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1. UuvOoD

U skladu s rastucim interesom i potrebom za razvijanjem procesa kojima ¢e se smanjiti
negativan utjecaj na okoli§, sve veca paznja pridaje se zelenim alternativama fosilnih goriva.
Vodik je prepoznat kao u€inkovito alternativno gorivo zahvaljujuci brojnim prednostima kao sto
su ekoloska prihvatljivost, visoka energetska ucinkovitost, raznovrsna primjena i ekonomska
isplativost.

Poseban interes usmjeren je prema biovodiku koji se moze proizvesti iz biomase
primjenom odgovarajuc¢ih mikroorganizma i razli€itih bioloSkih procesa. Vazno je istaknuti da
se biovodik mozZe dobiti iz organskih otpada, poput poljoprivrednih ostataka, otpadnih voda i
drugih biomaterijala, ¢ime se smanjuje koli¢ina otpada koji bi ina¢e bio odbacen na deponije
ili spaljen. Jedan od klju€nih enzima u enzimatskoj proizvodniji biovodika je hidrogenaza. U
organizmima kao §to su bakterije, alge i bilike mogu se pronaci razli€ite vrste hidrogenaza, pri
¢emu su najzastupljenije [FeFe]-hidrogenaze i [NiFe]-hidrogenaze. U stanicama bakterije R.
eutropha H16 prisutne su Cetiri razliCite [NiFe]-hidrogenazu tolerantne na kisik uklju¢ene u
transport vodika $to ovu bakteriju €ini izvrsnim izvorom hidrogenaza. Konvencionalne metode
za dobivanje intracelularnih proizvoda Cesto se oslanjaju na procese razbijanja stanica
(mehanicke i nemehanicke), koji mogu ugroziti integritet i odrzivost stanice. Kao alternativa,
metode stani¢ne permeabilizacije nude obecavajuci pristup buduéi da olakSavaju selektivno
otpustanje unutarstani¢nih produkata dok u veéoj mjeri Cuvaju stanicni integritet.

U ovom radu koridtena su razliita sredstva za povecanje propusnosti kako bi se
poboljSala ekstrakcija enzima iz stanica R. eutropha H16. Sredstva kao $to su EDTA, Triton
X-100, SDS, CTAB, PEG i BSA procijenjena su na temelju ucinkovitosti u povecanju

propusnosti stanicne membrane, ¢ime se poboljSava ucinkovitost ekstrakcije enzima.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. VODIK

U danasnje vrijeme raste interes i potreba za razvojem procesa kojima se smanjuju negativni
utjecaji na okoli§. Jedan od najvecih izazova je zamjena sagorijevanja fosilnih goriva
klimatskim promjenama, ve¢ su i neodrziva s obzirom na to da se njihove zalihe postupno
iscrpljuju. Vodik se istiCe kao zelena alternativa fosilnim gorivima prije svega zbog velike
specificne energije vodika (143 kJ/g) (Di Paola i sur.,, 2015). Osim toga, njegovim
za fosilna goriva.

Vodik je najzastupljeniji element u svemiru, ali zbog svoje reaktivnosti u prirodi se ne
pojavljuje u slobodnom obliku nego u spojevima, kao §to su npr. voda i organski materijali.
Radi se o bezbojnom, lako zapaljivom plinu bez mirisa, §to oteZava rukovanje s njime, pa su
najveci izazovi povezani s njegovim skladiStenjem i transportom.

Postoji niz razloga zbog kojih se vodik sve vise uvodi kao alternativno energetsko
rieSenje. Osim spomenute velike specifiCne energije, ostvaruju se i druge prednosti u odnosu
na fosilna goriva, upotreba kojih je jedan od glavnih razloga poveéanih emisija CO- i drugih
po okoli§ Stetnih plinova kao $to su CO, NO, SOy, itd. Primjena vodika omogucuje brzo
punjenje razlicitih vrsta elektricnih vozila s gorivnim ¢lancima te se moze lako integrirati u
postoje¢u mrezu za distribuciju i koriStenje goriva uz minimalne prilagodbe sustava. Podrzava
kljucne industrijske procese osiguravajuci bitnu kemijsku sirovinu ili redukcijsko sredstvo, te
omogucava proizvodnju topline izgaranjem bez emitiranja CO,, SOy ili Cestica, Cime
poboljSava energetsku sigurnost i promovira lokalnu proizvodnju goriva iz obnovljivih izvora
energije i vode (Newborough i Cooley, 2020). Procesi kojima se moze proizvesti vodik su
razli¢iti i brojni, a u svrhu 8to ve¢eg smanjivanja emisije CO., stalno se razvijaju novi (Osman
i sur., 2022). Osim &to je odrzivi energent, vodik je i vrijedna industrijska kemikalija koja se
danas najvide koristi u procesima proizvodnje metanola, amonijaka i €elika. Kako bi vodik
smatrali istinski zelenim energentom, vodik se mora proizvoditi iz Cistih, pristupaénih,

pouzdanih i obnovljivih izvora na energetski i ekonomski prihvatljiv nacin (Acar i sur., 2018).

2.1.1. Boje vodika

Kao $to je reCeno, postoje razliCiti procesi kojima se danas proizvodi vodik. Kako bi razlikovali
vodik dobiven koriStenjem razliitih tehnologija i s obzirom na ukupnu emisiju Stetnih plinova
koja nastaje u procesu, vodik se dijeli/opisuje prema bojama (Tablica 1). Boje koje se najCesce

koriste su siva, plava, tirkizna i zelena. Sivim vodikom smatra se vodik koji je proizveden iz



fosilnih goriva ili ugliena pri ¢emu nastaju znacajne emisije CO,. Plavi vodik takoder se
proizvodi iz fosilnih goriva, ali u kombinaciji s postupkom hvatanja i skladistenja CO; ¢ime se
smanjuje emisija staklenickih plinova. Tirkizni vodik proizvodi se iz fosilnih goriva ili pirolizom,
pri cemu je glavni nusprodukt kruti ugljik (Ajanovi¢ i sur., 2022). Zeleni vodik proizvedi se
elektrolizom vode pri ¢emu nema oslobadanja stakleni¢kih plinova (Hermesmann i Muller,
2022). Ako se kao izvor elektricne energije u proizvodnji vodika koriste obnovljivi izvori

energije tada tako dobiveni vodik ima najmanje negativan utjecaj na okolis.

Tablica 1. Boje vodika

Vodik Teh_nologu-a lzvor elek_t.rlcne Ugljiéni otisak
proizvodnje energije
Elektroliza Obnovijivi izvori Minimalan
energije
FENINTlLS Reformiranje | oo dni plin/Uglien Nizak
prirodnog plina
Tirkizni vodik Piroliza Umjeren
Sivi vodik Reformiranje Prirodni plin Ui
) . mjeren
prirodnog plina

2.2. BIOVODIK

Osim spomenutih vrsta vodika, danas se sve viSe istraZzuje i biovodik, koji se smatra Cistim

izvorom energije, a mogucée ga je proizvesti iz biomase. S obzirom na to da se radi o novoj
tehnologiji, ovom vodiku jo$ nije dodijeljena boja.

BioloSki procesi koji se koriste za proizvodnju biovodika su foto-fermentacija (izravna
fotoliza, neizravna fotoliza i foto-fermentacija), mikrobna elektroliza i anaerobna fermentacija
(tamna fermentacija), a ukljuCuju razliCite mikroorganizme, poput bakterija tamne
fermentacije, fotosintetskih bakterija, cijanobakterija i zelenih mikroalgi. Medu spomenutim
mikroorganizmima, mikroalge pokazuju izuzetno dobra svojstva u proizvodnji biovodika kao
8to su visoki prinos biomase i lipida, visoka bioremedijacija plinova (CO2 i NOy), te
prilagodljivosti razli€itim izvorima vode, pa i otpadnih (Li i sur., 2022). Sve spomenute metode
smatraju se ekoloki prihvatljivima (Sali¢ i Zeli¢, 2022).

lako je biovodik obecéavajuéi izvor energije, njegova primjena je trenutno ogranicena
zbog izazova poput distribucije, hvatanja, skladidtenja, visoke cijene proizvodnje, niske
konverzije supstrata, niskog iskoristenja na produktu te niske produktivnost (Li i sur., 2022).
Ucinkovitost procesa proizvodnje biovodika uglavnom ovisi o metaboli¢kim putevima, Sto Cini
odabir prikladnih mikroorganizama kljucnim za uspjeh. Ralstonia eutropha H16 je bakterijski
soj koji se istiCe po svojoj sposobnosti proizvodnje vodika kao nusprodukta svog metabolizma.



2.3. RALSTONIA EUTROPHA H16

R. eutropha H16 je gram-negativna, fakultativna, kemolitoautotrofna bakterija. Stapi¢astog je
oblika, nepatogena, ne stvara spore, a optimalna temperatura rasta joj je 30 °C. R. eutropha
se u prirodi moze pronadci u tlu i slatkim vodama i dobro je prilagodena okoliSu koji se stalno
mijenja. Prije se ova bakterija nazivala Hydrogenomonas eutropha zbog sposobnosti
iskoristavanja molekularnog vodika (H-) i ugljikovog dioksida (CO-) kao jedinih izvora energije
i ugliika. Dvije promjene naziva, Wautersia eutropha i Cupriviadus necator, predlozeni su u
vrlo kratkim razdobljima, ali su rijetko prihvaceni. Ovaj organizam asimilira CO; tijekom
autotrofnog rasta putem Calvin Benson-Basham ciklusa (CBB) (Bowien i Kusian, 2002), ali
takoder moze rasti heterotrofno koristeci fruktozu, glukonsku kiselinu, razne druge organske
kiseline, pa ¢ak i aromatske spojeve kao izvore ugljika (Cram, 2009). U odsustvu kisika, R.
eutropha H16 prelazi na anaerobni metabolizam (Pohlmann i sur., 2006), a ako je koli¢ina
kisika ograniCena, sintetiziraju se tipicni enzimi fermentacije poput laktat dehidrogenaze ili
alkohol dehidrogenaze. Divlji tip ne moze iskoristiti ugljikohidrate poput glukoze, laktoze i
galaktoze zbog odsustva odgovaraju¢ih enzimatskih puteva, ali upotrebom tehnologije
rekombinantne DNA i ti su nedostatci prevladani (Raberg i sur., 2018).

Metaboli¢ka svestranost ovog mikroorganizma dovela je do toga da se Kkoristi u
proizvodnji vodika te u sintezi bioplastike, poli-3-hidroksibutirata (Volodina i sur., 2015), ali i u
proizvodnji drugih metabolita i proteina (Barnard i sur., 2005, Andersson i sur., 1994). Jedan
od kljuénih enzima u proizvodnji biovodika je hidrogenaza. U stanicama bakterije R. eutropha
H16 prisutne su Cetiri razliCite [NiFe]-hidrogenazu tolerantne na kisik ukljuene u transport

vodika Sto ovu bakteriju €ini izvrsnim izvorom hidrogenaza.

2.3.1. Hidrogenaze iz Ralstonia eutropha H16
U R. eutropha H16 prisutne su Cetiri [NiFe]-hidrogenaze koje su se pokazale kao izvrsni
biokatalizatori u proizvodnji vodika zbog €ega se pojavio velik interes za njihovom
proizvodnjom (Burgdorf i sur., 2005). Hidrogenaze prisutne u R. eutropha H16 dijele se na
(prema Fan i sur., 2021):

(1) hidrogenaza vezana za membranu (engl. membrane-bound hydrogenase, MBH),

(ii) topljiva hidrogenaza (engl. soluble hydrogenase, SH)

(iii) regulatorna hidrogenaza (engl. regulatory hydrogenase, RH) i

(iv) hidrogenaza sli¢na aktinobakterijama (engl. actinobacterial-like hydrogenase,

AH).

Shematski prikaz struktura hidrogenaza iz R. eutropha H16 dan je na slici 1.
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Slika 1. Hidrogenaze prisutne u R. eutropha H16 (prema Burgdorf i sur., 2005)

Buduci da koristenje vodika ukljuCuje prijelazne metale i elektrone niskog potencijala,
vecéina hidrogenaza je vrlo osjetljiva na prisutnost kisika, koji ih deaktivira bilo reverzibilno ili
ireverzibilno (Fontecilla-Camps i sur., 2007). Hidrogenaze koje se mogu pronaci u R. eutropha
H16 pripadaju porodici [NiFe]-hidrogenaza koje su tolerantne na kisik $to im daje prednost u
odnosu na ostale hidrogenaze (Lauterbach i Lenz, 2013). Sposobnost hidrogenaza R.
eutropha da nadvladaju inhibicijski ucinak kisika je vrlo sloZen, jedinstven i jo$ uvijek
nedovoljno shva¢en metaboli¢ki proces. MBH omogucuje R. eutropha aerobni rast koristeci
vodik kao izvor energije i kisik kao krajnji akceptor elektrona. Aktivno mjesto i klaster znacajno
se razlikuju od ostalih [NiFe]-hidrogenaza. SH je dvosmjerna citoplazmatska hidrogenaza i
djeluje kao redoks ventil za sprje€avanje prekomjerne redukcije lanca prijenosa elektrona. SH
se sastoji od heterodimera s dvije podjedinice. SloZene je strukture koja omogucuje najprije
oksidaciju vodika, zatim sakupljanje elektronskog potencijala za redukciju NAD* (nikotinamid
adenin dinukleotid) do NADH, i na kraju redukciju NADP* (nikotinamid adenin dinukleotid
fosfat) do NADPH. ATP (adenozin trifosfat) generiran preko MBH, uz ekvivalente za redukciju
NADPH generiranih kroz SH, zajedno podrzavaju vrlo energetski zahtjevna vezanja ugljika.
Nadalje, [NiFe] aktivho mjesto SH sadrzi dva dodatna cijanovodi¢na liganda koordinirana na
niklu (Ni), a pokazalo se da uklanjanje takvih skupina rezultira pojavom osjetljivosti
hidrogenaze na molekularni kisik (Lu i sur., 2016, Fritsch i sur., 2013). Jednostavna grada R.

eutropha u usporedbi s drugim mikroorganizmima omogucila joj je da postane modelni sustav
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za razvijanje procesa proizvodnje [NiFe]-hidrogenaza (Fan i sur., 2021). Osim toga, koristenje
hidrogenaza u elektrokemijskim ¢lancima umjesto plemenitih metala kao anoda, znacajno
smanjuje troSkove, otvara nove mogucnosti za dizajn i razvoj novih procesa proizvodnje
energije (Lu i sur., 2016). U svom radu Goldet i sur. (2008) istrazili su mogucnost korisStenja
MBH iz Ralstonia sp. za proizvodnju vodika, ali su primijetili inhibiciju produktom. Medutim,
spomenuti nedostatak se moze prevladati adsorpcijom enzima na grafitnoj elektrodi, te

kontinuiranom odvodnjom produkta.

2.4. PERMEABILIZACIJA STANICA

U biotehnoloskim procesima kao biokatalizatori mogu se koristiti cijele stanice i procid¢eni
enzimi. Pro€iS¢eni enzimi najéeSce se odlikuju viSom volumnom produktivnosti u odnosu na
cijele stanice, ali procis¢avanje je Cesto vrlo zahtjevno, skupo i prilikom prociséavanja moze
doc¢i do smanjenja stabilnosti samog enzima (Goldberg i sur., 2007). S druge strane, izolirani
enzimi nisu pogodni katalizatori za sve reakcije. Na primjer, ako je u reakciji potreban enzim
koji je u stanici dio viSekomponentnog enzimskog sustava vezan za membranu ili neodvojiv
od stanice tada takve enzime nece biti moguce izolirati i koristiti kao katalizatore (Woodley,
2006). S druge strane, upotreba cijelih stanica ne zahtijeva procese izolacije i proCis¢avanja,
¢ime su takvi biokatalizatori jeftiniji, a stabilnost enzima ostaje o€uvana. Glavni nedostatak
koriStenja cijelih stanica je vrlo spori transport u i iz stanice. Upravo je iz tog razloga bitan
proces permeabilizacije stanica. Proces podrazumijeva oStecenje staniche membrane tako da
je omogucena difuzija molekula malih molekulskih masa, a da morfologija stanice ostane
oCuvana. Permeabilizacija moze biti problemati¢na s obzirom na €injenicu da svaka stanica
zahtijeva razliCite uvjete kako bi se postigli optimalni rezultati. To osobito vrijedi za Gram-
pozitivne bakterije koje imaju stani¢nu stjenku vece debljine (Furukawa i sur., 2006). Opcenito

metode permeabilizacije stanica mogu se podijeliti na fizikalne, kemijske i enzimatske metode.

2.4.1. Fizikalne metode permeabilizacije stanica

Danas su dostupne brojne fizikalne metode permeabilizacije (Banfalvi, 2016). Jedna od njih
je elektroporacija koja podrazumijeva primjenu kontroliranih elektricnih pulseva odredenog
intenziteta koji dovodi do indukcije transmembranskog potencijala i reverzibilnog raspada
stanicne membrane. Kao rezultat nastaju pore koje omogucuju prolazak makromolekula kroz
stanicnu membranu. Zbog dobrih karakteristika ove metode poput niske toksi¢nosti, dobre
ponovljivosti i u€inkovitosti, ona se Siroko upotrebljava u svrhu permeabilizacije stanica. Druga
metoda je elektroinjektiranje tijekom kojeg se koristi staklena kapilara pri€vr§éena na
mikropipetu kojom se injektiraju molekule u stanicu. Mana ove vrlo u€inkovite metode je to §to
ovaj postupak zahtijeva stru¢no rukovanje, a primjenjiva je samo na odreden broj stanica.

Slijede¢a metoda je mikroinjektiranje koja koristi dva mikromanipulatora, od kojih jedan drzi
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mikropipetu, a drugi mikrokapilaru. Ova metoda je isto tako primjenjiva na samo odredene
stanice, a =zahtijeva skupe instrumente i visoku razinu struCnosti (Banflavi, 2016).
Dekompresija se takoder mozZe primijeniti za permeabilizaciju stanice. Prilikom dekompresije
plin se uvodi pod tlakom u stanice Sto rezultira puknuc¢em stijenke nakon otpustanja
hidrostatskog tlaka ekspanzijom (Liu i sur., 2016). Cesto koristena, a relativno jednostavna
metoda je zamrzavanje-odmrzavanje. Prilikom koriStenja te metode, dolazi do formiranja
kristala leda unutar stanice koji su odgovorne za njeno mehani¢ko otec¢enje. Osmotski Sok ili
termoliza takoder su ucinkovite u permeabilizaciji stanica, a upotreba visokog osmotskog

tlaka, odnosno topline, uzrokuje oStecenje na stijenci (Gauterio i sur., 2023).

2.4.2. Kemijske metode permeabilizacije stanica

Kemijske metode permeabilizacije stanica ukljuCuju koristenje razliCitih kemikalija poput
organskih otapala, ionskih tekucina, kiselina, luzina, eutektiCkih otapala i detergenata
(Guaterio i sur., 2023; Zhang i sur., 2020; Banfalvi, 2016). Odabir kemikalije zna¢ajno ovisi o
vrsti stanica koje se permeabiliziraju. Najveci nedostatak primjene ove metode je to $to je
vecéina kemikalija, poput hlapljivih organskih spojeva (npr. dimetil sulfoksid, aceton), Stetna i
za ljude koji s njima rade i za okolis. Upravo se zato sve viSe ulaze u istraZivanja i razvoj
odrzivih i u€inkovitih sredstva za ekstrakciju, a veliki potencijal pokazuju ionske tekucine i
eutekticka otapala (Musaggy i sur., 2022). Primjer mogucih mehanizama ostecenja stanic¢ne

stijenke bakterija upotrebom ionskim tekucina prikazan je na slici 2.
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Slika 2. Mehanizam osteéenja stani¢ne stijenke bakterija upotrebom ionskih tekuéina

(prema Nickfarjam i sur., 2021)

2.4.3. Enzimske metode permeabilizacije

Velika prednost upotrebe enzima u svrhu permeabilizacije je $to se ovaj proces odvija u blagim
uvjetima temperature i tlaka, njihova visoka selektivnost, ali i moguénost integracije s ostalim
fizikalnim ili kemijskim metodama (Gomes i sur., 2020). Glavni nedostatak Siroke primjene ove
metode je cijena i dostupne koli¢ine enzima. Osim toga, potrebno je paZljivo kontrolirati uvjete
kako bi se postigla optimalna aktivhost enzima. Enzimi koji se naj¢ed¢e Kkoriste u
permeabilizaciji su enzimi poput proteaza, lipaza, glukonaza, glukozidaza, manaza i celulaza
koji sinergistiCki djeluju u lizi stanice, ili neki endogeni enzimi ako se radi o autolizi (Gauterio i
sur., 2023). U tablici 2 dan je prikaz nekih uspje$no provedenih enzimskih metoda

permeabilizacije.



Tablica 2. Primjeri uspjeSno provedenih enzimskih metoda permeabilizacije

proteaza

maksimalnim oporavkom lipida
od 69,3 %

Organizam Koristeni enzimi Dobiveni proizvod i opis Referenca
B-glukan - procesom je N
Saccharomyces o ] Borchani i sur.,
o Proteaza i lipaza | dobiveno 18 % (w/w) B-glukana
cerevisiae . (2014)
s Cistocom od 79,0 %
Hidrolizati proteina - povecan
Saccharomyces sadrzaj sirovih proteina (50 %), Marson i sur.,
o Proteaze . . )
cerevisiae prinos proteina (83 %) i (2019)
antioksidativna svojstva (63 %)
Lipidi - srednja sposobnost
oporavka lipida u usporedbi s
_ Glukanaza, _ o ) _
Lipomyces N tretmanima kiselinom (93,4 %) i Kruger i sur.,
manaza, hitinaza,
starkeyi HTH (75,0 %) §to je rezultiralo (2018)




3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Kemikalije

Tijekom eksperimentalnog rada koristene su sljedeée kemikalije:
e f-nikotin adenin dinukleotid, NAD* (Thermo Fisher Scientific, SAD)
e 3,5-dinitrosalicilna kiselina, DNS (Sigma-Aldrich, SAD)
e Amonijev klorid (Gram-Mol, Hrvatska)
e Bakrov sulfat pentahidrat (Gram-Mol, Hrvatska)
e Borna kiselina (Gram-Mol, Hrvatska)
e Cetrimonij bromid, CTAB (BDH Prolabo, Njemacka)
e Cinkov sulfat heptahidrat (Gram-Mol, Hrvatska)
e D-fruktoza (Lach Ner d.o.o0., Ceska)
e Etanol (Gram-Mol, Hrvatska)
o Etilendiamintetraoctena kiselina, EDTA (Kemika, Hrvatska)
e Fosfatna kiselina (Kemika, Hrvatska)
e Glicerol (Gram-Mol, Hrvatska)
e Govedi serum albumin, BSA (Sigma-Aldrich, SAD)
e Kalcijev klorid dihidrat (Gram-Mol, Hrvatska)
¢ Kalijev dihidrogenfosfat (Gram-Mol, Hrvatska)
o Kalijev hidrogenfosfat (Gram-Mol, Hrvatska)
o Kalijev natrijev tartarat tetrahidrat (Sigma-Aldrich, SAD)
¢ Klorovodi¢na kiselina (Fisher Chemical, Francuska)
o Kobaltov(ll) klorid heksahidrat (BDH Prolabo, Njemacka)
o Kiristal violet (Sigma-Aldrich, Njemacka)
e Lugolova otopina (Sigma-Aldrich, Njemacka)
o Magnezijev sulfat heptahidrat (Gram-mol, Hrvatska)
e Manganov(ll) klorid tetrahidrat (BDH Prolabo, Njemacka)
e Mesni agar (Sigma-Aldrich, Njemacka)
o Natrij dodecil sulfat, SDS (BDH Prolabo, Njemacka)
o Natrijev dihidrogenfosfat monohidrat (BDH Prolabo, Njemacka)
e Natrijev hidrogenfosfat heptahidrat (BDH Prolabo, Njemacka)
o Natrijev hidrogenfosfat dodekahidrat (BDH Prolabo, Njemacka)
o Natrijev hidroksid (CARLO ERBA Reagents, Italija)
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¢ Natrijev molibdat dihidrat (BDH Prolabo, Njemacka)

e Niklov(Il) klorid (Alfa Aesar GmbH & Co. KG, Njemacka)

o Niklov(Il) klorid heksahidrat (Alfa Aesar GmbH & Co. KG, Njemacka)
e Pepton (Sigma-Aldrich, Njemacka)

¢ Polietilen glikol M, = 20 0000 g/mol, PEG (Sigma-Aldrich, Njemacka)
e Safranin (Sigma-Aldrich, Njemacka)

e Toluen (Kemika, Hrvatska)

e Tris(hidroksimetil) aminometan (BDH Prolabo, Ujedinjeno kraljevstvo)
e Triton X-100 (Alfa Aesar GmbH & Co. KG, Njemacka)

e Zeliezov(lll) klorid heksahidrat (BDH Prolabo, Njemacgka)

3.1.2. Oprema
Tijekom eksperimentalnog rada koridtena je sliede¢a oprema:
e Analiticka vaga (Sartorius TE214-SOCE, Njemacka)
e Autoklav (InkoLab, Hrvatska)
o Centrifuga (EBA 8, Hettich, Njemacka)
e Centrifuga (Megafuge ST1 Plus Centrifuge Series, Thermo Fisher Scientific, SAD)
¢ Homogenizator (MS2, Ika Works, Inc., SAD)
¢ Homogenizator (SONOPLUS HD 2200, Bandelin electronics, Njemacka)
o Kromatograf s FID detektorom (GC-2014, Shimadzu, Japan)
o Liofilizator (FreeZone 1, Labconco Co., Kansas City, SAD)
o Magnetska mijeSalica (SB 162-3, Stuart, Ujedinjeno Kraljevstvo)
o Mikroskop (Olympus BX50, Evident, Japan)
¢ pH metar (914, Metrohm, Svicarska)
e Plinski kromatograf s plamenim ionizacijskim (FID) detektorom (GC-2014, Shimadzu,
Japan)
e Skenirajuci elektronski mikroskop (Vega lll Easyprobe, Tescan, Cegka)
o Spektrofotometar (Libra S11, Biochrom, SAD)
e Termoblok (Dri-Block DB100/2, Techne, Ujedinjeno Kraljevstvo)
e Termostat (561-08/2, InkoLab, Hrvatska)
e Ultrazvu¢ni homogenizator (SONOPLUS HD 2200, Bandelin electronics, Njemacka)
e Uljna-vodena kupelj s integriranom mjeSalicom (HBR 4 digital, IKA-Werke, Njemacka)

e Vodena kupel; s tresilicom (WNB 14, Memmert, Njemacka)
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3.1.3. Laboratorijski pribor

Tijekom eksperimentalnog rada koristen je sljedeci laboratorijski pribor:

automatske pipete

Eppendorf epruvete od 1,5 mL i 2 mL

Erlenmeyerove tikvice volumena 250 mL

falkon epruvete od 15 mL i 50 mL

filter (Chromafil Xtra RC-45/25, 0,45 pum, Mocherey-Nagel GmbH & Co. KG,
Njemacka)

filteri (Chromafil Xtra H-PTFE-20/25, 0,45 um, Mocherey-Nagel GmbH & Co. KG,
Njemacka)

kvarcna kiveta volumena 1 mL

menzure volumena 10 mL, 100 mL i 200 mL

metalne Spatulice za vaganje

nastavci za automatske pipete

odmijerne tikvice volumena 10 mL, 25 mL, 50 mL, 100 mL i 2000 mL

plasti¢ne posudice za vaganje

Schott-ove boce od 250 mL

staklene ¢ase volumena 50 mL, 100 mL, 200 mL i 250 mL

3.1.4. Mikroorganizam

Tijekom eksperimentalnog rada koristen je sljedeéi mikroorganizam:

3.2.

Ralstonia eutropha H16 (DSMZ, Njemacka)

METODE

3.2.1. Priprema otopina

3.2.1.1.

Priprema natrij/kalij fosfatnog pufera pH 7

Natrij/kalij fosfatni pufer pH 7 pripremljen je otapanjem 90 g Na;HPO4-12H,0 i 15 g KH2PO4

u 1 L ultragiste vode. Zeljeni pH podesen je dodajuéi fosfatnu kiselinu.

3.2.1.2.

Priprema 50 mmol/L kalij/kalij fosfatnog pufer pH 7 za ispiranje stanica

Kalij/kalij fosfatni pufer za ispiranje stanica pripremljen je otapanjem 21,1 mL 1 mol/L KH2PO4

i 28,9 mL 1 mol/L K;HPO4 u 1 L ultragdiste vode. Zeljeni pH pode$en je dodajuéi fosfatnu

kiselinu.
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3.2.1.3.  Priprema 50 mmol/L Tris/HCI pufera pH 8
Tris/HCI pufer pH 8 pripremljen je otapanjem 6,06 g Tris-a u 800 mL destilirane vode i
postepeno je dodana koncentrirana klorovodi¢na kiselina sve dok se nije postigao Zeljeni pH.

Tikvica je potom dopunjena destiliranom vodom do volumena od 1 L.

3.2.1.4.  Priprema 50 mmol/L natrij fosfatnog pufera pH 7

Natrij fosfatni pufer pripremljen je otapanjem 7,744 g natrijeva hidrogenfosfata heptahidrata i
2,913 g natrijeva dihidrogenfosfata monohidrata u 1 L destilirane vode. Zeljeni pH podesen je
dodajuéi 1 mol/L NaOH.

3.2.1.5. Priprema otopine elemenata u tragovima (SL-6 otopina)

Otopina elemenata u tragovima pripremljena je otapanjem sliedecih kemikalija u 1 L ultragiste
vode: 100 mg ZnS0O4-7H20, 30 mg MnCl,-4H-0, 300 mg H3BO3, 200 mg CoCl,- 6H20, 15 mg
CuSO0y4' 5H,0, 20 mg NiClz-6H20, 30 mg Na:MoO4-2H,0.

3.2.1.6.  Priprema DNS reagensa

U odmjernoj tikvici volumena 200 mL postepenim otapanjem otopljeno je 4,36 g DNS u 160
mL otopine natrijeva hidroksida koncentracije 0,5 mol/L. Otapanije je provedeno uz konstantno
mijeSanje u vodenoj kupelji na T = 70 °C. Nakon potpunog otapanja DNS, postepeno je
dodano 60 g kalijeva natrijeva tartarata tetrahidrata uz konstanto mijeSanje. Nakon potpunog
otapanja, dobiveni DNS reagens je ohladen na sobnu temperaturu (T = 25 °C) te je tikvica

nadopunjena destiliranom vodom do oznake. Reagens je uvan u tamnoj boci.

3.2.1.7.  Priprema Bradford reagensa

Bradford reagens za odredivanje koncentracije proteina pripremljen je otapanjem 100 mg
bojila Commassie Brilliant Blue G250 u mjeSavini 50 mL etanola i 100 mL fosforne kiseline te
dopunjen ultradistom vodom do volumena od 1 L. Ovako pripremljena otopina ¢uvana je na 4

°C, a prije upotrebe zagrijana je na sobnu temperaturu.

3.2.2. Uzgoj bakterije Ralstonia eutropha H16 na hranjivim medijima
Propagacija R. eutropha H16 provedena je na T = 37 °C u termostatiranoj laboratorijskoj
tresilici na teku¢em mediju koji je sadrzavao 5 g peptona i 3 g mesnog agara otoplienog u 1 L
destilirane vode pH 7. U eksponencijalnoj fazi rasta, homogena teku¢a podloga sa stanicama
prenesena je u razliCite hranjive medije.

Osnovni medij za uzgoj stanica (Jugder i sur., 2016) pripremljen je mijeSanjem 100 mL
natrij/kalij fosfatnog pufera pH 7 s 850 mL ultraciste vode. Pripremljena otopina je
autoklavirana 15 min na 130 °C. U otopinu su nakon toga dodane pojedinacno autoklavirane

otopine: 10 mL 20 % (w/v) otopine NH4ClI, 1 mL 20 % (w/v) otopine MgSQO4-7H20, 1 mL 1 %
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(w/v) otopine CaCl-2H20, 1 mL 0,02 % (w/v) otopine NiCl,te 1 mL 0,5 % (w/v) otopine
FeCls-6H20 pripremljene u 0,1 mol/L HCI koja je prethodno sterilizirana filtracijom. Na kraju je
u medij dodano 25 mL autoklavirane SL-6 otopine.
Za uzgoj bakterije R. eutropha H16 koristena su Cetiri medija koja su pripremljena
mijeSanjem osnovnog medija i razli€itih koncentracija glicerola i fruktoze:
(i) FN medij (engl. Fructose—Nitrogen) pripremljen dodavanjem 4 g/L fruktoze u osnovni
medij (Eksperiment 1, Tikvice 1 2)
(i) FGN medij (engl. Fructose—Glycerol-Nitrogen) pripremljen dodavanjem 2 g/L fruktoze
i 2 g/L glicerola u osnovni medij (Eksperiment 2, Tikvice 3 i 4)
(iii) GN medij (engl. Glycerol-Nitrogen) pripremljen dodavanjem 4 g/L glicerola u osnovni
medij (Eksperiment 3, Tikvice 5 i 6)
(iv) GFN medij (engl. Glycerol-Fructose—Nitrogen) pripremljen dodavanjem 4 g/L glicerola
i 0,5 g/L fruktoze u osnovni medij (Eksperiment 4, Tikvice 7 i 8)

Sterilne tikvice za uzgoj napunjene su s oko 80 % volumena sterilnog medija (2 paralele
za svaki medij) i inokulirale stanicama (1,5 % v/v propagiranih stanica). Uzgoj je proveden na
laboratorijskoj tresilici na 30 °C i 120 rpm brzine mijeSanja (slika 3). Tijekom uzgoja mjerena
je pH vrijednost koja je odrzavana konstantnom izmedu pH 6 i 7 dodavanjem po potrebi 0,1
mol/L NaOH ili 0,1 mol/L HCI.

Slika 3. Uzgoj R. eutropha H16 na laboratorijskoj tresilici

Uzorci smjese uzimani su sterilno u prethodno definiranim vremenskim intervalima te su
u uzorcima odredene koncentracije fruktoze, biomase, glicerola te pH. Kada su stanice usle u

stacionarnu fazu rasta uzgoj je prekinut, a stanice su sakupljene centrifugiranjem (4300 rpm,
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4 °C, 20 min). Supernatant je uklonjen, a dobivene stanice su isprane s 50 mmol/L kalij/kalij

fosfatnim puferom pH 7. Stanice su pohranjene na T = - 4 °C do koristenja.

3.2.3. Permeabilizacija stanica R. eutropha H16

Permeabilizacija stanica R. eutropha H16 provedena je koristenjem 5 mmol/L EDTA, 0,1 %
(v/v) Triton X-100, 0,1 % (v/v) SDS, 2 % (v/v) CTAB, 20 % (w/v) PEG i 5 % (w/v) BSA
(Rundbéack i sur., 2012). Pripremljena je suspenzija stanica R. eutropha H16 koncentracije 25
mg/mL u 50 mmol/L Tris/HCI puferu pH 8 u koji je dodan toluen u koncentraciji 2 % (v/v) te
jedno od odabranih permeabilizirajuih sredstava. Smjesa je inkubira na T = 25 °C uz
konstantno mijeSanje na magnetnoj mijesalici 30 min na sobnoj temperaturi te jo§ 30 min na
T = 4 °C. Supernatant je od taloga odvojen centrifugiranjem na 14 000 rpm kroz 15 min. U

dobivenom supernatantu je izmjerena aktivnost enzima te ukupna koncentracija proteina.

3.2.4. Ultrazvu€no razbijanje stanice

Pripremljena je suspenzija stanica R. eutropha H16 koncentracije 25 mg/mL u 50 mmol/L
Tris/HClI puferu pH 8. Razbijanje stanica provedeno je primjenom ultrazvuénog
homogenizatora kroz 30 min primjenom amplitude snage 60 % uz konstantno hladenje kako
bi se smanjila moguc¢nost deaktivacije enzima. Nakon razbijanja, supernatant je odvojen
centrifugiranjem na 14 000 rpm kroz 15 min. U dobivenom supernatantu je izmjerena aktivnost

enzima te ukupna koncentracija proteina.

3.2.5. Bojenje stanica po Gramu

Nakon uzgoja, stanice su bojane po Gramu (Tripathri i Sapra, 2023). Za poletak je pripremljen
razmaz stanica na predmetnom stakalcu s minimalnom koli¢inom kulture. Predmetno staklo
je osuSeno na zraku kako bi se kultura stanica fiksirala. Preko fiksirane kulture dodana je
kristal ljubiCasta boja. Nakon 60 sekundi boja je izlivena, a ostatak je ispran vodom pazedéi da
se ne isperu stanice. Potom je nanesena Lugolova otopina (otopina joda) u vremenu od 60
sekundi kako bi se kristal ljubi¢asta boja dodatno fiskirala. Otopina joda je izlivena, a
predmetno staklo isprano s vodom. ViSak vode s povrSine je uklonjen stani¢evinom. Na
predmetno stakalce je dodano nekoliko kapi otopine etanola i acetona kako bi se viSak bolje
uklonio. Predmetno staklo isprano je s vodom 5 sekundi. Stanice su potom kontrastno obojene
safraninom 60 sekundi. Otopina safranina isprana je vodom, a viSak vode je uklonjen
staniCevinom. Tako pripremljeni uzorci promatrani su pod svjetlosnim mikroskopom na
povecanju od 1000 puta.

3.2.6. MorfoloSka analiza uzoraka
Kako bi se analizirala morfologija stanica koristen je skenirajuci elektronski mikroskop (SEM).

Dobiveni uzorci stanica prvo su ohladeni u zamrzivacu pri temperaturi T =-69 °C, a zatim su
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stavljeni u liofilizator, gdje su suseni u trajanju od 72 sata pri temperaturi T = - 45 °C. Ustaljeni
tlak na kraju liofilizacije iznosio je 0,04 mbar. Prije snimanja uzoraka na SEM-u, uzorci su
uronjeni u argon plazmu sa zlatnim/platinskim konduktivnim premazom u vremenu od 90
sekundi (eksperiment 3) i 150 sekundi (eksperiment 1, 2 i 4). Uzorci su analizirani na
povecanjima 333x, 1350x, 2670x i 6670x. Uz SEM koristen je sekundarni detektor elektrona
(SE) uz napon od 10 kV.

3.2.7. Analiticke metode

3.2.7.1. Mjerenje opticke gustoce i odredivanje koncentracije biomase

Tijekom uzgoja stanica pracena je optitka gustoéa mjerenjem apsorbancije koristeci
spektrofotometar (Libra S11, Biochrom, SAD) na valnim duljinama od A = 436 nm i A = 600
nm. Koncentracija biomase odredena je gravimetrijski na kraju uzgoja te je korelirana s
izmjerenim optickim gustoéama. Kako bi se odredila koncentracija biomase, koristene su
odgovarajuce jednadzbe pravca za svaki eksperiment. Za eksperiment 1: y = 8-ODass;i 600), Za
eksperiment 2: y = 7,8049-ODasgii 600), Za eksperiment 3: y = 6,266-ODa4ssiii s00) | za eksperiment
4: y = 4,386 ODassi 600)-

3.2.7.2.  Mjerenje koncentracije fruktoze

Koncentracija fruktoze odredena je prema izradenom baZdarnom pravcu. Za pripremu
bazdarnog pravca pripremljena je standardna otopina fruktoze koncentracije ¢ = 5,550 mmol/L
koja je razrijedena u Eppendorf epruvetama na Sest otopina koncentracija u rasponu 0,173 —
5,550 mmol/L. U epruvetu je dodano 1,5 mL DNS reagensa, 0,5 mL otopine fruktoze i 0,5 mL
destilirane vode. Smjesa je zagrijavana 15 minuta u vodenoj kupelji na T = 100 °C te je zatim
ohladena u hladnoj vodenoj kupelji na sobnu temperaturu (T = 25 °C) kroz 15 minuta. Nakon
Sto je uzorak ohladen, izmjerena mu je apsorbancija na valnoj duljini A = 575 nm. Bazdarni
dijagrami predstavljaju ovisnost apsorbancije o poznatoj koncentraciji fruktoze, a dobiveni

dijagrami s pripadajucim jednadzbama pravca prikazani su na slici 4:

07 + ¥=0,1027x+0,0895 07 1y =05702x +0,0895
R? = 0,9946 R?=0,9946

6 0,0 0,2 04 0,6 0,8 1,0 1,2

Crukoza{mmol/L) Yiruktoza (G/L)

b)

Slika 4. Bazdarni dijagrami za odredivanje a) molarne i b) masene koncentracije fruktoze

a)
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3.2.7.3. Mjerenje koncentracije glicerola

Koncentracija glicerola odredena je na plinskom kromatografu. U radu je koridten plinski
kromatograf Shimadzu GC-2014 s FID detektorom i kapilarna kolona Zebron ZB Wax (L = 30
m, I.D. = 0,53 mm, d = 1,00 um). Kao plin nosa¢ koriSten je dusik. Uzorak podloge je prije
analize razrijeden 100 puta s etanolom i profiltriran filtrom Chromafil Extra RC-45/25 promjera
pora 0,45 um. Nepoznata koncentracija glicerola izraCunata je iz kromatograma pomocu
prethodno napravljenog bazdarnog dijagrama. Za izradu bazdarnog dijagrama pripremljene
su otopine glicerola u etanolu sljedecih koncentracija: 0, 0,3, 0,6, 0,75, 1,0, 1,5, 2,51 3,0

mg/mL. Dobiveni dijagram s pripadaju¢om jednadzbom pravca prikazan je na slici 5:

16000000

y = 5157093,440 x
14000000 R7=0 088

12000000

10000000

< 8000000
<

6000000 ®

4000000

2000000 -
.ﬁ
0

0 0,5 1 1,5 2 25 3
Yiiceror (M@/mL)

Slika 5. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije glicerola

3.2.7.4.  Mjerenje koncentracije proteina

Koncentracija proteina mjerena je metodom po Bradfordu koja se temelji na vezanju boje
Coomassie Blue G250 na proteine. Temelji se na pomaku maksimuma apsorbancije boje
Coomassie Brilliant BlueG-250 s 465 na 595 nm nakon vezanja na denaturirane proteine u
otopini (Kielkopf i sur., 2020). U plasti¢nu kivetu dodano je 500 uL uzorka i 500 pL Bradford
reagensa te je otopina homogenizirana. Nakon to¢no 5 min spektrofotometrijski se izmjeri
apsorbancija pri A = 595 nm i A = 450 nm. Koncentracija proteina u uzorku dobiva se iz
bazdarnog dijagrama koji je izraden koriStenjem otopine BSA u rasponu koncentracija od 0 do

40 mg/L. Dobiveni dijagram s pripadaju¢om jednadZbom pravca prikazan je na slici 6.
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y =0,1488x + 0,7063
7 R2=0,9745 .

A595[A4-')(l

0 10 20 30 40 50
Vproteini (MYIL)

Slika 6. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije proteina

3.2.7.5. Mijerenje aktivnhosti enzima glicerol dehidrogenaza (GDH) u permeabilizatima
stanica

Aktivnost enzima GDH odredena je spektrofotometrijskim testom koji se temelji na reakciji

oksidacije glicerola u dihidroksiaceton provedenoj u 50 mmol/L natrij fosfathom puferu pH 7.

Metoda se temelji na slijedecoj jednadzbi kemijske reakcije (jednadzba 1):

GDH
glicerol + NAD* — dihidroksiaceton + NADH + H* (1)

Spektrofotometrijski je mjerena promjena apsorbancije nastalog NADH pri valnoj duljini
A =340 nm u vremenu od 60 sekundi jer reducirani nikotinamid adenin dinukleotid (NADH)
apsorbira maksimalnu koli€inu svjetla te valne duljine, dok njegov oksidirani oblik (NAD*) u
valnom podruéju 300 — 400 nm ne apsorbira svjetlo. Reakcijska smjesa za mjerenje aktivhost
GDH sastojala se od 700 pL 50 mmol/L natrij fosfatnog pufera, 100 uL otopine glicerola (100
mmol/L), 100 uyL NAD* (4 mmol/L) te 100 uL uzorka koji sadrzava enzim pomijeSanih u kiveti
volumena 1 mL. Slijepa proba pripremljena je mijeSanjem istih otopina osim otopine enzima
umjesto koje je dodatno dodatnih 100 pL pufera. Enzimska aktivnost izraCunala se na temelju

jednadzbe 2:

V. A.

_ (AA34-0(uzorak) - AA'3.4-0(slijepa proba)) Vo f [1] )
mL

€340 Vg d
gdje su: f—faktor razrjedenja, Ve — volumen enzima (mL), Vi, — ukupni volumen (mL), €340 —
ekstincijski koeficijent (cm?/um) koji za B-NADPH iznosi 6,22 cm?/um na A = 340 nm, d —
promjer kivete (cm).

Volumna aktivnost je izrazena u medunarodnoj jedinici enzimske aktivnosti U po jedinici

volumena pri ¢emu je 1 U koli€ina supstrata u pmol koja se potrodi u 60 sekundi. Aktivnosti
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enzima u pripremlijenim permeabilizatima stanica izrazene su kao postotak aktivnosti u

usporedbi s aktivnosti izmjerenoj nakon ultrazvuénog razbijanja stanica.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom istraZivanju analiziran je utjecaj Cetiri razliCita hranjiva medija na rast bakterije R.
eutropha H16 s ciljem definiranja optimalnog sastava hranjivog medija. Nadalje analiziran je
utjecaj razliCitih sredstva (EDTA, Triton X-100, SDS, CTAB, PEG i BSA) za povecanje
propusnosti kako bi se poboljSala ekstrakcija enzima iz stanica R. eutropha H16. Analiziran je
utjecaj spomenutih sredstva na temelju njihove ucinkovitosti u povecanju propusnosti stanicne

membrane.

4.1. UZGOJ BAKTERIJE RALSTONIA EUTROPHA H16 NA RAZLICITIM HRANJIVIM
PODLOGAMA

U prvom dijelu istraZzivanja proveden je uzgoj bakterijske kulture R. eutropha H16 na Cetiri
razliita medija (u dvije paralele) na laboratorijskoj tresilici na T = 30 °C. Osnovni cilj ovog
dijela istrazivanja bio je pronaci sastav podloge na kojem ce stanice najbolje rasti. Testirane
podloge su se razlikovale po pocetnoj koncentraciji fruktoze, odnosno glicerola. Rast stanica
je pracen kroz 174 h. Na slici 7 prikazana je usporedba tikvica prije i nakon zavrSetka uzgoja.
Vidljiva su znacajna zamucenja u prvih 6 tikvica, odnosno u prva tri eksperimenta, dok je

zamucenje u Cetvrtom eksperimentu zna¢ajno manje.

- % v g _ : ] 'A \.‘d‘ . [ m

Slika 7. Usporedba tikvica a) na pocCetku i b) na kraju uzgoja
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Vodeci se pretpostavkom da je intenzitet zamuéenja u korelaciji s koncentracijom
stanica koje su narasle, promjena koncentracije biomase tijekom uzgoja izraunala se na
temelju izmjerenih optickih gustoéa. Mjerenja optiCke gustoce provedena su otprilike svakih
24 sata.

Na slici 8 vidljiva je promjena koncentracije biomase o vremenu eksperimenta.
Eksperiment 3 u koji je dodana otopina glicerola (y = 4 g/L) pokazao je najveci prinos
koncentracije biomase od 0,470 £ 0,134 g/L. NeSto manja koncentracija biomase od 0,280 +
0,051 g/L dobivena je u eksperimentu 1 u kojeg je dodana otopina fruktoze (4 g/L), te u
eksperimentu 2 (koncentracija biomase 0,246 + 0,039 g/L) koji je sadrzao 2 g/L otopine
fruktoze te 2 g/L otopine glicerola. Najmanja koncentracija od 0,215 + 0,029 g/L postignuta je
u eksperimentu 4 koji je sadrzavao 0,5 g/L fruktoze i 4 g/L glicerola. U prethodnim rezultatima
koje su opisali Poladyan i sur. (2018) najveca koncentracija biomase postignuta je kad je u
podlogu dodana kombinacija otopina fruktoze i glicerola, a u podlozi koja je sadrzavala samo
glicerol koncentracija biomase bila je neznatna. Cinjenica da se rezultati razlikuju upuéuje na
to da rast ovisi o0 soju mikroorganizma te na vaznost optimiranja sastava hranjive podloge kod

svakog uzgoja.

0,60
0,50 + T [

0,40 +

Ybiomasa (g/L)
o
w
o

0,20 +

&

0,00 T ': . . : . . f f 1 . . . . . . . 1
0 10 20 30 40 50 60 70 8 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180
t(h)

—e—eksperiment 1 —eksperiment 2 eksperiment 3 eksperiment 4

Slika 8. Promjena koncentracije biomase tijekom uzgoja bakterije R. eutropha H16 u Cetiri

nezavisna eksperimenta

Na slici 9 prikazana je ovisnost koncentracije fruktoze i glicerola o trajanju uzgoja. Ona
se moze povezati s rastom biomase. U eksperimentu 1 najintenzivniji rast biomase vidljiv je

izmedu 96. i 145. sata uzgoja, kad je se moze uoCiti i najveCa potroSnja fruktoze. U
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eksperimentu 2 rast je do 121. sata bio nesto sporiji, a poslije brzi isto kao i potro$nja fruktoze
i glicerola. U eksperimentu 3 glicerol se poceo brze trositi nakon 73. sata kad je i uo€en prvi
brZi rast biomase. U eksperimentu 4 fruktoza se tro8ila do 73. sata, nakon ¢ega promjena
njene koncentracije nije viSe znacajna, a tad se poceo troSiti glicerol i vidljiv je porast

koncentracije biomase.

4,50

4,00 |

3,50 +

YQIil:ernI (g”-)

1,00

0,50 +

0,00 t t t t t t t t t t t t t t t t t
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180
t(h)

—e—eksperiment 1 eksperiment 2 eksperiment 3 eksperiment 4

Yiruktoza (9/L)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180
t(h)

—e—eksperiment 1 eksperiment 2 eksperiment 3 eksperiment 4

b)
Slika 9. Promjena a) koncentracije fruktoze i b) koncentracije glicerola tijekom uzgoja

bakterije R. eutropha H16 u Cetiri nezavisna eksperimenta

Osim toga praéena je promjena pH vrijednosti, a rezultati su vidljivi na slici 10. Najvedéi

pad od 0,2 jedinice moze se uoCiti u eksperimentu 1 i 2. U eksperimentu 3 uocen je pad od
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0,12, a sva tri eksperimenta pokazala su najveéi pad nakon 73. sata uzgoja dok je nakon 145.
sata pH vrijednost porasla. Eksperiment 4 pokazao je isto pad od 0,12 jedinica kao
eksperiment 3, no kod njega nije uocljiv tako nagli pad vrijednosti nakon 73. sata i rast nakon
145. sata kao kod ostalih eksperimenata. Rezultati su u skladu s rezultatima Iskandaryan i

sur. (2023) koji su pokazali da tijekom uzgoja nema znacajne promjene pH vrijednosti.

0,00 t t t t t t t t t t t t t t t t t
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180
t(h)

—e—eksperiment 1 eksperiment 2 eksperiment 3 eksperiment 4

Slika 10. Promjena pH tijekom uzgoja bakterije R. eutropha H16 u Cetiri nezavisna

eksperimenta

4.2. MIKROSKOPIRANJE OBOJENIH STANICA NAKON UZGOJA

Nakon uspjesSno provedenog uzgoja uzeti su uzorci iz svake tikvice i stanice su obojene po
Gramu te potom mikroskopirane na povecéanju 1000x. Na ovaj nalin napravljena je
jednostavna identifikacija stanica te uvid u oblik i sastav stani¢ne stijenke. Vidljivo je da su svi
uzorci obojeni crveno $to nam govori da se radi o Gram-negativnim bakterijama Stapi¢astog
oblika Sto je u skladu s literaturom (Bowien i Kusian, 2002) te da se stanice ne razlikuju s
obzirom o tome u kakvoj su podlozi rasle, odnosno jesu li kao supstrat koristile fruktozu,

glicerol ili oboje. Osim toga uo€eno je da su bakterije grupirane te da vjerojatno tvore biofilm.
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Slika 11. Mikroskopske slike stanica nakon bojenja po Gramu za pojedini eksperiment (1-8)

na povecanju 1000x




4.3. MORFOLOSKA ANALIZA UZORAKA

Kako bi se bolje proucila morfoloSka struktura uzgojenih stanica, provedena je analiza
bakterijskih stanica R. eutropha H16 skenirajuéom elektronskom mikroskopijom. Na slici 12
prikazani su mikrofotogrami pri razli€itim povec¢anjima. Na manjim povec¢anjima (a, b, c) vidljivo
je da u analiziranom uzorku formiran bakterijski biofilm vjerojatno zbog sporog mijeSanja
tijekom uzgoja. Pri ve¢im povecanjima (d) vidljiva je morfologija pojedinacnih bakterijskih

stanica.

SEM HV: 10.0 kV WD: 31.06 mm | | SEM HV: 10.0 kV WD: 31.12 mm
SEM MAG: 333 x Det: SE SEM MAG: 2.67 kx Det: SE
Date(m/d/y): 07/05/24 Date(m/dly): 07/05/24 Date(m/dly): 07/05/24 Date(m/dly): 07/05/24

SEM HV: 10.0 kV WD: 30.77 mm SEM HV: 10.0 kV WD: 31.17 mm | |

SEM MAG: 1.35 kx Det: SE 50 ym SEM MAG: 6.67 kx Det: SE 10 pm
Date(m/dly): 07/05/24 Date(m/dly): 07/05/24 Date(m/dly): 07/05/24 Date(m/d/y): 07/05/24

Slika 12. Fotografije uzoraka iz eksperimenta 3 na skenirajuéem elektronskom mikroskopu
na razli¢itim povecéanjima a) 333x, b) 2670x, c) 1350x, d) 6670x
25



4.4. PERMEABILIZACIJA STANICA

Stanice su nakon uzgoja permeabilizirane razli€itim sredstvima u svrhu oslobadanja $to vece
koncentracije unutarstani¢nih proteina. Na temelju prikaza na slici 13 vidljivo je da je najveca
koncentracija proteina oslobodena koriste¢i CTAB (25,536 + 1,102 mg/mL), zatim koristeéi
BSA (22,485 + 1,705 mg/mL), EDTA (22,015 + 2,483 mg/mL), SDS (20,509 + 2,632 mg/mL),
PEG (19,459 3,718 mg/mL), a najmanja koncentracija od 16,999 * 3,338 mg/mL koristeéi
Triton X-100.

30
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Slika 13. Koncentracija proteina u uzorcima nakon permeabilizacije stanica

Usporedujuci ove rezultate s aktivnosti enzima na slici 14, uoceno je da viSa aktivnost
nije nuzno povezana s koncentracijom oslobodenih enzima. Upravo je u uzorku koji je
permeabiliziran s Triton X-100, Cije je koriStenje rezultiralo najmanjom dobivenom
koncentracijom enzima, izmjerena najveca aktivnost (28,6 % u odnosu na aktivnost enzima
nakon razbijanja stanica ultrazvukom), zatim BSA (19,3 %), CTAB (18,6 %), EDTA (18,3 %),
SDS (14,9 %), a najmanju aktivnhost enzima od 14 % pokazao je PEG. Ovakve rezultate
moguce je objasniti Cinjenicom da svaka tvar razliCito razgraduje stani¢nu stijenku Sto rezultira
otpustanjem vecih ili manjih koncentracija proteina. Kaur i Satyanarayana (2010) navode da
permeabilizacija stanica s Triton X-100 omogucuje oslobadanje enzima povezanih s
povrsinskim strukturama, dok El-Beyrouthy i sur. (2022) tvrde da CTAB i SDS otkidaju lipide s

egzoplazmatskog sloja prije nego $to krenu u unutarnji sloj i formiraju pore $to bi objasnilo
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pojavu vece aktivnosti kod Tritona X-100. lonski detergenti (PEG, CTAB) ukljucuju interakcije
s nabijenim ostacima na povrSini proteina i hidrofobne interakcije alkilnih lanaca s nepolarnim
amino ostacima. Moguce je da se ovo pocCetno vezanje dogada bez znacajnih promjena u
tercijarnoj strukturi proteina, ali povecanje koncentracije deterdZzenta dovodi do poboljSanog
vezanja (Presecki i Vasi¢-Rasi¢, 2005), dok EDTA ulazi u interakciju s dvovalentnim kationima
koji doprinose stabilnosti membrane (Alacomi i sur., 2006).
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7prnteini (mgImL}
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UzZv EDTA TRITON SDs CTAB PEG

Slika 14. Udio aktivnosti enzima oslobodenih permeabilizacijom u odnosu na aktivnost

enzima nakon razbijanja stanica ultrazvukom
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5. ZAKLJUCCI

1.

Bakterijska kultura R. eutropha H16 moze se uspjeSno uzgojiti na mediju s fruktozom,
glicerolom i dusSikom u razli¢itim koncentracijama pri emu je najveci prinos
koncentracije biomase od 0,470 £ 0,134 g/L uoCen u eksperimentu 3 koji je sadrZzavao
4 g/L otopine glicerola.

Tijekom uzgoja nema znacajnih promjena pH vrijednosti ovisno o tome koji se medij
koristi za uzgoj.

Bojanjem po Gramu stanica R. eutropha H16 uo€eno je da se one ne razlikuju s
obzirom na to koji je medij koristen za uzgo;j.

MorfoloSkom analizom na manjim povecanjima uoéeno je formiranje bakterijskog
biofilma, a na veéim pojedinacne bakterijske stanice u obliku Stapica.

Stanice R. eutropha H16 mogu se uspjeSno permeabilizirati koriste¢i CTAB, BSA,
EDTA, SDS, PEG i Triton X-100 pri ¢emu je najvec¢a koncentracija proteina od 25,536
+ 1,102 mg/mL oslobodena koriste¢i CTAB, a najmanja koncentracija od 16,999 +
3,338 mg/mL koristeci Triton X-100.

lako je primjena Triton X-100 rezultirala najmanjom koncentracijom oslobodenih
enzima, njegova permeabilizacija stanica pokazala je najvecu enzimsku aktivnost

zbog specifitnog nadina interakcije s povrSinskim strukturama stanica.
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