoliko sati odstoje na sobnoj
temperaturi kako razlike u temperaturi ne bi utjecale na intenzitet luminiscencije.
Nakon toga u svakom uzorku vode iz kontrolnih to¢aka, kao i kontrolnom uzorku
vodovodne vode, otapa se 3g NaCl. Pomo¢u menzure mjeri se 20ml tako
pripremljenih uzoraka vode i mijeSa u staklenoj casi s 20ml tekuce kulture
bioluminiscentnih bakterija.

Fotografiranje je obavljeno u Gimnaziji ,,Fran Galovi¢* Koprivnica u prostoru WC-
a za invalide u mraku. Intenzitet luminiscencije ovisi o koli¢ini dostupnog kisika u
kulturi bakterija. Kako bismo eliminirali utjecaj koncentracije kisika na intenzitet
bioluminiscencije prije svakog fotografiranja uzorak bakterija je aeriran pomocu
pumpice za zrak. Aeriranje je svaki puta provodeno na istovjetan nacin. Prije prvog
fotografiranja uzorka provedeno aeriranje sa Sest pritisaka na pumpicu, a kod
svakog iduceg fotografiranja s tri snazna pritiska na pumpicu. Uzorci su
fotografirani odmah nakon svakog aeriranja.

Svaki uzorak je na taj nacin fotografiran Cetiri puta. Postavke fotoaparata prilikom
fotografiranja nisu mijenjane (ISO 3200, E 10s, F 5,6), kultura bioluminiscentnih
bakterija uvijek je ista, a mijenja se samo uzorak vode. Slika 3 prikazuje
fotografiranje uzorka bakterija.

Nakon fotografiranja radi se analiza fotografija pomocu programa za analizu
fotografija ImageJ. Image J mijeri vrijednost luminiscencije svakog uzorka i
izrazava ju numericki bez jedinice. Postupak pretvorbe tih podataka u lumene vrlo
je sloZen. Budu¢i da je moguce usporediti luminiscenciju uzoraka na podacima koje
nam daje program procijenjeno je da je preracunavanje u lumene potpuno
nepotreban postupak.

Nakon mjerenja luminiscencije cetiri fotografije istog uzorka, izracunava se
prosjec¢na vrijednost luminiscencije tog uzorka vode, a dobiveni podaci upisuju se u

tablicu, graficki obraduju i usporeduju.



Slika 3. Fotografiranje uzorka bakterija

3.6. Mjere predostroZnosti

lako su u radu koristeni nepatogeni mikroorganizmi, tijekom rada je posveéena paznja
na higijenske uvjete rada u mikrobioloskom laboratoriju. Sve povrsine prije i poslije

rada se dezinficiraju, koriste se kute, posude prije pranja sterilizira u autoklavu, a nakon

rada peru se ruke.



4. REZULTATI

Tablica 1. Srednje vrijednosti bioluminiscencije kulture bakterija pomijeSanih s
razli¢itim uzorcima vode. Rezultati su dobiveni mjerenjem luminiscencije
fotografije pomocu programa ImageJ.

Vodovod  Akvarij KT1 KT2 KT3 KT4 KT5

Srednja
vrijednost 149 148 139 139 142 141 144
luminiscencije

150

148 -

146 -

144 -
142 -
140 -
138 -
136 -
134 -

Vodovod Akvarij KT

Slika 3. Graficki prikaz luminiscencije uzoraka vode.

Slika 5. Najsvjetliji uzorak vodovodne vode (a) i najmanje luminiscentan uzorak bistre
KT2 (b), razlikuju se u luminiscenciji oko 22%.



Na fotografijama uzoraka vode tesko je vizuelno uociti male razlike u luminiscenciji pa
smo odlucili ne prikazivati fotografije svih uzoraka ve¢ samo dva uzorka s najve¢om
razlikom u luminiscenciji (slika 5).

4.1. numericki podaci dobijeni ImageJ programom

ImageJ je program kojim su analizirane fotografije ovog istrazivanja. Rije¢ je o
besplatnom racunalnom programu koji mjeri svjetlocu piksela Citavih fotografija ili pak
prethodno oznacenih dijelova fotografije. Vrijednosti koje se prikazuje na skali su od 0
do 255. Srednja osvijetljenost krece se oko 110. U slu¢aju fotografije srednje vrijednosti
110 moze se primijeniti formulu za izracunavanje lumena izvora svjetlosti navedene na
stranici 5 ovog rada. U svakom drugom slucaju trebalo bi navedenu luminiscenciju
mnoziti stupnjem konverzije kako bi se dobile prave vrijednosti luminiscencije uzorka.
Kada bi progrem ImageJ uzorku bakterija fotografiranom Nikon aparatom s
postavkama expozicije od 10 sekundi, otvora blende 5,6 na ISO osjetljivosti 3200
izracunao srednju vrijednost luminiscencije 110, podatke bismo mogli uvrstiti u formulu

1 dobili bismo sljede¢i rezultat:

_ 12,5 _ 2
L= 3200 ST = 3,8 pcd/m

Medutim, uzorcima koji su bili predmet istrazivanja ovog rada ImageJ programom je
izmjerena luminiscenciju od 139 do 149. Mjerenjem pomocu fotoaparata moze se doci
do podatka da fotografija s dvostruko duljom ekspozicijom ima vrijednost
luminiscencije piksela (izracunato ImageJ programom) 155, ali istovremeno slika
dvostruko krace ekspozicije kod koje se oCekuje prosjecna luminiscencija piksela od 65
ima izmjerenu luminiscenciju od 60. To je zato §to porast vrijednosti luminiscencije od
0 do 255 nije linearan, ve¢ se nalazi na krivulji koja je dio hiperbole. Stoga je tesko
napraviti tocnu konverziju numerickih podataka koje dobijemo pomocu ImageJ
programa u lumene, a samim time to¢no izracunati postotne razlike u luminiscenciji
uzoraka vode.

Prema tome konverziju mozemo samo otprilike procijeniti uzevsi da 45 jedinica na
dijelu skale ImageJ programa izmedu 110 - 155 oznacava 100% povecanje
luminiscencije te isto tako procijeniti razlike u luminiscenciji pojedinih uzoraka u

odnosu na referentni uzorak (tablica 2 i slika 6).

Tablica 2. Procijenjene razlike u bioluminiscenciji uzoraka bakterija u odnosu na
vodovodnu vodu.



Akvarij KT1 KT2 KT3 KT4 KT5

Procijenjena
razlika u
luminiscenciji
%

2 22 22 16 18 11

Procijenjena razlika luminiscencij uzoraka u odnosu na
vodovodnu vodu (%)

25
20
15
10

5

0 - T T T T T

Akvarij KT1 KT2 KT3 KT4 KT5

Slika 6. Procijenjena razlika luminiscencije uzoraka u odnosu na vodovodnu vodu



5. RASPRAVA

Bez kisika nema niti bioluminiscencije stoga je kisik vazan ¢imbenik koji utjece na
bioluminiscenciju. Taj utjecaj je jedan od najvaznijih problema s kojim smo se
suocili tijekom mjerenja luminiscencije 1 razlog zbog kojega smo ponavljali
mjerenja.

Tijekom fotografiranja uzoraka 20. velja¢e nismo dovoljno obracali paznju na
aeriranje uzoraka. Nakon analize fotografija programom ImageJ i utvrdili da nam
je intenzitet svjetlosti pojedinac¢nih uzoraka prilicno promjenjiv i da prosjecno raste
sa svakim novim aeriranjem. Zbog ujtjecaja koncentracije kisika na
bioluminiscenciju ti rezultati su odbaceni, a mjerenje ponovljeno 27. veljace.
Tijekom novog mjerenja posebno smo obratili paznju na koncentraciju kisika u
kulturi bakterija. Prije prvog mjerenja obavili smo dvostruko jace aeriranje.
Rezultat toga je vrlo ujednacena luminiscencija svih fotografija istog uzorka
(tablica 3). 1z navedenog mozemo zakljuéiti kako koncentracija kisika nije utjecala
na intenzitet bioluminiscencije.

Tablica 3. Usporedba oscilacije u luminiscenciji uzoraka 20. i 27. veljace - Velike
razlike u bioluminiscenciji uzoraka od 20. veljace uvjetovane su oscilacijom
koncentracije kisika. Problem je uspjesno otklonjen 27. veljate nakon dvostruko
intenzivnije pocetne aeracije (6 upuhivanja pumpicom) i kasnije ujednacene
aeracije (3 upuhivanja) prije svakog fotografiranja.

Luminiscencija fotografija analiziranih programom Image J

Foto 1 Foto 2 Foto 3 Foto 4
N 20. veljace 128 134 135 136
akvarij
27. veljace 149 148 148 148
KT5 20. veljace 131 134 136 139
27. veljace 144 144 144 143

Kada eliminiramo sve ostale vanjske utjecaje na bioluminiscenciju, mozemo reci da
rezultati istrazivanja jasno pokazuju kako tvari u odredenim uzorcima vode jace
inhibiraju bioluminiscenciju ¢ime je potvrdena pretpostavka da je u nekim
uzorcima prisutno zagadenje koje inhibira enzim luciferazu.

Rezultate smo namjeravali usporediti s nezavisnim, vanjskim mjerenjima kvalitete

vode. Nazalost na podru¢ju nase zupanije ne provodi se kontinuirani nadzor



kvalitete otvorenih vodotoka pa posljednjih godina ne postoje mjerenja s kojima bi
se mogli usporediti rezultati ovog israzivanja. Medutim, prije 15 godina ucenici
Gimnazije ,,Fran Galovi¢* Koprivnica su izvrs$ili istrazivanje odredivanja biotickog
indeksa potoka Koprivnica (Koluder i Ger$i¢, 1999). Navedenim istraZivanjem za
Koprivnicki potok dobivene su vrlo visoke vrijednosti biotickog indeksa ¢ime je
vodotok svrstan u Ciste i vrlo slabo onecis¢ene vode. Otada se na potoku
Koprivnica nisu dogodile nikakve zna¢ajne promjene u smislu povecanja broja

zagadivaCa pa se moze zakljuciti da ti podaci potvrduju rezultat naseg mjerenja.

Endpoint and Precision/Toxicity Threshold: The table below shows the Microtox® percent inhibition data and
range of standards deviations for the contanminants and potential interferences that were tested. The toxicity
thresholds also are shown for each contaminant tested.
TR
Dose (LD) (%) Stafldfll‘d Toxicity
Conc. Deviations | Thresh.
Parameter Compound (mg/L) LD LD/10 | LD/100 | LD/1.000 (%) (mg/L)
Aldicarb 280 81 31 4 3 2-5 28
Colchicine 240 12 2 3 1-3 240
Cyanide 250 100 96 46 8 0—4 0.25
Dicrotophos 1.400 80 34 6 2 24 140
Contaminants in | L 22Lum 2,400 32 17 6 4 1-6 240
DDW sulfa@
g?’m{:?“m 0.30 4 0 1 2 1-5 ND®
Ricin® 15 -4 0 -2 2-4 ND
Soman 0.0689 0 2 0 -4 34 ND
VX 0.22 6 -2 9 3 2-18 ND
Average Inhibitions at a Standard
Conc. Single Concentration Deviation
Interference (mg/L) (%) (%)
Potential Aluminum 0.36 1 5
interferences in | opper 0.65 61 1
DDW
Iron 0.069 -5 2
Manganese 0.26 9 3
Zinc sulfate 3:5 28 1
@ Lethal dose solution also contained 3 mg/L phosphate and 1 mg/L sodium chloride.
® ND = Not detectable.
© Lethal dose solution also contained 3 mg/L phosphate. 26 mg/L sodium chloride, and 2 mg/L sodium azide.
@ Due to the degradation of soman in water. the stock solution confirmation analysis confirmed that the concentration of
the lethal dose was 23% of the expected concentration of 0.30 mg/L.

Slika 7. Tablica prikazuje inhibicijske podatke razli¢itih kontaminanata za

Microtox test, preuzeto sa: Environmental Technology Verification Joint
Verification Statement (Anonymus, 2003)

Prije osvrta na ostale rezultate zelja nam je ukazati na mjerenja inhibitornog
djelovanja razlicitih toksikanata vidljivih na slici 7 koja su preuzeta od Agencije za
zaStitu okolisa SAD-a (Anonymus, 2003). 1z tablice je vidljivo kako razlicite tvari
ne djeluju jednako na inhibiciju bioluminiscencije te da inhibitorno djelovanje

opada sa smanjenjem koncentracije. 1z toga proizlazi da se na temelju rezultata



mjerenja inhibitornog djelovanja vode na bioluminiscenciju ne mozeo zakljuciti
koja tvar je odgovorna za inhibiciju luciferaze.

Zanimljiv je podatak prema kojem neki od najjacih toksina bioloskog podrijetla za
covjeka (botulinum toksin i ricin) uop¢e ne djeluju inhibitorno na luciferazu.
Promatrajuci uzorke s kontrolnih tocaka 112 (KT1 i KT2) koje se nalaze nizvodno
od uredaja za procis¢avanje otpadnih voda dobiveni rezultati su potpuno u skladu s
ocekivanjima. Uredaj za procCiS¢avanje otpadnih voda ocigledno ne uspijeva u
potpunosti otkloniti sve Stetne tvari koje se kanaliziraju sustavom javne odvodnje.
Vrstu toksikanata te visinu njihove koncentracije trebalo bi utvrditi dodatnim
mjerenjima.

Uzorak s kontrolne tocke 3 (KT3) koja se nalazi u Novigradu Podravskom pokazao
je neSto manju inhibiciju nego §to je ocekivano, medutim to se moze lako objasniti
visokim vodostajem potoka zbog velike koli¢ine oborina u periodu prije izvrSenog
uzimanja uzoraka vode.

Uzorak s kontrolne toc¢ke 4 (KT4) koja se nalazi u Draganovcu jedini nije u skladu
S ocekivanjem, ali smatramo da je mogucée objasniti tako visoku inhibiciju
bioluminiscencije vode iz potoka u kojem prethodno nije ocekivano nikakvo
oneciSéenje. Vrlo vjerojatno, uzrok je intenzivna sje¢a Sume na podruc¢ju uzvodno
od uzorkovanja obzirom da je velik dio okolne Sume potpuno posjecen, a po sjeci je
na tlu ostala velika koli¢ina drvnih ostataka koji bi mogli biti uzrok dobivenih
rezultata. Naravno, izneseni navodi trebali bi biti potvrdeni 1 provjereni dodatnim
istrazivanjima.

Kako je ranije navedeno, uzorak s kontrolne toc¢ke 5 (KT5) u potpunosti je u skladu
S pretpostavkama.

Na kraju, moZe se zakljuciti kako je metoda dokazivanja oneciS¢enja vode pomocu
bioluminiscentnih bakterija zaista brz 1 efikasan nacin utvrdivanja prisutnosti
odredenog oneciS€enja vode, ali ista ne omogucuje uvid u koli¢inu 1 vrstu
oneCisenja stoga ona ne moze zamijeniti klasicne kemijske, mikrobioloske i

bioloske metode odredivanja kvalitete vode.



6. ZAKLJUCCI

Potvrdeno je kako je bioluminiscentnim bakterijama moguce dokazati prisutnost
zagadenja u vodi.

Razlic¢ite tvari ne djeluju podjednako na inhibiciju bioluminiscencije te ispitivanjem
pomocu bioluminiscentnih bakterija nije moguce utvrditi koja je tvar prouzrocila
inhibiciju bioluminiscencije.

Metoda dokazivanja onecis¢enja vode pomocu bioluminiscentnih bakterija ne moze
zamjeniti klasi¢ne kemijske, mikrobioloske i bioloske metode odredivanja kvalitete
vode.

Ispitivanje svijetleCim bakterijama usprkos svojim ograni¢enja, brz je i efikasan
nacin utvrdivanja prisutnosti onecis¢enja u vodi.



7. SAZETAK

Osnovni cilj istrazivanja je potvrditi inhibiciju bioluminiscencije onecis¢enom
vodom pomocu ogranicenih sredstava skolskog laboratorija i samostalno uzgojenih
bioluminiscentnih bakterija.

Cista kultura bakterija razmnoZena je na tekucoj hranjivoj podlozi, kojoj su u
jednakim omjerima dodavani razli€iti uzorci vode Nakon mijesSanja uzoraka vode 1
kulture bakterija, svi uzorci su fotografirani pod jednakim uvjetima i postavkama
fotoaparata. Nakon toga programom ImageJ izmjerena je luminiscencija
fotografija.

Na temelju iznesenih rezultata mozemo zakljuciti kako je potvrdeno da je
bioluminiscentnim bakterijama moguce dokazati prisutnost zagadenja u vodi.
Budu¢i da razli¢ite tvari ne djeluju podjednako na inhibiciju bioluminiscencije,
metoda dokazivanja oneciS¢enja vode pomocu bioluminiscentnih bakterija ne moze
zamjeniti klasi¢ne kemijske, mikrobioloske i bioloske metode odredivanja kvalitete
vode.

Usprkos ogranienjima, ispitivanje svijetle¢im bakterijama brz je i efikasan nacin
utvrdivanja prisutnosti onec¢is¢enja u vodi.
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