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Small angle X-ray scattering (SAXS) scattering esnshowed a decrease in repulsive
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CMC and TsCMC can be degraded by soBaeillus subtilis strains and by bacteria
Cedlulomonas uda. After the degradation a flow bahaviour of TsCM@mained
pseudoplastic. MC and HEC had pseudoplastic flovhawwour. According to SAXS
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

BHM goji&e po Bushnellu in Haasu

CMC karboksimetil celuloza

DNS 3,5-dinitrosalicilna kislina

DP stopnja polimerizacije

DS stopnja substituiranosti

DSM Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
EC encimski razred

HEC hidroksietil celuloza

HPLC tek@inska kromatografija visoketinkovitosti
MC metil celuloza

MS molarna stopnja substitucije

My molska masa

OD 650 opitna gostota pri 650 nm

PKE pepton kvasni ekstrakt

RI refrakcijski indeks

SAXS ozkokotno rentgensko sipanje

SEC velikostno izkljgitvena kromatografija

TSA p-toluensulfonska kislina

TsCMC tozilat karboksimetil celuloza
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1 UvOD

Celulozni derivati se uporabljajo v naftni indugt{Dolz in sod., 2007), tekstilni industriji
(Hashem in sod., 2009), rudarski industriji (Pawhksod., 2003), kerararski industriji
(Zhu in sod., 2001), zivilski industriji (Diftis iKiosseoglou, 2002), farmacevtski industriji
(Jones in sod., 1997), industriji detergentov (BJak951), industriji barv (Hollabaugh in
sod., 1945), papirni industriji (Hollabaugh in so#l945) in nenazadnje tudi v usnjarski
industriji (Hollabaugh in sod., 1945). Najbolj pagdni celulozni etri so karboksimetil
celuloze (priblizno 230000 ton na leto), metil irdroksialkilmetil celuloze (priblizno
120000 ton na leto), hidroksietil celuloze (pribiz 60000 ton na leto) in hidroksipropil
celuloze (manj kot 10000 ton na leto) (ThielkingSochmidt, 2011).

Omenjeni celulozni derivati se &asko uporabljajo kot sredstava za spreminjanje
viskoznosti izdelkov. Pri razgradnji celuloznih i@tov se viskoznost zmanjSa, s tem pade
kvaliteta izdelkov. Springle in sod. (1988) so prda da je véina primerov izgube
viskoznosti v skladig&nih barvah posledica encimatskega delovanja. Sprdra
viskoznosti je torej nezazelena, saj spremeni d¢ssitnin uporabnost izdelka. Razii
mikroorganizmi in raztine endoglukanaze izolirane iz mikroorganizmov raggejo
celulozne derivate (Karlsson in sod., 2002; Siegesod., 1995; Zhou in Ingram, 2000;
Saqib in Whitney, 2006; Reese in sod., 1950; Thayesod., 1984). Viskoznost raztopin
celuloznih derivatov je primarno funkcija stopnjelimerizacije (Reese in sod., 1950), na
viskoznost raztopin celuloznih derivatov s hidrafobi substituentami pa vpliva tudi
tvorba intermolekularnih povezav (Charpantier-Vakem sod., 2005). Stopnja substitucije
vpliva na topnost (Reese in sod., 1950), razgnauflji (Glasser in sod., 1994; Reese in
sod., 1950, Sieger in sod., 1995; Sitn2011) in tiksotropnost (Signt, 2011) celuloznega
derivata.
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1.1 NAMEN DELA

NasS namen je spremljanje razgradnje celuloznihvd®y (CMC, HEC, MC, TsCMC) z
razlicnimi bakterijskimi sevi. Zanima nas kako r&nke substituente v celuloznih derivatih
vplivajo na «inkovitost razgradnje €ellulomonas uda ter kaksno je reolosSko obnaSanje
raztopin celuloznih derivatov pri nat@$ocih striznih hitrostih. Poleg tega bomo preverili
kaksna je konformacija polimerov celuloznih deroxat raztopinah.

1.2 HIPOTEZE

V magistrskem delu smo postavili naslednje hipateze
* Substituente celuloznih derivatov vplivajo na tokowbnaSanje raztopin
e TsCMC je manj biorazgradljiv kot CMC

» Biorazgradnja derivatov je povezana z njihovo hiolboostjo.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 CELULOZA

Celuloza je fibrilarnagvrsta, v vodi netopna substanca, ki jo najdemo l\mmé stenah
rastlin, predvsem v steblih, deblih, pecljin in ait olesenelih delih rastlinskih tkiv
(O'Sullivan, 1997). Celuloza je nerazvejan homaogaitiarid sestavljen izB-D-
glukopiranoznih enot povezanih z (& 4) glikozidnimi vezmi (Purves, 1954;
Marchessault in Sundararajan, 1983). Piranozni ®bso v konformaciji stola’C; s
hidroksilnimi skupinami v ekvatorialnem polozaju. Naravi imajo celulozne verige
stopnjo polimerizacije (DP) priblizno 10 000 gluk@moznih enot v lesu in 15 000
glukopiranoznih enot v nativni bombazni celulozjo@rém, 1981). Gozdni in kmetijski
organski odpadki so bogati viri celuloze, hemicehal in lignina v povpraem razmerju
4:3:3 (Brauns in Brauns, 1960).

Nativna celuloza je sestavljena iz kristalmh in amorfnih regij (Saqib in Whitney, 2006).
Vi§ji kot je odstotek kristaliinih regij nasproti amorfnim regijam v celuloznenbsuatu,
bolj je substrat odporen na encimsko razgradnjdé@o in Chambliss, 1989). Priblizno 30
posameznih celuloznih molekul je sestavljenih je&eenote, ki jih poimenujemo
elementarne fibrile (protofibrile), ki se sestavjovetje enote mikrofibrile, te pa se
sestavijo v celulozno vlakno (Lynd in sod., 2002).

Slika 1: Struktura nativne celuloze (Clasen in Kulcke, 2001: 1846)
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2.2 CELULOZNI DERIVATI

Vodotopne polimere lahko razdelimo v tri skupinaravni, sintetini ali semisintetini kot
so celulozni etri (Sieger in sod., 1995). Celulozini so netoksni, ponavadi vodotopni in
v obliki belih do rumenkastih praskov ali granul h{@lking in Schmidt, 2011).
Aktivacijske energije za hidrolizo glikozidnih veziHEC, MC in CMC so podobne: 31,1,
31,7 in 31 kcal/mol (Vink, 1966), kar se ujema 2mgijami, ki so potrebne za hidrolizo
glikozidnih vezi v celuloznih materialih (Feller iwilt, 1990). Razlike v nabrekanju in
raztapljanju raztinih celuloznih etrov so posledica interakcij vodikovezi med prostimi
OH skupinami po eni strani, ter hidrofilnih in hidobnih substituentskih skupin po drugi
strani. Te interakcije si lahko predstavljamo kostopno uvajanje hidrofobnih substituent
na nativno celulozo. Nativna celuloza ima kristalstoukturo, ki bazira na vodikovih
povezavah. Substituente pov&jo delno nepravilnost kristalne strukture, ki saz& v
prostih hidroksilnih skupinah. Posledica je vigjartost v vodnih medijih z viSanjem DS.
Nadaljnje eterifikacije s hidrofobnimi subtituentapovzraiijo topnost v organskih topilih.
(Thielking in Schmidt, 2011).

Molekularna struktura in konformacija polimera vzt@pini je bistvenega pomena za
tokovno obnaSanje polimernih raztopin. Konformagjlimera v raztopini je primarno

odvisna od kemijske strukture polimera. Molska masacentracija, temperatura in topilo
so Se drugi parametri, ki vplivajo na strukturo ip@ra v raztopini. Togost verige,
ekspanzija polimerne spirale in prostorska potrelodocajo hidrodinamski volumen

individualne molekule, kar posleaio vpliva na tokovno obnaSanje polimerne raztopine
primerjavi scistim topilom (Clasen in Kulicke, 2001).

Clasen in Kullicke (2001) kot mozne substituentecetulozi omenjata celulozne estre:
celuloza acetat, celuloza ksantogenat, celulozéatsuteluloza fosfat, celuloza ftalat;
celulozne etre: karboksimetil celuloza, sulfoe®lutoza, metil celuloza, etil celuloza,
hidroksietil celuloza, hidroksipropil celuloza, o@etil celuloza.

6 _OR
OR n 0
RO 0 ;
.0 & RO - L

OR

Slika 2: Struktura vodotopnih celuloznih derivatov (R = H ali CH; ali CH,COONa ali CH,CH,0OH)
(Clasen in Kulicke, 2001: 1847)
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2.2.1 Karboksimetil celuloza (CMC)

CMC je po barvi brezbarven do kremast material,izvexden z reakcijo celuloznih
hidroksilnih skupin s kloroacetatom (Sieger in sdiP95). V CMC variacije v stopniji
polimerizacije mono vplivajo na lastnosti produkta (npr. reoloSksthasti), kar ga dela
bolj ali manj primernega za spec¢iiie aplikacije (Enebro in sod., 2009). Za vsak Biste
polimer-topilo sta molska masa raztopljenih makrt@kol in njihova koncentracija v
raztopini kljutna parametra, ki vplivata na reoloSke lastnostogzne. Visja viskoznost se
lazje doseze z viSjo koncentracijo polimera kozpasjo molsko maso polimera. Ko se DS
poveuje v obma@ju DS < 1, se viSa tudi topnost (Kulicke in sod99@&). Na vsaki
glukozni enoti so lahko do tri subtituente, makdmasstopnja substitucije (DS) je 3. CMC
je topen v vodi, ko ima DS nad 0,4 (Karlsson in.s@002). Raztopine CMC se obnaSajo
psevdoplastino (Gomez-Diaz in Navaza, 2002).

Sposobnost celulaz za razgradnjo CMC je¢moo povezana s stopnjo substitucije in
velikostjo substituent. ManjSa kot je substituenitja je stopnja substitucije, ki jo lahko
tolerirajo celuloliteni encimi (Glasser in sod., 1994). Stopnja polimagije ne vpliva na
encimsko hidrolizo CMC (Reese in sod., 1950). Hideoceluloznih derivatov je omejena
na regije molekul brez ali z malo substituentaret, lkarboksimetilne skupine predstavljajo
ovire (stertne ali eklektrostatske) ali otezujejo nastanek kwdh vezi med encimom in
substratom. Kemijska struktura in koncentracijaims&ih produktov je zato odvisna od
selektivnosti encima in strukture subtrata (CMChdbro in sod., 2009). Enakomerno
substituiran vzorec CMC z DS 0,5 ima priblizno 4@stwtkov anhidroglukoznih enot
monosubstituiranih, 5 odstotkov disubstituiranihSs odstotkov anhidroglukoznih enot
nesubstituiranih. Vzorec CMC z DS 1,2 ima samo @l6tatkov anhidroglukoznih enot
nesubstituiranih (Spurlin, 1939). Razmerje med Sulsstami na CMC pridobljeno’3C
NMR na mestih C2 : C3:C6 je 3,0:1,0: 2,1 (Baasod., 1994). CMC je dober substrat
za endoglukanaze in se pogosto uporablja kot stdndsubstrat v testih endoglukanazne
aktivnosti (Ghose, 1987). CMC je varen za uporalpwehrani in ni toksien (Bar in sod.,
1995a; Bar in sod., 1995b).
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2.2.2 Metil celuloza

Metil celuloza se pripravlja z eterifikacijo alkaliteluloze z metil kloridom (Park in sod.,
2001). DS metil celuloz na trgu je med 1,7 in 2/®ituent na anhidroglukozno enoto.
(Thielking in Schmidt, 2011). Metil celuloza z D8 6,1 do 1,1 je topna v razkeshem (6
do 8 %) natrijevem hidroksidu, MC z DS od priblizh@t do 2,0 je topna v vodi, skoraj
popolnoma substituirana metilceluloza (DS 2,4 5 p& je netopna v vodi, a je topna v
organskih (Feller in Wilt, 1990).

Leta 2003 se je prodalo okoli 120000 ton metil bede in hidroksialkil metil celuloze.
Dalet najve& se metil celuloza uporablja v segmentu gradberatterralov. V Evropi se
MC uporablja v belilih, ometih in lepilih za plase. V farmacevtski industriji se metil
celuloza uporablja kot osnova za tablete in v @ieath za tablete. V Zivilski in kozmei
industriji se izkori8a zgogevalne in emulgacijske lastnosti metil celulozetozda se
doseze zazeleno konsistenco in teksturo produktizlking in Schmidt, 2011).

[ CH20CH3

Slika 3: Struktura metil celuloze (MC) z DS 2 (Fekr in Wilt, 1990: 16)

2.2.3 Hidroksietil celuloza

Hidroksietil celuloza (HEC) nastane z reakcijo ¢tete z etilen oksidom. HEC je neionski
derivat in je topen v hladni in b vodi. Hidroksietil celuloze so na trgu na voljo z
viskoznostmi med 10 mPas in 100000 mPas in molarsutstitucijami (MS) med 1,5 do
3 (Thielking in Schmidt, 2011). Hidroksietil celae® z DS 0,11 do 0,31 (MS 0,17 - 0,42)
so topne v 7 % natrijevem hidroksidu, HEC z DS (j661,66 (MS 1,0 - 4,1) je topen v
vodi (Feller in Wilt, 1990). Molarna substitucijagalstavlja Stevilo substituent vezanih na
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anhidroglukozno enotcCe ima substituenta reaktivne skupine, npr. hidtoksskupine,
potem se lahko odvijejo dodatne substitucije inbseMS razlikovala od DS in lahko
preseze Stevilo 3 (Clasen in Kulicke, 2001). DSustdjsko proizvedenih serij se giblje
okoli 1, vi§ja hidroksietilacija pa v glavhem vodo sekundarne, terciarne in kvartarne
substitucije hidroksialkilne substituente (formacgtranskih verig etilen oksida) (Thielking
in Schmidt, 2011).

Letna prodaja HEC znaSa okoli 60000 ton. Najbolpperablja v gradbeni industriji, Se
posebej v povrsinskih premazih. V industriji baer HEC skupina celuloznih etrov z
najvesjim trznim delezem. (Thielking in Schmidt, 2011).

HO.

r“:w

HO o e

Slika 4: Struktura hidroksietil celuloze (HEC) z DS=1 in MS=1,5 (Seidel, 2013)

2.2.4 Tozilat karboksimetilceluloza (TsCMC)

TsCMC je bil pripraviljen kot ester CMC irtoluensulfonske kisline (TSA) prek prostih
OH skupin na glukoznih enotah. Viskoznost TsCMC KMB gojiscu znaSa 27,2 mPas,
viskoznost CMC pa le 3,5 mPas. Viskoznost TsCM®dipa znasa 53,5 mPas. TsCMC
je bolj hidrofoben polimer kot CMC, kar je poslegiadicije relativho hidrofobnih skupin
na CMC. TsCMC ima veliko boljSe emulzifikacijskeospbnosti kot CMC. Prek polarnih
karboksimetilnih skupin TsCMC ohranja topnost v mbd medijih, prek nepolarnih
aromatskih tozilnih skupin pa zviSuje viskoznost.
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Slika 5: Struktura tozilat karboksimetil celuloze (TsCMC) (Doblekar, 2012: 19)

2.3 RAZGRADNJA CELULOZE IN NJENIH DERIVATOV

Katabolizem celuloze vkljtuje encimsko depolimerizacijo netopne celuloze @ti¢no
izrabo produktov hidrolize celuloze (Lynd in so2002). V proces razgradnje celuloze so
vkljuc¢ene tri vrste encimov: endoglukanaze (EC 3.2.1k depijo dolge celulozne verige
na nakljgnih mestih; eksoglukanaze (EC 3.2.1.74) odceplglitkozne monomere ali
celobiozne molekule z reducirgjb ali nereducirajtih koncev celulozne veriges-
glukozidaze ali celobiaze (EC 3.2.1.21) hidrolipraelobiozo v glukozne monomere
(Saqgib in Whitney, 2006). Celobioza inhibira siteegndoglukanaz in eksoglukanaz s
povratno inhibicijo (Bisaria in Ghose, 1981).

Bakterijske endoglukanaze so lahko izkhjp celéno vezane, ekstracelularne, ali pa
celicno vezane in ekstracelularne. Bakterijsg@lukozidaze so vedno céfio vezane
(Stoppok in sod., 1982). ¥ma anaerobnih vrst, ki uporablja celulozo, ne &m0
ekstracelularnih celulaz, imajo pa lokalizirane kdeksirane celulaze neposredno na
povrSini celice ali celinega-glikokaliks matriksa. Aerobni celulozni razgralci,
bakterijski in glivni, uporabljajo celulozo s pofo velikih koli¢in ekstracelularnih
celulaz (Rapp in Beerman, 1991; Schwarz, 2001)tr&gslularne celulaze ne tvorijo
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stabilnih kompleksov z visoko molekulsko maso inzs¢o imenujejo nekompleksirani
celulazni sistemi. Kompleksirani celulazni sisteati celulosomi, ohkiajno anaerobnih
bakterij, delujejo sinergistho na mestu hidrolize celuloze, kar olajSuje teogaa boljSi
dostop do produktov celulozne razgradnje (Lyndoid, 2002).

Endoglukanaze ponavadi povéijo drastten dvig specitine fluidnosti v primerjavi z
relativno p&@asnejSim dvigom redukcijskih sladkorjev. Eksoglukz® pa obratno
povzraijo pocasen dvig specifne fluidnosti v primerjavi s hitrim dvigom redukskjih
sladkorjev (Robson in Chambliss, 1989). Nekatereloglukanaze izkazujejo tudi
eksoglukanazno aktivnost (Petre in sod., 1986).ak#k endoglukanaze so sposobne
hidrolizirati glikozidne vezi ob mono-substituiraamhidroglukozni enotiie je substituenta
locirana na O-6 poziciji (Horner in sod., 1999). Depolimerizatia aktivnost
endoglukanaze je mnogo &/@ kot saharifikacijska aktivnost (Thayer in soti984). V
primerjavi s Stevilom organizmov, ki lahko uporalpd glukozo, je relativno malo
organizmov sposobno privzema celobioze v celico dinektnega intracelularnega
metabolizma (Zhou in Ingram, 2000).

Celulazni sistemi izkazujejo visjo kolektivno akinst kot je vsota aktivnosti posameznih
encimov, to je fenomen, ki ga poimenujemo sinergiz@®bstajajo Stiri vrste sinergizmov:
(1) endo-ekso sinergija med endoglukanazami inglkkanazami, (2) ekso-ekso sinergija
med eksoglukanazami, (3) sinergija med eksoglukamazin B-glukozidazami, Ki
odstranjujejo celobiozo, in (4) sinergija med kidtahimi domenami in CBM-ji
(oglikovodik-vezni modul) (Din in sod., 1994; Teeli997). Najbolj pogosto préevani
celuloliticni organizmi so: glive rodovrichoderma, Humicola, Penicillium, Aspergillus,
bakterije rodowBacillus, Pseudomonas, Cellulomonas; aktinomicete rodo&reptomyces in
Actinomucor (Sukumaran in sod., 2005). Bile so identificirazeduloliticne arheje rodu
Thermogladius cellulolyticus 1633 (Mardanov in sod., 2012).
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2.4 ROD BAKTERIJCelulomonas

Predstavniki roduCellulomonas so korineforme bakterije, katerih najbolj prepozma
lastnost je zmoznost razgradnje celuloze (Thayesoid., 1984). Na agarnem QdojiSs
kvasnim ekstraktom in glukozo se@elulomonas tvorijo gladke, lesketaje bele ali
rumene kolonije s premerom okoli 5 mm. Predstavrokiu Cellulomonas odlicno rastejo
pri aerobnih pogojih, pri anaerobnih pogojih pagst mé&no up@asnjena (Stackebrandt
in Kandler, 1979). Thayer in sod. (1984) so razidbhkterije roduCellulomonas v dve
skupini glede na CMC depolimerizacijsko aktivnoseldtivno visoka aktivnost ali
relativno nizka aktivnost). V skupino z relativnizsako aktivnostjo spadajG. uda ATCC
491, C. gelida ATCC 488, C. cellasea ATCC 487, “C. subalbus” ATCC 489 in
Cellulomonas sp. sev ATCC 21399; v skupino z relativno nizktivalostjo paC. biazotea
ATCC 486, C. fimi ATCC 484, C. flavigena ATCC 482. Optimalna temperatura za
depolimerizacijo CMC pri predstavnikin rodCelluiomonas je 40 °C, optimalna
temperatura za rast pa je 30 °C. Encimska aktivjgosgjviSja pri pH 6 in 7 (Thayer in
sod., 1984).

2.4.1Cellulomonas uda

Cellulomonas uda je gram pozitivha bakterija in ima peptidoglikamat Orn-Gly. Vsebnost
gvanina in citozina v DNACellulomonas uda je 72 %. Je negibljiva, proizvaja polimer
glukoze, kurdlan in kislino iz arabinoze, maltogaharoze in trehaloze, a ne iz riboze. Ne
reducira nitrata v nitritCellulomonas uda dokaj hitro razgradi mikrokristalitino celulozo

in ¢asopisni papir. Endoglukanaze @ellulomonas uda so v&inoma ekstracelularne, 1 %
ali manj pa je cetino vezanihB-glukozidaze priCellulomonas uda so vedno povezane s
celico. Kortna produkta hidrolize celulozeCGellulomonas uda sta celobioza in glukoza v
razmerju 6:1 (Stoppok in sod., 1982).
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2.5 ROD BAKTERIJBacillus

Bakterije roduBacillus so gram pozitivne bakterije, ki tvorijo endosparazlocajo Sirok
nabor encimov, med drugim amilaze, protegzglukanaze in hemicelulaze (Priest, 1977).
Predstavniki roduBacillus proizvajajo samo endoglukanaze in niso sposobimkavite
razgradnje kristalitne celuloze. Celulolitni encimi roduBacillus so skoraj v celoti
ekstracelularni (Robson in Chambliss, 1989). Velkst bakterijBacillus je sposobnih
razgradnje CMC z endoglukanazanBacillus subtilis (Robson in Chambliss, 1984;
Kndsel, 1971; Orehek in sod., 2013acillus polymyxa (Fogarty in Griffin, 1973;
Greaves, 1971)Bacillus licheniformis (Dhillon in sod., 1985)Bacillus cereus (Thayer,
1978), Bacillus brevis (Kndsel, 1971)Bacillus firmus (Knésel, 1971)Bacillus pumilus
(Knosel, 1971).

2.5.1Bacillus subtilis

Bacillus subtilis lahko raste aerobno ali anaerobno in uporabljatitamesto kisika kot
akceptor elektronov (Earl in sod., 2008). Kunstsod. (1997) so identificirali gene za
nitrat reduktazo vBacillus subtilis. Nakano in sod. (1997) pa so eksperimentalno
demonstrirali anaerobno raBacillus subtilis ob prisotnosti nitrataBacillus subtilis lahko
formira zelo odporne dormantne endospore kot odzvpomanjkanje hranil in ostale
okoljske strese. Te spore se lahko enostavno mgnasvetrom.Bacillus subtilis lahko
izoliramo iz mnogih zemeljskih in vodnih okolij (Bain sod., 2008). Endoglukanaze
bakterije sevovBacillus subtilis so termostabilne do 50 °C = 5 °C, optimalni pH za
celulazno aktivnost je v obmjju med 5,0 do 6,0 (Robson in Chambliss, 1989).
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3 MATERIALI IN METODE
3.1 MATERIALI

Kemikalije

» 3,5 —dinitrosalicilna kislina &4N,0O72H,O M,, = 246, 12 g/mol (Sigma, Neiifa)
e amonijev nitrat NHNO3; M, = 80,04 g/mol (Sigma — Aldrich, Neiiya)

e D—(+)-glukoza, brezvodnagl;,0s M, = 76,05 g/mol (Kemika, Hrvaska)

* hidroksietil celuloza (Natrosol 250 MR; Ashland,r\gja)

« K,Na-tartrat GH,KNaOg4H,O M,, = 282,23 g/mol (Merck, Ne#ija)

» kalcijev klorid CaCje2H,0O M,, = 219,09 g/mol (Sigma — Aldrich, ZDA)
 kalijev dihidrogen fosfat KkPO, My, = 136,09 g/mol (Merck, Nedija)

« kalijev hidrogen fosfat KHPO, M,, = 174,18 g/mol (Kemika, Hrvaska)

» karboksimetilceluloz,,= 90 kDa, DS = 0,7 (Aldrich Chemistry, ZDA)

« karboksimetilceluloza DS = 1,2 (Blanose 12M31P, lAsd, Nendija)

* metilceluloza CULMINAL 7000 PF (Ashland, N€&ija)

* magnezijev sulfat heptahidrat Mg@@H,O M,,= 246,48 g/mol (Merck, Nedija)
 natrijev hidroksid NaOH M= 40,00 g/mol (Merck, Netija)

e natrijev klorid NaCl M, = 58,44 g/mol (Sigma — Aldrich, Danska)

« agar (Fluka, Spanija)

* peptokompleks (Biolife, Italija)

» kvasni ekstrakt (Biolife, Italija)

» destilirana voda

TsCMC je bil pridobljen z esterifikacijsko reakcijped —OH skupinami CMC in tozil
anhidridom. Tozil anhidrid je bil pripravljen takda se je med meSanjem na magnetnem
mesSalu pri (100 £ 2) °C dimetilsulfoksidu dodalgOr, in dehidrirano TSA, meSanje je
potekalo 20 minut (Doblekar, 2012).
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Sestava goji§

Prilagojeno BHM goji&e (Bushnell in Haas, 1941) z 1 % CMC ali TsCMC:

0,2 g MgSQ+7H,0O

19 KHPO,

1 g KH,PO,

1 g NH;NO;

0,2 ml CaCj2H,0 (100 g/l)
10 g CMC ali 10 g TsCMC
1000 mL destilirane vode

Za 1L 0,75 % raztopine CMC in TsCMC smo uporabjii g celuloznega derivata. Za 1 L
1,25 % raztopine CMC in TsCMC smo uporabili 12,Fajuloznega derivata. Gojig
BHM s CMC in TsCMC niso imela dodanega NaCl, kezesama po sebi vsebovaliNa
ki je bil vezan na COOskupine. Dodajanje NaCl bi povzitbn agregacijo CMC in
TsCMC v raztopini. V primeru MC in HEC smo dodala@l, ker celulozna derivata ne
vsebujeta Na Nobeno izmed nasih BHM gofidni vsebovalo vira Zeleza, ker Zelezo
povzrai agregacijo CMC in TsCMC preko keliranja COgkupin.

Prilagojeno BHM goji&e (Bushnell in Haas, 1941) z 1 % HEC ali MC:

0,2 g MgSQ7H,0O

19 KHPO,

1 g KH,PO,

1 g NH;NO;

0,2 ml CaCj*2H,0 (100 g/l)
1 g NaCl

10 g HEC ali 10 g MC
1000 mL destilirane vode

Trdno PKE + glukoza goji&:

6 g peptokompleksa

3 g kvasnega ekstrakta

3 g glukoze

15 g agarja

1000 mL destilirane vode
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DNS reagent (Miller, 1959):

e V 100 mL destilirane vode smo raztopili 8 g NaO&kd smo dobili 100 mL 2 M
NaOH,

* v 100 ml 2 M NaOH smo med segravanjem raztopilif5gdinitrosalicilne kisline,

* v 25 mL destilirane vode smo med segrevanjem rdeidy g K,Na-tartrata,

* obe raztopini smo zdruzili v Bki in dopolnili z destilirano vodo do oznake 500
mL,

* raztopino smo pustili meSati na magnetnem mesSatledai postala bistra.

Bakterijski sevi:

e Cellulomonasuda DSM 20108
* Bacillusfirmus

» Bacillus mycoides

* Salmonella typhimurium

* Azospirillumbrasilense ATCC 29145
» Alcaligenessp. NCIB 11015

* Bacillussubtilis JH 642

» Bacillus subtilis IS 75

* Bacillus subtilis 3610 wt

»  Streptomyces coelicolor

*  Chromaobacterium violaceum

Sevi brez oznake knjiznic so izolati pridobljeni Katedri za mikrobiologijo, Oddelka za
Zivilstvo ali na drugih katedrah Oddelka za zZivitsBiotehniSke fakultete.

3.2 METODE

3.2.1 Gojenje bakterijskih kultur

Vse bakterijske seve smo imeli shranjene na 4 °€Kif + glukoza goji&h. Vsaki drugi
teden smo bakterijske seve precepili na nova PKjiikoza goji§a. Nacepljena goji& z
bakterijskimi seviCelulomonas uda DSM 20108, Bacillus frmus, Bacillus mycoides,
Salmonella typhimurium, Alcaligenes sp. NCIB 11015Bacillus subtilis JH 642,Bacillus
subtilis IS 75, Bacillus subtilis 3610 wt in Chromobacterium violaceum smo inkubirali
aerobno preko ripri 37 °C.
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Nacepljena goji&a z bakterijskima sevomazospirillum brasilense ATCC 29145 in
Sreptomyces coelicolor smo inkubirali aerobno pet dni pri 28 °C.

Za inkubacijske poskuse na celuloznih derivatih spmgravili inokolum bakterij v
fizioloSki raztopini (0,9 % NaCl). Volumen inokolunglede na volumen BHM go§ia je
bil 1 %. Razen pri bakterijskih seviBacillus firmus, Bacillus mycoides, Salmonella
typhimurium, Azospirillum brasilense ATCC 29145 inAlcaligenes sp. NCIB 11015, kjer je
inokolum predstavljal 3 % gojig, ker je bil OD650 teh suspenzij nizji. Baktergdkulture
smo pred inokulacijo dvakrat sprali s fizioloSkoztgino. Suspendirano bakterijsko
kulturo smo centrifugirali pri 12000 rpm za 10 minnato smo odpipetirali fizioloSko
raztopino, nato smo zopet dodali fizioloSko raztopin bakterijsko kulturo resuspendirali.
Inkubacija z bakterijskimi sevi na gajif s celuloznimi derivati je vedno potekala
aerobno, v temi, s stresanjem pri 200 obratih nautoi pri 37 °C. Kot negativno kontrolo
smo gojige inokulirali s fizioloSko raztopino.

Pri eksperimentih €ellulomonas uda na CMC, MC in HEC smo uporabljali 400 mL
erlenmajerice z utori z 100 mL gaj& inkubacija je potekala pri 37 °C, s stresanjem p
200 rpm, aerobno in v temi. Poleg tega smo upa@akt®0 mL epruvete pri poskusu z
razlicnimi bakterijskimi sevi na CMC in TsCMC. V 50 mLrepete smo dali 7 mL goja
(bakterijska kultura) ali 11 mL fizioloSke raztopirfnegativna kontrola). 1z epruvet z 11
mL goji&a smo obkcasu ¢ odvzeli 4 mL gojiga za vzotenje. Inkubacija v epruvetah je
potekala pri 37 °C, s stresanjem pri 200 rpm, agwab v temi.

3.2.2 Vzokenje in shranjevanje vzorcev

Pred vsakim vza@enjem smo stehtali erlenmajerice ali epruvete, tédo ugotavljali
volumen izhlapele vode med inkubacijo. Izhlapelodwosmo nadomestili s sterilno
demineraliziranovodo. Pri vzokenjih smo odvzeli razine kolcine goji¥a. Za pripravo
vzorca za merjenje koncentracije redukcijskih stapi, HPLC in SAXS meritve smo
odvzeli 1400uL gojiséa, ki smo ga nato centrifugirali 10 minut pri 1200Bratih na
minuto. Supernatant smo odpipetirali v novo epicaamrznili.
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3.2.3 Merjenje optine gostote

Hitrost rasti pri bakterijah smo ugotavljali z metjem opitne gostote pri 650 nm. 3@
vzorca iz gojiga smo odpipetirali na mikrotitrsko pkas in izmerili optEno gostoto z
opticnim ¢italcem Multicsan spectrum, Thermo electron corpona

3.2.4 Merjenje koncentracije redukcijskih sladkorjev

Koncentracija redukcijskih sladkorjev nam povelkoie derivat celuloze razgrajen. Visja
koncentracija pomeni, da je celulozni derivat b@ggrajen, saj ob razgradnji daljSe
polimerne verige razpadejo in ob tem se pgavestevilo reducirajgh sladkorjev.
Umeritveno krivuljo smo pripravili iz 50 mM zalozmaztopine glukoze. Pripravili smo 0,
1, 2, 3, 4 in 5 mM standardne raztopine glukozestékleno epruveto smo odpipetirali 1
mL odmrznjenega vzorca in dodali 1 mL DNS reagerdpruvete smo prekrili s
kovinskimi zamaski, ozredi in premesSali z vrtidnim meSalom. Epruvete smo inkubirali v
vodni kopeli 15 minut pri 100 °C. Pri segrevanjusta@me barvni produkt, ki ima
absorbcijski maksimum pri 575 nm. Po segrevanju spouvete ohladili vcasi z
destilirano vodo in jih zopet premeSali z vétim meSalom. Iz vsake epruvete smo vzeli
300 pL vzorca in ga odpipetirali na mikrotitrsko pt@s Z opttnim citalcem izmerimo
absorbanco pri 575 nm. S po&m umeritvene krivulle smo doddi koncentracijo
redukcijskih sladkorjev.

3.2.5 Merjenje viskoznosti

Viskoznost smo merili z rotacijskim reometrom AntBaar Physica MCR 301. Uporabili
smo sistem »plate-plate« s premerom 49,975 mm,ikan@d meritvenima pléaama je bil
0,25 mm, merjenje je potekalo pri temperaturi (26,&1) °C. Za opravljeno meritev smo
potrebovali priblizno 490 pl vzorca, da smo zagolprostor med plof&ama. Taéke v
obmaju strizne hitrosti od 2 do 1000's0 bile izmerjene zaporedno vsakih 5 sekund v 29
korakih. Rezultati meritev viskoznosti so podarii rizni hitrosti 1000 3 v kolikor ni
druga&e ozna&eno. Viskoznost dobimo kot razmerje med striznoetagtjo (Pa) in strizno
hitrostjo (sV).
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3.2.6 HPLC-SEC

S HPLC-SEC smo ugotavljali razlike v masni poradieinolekul med nerazgrajenimi in
razgrajenimi vzorci CMC, HEC in MC. Nerazgrajeniovai so bili bili pripravljeni v
sterilnem BHM gojigu z 1 % CMC (DS = 1,2), oziroma HEC ali MC. Razgrajvzorci
so bili vzorci pridobljeni po sedemdnevni inkubadjCellulomonas uda. Za Iatevanje
smo uporabili velikostno izklgitveno kromatografsko tehniko, kjercloa poteka zaradi
razlicnega zadrZzevanja molekul v porah stacionarne famnj§e molekule se v koloni
zadrzijo daljéasa). Injicirali smo 20 ul 0,5 % vzorca, éedega z acetatnim pufrom. 0,4 M
acetatni pufer s pH 5 smo uporabili kot mobilnodfaPretok je bil 1 mL/min. Léba je
potekala na zaporedno vezanih kolonah PSS SupreatitiGal 100, 1000 in 10000 A, pri
temperaturi 80 °C. Detekcijo nam je omogdrl (ang.refractiveindeks; lomni kokinik)
detektor (KNAUER, Advanced scientific instruments).

3.2.7 SAXS

Ozkokotno rentgensko sipanje (SAXS) je ozkokotralsia tehnika, kjer se elasip
sipanje rentgenskih zarkov, ki jih povZrovzorec z nehomogenostmi v nanometrskem
merilu, zabelezi pri zelo nizkih kotih (afaijno 0,1 do 10°). To ozkokotno obtij® vsebuje
podatke o obliki in velikosti makromolekul, karaksticne razdalje delno urejenih
materialov, velikosti por in ostale podatke (GlatteKratky, 1982).

Eksperimenti ozkokotnega sipanja rentgenskih Zakm\bili izvedeni s Kratky kamero
(Fakulteta za kemijo in kemijsko tehnologijo, Katedza fizikalno kemijo). Generator
rentgenskih zarkov je bil opremljen z rentgenskejaez bakrovo anodo, ki izseva
rentgensko svetlobo Cykz valovno dolzinoX) 0,154 nm z mgo 1,4 kW (40 kv, 35
mA). Meritve vzorcev so potekale pri 25 °C.

Na y osi grafov s SAXS krivuljami je podana intdera sipnega Zarka 1(q), na x osi pa je
sipalni vektor g. V prednjem delu sipalne krivujgepodana informacija o interakcijah v
raztopini, v zadnjem delu sipalne krivulje pa gledenaklon doltamo togost molekul v
raztopini.
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4 REZULTATI

4.1 REOLOSKE IN STRUKTURNE LASTNOSTI CM@N TsCMC RAZTOPIN

Viskoznost toziliranega derivata CMC in viskoznd@MC v razlénih raztopinah je
prikazana na sliki 6. Viskoznost CMC in njenegaili@nega derivata je odvisna od
koncentracije polimerov in od koncentracije soliotkkazejo krivulje na sliki 6 se z
viSanjem koncentracije CMC viskoznost linearno goye, medtem ko se viskoznosti
TsCMC raztopine povelje eksponentno. TsCMC je tudi veliko bolj motent KiMC.
Opticna gostota pri 650 nm 1 % raztopine CMC(M 90 kDa, DS = 0,7) v BHM je
znaSala 0,04 a.u., ofxtia gostota 1 % raztopine TsCMC v BHM pa je znaB#8 a.u.. Po
avtoklaviranju je opazno znizanje viskoznosti rartacobeh celuloznih derivatov.
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Slika 6: Vpliv koncentracije celuloznega derivata m avtoklaviranja na viskoznost raztopine.Uporabili
smo tekée BHM goji&e in celulozna derivata karboksimetil celulozo (CM®!,, = 90 kDa, DS = 0,7) in
tozilat karboksimetil celulozo (TsCMC) v raahih koncentracijah. Dva vzorca sta bila avtoklavaa
(110 °C, 20 minut), dva pa ne.
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Glede na CMC se tokovno obnaSanje TsCMC precektgel Kot je razvidno iz slike 7 je
tokovno obnasanje CMC Newtonsko, kar pomeni, d&ozsost ni odvisna od strizne

hitrosti. Tokovno obnaSanje TsCMC je izrazito psgdstino, tudi viskoznost TSCMC je
znatno viSja kot viskoznost CMC.
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Slika 7: Reolosko obnaSanje nerazgrajenih karboksietil celuloze (CMC) (Mw = 90 kDa, DS = 0,7) in
tozilat karboksimetil celuloze (TSCMC) pri naraXajo¢ih striznih hitrostih. CMC in TsCMC sta bila
raztopljena v BHM goji&u in avtoklavirana.
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Na sliki 8 so prikazane sipalne krivulje vzorcev CNh TsCMC v BHM in v vodi. Za
primerjavo je prikazana teoré&tia sipalna krivulja polimera v konformaciji polprez
verige, velikosti, ki ustreza M= 90 kDa, brez intermolekularnih interakcij. Konfwacija
polprozne verige je najmanj toga konformacija pelien v raztopini. Najbolj @tno
odstopanje med teoré&tio krivuljo in krivuljami CMC in TsCMC je pov&nje naklona v
sprednjem delu krivulj. Na predniji del sipalne kije najbolj vplivajo strukturne lastnosti
opazovanega sistema nape velikostnih skalah (npr. razdalje med 5 in 58)n kamor
sodijo velikost polimera in medpolimerne interakcijlzrazito zmanjSanje naklona pri
CMC v prednjem delu je posledica odbojnih interpkeed karboksimetilnimi skupinami
polimera. Pri TsSCMC v vodi pride glede na CMC doanpdanja odbojnih interakcij.
Razlika v prednjem delu se sicer dodatno zmakigaodo kot topilo zamenjamo z BHM.
Namesto tega postane bodjitna razlika v zadnjem delu krivulje, kar nakazepremembe
na majhnih skalah. Manj strm naklon v repu krivullgCMC nakazuje bolj iztegenjeno
konformacijo TsCMC v primerjavi s CMC.
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Slika 8: SAXS sipalne krivulje nerazgrajenih vzorce karboksimetil celuloze (CMC) in tozilat
karboksimetil celuloze (TsCMC) v BHM goji&u in vodi. Uporabili smo 1 % koncentracije derivatov.
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4.2 BIORAZGRADNJA CMC IN TsCMC Z RAZLENIMI BAKTERIJSKIMI SEVI

Glede na to, da se CMC in TsCMC strukturno in rgkdo precej razlikujeta nas je
zanimalo, kako te lastnosti vplivajo na biorazgijadsbeh polimerov. Biorazgradnja CMC
in TSCMC derivata z razinimi bakterijskimi sevi je prikazana na sliki 9. Réati
koncentracij redukcijskih sladkorjev in viskoznok#izejo, da je CMC najbolje razgradil
sev Cellulomonas uda. Koncentracija redukcijskih sladkorjev je narask 36 mmol/L,
medtem ko je viskoznost po k&ami inkubaciji padla na 9 % &etne viskoznosti. Sledijo
Bacillus subtilis 3610 wt (2,2 mmol/L, 15 %Bacillus subtilis JH 642 (1,1 mmol/L, 41 %)
in Bacillus subtilis IS 75 (0,6 mmol/L, 53 %). TsCMC je glede na koricatijo
redukcijskih sladkorjev in normalizirano viskoznasdjbolje razgradilBacillus subtilis
3610 wt (0,8 mmol/L, 13 %), sledipacillus subtilis JH 642 (0,6 mmol/L, 34 %Bacillus
subtilis IS 75 (0,3 mmol/L, 42 %) ilCellulomonas uda (0,6 mmol/L, 51 %). Bakterijski
sevi Bacillus firmus, Bacillus mycoides, Streptomyces cooelicolor in Chromobacterium
violaceum niso uspeli rasti na CMC in TsCMC ter niso uspgrememniti viskoznosti
rastnega medija. Za nadaljnje delo smo uporabilidsgo Cellulomonas uda.

Normalizirana viskoznost

Koncentracija redukcijskih sladkorje
(mmol/L)

Kultura

H c(CMC) Bc(TsCMC) M normaliziranaj(CMC) @ normaliziranay(TsCMC)

Slika 9: Razgradnja karboksimetil celuloze (CMC) in tozilat karboksimetil celuloze (TsCMC) z
razliénimi bakterijskimi sevi. Razgradnja je potekala en teden v tehn BHM gojigu z 1 % CMC (\V, =
90 kDa, DS = 0,7) in BHM goj&i z 1 % TsCMC. Prikazana je povpna vrednost in standardni odklon.
Simbol ¢ v legendi ozriaje koncentracijo redukcijskih sladkorjev, normafinan predstavlja viskoznost
glede na viskoznost nerazgrajenega vzorca (negekiontrola).
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Biorazgradnja CMC in TsCMC je bila odvisna od kamtcacije celuloznih derivatov. Kot
koncentraciji celuloznih derivatov 3,3 mmol/L za CMn 0,4 mmol/L za TsCMC. Z
viSanjem koncentracije celuloznih derivatov je kemitacija redukcijskih sladkorjev
proporcionalno naréala. Koncentracija redukcijskih sladkorjev v raztgh CMC je
vplivala na rastCelulomonas uda. Opticna gostota je bila najnizja pri najnizji
koncentraciji redukcijskih sladkorjev (@B = 0,33 a.u. na 0,75 % CMC). Skladno z
naraganjem koncentracije redukcijskih sladkorjev je padaednost za normalizirano
viskoznost pri TsSCMC. Normalizirana viskoznost se @MC z viSanjem koncentracije
CMC ni spreminjala.

6 - r 0,9
- 0,8
> 51

Q9 - 0,7
‘xé o
[%2]
B 4 - 0,6 2
[72] N
£ S
“ = - 05 2
'S 2 34 ©

IS

ER 04 §
o N
© ©
S 24 03 &
@ S
= Z

5 - 0,2

A 0,1

0 - T T 0

0,75 1 1,25

Koncentracija derivata (%)

@ c(CMC) O ¢(TsCMC) m normalizirana n(TsCMC) @ normalizirana n(CMC)

Slika 10: Razgradnja razliénih koncentracij karboksimetil celuloze (CMC) in tozilat karboksimetil
celuloze (TsCMC) sCellulomonas uda. Biorazgradnja je potekala en teden z bakteZgiulomonas uda v
BHM gojiscih z 0,75 %, 1 % in 1,25 % CMC (M= 90 kDa, DS = 0,7) in v BHM gojith z 0,75 %, 1 % in
1,25 % TsCMC. Prikazana je povpna vrednost in standardni odklon. Simbol ¢ v leggmeédstavlja
koncentracijo redukcijskih sladkorjev, normalizieam predstavlja viskoznost glede na viskoznost
nerazgrejenega vzorca (negativna kontrola).
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Kot je razvidno iz slike 11 je tokovno obnaSanjeCWVEC po enotedenski razgradnji s
Cellulomonas uda Se vedno psevdopla&tio. Tokovno obnaSanje CMC je po enotedenski
razgradnji Newtonsko. Pri obeh derivatih se je eBtost po razgradnji znizala. Padec je
bil ob¢utnejsi pri CMC.
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Slika 11: ReoloSko obnaSanje karboksimetil celulozCMC) (M,, = 90 kDa, DS = 0,7) in tozilat

karboksimetil celuloze (TsSCMC) po enotedenski razgadnji s Cellulomonas uda. CMC in TsCMC sta
bila raztopljena v BHM goji&u in avtoklavirana.
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4.3 DINAMIKA BIORAZGRADNJE CMC IN TsCMC Z BAKTERIJQCellulomonas uda

Dinamika razgradnje CMC in TsCMC je prikazana nki 42. Po enodnevni inkubaciji s
CMC je koncentracija redukcijskih sladkorjev nasasia 2,6 mmol/L, kar je skoraj
desetkratno povanje glede na zetno stanje. Hkrati je viskoznost CMC po enodnevni
inkubaciji padla na 17 % #atne vrednosti. Do konca poskusa (28 dni) je viskez CMC
padla na 8 % z®&tne vrednosti. Maksimalna koncentracija redukihjsiladkorjev (3,3
mmol/L) je bil doseZzena po enem tednu. Na druginstje razgradnja TsCMC potekala
postopoma. Po 7 dneh je viskoznost padla na 65 &étrea viskoznosti, koncentracija
redukcijskih sladkorjev je narasla za 0,2 mmol/lb ®ncu poskusa je koncentracija
redukcijskih sladkorjev narasla na 1 mmol/L, vishkogt pa je padla na 23 odstotkov
zaetne viskoznosti. Kaima viskoznost 1 % raztopine razgrajenega TsCMdGlgedvakrat
viSja kot zg&etna viskoznost 1 % raztopine CMC.
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Slika 12: Biorazgradnja karboksimetil celuloze (CMQ in tozilat karboksimetil celuloze (TSCMC) z
bakterijo Cellulomonas uda. Biorazgradnja je potekala z bakter{jellulomonas uda v BHM goji&u z 1 %
CMC (M, = 90 kDa, DS = 0,7) in v BHM gojist z 1 % TsCMC. Prikazana je povpna vrednost in
standardni odklon. Simbol ¢ v legendi predstavigmdentracijo redukcijskih sladkorjev, normalizirana
predstavlja viskoznost glede na viskoznost nerdegega vzorca (negativna kontrola).
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Poleg spremembe viskoznosti se je z inkubacijo spndo tudi reoloSko obaSanje
TsCMC. Kot je razvidno iz slike 13 se je z dalj&nj inkubacije zmanjSevala
psevdoplastinost TsCMC. Kljub temu je po 28 dneh inkubacijeaako obnaSanje delno
razgrajenega TsCMC, za razliko od CMC, Se vednedugdasténo.
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Slika 13: ReoloSko obnaSanje tozilat karboksimetilceluloze (TsCMC) pri nara¥ajo¢ih striznih
hitrostih. TsCMC je bil raztoplien v BHM goj& in avtoklaviran. Razgrajen TsCMC smo dobili po

enotedenski in po Stiritedenski inkubacijiCsllulomonas uda pri 37 °C in s stresanjem pri 200 obratih na
minuto.
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4.4 STRUKTURA, REOLOGIJA IN BIORAZGRADNJA MC IN HE@ BAKTERIJO
Cdllulomonas uda

Iz rezultatov o razgradnji novo sintetiziranega WEC je razvidno, da se obnaSa precej
razlicno od CMC. Da bi umestili lastnosti novo sintetiriega TSCMC smo razgradnjo
strukturo in reologijo primerjali s komercialno dognimi derivati celuloze MC in HEC.
Na sliki 14 je prikazano tokovno obnaSanje nergegia HEC in MC. Oba derivata se
obnaSata psevdoplastio, kar pomeni, da z nat@hjem strizne hitrosti pada viskoznost.
Pri strizni hitrosti 2 § je bila viskoznost MC 0,42 Pas, viskoznost HEQO[26 Pas. Pri
1000 &' sta si viskoznosti MC (0,067 Pas) in HEC (0,054)Raecej podobni. Tokovno
obnaSanje MC in HEC je kvalitativho podobno obnasaisCMC.

0,45 -

<

0,4 -

0,35 A

Viskoznost (Pas)

0 T T T T T T T T T 1

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Strizna hitrost (1/s)

—e—nerazgrajen MC —s— nerazgrajen HEC

Slika 14: ReoloSko obnaSanje nerazgrajenih metil ddoze (MC) in hidroksietil celuloze (HEC) pri
narastajocih striznih hitrostih. MC in HEC sta bila raztopljena v BHM gaid in avtoklavirana. Uporabili
smo 1 % koncentracije MC in HEC.
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Na sliki 15 so prikazane sipalne krivulje nerzagndj vzorcev HEC, MC in CMC v BHM
gojis¢u. Za primerjavo je prikazana teoteia sipalna krivulja polimera v konformaciji
toge palice, velikosti, ki ustreza M= 90 kDa, brez intermolekularnih interakci.
Podobnost med teoreétio sipalno krivuljo toge palice in krivuljo HEC MC, nakazuje
odsotnost izrazitih interakcij v raztopinah HEC MC ter iztegnjeno konformacijo.
Nasprotno se krivulja CMC v vodi, kjer so karboksiiine skupine nabite, bistveno
razlikuje od teoretine krivulje toge palice. Ker je prikazna krivuljage palice osnovana
na enaki molski masi kot jo ima CMC, lahko skleparda je razlika v prednjem delu
sipalne krivulje posledica prisotnih medpolimermkerakcij. Razlika v sipalni krivulji na
manjSi skali nakazuje, da je CMC veriga manj tagsg, je v tem delu bolj podobna pol
prozni verigi, ki je prikazana na sliki 8.
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Slika 15: SAXS sipalne krivulje nerazgrajenih vzorev hidroksietil celuloze (HEC), karboksimetil
celuloze (CMC) (M, = 90 kDa, DS = 0,7) in metil celuloze (MC) v BHM @jiS¢u. Uporabili smo 1 %
koncentracije derivatov CMC, HEC in MC.
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Dinamika biorazgradnje HEC je prikazana na sliki B® enem dnevu inkubacije s
Cellulomonas uda je koncentracija redukcijskih sladkorjev narask etkrat na 1,13
mmol/L, kar je povzréilo padec viskoznosti na manj kot odstoteKetae viskoznosti.
Medtem, ko se v zadnjih Sestih dneh inkubacije aaslost skoraj ni wespreminjala se je
koncentracija redukcijskih sladkorjev skoraj podhaoj
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Slika 16: Biorazgradnja hidroksietil celuloze (HEC) z bakterijo Cellulomonas uda. Bakterijsko kulturo
smo gojili v goji¥u BHM z 1 % HEC.
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Za razliko od HEC rezultati s slike 17 nakazujgje, je viskoznost MC po enodnevni
inkubaciji padla zelo malo. Po Stirih dneh inkulpa@e prislo do v&ega padca viskoznosti
MC ob relativho skromnem porastu koncentracije kegskih sladkorjev. Po sedemdnevni
inkubaciji je viskoznost MC padla na 1,1 % ceme viskoznosti, koncentracija
redukcijskih sladkorjev pa je narasla na 1,2 mmol/L
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Slika 17: Biorazgradnja metil celuloze (MC) z bakteijo Cellulomonas uda. Bakterijsko kulturo smo
gojili v gojis¢u BHM z 1 % MC.
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HPLC-SEC kromatogrami na sliki 18 prikazujejo rkeliv porazdelitvi velikosti delcev
med razgradnjo HEC in MC. Nerazgrajena HEC in MGatemrelativho velike delce.
Nerazgrajeni HEC ima nekoliko SirSo distribucijo wisjo molekulsko maso glede na
elucijski ¢as. Z razgradnjo se elucijskasa obeh polimerov podaljSujeta, kar kaze, da sta
polimera razgrajena na manjSe enote.
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Slika 18: HPLC-SEC kromatogrami nerazgrajenih in razgrajenih vzorcev hidroksietil celuloze (HEC)
in metil celuloze (MC). Razgrajene vzorce smo pridobili po enotedenskiliakiji sCellulomonas uda pri
37 °C s stresanjem pri 200 obratih na minuto.
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Biorazgradnja HEC in MC je vplivala na tokovno obaaje MC in HEC raztopin. Kot je
razvidno iz slike 19 je pri HEC priSlo do znatnerespembe tokovnega obnasSanja.
Medtem, ko se nerazgrajen HEC obnaSa izrazito pgdasttno, ima razgrajen HEC
znatno nizjo viskoznost in Newtonsko tokovno obngSaki je podobno obnaSanju vodne
raztopine. Razgrajen in nerazgrajen MC se obngsatedoplastino, vendar je viskoznost
razgrajenega MC pri strizni hitrosti 2's(0,016 Pas) veliko niZja kot viskoznost
nerazgrajenega MC (0,416 Pas) pri isti striznirbit. Viskoznost razgrajenega MC pri
strizni histrosti 1000 $je priblizno dvakrat wéa od viskoznosti vode.
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Slika 19: ReoloSko obnaSanje razgrajenih hidroksidt celuloze (HEC) in metil celuloze (MC) pri
naras¢ajoc¢ih striznih hitrostih. MC in HEC sta bila raztopliena v BHM gdji$ in avtoklavirana.
Razgrajena HEC in MC smo pridobili po enotedenskubaciji sCellulomonas uda pri 37 °C s stresanjem
pri 200 obratih na minuto.
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4.5 RAST BAKTERIJECellulomonas uda NA RAZLICNIH DERIVATIH CELULOZE

Primerjava rasti bakterijgCellulomonas uda na razlénih celuloznih derivatih, ki so
predstavljali edini vir ogljika v goji&i je prikazana v preglednici 1. Bakterija je najeol
rasla na goj& s CMC (M, = 90 kDa, DS = 0,7), kjer je bil Ok po sedmih dneh
inkubacije 0,34 a.uCellulomonas uda na TsCMC ni uspela zrasti. Po sedmih dneh
inkubacije je bil ORsp = 0,001 a.u.. Pri MC in HEC je bila rast slabsark CMC.

Preglednica 1: Rast bakterije Cellulomonas uda na razliénih derivatih celuloze. Uporabili smo tekda
BHM gojis¢a z 1 % derivata. Inkubacija je potekala 7 dni3xi°C. Vrednosti v tabeli predstavljajo ajpid
gostoto, OD650 z enotami a.u.

Opti¢na gostota OD 650 (a. u.)
¢as (dan)
Derivat
0 1 7

CMC 0,04 £ 0,01 0,30+0,01 0,34 +0,02
TsCMC 0,03+0,01 0,03+0,01 0,00 £ 0,01

HEC 0,03+0,01 0,07 £ 0,01 0,09 +0,01

MC 0,02 +0,01 0,0£0,01 0,07 £ 0,02
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Derivati celuloze so komercialno zelo pomembni mpelii, ki omogdajo spremembo
viskoznosti izdelkov. Biorazgradnja derivatov nalut@zni osnovi predstavija velik
gospodarski problem, saj zmanjSuje ekonomsko vidimmelkov. V tem delu smo
strukturno in reoloSko opisali raztie celulozne derivate. Predvsem nas je zanimalo kak
razlicna struktura in sestava celuloznih derivatov vphasgbiorazgradnjo.

Uporabljeni celulozni derivati se razlikujejo gled&a naravo substituent. CMC ima
karboksimetilne substituente (-@EBIOONa), TsCMC ima poleg karboksimetilnih Se
tozilne substituente, MC ima metilne substituent€H;), HEC ima hidroksietilne
substituente (-CKHCH,OH). Vsi celulozni derivati imajo poleg substitudahko Se —OH
skupine na mestih C2, C3 in C6. Kot kazejo rezuiltaajo razlike v kemijski sestavi velik
vpliv na strukturiranost polimerov v vodnih ratopin Medtem ko sta HEC in MC
strukturno podobna iztegnjeni palici, so pri CMClozepomembne elektrostatske
interakcije, ki izrazito spreminjajo strukturirana®luloznih derivatov na veliki prostorski
skali. V primeru, da elektrostatske interakcije mjsamo prihaja do pov¢ane interakcije
med sosednjimi verigami, kar je posledica zmanj§arelektrostatskega odboja. TSCMC
je po svoji strukturiranosti blize HEC in MC. Tuddziv na dodatek soli kaze, da gre za
strukturno precej spremenjem material glede na CNi&ziliran material ima powan
hidrofobni  karakter. Charpentier-Valenza in sod.00®) so ugotovili, da so
intermolekularne interakcije hidrofobno modificitarCMC Sibke in povzrdjo stikajoce

se preplete verig.

Strukturne razlike modificiranih celuloznih derivat se poznajo tudi pri viskoznem
obnaSanju raztopin. Medtem, ko se CMC pri uporaiiljjekoncentracijah obnaSa kot
Newtonska teké&ina, velja za vse ostale uporabljene celuloznevdt®j da je njihovo
tokovno obnaSanje ne-Newtonsko. Pri viSjih strizdilirostih pride do razvozlanja
polimernih verig v raztopini oziroma do p@ame orientacije polimernih verig v smeri
toka (Clasen in Kulicke, 2001). Newtonsko obnasSa@]C lahko razlozimo z bolj
fleksibilno konformacijo v raztopini, saj so polimes fleksibilno konformacijo manj
viskozni in imajo manjSo tendenco k psevdopéaststi. Psevdoplasiost TSCMC, MC in
HEC lahko razlozimo z bolj togimi konformacijo gkecha CMC. SAXS sipalne krivulje
kaZzejo na zmanjSanje odbojnih interakcij v TsCMCedtem ko sipalne krivulje
nerazgrajenih vzorcev HEC in MC nakazujejo na aussitizrazitih interakcij v raztopinah
in iztegnjeno konformacijo. Psevdoplgsibst HEC in MC je glede na SAXS sipalne
krivulje posledica lazje orientacije iztegnjenihlipgernih verig v smer toka, zaradesar
tudi pride do v&jega padca viskoznosti Ze pri nizjih striznih hstib.
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Ker gre pri vseh derivatih celuloze za glikozidre/gzave anhidridnih glukoznih enot je
pricakovati, da bodo vsi celulozni derivati biorazgjadl vendar z razkino dinamiko, ki
je posledica raztne kemijske sestave. Rezultati kazejo, da je najhagradljiv celulozni
derivat CMC (DS = 0,7), TsCMC pa je najmanj raztjradelulozni derivat. Sposobnost
razgradnje celuloznih derivatov je pogojena z zmosgon proizvodnje in izleanja
endogluknaz. Karlsson in sod. (2002) so pokazaindkatere endoglukanaze (npr. Hi
Cel5A iz Humicola insolens in Tr Cel7B iz Trichoderma reesel) bolj winkovito
razgrajujejo CMC, kar se odraza v visjih koncerijadcredukcijskih sladkorjev in manjsih
molekulskih masah kanih produktov. Nasi rezultati potrjujejo, da je spbnost
razgradnje CMC oziroma TsCMC odvisnha od vrste uplggaega bakterijskega seva.

Razgradljivost HEC je v primerjavi s CMC (DS = 0.dpkaj podobna. Pri obeh polimerih
viskoznost drastho pade po enem dnevu inkubacije. Medtem ko se ekdracija
redukcijskih sladkorjev pri CMC takoj pos@ se pri HEC p&asi dviguje do konca
inkubacije in doseze precej nizjo skupno koncerjrado odraza tudi pri znatni razliki
med hitrostjo rasti bakterij€. uda na obeh polimerih; CMC omoga relativno hitro rast,
rast na HEC pa je pasna. Strukturno se polimera obnaSata zeloc¢razliNeglede na
razlicno dinamiko rasti je tokovno obnaSanje razgrajen€f§dC in HEC podobno -
Newtonsko. Rezultati kazejo, da je dostopnost aktivmest za glikozidaze pri obeh
polimerih dokaj velika, saj viskoznost pri obeh ip@rih zelo hitro pade. Potrebno je
poudariti, da za drastni padec viskoznosti ni potrebno verigo v celatzgraditi. Dovolj
je nekaj cepitev zelo dolgega polimera, da se vsket znatno spremeni.

Po drugi strani je biorazgradljivost TSCMC in MCepej drugéna od biorazgradljivosti
CMC (DS = 0,7). Viskoznost z inkubacijo pada pregegasneje kot pri CMC.
Koncentracije redukcijskih sladkorjev nataspaasi in ne doseze tretjine koncentracije
redukcijskih sladkorjev pri CMC. Rezultati HPLC-SH@zejo, da MC zelo verjetno ni
docela razgrajen. Predpostavljamo, da na struktwwst TsCMC v raztopini ndoo
vplivajo hidrofobne aromatske interakcije med tomii skupinami. Na zmanjSano
aktivnost endoglukanaz pri TsCMC bi lahko negativpbvale tudi vezi med aromatskimi
skupinami aminokislin encima in aromatskimi tozimiskupinami TsCMC. Domnevamo,
da tozilne skupine predstavljajo st&w oviro za dostop endogluknaz do substrata. Kljub
razgradnji se MC in TsSCMC Se vedno obnaSata pséasi@imo.

Rast bakterij je posledica privzema glukoze v eglid pa so ga zmozne samo bakterije, ki
imajo eksoglukanaze iB-glukozidaze s katerimi dodatno razgradijo verigduloznega
derivata. Znano je, da je bakterijadCellulomonas uda sposobna razgraditi
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mikrokristalinéno celulozo (Stoppok in sod., 1982), kar potrjujenoe sposobnost
proizvodnje eksoglukanaz ifi-glukozidaz. Thayer in sod. (1984) potrjujejo, daajo
endoglukanaze predvsem depolimerizacijsko aktivnostedtem ko je njihova
saharifikacijska aktivhost mnogo manjSa. Sahartijegje proces, ko encimi oligosaharide
razgradijo na enostavne sladkorje, to so v primealuloze glukozne enote. Za
saharifkacijo oligosaharidov so kfoe eksoglukanaze irB-glukozidaze ki zviSajo
koncentracijo redukcijskih sladkorjev bolj kot egtickanaze (Robson in Chambliss,
1989). RastCdlulomonas uda po enotedenski inkubaciji je bila najboljSa na CM«Ea
HEC in MC jeCedlulomonas uda rasla precej slabsSe medtem, ko na TsC8#Iulomonas
uda ni rasla, kjub temu, da je koncentracija redukdijssladkorjev narasla. Domnevamo,
da endoglukanaz€ellulomonas uda niso mogle nadalje razgraditi razgradnih produktov
TsCMC in zato ni bila mozna saharifikacija razgradsroduktov TSCMC.

5.2 SKLEPI

* Substituente celuloznih derivatov vplivajo na stu& in tokovno obnaSanje
raztopin derivatov celuloze; tozilne, metilne inlfuksietiine substituente paiago
psevdoplastinost, karboksimetilne substituente pa povgoo Newtonsko
obnaSanje raztopine.

* Poveana hidrofobnost celuloznih derivatov sovpada zamp biorazgradljivostjo.

* Novosintetizirani derivat celuloze TsCMC kaZze manjbiorazgradljivost v
primerjavi s CMC, MC in HEC.
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6 POVZETEK

Celulozni derivati nastanejo z vezavo substitueneno izmed treh OH skupin glukozne
enote v celulozni verigi. V naSem magistrskem daho uporabljali celulozne derivate s
karboksimetilnimi (CMC), hidroksietilnimi (HEC), nigimi (MC), ter karboksimetilnimi
in tozilnimi substituentami (TsCMC). Celulozni deti v vodnih raztopinah se
uporabljajo kot zga®valci, veziva, emulgatorji in stabilizatorji. Ugdnljajo se tudi zaradi
njihovega psevdoplaghega in tiksotropnega obnasSanja, kapacitete zaanjzwode,
kapacitete formiranja filmov in povrSinske aktiviiofClasen in Kulicke, 2001).
Razgradnja celuloznega derivata poverazgubo viskoznosti in dvig koncentracije
redukcijskih sladkorjev. Za depolimerizacijo celubth derivatov so potrebne samo
endoglukanaze. ViSja stopnja substitucije idj@esubstituente zmanjSujejo razgradljivost
celuloznih derivatov.

Rezultati kazejo, da je viskoznost 1 % raztopinENIE nekajkrat viSja kot 1 % raztopina
CMC, ¢eprav je intrinztna viskoznost ista. Visja viskoznost TsCMC je viergeposledica
intermolekularnih povezav med aromatskimi tozilningkupinami in bolj toge
konformacije TsSCMC. Nerazgrajen TsCMC se obnaSadmg@asténo, nerazgrajen CMC
pa Newtonsko. SAXS sipalne krivulje kazejo zmangambojnih interakcij pri TSCMC in
bolj togo konformacijo kot pri CMC (DS = 0,7). CM@& TsCMC lahko razgradijo nekateri
sevi Bacillus subtilis in bakterijaCellulomonas uda. Po razgradniji je tokovno obnasSanje
TsCMC ostalo psevdoplasto.

MC in HEC imata psevdoplastio tokovno obnaSanje. Za razliko od CMC (DS = @7)
MC in HEC nismo zazanali odbojnih interakcij, gleaie SAXS sipalne krivulje pa imata
MC in HEC bolj togo konformacijo kot CMC. Razgradtst HEC je velika, kar se odraza
v hitrem padcu viskoznosti in hitremu porastu kamcije redukcijskih sladkorjev. MC
je slabSe biorazgradljiv, kar se odraza WgsmejSem padcu viskoznosti in manjsi
koncentraciji redukcijskih sladkorjev. Razgrajen GliEna Newtonsko tokovno obnasanje,
razgrajen MC pa ima psevdoplasib tokovno obnaSanje.

Primerjava rasti bakterij€ellulomonas uda pokaze, da bakterija najbolje raste na CMC,
precej slabse na MC in HEC, medtem ko na TsCMCédbgktni rasla. To kaze, da bi
TsCMC lahko bil zanimiv nov derivat celuloze z zita zmanjSano biorazgradljivostjo in
kot tak primeren za aplikacije, kjer je bremenitedelkov z mikroorganizmi velika.
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Priloga A: Biorazgradnja karboksimetil celuloze CMC (DS = 1,2) z bakterijo Cellulomonas uda.
Bakterijsko kulturo smo goijili v tek@m goji€u z 1 % CMC (DS =1,2).
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Priloga B: ReoloSko obnaSanje karboksimetil celulog (CMC) DS = 1,2 pri naragajo¢ih striznih
hitrostih. CMC je bil raztopljen v BHM goji& in avtoklaviran. Razgrajen CMC smo dobili po entenski
inkubaciji sCellulomonas uda pri 37 °C in s stresanjem pri 200 obratih na nonut



