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1. UVOD

Fotosintetske bakterije prokarioti su koji imaju sposobnost provodenja fotosinteze.
Kategorizirane su u dvije velike skupine: oksigene fotosintetske bakterije koje mogu
proizvoditi kisik tijekom fotosinteze jer koriste vodu kao donora elektrona, i anoksigene
fotosintetske bakterije koje ne proizvode kisik tijekom fotosinteze i ne koriste vodu kao donora
elektrona ve¢ asimiliraju dusik 1 ugljikov dioksid (Idi 1 sur., 2015). Jednu od vecih podgrupa
fotosintetskih bakterija Cine ljubiCaste bakterije. Ljubicaste bakterije mala su skupina gram-
negativnih eubakterija koja se sastoji od svega 30-ak vrsta. Dijele se na ljubicaste sumporne i

ljubicaste nesumporne bakterije (Novak i sur., 2017b).

Ljubicaste bakterije vrlo su jednostavne za uzgoj u laboratorijskoj kulturi. Uz jednostavnost
uzgoja prednost im je 1 anoksigeno provodenje fotosinteze. Ovakve prednosti dovele su do toga
da su ljubicaste bakterije postale modelni sustav za proucavanje fotosinteze na fizioloskoj,
biokemijskoj te molekularnoj razini. Anoksigena fotosinteza prethodila je fotosintezi kisikom
na Zemlji milijardama godina dok su anoksigeni fototrofi poput ljubicastih bakterija pridonijeli
boljem razumijevanju evolucije fotosinteze (Madigan 1 Jung, 2009). Danas je zabiljeZena
primjena ljubicastih nesumpornih bakterija u mnogim industrijama. Znanstvenici Kim 1 sur.
(2004) govore o primjeni u obradi otpadnih voda iz raznih podrucja proizvodnje poput
poljoprivrede, proizvodnje lateksa, spominje se i upotreba za procis¢avanje otpadne vode iz
akvarija te iz kanalizacije. Primjena ovih bakterija zabiljezena je i u proizvodnji intracelularnog
polihidroksialkanoata (PHA), izvanstani¢ne nukleinske kiseline te plinovitog vodika (Higuchi-
Takeuchi 1 Numata, 2019). Ove bakterije imaju potencijal za proizvodnju vitamina i enzima
(Kar Soon i sur., 2014). Unaprijedena je i proizvodnja 5-aminolevulinske kiseline pomocu

ljubicastih nesumpornih bakterija (Sasaki i sur., 2002).

Ljubicaste bakterije moguce je izolirati iz raznih staniSta poput jezera, ribnjaka, otpadnih

voda, obalnih laguna te ih se moZe pronaci u sedimentima i vlaznom tlu (Novak 1 sur., 2017a).

U ovom istrazivanju kao radni mikroorganizmi koriStene su dvije vrste ljubicastih
nesumpornih bakterija: Rhodobacter azotoformans JCM 9340 i Rhodobacter capsulatus JCM
21090. Cilj rada bio je odrediti utjecaj razliitih koncentracija soli na rast i razmnozavanje

navedenih bakterija te na sastav ukupnih proteina bakterijskih stanica.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. LJUBICASTE BAKTERIJE

Ljubicaste bakterije pripadaju skupini anoksigenih fototrofnih bakterija koje su glavna
skupina fotosintetskih mikroorganizama. Anoksigeni fototrofi rastu u uvjetima bez kisika i
moguce ih je podijeliti u pet podskupina: ljubiaste sumporne bakterije, ljubicaste nesumporne
bakterije, heliobakterije, zelene sumporne bakterije te zelene nesumporne bakterije (Asao i sur.,
2011). Ove bakterije su gram-negativni prokarioti koji procesom anoksigene fotosinteze

svjetlosnu energiju pretvaraju u kemijsku (Madigan i Jung, 2009).

Napredovanjem istrazivanja mijenjala se i taksonomska klasifikacija medutim, danas se
zna da ljubicaste nesumporne bakterije pripadaju razredima a- i B-proteobakterija, a ljubicaste

sumporne pripadaju razredu y-proteobakterija (Imhoff i sur., 2005).

Poznato je da su Siroko rasprostranjene u prirodi, pretezito u vodenim staniStima poput
jezera, ribnjaka, otpadnih voda, kanalizaciji te obalnim lagunama (Novak i sur., 2017a).
Odredene vrste ljubicastih bakterija mogu nastanjivati podrucja ekstremnih temperatura, pH ili

saliniteta.

Nekoliko vrsta ekstremofilnih ljubicastih bakterija su halofilne ili haloalkalofilne. Od
ljubicastih sumpornih bakterija u ovu skupinu ubrajaju se rodovi Ectothiorhodospira,
Halorhodospira, Halochromatium, Marichromatium 1 Thiohalocapsa. Rodovi Rhodovibrio,
Rhodothalassium, Rhodobium, Rhodovulum, i Roseospira pripadaju ljubi¢astim nesumpornim
bakterijama. Ti rodovi bakterija rastu pri koncentracijama soli koje se krecu 1 iznad 20 %

natrijevog klorida (Madigan i Jung, 2009).

Fotosintetske pigmente u bakterijama ¢ine bakterioklorofili a ili b te karotenoidi poput
likopena, sferoidena, okenona, rodopinala te spiriloksantina (Imhoff i sur., 2005). Ti pigmenti
zasluzni su za boju ljubicastih bakterija. Fotosinteza kod ljubicastih bakterija ovisi o prisutnosti
kisika jer je sinteza fotosintetskih pigmenata i1 kloroplasta potisnuta prisutnos¢u tog plina
(Imhoff 1 sur., 2005). 1z ovog proizlazi da kompetitivni uspjeh ljubicastih bakterija u prirodi

ovisi 0 uvjetima svijetlosti 1 koli¢ini kisika (Madigan i1 Jung, 2009).

Karakteristicno za ove bakterije je da ne mogu koristiti vodu kao donor elektrona ve¢

koriste sulfid i reducirane spojeve sumpora, vodik 1 druge male organske molekule te zeljezo
2



(Imhoffi sur., 2005).

Ljubicaste sumporne i ljubiCaste nesumporne bakterije izvorno su se razlikovale na
fizioloskoj osnovi na temelju tolerancije i iskoristenja sulfidnih spojeva. Ljubicaste sumporne
bakterije su vrste koje toleriraju milimolarne koncentracije sulfida te ga oksidiraju i pohranjuju
elementarni sumpor u obliku globula unutar stanice. Ljubi¢aste nesumporne bakterije ne
posjeduju ove karakteristike 1 pohranjuju elementarni sumpor izvan stanice, stoga je vrlo lako
razlikovati ove dvije vrste bakterija pod mikroskopom s obzirom na formirane globule.
Dokazano je kako ipak neke vrste ljubi¢astih nesumpornih bakterija mogu rasti pri

koncentracijama sulfida manjim od 0,5 mM (Madigan i1 Jung, 2009).
2.1.1. Ljubi¢aste sumporne bakterije

Fototrofne sumporne bakterije za svoj rast zahtijevaju vodena podrucja s optimalnom
koncentracijom sulfata i sunceve svjetlosti. U takvim sredinama sulfid proizvode sulfid
reducirajuce bakterije s kojima fototrofne sumporne bakterije ponekad stvaraju manje ili vise
stabilne viSestani¢ne nakupine. Sulfidi ne moraju nuzno biti reducirani iz kompleksnijih
spojeva ve¢ mogu biti i geoloskog ili antropogenog podrijetla. Dijelimo ih na zelene sumporne

bakterije i ljubicaste sumporne bakterije (Dahl i Friedrich, 2008).

Vrste ljubicastih sumpornih bakterija mogu se podijeliti u dvije obitelji. Bakterije koje
pohranjuju elementarni sumpor unutar stanice pripadaju obitelji Chromatiaceae (Madigan 1
Jung, 2009). Ovu obitelj karakterizira vezikularni tip citoplazmatskih membrana, mnoge vrste
pokrec¢u se pomocu flagela, a oko jedne tre¢ine vrsta imaju plinske vezikule i kao takve
ve¢inom koloniziraju okuzenja slabog osvjetljenja (Frigaard i Dahl, 2008). Vrste koje
elementarni sumpor pohranjuju izvan stanice pripadaju obitelji Ectothiorhodospiraceae
(Madigan 1 Jung, 2009). Karakteriziraju ih lamelarne citoplazmatske membrane, znacajna je
razlika u polarnom lipidnom sastavu u odnosu na obitelj Chromatiaceae te uvjeti rasta ovise o
koncentraciji 1 alkalnim uvjetima okoline (Frigaard 1 Dahl, 2008). Mnoge vrste ljubicastih
sumpornih bakterija najbolje rastu u ekstremnim uvjetima kao Sto su visoke koncentracije soli

ili ekstremni pH (Madigan i Jung, 2009).



2.1.2. Ljubic¢aste nesumporne bakterije

Ljubicaste nesumporne bakterije Siroko su rasprostranjene u prirodnim stanistima, osobito
u onim stani§tima u kojima je prisutna velika koli¢ina topljive organske tvari kao S$to su
mocvare, bazeni otpadnih voda, obalne i otpadne lagune. Posjeduju sposobnost rasta u
fotoautotrofnim, fotoheterotrofnim i kemoheterotrofnim uvjetima §to im zapravo i omogucava
rast na razli¢itim staniStima. Karakteristike rasta u smislu tezine suhe stanice i ukupnoj
proizvodnji karotenoida ovise o pH, temperaturi, otopljenom kisiku, dostupnosti hranjivih tvari
te o intenzitetu svjetla. Od svih navedenih uvjeta, intenzitet svjetla ipak ima najveci utjecaj na
rast bakterija. Pokazalo se kako biomasa nesumpornih ljubicastih bakterija doseZze maksimalnu
vrijednost pri veCem intenzitetu svjetlosti dok se najviSa koncentracija pigmenata obicno

postize pri slabijem osvjetljenju (Kar Soon 1 sur., 2014).

Znanstvenici Madigan i Jung (2009) objasnili su na primjeru bakterije Rhodobacter
capsulatus kako je rast mogu¢ pod fototrofnim uvjetima s CO; ili organskim ugljikom ili u
tami respiracijom, fermentacijom ili kemolitotrofijom. Ovo ¢ini R. capsulatus metabolicki
najsvestranijom od poznatih ljubicastih nesumpornih bakterija. U fototrofnim uvjetima
ljubicaste nesumporne bakterije mogu rasti fotoautotrofno s H» ili niskim razinama sulfida kao
donorom elektrona, dok nekoliko vrsta moze koristiti S203%" ili Fe?* kao fotosintetske donore
elektrona. Kvascev ekstrakt cest je dodatak medijima formuliranim za rast ljubicastih
nesumpornih bakterija. Izvor je vitamina B skupine kao Sto su tiamin, nikotinska kiselina,
biotin te p-aminobenzojeva kiselina. Kvas¢ev ekstrakt takoder potice rast ljubicastih
nesumpornih bakterija zbog organskih spojeva koji mogu potaknuti fotoheterotrofni rast.
Kemolitotrofni rast u tami pojedinih vrsta ljubicastih nesumpornih bakterija mogu¢ je pomocu
H> odnosno S>,03* kao donora elektrona. Mnogi od istih organskih spojeva koje fotoasimiliraju
ljubic¢aste nesumporne bakterije takoder mogu biti donori elektrona 1 izvor ugljika za
respiratorne uvjete rasta u tami. Tolerancija kisika za respiratorni rast razlikuje se od vrste do

vrste, dok se neke vrste mogu uzgajati uz snaznu aeraciju (Madigan i Jung, 2009).

Ljubic¢aste nesumporne bakterije dijelimo u dvije velike skupine, alfaproteobakterije i
betaproteobakterije. Njihova raznolikost vidljiva je u vrlo varijabilnoj stani¢noj morfologiji,
strukturi unutarnje membrane, sastavu karotenoida, koriStenju izvora ugljika te o vrsti donora
elektrona koji se koriste za fotosintezu. Vecina ljubicastih nesumpornih bakterija je metabolicki

vrlo fleksibilna i mogu lako prelaziti izmedu anoksigene fotosinteze, fermentacije 1 aerobne ili
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anaerobne respiracije pomocu nitrata, dimetil sulfoksida ili trimetilamin-N- oksida kao
akceptora elektrona. Fototrofne betaproteobakterije ne koriste reducirane spojeve sumpora kao
donore elektrona te sulfidi inhibiraju rast ¢ak i pri niskim koncentracijama. Za razliku od
betaproteobakterija unutar sve tri taksonomske skupine alfaproteobakterija (Rhodospirillales,
Rhizobales, Rhodobacterales) pronadene su vrste koje mogu koristiti reducirane spojeve

sumpora (Frigaard i Dahl, 2008).

2.2.  PRIMJENA  LJUBICASTIH NESUMPORNIH BAKTERIJA U
BIOTEHNOLOSKOJ PROIZVODNJI

Ljubicaste nesumporne bakterije u biotehnologiji poznate su zbog svoje Siroke primjene.
Mnoge ljubicaste nesumporne bakterije uspijevaju u prisutnosti raznih toksicnih tvari te igraju
vaznu ulogu u sanaciji mjesta kontaminiranih teskim metalima. Ova skupina bakterija ima
veliki potencijal u proizvodnji biovodika §to je korak blize eri ,,zelene tehnologije*. Takoder
sluze kao potencijalni izvor jednostani¢nih proteina (eng. SCP-single cell protein), enzima,

karotenoida i hormona koji poticu rast biljaka (Asif'i sur., 2021).

Kar Soon i sur. (2014) navode kako ljubicaste nesumporne bakterije imaju potencijal za

bioremedijaciju otpadnih voda, za proizvodnju biogoriva, enzima, vitamina i biopolimera.

Otkrivena je 1 primjena ljubicastih nesumpornih bakterija u proizvodnji 5-aminolevulinske

kiseline €iji je proizvodni proces vrlo zahtjevan zbog opseZnog puta kemijske sinteze (Sasaki

isur., 2002).
2.2.1. Biotehnoloska proizvodnja biokemikalija

Najpoznatija biokemikalija koju proizvode ljubiCaste nesumporne bakterije je 5-
aminolevulinska kiselina (5-ALA). Dobro je poznato da je 5-ALA prekursor za proizvodnju
klorofila, vitamina B12 i drugih metabolita koji Stite stanicu od abiotickog stresa kao §to je
visoke koncentracije soli. Komercijalna 5-ALA vrlo je skupa za primjenu u poljoprivredi radi
velikog broja koraka prilikom kemijske sinteze pa je osmiSljen put izravne proizvodnje 5-
aminolevulinske kiseline koriStenjem mikroorganizma. Ljubicaste nesumporne bakterije dobri
su kandidati za proizvodnju 5-aminolevulinske kiseline jer su svestrani organizmi koji mogu

rasti fototrofno pod svjetlosnim uvjetima ili heterotrofno u tami (Nunkaew i sur., 2015).

Postoje dva razli¢ita puta proizvodnje 5-ALA, C4 put ili Shemin put koji je prisutan u
5



ljubicastim bakterijama, kvascima i stanicama sisavaca, te C5 put koji je prisutan u mnogim
biljkama 1 nekim mikroorganizmima. Danas se 5-aminolevulinska kiselina proizvodi
mikrobnom fermentacijom fotosintetskim bakterijama zbog slozene kemijske sinteze i manjeg
prinosa proizvoda. ZabiljeZen je veci prinos 5-ALA koriStenjem divljih sojeva bakterija i
njihovih mutanata te se zbog toga ova vrsta proizvodnje pokazala kao puno prikladnijom

(Novak i sur., 2017b).

5-aminolevulinska kiselina ima razli€ite primjene u poljoprivredi kao herbicid, insekticid
te za poticanje rasta. Ima sposobnost da daje biljkama otpornost na sol i niske temperature.

Njena primjena potvrdena je i u medicini U dijagnozi i lijecenju tumora (Sasaki i sur., 2002).
2.2.2. Primjena u bioloskoj obradi otpadnih voda

Kolic¢ina proizvedene otpadne vode u svijetu neprestano raste. Danas viSe od 90 % metoda
procis¢avanja otpadnih voda ukljucuje biolosku obradu ¢ija je velika mana nastajanje viska
biomase aktivnog mulja. Posljedica toga je nastajanje sekundarnih onecis¢enja Sto dovodi do
visokih troskova zbrinjavanja takvog otpada (Lu i sur., 2021). Koristenje ljubicastih
nesumpornih bakterija u procis¢avanju otpadnih voda pokazalo se kao pozitivno rjesenje jer
bakterije u¢inkovito uklanjaju zagadivace te obnavljaju resurse (Lu i sur., 2011). Tome u prilog
ide istrazivanje Wada i sur. (2022) gdje je koristen soj Rhodobacter sphaeroides, uzgojen u
farmaceutskoj otpadnoj vodi koja je sadrzavala organske spojeve poput heptakozana,
oktadekana i benzotiazola, pri cemu je ovaj soj bakterije imao mogucénost razgraditi navedene
organske spojeve. Ljubi€aste nesumporne bakterije smanjile su potrebu za kisikom za vise od
80 % istovremeno proizvodeci biomasu s vise od 50 % proteina (Wada i sur., 2022). Biomasa
dobivena obradom otpadnih voda sadrzi bioresurse s dodanom vrijedno$¢u poput pigmenata,

jednostani¢nih proteina, 5-ALA i koenzima Q10 (Lu i sur., 2021).
2.2.3. Biotehnolos$ka proizvodnja biopolimera

Polihidroksialkanoati (PHA) skupina su biopolimera koje prirodno proizvode
mikroorganizmi, odnosno biorazgradiva plastika na¢injena na bioloSkoj bazi koja ima kratko
vrijeme razgradnje nakon odlaganja u razlicite vrste okoliSa (Sali i Mackey, 2021). PHA imaju
svojstva sli¢na polietilenu i sposobnost proizvodnje mikrobnom pretvorbom iz Sirokog raspona
organskog otpada. Ta svojstva Cine ih obe¢avaju¢im za buducnost i oCuvanje okolisa (Sathya 1

sur., 2018).



Ljubic¢aste nesumporne bakterije imaju sposobnost nakupljanja PHA, polifosfata i
polisaharida kao i mnogih drugih spojeva (Imhoff 1 sur.,, 2005). Koriste razliite vrste
ugljikovih supstrata za svoj rast, a njihov visak uzrokuje akumulaciju PHA (Sali i Mackey,

2021).

Proizvodnja PHA pomocu ljubicastih nesumpornih bakterija ovisi o mikrobnoj kulturi,
izvoru ugljika, omjeru ugljika i dusika u hranjivoj podlozi, koncentraciji fosfora i sumpora, o
mikroelementima, pH te o razini osvjetljenja. LjubiCaste nesumporne bakterije mogu
akumulirati visoke postotke PHA. Poznata je Cinjenica da R. capsulatus akumulira do 90 %
suhe teZine stanice PHA koriste¢i heptanoat kao jedini izvor ugljika (Montiel-Corona i Buitron,

2021).
2.2.4. BiotehnoloSka proizvodnja biogoriva

Plinoviti vodik potpuno je Cisto gorivo, medutim najveci dio vodika proizvodi se iz
konvencionalnih fosilnih goriva (zemni plin, nafta i ugljen) kroz razlicite fizikalno kemijske
procese (Ghosh i sur., 2017; Holladay i sur., 2009). Alternativno, vodik se moze proizvesti
razli¢itim bioloSkim sredstvima iz brojnih obnovljivih izvora bez izazivanja opasnosti od

oneciséenja (Ghosh i sur., 2017).

Ljubicaste nesumporne bakterije najintenzivnije su proucavani anoksigeni fototrofi koji
proizvode H,. Vodik nastaje kao produkt reakcije koju katalizira enzim nitrogenaza,

redukcijom atmosferskog dusik u amonijak (McKinlay i Harwood, 2010).

Odrzivost proizvodnje biovodika uvelike ovisi o isplativosti proizvodnje H> 1 dostupnosti
supstrata. Jedan od obecavajucih nacina da se to postigne je spajanje proizvodnje vodika s
obradom otpada biomase i otpadnih voda. Otpadni prehrambeni materijali i otpadne vode
nastale u industriji prerade hrane i pi¢a mogu biti pouzdan izvor sirovina za fotofermentativnu

proizvodnju H> (Ghosh i sur., 2017).
2.2.5. Primjena u bioremedijaciji tla

Procesi bioremedijacije istrazuju upotrebu bioloskih mehanizama za uniStavanje,

transformaciju ili imobilizaciju zagadivaca s ciljem zastite okoli§ (Merugu i sur., 2014).

Esencijalni metalni ioni u niskim koncentracijama igraju sastavnu ulogu u Zzivotnim



procesima mikroorganizama, djeluju kao katalizatori biokemijskih reakcija, odrZavaju
osmotsku ravnotezu, stabiliziraju razne enzime i DNK, takoder su dio sloZzenih molekula sa
Sirokim spektrom funkcija. Medutim, metali su u visokim koncentracijama toksi¢ni za
mikroorganizme, a kao posljedica javljaju se promjene u konformacijskoj strukturi nukleinskih
kiselina, proteina i citoplazmatskih membrana te se time ometa funkcija kljuénih molekula,

oksidativne fosforilacije i osmotske ravnoteze (Kis 1 sur., 2015).

Neke bakterije, a tu se ubrajaju 1 ljubiaste nesumporne bakterije, imaju sposobnost
koristenja metalnih spojeva kao donora elektrona za prijenos energije i time pretvaraju toksi¢ne

spojeve u druge manje toksi¢ne (Merugu i sur., 2014).

Mehanizmi koje ljubicaste nesumporne bakterije koriste za uklanjanje metalnih Cestica
bisorpcijski 1 bioakumulacijski su procesi. Neke bakterije mogu koristiti 1 viSe od jednog
mehanizma za uklanjanje, a vrsta mehanizma koja se koristi ovisi o svojstvima metalnog iona

koji se uklanja (Talaiekhozania i Rezania, 2017).
2.2.6. Sinteza i primjena pigmenata

Ljubic¢aste nesumporne bakterije posjeduju karakteristicne fotosintetske pigmente,
bakterioklorofile a ili b te karotenoide. Ovi pigmenti daju kolonijama specifi¢nu boju u rasponu

izmedu ljubicCaste, crvene, smede i1 narancaste (Novak 1 sur., 2017a; Madigan i Jung, 2009).

Karotenoidi se nalaze unutar reakcijskog centra (RC) te unutar antenskih kompleksa koji
prikupljaju svjetlost LH1 1 LH2, imaju uloge prikupljanja svjetla i/ili fotozastite te strukturnu
ulogu (Takaichi, 2009). Antenski kompleksi nazivaju se 1 pigmentno-proteinski kompleksi ¢ija
je uloga prikupljanje fotona koji pogadaju membranu te prijenos nastale energije u RC. Sastoje
se od integralnih membranskih proteina koji nekovalentno vezu pigmente koji apsorbiraju
svjetlost (Gabrielsen 1 sur., 2009). Takav jedan sustav koji ¢ine svi pigmentno-proteinski

kompleksi nazivaju se fotosintetski aparat.

Ljubicaste bakterije stvaraju bakterioklorofile za fotosintetski nacin rasta. Ti pigmenti
sastoje se od jednostavnih prekursora glicina i sukcinil-koenzima A, a pocetni koraci biosinteze
bakterioklorofila dijele se s biosintetskim putevima vitamina B12 i hema. S obzirom na
sposobnost proizvodnje bakterioklorofila ljubiCaste bakterije mogu se podijeliti u dvije
skupine. U prvu skupinu ubrajaju se R. sphaeroides, R. capsulatus, 1 Rhodospirillum rubrum,

koje fotosintetiziraju i tako anaerobno na svjetlu stvaraju bakterioklorofile, iako mogu
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sintetizirati znacajne koli¢ine pigmenta u mraku ali samo u uvjetima niske aeracije. Drugu
skupinu ¢ine Rhodovulum sulfidophilum, Roseobacter sp. 1 Rubrivivax gelatinosus. Mogu
sintetizirati pigmente i fotosintetizirati u anaerobnim i aerobnim uvjetima na svjetlu. Razlike
ove dvije skupine su u nizu enzima u biosintetskom putu bakterioklorofila (Willows i Kriegel,

2009).

Dobro je poznato da biosinteza bakterioklorofila i karotenoida varira ovisno o intenzitetu
svjetlosti, koncentraciji kisika, o fazi rasta te o soju bakterije. Lin 1 sur. (2014) istraZzivanjem
su dokazali da anaerobno uz prisutnost svjetlosti bakterioklorofili i karotenoidi ¢ine gotovo
polovicu ukupnih pigmenata, a bakteriofeofitin prisutan je u malim koli¢inama prilikom uzgoja
R.capsulatus. U aerobnim uvjetima na svjetlu bakterioklorofil a 1 bakteriofeofitin nakupili su

se u ve¢im koli¢inama, dok je karotenoida bilo samo u tragovima.

Zhou i sur. (2014) utvrdili su da optimalni intenziteti svjetlosti za proizvodnju
karotenoida i1 bakterioklorofila kod bakterije Rhodopseudomonas palustris iznose 240 i 30
umol-fotona/m?/s. Pri 60 pmol-fotona/m?/s proizvodnja bakterioklorofila i karotenoida bila je
najniza. Najveéa uéinkovitost pretvorbe svjetlosti zabiljeZena je pri 15 umol-fotona/m?/s (Liu

i sur., 2019).

Karotenoidi su bojila koja sluze kao zastita protiv stanica raka, poboljsavaju proizvodnju
antitijela 1 funkcionalni su suplementi. Njihova primjena zabiljezena je u prehrambenoj i
kemijskoj industriji te u medicini. U fotosustavu ljubicastih nesumpornih bakterija,
karotenoidi 1 bakterioklorofili imaju znac¢ajnu ulogu u hvatanju i prijenosu svjetlosne energije
koju onda prevode u biokemijsku energiju koju koriste za metabolizam stanice (Chen i sur.,

2006).



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI
3.1.1. Bakterijski sojevi

U ovom radu koriStene su dvije vrste ljubicastih nesumpornih bakterija: Rodobacter
azotoformans JCM 9340 i Rodobacter capsulatus JCM 21090. Obje bakterije dio su zbirke
Laboratorija za biokemijsko inzenjerstvo, industrijsku mikrobiologiju i tehnologiju piva i slada

Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.
3.1.2. Hranjive podloge
Podloga za odrzavanje, Cuvanje i uzgoj ljubicastih nesumpornih bakterija:

e GM (glutamat-malat) bujon: ekstrakt kvasca 1,5 g/l; malat 2,7 g/l; glutamat 2,0 g/l;
amonijev sulfat heptahidrat 0,8 g/1; kalijev dihidrogen fosfat 0,5 g/l; dikalijev fosfat 0,5
g/l; manganov sulfat heptahidrat 0,2 g/lI; kalcijev klorid dihidrat 0,053 g/l; manganov
sulfat heptahidrat 1,2x10g/l. pH vrijednost podloge podesiti izmedu 6.8-7 pomocu
natrijeve luzine; sterilizacija pri 121 °C/ 15 min. Nakon $to se podloga ohladi sterilno
se dodaje otopina vitamina (1 kap) sljedeceg sastava: biotin 10,0 mg/100ml; niacin 35,0
mg/100ml; tiamin-hidroklorid 30,0 mg/100ml; para-aminobenzojeva kiselina 20,0
mg/100ml; piridoksin hidroklorid 10 mg/100ml; kalcijev pantotenat 10,0 10 mg/100ml;
vitamin B2 5,0 10 mg/100ml.

e GM agar - istog sastava kao GM bujon, samo uz dodatak agara (20 g/1). Sterilizacija pri
121 °C/15 min. Sadrzaj je dobro promijesan, ohladen, te nakon dodataka vitaminske

otopine razliven u Petrijeve zdjelice.
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3.1.3. Pribor i oprema

analiticka vaga, Entris (Sartorius, Njemacka)

autoklav (Sutjeska, Jugoslavija)

automatske pipete Research Plus (Eppendorf, Njemacka)
centrifuga, Z 206 A (Hermle Labortechnik GmbH, Njemacka)
centrifuga, Centric 150 (Tehtnica, Slovenija)

hladnjak sa zamrzivacem, CUef 3311 (Liebherr, Njemacka)
inkubator MEMMERT BE 600 (Memmert GmbH + Co.KG, Njemacka)
magnetska mijesalica, Lab Stir (Gilson, SAD)

pH-metar, MP220 (Mettler Toledo, Svicarska)

tehnic¢ka vaga, Extend (Sartorius, Njemacka)

vertikalna elektroforeza (Cleaver Scientific Ltd, UK)

vibracijska mijesalica, V-1 plus (Biosan, Latvija)

3.1.4. Kemikalije

Sve koristene kemikalije bile su visoke analiticke (p.a.) Cistoce:

akrilamid (Fluka, Svicarska)

amonijev persulfat (Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Njemacka)
Coomassie Brilliant Blue G-250 (Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Njemacka)
etanol, 96 % (Gram-mol, Hrvatska)

glicin (Kemika, Hrvatska)

natrijev dodecilsulfat (Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Njemacka)
N,N"-metilenbisakrilamid (Fluka, Svicarska)

N, N, N’, N'-tetrametil etilendiamin (Serva, Njemacka)

natrijev hidroksid (Gram-mol, Hrvatska)

natrijev klorid (Gram-mol, Hrvatska)

octena kiselina (J.T. Baker, SAD)

standardna puferska otopina pH 4 (Mettler-toledo, Svicarska)
standardna puferska otopina pH 7 (Mettler-toledo, Svicarska)
standardi za proteinsku elektroforezu, 2-212 kDa (BioLabs, Engleska)
B-merkaptoetanol (Merck, Njemacka)
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3.2. METODE
3.2.1. Cuvanje i uzgoj ljubi¢astih nesumpornih bakterija

Vrste ljubicastih nesumpornih bakterija cuvaju se na +4 °C u GM bujonu. R. capsulatus i
R. azotoformans uzgojene su tijekom dva tjedna u GM bujonu pri 30 °C u semiaerobnim
uvjetima prije pocetka pokusa. Inicijalni inokulum bakterija iznosio je 10 % ukupnog volumena

hranjive podloge u koju se nacjepljivao.
3.2.2. Prezivljavanje ljubicastih bakterija pri razli¢itim koncentracijama soli

Ljubicaste bakterije nacijepljene su u GM bujon i uzgojene pri razlicitim koncentracijama
soli (0 g/l (kontrola), 5 g/, 10 g/1, 15 g/1, 20 g/1, 30 g/1, 40 g/1, 50 g/1, 100 g/, 200 g/11 300 g/1)

tijekom deset dana. Broj poraslih kolonija odreden je indirektnom metodom.
3.2.3. Odredivanje broja Zivih mikroorganizama indirektnom metodom

Iz uzoraka koji su sadrzavali bakterijske stanice pripremljena su decimalna razrjedenja u
sterilnoj vodi 1 nacijepljena na Petrijeve zdjelice sa selektivnom podlogom. Nakon 48 sati
inkubacije pri 30 °C, izbrojane su porasle kolonije i izraCunat je broj zivih stanica po mililitru

uzorka.
3.2.4. Izolacija ukupnih stani¢nih proteina

Bakterijske kulture porasle pri odabranim koncentracijama soli centrifugirane su pri 9 000
rpm tijekom 15 min. Stanice su isprane sterilnom otopinom natrijeva klorida (0,9 %), ponovno
centrifugirane i resuspendirane u 100 pl sterilne otopine natrijeva klorida kojoj je dodan 1 g
staklenih kuglica (r = 2 mm). Suspenzija je izmijeSana na vibromjeSacu kroz 4 min (30 s
mijeSanja-30 s hladenja u ledu), a zatim tretirana s 1 ml 10 % otopine SDS-a. Uzorci su
prokuhani 10 min, ohladeni u ledu (3-4 min) 1 centrifugirani pri 9 000 rpm tijekom 15 min.
Nakon S§to je odredena koncentracija proteina u supernatantu, provedena je SDS-

poliakrilamidna gel elektroforeza (SDS-PAGE).
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3.2.5. Elektroforeza na SDS-poliakrilamidnom gelu (SDS-PAGE)

Uzorci ukupnih proteina ljubicastih nesumpornih bakterija pripremljeni su tako da je
volumenima od 15 pl SDS ekstrakata proteina dodano 5 pl pufera za uzorke za elektroforezu
po Laemmli-u (50 mM Tris-HCI pH 6,8; 2 mM EDTA III; 2 % SDS; 10 % glicerol; 0,001 %
bromfenol plavo i 5 % -merkaptoetanol). Uzorci su prokuhani 2-3 min te naneseni na 10 %
poliakrilamidne ploCe za elektroforezu. Poliakrilamidne plo¢e za elektroforezu sastoje se od
gornjeg gela za sabijanje 1 donjeg gela za razdvajanje. Sastav gela za sabijanje je: 4,5 %
akrilamida, 0,12 % N, N' - metilenbisakrilamida, 0,1 % SDS-a, 0,075 % N, N, N', N'-
tetrametiletilendiamina (TEMED) 1 7.5 % amonijevog persulfata (APS) u 0,5 M Tris-HCl
puferu pH 6,8. Sastav 10 % gela za razdvajanje je: 10 % akrilamida, 0,3 % N, N' -
metilenbisakrilamida, 0,1 % SDS-a, 0,05 % TEMED i 5 % APS u 1,5 M Tris-HCI puferu pH
8,8. Elektroforeza provedena je u puferu za elektroforezu (25mM TRIS-glicin), a zaustavljena
je kada je boja dosegnula rub ploce. Bojenje gela na proteine provedeno je u 0,1 %-tnoj
Coomassie Brilliant Blue G-250 s 50 % etanola i 7 % octene kiseline kroz 20 minuta. Nakon

bojenja, gel je inkubiran u 7 %-tnoj octenoj kiselini do obezbojenja pozadine.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

U ovom poglavlju prikazani su rezultati uzgoja dvije vrste ljubiCastih nesumpornih
bakterija, Rodobacter azotoformans JCM 9340 1 Rodobacter capsulatus JCM 21090, uz
dodatak razli¢itih koncentracija soli. Cilj ovog istrazivanja bilo je odrediti kakav utjecaj
razli¢ite koncentracije soli imaju na rast ljubicastih nesumpornih bakterija, dolazi li do
inhibicije ili aktivacije rasta te mogu li uopce rasti pri tako nepovoljnim uvjetima. Prvi dio
istrazivanja temeljio se na provjeri sposobnosti rasta ljubiCastih nesumpornih bakterija uz
dodatak razli¢itih koncentracija soli, dok je u drugom dijelu istrazivanja provedena izolacija

ukupnih stani¢nih proteina s ciljem provjere uc¢inka dodatka soli na ekspresiju proteina.

Rezultati uzgoja R. azotoformans 1 R. capsulatus prikazani su graficki na slikama 1 1 2.
Rast R. azotoformans ne prikazuje veca odstupanja pri svim koncentracijama soli iz ¢ega se
moze zakljuciti da ne dolazi do intenzivnog umnazanja bakterijskih stanica ve¢ da su stanice
zive, ali u stacionarnoj fazi rasta. Najmanji broj stanica zabiljezZen je kod koncentracije NaCl
od 10 g/l i iznosio je 5x10°> CFU/ml $to je i dalje dobra brojnost ¢ak i u usporedbi s kontrolnim
uzorkom bez dodatka soli u kojemu je broj stanica nakon 24 sata iznosio 1,6x10” CFU/ml. Pri
najvecoj koncentraciji soli od 300 g/l, broj bakterijskih stanica postigao je zavidnu

koncentraciju od 1x107 CFU/ml.
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Slika 1. Prezivljavanje R. azotoformans pri razli¢itim koncentracijama NaCl nakon 10 dana uzgoja.
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Sli¢na situacija zabiljeZena je kod vrste R. capsulatus (slika 2). Broj bakterijskih stanica
u kontrolnom uzorku iznosio je 1x10° CFU/ml, dok je pri najvisoj koncentraciji od 300 g/L
NaCl broj stanica iznosio 1x107 CFU/ml. Iz navedenog moZe se pretpostaviti kako obje

bakterije dobro toleriraju osmotski stres na stanicu pri vrlo visokim koncentracijama soli.

!

o)
»
]
[

o
[ ]
[ |

log (CFU/ml)

0 5 10 15 20 30 40 50 100 200 300

koncentracija soli (g/1)

Slika 2. Prezivljavanje R. capsulatus pri razlicitim koncentracijama NaCl nakon 10 dana uzgoja.

Kao $to je ve¢ spomenuto u teorijskom dijelu, neke vrste ljubicastih bakterija mogu se
ubrojiti u halofilne mikroorganizme. Halofilni mikroorganizmi koriste dvije strategije za
osmotsko uravnotezenje svoje citoplazme s medijem u kojem se nalaze. Mogucéa su dva
mehanizma koja omogucuju da halofili prezive pri visokom salinitetu. Prva moguénost je
takozvana ,,salt-out® strategija koja omogucuje izjednacavanje osmotskog tlaka izazvanog
gradijentom soli na stani¢noj membrani te je uobicajena za halotolerantne bakterije. Dolazi do
nakupljanja kompatibilnih organskih otopljenih tvari poput glicin-betaina, L-prolina 1 ektoina
koji omogucuju toleranciju na visoke koncentracije soli. Druga strategija prilagodbe moguca
je izvodenjem horizontalnog prijenosa gena. R. capsulatus intenzivno je prouc¢avan upravo
zbog svoje sposobnosti izvanstanicnog horizontalnog prijenosa gena putem cCestica sli¢nih
fagima nazvanih rcGTA (eng. Rhodobacter Capsulatus Gene Transfer Agents). Maksimalna
proizvodnja ovih Cestica postize se kada R. capsulatus dosegne stacionarnu fazu rasta. Ova
brza razmjena genetskih informacija mogla bi opisati prilagodbu R. capsulatus na promjenjivi
okoli$ (Gaffney 1 sur., 2020; Grattieri i sur., 2019). Takoder, pokazalo se da dostupnost izvora
dusika igra klju¢nu ulogu u moguénosti rasta R.capsulatus pri visokim koncentracijama soli.

Moguénost prilagodbe stanice na visoke koncentracije soli upucuje da dolazi do promjena u
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metabolizmu stanice kako bi prezivljavanje bilo moguce (Gaftney i sur., 2020; Grattieri 1 sur.,
2019).

Nadalje, obje vrste ljubicastih bakterija koriStene u ovom radu morskog su porijekla te
su ve¢ adaptirane na osmotski stres i puno lakSe se mogu prilagoditi daljnjim povecanjima

koncentracije soli.

U drugom dijelu istraZivanja cilj je bilo ispitati utjecaj dodatka soli tijekom uzgoja na
ekspresiju proteina. Ukupni proteini obje vrste ljubicastih bakterija analizirani su SDS
elektroforezom, a rezultati su prikazani na slikama 3 i 4. Bendovi predstavljaju proteinske
vrpce i njihova jacina, odnosno debljina proporcionalna je koli¢ini proteina. Uz ekstrahirane
uzorke proteina koriSteni su 1 proteinski standardi poznatnih molekulskih masa kako bi se
stekao dojam o veli¢ini proteina ljubiCastih bakterija u kilodaltonima (kDa). Za analizu nisu
koriSteni svi uzgoji, ve¢ samo oni sa sljede¢im koncentracijama NaCl: 0 g/I (kontrola), 10 g/l,

50 g/l te 100 g/1.

kDa 1 2 3 4 5

200 —p
100 —p

50 —»
40 —p

25 — p
20 —p
5 —»

10 —»

Slika 3. SDS elektroforeza ukupnih proteina Rodobacter azotoformans: 1. standard proteina poznatih
molekulskih masa, 2. R. azotoformans+0 g/1 NaCl (kontrola), 3. R. azotoformans+10 g/l NaCl, 4. R.
azotoformans+50 g/ NaCl, 5. R. azotoformans+100 g/l NaCl.
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Slika 4. SDS elektroforeza ukupnih proteina Rodobacter capsulatus: 1. standard proteina poznatih molekulskih
masa, 2. R. capsulatus+0 g/l NaCl (kontrola), 3. R. capsulatus +10 g/l NaCl, 4. R. capsulatus +50 g/l NaCl, 5. R.
capsulatus +100 g/1 NaCl.

Na obje slike ekstrahiranih uzoraka vidljivi su samo kontrolni uzorci (2. jazica), odnosno
uzorci bez dodatka soli. Ostale analizirane koncentracije nisu se mogle vizualno detektirati.
Ovakav rezultat elektroforeze upucuje kako odredena koncentracija soli ima utjecaj na stanice
ljubicastih nesumpornih bakterija. Iako su stanice prezivjele i nalaze se u stacionarnom stanju,

smanjen je udio proteina jer ih nije bilo moguce detektirati elektroforezom.

Varijacije u funkcionalnim proteinima i mikrobnoj zajednici otkrile su da su o- 1 y-
proteobakterije bile neproporcionalno aktivne, a da je metabolicka aktivnost B-proteobakterija
bila inhibirana povecanjem saliniteta (Wang i sur., 2017). Budu¢i da ljubicaste nesumporne
baterije pripadaju u skupinu B-proteobakterija, ovakvi literaturni podaci mogu objasniti

dobivene rezultate prezivljavanja ljubicastih bakterija odnosno smanjenu ekspresiju proteina.

Zakljucno, Corsino i sur. (2017) otkrili su da povecane koncentracije soli mijenjaju sastav

izvanstani¢nih polimernih tvari, uzrokujuci postupno smanjenje sadrzaja proteina.
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5. ZAKLJUCCI

Na osnovu dobivenih rezultata u ovom radu moze se zakljuciti sljedece:

1. Vrste R. azotoformans 1 R. capsulatus uspjesno su prezivjele uz dodatak NaCl u rasponu
od 10 g/l do 300 g/1.

2. Analizom dobivenih podataka uocava se minimalno umnazanje bakterijskih stanica, ali
uspjesno odrZavanje brojnosti ¢ak 1 kod maksimalne koncentracije od 300 g/l NaCl.

3. Analiza ukupnih proteina obje vrste bakterije potvrduje navedene navode, odnosno
odsustvo proteinskih vrpci u uzorcima s dodanim NaCl-om potvrduje dosadasnje
literaturne navode o smanjenju sadrzaja proteina uslijed dodatka soli.

4. Potrebna su dodatna istrazivanja kako bi se utvrdio to¢an mehanizam pomocu kojeg

ljubicaste nesumporne bakterije mogu prezivljavati ekstremne uvjete.
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