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1. UVOD



Uvod

Bioprocesi u kojima se koriste cjelovite mikrobne stanice mogu uspje$no zamijeniti
procese kemijske sinteze. Glavne prednosti upotrebe cjelovitih mikrobnih stanica u odnosu na
kemijsku sintezu spojeva s dodanom vrijednosti su moguénost provodenja procesa u blagim
uvjetima i smanjena ili potpuno izbjegnuta proizvodnja drugih neopozeljnih proizvoda.
Primjena cjelovitih mikrobnih stanica ima prednosti i u odnosu na primjenu enzimskih
preparata. Primjenom cjelovitih mikrobnih stanica izbjegava se ekonomski zahtjevna i ¢esto
dugotrajna proizvodnja, izolacija i proc¢iséavanje enzima. Osim toga, u mikrobnim stanicama
odvija se regeneracija kofakora koji su potrebni za odredene enzimske reakcije kojima se
dobiva Zeljeni proizvod. Nadalje, u cjelovitim mikrobnim stanicama odvijaju se multienzimske
reakcije kojima je moguce proizvesti odredeni proizvod. Glavni nedostatak upotrebe cjelovitih
mikrobnih stanica je ograniCeni transport supstrata u stanicu i transport proizvoda iz stanice,
Sto rezultira niskim prinosima proizvoda u ovako kataliziranim bioprocesima. Zbog toga se
cjelovite mikrobne stanice permeabiliziraju i na taj se na¢in moze olaksati transport molekula
u i iz stanice i povecati prinos proizvoda. Bakterije mlije¢ne kiseline tradicionalno se koriste u
biotehnoloskoj proizvodnji i njihov GRAS (engl. Generally Recognized As Safe) status im
osigurava visoku poziciju u industrijskoj proizvodnji. Gram-pozitivna heterofermentativna
bakterija mlije¢ne kiseline Leuconostoc mesenteroides interesantna je iz nekoliko istrazivackih
aspekata, a posebice zato $to posjeduje gen koji kodira saharoza fosforilazu (EC 2.4.1.7.). Ovaj
citoplazmatski enzim Kkatalizira reakciju transglukozilacije tijekom koje se odvija prijenos
glukozila sa molekule donora (npr. saharoze) na akceptorsku molekulu (npr. glicerol).

Cilj ovog rada bio je istraziti rast stanica bakterije Leuconostoc mesenteroides pri
mikroaerofilnim i aerobnim uvjetima i snimiti krivulju rasta pri povoljnijim uvjetima uzgoja
Sarznim postupkom s obzirom na koncentraciju otopljenog kisika u suspenziji. Bilo je potrebno
utvrditi faze bakterijskog rasta kako bi se odredio vremenski period potreban za sintezu
dovoljne koncentracije bakterijske biomase pri kojoj je maksimalna ekspresija i aktivnost
saharoza fosforilaze, kako je to istaknuto u literaturi. Kako se prociS¢eni oblik ovog enzima
koristi u razli¢itim industrijski primijenjenim reakcijama transglukozilacije, cilj ovog rada bio
je istraziti primjenu cjelovitih bakterijskih stanica u istovrsnim konverzijama supstrata do
industrijski interesantnog glukoziliranog spoja. Zbog toga su u ovom radu istrazene metode
permeabilizacije Gram-pozitivnih bakterijskih stanica kemijskim i fizikalnim metodama.
Permeabilizacija bakterijskih stanica olakSava transport supstrata u satnicu do citoplazmatske
saharoza fosforilaze kao i transport, u enzimski Kataliziranoj rekaciji, formiranog

glukoziliranog proizvoda.



2. TEORIJSKI DIO



Teorijski dio

2.1. BIOKATALITICKI PROCESI — ZAMJENA ZA KEMIJSKU SINTEZU SPOJEVA
S DODANOM VRIJEDNOSCU

Biokataliticki procesi sve vise zamjenjuju Kemijsku sintezu u proizvodnji razli¢itih
spojeva dodane vrijednosti. Razlozi tomu su viSestruki. U biokatalitickim procesima koriste se
procisceni enzimski preparati i/ili cjelovite (mikrobne) stanice kao biokatalizatori i, sukladno
tomu, ovi procesi pripadaju tehnologijama koje su u skladu s nacelima ocuvanja okoliSa, a
primjenom biokatalitickih procesa moguce je zadovoljiti potrebe globalnog trzista. Iako je dugi
niz godina poznato da se biokatalizatori mogu Kkoristiti kao alternativa kemijskoj sintezi, tek se
u posljednjih nekoliko desetljeca i to zbog razvoja i napretka novih tehnika i tehnologija, kojima
se povecava stabilnost i aktivnost biokatalizatora, razvijaju i implementiraju bioprocesi u
industrijskom mjerilu. Jedan od kriterija za primjenu takvih primjenjivih bioprocesa je visoka
volumetrijska produktivnost (de Carvahlo, 2010). Uvodenje bioprocesa u industrijsku
proizvodnju odredena je i karakteristicnim blagim uvjetima pri proizvodnji odredene
kemikalije, zatim olakSanom izolacijom dobivenog proizvoda kao i smanjenom proizvodnjom

nezeljenih drugih proizvoda, od kojih neki mogu biti i toksi¢ni (Lin i Tao, 2017).

2.1.1. Prednosti i nedostaci primjene cjelovitih mikrobnih stanica kao biokatalizatora

Primjena cjelovitih mikrobnih stanica kao biokatalizatora ima niz prednosti u odnosu na
procis¢ene enzimske preparate. Jedna od prednosti primjene cjelovitih mikrobnih stanica u
bioprocesima je ¢injenica da su cjelovite stanice najjeftiniji oblik biokatalizatora. Osim uzgoja
mikrobnih stanica, ovdje nisu potrebni postupci izolacije i pro¢is¢avanja, kao $to je to slucaj
kod primjene procis¢enih enzima kao biokatalizatora. Nadalje, primjenom cjelovitih mikrobnih
stanica kao izvora odredenog enzima, koji Katalizira reakciju kojom se proizvodi ciljani
proizvod, postize se znatno veca stabilnost ovih enzima u stanici nego §to je to slucaj sa
stabilnos¢u enzima U njihovom proc¢is¢enom obliku. U ovakvim bioprocesima postize se veca
produktivnost i omogucéava provodenje biokatalize u tzv. nekonvencionalnim reakcijskim
smjesama, npr. u bezvodnim smjesama (Wachtmeister i Rother, 2016). Nadalje, u cjelovitim
mikrobnim stanicama odvija se regeneracija kofaktora, kako je to uobicajeno tijekom stani¢nog

metabolizma.



Teorijski dio

Regeneracija kofaktora nuzan je preduvjet za aktivnost brojnih enzima, koji imaju
industrijsku primjenu (Woodley, 2006). Osim navedenog, bitno je naglasiti da primjena
cjelovitih mikrobnih stanica omogucéava odvijanje tzv. multi-enzimskih reakcija, kojima se
proizvodi zeljeni proizvod, a sam proizvodni proces moze ukljuciti divlji tip odredene mikrobne
stanice, u kojoj su prisutni svi enzimi potrebni za dobivanje zeljenog proizvoda, ili mutante, u
kojima su eksprimirani razli¢iti enzimi potrebni za dobivanje ciljanog proizvoda (Wachtmeister
i Rother, 2016).

Glavni problem pri koristenju cjelovitih mikrobnih stanica u biokatalizi je transport
supstrata u stanicu, gdje se odvija jedna ciljana reakcija ili niz reakcija, kao i transport nastalog
proizvoda iz stanice. Mikrobne stanice imaju odredene sustave za transport nekih supstrata, koji
se koriste u biotehnoloskoj industrijskoj proizvodnji. Broj transportnih sustava za odredene
efikasniji pristup rjeSavanju ovog problama smatra se permeabilizacija stani¢ne stijenke i
citoplazmatske membrane 1 to primjenom razli€itih fizikalnih i kemijskih metoda (Lin 1 Tao,

2017).

2.2. PERMEABILIZACIJA STANICA

Selektivna djelomi¢na propusnost stani¢ne stijenke i citoplazmatske membrane jedan je
od glavnih problema pri koristenju cjelovitih mikrobnih stanica u biokatalitickim procesima. U
idealnom ali nerealnom slucaju, transport supstrata u stanicu i transport proizvoda iz stanice bio
bi potpuno neometan. U ovom slucaju produktivnost takvog bioprocesa ovisila bi samo o
metaboli¢koj aktivnosti stanice. U realnim bioprocesima potrebno je provesti proces
permeabilizacije stani¢ne stijenke i/ili mebrane kako bi se narusila njihova struktura, pri ¢emu
je moguée zadrzati metabolicku aktivnost permeabilizirane mikrobne stanice. Postupkom
permeabilizacije mikrobnih stanica olaksava se transport odredenog supstrata u stanicu kao i
transport proizvoda iz permeabilizirane stanice U izvanstani¢ni prostor, ¢ime se povecava

produktivnost bioprocesa (Chen, 2007).
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2.2.1. Metode permeabilizacije stanica

2.2.1.1. Permeabilizacija organskim otapalima

Primjena organskih otapala jedna je od najc¢es¢e koristenih metoda permeabilizacije
stanica. Organska otapala utjecu na strukturu lipida u membranama i tako narusavaju strukturu
membrane. Glavni razlozi $iroke primjene organskih otapala su njihova pristupa¢na cijena i
relativno jednostavan postupak permeabilizacije. Glavni nedostatak primjene organskih otapala
u postupcima permeabilizacije stanica je njihova toksi¢nost prema mikrobnim stanicama. Medu
najucinkovitija organska otapala koja se koriste u postupcima permeabilizacije stanica
pripadaju: toluen, kloroform, dietil-eter i dimetil sulfoksid. Organska otapala su djelotvorna u
smislu permeabilizacije mikrobnih stanica u relativno niskim koncentracijama, ali zbog svog
toksi¢nog u¢inka na mikrobne stanice negativno utjecu na prezivljavanje ovih stanica, posebice
ukoliko nije optimirano vrijeme trajanja tretmana i koncentracija permeabilizirajuceg
organskog otapala, koji se koristi u postupku (Choi i sur., 2004). Neki uspjes$ni primjeri
permeabilizacije stanica su permeabilizacija stanica bakterije Escherichia coli acetonom ili
etanolom (Cénovas i sur., 2005). Nakon postupka permeabilizacije postignut je povecan prinos
L-karnitina i to za 45% u odnosu na bioproces koji je proveden s pomoc¢u nepermeabiliziranih

stanica ove bakterije.

2.2.1.2. Permeabilizacija povrsinski aktivnim tvarima

Uz organska otapala, povrsinski aktivne tvari se takoder ¢esto primjenjuju U postupcima
permeabilizacije stanica. Glavna prednost povrsinski aktivnih tvari je ¢injenica da su manje
toksi¢éne u odnosu na organska otapala. Za optimalnu permeabilizaciju odredenog tipa
mikrobne stanice vazno je odabrati prikladnu vrstu povrSinski aktivne tvari i odrediti njezinu
optimalnu koncentraciju. PovrSinski aktivne tvari stupaju u interakcije sa proteinima unutar
stani¢ne membrane i/ili stani¢ne stjenke i tako formiraju okruzenje sli¢no lipidnom dvosloju.
Razlikuju se dvije vrste povrsinski aktivnih tvari - (1) kationske povrsinske aktivne tvari, koje
stupaju u hidrofobne i elektrostatske interakcije s proteinima membrana, i (2) ne-ionske

provrsinski aktivne tvari, koje stupaju u hidrofobne interakcije s membranskim proteinima.
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Ne-ionske povrsinski aktivne tvari kao §to su povrSinski aktivne tvari komercijalnih imena
Triton-X, Tween-80 i Tween-20, ¢eSc¢e se koriste u postupcima permeabilizacije stanica, jer
imaju blaze djelovanje i ometaju lipid-lipid i lipid-protein interakcije u membranama. Za
razliku od njih, kationske povrsinski aktivne tvari, kao §to je npr. cetiltrimetilamonij bromid,
ometaju i protein-protein interakcije (Vierira Cortez i Conceica, 2012), zbog ¢ega imaju
invazivnije djelovanje na stanice. Dobar primjer primjene povrsinski aktivne tvari je konverzija
maleata u D-malatnu kiselinu pomocu enzima maleaze iz stanica Pseudomonas
pseusoalcaligenes (van der Werf i sur., 1995). U ovom sluc¢aju permeabilizacija citoplazmatske
membrane provedena je pomocu Tritona-X i tako je povecana aktivnost maleaze, Cija se
aktivnost nije mogla detektirati kod nepermeabiliziranih stanica. Proizvodnja a-arbutina
(glikozilirani hidrokinon) u industrijskom mjerilu provodi se pomoc¢u permeabiliziranih stanica
Xanthomonas BT-112 (Wei i sur., 2016). Kod ovog bioprocesa koristi se ne-ionska povrsinski
aktivna tvar Tween-80 za permeabilizaciju stanica. Ovim se postupkom povecava
produktivnost procesa proizvodnja a-arbutina za 124,8% u odnosu na bioproces u kojem se

koriste nepermeabilizirane cjelovite stanice Xanthomonas sp.

2.2.1.3. Permeabilizacija ultrazvukom

Posljednjih nekoliko godina ultrazvuk ima sve Siru primjenu u fundamentalnim
istrazivanjima stani¢nih struktura, ali 1 u razli¢itim bioprocesima kao Sto su bioprocesi
bioremedijacije, zatim u biokatalizi, ali i u postupcima ekstrakcije. Glavni razlozi $ire primjene
ultrazvuka u pobrojenim (bio)procesima su jednostavna izvedba sustava za emitiranje
ultrazvuénih valova, jednostavno upravljanje uredajima kao i niski zahtjevi za energijom koja
je potrebna za pokretanje uredaja koji proizvode ultrazvu¢ne valove. Kako ultrazvuk uzrokuje
mehani¢ku permeabilizaciju stani¢ne stijenke i/ili citoplazmatske membrane, primjena
ultrazvuka visokog inteziteta relativno brzo dovodi do ireverzibilnog ostecenja stani¢nih
stuktura. Zato se u bioprocesima za permeabilizaciju stanica bakterija, kvasaca, funga i biljaka
koristi ultrazvuk niskog inteziteta, pri ¢emu je klju¢no odrediti optimalnu frekvenciju, snagu i
trajanje ultrazvuénog tretmana za svaku vrstu stanica koja se koristi u odredenom bioprocesu
(Yao i sur., 2014). Primjerice, izlaganje alge Anabaena flosaquae ultrazvuku frekvencije 20
kHz kroz 5,0 minuta svaki dan tijekom uzgoja dovodi do pove¢anog porasta biomase (Chisti,

2003), dok izlaganje alge Selenastrum capricornutum ultrazvuku iste frekvencije kroz
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istovjetan vremenski period negativno utjece na rast ove alge (Francko i sur., 1990).

Osim opisanih metoda, stanice je moguce permeabilizirati i pomoc¢u otopine NaCl,
EDTA, zatim elektroporacijom, postupkom smrzavanja i susenja, itd. Nadalje, permeabilnost
stijenke 1 membrane se moze povecati metodama geneti¢kog inzenjerstva tako da se uvedu
mutacije u gene koji kodiraju proteine koji sudjeluju u sintezi stani¢ne stijenke ili membrane.
Struktura i aktivnost ovako modificiranih proteina i enzima imaju za rezultat povecanu

permeabilnost stani¢ne stijenke i/ili citoplazmatske membrane (Zhao i sur., 2014)

2.3. BAKTERIJA MLIJECNE KISELINE Leuconostoc mesenteroides

Leuconostoc mesenteroides je mezofilna Gram-pozitivna fakultativno anaerobna
heterofermentativna bakterija mlije¢ne kiseline (BMK) ¢ije stanice imaju oblik koka. U
industriji se sojevi L. mesenteroides korite u proizvodnji dekstrana iz saharoze (Chun i sur.,
2017). Leuconostoc vrste fermentiraju ugljikohidrate pri ¢emu se energija pridobiva
djelomicnom oksidacijom supstrata gdje su razli¢iti meduspojevi donori i akceptori elektrona
(Hayek i Ibrahim, 2013).

Sojevi L. mesenteroides posjeduju gen za saharoza fosforilazu (EC 2.4.1.7.), enzim koji
u prisustvu anorganskog fosfata katalizira reverzibilnu konverziju saharoze (a-D-
glukopiranozil-1,2-5-D-fruktofuranozid) u a-D-glukopiranozil-fosfat (G1P) i D-fruktozu
(Schwarz i sur., 2007). Buduc¢i da je L. mesenteroides heterofermentativna BMK, G1P se kao
supstrat u stanicnom metabolizmu moZe dalje razgraditi do nekoliko krajnjih proizvoda -
mlijecne kiseline, acetata ili etanola i CO2. Ova bakterija moZe i D-fruktozu djelomicno
konvertirati u manitol i to u reakciji koju katalizira manitol dehidrogenaza (EC 1.1.1.37). Dio
raspolozive D-fruktoze moze se metabolizirati nakon §to se koncentracija saharoze u hranjivoj
podlozi smanji do odredene kriticne vrijednosti (Vandamme i sur.,1987).

Optimalna koncentracija saharoza fosforilaze u stanicama L. mesenteroides tijekom uzgoja u
hranjivoj podlozi u kojoj je glavni izvor ugljika i energije saharoza, ako se uzgoj vodi bez
podesavanja pH vrijednosti suspenzije i pri temperaturi od 30 °C, postize se na polovini
eksponencijalne faze rasta bakterije (Vandamme i sur., 1987). Neki sojevi vrste Leuconostoc
mesenteroides saharozu iz hranjive podloge ne trose na sintezu dekstrana, nepozeljnog sastojka

podloge, koji povecava viskoznost takve suspenzije (Vandamme i sur., 1987).
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2.4. SAHAROZA FOSFORILAZA

Saharoza fosforilaza (EC 2.4.1.7.) je endogeni citosolni enzim bakterije L.
mesenteroides koji joj omoguéava metaboliziranje saharoze u reakciji opisanoj u prethodnom
poglavlju. Gen(i) koji kodira(ju) saharoza fosforilazu identificiran(i) je (su) kod drugih vrsta
bakterija, kao $to su Bifidobacterium adolescentis, Pseudomonas saccharophila i Streptococus
mutans. Aktivna forma ovog enzima je funkcionalni monomer ili dimer, a za njegovu aktivnost
nije potrebna prisutnost kofaktora i kosupstrata (Goedl i sur, 2010). Saharoza fosforilaza
pripada obitelji glikozid hidrolaza, relativno sirokoj grupi enzima, koja ukljucuje i amilaze i -
glukanotransferaze (Mueller i Nidetzky, 2007). Poznato je da saharoza fosforilaza katalizira tri
tipa kemijskih reakcija: (1) prijenos glukozila sa anorganskog fosfata i na anorganski fosfat
(fosforoliza i sinteza), dok bez prisustva anorganskog fosfata ovaj enzim opcéenito moze
katalizirati (2) reakcije hidrolize i (3) transglukozilacije. U reakcijama transglukozilacije, koje
katalizira ovaj enzim, kao jedan od najboljih donora glukozila smatra se saharoza, a moze se
koristiti i G1P. Saharoza fosforilaza katalizira prijenos glukozila sa molekule donora (npr.
saharoze) na razli¢ite molekule akceptora, kao $to su glicerol, zatim fenolni spojevi,
askorbinska kiselina i neki alkoholi (Luley-Goedl i sur., 2010).

Saharoza fosforilaza je enzim ¢ija primjena ima industrijski znacaj. Naime, s pomocu
ovog enzima provodi se biosinteza razlicitih glukoziliranih spojeva. Jedan od takvih primjera
je reakcija 2-O-a-glukozilacije L-askorbinske kiseline u kojoj je donor glukozila saharoza. U
ovoj reakciji nastaje glukozid askorbinske kiseline, izrazito stabilna forma vitamina C, koji se
koristi u prehrambenoj, kozmeti¢koj i farmaceutskoj industriji (Gudimichi i Nidetzky, 2017).

Osim pobrojenih akceptora glukozila, u reakciji transglukozilacije kao akceptor se moze
koristiti i D-glukoza. U ovoj reakciji u kojoj je donor glukozila saharoza, nastaju maltoza i
kojibioza (2-a-D-glukozil-D-glukoza) i to u ekvimolarnim koncentracijama. Ukoliko se u
reakciji transglukozilacije, koju regioselektivno katalizira saharoza fosforilaza, saharoza koristi
kao donor glukozila, a glicerol kao akceptor glukozila, nastaje 2-O-(a-D-glukopiranozil)-sn-
glicerol (GG) (Luley-Goedl i Nidetzky, 2010).
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2.5. PROIZVODNJA 2-O-(a-D-GLUKOPIRANOZIL)-sn-GLICEROLA

Saharoza fosforilaza katalizira regioselektivni prijenos glukozila sa saharoze, koja je
donor glukozila, na molekulu akceptora (glicerol), pri ¢emu nastaje 2-O-(-D-glukopiranozil)-
sn-glicerol (GG). Ova reakcija transglukozilacije katalizirana je u dva stupnja (Slika 1.). U
prvom stupnju hidrolizom saharoze i prijenosom glukozila na enzim dolazi do formiranja
intermedijera pS-glukozil-enzima. U narednom (drugom) stupnju reakcije glukozil se iz
intermedijera p-glukozil-enzima prenosi na 2-OH skupinu glicerola. Pradenjem kinetike
reakcije i detekcijom proizvoda (GG) nuklearnom magnetnom rezonancijom (NMR) dokazano
je da u ovoj reakciji, koju Kkatalizira saharoza fosforilaza iz bakterije Leuconostoc
mesenteroides, nastaje isklju¢ivo GG - proizvod u kojem je glukozilni dio vezan na 2-OH
skupinu glicerola (Goedl i sur., 2008).

Industrijska proizvodnja GG podrazumijeva upotrebu procis¢ene saharoza fosforilaze,
koja se izolira iz BMK L. mesenteroides. Gen za saharoza fosforilazu je eksprimiran u bakteriji
Escherichia coli. Nakon uzgoja ove bakterije potrebno je provesti izolaciju i kromatografsko
proc¢iséavanje enzima, kako bi se dobio procis¢eni enzimski preparat, koji se primjenjuje u
industrijskoj proizvodnji. Optimalni uvjeti za reakciju transglukozilacije su: 2,0 U/ml
procis¢enog enzima, temperatura od 30 °C, pH vrijednost reakcijske smjese od 7,0 jedinica,
koncentracija saharoze u reakcijskoj smjesi od 0,8 mol L i koncentracija glicerola od 2,0 mol
L1, Iskoristenje u ovako provedenom bioprocesu je oko 85 %. Postupak izdvajanja GG-a iz
reakcijske smijese olaksan je ukoliko se koncentracija glicerola smanji do 1,0 mol L, zbog

Cega se iskoriStenje bioprocesa smanjuje do 72 % (Luley-Goedl i sur., 2010).
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Slika 1. Shematski prikaz reakcije transglukozilacije, koju katalizira saharoza fosforilaza u dva

stupnja, pri ¢emu saharoza sluzi kao donor glukozila, a glicerol kao akceptor glukozila.
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GG pripada skupini prirodnih osmolita koji su izolirani iz biljaka, cijanobakterija i
bakterija. Do povecane sinteze GG i drugih osmolita dolazi pri nepovoljnim okoliSnim uvjetima
kao $to su visoka temperatura i osmotski Sok. lako to¢an mehanizam njihovog djelovanja nije
potpuno razjasnjen, GG povecava stabilnost proteina i stani¢nih membrana (Hincha i
Hagemann, 2004).

Komercijalna vaznost GG-a ukljucuje njegovu primjenu u kozmetickoj industriji, gdje
se koristi kao hidratizirajuée sredstvo za njegu koze (Breitenbach i sur, 2006). Nadalje, GG se
moze koristiti kao stabilizator proteina, koji se koriste u industrijskoj proizvodnji razlicitih
spojeva dodane vrijednosti. U malim koncentracijama (npr. 0,5 mol L), GG poveéava
stabilnost razli¢itih enzima, primjerice laktat dehidrogenaze, narocito tijekom njihova izlaganja
povisenim temperaturama (40°C) (Sawangwan i sur., 2010). U prehrambenoj industriji GG se
moze koristiti kao zasladiva¢ umjesto saharoze, jer ima vecu relativnu slatko¢u od saharoze, a

djeluje antikariogeno (Takenaka i Uchiyama, 2000).
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3.1. MATERIJALI

3.1.1. Mikroorganizam

U ovom radu koriStena je heterofermentativna Gram-pozitivna bakterija mlijecne
kiseline Leuconostoc mesenteroides iz Zbirke mikroorganizama Laboratorija za biokemijsko
inZenjerstvo, industrijsku mikrobiologiju i tehnologiju piva 1 slada u Zavodu za biokemijsko

inZenjerstvo Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

3.1.2. Hranjive podloge za odrZavanje i uzgoj bakterijske kulture

Cista kultura bakterijskog soja Leuconostoc mesenteroides ¢uvana je u hranjivoj De
Man, Rogosa i Sharpe (MRS) podlozi (De Man i sur., 1960). Za uzgoj bakterije u
laboratorijskom mjerilu u Erlenmeyer tikvicama koristena je kemijski djelomi¢no definirana
hranjiva podloga (Tablica 1.) u kojoj je saharoza glavni izvor ugljika i energije za rast bakterije
(Vandamme i sur., 1987).

3.1.3. Kemikalije

Tablica 1. Cistoca i porijeklo kemikalija za pripravu djelomi¢no kemijski definirane

hranjive podloge za uzgoj bakterije Leuconostoc mesenteroides u laboratorijskom mjerilu.

kemikalija kemijska formula Cistoca proizvodac
saharoza C12H2011 p.a. Gram-mol, Hrvatska
za upotrebu u o 3
kvaScev ekstrakt - ] Liofilchem, Italija
biotehnologiji
kalij dihidrogen fosfat KH2PO4 tehnicki Kemika, Hrvatska
magnezijev sulfat MgSQO;, - 7H20 )
p.a. Kemika, Hrvatska

heptahidrat
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Tablica 1. Cistoca i porijeklo kemikalija za pripravu djelomiéno kemijski definirane

hranjive podloge za uzgoj bakterije Leuconostoc mesenteroides u laboratorijskom mijerilu

(nastavak).
kemikalija kemijska formula Cistoca proizvodac
manganov sulfat )
_ MnSOs - H20 p.a. Merck, Njemacka
monohidrat
zeljezov sulfat ]
] FeSO4 - 7TH20 p.a. Kemika, Hrvatska
heptahidrat
tiamin-HCI C12H18CI2N4OS p.a. Merck, Njemacka
natrij-L-askorbat CeH2NaOs p.a. Merck, Njemacka

Tablica 2. Cistoca i porijeklo kemikalija za pripravu reakcijske smjese za glukozilaciju

glicerola,

mesenteroides.

koja je Kkatalizirana permeabiliziranim cjelovitim stanicama Leuconostoc

kemikalija kemijska formula Cistoca proizvodac
saharoza C12H22011 p.a. Gram-mol, Hrvatska
glicerol C3HsO3 p.a. Kemika, Hrvatska
natrijev hidroksid NaOH p.a. Kemika, Hrvatska

Tablica 3. Cisto¢a i porijeklo kemikalija za pripremu uzoraka za analizu tekuéinskom

kromatografijom visoke djelotvornosti (engl. High Pressure Liquid Chromatography, HPLC) i

provodenje analize uzoraka HPLC metodom.

kemikalija kemijska formula Cistoca proizvodac
cinkov sulfat
] ZnS0O4 - 5 H0 p.a. Merck, Njemacka
pentahidrat
fosforna kiselina H3PO4 p.a. zaHPLC Fluka, Njemacka
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Tablica 4. Cistoéa i porijeklo ostalih kemikalija, koje su koristene u ovom radu.

kemikalija kemijska formula Cistoca proizvodac
polisorbat
Ce4H124026 p.a. Merck, Njemacka
(Tween-80)

3.1.4. Uredaji

3.1.4.1. Spektrofotometar

U ovom je radu spektrofotometrijskom metodom pracen rast bakterijske biomase i to
odredivanjem opticke gustoce suspenzije (OD) pri valnoj duljini svjetlosti (1) od 608 nm (Aeos).
Kod ove metode koriSten je spektrofotometar Helios Epsilon (Thermo Fischer
Scientific,Waltham, Massachusetts, SAD) (Slika 2.).

Slika 2. Spekrofotometar (Helios Epsilon, Thermo Fischer Scientific, Waltham, Massachusetts,
SAD).

3.1.4.2. Centrifuge

Za centrifugiranje uzoraka, koji su izuzeti tijekom rasta bakterijske biomase i tijekom

trajanja reakcije transglukozilacije, koristena je centrifuga Centric 150 (Tehtnica, Zelezniki,
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Slovenija). Uzorci koji su pripremani za analizu HPLC metodom centrifugirani su u centrifugi
HC-240 (Tehtnica, Zelezniki, Slovenija)

3.1.4.3. Ultrazvucna kupelj za permeabilizaciju stanica L.mesenteroides

Ultrazvuéna kupelj EImasonic P 300 H (Elma, Singen, Njemacka) (Slika 3.) koriStena

je pri permeabilizaciji stanica ultrazvukom.

Slika 3. Ultrazvuéna kupelj ElImasonic P 300 H (Elma, Singen, Njemacka).

3.1.4.4. Uredaj za filtraciju mobline faze za tekucinsku kromatografiju visoke djelotvornosti i

ultrazvucna kupelj

Za uspjesno provodenje analize uzoraka HPLC metodom, mobilnu fazu je bilo potrebno
profiltrirati i degazirati pomoc¢u ultrazvuéne kupelji. Kao mobilna faza za analizu uzoraka
koriStena je otopina H3PO4 (0,1 % vol/vol), koja je profiltrirana kroz najlonski filter (0,22 pm,
47 mm; Magna, GE Water & Process Technologies, Trevose, SAD) pomoc¢u boce za filtriranje
(Nalgene, Rochester, New York, SAD), a potom je profiltrirana mobilna faza degazirana u
ultrazvucnoj kupelji USC300T (VWR International, Leuven, Belgija) kroz 20 minuta.

3.1.4.5. Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC)

HPLC metodom pracen je utrosak dvaju supstrata u reakciji transglukozilacije (saharoze

i glicerola), identificiran je dodatni pik, koji bi mogao biti proizvod reakcije

14
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transglukozilacije - a-glukozilglicerol (GG) i odredene su koncentracije krajnjeg proizvoda
metabolizma saharoze ove bakterije mlije¢ne Kiseline - mlije¢ne kiseline. HPLC sustav, koji je

prikazan na Slici 4., detaljno je opisan u diplomskom radu Kostelac (2016).

Slika 4. Kromatograf Shimadzu CLASS-VP LC-10Avpr (Shimadzu; Kyoto, Japan). 1- boca za
mobilnu fazu; 2 - otplinja¢; 3 - podjedinica za formiranje gradijenta; 4 - pumpa; 5 auto-injektor;

6 - peénica s predkolonom i kolonom; 7- detektor.
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3.1.4.6. Ostala oprema

- analiticka vaga Shimadzu (Shimatzu, Kyoto, Japan);

- autoklav Sutjeska;

- termostat (ST-05, Instrumentaria, Zagreb, Hrvatska;

- magnetska mijesalica (Cimarec i Poly, Multipoint Stirrer, Thermo Fischer Scientific,
Waltham, Massachusetts, SAD);

- mikser EV-100, Tehtnica (Zelezniki d.o.0., Zelezniki, Slovenija);

- svjetlosni mikroskop Olympus CH20 (Olympus, Tokyo, Japan);

- osobno racunalo s operativnim sustavom MS Windows 10 Home i programskim paketom

MS Office 2016.
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3.2. METODE RADA

3.2.1. Priprava hranjivih podloga

Za uzgoj bakterije Leuconostoc mesenteroides u staklenim epruvetama (Vk = 10 mL)
koristena je MRS podloga (priprava cjepiva), dok je za uzgoj bakterijskih stanica u Erlenmeyer
tikvicama (Vk = 50 mL) koristena hranjiva podloga u kojoj je saharoza glavni izvor ugljika i
energije (Vandamme i sur., 1987). Ova hranjiva podloga za uzgoj bakterijskih stanica u
Erlenmeyer tikvicama pripremljena je tako da su svi sastojci navedeni u Tablici 5. A, odvagani,
otopljeni u 50 mL demineralizirane vode i sterilizirani u autoklavu pri 121°C tijekom 20 minuta.
U sterilnu otopinu nakon hladenja do sobne temperature dodano je 0,5 mL prethodno
profiltrirane otopine (filteri sa porama 0,20 pm; LLG-Syringe filters, nylon, 0,2 pm, Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD), koja je sadrzavala sastojke u koncentracijama prikazanim
u Tablici 5. B.

Tablica 5. Sastav kemijski djelomi¢no definirane hranjive podloge (A) i filtracijom sterilizirane
otopine (B) (Vandamme i sur., 1987).

A)
sastojak podloge kemijska formula y (g/L)
saharoza C12H22011 100
kvascev ekstrakt - 10
kalijev dihidrogen karbonat KH2PO4 10
B)
sastojak podloge kemijska formula y (g/L)
magnezijev sulfat heptahidrat MgSQO4 - 7TH20 0,4
manganov sulfat monohidrat MnSQO4 - H20 0,2
zeljezov sulfat heptahidrat FeSO4 - 7TH20 0,01
tiamin-HCI C12H18CI2N4OS 0,01
natrij-L-askorbat CeH2NaOsg 0,05
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3.2.2. Priprava cjepiva za uzgoj bakterije u laboratorijskom mjerilu

Cistom kulturom bakterije Leuconostoc mesenteroides, koja je porasla u tekucoj
hranjivoj MRS podlozi preko no¢i pri 28°C, nacijepljena je hranjiva podloga (50 mL) za uzgoj
bakterijske biomase u Erlenmeyer tikvici tako da je kona¢ni volumni udio cjepiva u suspenziji
bio 5,0 %.

3.2.3. Odredivanje krivulje rasta bakterije Leuconostoc mesenteroides pri mikroaerofilnim i

aerobnim uvjetima

Uzgoj bakterije Leuconostoc mesenteroides proveden je u 50 mL kemijski djelomi¢no
definirane hranjive podloge (Vandamme i sur., 1987.). Uzgoj je proveden u Erlenmeyer
tikvicama pri mikroaerofilnim i aerobnim uvjetima (mijesanje s pomoc¢u magneti¢a i magnetske
mijesalice, 250 rpm; Cimarec i Poly, Multipoint Stirrer, Thermo Fischer Scientific, Waltham,
Massachusetts, SAD). Oprema za ove eksperimente smjeStena je u termostat (ST-05,
Instrumentaria, Zagreb, Hrvatska) pri temperaturi od 29,0+1,0°C. Rast bakterije pracen je
odredivanjem opti¢ke gustoce (Asos) asepti¢no izuzetih uzoraka suspenzije, a pracenje rasta
bakterije je prekinuto kada je na temelju Aeos Vrijednosti utvrdeno da je rast bakterije u
stacionarnoj fazi rasta. Promjena pH vrijednosti suspenzije tijekom ovih uzgoja procijenjena je
na temelju promjene boje pH papirica (Macherey-Nagel, Diiren, Njemacka). 1z dobivenih
krivulja rasta procijenjena je specifi¢na brzina rasta ove bakterije kao i vremenski period kroz
koji bakterija doseze polovinu eksponencijalne faze rasta. U svim narednim eksperimentima
bakterijska biomasa uzgajana je do polovine eksponencijalne faze rasta, nakon ¢ega je uslijedio

postupak permeabilizacije bakterijskih stanica.

3.2.4. Uzgoj bakterijske biomase i priprema reakcijske smjese za transglukozilaciju

Bakterijska biomasa uzgajana je pri aerobnim uvjetima, kako je to opisano kod
odredivanja krivulje rasta bakterije (poglavlje 3.2.3.). Nakon §to je bakterija dosegla polovinu
eksponencijalne faze rasta (t = 5,0 h), izuzet je alikvot bakterijske suspenzije u asepti¢nim

uvjetima i1 prebacen u sterilnu Erlenmeyer tikvicu ili sterilnu laboratorijsku ¢asu od 100 mL.
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Bakterijskoj suspenziji dodani su odredeni volumeni vodene otopine saharoze i
glicerola kako bi se postigla njihova kona¢na koncentracija od, redom, 0,8 mol L™ i 2,0 mol L-
! a konaéni volumen reakcijske smjese 50,0 mL. Ovako priredenoj reakcijskoj smjesi dodano
je 0,5 mL filtracijom sterilizirane otopine vitamina i soli (Tablica 4.B), a pH vrijednost smjese

je podesen pomocu otopine 1,0 mol L™t NaOH do pH 5,0.

3.2.5. Permeabilizacija stanica bakterije L. mesenteroides

Permeabilizacija bakterijskih stanica u priredenoj reakcijskoj smjesi (poglavlje 3.2.4.)
je provedena dvjema metodama - kemijskom i fizikalnom metodom. U cilju permeabilizacije
stanica kemijskom metodom koristena je ne-ionska povrsinski aktivna tvar Tween-80 (Merck,
Darmstadt, Njemacka), dok je za permeabilizaciju stanica fizikalnom metodom koriSten
ultrazvuk (ultrazvuc¢na kupelj; Elmasonic P 300 H, Elma, Singen, Njemacka). Tween-80 je
dodan u 50,0 mL reakcijske smjese za transglukozilaciju u koncentracijama od 0,4 % (v/v) i
0,6% (v/v). Parametri za permeabilizaciju ultrazvukom su: frekvencija 37 kHz, snaga 90 W i
temperatura 29,0+1,0°C. Dva su razli¢ita tretmana ultrazvukom koriStena za permeabilizaciju
bakterijskih stanica - jedan tretman pri navedenim uvjetima je trajao kontinuirano kroz 4,0 h,
dok je drugi tretman ukljuc¢ivao primjenu ultrazvuka kroz dva ciklusa od 30 minuta sa 30 minuta
pauze izmedu ciklusa. Tijekom trajanja reakcije transglukozilacije izuzimani su uzorci
suspenzije u pravilnim vremenskim intervalima, raspodijeljeni i koriSteni za odredivanje

opti¢ke gustoce (Asos) | pH vrijednosti kao i za pripremu uzorka za analizu HPLC metodom.

3.2.6. Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC)

3.2.6.1. Priprava uzoraka za analizu HPLC metodom

Bakterijska biomasa iz 1,0 mL izuzete suspenzije je izdvojena centrifugiranjem (Centric
150, Tehtnica, Zelezniki, Slovenija) kroz 5,0 minuta pri 13000 g i na ovaj je nadin izdvojeno
viSe od 600 pL bistrog supernatanta. Kako bi se iz izdvojenog supernatanta istalozili proteini,

koristena je otopina cinkova sulfata heptahidrata (500 g/L). Metoda taloZenja proteina je
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detaljno opisana u diplomskom radu Kostelac (2016). Prije same analize priredenog uzorka bez
proteina HPLC metodom, uzorci su profiltirani kroz filter s porama od 0,20 um (LLG-Syringe

filters, nylon, 0,2 pm, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD).

3.2.6.2. lon-izmjenjivacka tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti

lon-izmjenjivacka kromatografija je jedna od najdjelotvornijih metoda za separaciju,
identifikaciju i kvantifikaciju nabijenih Cestica (aniona, kationa). Ovisno o molekulama koje
¢ine stacionarnu fazu kolone koja se koristi pri analizi, razlikuju se kation-izmjenjivacka i
anion-izmjenjivac¢ka kromatografija (Hegyi i sur., 2013).

U ovom radu, koriStena je ion-izmjenivatka kromatografija za odredivanje
koncentracije saharoze i glicerola u supernatantima izuzetih uzoraka kao i za odredivanje
koncentracije krajnjeg produkta metabolizma saharoze - mlijecne kiseline. Ovom metodom
moguce je predvidjeti i formiranje proizvoda transglukozilacije - a-glukozilglicerola (GG) i to
pojavljivanjem dodatnog pika u kromatogramu, koji se eluira pri retencijskom vremenu koje ne
odgovara nijednom drugom sastojku reakcijske smjese. Standard za ovaj spoj nije dostupan i
identitet proizvoda, koji se formira u reakciji transglukozilacije, moze se nakon izolacije utvrditi

drugim analiti€¢kim metodama. Ovaj postupak nije dio ovog diplomskog rada.

3.2.7. Analiti¢ke metode

3.2.7.1. Pracenje rasta bakterije L. mesenteroides odredivanjem opticke gustoce

Tijekom uzgoja bakterije Leuconostoc mesenteroides u Erlenmeyer tikvicama,
izuzimani su uzorci volumena 1,0 mL svakih sat vremena i odredena je opticka gustoca (Asos)
spektrofotometrijskom metodom (spektrofotometar Helios Epsilon, Thermo Fischer Scientific,
Waltham, Massachusetts, SAD). Opadanje pH vrijednosti zbog porasta L. mesenteroides i
proizvodnje mlije€ne kiseline procijenjeno iz promjene boje pH papirica. Porast
permeabiliziranih bakterijskih stanica i, posredno, njihova aktivnost tijekom reakcije

transglukozilacije pracena je na isti nacin.
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3.2.7.2. Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC)

Za odredivanje koncentracije saharoze, glicerola, mlijecne kiseline i1 procjenu
formiranja proizvoda transglukozilacije (GG) tijekom procesa provedenog u laboratorijskom
mjerilu  (Slika 5.) koriSten je kromatografski sustav Shimadzu CLASS-VP LC-10Avp
(Shimadzu; Kyoto, Japan), koji se sastoji od: crpke (LC-10ADvp), otplinjaca (DGU-14A),
injektora (SIL-10ADvp), uredaja za grijanje kolone (CTO-10Avp), analiticke kolone
(Supelcogel ™ C-610H, 30 cm x 7,8 mm i.d., 9 um; Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, SAD)
sa predkolonom (Supercogel™ H; 5 cm x 4.6 mm ID, 9 um; Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis,
SAD), detektora indeksa loma (RID-10A), modula za kontrolu sustava (SCL-10Avp) i
racunalnog programa (CLASS-VP v6.10). Pri analizi uzoraka koriStena je kromatografska
metoda sa sljede¢im parametrima: temperatura 55,0 °C; trajanje metode 30,0 minuta, protok
mobilne faze 0,5 mL min™. Ragunalni program CLASS-VP verzija 6.10 koristen je za procjenu

dobivenih rezultata nakon kromatografske analize uz pomo¢ jednadzbi bazdarnih dijagrama

pripravljenih neposredno prije analize uzoraka.
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Slika 5. Kromatogram uzorka koji je izuzet iz reakcijske smjese za transglukozilaciju i to nakon
1,0 h kontinuiranog tretmana ultrazvukom i koji je analiziran HPLC metodom. U ovoj analizi
HPLC metodom identificirani su i kvantificirani: cinkov sulfat pentahidrat (tr = 9,022 min),
saharoza (tr = 11,108 min), glukoza (tr = 12,780 min), fruktoza (tr = 13.552 min), mlije¢na
kiselina (tr = 17.443 min) i glicerol (tr = 18,210 min). Octena kiselina i etanol nisu identificiran

kao sastojci niti jednog analiziranog uzorka.

21



Eksperimentalni dio

3.2.7.2.1. Priprava bazdarnih dijagrama

Priredeni su bazdarni dijagrami za sve sastojke hranjivih podloga, koje su koristene u
ovom radu, kao i za sastojke reakcijske smjese, koja je priredena za provodenje reakcije
transglukozilacije. U ovom radu prikazani su bazdarni dijagrami za saharozu i glicerol (Slike
6. 1 7.), dok su jednadzbe najvaznijih pravaca za odredivanje koncentracije ostalih sastojaka
podloge prikazani u Tablici 6. Analizom uzorka sa otopinom kalijeva hidrogen karbonata nije

dobiven signal na kromatogramu.

AR

3509000 - o

3009000 - ‘

2509000 -
€ 2009000 -
é e"f‘
= 1509000 A

1009000 A

A=370776y - 33715
509000 R2=1,000
.
9000 - . : . . : .
0 2 4 6 8 10 12

y(gL™h)

Slika 6. Bazdarni dijagram ovisnosti povrSine pika (A) saharoze (tr = 11,100 £ 0,5 min) o

njezinoj koncentraciji u otopini (7).
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Slika 7. Bazdarni dijagram ovisnosti povrsine pika (A) glicerola (tr = 18,127 min) o njegovoj

koncentraciji u otopini (7).
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Tablica 6. JednadZzbe bazdarnih pravaca dobivenih HPLC analizom ostalih sastojaka podloga

koriStenih za uzgoj bakterijske biomase i reakciju transglukozilacije i njihova pripadajuca

retencijska vremena.
) Retencijsko vrijeme (tr)
Sastojak podloge Jednadzba bazdarnog pravca )
(min)
A = 58646y + 2,0 - 10°
kvascéev ekstrakt 17,079 £ 0,089
Rz=0,9023
magnezijev sulfat A=1,0-108y-229886
_ 8,463 £ 0,113
heptahidrat R2=1,000
) A=10-10%y-125736
manganov sulfat monohidrat 8,419 = 0,096
R2=1,000
A=2,0-10°%y + 57,556
zeljezov sulfat heptahidrat 8,285
R2=1,000
o A=1,0-10%y-529578
tiamin-HCI 8,605 + 0,113
R?=0,9983
N A=20-10"y-46251
natrij-L-askorbat 10,320
R2=1,000
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3.2.8. Analiza eksperimentalnih podataka — izracunavanje specifi¢ne brzine rasta bakterije L.

mesenteroides

Pomocu dobivenih vrijednosti pri spektrofotometrijskom odredivanju opticke gustoce
(Asos) mikrobne suspenzije, napravljena je linearizacija eksperimentalnih podataka kako bi se
odredila specificna brzina rasta (u) bakterije L. mesenteroides prilikom uzgoja u
mikroaerofilnim i aerobnim uvjetima, (Poglavlje 4.1., Tablica 7.). Takoder, specifi¢na brzina
rasta ove bakterije je izraCunata prilikom svakog eksperimenta prije i tijekom permeabilizacije
stanica kao i za kontrolne uzorke (Tablica 8.)

Grafickim prikazom ovisnosti In Asog 0 Vremenu bioprocesa (t) dobivene su jednazdbe
pravca, a specificna brzina x odgovara nagibu dobivenih pravaca. Graficki prikazi su u

poglavlju 7. Prilozi.
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Rezultati i rasprava

Glavni ciljevi ovog rada su bili: (1) istraziti rast stanica bakterije Leuconostoc
mesenteroides pri mikroaerofilnim i aerobnim uvjetima, (2) provesti permeabilizaciju stanica
uzgojenih pri optimalnim uvjetima rasta i (3) provjeriti primjenu permeabiliziranih stanica u
proizvodnji GG. Kako bi se navedeni ciljevi ispunili, prvo je ispitan utjecaj otopljenog kisika
na rast biomase tako da su provedeni uzgoji L. mesenteroides u mikroareofilnim i aerobnim
uvjetima. Rast biomase je praéen spektrofotometrijski, mjerenjem opticke gustoce (Asos)
suspenzije, a pracena je i promjena pH vrijednosti. Budu¢i da je rast biomase bio znacajno bolji
u aerobnim uvjetima, stanice su u ostalim eksperimentima uzgajane aerobno. Iz dobivene
krivulje rasta pri acrobnim uvjetima uzgoja, odredena je polovina eksponencijalne faze rasta (t
= 5,0 h). U tom trenutku, u suspenziji je pristuna dovoljna koncentracija stanica za
permeabilizaciju, a i ekspresija i aktivnost enzima saharoza fosforilaze je u tom trenutku
optimalna (Vandamme 1 sur., 1987). U sljede¢im eksperimentima, stanice su uzgajane do
polovine eksponencijalne faze rasta, nakon ¢ega je alikvot mikrobne suspenzije izuzet i
prebaden u reakcijsku smjesu koja je sadrzavala 0,8 mol L saharoze i 2,0 mol L™ glicerola.
Vrijednost pH je sa podetne vrijednosti 3,0 podesena pomocu 1,0 mol Lt NaOH na vrijednost
5,0. Stanice su zatim permeabilizirane primjenom ultrazvuka kontinuirano i ciklicki. Osim
ultrazvuka, kao kemijsko permeabilizirajuce sredstvo koristen je Tween-80 (0,4 %, 0,6 %).
Detaljan postupak permeabilizacije stanica opisan je u Poglavlju 3.2.5.. Tijekom cijelog procesa
je praéen rast biomase spektrofotometrijski (Aeog), kao i promjena pH. Osim toga, tijekom
trajanja reakcije transglukozilacije, u pravilnim vremenskim intervalima izuzimani su uzorci za
HPLC analizu kojom je pracen utroSak saharoze i glicerola koji su supstrati za reakciju
transglukozilacije, koncentracija proizvedene mlije¢ne kiseline kao krajnjeg produkta
metabolizma saharoze i konac¢no, koncentracija produkta reakcije transglukozilacije - GG. Na
isti su nacin analizirani 1 kontrolni uzorci u kojima stanice nisu tretirane permeabiliziraju¢im

sredstvom. Dobiveni rezultati su prikazani u nastavku ovog poglavlja.
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4.1. KRIVULJA RASTA BAKTERIJE Leuconostoc mesenteroides PRI
MIKROAEROFILNIM | AEROBNIM UVJETIMA

U ovom radu ponajprije je istrazen utjecaj koncentracije otopljenog kisika na rast
bakterije Leuconostoc mesenteroides (Slika 8.). Provedeni su uzgoji ove bakterije u kemijski
djelomi¢no definiranoj podlozi (Vandamme i sur., 1987) u Erlenmeyer tikvicama pri
mikroaerofilnim uvjetima (staticno, bez mijeSanja) 1 pri aerobnim uvjetima (mijesanje
suspenzije pomoc¢u magneti¢a na magnetskoj mjesalici). Na Slici 9. prikazane su promjene
opticke gustoce (Aeog) | pH Vvrijednosti suspenzije tijekom uzgoja bakterije pri mikroaerofilnim
uvjetima, dok su na Slici 10. prikazane iste veli¢ine, koje su dobivene tijekom uzgoja L.

mesenteroides pri aerobnim uvjetima. Detalji uvjeta ovih uzgoja opisani su u Poglavlju 3.2.3.

(A) (B)
Slika 8. Mikroskopska slika bakterije L. mesenteroides prije permeabilizacije (A) i nakon
permeabilizacije stanica ultrazvukom kontinuirano kroz t = 4,0 h (B). Bakterijske stanice su
obojane po Gramu, priredeni je preparat promatran pod imerzijskim objektivom svjetlosnog

mikroskopa Olympus CH20 (Olympus; Tokyo, Japan) pri povecanju od tisucu puta.
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Slika 9. Promjena opticke gustoce (Aeos) (@) i pH vrijednosti (A ) suspenzije tijekom uzgoja

bakterije L. mesenteroides pri mikroaerofilnim uvjetima u laboratorijskom mjerilu.
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Slika 10. Promjena opticke gustoce (Asos) () i pH vrijednosti (A) suspenzije tijekom uzgoja

bakterije L. mesenteroides pri aerobnim uvjetima u laboratorijskom mjerilu.

Tablica 7. Specifi¢ne brzine rasta L. mesenteroides pri mikroaerofilnim i aerobnim uvjetima

uzgoja.

mikroaerofilni uzgoj aerobni uzgoj

Specifi¢na brzina rasta

0,02 0,24
(w) [

Iz dobivenih rezultata Asos jasno se vidi da je rast bakterije Leuconostoc mesenteroides znatno
bolji pri aerobnim uvjetima (= 0,24 h) nego pri mikroaerofilnim uvjetima («= 0,02 h). Pri
aerobnim uvjetima dolazi do znacajnijeg opadanja pH vrijednosti suspenzije (Slike 9. i 10.).
Dakle, na rast i metabolicku aktivnost bakterije L. mesenteroides pozitivno utje¢e povecana

koncentracija otopljenog kisika. Zbog toga su svi naredni eksperimenti provedeni pri aerobnim
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uvjetima. Osim toga, iz dobivene krivulje rasta bakterije pri aerobnim uvjetima (Slika 10.)
procijenjeno je trajanje eksponencijalne faze rasta (t = 10,0 h) i utvrden je vremenski period
potreban da L. mesenteroides dosegne polovinu eksponencijalne faze rasta (t = 5,0 h). Stoga je
ovaj vremenski period (t = 5,0 h) odabran kao povoljan za postizanje dovoljne koncentracije
aktivnih  bakterijskih stanica, koje ¢e mnakon permeabilizacije moc¢i Kkatalizirati
transglukozilaciju. Zbog toga su svi postupci permeabilizacije stanica provedeni nakon 5,0 h
uzgoja bakterije L. mesenteroides u kemijski djelomi¢no definiranoj hranjivoj podlozi
(Vandamme i sur., 1987). Sukladno podacima iz literature, pri sredini eksponencijalne faze
rasta ove bakterije optimalna je ekspresija i aktivnost saharoza fosforilaze, citoplazmatskog

enzima koji katalizira reakciju transglukozilacije (Vandamme i sur., 1987).
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4.2. UZGOJ BAKTERIJSKE BIOMASE | PERMEABILIZACIJA STANICA L.
mesenteroides U CILJU PROVODENJA TRANSGLUKOZILACIJE

Nakon rasta bakterije L. mesenteroides u kemijski definiranoj hranjivoj podlozi
(Vandamme i sur., 1987) pri aerobnim uvjetima u laboratorijskom mijerilu kroz t = 5,0 h,
provedena je permeabilizacija ovih bakterijskih stanica fizikalnom i kemijskom metodom. U
poglavlju 4.2.1. prikazani su rezultati transglukozilacije s pomocu stanica permeabiliziranih
ultrazvukom, dok su u poglavlju 4.2.2. prikazani rezultati transglukozilacije s pomocu stanica

permeabiliziranih primjenom Tween-80.

4.2.1. Uzgoj bakterijske biomase i permeabilizacija stanica L. mesenteroides fizikalnom

metodom

Permeabilizacija bakterijskih stanica provedena je fizikalnom metodom i to primjenom
ultrazvuka (frekvencija 37 kHz, snaga 90 W i temperatura 29,0 £ 1,0°C), kako je to ve¢ opisano
u poglavlju 3.2.5. Istrazen je ucinak dvaju razli¢itih tretmana ultrazvukom - jednog
kontinuiranog (t = 4,0 h) i drugog u ciklusima (dva ponavljanja od 30 minuta sa 30 minuta
pauze izmedu ponavljanja tretmana). Kontrolni uzorak sadrzavao je bakterijske stanice koje su
porasle i prebacene u reakcijsku smjesu, ali nisu tretirane ultrazvukom u cilju permeabilizacije
stanica.

Rezultati na Slici 11. prikazuju promjenu Asog Vrijednosti tijekom uzgoja bakterijske
biomase i trajanja reakcije transglukozilacije koju Kkataliziraju stanice permeabilizirane

primjenom ultrazvuka kontinuirano kroz t = 4,0 h
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Slika 11. Rast bakterijske biomase (Asos) tijekom uzgoja L. mesenteroides u kemijski
djelomi¢no definiranoj hranjivoj podlozi (t = 0,0 - 5,0 h), tijekom kontinuiranog tretmana
ultrazvukom u reakcijskoj smjesi (t = 5,0 - 9,0 h; crveni pravokutnik) i nakon kontinuiranog
tretmana ultrazvukom (t = 10,0 h i 25,0 h) (e). Istovrsno odredivanje provedeno je i za kontrolni

uzorak (x).

Dobiveni rezultati jasno pokazuju da permeabilizacija stanica primjenom ultrazvuka
kontinuirano kroz t = 4,0 h nema znacajnijeg utjecaja na rast bakterijskih stanica (Slika 11.).
Zapravo se rast ovako permeabiliziranih stanica moZe smatrati uspjesnijim od rasta stanica u

kontrolnom uzorku.
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Slika 12. Smanjenje koncentracije saharoze od pocetnih 0,8 mol L (y = 251,76 g L) u
reakcijskoj smjesi sa stanicama L. mesenteroides permeabiliziranim kontinuiranim tretmanom

ultrazvukom (=) i kontrolnom uzorku (m).
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Slika 13. Smanjenje koncentracije glicerola od pocetnih 2,0 mol L™ (y =180,39 g L™?) u
reakcijskoj smjesi sa stanicama L. mesenteroides permeabiliziranim kontinuiranim tretmanom

ultrazvukom (¢) i kontrolnom uzorku (+).

Iz rezultata prikazanih na Slikama 12. i 13. jasno se moze zakljuciti da je utrosak
saharoze i glicerola u reakcijskoj smjesi sa stanicama permeabiliziranim kontinuiranim
tretmanom ultrazvukom znacajno veci nego u kontrolnom uzorku. Medutim, i1 saharoza i
glicerol mogu biti supstrati u centralnom metabolizmu u stanicama heterofermentativne
bakterije mlijecne kiseline Leuconostoc mesenteroides, Sto se moze utvrditi odredivanjem
koncentracije mlijeéne kiseline, octene kiseline i/ili etanola (i CO2) kao krajnjih proizvoda
metabolizma ovih dvaju supstrata. Dakle, permeabilizacija ovih stanica ne mora nuzno
rezultirati transglukozilacijom, ve¢ moze biti postupak kojim ¢e se znafajno pospjesiti
fermentacija dvaju supstrata, saharoze i glicerola. Zbog toga je HPLC metodom odredena

koncentracija pobrojenih krajnjih proizvoda metabolizma dvaju supstrata, koje je ova bakterija
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proizvela u odabranim uvjetima. HPLC metodom je utvrdeno da u opisanim uvjetima
bakterija L. mesenteroides proizvodi iskljuc¢ivo mlije¢nu kiselinu, kako je to prikazano na Slici
5.

Permeabilizacija stanica ultrazvukom u ciklusima takoder je dala o¢ekivane rezultate
(Slike 14.-16). lako nema bitnije razlike u rastu permeabiliziranih stanica i stanica koje nisu
tretirane ultrazvukom u ciklusima (Slika 14.), sasvim je jasan ucinak premeabilizacije na
utroSak saharoze (Slika 15.) i glicerola (Slika 16.).
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Slika 14. Rast bakterijske biomase (Aesos) tijekom uzgoja L. mesenteroides u kemijski
djelomi¢no definiranoj hranjivoj podlozi (t = 0,0 - 5,0 h), tijekom tretmana ultrazvukom u
ciklusima u reakcijskoj smjesi (t = 5,0 - 9,0 h; crveni pravokutnik) i nakon tretmana
ultrazvukom u ciklusima (t = 10,0 h i 25,0 h) (e). Istovrsno odredivanje provedeno je i za

kontrolni uzorak (x).
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Slika 15. Smanjenje koncentracije saharoze od pocetnih 0,8 mol L (y = 218,89 g L) u

reakcijskoj smjesi sa stanicama L. mesenteroides permeabiliziranim tretmanom ultrazvukom u

ciklusima (m) i kontrolnom uzorku (m).

36



Rezultati i rasprava

180

*
@
170 -
0160 A
L
= *
150 IS
140 T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

t (h)

Slika 16. Smanjenje koncentracije glicerola od podetnih 2,0 mol L (y = 176,50 g L) u
reakcijskoj smjesi sa stanicama L. mesenteroides permeabiliziranim tretmanom ultrazvukom u

ciklusima (¢) i kontrolnom uzorku ().

4.2.2. Uzgoj bakterijske biomase i permeabilizacija stanica L. mesenteroides kemijskom

metodom u cilju provodenja transglukozilacije

Osim ultrazvuka, istraZzen je uc¢inak ne-ionske povrSinski aktivne tvari Tween-80 na
permeabilizaciju stanica bakterije Leuconostoc mesenteroides. Dva razli¢ita udjela Tween-80
(0,4 10,6% v/v) dodana su u reakcijsku smjesu, koja je priredena za transglukozilaciju, kako je

to opisano u poglavju 3.2.5. Dobiveni rezultati prikazani su na Slikama 17.-19.
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Slika 17. Rast bakterijske biomase (Asos) tijekom uzgoja L. mesenteroides u kemijski

djelomi¢no definiranoj hranjivoj podlozi (t = 0,0 - 5,0 h) i tijekom kemijskog tretmana Tween-

om-80 (0,4% vlv;

odredivanje provedeno je i za kontrolni uzorak (x).
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Slika 18. Smanjenje koncentracije saharoze od pocetnih 0,8 mol L (y = 232, 51 g L) u
reakcijskoj smjesi (t = 5,0 - 25,0) sa stanicama L. mesenteroides permeabiliziranim kemijskim
tretmanom Tween-om-80 (0,4% v/v; = 0,6% v/v m). Istovrsno odredivanje provedeno je i za

kontrolni uzorak (m).
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Slika 19. Smanjenje koncentracije glicerola od pocetnih 2,0 mol L™? (y = 173,48 g L) u
reakcijskoj smjesi (t = 5,0 - 25,0 h) sa stanicama L. mesenteroides permeabiliziranim kemijskim
tretmanom Tween-om-80 (0,4% v/v; ¢, 0,6% Vv/v; ¢). Istovrsno odredivanje provedeno je i za

kontrolni uzorak (+).

Iz dobivenih rezultata vidljivo je da je utroSak saharoze u uzorku u kojem su stanice
tretirane sa 0,6% v/v Tween-80 nizi nego kod kontrolnog uzorka, dok je u slucaju tretiranja

stanica sa 0,4% v/v Tween-80 utroSak saharoze visi nego kod kontrolnog uzorka.
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Slika 20. Promjena pH vrijednosti (A) tijekom uzgoja bakterije L. mesenteroides do polovine
eksponencijalne faze rasta (t = 5,0 h) i tijekom trajanja reakcije transglukozilacije pomocu

permeabiliziranih stanica iste bakterije.

Na Slici 20. prikazana je promjena pH vrijednosti tijekom uzgoja bakterijske biomase

za permeabilizaciju i nakon permeabilizacije tj. tijekom trajanja reakcije transglukozilacije
katalizirane permeabiliziranim stanicama bakterije L. mesenteroides. Promjene pH vrijednosti
su vrlo sli¢ne za sve provedene eksperimente kao i za kontrolne uzorke, pa su ovdje pokazani
rezultati dobiveni tijekom jednog eksperimenta. Nakon 5,0 sati uzgoja, pripremljena je
reakcijska smjesa za transglukozilaciju, a pH vrijednost je podesena pomocu 1,0 mol L™ NaOH
sa pocetne vrijednosti 3,0 na 5,0. Opadanje pH vrijednosti upucuje na rast i metabolicku
aktivnost permeabiliziranih stanica ove bakterije mlijecne kiseline. U Tablici 8. su prikazani
rezultati za specifiénu brzinu rasta () L. mesenteroides dobiveni linearizacijom
eksperimentalnih podataka za promjenu opticke gustoce (Aesog) prije i nakon postupka
permeabilizacije. Iz dobivenih rezultata je vidljivo da stanice nastavljaju svoj rast tijekom i

nakon procesa permeabilizacije. Graficki prikaz linearizacije eksperimentalnih podataka za
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izraCun specifi¢ne brzine rasta («) koja odgovara nagibu dobivenih pravaca prikazani su

u poglavlju 7. Prilozi.

Tablica 8. Specificne brzine rasta («) bakterije L. mesenteroides u hranjivoj podlozi prije i

nakon tretmana permeabiliziraju¢im sredstvima.

specifi¢na brzina rasta (u) specifi¢na brzina rasta (u)
permeabilizacija prije permeabilizacije nakon permeabilizacije
[h] [h]
ultrazvuk 0,02
0,32 £0,02
(kontinuirano) 0,09*
ultrazvuk 0,09
0,21 £ 0,00
(ciklicki) 0,09*
0,12
Tween (0,4 %) 0,34 +£0,01
0,10*
0,11
Tween (0,6 %) 0,33 +£0,04
0,10*

Kontrolni uzorci oznaceni su zvjezdicom (*).

42



Rezultati i rasprava

4.3. PROCJENA USPJESNOSTI FORMIRANJA a-GLUKOZILGLICEROLA U
REAKCIJAMA  TRANSGLUKOZILACIJE PROVEDENIM S POMOCU
PERMEABILIZIRANIH STANICA BAKTERIJE Leuconostoc mesenterides

Na temelju dobivenih kromatografskih rezultata (HPLC metoda) i to utoska saharoze i
glicerola te proizvedene mlije¢ne kiseline, kao jedinog krajnjeg proizvoda fermentacije
supstrata, procijenjena je uspjeSnost formiranja a-glukozilglicerola (GG) u reakcijama
transglukozilacije provedenim s pomocu permeabiliziranih stanica bakterije Leuconostoc
mesenterides (Tablica 9.). Pri procjeni koncentracije formiranog GG uzete su obzir
koncentracija proizvedene mlijecne kiseline i odgovaraju¢a koncentracija fermentacijom
utroSene saharoze. Iz preostalog dijela saharoze, koji nije fermentiran do mlije¢ne kiseline, i
utroSenog glicerola izracunata je koncentracija GG (CoH180g) 1 usporedena sa povrsinom ispod
pika, koji je eluiran izmedu saharoze (C12H22011; tr = 11,108 min) i glukoze (CsH120s; tr =
12,780 min).

Tablica 9. Procjena utroska saharoze i glicerola i proizvodnje mlije¢ne kiseline te

formiranja a-glukozilglicerola.

utrosak utrosak proizvedena ) _
. - o proizvedeni GG
permeabilizacija saharoze glicerola mlijecna kiselina
Ay, gL)
(A7 g/L) (A7 g/L) Ay g/L)
ultrazvuk 28,707 19,314 5,147 17,706
(kontinuirano) 19,761* 14,929%* 4,770%* 11,321*
ultrazvuk 13,132 11,617 8,650 3,653
(ciklusi) 10,245%* 10,450* 9,758* 0,725*
Tween-80 17,904 3,572 7,419 8,069
(0,4% v/v) 15,038%* 7,102* 6,789* 6,384*
Tween-80 11,764 8,035 7,630 3,357
(0,6% v/v) 15,038%* 7,102* 6,789* 6,384*

Kontrolni uzorci oznaceni su zvjezdicom (*).

43



Rezultati i rasprava

Iz procijenjenih vrijednosti moze se zakljuciti da se stanice bakterije L. mesenteroides
uspjesno permeabiliziraju odabranom fizikalnom i kemijskom metodom. Nakon postupaka
permeabilizacije stanice zadrzavaju svoju metabolicku aktivnost i dalje se eksponencijalno
umnazaju i to uspjesnije od stanica koje nisu permeabilizirane. Najveca koncentracija saharoze
1 glicerola utroSena je u reakcijskoj smjesi u kojoj su bakterijske stanice permeabilizirane
kontinuiranim tretmanom ultrazvukom. Permeabilizacija stanica pogoduje fermentaciji
supstrata (saharoze) i proizvodnji mlije¢ne kiseline. Najvece koncentracija mlije¢ne kiseline
dobivena je u reakcijskoj smjesi u kojoj su stanice L. mesenteroides permeabilizirane
tretmanom ultrazvukom u ciklusima.

Sukladno procijenjenim rezultatima, permeabilizacija stanica bakterije L. mesenteroides
dovodi do formiranja a-glukozilglicerola (GG). Neidentificirani pik se eluira izmedu saharoze
i glukoze tijekom HPLC analize uzoraka i, sukladno literaturnim podacima (Takenaka i sur.,
2000), takav spoj bi trebao biti GG. Ukoliko je ova pretpostavka to¢na, najvise GG-a je
proizvedeno u reakcijskoj smjesi u kojoj su stanice L. mesenteroides permeabilizirane
kontinuiranim tretmanom ultrazvukom.

Nastavak ovog istrazivanja je logi¢an i ukljucuje izolaciju proizvedenog GG-a i njegovu

identifikaciju i kvantifikaciju npr. nuklearnom magnetnom rezonancijom (NMR).

44



5. ZAKLJUCCI



Zakljucci

Na temelju eksperimenata, koji su osmisljeni kako je to opisano u ovom radu, i rezultata

dobivenih u laboratorijskom mjerilu, moze se zakljuciti slijedece:

Koncentracija kisika, koji je otopljen u hranjivoj podlozi, ima znaajan utjecaj na rast
heterofermentativne Gram-pozitivne bakterije mlije¢ne kiseline Leuconostoc mesenteroides.
Pri mikroaerofilnim uvjetima rast ove bakterije slijedi linearan trend bez jasno odijeljenih faza
rasta i procijenjena maksimalna specifi¢na brzina rasta (# = 0,02 h'') znatno je manja od
procijenjene specifi¢ne brzine rasta ove bakterije pri acrobnim uvjetima (¢ = 0,24 h™%). Pri
aerobnim uvjetima L. mesenteroides odmah nakon nacjepljivanja kemijski definirane podloge
ulazi u eksponencijalnu fazu rasta i nakon 10 h uzgoja pri odabranim uvjetima ulazi u
stacionarnu fazu rasta.

Polovina eksponencijalne faze rasta ove bakterije pri aerobnim uvjetima (t = 5,0 h) smatra se
optimalnom za postizanje visoke koncentracije i aktivnosti saharoza fosforilaze,
citoplazmatskog enzima koji katalizira transglukozilaciju. Stoga su nakon 5,0 h uzgoja
primjenjene fizikalna i kemijska metoda za permeabilizaciju stanica bakterije L. mesenteroides.
Primjena ultrazvuka (frekvencija 37 kHz, snaga 90 W i temperatura 29,0 + 1,0°C i to
kontinuirano kroz 4,0 h i u dva ponavljanja kroz 30 min s pauzom izmedu ponavljanja od 30
min) i povrsinski aktivne tvari Tween-80 (0,4 i 0,6 vol/vol) pokazale su se kao dobre metode,
kojima je moguce utjecati na aktivnost ove bakterije. Nakon provedenih postupaka
permeabilizacije, stanice se dalje eksponencijalno umnaZzaju i zadrZavaju svoju metabolicku
aktivnost i to na sli¢an ili bolji nac¢in nego u kontrolnom uzorku.

U reakcijskoj smjesi u kojoj je istrazivana transglukozilacijska aktivnost saharoza fosforilaze
saharoza je donor glukozila, dok je glicerol akceptor glukozila. Oba sastojka reakcijske smjese
su supstrati za centralni metabolizam u permeabiliziranim stanicama ove heterofermentativne
bakterije mlijecne kiseline s pomocu kojih je proizvedena samo mlijecna kiselina, dok ostali
krajnji proizvodi (octena kiselina i etanol) razgradnje ovih supstrata nisu identificirani HPLC
metodom. Dakle, tretman ultrazvukom i Tween-om-80 moze se koristiti u usmjeravanju
metabolizma supstrata kod potencijanih industrijskih biokatalizatora, npr, u proizvodnji
platformske kemikalije - mlije¢ne kiseline s pomoc¢u L. mesenteroides.

. Najveéa koncentracija saharoze (Ay = 28,707 g L) i glicerola (Ay = 19,314 g L) utrosena je
u reakcijskoj smjesi u kojoj su bakterijske stanice permeabilizirane kontinuiranim tretmanom

ultrazvukom, dok je najveéa koncentracija mlije¢ne kiseline (= 8,650 g L) dobivena u
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reakcijskoj smjesi u kojoj su stanice L. mesenteroides permeabilizirane tretmanom ultrazvukom
s ponavljanjima.

Sukladno procijenjenim rezultatima, permeabilizacija stanica bakterije L. mesenteroides dovodi
do formiranja a-glukozilglicerola. Neidentificirani pik se eluira izmedu saharoze i glukoze
tijekom HPLC analize uzoraka i, sukladno literaturnim podacima (Takenaka i sur., 2000), takav
spoj bi trebao biti GG. Ukoliko je ova pretpostavka to¢na, najvise GG-a (= 17,706 g L?) je
proizvedeno u reakcijskoj smjesi u kojoj su stanice L. mesenteroides permeabilizirane
kontinuiranim tretmanom ultrazvukom. Nastavak ovog istrazivanja ukljucuje izolaciju
proizvedenog GG-a i njegovu identifikaciju i kvantifikaciju npr. nuklearnom magnetnom
rezonancijom (NMR).
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7. PRILOZI
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Slika 21. Grafi¢ki prikaz izrauna za specifi¢nu brzinu rasta bakterije L. mesenteroides (U =
0,02 h, e) tijekom eksponencijalne faze rasta ove bakterije uzgojene pri mikroaerofilnim

uvjetima u laboratorijskom mijerilu.
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Slika 22. Graficki prikaz izrauna za specifi¢nu brzinu rasta L. mesenteroides (1 = 0,24 h'l, o)
tijekom eksponencijalne faze raste ove bakterije uzgojene pri aerobnim uvjetima u

laboratorijskom mjerilu.
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Slika 23. Grafic¢ki prikaz izraCuna za specifi¢nu brzinu rasta bakterije L. mesenteroides prije

permeabilizacije (U = 0,32 hl, e) i za specifiénu brzinu rasta bakterije tijekom i nakon

permeabilizacije (1 = 0,02 h?, o) ultrazvukom kontinuirano kroz t = 4,0 u laboratorijskom

mjerilu.
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Slika 24. Graficki prikaz izracuna za specifi¢nu brzinu rasta bakterije L. mesenteroides u

kontrolnom uzorku (kontrola za proces permeabilizacije stanica ultrazvukom kontinuirano)

prije (L =0,30 h'l, @) i tijekom trajanja reakcije transglukozilacije (i = 0,09 h't,0).
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Slika 25. Grafic¢ki prikaz izraCuna za specifi¢nu brzinu rasta bakterije L. mesenteroides prije

permeabilizacije (U = 0,21 h'l, e) i za specificnu brzinu rasta tijekom i nakon cikli¢ke

permeabilizacije ultrazvukom (i = 0,09 h, o).
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Slika 26. Graficki prikaz izracuna za specificnu brzinu rasta bakterije L. mesenteroides u

kontrolnom uzorku (kontrola za proces permeabilizacije stanica ultrazvukom ciklicki) prije (U

=0,21 hl, @) i tijekom trajanja reakcije transglukozilacije (1 = 0,09 h1, o).
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Slika 27. Grafi¢ki prikaz izraCuna za specifi¢nu brzinu rasta bakterije L. mesenteroides prije
permeabilizacije (U = 0,34 h'l, @) i za specifi¢nu brzinu rasta tijekom i nakon permeabilizacije

(1 =0,12 h', 0) pomoéu Tween-80 (0,4 % V/V).
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Slika 28. Graficki prikaz izraGuna za specifi¢nu brzinu rasta bakterije L. mesenteroides tijekom
prije permeabilizacije (4 = 0,28 h?, e) i za specifi¢nu brzinu rasta tijekom i nakon

permeabilizacije (1 = 0,11h™, ©) pomoéu Tween-80 (0,6 % Vv/v)
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Slika 29. Graficki prikaz izracuna za specificnu brzinu rasta bakterije L. mesenteroides u
kontrolnom uzorku (kontrola za proces permeabilizacije stanica ultrazvukom pomoc¢u Tween-
80 (0,4 % i 0,6%)) prije (L= 0,35 h%, e) i tijekom trajanja reakcije transglukozilacije (1 = 0,1
ht, o).
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