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UvOD



Uvod

Amilaze su grupa enzima koje mogu katalizirati hidrolizu o-1,4- i o-1,6-glikozidnih
veza u Skrobu i u polimerima sli¢ne strukture. Primjena amilaza u biotehnoloskoj industrijskoj
proizvodnji je Siroka, a najviSe se koriste mikrobne amilaze zbog mogucnosti proizvodnje
amilaza to¢no definiranih pozeljnih karakteristika i to u vrlo velikim koli¢inama. Razli¢iti
sojevi funga, kvasaca i bakterija uzgajaju se s ciljem proizvodnje amilaza. Zasebna grupa
amilaza su a-amilaze koje kataliziraju hidrolizu a-1,4-glikozidne veze u molekulama $kroba i
drugih polimera glukoze. Hidrolizom Skroba iz kukuruza, manioke, krumpira i pSenice pomoc¢u
a-amilaza dobivaju se razli¢iti hidrolizati Skroba, glukozni i fruktozni sirupi te derivati
maltodekstrina i ciklodekstrina, koji se koriste prvenstveno u prehrambenoj industriji. Osim
toga, proc¢is¢ene a-amilaze se koriste u farmaceutskoj, prehrambenoj i fermentacijskoj
industriji, kao i u proizvodnji tekstila, papira, detergenata i finih kemikalija. U medicini i
analitiCkoj kemiji naSle su primjenu a-amilaze visoke Cistoc¢e. Termostabilnost 1 aktivnost u
Sirokom rasponu pH vrijednosti dvije su najpozeljnije karakteristike ove grupe amilaza. U
industrijskoj proizvodnji a-amilaza najvise se koriste vrste iz roda Bacillus, npr. Bacillus
licheniformis, Bacillus stearothermophilus i Bacillus amyloliquefaciens.

Neke amiloliticke bakterije mlije¢ne kiseline kao npr. soj Lactobacillus amylovorus
DSM 205317, mogu proizvoditi a-amilazu. Osim komercijalne proizvodnje ovog enzima,
proizvodnja a-amilaze kod soja L. amylovorus DSM 205317 je od interesa u industrijskoj
proizvodnji mlije¢ne kiseline. Naime, ovaj soj posjeduje hidroliticka i fermentativna svojstva i
zbog toga je kandidat za primjenu u bioprocesu simultane saharifikacije (hidrolize) i
fermentacije Skroba do mlije¢ne kiseline. Relativno malo podataka je dostupno o a-amilazi
soja L. amylovorus DSM 205317 i primjeni ovog soja u proizvodnji mlije¢ne kiseline
simultanom saharifikacijom i1 fermentacijom Skroba.

Cilj ovog rada bio je proizvesti o-amilazu soja L. amylovorus DSM 20531 u
laboratorijskom mijerilu. Maltoza je dodana u hranjivu podlogu kao jedini izvor ugljika i
energije i kako bi se inducirala sinteza i sekrecija ovog hidrolitickog enzima tijekom uzgoja
amilolitickog soja. Kako je fiziologija ovog soja relativno slabo istraZzena, pracena je dinamika
potros$nje sporo fermentiraju¢e maltoze, sinteza bakterijske biomase i proizvodnja mlije¢ne
kiseline pri odabranim uvjetima (6 = 40°C, pH 5,5). Supernatanti uzoraka izuzetih pri kraju
eksponencijalne faze rasta L. amylovorus DSM 205317 i na kraju bioprocesa provedenog u
biorektoru s mijeSalom koristeni su za izdvajanje a-amilaze afinitetnom kromatografijom.

Izdvojene su razlicite frakcije a-amilaze i djelomi¢no karakterizirane SDS-PAGE metodom.
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2.1. Fiziologija bakterija mlije¢ne Kiseline

Bakterije mlije¢ne kiseline (BMK) su nesporogene, Gram-pozitivne, mikroaerofilne
bakterije. Ova skupina bakterija kao krajnji proizvod metabolizma proizvodi mlije¢nu kiselinu
(Carr i sur., 2002). Osim nekoliko vrsta, ove su bakterije nepatogeni mikroorganizmi koji imaju
GRAS (eng. Generally Recognised As Safe) status. BMK su okarakterizirane kao termofili, ali
mogu rasti pri temperaturama u rasponu od 5°C do 45°C. Optimalne pH vrijednosti za rast
BMK kre¢u se u rasponu od 5,5 do 6,5, dok neki sojevi mogu rasti i pri nizim pH
vrijednostima.

BMK su razvrstane u oko 20 rodova od kojih se ve¢inom istrazuju: Lactococcus,
Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Aerococcus, Carnobacterium,
Enterococcus, Oenococcus, Tetragenococcus, Vagococcus i Weisella. Medu pobrojenim
rodovima nabrojnijim se smatra rod Lactobacillus (Vandamme i sur., 1996).

Razli¢iti mehanizmi koji reguliraju katabolizam ugljikohidrata do krajnjih proizvoda, D-
i/ili L-mlije¢ne kiseline i drugih, nisu istrazeni u detalje (Hammes i Hertel, 2009;
Hofvendahland i Hahn-Hégerdal, 2000; Neves i sur., 2005). Regulacija konverzije razli¢itih
ugljikohidrata glikolizom do piruvata i, nakon toga, do laktata (homolakti¢ka fermentacija) u
stanicama BMK intenzivno je istrazivana i relativno dobro opisana u literaturi. S obzirom na
broj i vrstu spojeva koji nastaju tijekom razgradnje ugljikohidrata i metabolicke puteve kojima
se ova razgradnja odvija, BMK mozemo podijeliti u tri grupe (Hammes i Hertel, 2009; Reddy i
sur., 2008):

(1) obligatno homofermentative bakterije (vrste iz rodova Lactococcus, Streptococcus,
Pediococcus, Enterococcus i neke vrste iz roda Lactobacillus), kod kojih je glavni metabolicki
put glikoliza, proizvode mlije¢nu kiselinu homolaktickom fermentacijom (Slika 1.). Ova grupa
BMK moze razgradivati heksoze i 6-fosfoglukonatnim putem (Slika 2.) i tako proizvoditi vise
krajnjih proizvoda: laktat, ugljikov dioksid, etanol (ili acetat). Ovaj drugi metabolicki put
naziva se i heterolakti¢na fermentacija.

(2) Fakultativno heterofermentativne BMK posjeduju oba metabolicka puta, glikolizu i
6-fosfoglukonatni put, i mogu razgradivati heksoze glikolizom do piruvata te zatim do laktata i,
u uvjetima limitacije ugljikohidratom (glukozom), 6-fosfoglukonatnim putem. Ova grupa BMK
moze razgradivati i pentoze jer posjeduju inducibilnu fosfoketolazu (EC 4.1.2.9; Slika 3.) i na

taj nacin proizvode laktat i acetat kao krajnje proizvode metabolizma.
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Slika 1. Shematski prikaz razgradnje maltoze glikolizom i konverzije piruvata do mlije¢ne

kiseline (homolakti¢ka fermentacija). Prikazane reakcije kataliziraju enzimi pobrojeni
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Kratice: G6P, glukoza 6-fosfat; FBP, fruktoza 1,6-bisfosfat; GA3P, gliceraldehid 3-fosfat;
DHAP, dihidroksiaceton fosfat; 3-PGA, 3-fosfogliceraldehid; PEP, fosfoenol piruvat. Enzimi:
1A, maltoza fosforilaza (EC 2.4.1.8); 1B, glukokinaza (EC 2.7.1.2); 1C, p-fosfoglukomutaza
(EC 5.4.2.6); 2, fosfoglukoza izomeraza (EC 5.3.1.9) i 6-fosfofrukto-1-kinaza (PFK, EC
2.7.1.11); 3, fruktoza 1,6-bisfosfat aldolaza (EC 4.1.2.13); 4, triozafosfat izomeraza (EC
5.3.1.1); 5, GA3P dehidrogenaza (EC 1.2.1.9) i fosfoglicerat kinaza (EC 1.1.1.95); 6,
fosfogliceromutaza (EC 2.7.5.3) i enolaza (EC 4.2.1.11); 7, piruvat kinaza (EC 2.7.1.40); 8,
laktat dehidrogenaza (D-LDH, EC 1.1.1.28 i/ili L-LDH, EC 1.1.1.27).

(3) Obligatno heterofermentativne BMK mogu metabolizirati ugljikohidrate samo 6-
fosfoglukonatnim putem (Slika 2.) i tako razgraduju heksoze do laktata, ugljikovog dioksida,
etanola ili acetata, a pentoze do laktata i acetata.

Tradicionalno se aktivnost fosfoketolaze smatra valjanim kriterijem pomocu kojega je
mogucée razlikovati dvije grupe heteroferementativnih  (fakultativno 1 obligatno
heterofermentativne) BMK od obligatno homofermentativnih BMK. Ipak, metabolicki putevi
razgradnje ugljikohidrata i aktivnost fosfoketolaze (Slika 3.) ne mogu se koristiti u klasifikaciji
odredenih vrsta BMK. Naime, kod nekih obligatno homofermentativnih BMK koji
homolaktickom fermentacijom razgraduju heksoze, fosfoketolaza je inducirana u prisutnosti
pentoza i razgradnjom pentoza proizvode se laktat i acetat. Nadalje, neki ne ba$ dobro
okarakterizirani sojevi BMK mogu razgradivati pentoze i to za sada nepoznatim metabolickim
putevima. U ove puteve ubraja se i glikoliza, a ovi sojevi proizvode isklju¢ivo lakat (Hammes i
Hertel, 2009).

Osim ovih nedovoljno okarakteriziranih metaboli¢kih reakcija, Smatra se da neke vrste
BMK provode specifi¢ne reakcije koje ukljucuju meduspojeve - poveznice izmedu razli¢itih do
sada okarakteriziranih puteva razgradnje ugljikohidrata. Jedna takva povezica je piruvat,
meduspoj koji se formira tijekom odvijanja glikolize i 6-fosfoglukonatnog puta u stanicama
BMK. Pri odredenim uvjetima konverzija piruvata moze rezultirati proizvodnjom 2,3-
butandiola i diacetila (Slika 4.; Neves i sur., 2005). Osim toga, okarakteriziran je tzv.
metabolicki pomak (eng. metabolic shift) od homolakticke fermentacije do fermentacije
mjeSovitog tipa (eng. mixed acid fermentation), koja je definirana kao konverzija piruvata do
vise krajnjih proizvoda: laktata, ugljikovog dioksida, mravlje kiseline, etanola i acetata (Slika
4.; Hofvendahl i Hahn-Héagerdal, 2000; Neves i sur., 2005).
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Slika 2. Shematski prikaz razgradnje maltoze 6-fosfoglukonatnim putem do tetraoza fosfata i

pentoza fosfata, koji se koriste u anabolickim reakcijama (biosintezi nukleinskih
kiselina, nukleotida, aminokiselina i masnih kiselina) i meduspojeva glikolize
(gliceraldehid 3-fosfata i fruktoza 6-fosfata). Daljnjom razgradnjom meduspojeva
glikolize (vidi Sliku 1.) proizvode se laktat, ugljikov dioksid, etanol ili acetat

(heterolakticka fermentacija, vidi Sliku 4.).
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Slika 4. Razgradnja piruvata do razli¢itih krajnjih proizvoda - (1) diacetila i 2,3-butandiola, i
(2) tzv. fermentacija mjesSovitog tipa (proizvodnja laktata, ugljikovog dioksida,
formijata, etanola i acetata). Enzimi: 8, laktat dehidrogenaza (D-LDH, EC 1.1.1.28 i/ili
L-LDH, EC 1.1.1.27); 9, piruvat-formijat liaza (EC 2.3.1.54); 10, kompleks piruvat
dehidrogenaza (EC 1.2.4.1); 11, acetaldehid dehidrogenaza (EC 1.2.1.3) i alkohol
dehidrogenaza (EC 1.1.1.1); 12, fosfotransacetilaza (EC 2.3.1.8) i acetat kinaza (EC
2.7.2.1); 13, a-acetolaktat sintaza (EC 2.2.1.6); 14, a-acetolaktat dekarboksilaza (EC
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4.1.1.5); 15, 2,3-butandiol dehidrogenaza (EC 1.1.1.4); 16, diacetil reduktaza (EC
1.1.1.4).

Osim toga, neke dekarboksilaze aminokiselina, npr. histidin dekarboksilaza, trebaju
kovalentno vezan piruvat kao prostetsku skupinu (Fernandez i Zuniga, 2006).

Osim piruvata, laktat, koji se obi¢no smatra krajnjim proizvodom razgradnje
ugljikohidrata kod BMK, moze se prevesti u acetat. Ova se konverzija opravdava
pridobivanjem metabolicke energije - ATP (Goffin i sur., 2006).

Limitacija i iscrpljivanje ugljikohidrata kao izvora ugljika i energije i smanjivanje pH
vrijednosti zbog proizvodnje krajnjih proizvoda metabolizma ugljikohidrata kreiraju
nepovoljne uvjete za BMK, koje se prilagodavaju novonastalim uvjetima. Zbog toga je
regulacija metaboli¢kih puteva razgradnje ugljikohidrata i pridobivanje metaboli¢ke energije
pri takvim uvjetima od velike vaznosti (Konings, 2006).

BMK generiraju metaboli¢ku energiju fosforilacijom na razini supstrata koja je
povezana sa razgradnjom ugljikohidrata i, kod nekih vrsta, sa metabolizmom arginina i
histidina (konverzijom karbamoil fosfata u CO, i NHz u arginin deiminaza putu, i
dekarboksilacijom histidina do histamina i histidin/histamina antiportom uz formiranje
elektrokemijskog gradijenta) (Fernandez i Zuniga, 2006). Metaboli¢ka energija se u BMK
pridobiva i sekundarnim transportom.

Smatra se da povezanost razli¢itih metabolickih puteva (puteva za razgradnju
ugljikohidrata i metabolizma aminokiselina), pridobivanja metaboli¢ke energije i odrzavanja
pH vrijednosti mora biti u vezi sa preusmjeravanjem centralnog metabolizma ugljika pri

odredenim uvjetima u kojima prezivljavaju BMK.

2.1.1. Amiloliticke bakterije mlijecne kiseline

Amiloliticke bakterije mlije¢ne kiseline (ABMK) su grupa BMK koja moze sintetizirati
enzime amilaze, hidrolizirati skrob i koristiti ga kao jedini izvor ugljika i energije (Trontel i
sur., 2010; Trontel i sur., 2011). Ovaj polimerni ugljikohidrat se hidrolizira s pomocu
amilolitickih enzima koje proizvode ABMK do jednostavnih fermentabilnih ugljikohidrata,
npr. maltoze, koja se transportira u stanice ABMK te se u citoplazmi hidrolizira i

fermentacijom prevodi do mlije¢ne kiseline. Smatra se da je fermentacija ugljikohidrata i
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proizvodnja mlije¢ne kiseline glavni nac¢in Kkojim se pridobiva metabolicka energiju u
stanicama ABMK (Duedahl-Olesen i sur., 2000). Samo neke vrste ABMK mogu koristiti $krob
iz sirovina kao jedini izvor ugljika i1 energije, pa su ove vrste, kao §to su sojevi vrste
Lactobacillus amylovorus, od interesa u industrijskoj proizvodnji mlije¢ne kiseline iz $krobnih

sirovina.

2.1.1.1. Amiloliti¢cka bakterija mlije¢ne kiseline Lactobacillus amylovorus

ABMK Lactobacillus amylovorus pripada skupini obligatno homofermentativnih
bakterija mlije¢ne kiseline (Hammes i Hertel, 2009). Ova industrijski primjenjiva bakterija
moze proizvoditi oba stereoizomera mlije¢ne kiseline, D- i L-laktat, i to u razli¢itim omjerima.
Omjer proizvedenih stereoizomera moze se podeSavati koriStenjem razli€itih izvora ugljika 1
odrzavanjem razli¢itih temperatura bioprocesa (Trontel i sur., 2010; Trontel i sur., 2011). Pri
odredenim uvjetima ova obligatno homofermentativna bakterija uz laktat proizvodi i acetat kao
drugi krajnji proizvod razgradnje ugljikohidrata (Slavica i sur., 2015). Fiziologija ove ABMK
nije dovoljno istrazena.

Baza podataka BRENDA (Anonymous 1, 2016) sadrzi podatke o devet enzima soja L.
amylovorus DSM 20531": 3-fitaza (EC3.1.3.8), 4-fitaza (EC 3.1.3.26), a-amilaza (EC 3.2.1.1),
glukan 1,4-alpha-glukozidaza (EC 3.2.1.3), beta-galaktozidaza (EC3.2.1.23), 6-fosfo-beta-
galaktozidaza (EC 3.2.1.85), 6-fosfo-beta-glukozidaza (EC 3.2.1.86) i fenilalanin-tRNA ligaza
(EC 6.1.1.20).

2.2. Amilaze

Amilaze su grupa enzima koji mogu katalizirati hidrolizu Skroba i drugih sli¢nih
homopolimera glukoze. Nekoliko je razli¢itih klasifikacija ovih enzima.

Jedan od kriterija za klasifikaciju amilaza moZe biti mjesto na kojem dolazi do hidrolize
Skroba i skrobu sli¢nih polimera i, na temelju ove karakteristike hidroliticke reakcije, amilaze
se mogu razvrstati u endoamilaze i egzoamilaze. Endoamilaze su enzimi koji hidroliziraju
Skrob tako Sto cijepaju glikozidne veze unutar molekule amiloze odnosno amilopektina i
tijekom ove reakcije nastaju linearni odnosno razgranati oligosaharidi razlicite duljine t;.

poliglukozni lanci s razli¢itim brojem podjedinica. Egzoamilaze cijepaju glikozidne veze s
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reducirajucih krajeva ovih polimera i u ovako kataliziranim reakcijama nastaju relativno kratki,
linearni poliglukozni lanci (Reddy i sur., 2008).

Prema vrsti kemijskih reakcija koje kataliziraju, amilaze su razdijeljene u tri razlicite
klase (eng. Enzyme Class, EC) i pridruzeni su im odgovaraju¢i brojevi. Po ovoj klasifikaciji
amilaze mogu pripadati klasi transferaza (EC 2.), hidrolaza (EC 3.) ili izomeraza (EC 5.).

Klasa enzima Kkoji imaju oznaku - hidrolaze (EC 3.) obuhvacéa najveci broj dosad
izoliranih i okarakteriziranih amilaza (Taniguchi i Honnda, 2009). Amilaze s tri pocetna broja
EC 3.2.1. pripadaju klasi hidrolaza (3), podklasi glikozilaza (3.2) i skupini glikozidaza (3.2.1).
U enzime s tri pocetna broja EC 3.2.1. ubrajaju se a-, /- i yamilaze. Ukoliko se nakon
hidrolize Skroba 1 Skrobu sli¢nih polimera zadrzava anomerna konfiguracija proizvoda
(glukoze) koji su dobiveni tijekom hidrolize, onda ovu reakciju kataliziraju o-amilaze. U
reakcijama koje Kkataliziraju p-amilaze i glukoamilaze (y-amilaze) dolazi do promjene
anomerne konfiguracije proizvoda (Duedahl-Olesen i sur., 2000).

Kako je cilj ovog rada proizvodnja i karakterizacija a-amilaza, u slijede¢em

potpoglavlju su opisane samo a-amilaze.

2.2.1. a¢-amilaze

a-amilaze (EC 3.2.1.1.) pripadaju grupi endo-enzima koji kataliziraju hidrolizu o-D-
1,4-glikozidne veze u molekulama Skroba i molekulama drugih polimera glukoze koji imaju
najmanje tri glukozne podjedinice. U ovoj reakciji mogu nastati oligosaharidi s razli¢itim
stupnjem polimerizacije. Kao proizvodi hidrolize polimera amiloze najprije nastaju dekstrini, s
relativno velikom molekulskom masom, koji se dalje hidroliziraju djelovanjem a-amilaza do
maltotrioze (G3) i maltoze (G2). Razgradnjom amiloze i dekstrina smanjuje se viskoznost
suspenzije u kojoj je suspendiran $krob ili $krobna sirovina. a-amilaze mogu dalje hidrolizirati
a-D-1,4-glikozidne veze u maltotriozi, koja je nastala hidrolizom dekstrina, i u ovoj reakciji
nastaje maltoza (G2) i glukoza (G1). Brzina reakcije hidrolize polimera, dekstrina i trioza,
smanjuje se sa smanjenjem stupnja polimerizacije supstrata (Synowiecki, 2007). Budu¢i da a-
amilaze ne Kkataliziraju hidrolizu o-D-1,6-glikozidnih veza, osim maltoze, hidrolizom
amilopektina nastaju i tzv. grani¢ni dekstrini. Ovi produkti hidrolize su zapravo kraci razgranati
polimeri koji imaju glukozne podjedinice povezane a-D-1,4- i a-D-1,6-vezom. Svi proizvodi

koji nastaju tijekom hidrolize a-glukoznih polimera a-amilazama zadrzavaju a-konfiguraciju.

9
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lako vecina a-amilaza pokazuje optimalnu aktivnost pri temperaturama u rasponu od 30°C do
37°C i pri pH vrijednostima u neutralnom podrucju, izolirane su i a-amilaze koje pokazuju
aktivnost u jako kiselim (pH 3,0) ili luznatim uvjetima (pH 10,0) i pri temperaturama visim od
100°C (Taniguchi i Honnda, 2009). Ovi enzimi se vrlo Cesto primjenjuju u postupcima
razgradnje Skroba u industrijskoj proizvodnji razli¢itih proizvoda. Mogu se izolirati iz stanica

razli¢itih mikroorganizama te iz biljnih i zivotinjskih stanica.
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3.1. MATERIJAL

3.1.1. Mikroorganizam

U ovom diplomskom radu kao radni mikroorganizam koristena je amiloliticka bakterija
mlije¢ne kiseline (ABMK) Lactobacillus amylovorus DSM 20531" (ATCC 33620, NRRL B-

4540). Ovaj bakterijski soj nabavljen je iz zbirke mikroorganizama Deutsche Sammlung von

Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ, Braunschweig, Njemacka).

3.1.2. Kemikalije i hranjive podloge

3.1.2.1. Kemikalije za pripravu hranjive MRS-maly podloge za uzgoj bakterije i

proizvodnju a-amilaze

Tablica 1. Cistoéa i porijeklo kemikalija za pripravu hranjive MRS-mal,o podloge za uzgoj

bakterije i proizvodnju a-amilaze.

kemikalija kemijska formula Cistoca proizvoda¢
diamonijev citrat HOC(CO,H)(CH,CO,NH,), p.a. Merck, Njemacka
dikalijev fosfat K,HPO, tehnicki Biolife, Italija
kvasCev ekstrakt - za upotrebu u biotehnologiji ~ Merck, Njemacka
magnezijev sulfat MgSO, p.a. Merck, Njemacka
maltoza monohidrat CqoH,041 - H,O p.a. Kemika, Hrvatska
manganov sulfat MnSQO, - H,O p.a. Merck, Njemacka

monohidrat

mesni ekstrakt

natrijev acetat trihidrat

CH3COON3 -3 Hzo

za upotrebu u biotehnologiji

p.a

Merck, Njemacka

Merck, Njemacka
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Tablica 1. Cistoéa i porijeklo kemikalija za pripravu hranjive MRS-maly podloge za uzgoj

bakterije i proizvodnju a-amilaze (nastavak).

pepton - za upotrebu u biotehnologiji  Merck, Njemacka

polisorbat 80 (Tween 80%)  CgsH124056 p.a. Merck, Njemacka

3.1.2.2. Kemikalije za pripravu otopina za biospecifi¢nu (afinitetnu) kromatografiju

Tablica 2. Cistoéa i porijeklo kemikalija za pripravu otopina za biospecifi¢nu (afinitetnu)

kromatografiju.

kemikalije kemijska formula Cistoéa proizvodac

oS e Calo e gt
glukoza CsH1206 p.a. Kemika, Hrvatska
klorovodi¢na kiselina HCI p.a. Kemika, Hrvatska
natrijev acetat CH;COONa p.a. Kemika, Hrvatska
natrijev hidroksid NaOH p.a. Kemika, Hrvatska
natrijev klorid NaCl p.a. Kemika, Hrvatska
octena kiselina CH;COOH p.a. Kemika, Hrvatska
E[Ii_?i(gidroksimetil)aminometan (HOCH,);CNH, p.a. Kemika, Hrvatska
a-ciklodekstrin C36Hs0030 98 % (HPLC) Sigma-Aldrich, SAD
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3.1.2.3. Kemikalije za pripravu otopina za elektroforezu u poliakrilamidnom gelu u

prisustvu natrijevog dodecilsulfata (eng. Sodium Dodecyl Sulfate PolyAcrylamide Gel

Electrophoresis, SDS-PAGE) i detekciju proteina u gelu

Tablica 3. Cistoda i porijeklo kemikalija za pripravu otopina za SDS-PAGE i detekciju

proteina u gelu.

kemikalije kemijska formula Cistoca proizvodag
Sigma-Aldrich,
boja brom-fenol plavo C19H10Br,0sS za elektroforezu SAD
akrilamid CH,=CHCONH, > 99 % (HPLC) gjgga'A'd“Ch’
. . SERVA
0 il
amonijev persulfat (APS) (NH),S,0g min. 99 % Njemacka
boja Coomassie Brilliant Blue . . 0 Sigma-Aldrich,
R-250, za elektroforezu CasHaaNsNaO7S, (udio boje oko 90%) SAD
Gram-Mol d.o.o.
0 L
etanol CH;CH,0OH 96 % Hrvatska
etilendiamintetraoctena .
kiselina (EDTA) (HO,CCH,),NCH,CH,;N(CH,CO,H), p.a. Kemika, Hrvatska
formaldehid HCOH p.a. Kemika, Hrvatska
glicerol HOCH,CH(OH)CH,OH p.a. Kemika, Hrvatska
glicin NH,CH,COOH p.a. Kemika, Hrvatska
. CLARO-PROM
izopropanol (CHs;),CHOH p.a. d.0.0., Hrvatska
klorovodiéna kiselina HCI p.a. Kemika, Hrvatska
Gram-Mol d.o.0.,
metanol CH;0H p.a. Hrvatska
N,N,N',N'- LKB Produkter
tetrametiletilendiamin (CH3),NCH,CH,;N(CHz3), 98 % ,VAB, Bromma,
(TEMED) Svedska
natrijev dodecilsulfat (SDS)  CHs(CH,)1:0SO0sNa >98.5% (GC) Jigme-Aldrict,
.. Gram-Mol d.o.0.,
natrijev karbonat Na,COs p.a. Hrvatska
natrijev tiosulfat pentahidrat Na,S,0; - 5 Hy,0 p.a. Kemika, Hrvatska
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Tablica 4. Cistoéa i porijeklo kemikalija za pripravu otopina za SDS-PAGE i detekciju
proteina u gelu (nastavak).

kemikalije kemijska formula Cistoca proizvodag
obiljezavaci masa za

denaturirajucu elektroforezu ) ) Amersham,
(niskomolekulski proteinski Biosiences, SAD
standard ili LMW standard)

octena kiselina CH;COOH 99 - 100 % Kemika, Hrvatska
srebrov nitrat AgNO; p.a. Kemika, Hrvatska
Etll_fi(?)ldrokmmetll)amlnometan (HOCH,)sCNH, p.a. Kemika, Hrvatska
2-merkaptoetanol HSCH,CH,0H za elektroforezu gjgg a-Aldrich,

3.1.2.4. Kemikalije za pripravu otopina za tekucinsku kromatografije visoke

djelotvornosti i odredivanje koncentracije proteina

Tablica 5. Cistoéa i porijeklo kemikalija za pripravu otopina za: teku¢insku kromatografiju

visoke djelotvornosti i odredivanje koncentracije proteina.

kemikalije kemijska formula Cistoca proizvodac
cinkov sulfat pentahidrat ZnS0O, - 5 H,0 p.a. Merck, Njemacka
fosforna kiselina H;PO, p.a. za HPLC Fluka, Njemacka
Bradford-ov reagens (kataloski broj ) Sigma-Aldrich,
B6916) Njemacka
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3.1.2.5. Hranjive podloge za odrZavanje, ¢uvanje i uzgoj bakterijske kulture

ABMK L. amylovorus DSM 20531" ¢uvana je i odrZavana u tekuéim i na &vrstim
hranjivim De Man, Rogosa i Sharpe (MRS) (De Man i sur., 1960) podlogama, kako je to ve¢
prije opisano (Trontel i sur., 2010; Trontel i sur., 2011; Slavica i sur., 2015). Za uzgoj
bakterijske kulture u Erlenmeyer tikvicama i u bioreaktoru s mijeSalom kao i indukciju sinteze
amilaza koriStena je MRS hranjiva podloga u kojoj je glukoza (s, = 20,0 g L™ zamijenjena
disaharidom maltozom (s, = 20,0 g L) (MRS-maly) dok koncentracija preostalih sastojaka

ove podloge nije mijenjana.

3.1.3. Aparatura i pribor
3.1.3.1. Laboratorijski bioreaktor s mijeSalom

Uzgoj kulture L. amylovorus DSM 205317 u hranjivoj MRS-maly, podlozi i indukcija
sinteze a-amilaze provedeni su u laboratorijskom bioreaktoru s mijeSalom Biostat Cplus
(Sartorius BBI Systems GmbH, Germany) (Slika 5.). Ovaj laboratorijski sustav sastoji se od
nosaca, reaktora 1 mjerno-kontrolne digitalne jedinice. Nosa¢ sustava podupire reaktor, osjetilo
za mjerenje i regulaciju temperature (Pt-100) kao i sustav za dovod (prstenasti rasprSivac) i
odvod zraka (ili drugih plinova). Ulazni i izlazni mebranski filteri za plin nalaze se na poklopcu
reaktora. Tri se ulaza na poklopcu reaktora mogu Koristiti za nacijepljivanje hranjive podloge i
dodavanje razli¢itih otopina ili suspenzija. Reaktor ima maksimalni korisni volumen (V) od 30
L, a izraden je od nehrdajuceg celika. Odnos visine i promjera ovog automatski in situ
sterilizabilnog reaktora je 3:1. Sterilizaciju vodenom parom preko plaSta moguce je provesti pri
temperaturama od 100 do 130°C kroz vremenski period od najmanje jednu minutu. Mjerno-
kontrolnom jedinicom moze se regulirati: brzina okretaja mijesala (n), pH vrijednost hranjive
podloge (pH elektroda), parcijalni tlak kisika u reaktoru (polarografska pO, elektroda, %), dovod
drugog plina, razina hranjive podloge (kontaktna elektroda) te razina pjene u reaktoru (kontaktna
elektroda). MijeSalo se sastoji od tri turbine koje se mogu postaviti na razli¢ite udaljenosti od

podnice reaktora. Svaka turbina ima po 6 ravnih lopatica, a promjer turbine iznosi 0,4 od
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unutras$njeg promjera reaktorske posude. Mijesalo pokre¢e motor snage 900 W. Broj okretaja
mijeSala moZe se podesiti u rasponu od 20 do 1500 min™. Vrijednosti izmjerene tijekom
bioprocesa mogu se spremati ili ispisati pomoéu RS 422 sucelja. Bioreaktor ima izlaz za
izuzimanje uzoraka koji se moze sterilizirati parom, kao i in situ sterilizabilan izlaz za praznjenje

reaktora.

2
A\ _

Slika 5. Laboratorijski bioreaktor s mijesalom i mjerno-kontrolnom digitalnom jedinicom

Biostat Cplus (Sartorius BBI Systems GmbH, Goettingen, Germany).

3.1.3.2. Centrifuge

Iz uzoraka izuzetih tijekom uzgoja bakterije L. amylovorus DSM 205317 u bioreaktoru s
mijeSalom supernatant je izdvojen centrifugiranjem u polipropilenskim kivetama od 50 mL i 500

mL (Nalgene, Nalge Nunc International, USA). KoriStene su dvije centrifuge - jedna za manji
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volumen uzoraka (3500 g, +4°C, 20 min; centrifuga Harrier 18/80; Sanyo, Warford, Velika
Britanija) i druga za veci volumen uzoraka (6400 g, +4°C, 30 min; Beckman J-21B, Beckman
Coulter, Krefeld, Njemacka).

Centrifuga HC-240 Tehtnica (tehtnica Zelezniki d.o.o., Zelezniki, Slovenija) koristena je
za izdvajanje istaloZenih proteina (9500 g, 15 min) iz supernatanta tijekom postupka pripreme
supernatanta za analizu HPLC metodom (poglavlje 3.2.6.2.1.).

Pomocu centrifuge Thermo Scientific SLER Centrifuge (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Roskilde, Danska) koncentrirani su supernatanti uzoraka, koji su na taj naéin pripremljeni za
izdvajanje o-amilaze biospecifiécnom (afinitetnom) kromatografijom. Ovi su uzorci centrifugirani
(6000 rpm, +4°C, 20 min) u polipropilenskim kivetama s membranom (Amicon® Ultra-15;
Millipore Corporation, Billerica, Massachusetts, SAD). Pomo¢u ove membrane odijeljene su
molekule s molekulskom masom vec¢om od 10,000 + 5,000 Da (koncentrat) od molekula s
molekulskom masom manjom od 10,000 + 5,000 Da (permeat) (eng. Molecular Weight Cut Off,
MWCO, 10 kDa).

3.1.3.3. Spektrofotometri

Opticka gustoca uzoraka izdvojenih tijekom Sarznog uzgoja bakterije u laboratorijskom
bioreaktoru i njihovih decimalnih razrjedenja (10 i 10) odredena je pomo¢u spektrofotometra
Cary 13E Varian (Varian, Mulgrave, Australija). lzuzete suspenzije su homogenizirane i
prebacene u staklene kivete promjera 10 mm (Hellma Optik GmbH, Jena, Njemacka). Njihova
opti¢ka gustocéa odredena je pri valnoj duljini (1) od 600 nm (Aso).

Apsorbancija frakcija prikupljenih tijekom afinitetne kromatografije (poglavlje 3.2.4.2.),
odredena je pomoc¢u spektrofotometra UviLine 9400 (SCHOTT Instruments, Mainz, Njemacka).
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3.1.3.4. Sustav za biospecifi¢nu (afinitetnu) kromatografiju

Sustav se za biospecifi¢nu (afinitetnu) kromatografiju prikazan je na Slici 6.

o . - 2 /

Slika 6. Sustav za afinitetnu kromatografiju. Peristalticka pumpa (LKB Pump P-1; Pharmacia,
Uppsala, Svedska) (1) za prepumpavanje pufera (A) i uzorka (B), cilindar s nastavcima
(Omnifit® Column Kit, duljina cilindra 150 mm, unutarnji promijer cilindra
10 mm, ukupni volumen cilindra 9,5 mL; Sigma-Aldrich, Stockholm, Svedska) i
aktiviranom sefarozom (Sepharose® 6B; Sigma-Aldrich, Stockholm, Svedska) (2),

sakuplja¢ frakcija (RediFrac; Pharmacia Biotech, Uppsala, Svedska) (3).
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3.1.3.5. Sustav za elektroforezu u poliakrilamidnom gelu u prisustvu natrijevog
dodecilsulfata (SDS-PAGE)

Sustav za SDS-PAGE sastoji se od izvora elektricne energije (Electrophoresis Power Supply
EPS; Amersham Pharmacia Biotech Inc., Uppsala, Svedska) i sustava za vertikalnu gel
elektroforezu (SIGMA ALDRICH CVS10CBS omniPAGE mini dual; Sigma Aldrich,
Milwaukee, SAD; Slika 7.). Priredeni uzorci i proteinski standardi za elektroforezu u
denaturiraju¢im uvjetima (eng. Low Molecular Weight standard, LMW standard; Amersham
Biosciences, Uppsala, Svedska) naneseni su u jaZice gela pomoéu mikropipete volumena 15 pL

(Scientific Glass Engineering Pty Ltd., Melbourne, Australija).

Slika 7. Sustav za vertikalnu gel elektroforezu SIGMA ALDRICH CVS10CBS omniPAGE mini
dual (Sigma Aldrich, Milwaukee, SAD)
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3.1.3.6. Oprema za filtraciju pokretne faze za tekuéinsku kromatografiju visoke

djelotvornosti i ultrazvuéna kupelj

Kao pokretna faza =za analizu uzoraka tekucinskom kromatografijom visoke
djelotvornosti (eng. High Pressure Liquid Chromatography, HPLC) koriStena je otopina H3PO4
(0,1 % vol/vol). Pripravljena otopina je profiltrirana kroz najlonski filter (0,22 um, 47 mm;
Magna, GE Water & Process Technologies, Trevose, SAD) pomocu boce za filtriranje (Nalgene,
Rochester, New York, SAD) 1 nakon toga degazirana u ultrazvu¢noj kupelji USC300T (VWR
International, Leuven, Belgija) kroz 20 minuta.

3.1.3.7. Sustav za tekuéinsku kromatografiju visoke djelotvornosti

Koncentracija supstrata - maltoze i produkta - mlije¢ne kiseline u supernatantima izuzetih
uzoraka odredena je pomoc¢u kromatografa Shimadzu CLASS-VP LC-10Avp (Shimadzu; Kyoto,
Japan) (Slika 8.).
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Slika 8. Kromatograf Shimadzu CLASS-VP LC-10Ayp (Shimadzu; Kyoto, Japan). 1 - boca za

pokretnu fazu; 2 - otplinja¢; 3 - podjedinica za formiranje gradijenta; 4 - pumpa; 5 -

auto-injektor; 6 - pe¢nica s predkolonom i kolonom; 7- detektor.

3.1.3.8. Ostala oprema

analiti¢ka vaga Shimadzu (Shimatzu, Kyoto, Japan);

tehni¢ka vaga Tehtnica (Zelezniki d.o.0., Zelezniki, Slovenija);

autoklav Sutjeska;

mikser EV-100, Tehtnica (Zelezniki d.0.0., Zelezniki, Slovenija);

susionik Instrumentarija ST-50 (Instrumentarija, Zagreb, Hrvatska);

bakterioloski elektronski termostat BTE-S (Termomedicinski aparati, Zagreb, Hrvatska)

staklena sisaljka na vodeni mlaz s gumenim vakuum crijevom (Hospitalija; Zagreb,
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Hrvatska);
- osobno racunalo s operativnim sustavom MS Windows Vista Professional i programskim
paketom MS Office 2010.

3.2. METODE RADA
3.2.1. Priprava hranjivih podloga

Tekuce 1 ¢vrste hranjive MRS podloge (Trontel i sur., 2010; Trontel i sur., 2011; Slavica 1
sur., 2015) koristene su za Cuvanje, odrzavanje i uzgoj bakterijske kulture L. amylovorus DSM
205317 u staklenim epruvetama. MRS-maly podloga koristena je za uzgoj bakterije u
Erlenmeyer tikvicama (Vk =400 mL; V = 500 mL) i u laboratorijskom bioreaktoru s mijeSalom.
MRS-maly, podloga pripremljena je tako $to su svi sastojci (poglavlje 3.1.2.1., Tablica 1.), osim
polisorbata 80, odvagani i otopljeni u demineraliziranoj vodi. Podloga sa otopljenim sastojcima
je zatim zagrijana te je uz mijeSanje dodan odgovarajué¢i volumen polisorbata 80 (Tween 80%;
Merck, Darmstadt, Njemacka). Ovako pripremljena hranjiva MRS-mal,o podloga sterilizirana je
u Erlenmeyer tikvici u autoklavu pri 121°C tijekom 20 minuta ili u bioreaktoru pri 121°C kroz

najmanje 20 minuta.

3.2.2. Priprava cjepiva za uzgoj bakterije u tikvici i laboratorijskom bioreaktoru s

mijeSalom

Kultura bakterije L. amylovorus DSM 205317 (0,1 mL suspenzije) nacijepljena je iz
teku¢e MRS-mal, podloge u po dvije staklene epruvete s 10 mL ove podloge. Uzgoj je proveden
pri 40°C preko noéi. S ovako uzgojenom kulturom (8 mL) nacijepljena je MRS-maly, podloga
(400 mL) u Erlenmeyer tikvici (500 mL) koja je zatim inkubirana bez stresanja pri 40°C preko
noc¢i. Nakon uzgoja u MRS-maly, podlozi u Erlenmeyer tikvici (400 mL), oko 250 mL (2,5 % Vk
vol/vol) bakterijske suspenzije prepumpano je pomocu peristalticke pumpe (CH-8604; Chemap
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AG, Mannedorf, Svicarska) u laboratorijski bioreaktor sa sterilnom i ohladenom (= 40°C) MRS-

malyo podlogom (Vk = 6,0 L).

3.2.3. Uzgoj bakterije i1 indukcija sinteze a-amilaze u laboratorijskom bioreaktoru s

mijeSalom $arZnim postupkom

Za 3arzni uzgoj bakterije L. amylovorus DSM 20531" u laboratorijskom bioreaktoru s
mijesalom Biostat Cplus (Sartorius BBI Systems GmbH, Goettingen, Germany) koristena je
hranjiva MRS-maly, podloga (Vk = 6,0 L). Nakon sterilizacije vodenom parom (121°C/20 min uz
mijesanje, n = 400 min™") i nakon hladenja (do ~ 40°C), sterilna hranjiva podloga je nacijepljena
s 2,5 % (vol/vol) prekono¢ne bakterijske kulture (250 mL) s pomocu peristalticke pumpe (CH-
8604; Chemap AG, Mannedorf, Svicarska). Tijekom uzgoja hranjiva podloga nije aerirana, a
njezina homogenost je odrzavana mije§anjem (n = 400 min™). Temperatura hranjive podloge
automatski je regulirana i odrzavana pri 40+0,2°C. Pogetna pH vrijednost hranjive podloge bila
je 6,2+0,2. Kada se pH vrijednost podloge, zbog proizvodnje mlije¢ne kiseline, smanjila do
5,5+0,2, zapo&elo je automatsko doziranje otopine NaOH (¢ = 5,0 mol L™). Na ovaj se je na¢in
pH vrijednost podloge tijekom uzgoja u bioreaktoru odrzavala pri vrijednosti 5,5+0,2. Tijekom
prvih 8,0 sati uzgoja Sarznim postupkom uzorci su izuzimani svaki sat, a nakon toga, u ve¢im
vremenskim razmacima. Dinamika bioprocesa pracena je mjerenjem opticke gustoce (Agoo)
izuzetih uzoraka, a uzgoj je zaustavljen kada je na temelju Aggo vrijednosti utvrdeno da je rast
bakterije dosegao stacionarnu fazu rasta. Nakon t = 6,0 i 24,0 h uzgoja izuzeto je, redom, oko 1,0
L i 4,0 L bakterijske suspenzije. Centrifugiranjem ovih uzoraka izdvojen je supernatant i

spremljen pri -20°C za izdvajanje amilaza afinitetnom kromatografijom.
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3.2.4. lzdvajanje a-amilaze

3.2.4.1. Priprema uzoraka za izdvajanje a-amilaze

Supernatant je prebacen u polipropilenske kivete s membranom (MWCO 10+£5 kDa)
(Amicon® Ultra-15; Millipore Corporation, Billerica, Massachusetts, SAD, SAD) i
centrifugiranjem koncentriran (centrifuga Thermo Scientific SL8R Centrifuge, Thermo Fisher
Scientific Inc., Roskilde, Danska), kako je to opisano u poglavlju 3.1.3.2. U koncentratu i
permeatu odredena je koncentracija proteina metodom po Bradford-ici (poglavlje 3.2.6.3).
Koncentrat je koriSten za izdvajanje a-amilaze afinitetnom kromatografijom, a jedan dio je

¢uvan za analizu SDS-PAGE metodom (poglavlje 3.2.5.).

3.2.4.2. Biospecifi¢na (afinitetna) kromatografija

Princip

Biospecifi¢na (afinitetna) kromatografija je metoda pomocu koje je moguce izdvojiti
jedan ili viSe proteina iz smjese ukoliko se ovi proteini mogu (reverzibilno) vezati na specifi¢ni
ligand. Pod pojmom ligand ovdje se podrazumijeva specificna molekula koja je kovalentno
vezana na adsorpcijski matriks kroz koji se propusta smjesa proteina. Adsorpcijski matriks je
inertan 1 porozan nosac tj. nepokretna kromatografska faza specifi¢ne kemijske strukture na koju
se kovalentno veze odredeni ligand (Cuatrecasas 1 sur., 1986). U vecini slucajeva ligand se ne
veze direktno na adsorpcijski matriks, ve¢ se matriks najprije kemijski modificira. Kemijska
modifikacija matriksa podrazumijeva aktivaciju matriksa i to dodavanjem odredenog hidrofilnog
spoja tzv. razmaknice (Vretblad, 1974). Tijekom propustanja smjese proteina kroz cilindar, koji
je napunjen odredenim volumenom aktiviranog adsorpcijskog matriksa sa razmaknicom i
odgovaraju¢im ligandom, dolazi do specificnog vezivanja odredenih proteina na ligand. Ovi
proteini imaju visoki afinitet za vezanje na ligand, veZu se i “ostaju” u koloni, dok preostali
proteini iz smjese prolaze kroz matriks i “izlaze” iz kolone otopljeni u puferu. Eluacija vezanih

proteina odvija se ukoliko se promijene uvjeti u kojima je doslo do vezanja proteina na ligand u

24



Eksperimentalni dio

koloni. Promjena uvjeta podrazumijeva promjenu: pH vrijednosti otopine tj. pufera, ionske
jakosti pufera za eluiranje proteina ili polarnosti ovog pufera. Vezani protein moze se eluirati i
ukoliko se kroz kolonu propusta pufer u kojem je otopljen konkurentni spoj - molekula koja ima
veéi afinitet za vezanje na ligand od prije vezanog proteina. Eluirani protein obi¢no zadrzava
svoju aktivnost.

U ovom je radu kao adsorpcijski matriks koristen specifi¢cno umrezeni (eng. cross-linked)
polimer agaroza, komercijalnog naziva Sepharose® 6B (Sigma-Aldrich, Uppsala, Svedska).
Agaroza je linearni polisaharid kojeg saCinjavaju naizmjeni¢no povezane podjedinice D-
galaktoze i 3,6-anhidro-L-galaktoze. Specificno umrezena agaroza, kod koje polisaharidi nemaju
naboj, naziva se sefaroza. U ovom radu koristena je epoksi aktivirana sefaroza (Vretblad, 1974).
Epoksi aktivirana sefaroza je specifican adsorpcijski matriks koji je kemijski modificiran
vezanjem razmaknice - hidrofilnog spoja 1,4-bis(2,3-epoksi-propoksi)-butana. Kao ligand
koristen je a-ciklodekstrin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Njemacka). Ciklodekstrini (CD),
posebice -1 F-CD imaju visoki afinitet za vezanje s amilazama i mogu biti kompetitivni
inhibitori ovih enzima (Hamilton i sur., 2000). Ovi se spojevi ¢esto koriste kao ligandi za

izdvajanje amilaza afinitenom kromatografijom.

Postupak

Postupak izdvajanja amilaza afinitetnom kromatografijom proveden je kroz nekoliko
koraka, kako slijedi: (1) priprema i aktivacija matriksa - epoksi-aktivirane sefaroze, (2) priprema
uzorka - supernatanta uzoraka izuzetih nakon t = 6,0 h i 24,0 h uzgoja bakterije u MRS-maly
hranjivoj podlozi u bioreaktoru, za izdvajanje amilaza afinitetnom kromatografijom, (3)

izdvajanje amilaza iz priredenog uzorka afinitetnom kromatografijom i (4) regeneracija matriksa.

(1) Priprema i aktivacija epoksi-aktivirane sefaroze
Na analiti¢koj vagi (Shimadzu; Kyoto, Japan) odvagano je 2,5 g liofilizirane epoksi-
aktivirane sefaroze (Sepharose® 6B; Sigma-Aldrich, Uppsala, Svedska), koja je zatim preba¢ena
u lijevak sa staklenim sinter filterom (veli¢ina pora 40-100 um; Boral, Pula, Hrvatska), gdje je
ispirana demineraliziranom vodom tijekom jednog sata. Ukupni volumen demineralizirane vode

koja je postupno dodavana u filter iznosio je 500 mL. Ispiranjem epoksi-aktivirane sefaroze
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demineraliziranom vodom uklonjeni su nepozeljni sastojci npr. aditivi (laktoza i dekstran) i
krioprotektor, koji je dodan prije liofilizacije sefaroze. Preporuka je da se 1 g liofilizata ispere s
oko 200 mL demineralizirane vode. Tijekom ispiranja praskasta epoksi-aktivirana sefaroza veze
dio vode i bubri, tako da se iz 1,0 g praskaste sefaroze moze dobiti oko 3,5 mL matriksa u gel
obliku (Anonymous 2, 2011). Nakon toga, dobiveni gel ispiran je puferom za vezanje liganda tj.
otopinom NaOH (¢ = 0,1 mmol L™, pH 13,0) uz lagano mijeSanje. Visak otopine uklonjen je
pomocu staklene sisaljke na vodeni mlaz s gumenim vakuum crijevom (Hospitalija; Zagreb,
Hrvatska). Nakon toga, gel je iz lijevka prebacen u Erlenmeyer tikvicu (25,0 mL) u koju je
prethodno dodana otopina a-ciklodekstrina (e-CD) (y = 25,0 g L™) u otopini NaOH (300,0 mg
a-CD otopljeno je u 12,0 mL 0,1 mol L™ NaOH). Dobivena suspenzija je lagano mijeSana na
laboratorijskoj mjesalici (CERTOMAT® RM; B. Braun Biotech. Interantional, Sartorious group,
Melsungen, Njemacka) tijekom 16,0 sati pri 45°C. Nakon inkubacije, suspenzija je prebacena iz
Erlenmeyer tikvice u lijevak sa staklenim sinter filterom, gdje je visak a-CD, koji se nije vezao
na epoksi-aktiviranu sefarozu, ispran uz dodatak demineralizirane vode (V = 450,0 mL) tijekom
30,0 minuta. Aktivne grupe a-CD, koji se vezao na epoksi-aktiviranu sefarozu, blokirane su tako
$to je suspenziji postupno dodavana otopina glukoze (y = 25,0 g L™, V = 370,0 mL) i to kroz
slijede¢ih 30 minuta. Nakon toga, epoksi-aktivirana sefaroza s vezanim i blokiranim ligandom -
CD ispirana je najprije demineraliziranom vodom (V = 500,0 mL) kroz 30,0 minuta, a onda 50
mmol L™ natrij-acetatnim puferom, pH 5,5. Ovaj pufer je prethodno pripravljen tako da je u
6,545 mL 1 mol L™ octene kiseline u odmjernoj tikvici od 1 L dodano 43,45 mL 1,0 mol L™
natrijevog acetata. Tikvica je nadopunjena do oznake demineraliziranom vodom. Dobivena je
suspenzija aktivirane sefaroze s o-CD ligandom (~6 mL) u kojoj je odnos volumena epoksi-
aktiviranog sefaroznog gela s ligandom (-CD) i volumena natrij-acetatnog pufera (c = 50 mmol
L™, pH 5,5) bio 3:1. Dobiveni gel prebacen je u stakleni cilindar (Omnifit® Column Kit; Sigma-
Aldrich, Milwaukee, SAD) pomocu staklenog Stapica. Kolona je dopunjena natrij-acetatnim
puferom (¢ = 50 mmol L™, pH 5,5) do vrha i pripojena na crijevo peristalticke pumpe (Pharmacia
LKB Pump P-1, Uppsala, Svedska). Kroz ovako priredeni kromatografski sustav najprije je
propusten natrij-acetatni pufer (c = 50 mmol L™, pH 5,5) (V = 30,0 mL) pomo¢u pumpe uz
konstantan protok (F = 0,7 mL min™). Nakon toga, propuiten je koncentrat supernatanta

pripremljen za afinitetnu kromatografiju, kako je to opisano ovdje ispod.
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(2) Priprema uzorka za izdvajanje a-amilaze afinitetnom kromatografijom
Supernatant, koji je dobiven koncentriranjem uzoraka izuzetih nakon t = 6,0 h i 24,0 h
uzgoja bakterije L. amylovorus DSM 205317 u laboratorijskom biorekatoru s mijesalom, koristen

je za izdvajanje a-amilaze afinitetnom kromatografijom.

(3) Afinitetna kromatografija

U odjeljku (1) ovog poglavlja ve¢ su opisani postupak pripreme i aktivacije matriksa te
postupak pripreme sustava za afinitetnu kromatografiju. Kroz kolonu je protocima (F) od 0,6 mL
min™ (postupak 3) i 0,7 mL min™ (postupak 1 i postupak 2) najprije prepumpano 30 mL natrij-
acetatnog pufera (c = 50 mmol L™, pH 5,5), a nakon toga su uz iste protoke propusteni priredeni
uzorci. Provedena su tri postupka izdvajanja amilaza iz priredenih uzoraka: postupak 1, V = 3,0
ml, F = 0,7 ml min™, jprot = 0,1 mg ml™; postupak 2, V = 30,0 ml, F = 0,7 ml min™", ot = 0,84
mg ml™; postupak 3, V = 30,0 ml, F = 0,6 ml min™, st = 2,52 mg ml™. U postupku 1 uzorak je
propustan kroz kolonu tijekom 58 minuta, u postupku 2 uzorak je propustan kroz kolonu tijekom
100 minuta, dok je u postupku 3 uzorak propustan kroz kolonu 115 minuta. Nakon toga, kroz
kolonu je propusten natrij-acetani pufer (¢ = 50 mmol L™, pH 5,5; V =50,0 mL), kako bi se
isprali svi nevezani spojevi. Eluacija amilaza provedena je dodavanjem otopine konkurentnog
liganda - otopine &-CD (y = 10,0 g L™) u natrij-acetatnom puferu (c = 50 mmol L™, pH 5,5). Ova
je otopina propustana kroz kolonu uz protoke (F) jednake kao i kod nanoSenja uzoraka. Otopina
eluirana s kolone prikupljana je pomocu sakupljaca fracija (RediFrac; Pharmacia Biotech,
Uppsala, Svedska). Volumen frakcija bio je 0,7 mL. Svakoj frakciji odredena je koncentracija
proteina mjerenjem apsorbancije pri 280 nm (Azso), izraden je graf s kromatografskim profilima
za sva tri postupka izdvajanja (Slika 13., Slika 14. i Slika 15. u poglavlju Rezultati) i na temelju

ovih grafova odredene frakcije su spojene u zajedni¢ku otopinu.

(4) Regeneracija matriksa

Nakon afinitetne kromatografije, gel iz cilindra prebacen je u lijevak sa staklenim sinter

filterom (Boral; Pula, Hrvatska) te je ispran demineraliziranom vodom, kako je ve¢ prije opisano
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u ovom poglavlju u odjeljku (1). Nakon toga, gel je ispran 20 %-tnom (vol/vol) otopinom etanola
I potom ponovno demineraliziranom vodom (V = 200,0 mL) tijekom 15 minuta. Ispiranjem
demineraliziranom vodom uklonjeni su proteini i drugi spojevi koji su se jo§ uvijek nalazili u
gelu. Nakon toga, uklonjen je vezani ligand - a-CD tj. oslobodene su epoksi-grupe aktivirane
sefaroze. a-CD je uklonjen ispiranjem gela Tris-HCI puferom (c = 0,1 mol L™; pH 8,5) u koji je
dodan NaCl (29,22 g NaCl otopljeno je u 1,0 L TRIS-HCI pufera). Ovaj je pufer (V = 150,0 mL)
dodavan gelu u nekoliko obroka. Nakon toga, gel je ispran natrij-acetatnim puferom (c = 0,1 mol
L™, pH 4,3) u koji je dodan NaCl (14,61 g NaCl otopljeno je u 500 mL natrij-acetatnog pufera).
Opisani postupak ispiranja gela, naizmjeni¢no Tris-HCI puferom (c = 0,1 mol L™?, pH 8,5) i
natrij-acetatnim puferom (c = 0,1 mol L™, pH 4,3), ponavljan je tri puta, tako da je trajanje
svakog pojedina¢nog ispiranja iznosilo oko 15 minuta. Nakon toga, gel je ispran dodavanjem
natrij-acetatnog pufera (c = 50 mol L™, pH 5,5) u nekoliko navrata (po V = 50,0 mL) u ukupnom
trajanju od 15 minuta. Nadalje, priprema i aktivacija matriksa - epoksi aktivirane sefaroze za
kromatografsko izdvajanje proteina, koja zapocinje ispiranjem gela otopinom NaOH (¢ = 0,1 mol

L, pH 13,0), provodi se prema prije opisanom postupku [ovo poglavlje, odjeljak (1)].

3.2.5. Elektroforeza u poliakrilamidnom gelu u prisustvu natrijevog dodecilsulfata
(SDS-PAGE)

Elektroforeza u poliakrilamidnom gelu u prisustvu natrijevog dodecilsulfata (SDS-
PAGE) je metoda pomocu koje se u elektricnom polju mogu razdvojiti proteini s razli¢itom
molekulskom masom. Prije elektroforeze, otopini proteina dodaje se anionski detergent natrijev
dodecilsulfat (SDS) i u ovoj smjesi nativni proteini se denaturiraju i dobivaju negativan naboj.
SDS se veze na proteine u omjeru 1,4 g SDS : 1 g proteina. Nastali protein-SDS kompleks ima
negativan naboj, a koli¢ina naboja je proporcionalna molekulskoj masi proteina. Gusto¢a naboja
u kompleksu protein-SDS jednaka je za sve proteine iz uzorka i ovi se proteini - molekule s
nabojem pokrec¢u prema pozitivnoj elektrodi u elektricnom polju odredenog napona. Brzina
kretanja SDS-om denaturiranih proteina zavisi o njihovoj molekulskoj masi (Laemmli, 1970).
Razli¢iti proteini koji su razdvojeni u elektricnom polju na temelju opisanog principa nisu

obojeni, pa su prema tome nevidljivi prostim okom. Zbog toga se elektroforetski razdvojeni
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proteini bojaju tj. vizualiziraju kako bi se mogli detektirati, odnosno odrediti molekulska masa
denaturiranog proteina. Proteini u gelu bojaju se aromatskim aminosulfonskim bojama ili
pomocu srebra, §to ovisi o koncentraciji proteina u uzorcima nanesenim u jazice
poliakrilamidnog gela. Nakon vizualizacije, odreduju se molekulska masa razdvojenih proteina.
Zbog toga se u gelu, osim proteina iz uzoraka, razdvaja i smjesa proteina poznatih molekulskih
masa (smjesa kalibracijskih proteinskih standarda). Omjer udaljenosti koju tijekom elektroforeze
u gelu prijede pojedini protein i udaljenosti koju postigne odredena boja u definiranim uvjetima
elektricnog polja, naziva se referentna vrijednosti (R;). R¢ dobivene za proteine poznate
molekulske mase prikazuju se u ovisnosti o logaritamskim vrijednostima pripadajucéih
molekulskih masa (log M) i tako se dobije bazdarni pravac iz kojeg se mogu o¢itati vrijednosti
za log M; za proteine s nepoznatom molekulskom masom.

U ovom radu kao standard koriSteni su obiljezavaci masa za denaturirajucu elektroforezu
(Low Molecular Weight standard, LMW standard; Amersham Biosciences, Uppsala, Svedska).
Ovaj LMW standard sastoji se od Sest proteina: (1) a-laktalbumina (14 400 Da), (2) inhibitora
tripsina (20 100 Da), (3) anhidraze (30 000 Da), (4) ovalbumina (43 000 Da), (5) albumina (67
000 Da) i (6) fosforilaze b (94000 Da).

Postupak

Razdvajanje proteina iz smjese elektroforetskom metodom provedeno je u nekoliko
koraka, kako slijedi: (1) priprava gela za SDS-PAGE, (2) priprava uzoraka za elektroforezu, (3)
elektroforetsko razdavajanje proteina (SDS-PAGE), (4) vizualizacija razdvojenih proteina i

odredivanje molekulske mase amilaza.

(1) Priprava gela za SDS-PAGE

Poliakrilamidni gel za SDS-PAGE sastoji se od donjeg gela ili gela za razdvajanje (eng.
separating gel) i gornjeg gela ili gela za sabijanje (eng. stacking gel). Najprije je pripravljen 10
%-tni gel za razdvajanje, ¢iji je sastav naveden u Tablici 6. Sve otopine dodane su u staklenu
¢asu i dobro promijesane, nakon ¢ega je dobivena smjesa izlivena u kalup za pripravu gela
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri SAD). Na izliveni gel za razdvajanje dodan je sloj

izopropanola kako bi se onemogucio pristup zraku, koji bi sprijecio polimerizaciju ovog gela.
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Polimerizacija gela za razdvajanje odvijala se na sobnoj temperaturi kroz 40 minuta. Nakon toga,
uklonjen je izopropanol te je na donji gel u kalupu za pripravu gela dodan gel za sabijanje. Gel
za sabijanje ili gornji gel pripravljen je mijeSanjem odredenih volumena otopina, kako je
navedeno u Tablici 6. U gel za sabijanje umetnut je ¢eslji¢ za formiranje jazica, od kojih je svaka
imala volumen od 25 pL. Polimerizacija gela za sabijanje trajala je 20 minuta pri sobnoj

temperaturi. Nakon toga, iz gornjeg gela je izvucen Ceslji¢ za formiranje jazica.

Tablica 6. Kemijski sastav 10%-tnog gela za razdvajanje i 4,5%-tnog gela za sabijanje.

10 %-tni gel za razdvajanje 4,5 %-tni gel za sabijanje
Tris-HCI puffer (1,13 mol L, pH 8,8) 2,5mL
Tris-HCI puffer (0,14 mol L™, pH 6,8) - 2,13 mL
otopina akrilamida (30%) 3mL 0,3mL
TEMED 5uL 5uL
otopina APS-a (10%) 38 uL 22,5 uL
demineralizirana H,O 2mL

(2) Priprava uzoraka za elektroforezu

U ovom radu kao pufer za uzorke za SDS-PAGE pripravljen je 0,25 mol L™ Tris-HCI
puffer, pH 6,8 (pufer 1 za SDS-PAGE). Sastav ovog pufer dan je u Tablici 7. SDS je anionski
detergent koji se veze na proteine i denaturira ih. U sastavu pufera 1 za SDS-PAGE je i glicerol,
koji zbog svoje guste konzistencije do pocetka elektroforeze odrzava proteine u jazicama
poliakrilamidnog gela. Boja brom-fenol plavo se koristi kao marker za pracenje kretanja proteina
tijekom elektroforeze. Naime, ova mala molekula pri pH vrijednostima ve¢im od 4,6 ima
negativan naboj 1 u elektricnom polju putuje prema anodi. U sastavu ovog pufera je i 2-
merkaptoetanol koji je reducirajuéi spoj i u njegovoj prisutnosti dolazi do cijepanja disulfidnih
veza. Na ovaj se nacin lineariziraju proteini i sprije¢ava se formiranje njihovih agregata.

Kao pufer za SDS-PAGE koristen je 0,25 mol L™ Tris-glicin puffer, pH 8,3 (pufer 2 za
SDS-PAGE). Sastav koncentrirane otopine, iz koje se razrjedivanjem s demineraliziranom

vodom pripravlja pufer 2 za SDS-PAGE, dan je u Tablici 7. Ovaj puferski sustav koristi se radi
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mogucénosti koncentriranja proteina u jazici u vrlo usku startnu zonu, zbog ¢ega dolazi do boljeg
razdvajanja proteina iz jednog uzorka u zasebne vrpce (Garfin, 2003). Naime, pri pH vrijednosti
od 6,8 (pH vrijednost pufera 1 za SDS-PAGE i Tris-HCI pufera koji je dio gela za sabijanje)
glicin (iz pufera 2 za SDS-PAGE) je slabo ioniziran, zbog ¢ega ima relativno malu pokretljivost
u elektriénom polju. Klor iz Tris-HCI pufera je pri ovoj pH vrijednosti potpuno ioniziran i puno
vecée je pokretljivosti od glicina. Pri pH 6,8 pokretljivost proteina u elekticnom polju je veca od
glicina 1 manja od iona klora. Tijekom elektroforeze izmedu iona koji brzo putuju (CI') i iona
koji sporo putuju (glicin) nalaze se ioni srednje pokretljivosti - proteini. Pri prelasku molekula iz
gela za sabijanje u gel za razdvajanje, koji ima pH vrijednost 8,8, glicin potpuno disocira i
njegova pokretljivost doseze pokretljivost iona klora, zbog ¢ega na granici izmedu dva gela
dolazi do dodatnog sabijanja proteina u usku startnu zonu. Smanjenje veli¢ine pora u gelu za
razdvajanje dovodi do razdvajanja proteinskih vrpci, §to zavisi isklju¢ivo o njihovoj molekulskoj

masi.

Tablica 7. Sastav pufera za uzorke za SDS-PAGE (pufer 1 za SDS-PAGE) i koncentrirane
otopine (10x) za pripravu Tris-glicin pufera za SDS-PAGE (pufer 2 za SDS-PAGE).

koncentrirana otopina za pripravu

pufer 1
pufera 2

Tris 0,78 g Tris 309
EDTA 0,0095 g glicin 144 g
SDS 25¢ SDS 10g
glicerol 10 mL demineralizirana H,O  do 1000 mL
brom-fenol plavo 0,005 %
2-merkaptoetanol 6,25 mL

demineralizirana H,O do 25 mL

HCI za podesavanje pH

U po 20 pL svakog uzorka dodano je po 5 uL pufera 1 za SDS-PAGE (Tablica 7.), nakon

Cega je pripravljena smjesa ostavljena na sobnoj temperaturi kroz 20 minuta. Uzorak sa
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proteinskim standardom pripravljen je otapanjem 575 ng liofiliziranog praha ovog LMW
standarda u 0,2 mL pufera 1 za SDS-PAGE. Pomoc¢u mikropipete priredeni uzorci (25 plL)
preneseni su, svaki zasebno, u po jednu jazicu gela. Volumen otopine proteinskog standarda u

jazici bio je 1 pL.

(3) SDS-PAGE

Pripravljeni poliakrilamidni gel za SDS-PAGE, koji se nalazio u kalupu za pripravu gela,
postavljen je u sustav za SDS-PAGE (Slika 7.; Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD),
pri¢vr$éen je pomocu Stipaljki te je samo u donjem dijelu bio uronjen u pufer 2 za SDS-PAGE.
Dio prostora iznad jazica takoder je ispunjen puferom 2 za SDS-PAGE. Pufer 2 za SDS-PAGE
pripravljen je razrijedivanjem 25 mL koncentrirane otopine za pripravu ovog pufera (Tablica 7.)
dodatkom 225 mL demineralizirane vode. Zatim su pripredeni uzorci i LMW standard dodani u
jazice gela. Aparatura je priklju¢ena na izvor elektri¢ne energije (Electrophoresis Power Supply
EPS; Amersham Pharmacia Biotech, Inc., Uppsala, Svedska). Proces razdjeljivanja proteina u
poliakrilamidnom gelu u elektricnom polju proveden je pri naponu od 180 V i to tijekom 45
minuta. Nakon toga, sustav za SDS-PAGE odspojen je od izvora elektri¢ne energije i sustava za
hladenje. Gel je pazljivo izvaden iz sustava za SDS-PAGE i iz kalupa u kojem je pripravljen i u
kojem se nalazio tijekom elektroforeze. Nakon toga, razdvojene vrpce proteina vizualizirane su

bojanjem gela.

(4) Vizualizacija razdvojenih proteina i odredivanje molekulske mase amilaza

Prvi gel najprije je obojan otopinom aromatske aminosulfonske boje (Coomassie Brilliant
Blue R-250, CBB; Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD). Nakon ovog bojanja vrpce
proteina nisu bile dovoljno vidljive, pa je naknadno obojan i pomocu srebra. Drugi gel je bojan
samo pomocu srebra. Nakon bojanja srebrom odredene su molekulske mase (M,) izdvojenih

proteina. U poglavlju Rezultati prikazana je slika gela obojenog pomocu srebra (Slika 16.).

(4.1.) Bojanje gela otopinom aromatske aminosulfonske CBB boje
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Otopina boje dobivena je otapanjem 0,1 g praha komercijalne Coomassie Brilliant Blue
R-250 (CBB) boje u 100 mL otopine koja je prethodno priredena iz: 50 mL metanola (99 %
vol/vol), 7,0 mL octene Kkiseline (99,8 % vol/vol) i 43,0 mL demineralizirane vode.
Poliakrilamidni gel je nakon elektroforeze pazljivo prebacen u posudu sa otopinom CBB boje u
kojoj je ostavljen kroz 45 min. Nakon toga, gel je prebacen u staklenu ¢asu sa 50,0 mL 7 %-tne
(vol/vol) octene kiseline i postupno je zagrijavan. Otopina octene kiseline je u nekoliko navrata
odlijevana 1z caSe s gelom 1 zamijenjena svjezom otopinom, sve dok nije postignuto

zadovoljavajuce obezbojenje gela.

(4.2.) Bojanje gela pomocu srebra

Prije bojanja gela pomocu srebra, fiksirani su proteini u gelu. Otopina za fiksiranje
pripravljena je mijeSanjem 19,0 mL demineralizirane vode, 25,0 mL 50 %-tnog (vol/vol)
metanola, 6,0 mL 12 %-tne (vol/vol) octene kiseline i 25 puL 37 %-tnog (vol/vol) formaldehida.
Fiksiranje proteina u gelu provedeno je tijekom jednog sata uz lagano mijesanje.

Nakon fiksiranja proteina u gelu, gel je tri puta ispran u 50 %-tnoj (vol/vol) otopini
etanola (V = 50 mL) kroz 20 minuta. Na ovaj su se nacin uklonili tragovi TRIS-a, SDS-a i
glicina, spojeva koji ulaze u sastav pufera 2 za SDS-PAGE (Tablica 7.). Ovi spojevi su uklonjeni
jer tijekom bojenja mogu vezati ione srebra i na ovaj nacin se moze pojacati tzv. pozadinsko
bojanje.

Otopina za predtretman gela pripravljena je otapanjem 0,01 g natrijevog tiosulfata
pentahidrata u 50,0 mL demineralizirane vode. 1,0 mL ove otopine sauvan je za pripravu
otopine za vizualiziranje proteinskih vrpci na gelu. Predtretmanom gela povecava se osjetljivost
bojanja jer se ubrzava redukcija srebra koje se veZe na proteine. Gel je ostavljen u otopini
natrijevog tiosulfata pentahidrata kroz jednu minutu te je ispran (tri puta po 20-tak sekundi) u
demineraliziranoj vodi (V = 50,0 mL).

Otopina za impregnaciju gela pripravljena je dodavanjem 0,1 g srebrovog nitrata i 37,5
uL 37 %-tnog (vol/vol) formaldehida u demineraliziranu vodu do ukupnog volumena od 50,0
mL. Impregnacija gela, pri kojoj se u prisutnosti formaldehida reducira srebro, provedena je

tijekom 20 minuta. Gel je zatim ispran dva puta po 20-tak sekundi u demineraliziranoj vodi (V =
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50,0 mL). Vizualizacija proteinskih vrpci u gelu inducirana je stavljanjem gela u otopinu za
razvijanje. Otopina za razvijanje pripravljena je dodavanjem 3,0 g natrijevog karbonata, 25 pL
37 %-tnog (vol/vol) formaldehida i 1,0 mL otopine za predtretman gela (vidi gore u ovom
poglavlju) u demineraliziranu vodu do ukupnog volumena od 50,0 mL. Nakon otprilike 10
minuta proteinske vrpce su bile jasno vidljive te je gel ispran u demineraliziranoj vodi (V = 50,0
mL) i to dva puta po 2 min. Vizualizacija proteinskih vrpci u gelu zaustavljeno je prebacivanjem
gela u 50,0 mL otopine pripravljene mijesanjem 25,0 mL 50 %-tnog (vol/vol) metanola, 6,0 mL
12 %-tne (vol/vol) octene kiseline i 19,0 mL demineralizirane vode.

3.2.6. Analiti¢ke metode

Tijekom uzgoja bakterije L. amylovorus DMS 20531 u laboratorijskom bioreaktoru s
mijeSalom izuzimani su uzorci kako bi nakon njihove analize definirali dinamiku potroSnje
maltoze, dinamiku rasta bakterijske kulture i dinamiku proizvodnje mlije¢ne kiseline te kako bi
dobili superanatant za izdvajanje a-amilaze afinitetnom kromatografijom. U izuzetim uzorcima
odredene su: optiCka gustoca (Aggo; poglavlje 3.2.6.1.), zatim koncentracija maltoze (ys) i
mlijeéne kiseline (yp) (tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti; poglavlje 3.2.6.2.).
Metodom po Bradford-ici (poglavlje 3.2.6.3.) odredena je koncentracija proteina (o) U

koncentratu supernatanata koji su koristeni za izdvajanje a-amilaze.

3.2.6.1. Odredivanje opticke gustoce uzoraka izuzetih tijekom Sarznog uzgoja bakterije

U epruvetu sa 9,0 mL sterilne vode otpipetira se 1,0 mL izuzete suspenzije i
homogenizira. Prema potrebi, iz ovog razrijedenja (10™) pripravljaju se daljnja razrijedenja (npr.
10®) opisanim postupkom. Oko 3,5 do 4,0 mL odgovarajuéeg razrijedenja prenese se u kivetu i
oCita apsorbancija razrijedenog uzorka pri valnoj duljini svjetlosti (1) od 600 nm (Aswo).
Dobivena vrijednost se mnozi s 10 ili 100, zavisno o tome koje je razrjedenje koriSteno za

odredivanje Agoo, prvo (10™) ili drugo (107).
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3.2.6.2. Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti

3.2.6.2.1. TaloZenje proteina cinkovim sulfatom

Iz uzoraka izuzetih tijekom uzgoja bakterije L. amylovorus DMS 20531" u hranjivoj
MRS-maly podlozi u laboratorijskom bioreaktoru s mijesalom Biostat CPlus (Sartorius BBI
Systems GmbH, Goettingen, Njemacka) Sarznim postupkom centrifugiranjem je izdvojena
biomasa ove amiloliticke bakterije. U ovako dobiven supernatant (2 x 500,0 pL) dodana je
otopina cinkovog sulfata heptahidrata (y = 500,0 g L™) u omjeru volumena supernatanta i otopine
soli od 1:1 (Polson i sur., 2003). Ovako pripremljena otopina snazno je izmijeSana kroz 20-tak
sekundi (mikser EV-100, Tehtnica; Zelezniki, Slovenija) i, nakon toga, ostavljena na sobnoj
temperaturi kroz slijede¢ih 20 minuta. IstaloZeni proteini izdvojeni su centrifugiranjem (10 000
g, 15 min; HC-240 Tehtnica; Zelezniki, Slovenija), a supernatant je profiltriran pomoc¢u $price
kroz najlonski filter s porama veli¢ine 0,2 um (Roth, Roth, Njemacka). Ovako pripravljeni uzorci
analizirani su kromatografom Shimadzu CLASS-VP LC-10Ave (Shimadzu; Kyoto, Japan).

3.2.6.2.2. Tekudinska kromatografija visoke djelotvornosti

U ovom radu kromatografski sustav Shimadzu CLASS-VP LC-10Ap (Shimadzu; Kyoto,
Japan) koriSten je za odredivanje koncentracije maltoze i mlije¢ne kiseline u uzorcima izuzetim
tijekom uzgoja bakterije L. amylovorus DSM 20531" u MRS-mal,, podlozi u laboratorijskom
bioreaktoru s mijeSalom Sarznim postupkom.

Kromatografski sustav sastojao se od: crpke (LC-10ADyp), otplinjata (DGU-14A),
injektora (SIL-10ADyp), uredaja za grijanje kolone (CTO-10Avp ), analiticke kolone (ionsko-
izmjenjivadka kolona Supelcogel™ C-610H; 30 cm x 7.8 mm ID, 9 um) sa predkolonom
(Supercogel™ H; 5 cm X 4.6 mm ID, 9 pm), detektora indeksa loma (RID-10A), modula za
kontrolu sustava (SCL-10Ayp) i racunalnog programa (CLASS-VP v6.10). Za analizu uzoraka
ovim sustavom koriStena je optimirana kromatografska metoda (Slavica i sur., 2015) pomocu

koje je pracena dinamika potroSnje maltoze iz MRS-maly podloge i dinamika proizvodnje
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mlijecne kiseline. Procjena rezultata kromatografske analize napravljena je pomocu rac¢unalnog
programa CLASS-VP verzija 6.10 i pripadaju¢ih vrijednosti ocitanih iz bazdarnih pravaca
(Batusi¢, 2008; Gusic, 2008).

3.2.6.3. Odredivanje koncentracije proteina metodom po Bradford-ici
Princip

Ova kolorimetrijska metoda koristi interakcije proteina s bojom Coomassie Brilliant Blue G-250
u kiselom mediju. Vezanjem boje na protein dolazi do promjene boje njihove zajednicke otopine
iz crveno-smede (apsorpcijski maksimum pri A = 465 nm) u plavu (apsorpcijski maksimum pri A
= 595-610 nm; Slika 9.). Mehanizam vezanja boje i proteina podrazumijeva prvenstveno
aminokiseline arginin, lizin i histidin, ali se smatra da druge aminokiseline mogu vezati ovu boju
i to van der Waalsovim i hidrofobnim interakcijama. Broj vezanih molekula boje na molekulu
proteina uglavnom je proporcionalan broju pozitivnih naboja na povrsini proteina. Slobodne
aminokiseline i peptidi ne vezu boju Coomassie Brilliant Blue G-250, pa se u njihovoj interakciji

ne razvija karakteristicna plava boja otopine.

PROTEIN + @ Hyl — N@ C E—cn,@

Bazitmi 1 Hal35 80,
aromatsk boom
lanci

 Mselin - Coomassia G-250
ATVLLHD 1] a

OCsMy

465 nm

Protein-boja
kompleks

Amax = 595 nm

Slika 9. Shematski prikaz reakcije proteina i boje Coomassie Brilliant Blue G-250 uz

apsorpcijski pomak od A4 =465 nm do A =595-610 nm.
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Postupak

Bio-Rad 600-0005 reagens (koncentrat) sadrzi 450 mL otopine boje Coomassie Brilliant Blue G-
250, fosfornu kiselinu i metanol. Ovaj koncentrat je razrijeden i to tako da se jedan (1) volumen
koncentrata razrijedio dodatkom cetiri (4) volumena destilirane vode. Dobivena otopina je
filtrirana kroz filter-papir i spremljena u staklenu bocu pri sobnoj temperaturi (razrijedena
otopina Coomassie Brilliant Blue G-250).

U kivetu za mjerenje otpipetirano je 1000 pL razrijedene otopine Coomassie Brilliant Blue G-
250 i dodano je 20 uL uzorka. Kiveta sa sadrzajem se inkubira kroz 15 min pri sobnoj
temperaturi. Apsorbancija se odredi pri A =595 nm.

Jednadzba dobivenog bazdarnog pravca (Slika 10.): Ases = 0,8130 y + 0,5592 (R* = 0,9973).

Asgs (-) 16 -

0,0 T T T T 1
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

y(@L™h)

Slika 10. Bazdarni pravac za odredivanje koncentracije proteina metodom po Bradford-ici.
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3.2.7. Analiza eksperimentalnih podataka - izrac¢unavanje nekih pokazatelja uspjeSnosti
rasta i proizvodnje mlije¢ne kiseline s pomo¢u amiloliti¢cke bakterije

Lactobacillus amylovorus DSM 205317

Pomocu nelinearnog modela i linearizacije eksperimentalnih vrijednosti za suhu tvar
biomase (yx), koncentraciju supstrata (ys) i koncentraciju proizvedene mlije¢ne kiseline (yp)
izraCunate su maksimalna specificna brzina rasta (u), brzina potros$nje supstrata (qs) i brzina

proizvodnje mlije¢ne kisline (gp) U hranjivoj MRS-malyo podlozi.

In YX(max) = In yxo t pm)t [1]
In ys = In yso T (st [2.]
In Yp = In vpo T Qp-t [3.]

gdje je :
yxmax) (maksimalna) koncentracija suhe tvari biomase [g L™],

PXo koncentracija suhe tvari biomase na po&etku uzgoja [g L™],

um) (maksimalna) specifi¢na brzina rasta bakterije b7,
t vrijeme proteklo od pocetka uzgoja [h],
s koncentracija supstrata u vremenu t [g L™],

7S koncentracija supstrata na pocetku uzgoja [g LY,

s brzina potro$nje supstrata [h™],
yp koncentracija proizvedene mlije¢ne kiseline u vremenu t [g LY,

yp,  koncentracija mlijeCne kiseline na pocetku uzgoja [g L™,

gp  brzinaproizvodnje mlije¢ne kiseline [h™],

Koeficijent Yx;s predstavlja masu prirasle biomase po jedinici mase utoSenog supstrata, a

izraCunava se prema slijedecoj jednadzbi:
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Yx =7V .
Vs =~ [gg™] [4]

Vs, 7 7s

Koeficijent Yps predstavlja masu proizvedene mlijecne kiseline po jedinici mase utrosenog

supstrata,a izratunava se prema slijedecoj jednadzbi:

Yo =7 )
Yos=——[99"] [5]

s, Vs

Produktivnost uzgoja bakterije L. amylovorus DSM 20531" (Prx) te produktivnost proizvodnje
mlijeCne kiseline (Prp) tijekom rasta amiloliticke bakterije izraCunate su prema ovim

jednadzbama:

Pr, =% [g L™ hY] 6]

pr, = =* _typ° [gL"h"] [7]

39



REZULTATI | RASPRAVA



Rezultati i rasprava

U ovom radu je kao proizvodni mikroorganizam koriStena amiloliticka bakterija mlije¢ne
kiseline (ABMK) Lactobacillus amylovorus DSM 20531". Prethodna istrazivanja, koja su
provedena u Laboratoriju za biokemijsko inzenjerstvo, industrijsku mikrobiologiju i tehnologiju
slada i piva, potvrdila su da ovaj bakterijski soj moze provoditi visoko uéinkovitu hidrolizu
procis¢enog Skroba kao i Skroba iz sirovine (Slavica i sur., 2015; Trontel i sur., 2011; 2010). Ova
istrazivanja provedena su u laboratorijskom (Slavica i sur, rad u pripremi) i poluindustrijskom
mjerilu (neobjavljeni rezultati) pri uvjetima odrzivog bioprocesa, ¢ija primjena je interesantna i u
industrijskom mjerilu. Naime, ovaj soj sintetizira a-amilazu koja iskazuje aktivnost pri relativno:
visokim po&etnim koncentracijama supstrata odnosno sirovine (100,0 g L™), niskim
temperaturama (<40°C) i pH vrijednostima (<4.0).

U ovom radu ABMK L. amylovorus DSM 20531" je uzgojena u modificiranoj MRS
podlozi koja se od standardne MRS podloge (MRS-glcyg) razlikuje samo po jednom sastojku -
glavnom izvoru ugljika i energije. Tako je u modificiranoj MRS-malyo podlozi umjesto glukoze
(20,0 g L™) dodana maltoza (20,0 g L™) i to kao induktor sinteze i sekrecije amilaza (Welker i
Campbell, 1963; Morkeberg i sur., 1995). Uzgoj soja proveden je u laboratorijskom mjerilu u
bioreaktoru s mijeSalom Sarznim postupkom uz korisni volumen od Vg = 6,0 L, odrzavanje pH
vrijednosti suspenzije pri 5,5 + 0,2 i temperature pri 40 + 0,1°C.

Nakon t = 6,0 h i 24,0 h uzgoja izuzeti su odredeni volumeni suspenzije (V = 1,0 L i 4,0
L) iz bioreaktora i centrifugiranjem su izdvojeni supernatanti. Oba supernatanta, supernatant 1
(koji je dobiven iz suspenzije koja je izdvojena nakon t = 6,0 h uzgoja) i supernatant 2 (koji je
dobiven iz suspenzije koja je izdvojena nakon t = 24,0 h uzgoja) zasebno su spremljeni pri -20°C
prije izdvajanja a-amilaze. Nakon odmrzavanja i koncentriranja supernatanata, provedeno je
izdvajanje amilolitickog enzima i to metodom biospecificne (afinitetne) kromatografije. 1z
supernatanta 1 izdvojene su tri frakcije (F1, F2 i F3), dok je iz supernatanta 2 izdvojena samo
jedna frakcija (F1) koja je sadrzavala a-amilazu. Frakcija 1 (F1), koja je izdvojena iz

supernatanta 1 i 2, analizirana je SDS-PAGE metodom.
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4.1. Uzgoj amiloliti¢ke bakterije Lactobacillus amylovorus DSM 20531" u hranjivoj MRS-

malyo podlozi u laboratorijskom bioreaktoru s mijeSalom $arznim postupkom

U ovom poglavlju prikazani su rezultati uzgoja ABMK L. amylovorus DSM 205317 i
homofermentativne proizvodnje mlije¢ne kiseline u hranjivoj MRS-maly podlozi u
laboratorijskom bioreaktoru s mijeSalom Sarznim postupkom. Promjene pH vrijednosti hranjive
podloge, temperature i udjela otopljenog kisika tijekom uzgoja prikazane su na Slici 11.
Promjene koncentracije maltoze (s), opticke gustoce suspenzije (Asoo) te proizvedene mlijeCne
kiseline (%), prikazane su na Slici 12. Izracunati su i biokineticki parametri rasta bakterijskog
soja (Tablica 8.) i homofermentativne razgradnje maltoze (Tablica 8. i Tablica 9.). Izrac¢un ovih

biokinetickih parametara da je u poglavlju Prilozi.
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Slika 11. Promjene uvjeta okoline [pH (®), pO (m), T (A)] tijekom uzgoja bakterije

L. amylovorus DSM 205317 u hranjivoj MRS-malz podlozi u laboratorijskom

bioreaktoru s mijeSalom Sarznim postupkom.
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Slika 12. Promjena koncentracije maltoze (ys, m), bakterijske biomase [Agoo(10™),A],

koncentracije mlije¢ne kiseline (yp,0) tijekom uzgoja bakterije

L. amylovorus DSM 205317 u hranjivoj MRS-malz podlozi u laboratorijskom

bioreaktoru s mijeSalom Sarznim postupkom.
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Tablica 8. Trajanje faza rasta (traze rasTa; lag faza, lag; eksponencijalna faza, eksp) i
vrijednosti za specifi¢nu brzinu rasta bakterije (), maksimalnu koncentraciju
biomase (yxmax), brzinu konverzije supstrata (gs), koeficijent konverzije supstrata u
bakterijsku biomasu (Yyxss) i produktivnost sinteze bakterijske biomase (Prx)
procijenjene na osnovi eksperimentalnih podataka dobivenih tijekom uzgoja
bakterije L. amylovorus DSM 20531" u hranjivoj MRS-maly, podlozi u

laboratorijskom bioreaktoru s mijeSalom Sarznim postupkom.

rast amiloliticke bakterije

teaze RASTA (h) 2] VX max Os Yxis Prx

lag eksp  (h™)  (gxL™) () (gxg9s™) (@xL*h?

0,0 6,0 0,27 4,00 0,08 0,40 0,40

44



Rezultati i rasprava

Tablica 9. Vrijednosti za brzinu proizvodnje mlije¢ne kiseline (gp), maksimalnu

koncentraciju ove kiseline (3, ), koeficijent konverzije maltoze u mlijecnu

Kiselinu (Ypss), odnos mase proizvedene mlije¢ne kiseline i mase prirasle biomase
(Ypix) 1 produktivnost proizvodnje mlije¢ne kiseline (Prp) procijenjene na osnovi
eksperimentalnih podataka dobivenih tijekom uzgoja bakterije L. amylovorus DSM
20531" u hranjivoj MRS-maly podlozi u laboratorijskom bioreaktoru s mijesalom

sarznim postupkom.

proizvodnja mlijecne kiseline

qr PPrax Ypis Ypix Prp

() (L™ (@os)  (@ox) (g L*h?)

0,57 11,53 0,87 1,67 0,47

Ovaj bakterijski soj, koji je prethodno uzgojen u hranjivoj MRS-glc,e podlozi, odmah
nakon nacjepljivanja u sterilnu hranjivu MRS-mal,y podlogu pocinje metabolizirati maltozu,
kako je to odredeno HPLC metodom (Slika 12.). Ovaj rezultat zabiljeZen je i tijekom uzgoja
ovog soja u hranjivoj MRS-malyo podlozi pri istim uvjetima bioprocesa (Pekli¢, 2011; Trontel,
2013). Glukoza, kao razgradni proizvod maltoze, nije identificirana HPLC metodom u
supernatantu uzoraka tijekom uzgoja ABMK L. amylovorus DSM 205317 pri odabranim
uvjetima u MRS-mal;, i MRS-malyy podlozi. Dakle, u vanstani¢cnom prostoru ne dolazi do
hidrolize maltoze, ve¢ se ovaj disaharid transportira u stanice L. amylovorus DSM 20531" kao
jedini izvor ugljika i energije (Slika 1.).

Ovi su rezultati u skladu sa hipotezom o metabolizmu maltoze u stanicama bakterije
mlijecne kiseline Lactococcus lactis, koju su predlozili Neves i sur. (2005). Prema ovim
autorima maltoza se transportira u stanice L. lactis pomocu proteina koji veze maltozu (eng.

maltose binding protein) i maltoza permeaze (ABC transporter).
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U bazi podataka BRENDA dostupni su podaci za dva enzima koji mogu vezati maltozu -
EC 2.7.11.11 i EC 3.2.2.19 (Anonimus 1, 2016). Ova oba proteina nisu izolirana iz bakterija
mlijecne kiseline. Enzim s EC 2.7.11.11, izoliran iz kvasca Saccharomyces cerevisiae,
okarakteriziran je kao cAMP-zavisna protein kinaza, a enzim EC 3.2.2.19 (proteinska ADP-
ribozilarginin hidrolaza), izoliran iz Gram-negativne bakterije Rhodospirillum rubrum, regulira
aktivnost enzima dinitrogenaze reduktaze, klju¢nog enzima u fiksiranju dusika.

Maltoza permeaza (EC 3.6.3.19) je ATP-zavisna fosfohidrolaza izolirana iz bakterije
mlije¢ne kiseline Lactococcus lactis pomoc¢u koje se mogu transportirati maltoza i oligosaharidi
maltoze. Poznato je da je aktivnost ovog enzima regulirana katabolickom represijom glukozom,
a drugi detalji regulacije i mehanizma ove enzimske reakcije jo§ nisu okarakterizirani
(Gabrielsen i sur., 2012).

Kod druge Gram-pozitivne bakterije Bacillus subtilis maltoza i oligosaharidi maltoze se
transportiraju pomocu fosfoenolpiruvat fosfotransferaznog sustava uz posredovanje specificnog
IICB proteina, ABC transportera i proteina koji veZe oligosharide maltoze (Nakai i sur., 2009).

Iz dostupnih literaturnih podataka i rezultata ovog rada moze se zakljuciti da se maltoza
transportira u stanice Gram-pozitivnih bakterija, npr. soja L. amylovorus DSM 205317, i nakon
toga u citoplazmi hidrolizira i dalje metabolizira.

U citoplazmi maltoza fosforilaza (EC 2.4.1.8), izolirana iz nekoliko vrsta iz roda
Lactobacillus (npr. iz L. acidophilus; Nakai i sur., 2009), katalizira fosforolizu maltoze pri ¢emu
dolazi do fosforilacije i inverzije Cl1 atoma jedne glukoze, dok druga glukoza ostaje
nepromijenjena. Tako u ovoj reakciji nastaju S-glukoza 1-fosfat i glukoza (Neves i sur., 2005).
Ova se reakcija smatra povratnom i, pri odredenim uvjetima, maltoza fosforilaza moze
katalizirati proizvodnju maltoze.

Zatim p-fosfoglukomutaza (EC 5.4.2.6) prevodi p-glukoza 1-fosfat u glukoza 6-fosfat.
Ovaj je enzim okarakteriziran kod Lactobacillus brevis, L. delbrueckii i Lactococcus lactis
(Anonimus 1, 2016). Pretpostavlja se da glukokinaza (EC 2.7.1.2) fosforilira glukozu u glukoza
6-fosfat. Medjutim, ovaj enzim nije izoliran niti okarakteriziran kod bakterija mlije¢ne kiseline.
Ovako dobivene dvije glukoze 6-fosfat dalje se mogu razgradivati glikolizom (Neves i sur.,
2005).

Pri odabranim uvjetima istovremeno sa razgradnjom maltoze, jedinim izvorom ugljika i

energije u MRS-maly podlozi, odvija se sinteza bakterijske biomase (Slika 12.) ito sve do t =
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6,0 h bioprocesa (eksponencijalni rast, # = 0,27 h™, Tablica 8.). U ovoj vremenskoj to&ci
bioprocesa (t = 6,0 h) koncentracija maltoze i proizvedene mlije¢ne Kiseline iznosila je, redom,
12,91 g L i 4,19 g L™, dok proteine nije bilo moguée detektirati metodom po Bradford-ici.
Nakon toga, L. amylovorus DSM 205317 ulazi u stacionarnu fazu rasta i znatajno se usporava
potro$nja maltoze. Do t = 24,0 h koncentracija maltoze je opala do 6,95 g L™ i proizvedeno je
11,34 g L™ mlije¢ne kiseline tako da je koeficijent konverzije maltoze u mlije¢nu kiselinu (Ypss)
iznosio samo 0,87 g g™. Pri tome je iskoristenje bioprocesa bilo 82,9%.

Maltoza je okarakterizirana kao tzv. sporo metabolizirajuéi izvor ugljika i energije i
proizvodnja vise od jednog krajnjeg proizvoda metabolizma se moze ocekivati kod bioprocesa
koje provode bakterije mlije¢ne kiseline (Solem i sur., 2007). Tijekom uzgoja L. amylovorus
DSM 20531 maltoza se razgradila isklju¢ivo do mlije¢ne kiseline, kako je odredeno HPLC
metodom.

ABMK L. amylovorus svrstana je u grupu obligatno homofermentativnih bakterija mlije¢ne
kiseline (Hammes i Hertel, 2009). Ipak, ove vrste u definiranim uvjetima uz ekvimolarnu
koncentraciju D- i L-mlije¢ne kiseline mogu proizvesti i acetat, kako je to opisano u radu Slavice
i sur. (2015). U eksperimentima kod kojih je uzgoj ovog amilolitickog soja proveden u MRS-
malyp podlozi u laboratorijskom reaktoru pri istovjetnoj temepraturi (40+0,2°C) i pH vrijednosti
(5,540,2) soj je brze rastao (u = 0,41 h™) i iscrpio svu maltozu iz podloge (Pekli¢, 2011). Uz
visoko u¢inkovitu proizvodnju D-/L-mlije&ne kiseline (Ypis= 0,92 g g™, Pr=10,96 g L™ h™), s0j je
proizveo je i octenu kiselinu (= 1,90 g L™).U uvjetima uzgoja koji su opisani u ovom radu, a to
je po&etna koncentracija maltoze od 20 g L™ (hranjiva MRS-maly podloga), temperature od
40+0,2°C i pH vrijednost od 5,5+0,2, nije zamije¢eno iscrpljivanje maltoze kao ni proizvodnja

drugog krajnjeg proizvoda metabolizma maltoze (npr. acetata).
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4.2. 1zdvajanje a-amilaze afinitetnom kromatografijom i njezina karakterizacija

U ovom poglavlju prikazani su rezultati izdvajanja a-amilaze biospecificnom
(afinitetnom) kromatografijom iz supernatanta 1 (koji je dobiven iz uzorka izuzetog nakon t =
6,0 h uzgoja) i supernatanta 2 (koji je dobiven iz uzorka izuzetog nakon t = 24,0 h uzgoja).
Provedena su tri razli¢ita postupka izdvajanja amilaza afinitethom kromatografijom koja su se
razlikovala po: vremenu uzorkovanja tijekom uzgoja (t = 6,0 h i t = 24, 0 h), volumenu
supernatanta koji je koriSten u afinitetnoj kromatografiji, koncentraciji proteina u supernatantima
i protoku kroz kolonu.

Za prvi postupak (supernatant 1) uzeto je 3,0 mL koncentriranog supernatanta s ot = 0,1
mg mL™ i eluiranje amilaza je provedeno pri F = 0,7 mL min™ (Slika 13.). Buduéi da je
koncentracija proteina u eluiranim sa kolone bila vrlo niska (pogotovo u frakcijama F2 i F3)
supernatant 1 je zatim dodatno koncentriran te je ponovljena kromatografija sa vecim
volumenom (30 ml) i koncentracijom proteina (yprot = 0,84 mg ml™) u uzorku, uz jednak protok
(F = 0,7 ml min'l) (Slika 14), kako bi se potvrdilo da pojava proteinskih “peakova” nije

posljedica greske u mjerenju.
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Slika 13. Kromatogram dobiven tijekom izdvajanja a-amilaze iz koncentrata supernatanta (V =
3,0 mL, yprot ~ 0,1 mg mL™) afinitetnom kromatografijom (Sepharose®™ 6B). Frakcije 1
(F1), 2 (F2) i 3 (F3) eluirane su pri F = 0,7 mL min™.
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Slika 14. Kromatogram dobiven tijekom izdvajanja a-amilaze iz koncentrata supernatanta (V =
30,0 mL, 7ot = 0,84 mg mL™) afinitetnom kromatografijom (Sepharose®™ 6B). Frakcije
1 (F1), 2 (F2) i 3 (F3) eluirane su pri F = 0,7 mL min™.

Povecanje volumena uzorka i koncentracije proteina u uzorku je rezultiralo Sirenjem “peak”-ova
u dobivenom kromatogramu, ali su i dalje vidljiva tri odvojena proteinska “peaka” (frakcije F1,
F2 i F3) $to znaci da su u zorku prisutne tri forme a-amilaze sa razli¢itim afinitetom za vezanje
na kolonu. Kod treceg postupka (supernatant 2) uzeto je 30,0 mL koncentriranog supernatanta s

Yorot = 2,52 Mg mL™ i eluiranje amilaza je provedeno pri F = 0,6 mL min™ (Slika 15.).

Nakon 24 h uzgoja se na kromatogramu (Slika 15.) vidi samo jedan “peak” koji odgovara F1
frakciji iz supernatanta 1. Ovakav rezultat bi mogao biti posljedica razgradnje formi amilaze iz
frakcija F2 i F3 (detektiranih u uzorku izuzetom nakon prvih 6 h uzgoja) tijekom daljnjeg uzgoja
do 24 h $to bi upuéivalo da se forme a-amilaze u F2 i F3 frakciji osim po afinitetu za vezanje na

kolonu razlikuju i po stabilnosti.
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Slika 15. Kromatogram dobiven tijekom izdvajanja a-amilaze iz koncentrata supernatanta 2 (V =

30,0 mL, 7ot = 2,52 mg mL™) afinitetnom kromatografijom (Sepharose®™ 6B). Frakcija
1 (F1) je eluirana pri F = 0,6 mL min™.

Pri planiranju ovog rada pretpostavljeno je da ABMK L. amylovorus 205317 sintetizira
a-amilazu i transportira je u vanstani¢ni prostor. Ova pretpostavka temelji se na literaturnim
podacima (Eom 1 sur., 2009) kao i prethodno provedenim eksperimentima u nasem Laboratoriju
kod kojih je uzgoj ovog amilolitickog soja proveden u MRS-mal;o podlozi u laboratorijskom
reaktoru pri istovjetnoj temepraturi (40+0,2°C) i pH vrijednosti (5,5+0,2). Suspenzija tj.
supernatant za izdvajanje a-amilaze u prethodnim eksperimentima dobiven je nakon t = 8,0 h
uzgoja ABMK (pri kraju eksponencijalne faze rasta ove ABMK). Tijekom afinitetne

kromatografije identificirane su dvije frakcije a-amilaze, koje nisu bile sasvim odijeljene (Peklic,
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2011; Trontel, 2013). Obje frakcije posjedovale su aktivnost prema Skrobu i tijekom hidrolize
Skroba proizvele maltozu i maltooligosaharide.

U ovom radu povecana je po¢etna koncentracija maltoze u hranjivoj MRS-malyg podlozi i
to od prethodnih 10,0 g L™ do 20,0 g L™, kako bi se pospjesila indukcija i sekrecija a-amilaze
(Welker i Campbell, 1963; Morkeberg i sur., 1995). Povecanje koncentracije maltoze rezultiralo
je promjenama u rastu ovog soja kao i u potrosnji maltoze, kako je to ve¢ opisano u prethodnom
poglavlju. Zbog toga su u ovom radu supernatanti izuzeti nakon t = 6,0 h (pri kraju
eksponencijalne faze rasta, supernatant 1) i pri kraju uzgoja amilolitickog soja (t = 24,0 h,
supernatant 2).

Iz supernatanta 1 izdvojene su tri frakcije koje su sadrzavale vanstani¢ne a-amilaze: F1,
F2 i F3 (Slike 13. i 14), dok je iz supernatanta 2 (Slika 15.) izdvojena samo jedna frakcija (F1).
Ovo je prvi takav rezultat koji potvrduje postojanje vise formi a-amilaze koju proizvode vrste L.
amylovorus. Sli¢ni rezultati kao i detaljnija karakterizacija a-amylaza vrsta L. amylovorus nije
dostupna u bazama podataka niti objavljenim znanstvenim radovima (Rodriguez Sanoja i sur.,
2000; 2005; Castillo Pompeyo i sur., 1993; Burgess-Cassler i Imam, 1991; Giraud i sur., 1993;
1994; Hamilton i sur. 1998). MoZda bi se kromatogrami prikazani u ovom radu mogli usporediti
sa kromatogramima kod izdvajanja a-amilaza biljke arak (Salvadora persica), kod koje je
izdvojeno pet a-amilaza (Mohamed i sur., 2014). Osim kromatograma, slicnost ovih amilaza s
formama a-amilaze soja L. amylovorus DSM 205317 je i u molekulskoj masi, koja je manja od
30,0 kDa. SDS-PAGE gel s odgovaraju¢im uzorcima nakon bojanja srebrom prikazan je na Slici
16. Koncentracija proteina u F1 frakciji uzorka supernatanta 1 (izuzetog nakon 6 h uzgoja) je
znacajno manja od one u F1 frakciji supernatanta 2 (izuzetog nakon 24 h uzgoja), Sto otezava
elektroforetsku analizu proteina buduc¢i da su I nakon bojanja srebrom proteinske vrpce dosta
slabo vidljive. Medutim, mozZe se uociti da su veli¢ina i broj proteinskih vrpci u F1 frakcijama
supernatanta 1 i supernatanta 2 podjednake. Naime, kako je to pokazano na Slici 16., frakcija 1
(F1) sastoji se od nekoliko proteinskih vrpci koje sve imaju molekulsku masu manju od 30,0
kDa.
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67,0

43,0

30,0

21,1

14,4

Slika 16. SDS-PAGE gel nakon bojanja srebrom s frakcijama 1 (F1) o-amilaze dobivenim
tijekom afinitetne kromatografije uzorka supernatanta nakon 6 h (supernatant 1) odnosno 24 h
uzgoja (supernatant 2): LMW standard (1 i 6); koncentrat supernatanta 1 (ypro= 0,84 mg mL™)
(2); frakcija 1 (F1) izdvojena afinitetnom kromatografijom tijekom postupka 2 (3); koncentrat
supernatanta 2 (yprot = 2,52 mg mL™) (4); frakcija 1 (F2) izdvojena afinitetnom kromatografijom

tijekom postupka 3 (5).
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ZAKLJUCCI



Zakljucci

Na temelju rezultata eksperimenta koji su opisani u ovom radu moze se zakljuciti slijedece:

1. Amilolitika bakterija mlije¢ne kiseline (ABMK) Lactobacillus amylovorus DSM 205317
uzgojena je u modificiranoj MRS podlozi, u koju je umjesto glukoze dodana maltoza (20,0 g L
1). Maltoza je dodana kao induktor a-amilaze. Uzgoj u MRS podlozi sa maltozom (MRS-maly)
proveden je u laboratorijskom mjerilu u bioreaktoru s mijeSalom (Vg = 6,0 L) pri konstantnoj
temperaturi (40+0,2°C) i uz odrzavanje pH vrijednosti suspenzije (pH 5,5+0,2).

2. ABMK L. amylovorus DSM 205317, koja je prethodno uzgojena u MRS podlozi (MRS-
glco), odmah nakon nacjepljivanja pocinje transportirati maltozu, hidrolizira je i zatim
razgraduje iskljuc¢ivo do mlijecne kiseline, kako je odredeno HPLC metodom. Ovom metodom
nisu identificirani drugi krajnji proizvodi razgradnje maltoze s pomoc¢u ovog soja.

3. Istovremeno sa razgradnjom maltoze i homofermentativnom proizvodnjom mlijecne
kiseline odvija se sinteza biomase (eksponencijalni rast) i to sve do t = 6,0 h bioprocesa, kada L.
amylovorus DSM 205317 ulazi u stacionarnu fazu rasta i nakon &ega se usporavaju potrosnja
maltoze, sinteza bakterijske biomase i proizvodnja mlijeéne kiseline. U ovoj vremenskoj tocci
bioprocesa (t = 6,0 h) koncentracija maltoze i proizvedene mlije¢ne Kiseline iznosila je, redom,
12,91 gL™"i4,19 g L™, dok proteine nije bilo moguée detektirati metodom po Bradford-ici.

4. Do vremena bioprocesa t = 24,0 h koncentracija maltoze je opala do 6,95 g L™ i
proizvedeno je 11,34 g L™ mlije¢ne kiseline tako da je koeficijent konverzije maltoze u mlije¢nu
kiselinu (Ypys) iznosio samo 0,87 g g™*. Pri tome je iskoristenje bioprocesa bilo 82,9%.

5. Maltoza inducira proizvodnju i sekreciju a-amilaze. Soj L. amylovorus DSM 205317
sintetizira ovaj enzim i transportira ga u vanstani¢ni prostor. Izolacija a-amilaze provedena je
afinitetnom kromatografijom i to iz supernatanta uzoraka izuzetih pri kraju eksponencijalne faze
rasta (t = 6,0 h) i na kraju bioprocesa (stacionarna faza rasta, t = 24,0 h).

6. Propustanjem otopine a-ciklodekstrina kroz kolonu eluirane su, separirane na baznoj
liniji i detektirane tri frakcije koje su sadrzavale a-amilaze (F1, F2 i F3) i to iz supernatanta koji
je izuzet nakon t = 6,0 h bioprocesa. Kromatogrami sa samo jednom frakcijom (F1) koja je
sadrzavala dobiveni su iz supernatanta koji je izuzet u nakon t = 24,0 h bioprocesa.

7. SDS-PAGE metodom utvrdeno je da se frakcija 1 (F1) sastoji od nekoliko proteinskih

vrpci koje imaju molekulsku masu <30,0 kDa.
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Slika 17. Grafi¢ki prikaz izra¢una za specifiénu brzinu rasta (z = 0,27 ™) ABMK L. amylovorus
DSM 20531 tijekom uzgoja u hranjivoj MRS-mal,, podlozi u laboratorijskom

bioreaktoru s mijesalom Sarznim postupkom pri 8= 40+0,2°C i pH 5,5+0,2.
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Slika 18. Grafi¢ki prikaz izraduna za specifiénu brzinu potrosnje maltoze (qs = 0,08 h™) pomoéu
ABMK L. amylovorus DSM 20531 tijekom uzgoja u hranjivoj MRS-mal,, podlozi u
laboratorijskom bioreaktoru s mijeSalom $arznim postupkom pri € = 40+0,2°C i pH

5,510,2.
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Slika 19. Grafi¢ki prikaz izracuna za specifi¢nu brzinu proizvodnje mlije¢ne kiseline (gp = 0,57
h™) pomoéu ABMK L. amylovorus DSM 20531 tijekom uzgoja u hranjivoj MRS-

mal podlozi u laboratorijskom bioreaktoru s mijesalom Sarznim postupkom pri €=

40+0,2°C i pH 5,540,2.
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