Toksicnost petroleterskog ekstrakta Microcystis sp. | Aphanizomenon
sp. na Saranski miad

B. RZaniganin, T. Treer, l. Balzer

Pojave toksitnosti nekih morskih i slatkovodnih al-
gi kod riba i nekih Zivotinja zabiljeZene su veé prije
mnogo godina, a u zadnje vrijeme i kod ljudi. Relativ-
no je malo poznato o toksinima koje produciraju alge,
posebno radi toga, jer je njihovo laboratorijsko uzga-
janje povezano s velikim poteSkoéama. To se &ini
paradoksalnim s obzirom na njihov vrlo brzi rast i ve-
like koncentracije u kojima se one pod povoljnim eko-
loskim uvjetima javljaju u eutrofnim vodama.

Do sada je najviSe istraZivana toksicnost modroze-
lenih algi i to: Microcystis sp., Anabena sp. i Apha-
nizomenon sp. jer, &ini se, da su upravo one najvise
povezane s letalitetom i oboljenjima koje mogu iza-
zvati njihovi metaboliti u ljudi i Zivotinja. Istraziva-
njem utjecaja nekih vanjskih faktora na stvaranje al-
galnih toksina nadeno je, da se najpovoljnija tempera-
tura za njihovu produkeiju krece izmedu 25 — 320 C.
Laboratorijski je takoder ustanovljeno, da se opti-
malna aeracija, zavisno o temperaturi vode, kreée iz-
medu 100 — 1000 ml/min, a optimalni intenzitet svje-
tla oko 2200 luxa.

Bishop 1 sur. (1959.) odredili su u M. aeru-
ginosa toksitni princip, koji je bio topiv u vodi, me-
tanolu, etanolu, no netopiv u nepolarnim otapalima
kao $to su aceton, eter, kloroform i benzen. Ekstrahi-
rani princip pokazivao je da se vrlo vjerojatno radi o
proteinu (peptidu). Njegov LD100, ip. mi§, iznosio je
2 mg/kg. IstraZivanja na Microcystis sp. proveli su i
drugi autori, i rezultati su pokazali i ovaj puta isto.

Louw (1950.) ustanovio je da je toksin, alkaloid,
i da on izaziva poremecaje u centralnom nervnom si-
stemu i jetrima. Do istih rezultata dolazi i Gor-
ham (1960.). Razlike koje se javljaju u rezultatima
pojedinih autora mogle bi se svesti vrlo vjerojatno u
razlike biokemijskih aktivnosti pojedinih sojeva M.
aeruginosa.

Medu vrlo toksiéne supstance koje proizvode alge,
naro€ito u cvatu, ubraja se alkaloid relativno male
molekularne mase (165). -Metabolit je Anabena Flos
aquae, a nazvan je anatoxin-a. (Devlin i sur.
1977.). Slika 1. LD100 ip. mi8, iznosio je 0,3 my/kg.
Smrt nastupa nakon 4—5 minuta, blokiranjem neuro-
muskulature koja inhibira respiraciju.

IstraZivanjem je nadalje utvrdeno da postoje jo§
najmanje 3—5 homola anatoxina-a, nazvani ana-
toxin-b, —c i —d.
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Iz Aphanizomenon flos aquae u cvatu Alam i
sur. (1978)) izolirali su iz smjese toksiénih supstan-
ci, koja je nazvana aphatoxin, toxin saxitoxin, u stva-
ri atkaloid kemijski derivat tetrahidropurina. Saxi-
toxin kao i aphatoxin izazivaju uginude riba i Zivotinja
inhibicijom respiratornog sistema bez posebnog uéin-
ka na kardivaskularni sistem.
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Sl. 1. Anatoxin-a
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Sl. 2. Saxitoxin

Modrozelene alge mora ne izazivaju pojave toksic-
nosti u tolikoj mjeri kao u slatkim vodama. Medutim,
iz nekih su izolirane vrlo toksicne supstance, kao &to
su aplysiatoxin i debromoaplysiatoxin, molekularne
mase oko 600. Njihova toksi&nost iznosi 0.3 mg/kg
(Kato i Scheuer 1976.).



Iz velikog broja nauéno istraZivackih radova proiz-
lazi, da razliéiti sojevi, a ne samo razlidite vrste al-
gi, mogu sintetizirati bitno razlidite vrste toksina.
Neki su nisko molekularne mase, alkaloidi brzog dje-
lovanja sa neurotitnom aktivno3éu, dok su drugi vi-
soko molekularne mase, peptidi sa hepatoksi¢nim, i
neurotiénim djelovanjem. Cini se, da pojedini sojevi
mogu proizvoditi viSe nego jednu vrstu toksina. Ko-
liko vrsta i kakve toksine, ostaje otvoreno pitanje,
koje €e biti predmet vrlo interesantnog, ali sigurno i
dugotrajnog naucénog istraZivanja.

Radovi na identifikaciji algalnih toksina sve su
brojniji, te se unazad nekoliko godina radi vrlo aktiv-
no na toj problematici. Zadatak je ovog istrazivatkog
rada, da se dobije odredena informacija o potencijal-
noj sposobnosti modrozelenih algi nadih podruéja u
produkelji toksiénih aktivnih tvari u ribnjatkim voda-
ma i njihovo djelovanje na riblji organizam.

METODIKA RADA

Po 10 komada Saranskog mlada, dobi pet mjeseci
i tezine u prosjeku 50 g bilo je stavljeno u staklene
akvarije volumena sto litara. Temperatura vode u ak-
varijima iznosila je 15° C, a zasiavana je zrakom
preko kompresorske pumpe. Voda u akvanijima mije-
njana je svakih 24 sata.

U Sarancic¢e je inicirano po: 0,1, 02,05 1 1,0 ml
petroleterskog akstrakta otopljenog u glicerinu. Ek-
strakt je dobiven iz alga: Microcystis sp. i Aphanizo-
menon sp. u pribliZzno jednakim omjerima. Utjecaj do-
danog ekstrakta na Saranski mlad vrsen je svakodnev-
nim kontrolnim promatranjem zdravstvenog stanja
riba. :

REZULTATI 1 DISKUSIJA

Alge iz kojith je bio dobiven petroleterni ekstrakt
bile su sabrane pomocu planktonske mreZice na dije-
lu ribnjaka (GareSnica) na kojemu je koncentracija
uginutih algi bila najveéa. SuSenje sabrane zelene
mase bilo je provedeno u sudioniku na temperaturi
od 80" C odnosno 105" C. Koli¢ina dobivenog osuse-
nog uzorka iznosila je 8,1 g, stavljena je na ekstrak-
ciju u aparat po Soxhletu. Ekstrakcija je provedena
petroleterom (40 — 70° C) kroz 5 sati. Dobiveni pe-
trol eterni ekstrakt uparen je do suha i vagan. Ek-
strakt, 0,31 g, otopljen je potom na ne3to poveéanoj
temperaturi (80° C) u 20 ml glicerina (24,82 g), tako
da je koncentracija ekstrakta algi u glicerinu diznosila
1,55% m/v. Primijeéeno je medutim, da je dio ekstrak-
ta u glicerinu-ostao neotopljen, koji se pokazao kao
tamno obojena suspenzija. Tako pripremljeni glicerin-
ski ekstrakt iniciran je Spricom (1,0 ml) u trbudnu 3u-
pliinu Saranskog mlada. Koli€¢ina unesenog ekstrakta
u 10 komada svake grupe Saran&ica iznosila je: 0,1,
0,2, 0,51 1,0 ml, odnosno apsolutna koli¢ina suhe tva-
ri petroleternog ekstrakta bila je: 1,55 mg, 3,10 mg,
7.75 mg i 15,5 mg, ili preratunato na 1 kg: 31,0 mg,
62,0 mg, 155 mg i 310 mg. U prethodnom pokusu na
istom broju riba istraZen je utjecaj djelovanja 1 ml

Gistog glicerina. Pokazalo se, da je glicerin unesen u
trbudnu Supljinu Saran&ic¢a bio slijedeéi dan u potpu-
nosti resorbiran, pa pretpostavijamo, da nije utjecao
na dobivene rezultate.

Djelovanjem glicerinskog ekstrakta na Saranski
milad prikazano je na tablici 1.

Tablica 1. Broj uginulih injiciranih Sarancica

Koli€ina injiciranog ekstrakta

u ml 0,1 0,2 0,5 1,0
Sveukupni broj uginulih
Saranci¢a nakon 94 sata e _— - 4

Letalno djelovanje ekstrakta pojavilo se samo kod
najvecih koncentracija odnosno kod 310 mg/kg. Veé
nakon 24 sata uginula su tri a nakon 96 sati jo$ jedan
Sarangic¢ ili sveukupno cetiri. Ostale koncentracije
nisu djelovale letalno na Saranski mlad. Sekcijom ugi-
nulih riba pokazalo se, da su se u trbudnoj Zupljini
javili upalni procesi. Kod svih riba glicerin je bio u
potpunosti resorbiran. Neotopljeni dio ekstrakta mo-
gao se slabo zamjetiti samo kod najveée iinjicirane
koli¢ine na mjestu injicirana, kao slabo obojene esti-
ce. Kod svih ostalih Saranéica koji su primili manje
doze ekstrakta nije se mogla primjetiti neka bitnija
promjena. U jednom slu€aju na mjestu gdje je ek-
strakt injiciran subkutano, $to se omaskom dogodilo,
pojavila se gnojna upala, koja medutim nije ni nakon
96 sati jzazvala uginude.

Dobiveni rezultati pokazuju, da se u petroleterskom
ekstraktu, dakle u nepolarnom otapalu, nalazi toksic-
na supstanca. Vrlo je vjerojatno, da bi koncentracija
toksiénog principa u polarnim otapalima, kloroform,
etilni i metilni alkohol, bila veéa. Koncentraciju tok-
siéne supstance ne znamo, no predpostavljamo, da se
raai o supstanci relativno male molekularne mase. U
slijede¢im na8im istrazivanjima za ekstrakciju toksi-
na posluzit. éemo se nekim polarnim otapalom. Ek-
strakcijom dobivene polarne faze s kiselinom odnos-
no luZzinom dobit éemo odgovarajuce kisele odnosno
luznate frakcije, pa ¢emo tada pokudati nekom kroma-
tografskom metodom, tankoslojnem, kolonskom il
phinskom, dobiti viSe informacija o kemijskim kara-
kteristikama toksi¢ne supstance. Netopivi, proteinski
dio alga, nakon ekstrakcije prevest éemo u topivu fa-
zu nekom pufernom otopinom te kromatografskim ili
elektroforetskim metodama nastojati dobiti odgovara-
juce informacije. U svakom slugaju, izolirane supstan-
ce morat ¢e se biopokusom fistraZiti na njihovu tok-
siénost.

ZAKLJUEAK

Rezultati istraZivanja pokazali su da se u petrole-
terskom ekstraktu Microcystis sp. | Aphanizomenon
sp. nalazi toksiéna supstanca koja je u koligini od 310
mg/kg djelovala letalno na $aranski mlad. Toksiéni
princip u ekstraktu vrlo je vjerojatno nepolarna sup-
stanca male molekularne mase, $to ¢e u jednom od
narednih istraZivanja morati biti dokazano.
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SUMMARY
Toxicity of pefrolethei' extract of Microcystis -
sp. and Aphanizemenon sp. on young carps

As the results of the investogations have shown,
in the petrolether extract of Microcystis sp. and
Aphanizomenon sp. there is a toxic supstance which
in the quantity of 310 mg/kg (intraperitenaly) lethaly
worked on young carps. Toxic princip in the extract
is very probably a unpolar supstance of small mole-
cular weight, what must be proved.
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