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1 S1
JI SIVEn
AL Encimi omogocajo potek metabolnih poti v mikroorganizmih. Preverili smo

prisotnost mikroorganizmov z o-demetilaznimi, monooksigenaznimi,
esteraznimi in nitrilaznimi encimi v okolju. Okoljske vzorce smo obogatili v
minimalnem gojisc¢u z dodatkom selektivnih substratov. Presejanje poteka s
prehrambenimi substrati (vir C in N), ki jih ustrezni encimi razgradijo do
enostavnejSih sestavin uporabnih kot vir hranil in gradbenih sestavin celice.
Kulture smo precepili na trdna gojisca in preverili rast. S presejalnimi testi
smo kvantitativno ovrednotili encimske aktivnosti kot posledico pretvorbe
substratov in nastanka obarvanega ali fluorescirajotega produkta. O-
demetilazno aktivnost smo odkrili pri 29 sevih, ki smo jih identificirali s
uporabo sistema API in CRYSTAL. Najbolj aktiven encim ima Comomonas
testosteroni s specificno aktivnostjo 3,696 AA/g mol. Pri M. lutues, M.
sedentarius, C. aquaticum, S. sanguis, E. aerogenes, S.spiritivorum, S.
pneumoniae, S. maltophilia., P. stutzeri, A. denitrificans smo identificirali o-
demetilazno aktivnost, o kateri predhodno niso porocali v literaturi. Od 10
izoliranih sevov smo pri S. uberis, A. faecalis, A. urinae, S. maltophilia na
novo  odkrili  monooksigenaznim  encim.  Najvec¢jo  specificno
monooksigenazno aktivnost ima Stenotrophomonas maltophilia, kar 2,07x10
¥ mol/g min. Esterazno aktivnost smo med 8 sevi na novo odkrili pri S.
sanguis, O. anthropi, A. urinae, S. uberis. Najbolj aktiven sev je
Corynebacterium jeikerum. Njegova specifi¢na aktivnost je 1189,668 /g.
Prisotnost nitrilaz smo med 4 sevi na novo identificirali pri C. jeikeium in S.
maltophilia. Najbolj aktiven nitrilazni encim spodoben razgradnje alifatskih
nitrilov smo odkrili pri Pseudomonas aeruginosa. Specifi¢na aktivnost je bila
879,03 g NH4/ mg proteinov v min. Ti izolirani vzorci z dokazanimi
encimskimi aktivnostmi lahko pripomorejo k poenostavitvi proizvodnjih
procesov, njihovi ekonomicnosti, okolju sprejemljivej$i sintezi organskih
snovi, uni¢enju nezazelenih snovi, pretvorbi substrata v bolj polarno, topno
ali aktivno obliko za nadaljnje procese.
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S1

sl/en

Enzymes are catalysts in living cells. The purpose of the research was screening of
environment samples for the biocatalysts with o-demethylase, monooxygenase,
esterase and nitrilase enzymes. Use of small substrate concentrations in growth media
allows a selective induction, enrichment with monitoring and analyses using different
sensitive screening tests. The use of carefully selected substrate results in either
colored or fluorescent quantification of products. This way we were able to identify
microorganisms with o-demethylase, monooxygenase, esterase and nitrilase enzyme
activities. We isolated 29 microorganisms with an active o-demethylase activity.
Isolation was made with API and CRYSTAL identification systems. The most active
enzyme was detected in Comomonas testosteroni with specific enzyme activity of
3,696 AA/g mol. In M. lutues, M. sedentarius, C. aquaticum, S. sanguis, E. aerogenes,
S.spiritivorum, S. pneumoniae, S. maltophilia., P. stutzeri and A. denitrificans enzyme
activity has not been previously reported in scientific literature. 10 monooxygenase
active strains S. uberis, A. faecalis, A. urinae and S. maltophilia have not been
previously reported as active. The specific activity of Stenotrophomonas maltophilia
is the highest from all (2,07x10® mol/g min). Esterase activity was newly discovered
in S. sanguis, O. anthropi, A. urinae and S. uberis. Corynebacterium jeikerum has the
most active enzyme from all of organisms studied (1189,668 /g). The presence of
nitrilase was indentified in C. jeikeium and S. maltophilia and previously not reported
in the literature. The most active nitrilase strain is Pseudomonas aeruginosa showing
the specific activity of 879,03 g NH4/ mg proteins min. Simple environment samples
allow discoveries of new microorganisms with enzyme activities, identification of new
enzyme types and new metabolic pathways. The power of this method is to create an
ideal biocatalyst for the majority of applications used in the industry and in the field of
science.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

Asos absorbanca pri 405 nm

4-MNBA 3-nitro-4metokibenzoatu

AcN acetonitril

ATP adenozin trifosfat

BenzN benzonitril

BSA goveji serumski albumin

CN Cistilna naprava

DDDV 5,5-dehidroksivanilinske kisline

ddH,O destilirana in demineralizirana voda

DMSO dimetilsulfoksid

DNK deoksiribonukleinska kislina

EC encimska razporeditev po nomenklaturi mednarodnega komiteja za
biokemijo in molekularno biologijo

gelrite zelirno sredstvo gelrite® gellan gum

glc glukoza

HPLC tekocinska kromatografija

LB Luria-Bertanijevo gojisce

MING mineralno gojisce

MBA metoksibenzojska kislina

NADH nikotinamid adenine dinukleotid fosafat

o-NPB o-nitrofenil butirat

p-NP p-nitrofenol

p-NPA p-nitrofenil acetat

p-NPB p-nitrofenil butirat

PropN propionitril

TLC tankoplastna tekocinska kromatografija

U encimska enota v pumol/min
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1 UVOD

Mikroorganizmi nas spremljajo v vsakdanjem zivljenju ter omogocajo Stevilne procese v
organizmu in v na$i okolici (metabolizem, bioremediacija, fermentacija). Celice v svojih
strukturah vsebujejo encime. To so katalizatorji biokemijskih reakcij, ki omogocajo hitrejso in
lazjo pretvorbo snovi ter hitrejSo vzpostavitev ravnotezja reakcij. Omogocajo hitrejsi potek
reakcij in nastanek produkta. Encimi imajo velik pomen za pretvorbo snovi, pridobivanje
energije in gradbenih elementov.

Encime uporabljamo na razlicnih podroc¢jih: v pekarski, farmacevtski, pivovarski, tekstilni
industriji, v medicini, kemijski sintezi in varstvu okolja. Omogocajo sintezo organskih snovi,
uni¢enje nezazelenih snovi, pretvorbo substrata v bolj topne, aktivne in polarne oblike ter
sodelujejo pri fermentacijah. Za uporabo v industrijskih procesih je potrebna izolacija
mikroorganizmov z Zelenimi encimskimi aktivnostmi. To je kompleksen proces, ki ga lahko
izvajamo s presejalnimi testi, z analizo genskega zapisa, fluorometri¢cnimi in kromogenimi
tehnikami ter na podlagi specificne vezave protiteles na zeleni protein. Te metode nam
omogocijo zaznavanje encima ali koli¢ine encimsko pretvorjenega substrata. Omogocijo

vizualizacijo kemijskih procesov in njihovo kvalitativno in kvantitativno vrednotenje.

Industrijska uporaba encimov v proizvodnji aktivnih u¢inkovin se v danasnjem casu povecuje.
Encimi pri organski sintezi omogocajo potek reakcij v milih reakcijskih razmerah, ki po
kemijski poti niso izvedljive ali privedejo do nastanka Stevilnih primesi. Omogocajo in
olajSajo nam izbor ustreznega katalizatorja. Ta v najmanjSem Stevilu korakov in z veliko
specifi¢nostjo omogoci okolju ¢isto katalizo, ki privede do nastanka Zelene aktivne
ucinkovine (zdravila, vitamini, aminokisline). Omogocajo tudi razgradnjo Skodljivih snovi,
bioloSko tezko razgradljivih snovi in zmanjSanje njihove toksi¢nost. Encimi so pogosto
predmet raziskav, ki se posvecajo zmanjSanju ekoloskih problemov, recikliranju in

zmanjSanju kopicenja Skodljivih snovi.
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1.1 GLAVNE HIPOTEZE IN NAMEN DELA

Za iskanje, preucevanje in izolacijo encimskih aktivnosti smo uporabili vzorce aktivnega blata
Cistilnih naprav in druge okoljske vzorce. Tu so prisotni mikroorganizmi vsakodnevno
izpostavljeni odpadnim produktom industrijskih proizvodenj in komunalnih, ki se stekajo v
Cistilne naprave. MeSanica odpadne vode in mikroorganizmov v bazenih ¢istilnih naprav se
imenuje aktivnho blato ter predstavlja vir hrane =za prezivetje velikega Stevila

mikroorganizmov.

Dolgotrajna izpostavljenost kemijskim spojinam ter pomanjkanje drugih primernejSih virov
hranil lahko privede do selekcije mikroorganizmov glede na okoljske razmere in do sinteze
encimov za razgradnjo prisotnih snovi.

Zeleli smo preverili prisotnost mikroorganizmov z o-demetilaznimi, esteraznimi,
monooksigenaznimi in nitrilaznimi encimi v okoljskih vzorcih. Mikroorganizme smo
obogatili, selekcionirali, izolirali posamezne seve in testirali encimsko aktivnost. Posvetili
smo se izboru presejalnih metod za zaznavo izbranih encimskih aktivnosti in razvoju hitrih

testov za kvantifikacijo encimskih aktivnosti mikroorganizmov.

V delu smo preverjali sledece hipoteze:
e da so v okoljskih vzorcih in vzorcih aktivnega blata prisotni mikroorganizmi, ki imajo
o-demetilazno, esterazno, monooksigenazno in nitrilazno encimsko aktivnost,
e da okolje oz. izpostavljenost razlicnim kemijskim spojinam omogoca preferenc¢no
selekcijo mikroorganizmov, ki imajo encime za razgradnjo prisotnih snovi,
e da nam metode s hitrimi testi omogoc¢ajo zaznavo prisotnosti encimov z

o-demetilazno, esterazno, monooksigenazno in nitrilazno encimsko aktivnost.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 MIKROORGANIZMI KOT VIR ENCIMOV

Mikroorganizmi uporabljajo encime za svoje rastne in prehrambene potrebe. Encimi
omogocajo celicni metabolizem, izrabljanje hranil in pridobivanje energije. Razvoj
metabolnih poti je posledica prilagajanja mikroorganizmov in sinteze novih encimov.

Bakterijske kulture s svojim velikim spektrom encimov omogocajo velik in natancen
biokataliti¢ni potencial ter omogocajo pretvorbe snovi z uporabo oksidacije, redukcije,
hidrolize, dehidracije in kondenzacije. Biokatalizator lahko zadrzimo v reakcijskem volumnu

z imobilizacijo celic ali encimov.

Biokataliticna masa je lahko prokariontska ali evkariontska in je v razli¢nih morfoloskih
strukturah (posamezne celice, agregati, flokule, peleti, aktivne kulture, organeli in encimi). Na
njeno biokataliticno aktivnost vplivajo spremembe okolja, stabilnost encimov, predhodna
kultivacija in lokacija mikroorganizmov ali encimov (na nosilcu, membrani, povrSinskem

filtru, mikrokapsulah, agregatih, ...) (Cimerman, 1992; Gaspari¢, 1992; Raspor, 1992)

2.2 PRESEJALNI TESTI ZA 1ZOLACIJO MIKROORGANIZMOV

Encimski testi so pomembno orodje za odkrivanje encimov in encimskih lastnosti. Test
zahteva razumevanje encimskega delovanja, vloge kemijskih lastnosti produktov in
substratov. Encimsko aktivnost lahko spremljamo s spremembami svetlobnega spektra
substrata ali produktov, spremembami pH vrednosti, spremembami oksidacijsko
redukcijskega stanja itd.

Presejalni testi morajo biti enostavni za izvedbo in morajo prepeciti lazno pozitivne rezultate.
Teste uporabljamo za identifikacijo aktivnih encimov iz mikroorganizmov ali mikrobnih
zdruzb (Zhu in sod., 2007).

pregledovanih sevov. Individualno kolonijo vzgojimo in analiziramo izhodni signal
(fluorescenca, absorbanca, itd.). Nekatere metode omogocajo lo¢evanje med pozitivnimi in
negativnimi vzorci na agarski plos¢i. Zaznamo obarvanje kolonij, razbarvanje gojis¢,
zbistritvene cone, nastanek fluorescence, ...

Selekcija vkljuCuje direktno povezavo med encimom in Zivljenjskimi lastnostmi celice

(proizvodnja aminokislin v mutantah, ...). Selekcija izvira iz genetske komplementacije. Ta
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preucuje vnos gena v vektor, izrazanje in sintezo kodirajocega gena. Gensko komplementacijo
uporabljamo za izboljSavo mikroorganizmov z vnosom genov z antibioti¢nimi rezistencami

(Reymond, 2006; Sandoval in Marty, 2007).

Presejalni testi in izbor ustreznih sevov vkljucuje tudi metode, ki zahtevajo testiranje s
pomocjo raznih aparatur kot so:

e tekocinska kromatografija,

e analitska HPLC

e masna spektrometrija,

e kapilarna elektroforeza,

¢ [R-termografija,

e UV/VIS spektroskopija ali fluorescenca,

e kolorimetricne metode (Wahler in sod., 2001).
2.2.1 GOJITVENE TEHNIKE

2.2.1.1 Standardne gojitvene metode

Tradicionalne metode pridobivanja novih biokatalizatorjev temeljijo na kultivaciji in
poznejSem testiranju Cistih sevov mikroorganizmov s presejalnimi testi. To so standardni,

zanesljivi, a po€asni pristopi (Bommarius, 2004).

2.2.1.2 Presejalne metode na osnovi selekcije

Presejalne metode omogocijo selektivno razmnoZevanje mikroorganizmov z iskanimi
biokataliticnimi aktivnostmi. To so pogoste in enostavne metode. Izbrani substrati
predstavljajo vir ogljika ali duSika za rast mikroorganizma. Prisotnost encima za razgradnjo
tega substrata omogoca mikroorganizmu kataliticno aktivnost, pretvorno substrata in nastanek

virov energije in prezivetje (Bommarius, 2004; Lorenz in sod., 2002).

2.2.1.3 Presejalne metode z detekcijo produkta

Metoda vkljucuje fizi€no locevanje vseh mikroorganizmov prisotnih v zdruzbi ter
individualno testiranje Cistih kultur in njihove encimske aktivnosti. To izvedemo na agarskih

ali v mikrotitrskih plos¢ah z uporabo obcutljivih detekcijskih metod (Bommarius, 2004).
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Preglednica 1: Biokataliti¢ne presejalne tehnike (Bommarius, 2004)

Metoda Analizna metoda Kineti¢ni profil
Kromogena ali | TLC locevanje po velikosti
fluorometri¢na barvanje produktov fluoro/kromogeni substrati ali produkti

biosinteza obarvanih produktov | pH indikator

Kompleksni HPLC
instrumenti masna spektrometrija IR-termografija
plinska kromatografija

2.2.1.4 Selektivna substratna ali produktna vezava na protein

Produktno specificna monoklonska ali poliklonska protitelesa omogocajo testiranje na trdni
fazi ali v raztopini. Oznacena protitelesa se specifi€no veZejo na taréni encim ali substrat, ki
deluje kot antigen. Odvecna protitelesa speremo, vezana protitelesa pa zaznamo s signalom

(obarvanost, fluorescenca, ...) ( Reymond, 2006).

harvna detekcijia

o konjugacijia encim produkt
ketaliza
— 2 Hl katalticno formiranje produkta in konjugacijiska

\ VETEVE
Y produktno specifitna vezava protieles

migja prottelesa
TTTT———— emeseeess Wrdna faza in blokirajod reagent

Slika 1: Selektivna substratna ali produktna vezava na proteine (Reymond, 2006)

2.2.1.5 Kromogeni in fluorometricni testi

To so enostavni in zanesljivi testi. Substrati onemogocajo direktno testiranje katalize velikega
Stevila reakcij in so uporabni za detekcijo razredov, ki kazejo ponavljajoce parametre.
Pomanjkljivosti  kromogenih in fluorogenih substratov je moznost prehitrega in
nespecificnega reagiranja v ostrih razmerah testiranja, kot so necist ekstrakt, visoka
temperatura ali pH vrednost (spontana hidroliza). To lahko vodi do detekcije lazno pozitivnih

biokatalizatorjev (Reymond, 2006).
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Current Opinion in Chemical Biclogy

Slika 2: Kromogeni in fluorescencni signal v mikrotitrski plos¢i (Reymond, 2006)

Mikrobna raznolikost dobljena z gojitvenimi tehnikami pokrije le majhen delez (1 %)
prisotnih vrst v okoljskih vzorcih. Vseh mikroorganizmov ne moremo gojiti. Iz okolja
izolirano DNA lahko namnoZimo s PCR in z molekularnimi tehnikami induciramo genetski
material v plazmidni vektor. Plazmidni vektor z vnesenim genskim zaporedjem analiziramo in
pregledamo ohranjenost zaporedja. Ta podatek je pokazatelj izrazanja encimske aktivnosti

(Lorenz in sod., 2002).

1
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Slika 3: Zaznavanje encimske aktivnost z genetskimi metodami (Lorenz in sod., 2002)

2.2.1.6 Genetske presejalne metode

Osnova presejalne in selekcijske metode je povezava med encimom nastalim produktom in
njunim kodirajo¢im genom. Presejanje na podlagi sekvenc omogocajo oligonukleotidni
zacetniki, ki nalegajo na tar¢ne gene in omogocajo identifikacijo tarénih genov direktno s
PCR ali preko PCR pridobljenih hibridizacijskih sond. Prednost genetskega presejanja je
analiza zelo velikega Stevila mutant za dani encim v okolju in zaznavanje neizrazenih

zaporedij (Lorenz in sod., 2002).
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2.2.2 OBOGATITEV IN SELEKCIJA MIKROORGANIZMOV Z INDUKTORJI

Iskanje encimov in preuc¢evanje njihovega metabolnega delovanja v celici zahteva poznavanje
biokemijskih mehanizmov regulacije sinteze zelenega encima.
Ti nacini regulacije sinteze so indukcija, katabolna represija in regulacija s povratno zanko.

e Encimska indukcija je proces, ko se encim sintentizira kot odgovor na specifi¢ne
signalne molekule. Te molekule (pogosto substrat potreben za encimsko reakcijo)
sodelujejo z represorjem, preprecujejo blokiranje operona in omogocajo sintezo
encima (Lehninger in sod., 1993).

e Kataboli¢na represija se vkljuci ob prisotnosti doloCenih virov ogljika ali dusSika v
gojis¢u, na katere je encimska sinteza obcutljiva, ter prepreCi sintezo encima
(Lehninger in sod., 1993).

e Regulacija s povratno zanko ("feed back" regulacija) - prekine sintezo produkta zaradi
prevelikega kopicenja le-tega. Za nemoten kontinuiran potek procesa moramo
produkt odvzemati iz sistema (Lehninger in sod., 1993).

Substratni analogi, ki so vir ogljika med selektivnim razmnozevanjem, dajo mikroorganizmu
moznost selekcije in hitre sinteze encimov, ki lahko pretvorijo izbrani substrat (Lehninger in

sod., 1993).

2.2.3 ENCIMI V ORGANSKI SINTEZI

Prvi zapis uporabe encimov v organski kemiji sega skoraj stoletje nazaj. Od takrat so odkrili
veliko Stevilo encimov in dolocili njihovo uporabnost v organski kemiji. Danes so na
podro¢ju biotransformacij za organsko sintezo najpomembnejsi encimi, ki spadajo v druzino
hidrolaz in oksidoreduktaz (slika 4) (Plummer, 1987).

liaze (8)

transferaze (9)
izomeraze {10}

oksigenaze (1) T i lipaze (1)

{izolirani encimi)
oksidoreduktaze (§)
{celice)

ostale hidrolaze (3) o @)
esteraze

nitrilaze {4}

proteaze (3)

Slika 4: Uporaba encimov za biotransformacije (Plummer, 1987).
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Encimi prikazani na sliki 4 in njihovo delovanje:
(1) — lipaze - cepitev estrskih vezi, hidroliza

(2) — esteraze - hidroliza estrov

(3) — proteaze —katalizira razgradnjo in cepitev peptidne vezi

(4) — nitrilaze -hidroliza nitrilov (organske komponente z funkcionalno skupino-
C=N)

(5) — ostale hidrolaze - hidroliza epoksidov, halogenov, fosfatov, glikozilacija

(6) — oksidoreduktaze - redukcija in oksidacija aldehidov in ketonov

(7) — oksidaze- biohidroksilacija, sulfoksidacija, epoksidacija, Baeyer-Villigerjeva
oksidacija

(8) — liaze, transferaze, izomeraze - izomerizacija karboksihidratov, racemizacija

in epimerizacija (Plummer, 1987).

Prednost encimsko kataliziranih reakcij v primerjavi s kemijskimi so:
e visoka specificnost (katalizirajo le eno reakcijsko stopnjo),
e delovanje nekaterih encimov pri visokih hitrostih reakcije in fizioloskih razmerah
nizkega pritiska, temperature in pH

e moznost ve¢kratne ponovne uporabe in prijaznost do okolja.

Slabosti encimsko katalizirane reakcije pri sintezi organskih snovi so:
e prisotnost enantiomerne oblike v naravi,
e ozko obmocje (pH in temperature) delovanja encimov,
e aktivnost v vodnem okolju,

¢ inhibicija encimov z visoko koncentracijo substrata ali produkta.

Razvoj encimske tehnologije je zelo hiter na podrocju proizvodnje, izolacije in preciS¢evanja
encimov. Razvojne perspektive lahko razdelimo v 3 skupine:

e izboljSava organizmov, ki se uporabljajo za proizvodnjo encimov,

e razvoj encimov za proizvodnjo novih izdelkov,

e razvoj tehnoloskih procesov sinteze encimov (Boyer, 2005).

Mikroorganizmi in encimi se v danasnjem casu vedno bolj uporabljajo za industrijsko

proizvodnjo v raznolikih panogah.
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Preglednica 2: Industrijska uporaba encimov (Kirk in sod., 2002)

Industrija Encimski razred Uporaba
Detergenti proteaze odstranjevanje madezev
amilaze odstranjevanje Skroba
lipaze odstranjevanje mas¢ob
celulaze ¢is¢enje, zbistritev barv
Hrana proteaze okus, sirjenje
laktaze zorenje sirov
pektinaze razgradnja pektinov
Skrob in | amilaze utekocinjeje Skroba
goriva glukozne izomeraze | pretvorba glukoze do fruktoze, zmanj$anje viskoznosti

Zivalska krma

ksilanaze

razgradnja neskrobnih polimerov

B-glukonaze

razgradnja polimerov

Pijaca pektinaze drozganje, mehcanje, utekocinjenje
amilaze obdelava sokov, nizko kalori¢nih piv
B-glukanaze mehcanje, drozganje

Tekstil celulaze mehcanje in razbarvanje bombaza
pektinske liaze ¢iscenje
laktaze beljenje

Papir in | lipaze kontrola smol in kontaminacij

papirna kasa | proteaze odstranjevanje biofilmov
amilaze odstranjevanje barvila, izboljSanje suSenja
ksilanaze beljenje
celulaze odstranjevanje barvila, izboljSanje suSenja

Organska lipaze razgradnja kiralnih alkoholov

sinteza akrilaze sinteza sinteti¢nih penicilinov
nitrilaze sinteza Cistih karboksilnih kislin

Osebna peroksidaze antimikrobno delovanje

higiena glukozne oksidaze | beljenje, antimikrobno delovanje
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2.3 O-DEMETILAZE

O-demetilaze so encimi, ki odstranijo metilno (CH3-) skupino vezano z etrsko vezjo, ki je v
proteinih (lignin, ksilan, ...) ali drugih spojinah. Spadajo v skupino oksidoreduktaz. O-
demetilacija lahko poteka v aerobnem ali anaerobnem okolju. Reakcija O-demetilacije
potrebuje koencime, kot so NADPH oz. NADH, flavoproteine ali Fe-S proteine, ki jih v

biokatalizo z zivimi celicami ni potrebno dodajati (Shimoni in sod., 2002).

O-demetilaza je znotrajceli¢ni, inducibilen encim sestavljen iz $tirih enot. V aktivnem centru
vsebuje kobalt, Zelezo ali nikelj. Elektroni potujejo iz NADH do komponent z reduktaznimi
lastnostmi (kisik, flavin (FAD ali FMN), NAD vezavno stran ali 2 Fe-2S skupek). Kot vir
energije potrebujejo ATP (Herman in sod., 2005).

Encim 4-metoksibenzoat monooksigenaza (EC 1.14.99.15) Kkatalizira pretvorbo 4-
metoksibenzojske kisline v 4-hidroksibenzojsko kislino. Encim je sestavljen iz dveh podenot
in sicer iz od NADH ali NADPH odvisne reduktaze in iz monooksigenaze (Shimoni in sod.,

2002).

2.3.1 UPORABA O-DEMETILAZ

O-demetilaze uporabljajo v farmacevtski industriji in industriji diSav. Uporablja se lahko za
pretvorbo lignina, aromastkih obrocev in vanilina; v kmetijstvu pa za razgradnjo herbicidov.

O, OH O

A

0

H,=" OH

Slika 5: Pretvorba vanilata v protekatehuat (Genom.net, 2007)

Aromatska o-demetilacija je glavni korak v sintezi skoraj vseh opinskih medicinskih
narkotikov in njihovih antagonistov. Pretvorijo lahko nekatere toksi¢ne in rakotvorne snovi
(borov tribromid, propantiolat in kalijev hidroksid) v netoksi¢ne in zazelene alternative

(Shimoni in sod., 2002; Brouk in Fishman, 2009).
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2.3.2 METODE ZA DOLOCANJE O-DEMETILAZ

Metode dolocanja o-demetilaz:
e Spektrofotometriéno merjenje prisotnosti rumeno obarvanega produkta 3-nitro-4-
hidroksibenzoata (Shimoni in sod., 2002).
e Spremljanje pretvorbe sestavin v gojiscu. Ekstrakcija sestavin gojis¢a in analiza
produktov encimskih reakcij s HPLC metodo. Opazi se zmanjSanje koli¢ine substrata
in povecanje koli¢ine produkta (Hibi in sod., 2005; Herman in sod., 2005).
e Merjenje porabe kisika oksigenaznih sistemov o-demetilaz z galvansko celi¢no

elektrodo (Sonoki in sod., 2000).

2.4 MONOOKSIGENAZE

Monooksigenaze (EC 1.13.12) katalizirajo prenos kisikovega atoma iz molekule kisika v
substrat in redukcijo druge molekule kisikovega atoma v vodo. So znotrajceli¢ni encimi in so
pomembni za prenos elektronov in sintezo ATP-ja. Za svoje delovanje potrebujejo NADPH,
nekateri pa tudi FADH;,

Monooksigenaze in dioksigenaze spadajo v skupino oksigenaz. Dioksigenaze katalizirajo
vkljucitev obeh atomov kisika v molekulo (Madigan in sod., 1997).

Pomembna podskupina monooksigenaz je citokrom P450 monooksigenaza. Encime najdemo
v zivalih, rastlinah, bakterijah in vsaki ¢loveski celici. Bakterijski monooksigenazni encimi so
vpleteni v metabolizem zeleza, oksidativni stres in patogeni odziv. Njihovo delovanje je

odvisno od prisotnosti NADH ali NADPH v organizmih (Doble in sod., 2004).

Monooksigenaze (BM-3-tipa) vsebujejo eno molekulo citokroma P450, hem domeno in

oksidoreduktazno NADPH vezavno domeno, kar jih lo¢i od S$iroko razSirjene skupine

reduktaz (Vatsyayan in sod., 2008).

Slika 6: Metanska monooksigenaza (levo) in alkalna monooksigenaza (desno) (Li in sod., 2008; Lieberman

in Rosenzweig, 2005)
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2.4.1 UPORABA MONOOKSIGENAZ

Monooksigenaze katalizirajo hidroksilacijo neaktivnega ogljika ali epoksidacijo organskih
substratov. Molekula kisika pogosto sluzi kot oksidant za ekvivalente iz NAD(P)H odvisnih
reduktaznih proteinov preko prenosa elektronov. Ta omogocCa metabolizem endogenih in
ksenobioti¢nih sestavin in ima velik potencial za uporabo v sintezni kemiji, okoljski
remediaciji, tekstilni industriji, toksikologiji in genski terapiji (Reymond, 2006).

Monooksigenazni in dioksigenazni encimi so zanimivi za uporabo, saj Kkatalizirajo

stereoizomere, ki jih je tezko doseci z organsko sintezo (Bornscheuer in sod., 1999).

HO

=0
I
%]
Iz
i

Slika 7: Razgradnje triptofana z monooksigenazami (Genome.net, 2007)

2.4.2 METODE ZA DOLOCANJE MONOOKSIGENAZ

Metode za doloCanje encimov:

e Ekstrakcija modrega produkta indiga, analiza s TLC in primerjava s kontrolnim indigo
vzorcem (Gillam in sod., 1999); analiza indiga z UV spektrofotometrom in masno
spektrometrijo (Gillam in sod., 1999); Indigo so uporabili tudi kot modro beli test za
direktno lo¢evanje in pregledovanje velikega Stevila sevov (Tee in sod., 2008).

e Merjenje aktivnosti citokrom P450 monooksigenaze z merjenjem substratno odvisne
porabe kisika z elektrodo Clarkovega tipa (Vatsyayan in sod., 2008)

e Doloc¢anje kromogenega substrata, njegovega razbarvanja in analiza koli¢ine pretvorbe
iz umeritvene krivulje (Tee in sod., 2008).

e Ekstrakcija vzorca in analiza koli¢ine produkta s plinsko kromatografijo (Tee in sod.,

2008).
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2.5 ESTERAZE

Esteraze spadajo (EC 3.1.1) v skupino v naravi razsirjenih hidrolaz. Katalizirajo reakcijo
cepitve estrske vezi v spojini v alkohol in kislino. Esteraze hidrolizirajo kisikovo estrsko vez
(specifi¢no ali nespecificno). Najdemo jih v tkivih sesalcev, rastlinah in mikroorganizmih.

Najvecja razreda esteraz sta razreda karboksilnih esteraze in lipaz, ki lahko pretvorijo Sirok
spekter substratov (naravne ali umetne) in kazejo veliko aktivnost v organskih medijih.
Esteraze hidrolizirajo estre s kratkimi masc¢obno kislinskimi verigami v vodnih raztopinah,
lipaze pa substrate z daljSimi verigami mascobnih kislin na hidrofobno-hidrofilno fazni meji

(Bommarius, 2004).

Esteraze so encimi iz naddruzine o/B-hidrolaz. V svoji tridimenzionalni strukturi vsebujejo

o/B-hidrolizni zep, ki je sestavljen iz a-vijacnice in B-zavojev (Bornscheuer in sod., 1999).

Slika 8: Struktura encima acetilholin esteraze (Bornscheuer in sod., 1999)

2.5.1 UPORABA ESTERAZ IN LIPAZ

Esteraze so relativno stabilni encimi, ki za delovanje ne potrebujejo kofaktorjev. Izkazujejo
veliko regioselektivnost in stereoselektivnost, kar jim omogo€i nastanek opti¢no Ccistih
sestavin za kemijsko sintezo.

Lipaze in esteraze so odgovorne za zunaj in znotrajceli¢no razgradnjo lipidov. Hidrolizirajo
estrske skupine razli¢nih zdravil in toksinov vkljuéno s kokainom in heroinom (Bommarius,
2004; Sandoval in Marty, 2007).

V industrijski uporabi sta najpomembnejsi esteraza iz svinjskih jeter (PLE) in esteraza iz
konjskih jeter (HLE). PLE biokatalizira pretvorbo Sirokega spektra substratov v
stereoselektivne fine kemikalije in omogoca pridobitev opticno Cistih sestavin. Naproksen
esteraza (NP) iz B. subtilis katalizira nastanek opti¢no Cistega S-naproksena (slika 9) in S-

ibuprofena (nesteroidno protivnetno zdravilo) (Bornscheuer in sod., 1999).
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Slika 9: Biosinteza S-naproksena z NP-esterazo (Faber, 1999)

2.5.2 METODE ZA DOLOCANJE ESTERAZNIH ENCIMOV

Metode dolo¢anja esteraznih encimov:

e Spektrofotometriéno merjenje barvne spremembe. Potek reakcije lahko povzroci
sprosCanje protonov in obarvanje indikatorja. Nastali produkti se lahko vezejo z
dodatki v gojiscu, kar privede do nastanka barvnega kompleksa (Martinez-Martinez in
sod., 2007).

e Pretvorba substratov do fluorescirajocih sestavin in njihova akumulacija v celici
omogoca Stetje aktivnih fluorescentnih celic s fluorescenénim mikroskopom (Bitton,
1994).

e Analitske metode HPLC, TLC, GC omogocajo analizo in kvantifikacijo produktov ali

ostankov substratov s specifi¢nimi kolonami (Reymond, 2006).
2.6 NITRILAZE

Nitrilaze (EC 3.5.5.1) so razred encimov, ki katalizirajo hidrolizo organonitrilnih sestavin v

ustrezno karboksilno kislino v blagih razmerah katalize.

0]
nitrilaza
N= - *  MNH:
acetonitril OH
ncetia ki sling

Slika 10: Nitrilazna reakcija (cepitev nitrila do ustrezne karboksilne Kisline in amoniaka)
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Nitrilaze lahko na podlagi substratnega delovanja razdelimo v tri druzine:
1. nitrilaze, ki hidrolizirajo aromatske substrate ali heterocikli¢ne nitrile,
2. nitrilaze, ki preferen¢no hidrolizirajo alifatske nitrile,

3. nitrilaze, ki preferen¢no hidrolizirajo akrilacetonitrile.

Nitrilaze so v sploSnem inducibilni encimi. Aktivnost encima je odvisna od posameznih
dejavnikov: temperature, encimske koncentracije, prisotnosti substratov, soli ali organskih
topil. Kataliti¢na narava nitrilaznih encimov se vedno bolj izkoris¢a za proizvodnjo razli¢nih

farmacevtskih aktivnih ué¢inkovin (Mueller in sod., 2006; Martinkova in sod., 2008).

Slika 11: Cianid razgrajajoca nitrilaza iz Bacillus pumilus (Martinkova in sod., 2008)

2.6.1 UPORABA NITRILAZ

Nitrilaze razgrajujejo nitrile. To so toksicne snovi, ki se uporabljajo v proizvodnih procesih
plastike, herbicidov in sintezo industrijsko pomembnih kemikalij (Kobayashi in sod., 1990).

Nitrilazno hidroliticni encimi se uporabljajo za proizvajanje farmacevtsko pomembnih
sestavin in aktivnih kemikalij. Omogocajo regio- in enantioselektivno hidrolizo nitrilov.
Kataliza je okolju prijazna, biokonverzija pa dovoljuje Cisto in blago sintezo z visoko
selektivnostjo in donosi, kar jih ovrednoti kot idealne industrijske katalizatorje. Nitrilaze
sodelujejo v duSikovem metabolizmu in se uporabljajo za razgradnjo nitrilnih sestavin
(nitrilnih odpadkov), ki so zelo nevarni in tezko razgradljivi odpadki v okolju (Xie in sod.,

2006; Banerjee in sod., 2003).



Radovan B. Osamitev mikroorganizmov z izbranimi encimskimi aktivnostmi. 16
Dipl. delo, Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. $tud. mikrobiologije, 2009

2.6.2 METODE ZA DOLOCANJE NITRILAZ

Dolocanje aktivnosti nitrilaz:
e Barvna sprememba indikatorja. Spros¢anje vodikovega iona iz nitrilazno katalizirane
reakcije privede do spremembe pH (Martinkové in sod., 2008).
e Komercialni testi zaznavajo encimsko aktivnost na osnovi 2-ketalglutamatne katalize z
glutamatno dehidrogenazo (Qing in sod., 2007).
Aktivnosti nitrilaz se pogosto meri s koli¢ino amoniaka v vzorcih.
e Merimo fluorescenco, ki nastaja kot produkt reakcije z nitrilazami (OPA/NAC
metoda, Nesslerjeva metoda) (Qing in sod., 2007).
e Kolorimetri¢na metoda zaznave obarvanega produkta (amoniak tvori kompleks s Co”"
ioni in nastane barvna sprememba iz roznate v rumeno ) (Xie in sod., 2006).
e Kromatografske metode omogocajo doloCanje sestavin v reakcijski meSanici. Za
dokazovanje nitrilaznih produktov uporabljajo TLC, HPLC, GC (Martinkov4 in sod.,
2008).
e Analitske metode: indofenol in indotimolna metoda, fluorometricna metoda,

kemiluminiscen¢na metoda in ionska selektivna elektroda (Qing in sod., 2007).
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2.7 BIOTRANSFORMACIJE

Biotransformacija uporablja biokatalizatorje kot mediatorje kemijskih procesov, za sintezo
organskih kemikalij, uni¢enje nezazelenih snovi, pretvorbo substrata v bolj polarno, topno ali
aktivno obliko uporabno za nadaljnje procese. Proces poteka z biokatalizo v omejenem Stevilu
encimskih korakov. Encimsko delovanje je lahko specificno, mnogi pa lahko pretvorijo zelo
razli¢ne substrate.

Biokatalizatorji so lahko razli¢nih izvorov (iz plesni, gliv, rastlin, mikroorganizmov) ali pa so
7e izolirani in o¢iS¢eni encimi. Potreben je izbor pravega mikroorganizma, v katerem je encim
najbolj aktiven (naravno ali zaradi genetskih modifikacij).

Biotransformacijski proces ima prednost pred kemijskim. Kemijske metode lahko vodijo do
tvorbe meSanice izomerov in stranskih produktov. Biotransformacije pa omogocajo visoko
specifi¢nost napada izbranih mest v substratu in pripravo posameznega izomernega produkta
(Bitton, 1994). Uporaba encimov in mikroorganizmov za kemijske biotransformacije in
organsko sintezo se pricakovano povecuje, odkar je industrija prisiljena k uporabi okolju
prijaznih postopkov pridelave, zmanjSanju toksic¢nosti in uporabi varnejSih in distejSih
kemikalij v proizvodnjih procesih.

Biotransformacija je uspeSna na podro¢ju farmacije (priprava kiralnih zdravilnih u¢inkovin,
vitaminov, specificnih kemikalij), okoljske bioremediacije, tekstilne industrije, plastik in
kmetijstva. Najdemo jo tudi v prehrambeni, kozmeti¢ni industriji, industrijski katalizi,

¢iS€enju oljnih madeZev in medicinski kemiji (Doble in sod., 2004).

Biokataliza je nadomestna tehnologija za kemijsko industrijo. Omogoca zahtevne reakcije, ki
so tezko izvedljive s klasicno organsko kemijo ali take reakcije, ki lahko zamenjajo Stevilne
zamudne vecstopenjske postovke v kemiji. Danes stereoizomerne biotransformacije lahko
poenostavijo proizvodnji proces in ga naredijo ekonomicnejSega in okolju prijaznejSega
(Liese in sod., 2006).

Biokataliza je zelena tehnologija, ki uporablja celotne celice, spore ali le oCiS€ene encime.
Reakcije lahko potekajo v ostrih razmerah kot so ekstremen pH, visoka ali nizka temperatura,
pritisk, visoka koncentracija soli in prisotnost aditivov. Encimsko aktivnost so ugotovili tudi v
drugih obicajno neuporabljenih medijih, organskih topilih, vodnih dvofaznih sistemih, trdnih
medijih, plinih in tekoCinah. Vse to je povecalo moznost uporabe biokatalize v organski

sintezi (Doble in sod., 2004).
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3 MATERIALIIN METODE

OKOLISKI VIORCI
CISTILMIH HAPRAV

l

BOGATITEY IM SELEECIIA
TEESCE SOJISCE
rAING + subostrod

'

IZOLACIIA POSAMEINIH EOQOLOHNL
TROHO GOJISCE
rAINg + subostro

'

PRESEJALNE METODE
TROMHO SOJISCE

rAingy + subostrct

'

TESTIRAMJE AKTIVHOSTI
POSARAEIME K OLOMIJE

v
OBOGATITEY KOLOHNII

'

MERJEMJE ENCIMSKE
AETIVHOSTI

l

IDENTIFIKACLIA SEV OV

Slika 12: Shema poiskusov in delo v nalogi
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Vir mikroorganizmov so predstavljali okoljski vzorci in aktivno blato iz Cistilnih naprav. To
nam omogoca vec¢jo mikrobno raznolikost, in razli¢ne aktivnosti glede na odplake, ki jih

Cistilne naprave Cistijo.

3.1 VZORCI

1. Aktivno blato iz centralne Cistilne naprave Domzale Kamnik

2. Aktivno blato iz Cistilne naprave Cerkno

3. Aktivno blato iz &istilne naprave Industrije usnja Vrhnika (CN TUV)
4. Pilotna bioloska cistilna naprava Kemijskega inStituta

5. Cistilna naprava podjetja Melamin

6. Odtocni jasek v industrijski coni Kanizarica

7. Cistilna naprava Novo mesto - Krka d.d Novo mesto

Odvzeli smo 500 ml vzorca. Del vzorca (2 x 100 ml) smo shranili z dodatkom 20 % glicerola

pri — 80 °C. Pred pricetkom dela smo jih odtalili in nacepili v obogateno gojisce.

3.2 MATERIALI

3.2.1 RAZTOPINE

Fosfatni pufer pH 7.5

Za pripravo 100 ml 50 mM raztopine uporabimo:
e 37.5ml 100 mM Na,HPO,,
e 12,5ml 100 mM NaH,PO, in
e 0,44 gNaClin
e dodamo vodo do oznake 100 ml.

2.5 % raztopina MBA

Za pripravo 100 ml 2,5 % raztopine MBA uporabimo:
e 25gMBAin

e dodamo vodo do oznake 100 ml.
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3.2.2 KEMIKALIJE

4-metoksibenzojska kislina 99 % (MBA)

acetonitril

agar

albumin
amonijev klorid
benzonitril, 99 %:;
Bradford reagent
etilni linoleat
Gelrite® gellan gum
glicerol

glukoza

HCI

indigo

indol

kvasni ekstrakt
L-arginin

MgCl

N, N-dimetilformamid, 98 %
Na,HPO4
NaH,PO4

NaCl

propionitril 99 %
Trisma

Triton x-100

zelezov sulfat heptahidrat

Sigma-Aldrich, ZDA
Merck, Nemcija
Interpartners, Ceska
Merck, Nemcija
Riedel-de Haén, Nemcija
Sigma-Aldrich, ZDA
PureExtreme, Fermentas, Kanada
Fluka

Sigma-Aldrich, ZDA
Sigma-Aldrich, ZDA
Carlo Erba Reagents, Italija
Merck, Nemcija

Fluka, Nemcija; Sigma
Fluka, Nemc¢ija
BioSpringer, Francija
Sigma-Aldrich, ZDA
Sigma-Aldrich, ZDA
Fluka

Merc, Nemcija

Fluka, Biochemika,
Merck, Nemcija
Sigma-Aldrich, ZDA
Sigma-Aldrich, ZDA
Sigma-Aldrich, ZDA
Sigma-Aldrich, ZDA
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3.2.3 GOJISCA

3.2.3.1 Mineralno gojis¢e MING
Sestava za pripravo mineralnega gojis¢a MING

Preglednica 3: Sestava mineralnega gojis¢a MING

Sestavine Koli¢ina
85 % H3PO4 250 pl
NH4SO4 40¢g

1,0 % FeSO4 x 7 H,O 3 ml

5 % MgCl, x 6 HO 250 wl

4 % NaOH 100 pl

4 % KOH 100 ul
Substrat 0,5¢g
Trisma baza 242 ¢

Navedene kemikalije zatehtamo oz. odpipetiramo v 2-litersko erlenmajerico in dopolnimo z
vodovodno vodo do 1 1. Z 10 % NaOH ali HCl uravnamo pH gojis¢a na 7,0. Gojisce
razlijemo v 500 ml erlenmajerice po 50 ml in avtoklaviramo 20 min pri 121 °C. Pri pripravi

trdnega gojis¢a MING v 1 1 gojis¢a smo dodali 15 g agarja ali 7 g gelrita.

3.2.3.2 Mineralno gojis¢e M9
Sestava za pripravo mineralnega gojis¢a M9

Preglednica 4: Sestava mineralnega gojis¢a M9

Sestavine Koli¢ina
Na,HPO, 6g
KH,PO4 3g
NaCl 0,5¢g
NH4Cl lg

d H20 11
Substrat 0,5¢g




Radovan B. Osamitev mikroorganizmov z izbranimi encimskimi aktivnostmi. 22
Dipl. delo, Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. $tud. mikrobiologije, 2009

Kemikalije zatehtamo oz. odpipetiramo v 2-litersko erlenmajerico in dopolnimo z vodovodno
vodo do 1 1. Z 10 % NaOH ali HCI naravnamo pH gojis¢a na 7,0. Gojis¢e nato razlijemo v
500 ml erlenmajerice po 50 ml in avtoklaviramo 20 min pri 121 °C. Po avtoklaviranju
dodamo 50 pl 1M MgSO, in 500 ul 0,01 M CaCly. Pri pripravi trdnega gojis¢éa M9 v 1 1
gojis¢a dodamo 15 g agarja ali 7 g gelrita. V 50 ml gojis¢a smo dodali substrat za indukcijo

zelene encimske aktivnosti in gojisce avtoklavirali pri 121° C, 1.1 bara za 20 min.

3.2.3.3 Trdno Luria-Bertani (LB) gojisce

Preglednica 5: Sestavine LB gojisca

Sestavine Koli¢ina (za pripravo 11)
Tripton 10g

kvasni ekstrakt 5¢

NaCl 5¢g

Agar I5¢g

d H,O doll

Sestavine smo dobro premesali in avtoklavirali. Po avtoklavirnaju smo raztopino ohladili,

razlili v petrijevke ter pocCakali, da se je agar strdil.

3.2.4 OPREMA

e JENWAY 6305 UV/VIS Spectrophotometer

e Eppendorf Biophotometer

o Centrifuga: Biofuge pico Heraeus instruments (13000 obr/min)
e Vorteks: Assistent Reamix 2789

e Inkubator Sutjeska 28 °C

e Avtoklav: IRA® RCT basic sefty control

e Tehtnica EXACTA 1200 EB

e Natancna tehtnica: METTLER AT 261 Delta Range
e pH meter: METTLER TOLEDO MP 220

e Hiladilnik LTH +5

e Termostatiran stresalnik, 28 °C, 50 £ 10 % vlaga

e Stresalnik Pilot-Shake® TM (Basel Scweiz)

e Tecan Multifunctin Microplate Reader
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3.3 METODE

Za izolacijo Zelenih mikroorganizmov smo uporabili mehanizem obogatitve in selekcije z
induktorjem. Mikroorganizme smo gojili v gojis€u obogatenem s substratom. Molekule
substrata so vir hranil, gradbenih in energetskih sestavin. Delujejo tudi kot induktor ter
spodbudijo sintezo in delovanje encima. Izoliranim mikroorganizmom smo dolocili encimsko

aktivnost z encimskimi testi.

3.3.1 ZELIRNO SREDSTVO GELRITE® GELLAN GUM

Za izolacijo mikrobnih kolonij smo testirali novo Zelirno sredstvo Gelrite® gellan gum
(gelrite). Gelrite je zelo Cisto polisaharidno, bakterijsko gojis€e. Po segrevanju tvori
ireverzibilno trd gel in je primeren nadomestek agarju.

Gelrite je naravno pridobljen produkt fermentacije vrste Pseudomonas elodea. Ta naravni,
Cist, heteropolisahardni biopolimer, zaradi Ccistosti, odsotnosti hranil in strukturne
zamrezenosti prepreci izolacijo velikega Stevila lazno pozitivnih sevov. Omogoca izolacijo
Ciste bakterijske kulture, opazovanje morfoloskih lastnosti kolonij ter izvajanje
mikrobioloskih testov in analiz. Uporabljamo ga lahko tudi kot nadomestek agaroze za
elektroforezo in izolacijo DNA.

Zelirno sredstvo gelrite za strjevanje potrebuje prisotnost ionov, ki omogoéijo zamreZitev
strukture in dajo gelu ustrezno trdnost za nacepitev bakterijskega vcepka. S preiskusanjem
smo poiskali najprimernej$o koncentracijo gelrita in kationov za nadaljno uporabo (Shungu in

sod., 1983; Sigma-Aldrich, 2007).

3.3.2 O-DEMETILAZE

3.3.2.1 Dolocanje o-demetilazne encimske aktivnosti

Okoljske vzorce iz sedmih razli¢nih virov smo nacepili v tekoce minimalno gojis¢e MING z
dodatkom substrata 0,5 g/l 4-metoksibenzojske kisline (MBA). MBA predstavlja vir ogljika,
dusika in energije ter hkrati omogoci selekcijo mikroorganizmov.

Kulturo smo precepili v sveza gojis€a enkrat tedensko. Po dvomesecni bogatitvi in selekciji
smo kulturo tekoCega gojisca precepili na trdno gojisce z in brez substrata. Kolonije zrasle le
na gojiscu z dodatkom substrata smo ocistili do posameznih kolonij. Te smo precepili v
centrifugirke s 5 ml gojis¢a MING z MBA (0,5 g/) ter inkubirali dva dni na stresalniku (230
obr/min, 28 °C). Spremljali smo rast v centrifugirkah in izmerili znotrajceli¢no encimsko

aktivnost s kvalitativnim testom o-demetilazne aktivnosti (Shimoni in sod., 2002).
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3.3.2.2 Kbvalitativni test o-demetilazne aktivnosti

Iz centrifugirke z mikrobno kulturo smo v dveh alikvotih odpipetirali 1 ml gojis¢a v
mikrocentrifugirko. Vzorce smo centrifugirali 5 min z 20500 obr/min. Supernatant smo
zavrgli in usedlini dodali 380 uL 50 mM fosfatnega pufra (pH = 7,5). En alikvot smo
inkubirali na sobni temperaturi, negativno kontrolo pa 10 min na 100 °C.

V vse vzorce smo dodali 20 pL. 5 mM 3-nitro-4metoksibenzoata (4-MNBA) in vzorce
inkubirali na stresalniku pri 28 °C preko noci. Ob prisotnosti o-demetilaznega encima je
nastal rumeno obarvan produkt 3-nitro-4-hidroksibenzoat. Tega smo izmerili

spektrofotometri¢no pri 28 °C in 405 nm (Shimoni in sod., 2002).

fo) o}
O,N O2N
OH O-demetilaza OH
I HO
4-metoksi-3-nitrobenzojska kislina 4-hidroksi-3-nitrobenzojska kilina

Slika 13: Pretvorba 4-metoksi-3-nitrobenzojske Kkisline z o-demetilazami

3.3.2.3 Doloc¢anje mase suhe snovi

Za doloc¢anje suhe teze centrifugirane mikobne kulture smo gojisce s kulturo centrifugirali 5
min na 20500 obr/min, odstranili supernatant in mikrocentrifugirke s celicami susili 24 ur v
SuSilniku na 105 °C. Mikrocentrifugirke s kulturo smo stehtali in ponovno susili do dosega

konstantne teze (Lehninger in sod., 1993).

3.3.2.4 O-demetilazne aktivnosti in specificna o-demetilazna aktivnost

Aktivnost encima ovrednotimo s hitrostjo encimske reakcije.
Aktivnost o-demetilaz smo izraCunali kot spremembo A4ps glede na maso suhe snovi
centrifugirane mikrobne kulture.

) _ ) sprememba A,
O-demetilazna encimska aktivnost= - (1)
masa suhe snovi (g)

Specifi¢no aktivnost o-demetilaznega encima smo ovrednotili kot aktivnost encima v doloceni
¢asovni enoti (min).

o ) ] ) sprememba A,
Specificna o-demetilazna encimska aktivnost = - > - -(2)
masa suhe snovi (g) cas (min)
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3.3.3 MONOOKSIGENAZE

Okoljske vzorce iz sedmih razli¢nih virov smo nacepili na trdno gojis¢e z dodatkom arginina
(1 g/l) in indola (0,1 g/l). Arginin je induktor monooksigenazne aktivnosti. Aktivnost smo
zaznali s pretvorbo 2 molov indola v 1 mol modrega barvila indigo (O'Connor in sod., 1997).

Vzorce smo naknadno inokulirali v gojis¢e z lesno moko kot virom hranil. Vzorce aktivnega
blata smo nacepili v tekoce gojis¢e MING z dodatkom lesne moke (0,5 g/l). Po 14-dnevni
inkubaciji smo vzorce nacepili na trdno gojis¢e z argininom in indolom ter dobili modro in
belo obarvane kolonije. Vse modro obarvane kolonije smo precepili do Cistih sevov in jih
nacepili v tekoce gojis¢e MING z dodatkom indola in arginina. Po 3-dnevni inkubaciji na

stresalniku smo izmerili obarvanost gojisca.

ZT
ZT

Iz

indol o

indigo
Slika 14: Pretvorba indola v indigo z monooksigenazami

3.3.3.1 Doloc¢anje monooksigenazne aktivnosti

Modro obarvano gojisce smo uporabili za dolocanje koncentracije indiga. 1z centrifugirk smo
odpipetirali 1 ml gojisca. Vzorec smo centrifugirali 5 min pri 20500 obr/min in odstranili
supernatant. Celi¢ni pelet smo resuspendirali v 2 ml dimetilformamida (DMF), ki omogoca
boljSo topnost indiga. Raztopino smo vorteksirali in centrifugirali 2 min pri 20500 obr/min.

Izmerili smo absorbanco supernatanta v kvarc¢nih kivetah pri 610 nm (Gillam in sod.,1999).

3.3.3.2 Aktivnost in specificna monooksigenazna aktivnost

Monoksigenazno aktivnost smo testirali pri sevih izoliranih iz okoljskih vzorcev. Kot dodaten
vir kolonij s potencialno monooksigenazno aktivnostjo smo uporabili tudi zdruzbo iz gojisca z
lesno moko. Izoliranim c¢istim kolonijam smo dolocili encimsko aktivnost in specifi¢no
aktivnost. Aktivnost monooksigenaznega encima smo izracunali kot spremembo koli¢ine
nastalega produkta glede na maso suhe snovi .

kolicina indiga (mol)

Monooksigenazna encimska aktivnost = ()
masa suhe snovi (g)
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Specifi¢no aktivnost encima smo izra¢unali kot spremembo koli¢ine nastalega produkta glede
na maso suhe snovi (g) v dolo¢eni Casovni enoti (min).
koli¢ina indiga (mol)

Specificna monooksigenazna encimska aktivnost = - v - ...(6)
masa suhe snovi (g) cas (min)

3.4 ESTERAZE

Okoljske vzorce iz sedmih razli¢nih virov smo nacepili na tekoCe gojis¢e z dodatkom etil
linoleata. To je vir hranil za mikroorganizme v vzorcu in substrat za delovanje esteraznih

encimov.

3.4.1 MERJENJE ESTERAZNE AKTIVNOSTI

Iz mikrocentifugirke smo odpipetirali 1 ml gojisca in ga centrifugirali 10 min na 10500
obr/min. Supernatant smo uporabili kot vir izvenceli¢nih esteraz. Reakcijska meSanica je bila
sestavljena iz 900 pl 50 mM fosfatnega pufra pH = 7,5, 50 ul 5 mM ftalaldehidnega reagenta
in 50 pl supernatanta. MeSanico smo vorteksirali in prenesli 200 pl v mikrotitrske plosce in

izmerili absorbanco pri 405 nm in 40 °C (Boczar, 2001).
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esteraza/lipaza
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Slika 15: Pretvorba etil linoleata v linolno Kkislino z esteraznim encimom

Absorbanco nastalega obarvanega produkta smo merili v dolo¢enem ¢asovnem obdobju. 1z
premice spreminjanja absorbance glede na Cas smo dolocili hitrost pretvorbe substrata.
Enacba premice je prikazana v obliki: y = ax + b. Vrednost a nam podaja naklon premice, ki
je sorazmeren z aktivnostjo encima. Vrednost b pa zacetno vrednost v tocki x = 0, ki za

izracun aktivnosti ni nujen podatek.
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3.4.2 RASTNE KRIVULJE IZOLIRANIH SEVOV Z ESTERAZNO
AKTIVNOSTJO

Rastna krivulja je pokazatelj povecanja Stevila celic oz. pove€anja celicne mase v doloCenem
casovnem intervalu v zaprtem sistemu. Krivulja je znacilna za specifiCen sev in razmere
kultivacije. Spreminja se glede na sestavo gojisca, temperaturo inkubacije, pH, ...

Sev smo veepili v gojisce ter v intervalih merili spremembo opti¢ne gostote. Meritve smo
opravili v ¢asovnih intervalih od 2 do 20 ur od inokulacije, kar omogoca prikaz rastne krivulje
za gojeni sev in vpogled v faze rasti (prilagoditvena, eksponentna, stacionarna faza in faza

odmiranja).

3.4.3 SPECIFICNA ESTERAZNA AKTIVNOST

Aktivnost encima nam omogoca ovrednotenje encimskega delovanja. Esterazno aktivnost
smo definirali kot pretvorbo substrata (naklon regresijske premice) glede na koli¢ino

izvenceli¢nih proteinov v supernatantu vzorca.

Hitrost esterazne aktivnosti = pretvorba substrata (A/min) ..(3)

Specificno aktivnost esteraznega encima smo definirali kot pretvorbo substrata (naklon
regresijske premice) glede na koli¢ino izvenceli¢nih proteinov v ¢asovni enoti.

naklon premice (A/min)
Specificna esterazna encimska aktivnost = - o (4)
masa proteinov (g /1)

Enacbo specificne aktivnosti smo definirali glede na parametre, ki smo jih lahko dobili z
meritvami. [zvenceli¢na prisotnost esteraznega encima je vzrok, da smo namesto mase suhe

snovi uporabili maso proteinov v supernatantu vzorca.

3.4.4 DOLOCANJE KONCENTRACIJE PROTEINOV V VZORCU Z
BRADFORDOVIM REAGENTOM

Bradfordov reagent omogoca hitro in natan¢no doloc¢aje koncentracije vseh proteinov v
raztopini. Postopek temelji na nastanku kompleksa med barvilom Commasie Brilliant Blue G-
250 in proteini v raztopini. Vezava povzro¢i premik absorbcijskega maksimuma iz 465 v 595
nm. Koncentracijo proteinov v vzorcu dolo¢imo iz umeritvene krivulje, ki podaja absorbanco

znane koli¢ine proteinov v raztopini.
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Koli¢ino proteinov smo dolocali v mikrotitrskih plos¢ah. Reakcijska meSanica je bila
sestavljena iz 250 pum raztopine Bradfordovega reagenta in 5 um vzorca. Absorbanco smo
izmerili s Tecan Multifunctional Microplate Reader pri 595 nm (Fermentas, 2007).

Za ugotavljanje neznane koli¢ine proteinov v vzorcu smo pripravili umeritveno krivuljo.
Znanim koli¢inam proteinov (govejega serumskega albumina - BSA) v fosfatnem pufru (pH
7,5) smo dolocili vrednost As¢s. Reakcijska meSanica je bila sestavljena iz 250 pm
Bradfordovega reagenta in 5 pl raztopine vzorca proteinov z znano koncentracijo.

Dobljene vrednosti absorbanc za znano koli¢ino proteinov smo s programom Excel prikazali
na sliki, skoznje narisali regresijsko premico in ji dolo¢ili ena¢bo. Enacba premice omogoca

dolocanje neznane koli¢ine proteinov iz izmerjene vrednosti absorbance (Fermentas, 2007).

3.5 NITRILAZE

Okoljske vzorce iz sedmih razli¢nih virov smo nacepili v tekoce minimalno gojis¢e MING z
dodanim virom dusika (0,5 g/l acetonitrila (AcN) ali benzonitrila (benzN) ali propionitrila
(propN)), ki sluzi kot induktor in substrat nitrilaznih encimov. To omogoca selekcijo
mikroorganizmov. Dodaten vir ogljika in energije pa je bila glukoza. Kulturo smo tedensko
precepili v sveza gojis€a. Po 4-mesecni bogatitvi in selekciji smo kulturo tekocega gojisca
precepili na trdno gojis¢e z AcN in glukozo. Kolonije, zrasle na gojis¢u z dodatkom substrata,
smo ocistili do posameznih kolonij. Te smo nacepili v treh ponovitvah v centrifugirke s 5 ml
gojis¢a MING z AcN, benzN, propN (0,5 g/l) ter jih inkubirali na stresalniku (28 °C, 24h )

(Sharma in sod., 2006).
o
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Slika 16: Pretvorba acetonitrila v ocetno Kislino in amoniak z nitrilaznim encimom

3.5.1 DOLOCANJE AMONIAKA V VZORCU

Nitrilazno aktivnost smo dolocali s komercialnim amonijevim testom (Sigma-Aldrich, 2008)
za dolocanje koli¢ine amoniaka v vzorcu. Test se uporablja za kvantitativno, encimsko
dolo¢anje amoniaka v hrani in bioloSkih vzorcih. Amoniak reagira z a-ketoglutarno kislino
(KGA) in oksidira nikotin adenozin dinukleotidni fostat (NADPH) v prisotnosti L-glutamatne
dehidrogenaze (GDH) v dinukleotidni fosfat (NADP").
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KGA +NH; "+ NADPH _“®" | [-Glutamat + NADP" + H,0

ZmanjSanje AAsz4 med oksidacijo NADPH je sorazmerno s koli¢ino amoniaka, saj L-glutamat

dehidrogenaza specifi¢no reagira z amoniakom.

Test za doloCanje amoniaka omogoca dolocanje koncentracij v obmoc¢ju 0,02-15 pg/ml.

Za izvedbo smo pripravili kontrolno raztopino (1 ml reagenta in 100ul vode), standardno
raztopino (1 ml reagenta in 0,05 ml standardne raztopine NH4") in nielno raztopino (1ml
reagenta in 100pl vzorca).

V reakcijsko mesanico dodamo 1 ml reagenta za amonijev test in 100 ul vzorca, inkubiramo 5
min pri 18-35 °C in izmerimo Ass. V vsako kiveto dodamo 10 pl raztopine L-glutamat
dehidrogenaze in inkubiramo Se 5 min pri 18-35 °C. Po koncani inkubaciji izmerimo Ajqo.

Koli¢ino amoniaka v vzorcu ovrednotimo po izra¢unu:

Dolo¢imo spremembo absorbance pri Aszso (AAs40) za nicelno, testno in standardno raztopino.

Za vsako raztopino izraCunamo razliko zacetne vrednosti od konéne:

AA340 =4 zacetna — A koncna (7)

Realno spremembo absorbance dobimo, ¢e od spremembe absorbance odstejemo spremembo

ni¢elne vrednosti.

A(AA.M()) testne ali standardne mesanice — AA340 (testne ali standardne raztopine) ~ AA340 (nicelne raztopine) e (8)

Koli¢ino amoniaka v vzorcu izracunamo po enacbi:
mg NHs/ml originalnega vzorca izracunamo po enacbi:
(A)(TV)(MWamoniaka ) (F)
(&)(d)(SV)(konverzijski faktor za ug v mg)
__ A)([I@V)ANE)
(6,22)(1)(SV)(1,000)

_ (A)(TV)(F)x0,00273
- (SV)

Kolicina amoniaka =

(%)

A = A(AA34) testne ali standardne raztopine

TV = celotni volumen testa v ml
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SV = vzorec volumna v ml

MW amoniaka = molska masa amoniaka=17 g/mol ali ekvivlentno 17 pg/pmol

F = dilucijski faktor za pripravo vzorca

& = milimolarni ekstinkcijski koeficient za NADPH pri 340 nm [(mM 'cm™ ali ekvivelentno
ml/pmol)(1/cm)]

d = dolzina zarka (cm) = 1 cm

(Sigma-Aldrich, 2008)

3.5.1.1 Priprava mirujocih celic

Mirujoce celice smo pripravili iz obogatene kulture, ki smo jo 24 ur gojili v centrifugirkah v
gojis¢u MING s substratom. Odpipetirali smo 1 ml vzorca in ga centrifugirali 10 min na
13000 obr/min pri 4 °C. Usedlino celic smo 2-krat sprali in nato resuspendirali v fosfatnem
pufru (Sharma in sod., 2006).

Pripravljenim mirujo¢im celicam smo dodali 1 ml fosfatnega pufra pH =7,5 in substrat (za
delovanje nitrilaznega encima in vir hranil (AcN 0,5 g/1)). MeSanico smo premesali, inkubirali
na stresalniku za 3, 5 in 23 ur na 28 °C ter izmerili koli¢ino nastalega amoniaka v vzorcu

(Sigma-Aldrich. 2008).

3.5.1.2 Nastanek amoniaka v mirujocih celicah

Amoniak je stranski produkt delovanja nitrilaz. Nastala koli¢ina je odvisna od pretvorbe
nitrila, koli¢ina v gojiS¢u pa od moznosti raztapljanja plina v gojis¢u in koli¢ine mikrobno
porabljenega dusika za procese v celici. Analiza amoniaka v mirujocih celicah nam omogoca
natanc¢nejSe dolocanje nastale koli¢ine amoniaka.

Najbolj aktivne seve smo obdelali, pripravili mirujoce celice in z amonijevim testom izmerili

koli¢ino nastalega amoniaka. Vrednosti smo podali glede na maso nastale suhe snovi.

3.5.1.3 Nitrilazna aktivnost in specificna nitrilazna aktivnost

Aktivnost nitrilaz smo definirali kot koli¢ino nastalega amoniaka glede na maso suhe snovi ali
maso proteinov.

o ) )  kolicina amoniaka (ug)
Nitrilazna encimska aktivnost (suhe snovi) = ..(10)
masa suhe snovi (g)

. ) ) . kolicina amoniaka (,ug)
Nitrilazna encimska aktivnost (proteinov)= - o (11)
masa proteinov (Ug)
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Specifi¢no aktivnost encima smo izracunali kot koli¢ino nastalega amoniaka glede na maso
suhe snovi in ¢as trajanja reakcije.

L o ) ) kolicina amoniaka (ug)
Specificna nitrilazna aktivnost (suhe snovi) = - - .. (12)
masa suhe snovi (g) cas (min)

. o ) ) kolicina amoniaka (ug)
Specificna nitrilazna aktivnost (proteinov) = - - - (13)
masa proteinov (ug) cas (min)

3.6 IDENTIFIKACIJA [ZOLIRANIH MIKROORGANIZOV

Dolo¢ili smo mikroorganizme, ki so kazali Zelene encimske aktivnosti. Ciste seve smo
nacepili na LB gojis¢e do posameznih kolonij. Nadaljnje teste so izvedli v Sluzbi za
laboratorijsko kontrolo kakovosti na Oddelku za mikrobiolosko kontrolo (Krka, d. d.). Za
identifikacijo mikroorganizmov smo uporabili:

e barvanje po Gramu

e mikroskopski pregled kulture

e identifikacijski program API za gram negativne mikroorganizme (API® Gram-

Negative Identification, BioMérieux)
e Biokemicni diagnosticni sistem CRYSTAL za gram pozitivne mikrorganizme (BD

BBL CRYSTAL™ Gram-Positive ID System)
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4 REZULTATI

4.1 ZELIRNO SREDSTVO GELRITE® GELLAN GUM

Zelirno sredstvo Gelrite® gellan gum (gelrite) predhodno ni bilo uporabljeno na oddelku za
biokemijo v Krki d.d. Testirali smo vpliv kationov in koli¢ine Zelirnega sredstva gelrita za

pridobitev ustrezne trdnosti gojisca (slika 17).

5 —
© 4 3 0,055% MgCI2 x 6H20
-
g 3 1 B 0,1% CaCl2 x 2H20
J
g 2 " |00,1% MgCI2 x 6H20
(o
R :
0 0,1% CaCl2 x 2H20 +
0 0,1% MgCI2 x 6H20
2,5 5 7 10
Koli¢ina zelirnega sredstva gelrite (g/l)

Slika 17: Vpliv koncentracije ionov (ionske jakosti) na trdnost Zelirnega sredstva gelrite

Stopnje trdnosti prikazane na sliki 17 smo definirali kot:
1- tekoce gojisce
2- tekoce gojisce z zmoznostjo strjevanja
3- trdno gojis¢e delno primerno za nacepitev bakterijske kulture
4- trdno gojis¢e primerno za nacepitev bakterijske kulture

5- prevelika trdnost gojisca

Zelirno sredstvo gelrite smo testirali na gojis¢u s pH 7,5 % 0,2. Ustrezno trdnost gojis¢a za
kultivacijo mikroorganizmov dosezemo z dodatkom 0,1 % MgCl, x 6H,0. MgCl, omogoci
vecjo zamrezitev in trdnost gojisca kakor enaka koli¢ina CaCl,. Odlocili smo se za uporabo
0,7 % zelirnega sredstva gelrite in 0,1 % MgCl, x 6 H,0 (slika 17).

Preverili smo tudi zaviralne uCinke Zelirnega sredstva gelrite na rast bakterij. Na gojiScu z
gelritom ni bilo opazne inhibicije. Ob primerjavi rasti bakterij na minimalnem gojiScu brez

substrata (vir ogljika, dusika in energije) je bila opazna slabsa ali celo odsotna rast.
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4.2 O-DEMETILAZE

Merjenje absorbance podaja prisotnost in aktivnost o-demetilaznih encimov v izoliranih

mikroorganizmih. Izolirali smo 66 ¢istih kolonij in od tega testirali 29 sevov.

4.2.1 ABSORBANCA IN AKTIVNOST O-DEMETILAZNIH ENCIMOV

Prisotnost mikroorganizmov z o-demetilazno aktivnostjo se odraza kot sprememba
absorbance, ki dokazuje prisotnost iskanega encima. Izmerili smo absorbanco nastalega
obarvanega produkta delovanja o-demetilaznega encima, kar podaja stopnjo nastanka
substrata in aktivnost encima.

Sprememba absorbance prikazuje veliko sposobnost pretvorbe substrata za 7 sevov (1b: G-, 4:
Micrococcus luteus, 5: Comomonas testosteroni, 13: Micrococcus sedentarius, 13c:
Streptococcus saguis, 15: Comomonas testosteroni, 23a: Pseudomonas stutzeri). Vzorec $t. 5,

Comomonas testosteroni, je imel najvecjo specificno aktivnost (slika 18).
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Slika 18: Specifi¢ne aktivnosti mikroorganizmov z o-demetilaznim encimom izoliranih na gojis¢u MING z
dodatkom MBA

Od 29 testiranih sevov jih ima 6 zelo aktiven o-demetilazni encim, 3 izolati imajo prisoten
encim, ostali pa imajo minimalno encimsko aktivnost. Najbolj aktiven sev z o-demetilazno
aktivnostjo je C. testosteroni izoliran iz vzorca Cistilne naprave Cerkno. Njegovo specificno

aktivnost smo ovrednotili kot 3,696 AA min™ g'1 suhe snovi (slika 18).
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4.2.1.1 Rastin encimska aktivnost C. testosteroni z o-demetilazno aktivnostjo

4.2.1.1.1 Rast mikroorganizma C. testosteroni z o-demetilazno aktivnostjo

Opti¢na gostota gojisca je sorazmerna s koli¢ino celic. Merjenje opti¢ne gostote v ¢asovnih

intervalih in rastno krivuljo C. testosteroni prikazuje slika 19.

RASTNA KRIVULJA
za C. testosteroni

« 20
-
E ‘/M‘\
25 19 .
o5 min
<Zt 8 1,0 max
’|C:> =~ / —x— povprecje
o 0,5
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0,0 : ‘

0 6 8 10 12 14 16 18 20
CAS (ure)

Slika 19: Rastna krivulja mikroorganizma C. testosteroni z o-demetilazno aktivnostjo

Po 10-urni inkubaciji se je zacelo hitro pomnozevanje celic, ki je doseglo maksimalno
vrednost v 18. uri po inokulaciji (slika 18). To je obdobje prehoda med logaritemsko in
stacionarno fazo rasti celic. Mikroorganizem se je prilagodil na okoljski substrat ter uspesno

sintentiziral potrebne encime za razgradnjo substrata in svoje delovanje.

4.2.1.1.2 Merjenje spremembe absorbance mikroorganizmov z o-demetilazno

aktivnostjo v rastoCih kulturah na gojis¢u MING z dodatkom MBA

Encim ima zmoznost pretvorbe substrata, kar se kaZze kot nastanek obarvanega produkta.

Encimsko aktivnost smo spremljali z merjenjem absorbance, rezultati so prikazani na sliki 20.
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Slika 20: Aktivnost C.testosteroni z o-demetilazno aktivnostjo na gojis¢éu MING z dodatkom MBA
Izmerjene vrednosti absorbance za C. festosteroni naras¢ajo s ¢asom rasti. Encimska aktivnost

je bila najve¢ja med 16. in 18. uro inkubacije. To je obdobje logaritemske faze rasti celic.

422 SPECIFICNA  AKTIVNOST IN RASTNA KRIVULJA O-
DEMETILAZNEGA ENCIMA PRI C. TESTOSTERONI NA GOJISCU
MING Z DODATKOM MBA

Specifi¢na o-demetilazna aktivnost C. testosteroni je prikazana na sliki 21.
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Slika 21: Specifi¢na encimska aktivnosti in rastna krivulja C. testosteroni z o-demetilazno aktivnostjo na
gojis¢u MING in dodatkom MBA

Najvecja specificna o-demetilazna aktivnost in opticna gostota sovpadata in naraScata s
c¢asom. Specificna encimska aktivnost je dosegla maksimum v 16.uri, vrednost opti¢ne

gostote C. festosteroni pa v 18. uri inkubacije.
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4.3 MONOOKSIGENAZE
Monooksigenazno aktivnost smo zaznali z nastankom modrega barvila indiga.

4.3.1 UMERITVENA KRIVULJA ZA DOLOCANJE KONCENTRACIJE INDIGA

Monooksigenaze so pretvorile indol v indigo. Umeritvena krivulja za koli¢ino indiga je

prikazana na sliki 22.
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Slika 22: Umeritvena krivulja za dolo¢anje koncentracijo indiga v vzorcu

Enacba premice omogoéa izratun koncentracije indiga (y = 3x10"x + 0,0017).

4.3.2 SPECIFICNA MONOOKSIGENAZNA ENCIMSKA AKTIVNOST

Monoksigenazno aktivnost smo testirali z sevi, iz sedmih okoljskih vzorcev. Koli¢ina
nastalega indiga podaja hitrost encimske pretvorbe indola v indigo. To sluzi za izracun

specifiéne monooksigenazne encimske aktivnosti prikazane na sliki 23.
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Slika 23: Specifi¢na encimska aktivnost izolatov z monooksigenazno aktivnostjo iz gojis¢a MING+indol
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Izolirali smo 20 modro pigmentiranih ¢istih kolonij in od tega testirali 14 sevov. Iz izracuna
specificne aktivnosti smo opazili, da imajo 3 sevi veliko (21 b: Stenotrophomonas
maltophilia, D1: Pseudomonas putida,18b: Alcaligenes faecalis), 8 sevov srednjo in 3 sevi
minimalno sposobnost pretvorbe substrata. Najvecjo specificno aktivnost je imel
Stenotrophomonas maltophilia.

Najbolj aktivne seve smo taksonomsko opredelili kot je prikazano v preglednici 6:

Preglednica 6: Identificirani sevi z aktivnim monooksigenaznim encimom

ST.IZOLATA | RODOVNO IN VRSTNO IME
Cl Streptococcus uberis

D1 Pseudomonas putida

18b Alcaligenes faecalis

19 Aerococcus urinae

20e Alcaligenes faecalis

21b Stenotrophomonas maltophilia
25 Aerococcus urinae

27 Aerococcus urinae

31 Alcaligenes faecalis

32a Pseudomonas putida

4.4 ESTERAZE

Esterazno aktivnost smo dolocali kot koli€ino pretvorjenega substrata in izracunali encimsko
aktivnost.

4.4.1 ESTERAZNA AKTIVNOST

Esterazno aktivnost smo merili spektrofotometricno in jo ¢asovno prikazali na sliki 24.
Krivulji smo priredili ena¢bo premice y = a x + b. Ta ovrednoti hitrost encimske pretvorbe.
Vrednost a nam poda naklon premice, ki je sorazmeren s hitrostjo pretvorbe substrata.

Slika 24 podaja izmerjene vrednosti absorbanc esterazne aktivnosti v supernatantu vzorcev.
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Slika 24: Pretvorba obarvanega kompleksa kot posledica delovanje esteraznega encima

Krivuljam z najve¢jim naklonom smo v zacetnem najbolj strmem delu krivulje dolocili

regresijsko enacbo. Ta poda naklon oz. maksimalno hitrost encimske pretvorbe, kar lahko

uporabimo kot esterazno aktivnost. Najstrmej$e krivulje so prikazane na sliki 25 skupaj s

pripadajo¢imi regresijskimi premicami in njihovimi enacbami.
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Slika 25: Pretvorba obarvanega kompleksa in recesijske premic delovanja esteraznega encima

Izmerjene hitrosti

pretvorbe

so dokaz aktivnosti

esteraznega encima Vv izoliranih

mikroorganizmih. Izolirali smo 30 Ccistih kolonij in od tega testirali 16 sevov. Iz hitrosti
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pretvorbe substrata in koli¢ine izvenceli¢nih proteinov prisotnih v supernatantu vzorca smo
opazili, da imata 2 seva (Stenotrophomonas maltophilia in Corynebacterium jeikerum) visoko

izrazeno aktivnost, 1 nizko, ostali sevi pa imajo zanemarljive vrednosti. Rezultati so prikazani

na sliki 26.
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Slika 26: Specifi¢ne esterazne aktivnosti sevov izoliranih iz gojis¢a MING z dodatkom etil linoleata

Najbolj aktivne seve smo taksonomsko opredelili in jih prikazali v preglednici 7:

Preglednica 7: Identificirani sevi z aktivnim esteraznim encimom

ST.IZOLATA RODOVNO IN VRSTNO IME
3a Ochrobacter anthropi

Sa Corynebacterium jeikerum

17 Pediococcus sp.

19 Aerococcus urinae

20a Alcaligenes faecalis

20b Stenotrophomonas maltophilia
20c¢ Aerococcus urinae

21 Corynebacterium jeikerum

24 Streptococcus uberis
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4.4.2 RAST IN ESTERAZNA AKTIVNOSTI SEVA C. JEIKERUM

Vzorcu z najvecjo encimsko aktivnostjo C. jeikerum smo izmerili rast celic v gojis¢u in
hitrost pretvorbe substratov. To smo uporabili za izratun encimske aktivnosti v razlicnih

¢asovnih obdobjih.

4.4.3 RAST MIKROORGANIZMA C. JEIKERUM NA GOJISCU MING Z
DODATKOM ETIL LINOLEATA

Optic¢na gostota je pokazatelj rasti celic. Rastno krivuljo C. jeikerum prikazuje slika 27.
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Slika 27: Rastna krivulja seva C. jeikerum z esteraznim encimom na goji§¢u MING z etil lionoleatom

Hitra delitev celice se je zacela po 12. uri in dosegla maksimalno vrednost v 20. uri po

inokulaciji C. jeikerum v gojisce (slika 27).

4.4.4 KOLICINA I1ZVENCELICNIH PROTEINOV V SUPERNATANTU
VZORCA

Koli¢ino izvenceli¢nih proteinov v supernatantu smo merili z Bradfordovim testom. Dobljene

vrednosti so prikazane na sliki 28.
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Slika 28: Koli¢ina izvenceli¢nih proteinov v supernatantu kulture inokulirane z C. jeikerum
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Predpostavili smo, da je ve€ina izmerjenih izvenceli¢nih proteinov v supernatantu esteraz.

Opazimo rahel trend narascanja koli¢ine proteinov do 16. ure inkubacije kulture v gojiscu.

4.4.4.1 Hitrost pretvorbe substrata pri C. jeikerum z esterazno aktivnostjo

Spreminjanje aborbance glede na ¢as inkubacije mikroorganizma v gojiscu.
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Slika 29: Pretvorba substrata med rastjo seva C.jejuni z esterazno aktivnostjo
Naklon premice poda hitrost pretvorbe substrata v Casovni enoti in sluzi za izraun specificne

aktivnosti esteraznega encima prikazane na sliki 29.

4.4.4.2 Specifi¢na esterazna aktivnost in rast seva C. jeikerum z esterazno

aktivnostjo na gojiS¢u MING z dodatkom etil linoleata

Izmerili smo hitrost pretvorbe substrata in koli¢ino izvenceli¢nih proteinov v supernatantu. 1z
povprecnih vrednosti smo izracunali specifino aktivnosti esteraznega encima glede na cas
rasti in koli¢ino proteinov v vzorcu.

Vrednosti specifi¢ne esterazne encimske aktivnosti in opti€ne gostote celic smo prikazali

grafi¢no na sliki 30.
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Slika 30: Specifi¢na esterazna aktivnost in rastna krivulja C. jeikerum na gojis¢u MING z etil linoleatom

Opti¢na gostota in specificna encimska aktivnost narascata s ¢asom inkubacije C. jeikerum.
Opti¢na gostota je najvecja v Casu eksponentne rasti, ko je prisotno veliko Stevilo celic z
aktivnim metabolizmom. Preplet dejavnikov se opazi v povecani encimski aktivnosti (slika

30).

4.4.5 DOLOCANJE PROTEINOV Z BRADFORDOVIM TESTOM

Z Bradfordovim testom smo dolocali koli¢ino proteinov v vzorcih. Vezava reagenta in

proteinov povzroci spremembo v absorbcijskem maksimumu iz 465 v 595 nm.

4.4.5.1 Umeritvena premica za dolo¢anje koncentracije proteinov po Bradfordu

Neznano koli¢ino proteinov v vzorcu smo ovrednosti iz umeritvene krivulje
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Slika 31: Umeritvena krivulja za dolo¢anje koncentracije proteinov z Bradfordovim reagentom
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Koli¢ino proteinov v vzorcih izra¢unamo iz umeritvene krivulje (y = 0,0926x + 0,1892) na

sliki 31.

4.5 NITRILAZE

Nitrilazno aktivnost smo ovrednotili s koli¢ino nastalega amoniaka.

4.5.1 SPECIFICNA NITRILAZNA AKTIVNOST IZOLATOV NA RAZLICNIH
SUBSTRATIH

Koli¢ino nastalega amoniaka smo izmerili za 10 ¢istih kolonij zraslih na trdnem minimalnem

g0ji8¢u z dodatkom substrata (AcN, benzN in propioN) in virom ogljika (glukoze).
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Slika 32: Specifi¢na nitrilazna aktivnost izolatov v gojis¢u MING z dodatkom AcN

Izolirali in precepili smo 30 kolonij in dobili 17 ¢istih kultur. Trije testirani sevi imajo
izrazeno veliko (9b: Pseudomonas aeruginosa, 16c: Pseudomonas aeruginosa, 17: Klebsiella
pneumoniae), ostali pa neizrazito encimsko aktivnost (slika 32). Najbolj aktiven sev je

Pseudomonas aeruginosa z specifilno aktivnostjo 879,03 mg NH; min™ pg™ proteina.

Nitrilazna aktivnosti mikroorganizmov v goji§¢u z benzonitrilom:
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Slika 33: Specifi¢na nitrilazna aktivnost izolatov v gojis¢u MING z benzonitrilom

Izolirali in precepili smo 30 kolonij in dobili 17 €istih kultur. Vsi testirani sevi imajo izraZzeno
veliko encimsko aktivnost. Najve¢jo specificno aktivnost ima Klebsiella pneumoniae in

zna$a 75 mg NH; min™' pg™' proteina (slika 33).

Aktivnosti mikroorganizmov v gojis¢u s propionitrilom prikazuje slika 34.

120

100 [

8
|

[e2]
o
|

N
o
|

Specifiéna aktivnost
(g NH4/mg proteinov v min)
'
o

o

= []

6b 6c 9a 9b 16b 16¢ 17

)
)

vzorec

Slika 34: Specifi¢na nitrilazna aktivnost izolatov v gojis¢u MING s propionitriom

Izolirali in precepili smo 30 kolonij in dobili 17 Cistih kultur. Trije testirani sevi imajo visoko
izrazeno aktivnost (6¢c: Klebsiella pneumoniae, 6b: Stenotrophomonas maltophilia, 17:
Klebsiella pneumoniae), ostali sevi pa imajo slabo izrazeno nitrilazno aktivnost (slika 34).
Najvecjo specficno nitrilazno aktivnost ima Klebsiella pneumoniae, ki je 101,77 mg NH;j

min” pg’ proteina.
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Primerjava specifi¢ne nitrilazne aktivnosti glede na vrsto substrata.
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Slika 35: Primerjava specifi¢ne encimske aktivnosti izolatov na gojis¢u MING z Acn, benzN ali propN

Sevi izrazajo najve¢jo encimsko aktivnost na AcN, sledi pa mu benzN (slika 35). Ti
mikroorganizmi imajo najvecjo zmoznost cepitve alifatskih, preprostih nitrilov. Ob prisotnosti

aromatskih in kompleksnejSih skupin pa se kataliti¢na aktivnost zmanjsa.

Seve z najvecjo specificno aktivnostjo smo dolocili in podali v preglednici 8:

Preglednica 8: Sevi z aktivnim nitrilaznim encimom

ST.IZOLATA RODOVNO IN VRSTNO IME
5 Corynebacterium jeikeium

7 Corynebacterium jeikeium

6b Stenotrophomonas maltophilia
6¢ Klebsiella pneumoniae

9b Pseudomonas aeruginosa

l6c Pseudomonas aeruginosa

17 Klebsiella pneumoniae

4.5.2 PRODUKCIJA AMONIAKA V MIRUJOCIH CELICAH

Amoniak je stranski produkt delovanja nitrilaz. Za izkljucitev dejavnikov celice (rastni
faktorji, poraba in raztapljenja amoniaka, ...) in natan¢nejSe dolocCanje koli¢ine amoniaka smo

izmerili koli¢ino amoniaka v mirujocih celicah.
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Slika 36: Nitrilazna aktivnost mirujo¢ih celic Pseudomonas aeruginosa in Klebsiella pneumoniae

Sev 16c¢, Pseudomonas aeruginosa, ima vecjo specificno nitrilazno encimsko aktivnost od
seva 17 (Klebsiella pneumoniae). Pri obeh sevih koli¢ina amoniaka naras¢a s ¢asom in je

najvecja po 23 urni inkubaciji (slika 36).

4.6 PREGLED STEVILA ZNANSTVENIH OBJAV ZA IDENTIFICIRANE
SEVE Z ENCIMSKO AKTIVNOSTJO

Po izolaciji in dolocitvi sevov je sledilo preverjanje poroCanja prisotnosti o-demetilaznih,
monooksigenaznih, esteraznih in nitrilaznih  encimskih  aktivnosti v  izoliranih
mikroorganizmih. Informacije smo iskali v znanstveni literaturi zbrani v podatkovni bazi Web

Of Science.

Preglednica 9: Pregled identifiriranih sevov in njihovo pojavljanje v znanstveni literaturi

AKTIVNOST ST. KOLONIJ | ST. AKTIVNIH | OBJAVLIENA | NEOBJAVLJENA
ZA ANALIZO | VZORCEV AKTIVNOST AKTIVNOST

o-demetilaze 66 15 3 9

esteraze 30 9 4 4

monooksigenaze | 34 5 1 4

nitrilaze 17 4 2 2

Encimsko aktivnost smo analizirali pri ze znanih in tudi nekaterih novih mikroorganizmih

(preglednica 9 in slika 37).
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Slika 37: Izolirani sevi z encimskimi aktivnostmi in obstojeca porocila o njihovi aktivnosti v znanstveni
literaturi

Okoljski vzorci predstavljajo velik potencial za odkritje novih mikroorganizmov z zelenimi
encimskimi aktivnostmi ali za odkritje novih metabolnih poti.

Odkrite encimske aktivnosti lahko pripomorejo k poenostavitvi proizvodnjih procesov,
njihovi ekonomicnosti, okolju sprejemljivejsi sintezi organskih snovi, unic¢enju nezazelenih

snovi, pretvorbi substrata v bolj polarno, topno ali aktivno obliko za nadaljnje procese.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Mikroorganizmi so zelo prilagodljivi organizmi. Najdemo jih v razli¢nih Zivljenjskih okoljih.
Zivijo lahko pri visokih temperaturah, ekstremnih pH vrednostih in v razmerah povisane
slanosti. Za delovanje metabolnih poti imajo v prisotne encime. To so biokatalizatorji, ki
lahko pretvorijo snovi iz okolja mikroorganizma do prehrambenih, energetskih in gradbenih
elementov mikrobne celice.

Encimski presejalni testi so pomembni za selekcioniranje in odkrivanje mikroorganizmov z
iskanimi encimskimi aktivnostmi. Analiza encimskih funkcij temelji na fizikalnih ali
kemijskih nacinih zaznavanja signala ali produkta. Ta je sorazmeren z encimskim delovanjem

in omogoca ovrednotenje encimske aktivnosti (Kirk in sod., 2002).

Ucinkovito izolacijo mikroorganizmov z iskanimi encimskimi aktivnostmi nam je omogocila
uporaba novega zelirnega medija Gelrite® gellan gum (gelrite). Gelrite je &ist, naraven in
prozoren medij, ki omogoca pripravo trdnega gojis¢a. Strjevanje je hitro, stabilen je pri
visokih temperaturah in lahko zdrzi avtoklaviranje. Primeren je za termofilne mikroorganizme
in ne vsebuje primesi. Po segrevanju tvori ireverzibilno trd gel iz linearno zamreZenih
polisaharidov (glukoronske kisline, glukoze, ramnoze). Gelrite ima v primerjavi z agarjem
ve¢ prednosti. Njegova sestava mu omogoca odpornost na encimsko razgradnjo. Lahko se
uporablja v manjsi koli¢ini. Trdnost gela je odvisna od koncentracije eno ali dvovalentnih
kationov v raztopini. Ob prisotnosti topnih soli lahko uporabimo manjSo koli¢ina gela (tudi do
pol manj kot pri agarju). Glede na dobljene rezultate, prikazane na sliki 17, smo se odlocili, da
bomo uporabljali 0,7 % gelrite in 0,1 % MgCl, x 6 H,0. Njegova Cistost, slaba razgradnja z
mikroorganizmi in manjsa obcutljivost na fizikalno-kemijske razmere pa preprecijo izolacijo

velikega Stevila lazno pozitivnih sevov (Sigma-Aldrich, 2007).

V okviru diplomskega dela smo zeleli izolirati mikroorganizme z o-demetilaznimi,
monooksigenaznimi, esteraznimi in nitrilaznimi encimskimi aktivnostmi.

O-demetilaze so znotrajceli¢ni encimi, ki odstranijo metilno (CH3-) skupino vezano z etrsko
vezjo v proteinih ali drugih spojinah. Z MBA smo inducirali sintezo encima in ovrednotili

njegovo delovanje. S presejalnimi metodami za o-demetilazne encime smo selekcionirali
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mikroorganizme. Izolirali smo 29 sevov in izmerili njihovo aktivnost. Veliko encimsko
aktivnost smo odkrili pri vrstah Comomonas testosteroni, Micrococcus lutes, Micrococcus
sedentarius, Streptococcus sanguis in Pseudomonas stutzeri (slika 18). Najve¢ sevov s
prisotno aktivnostjo smo nasli v vzorcih iz CN IUV, nekoliko manj iz pilotne naprave KI in
CN Domzale Kamnik.

Najbolj aktiven sev z o-demetilazno aktivnostjo je C. testosteroni izoliran iz Cistilne naprave
Cerkno. Njegova specifi¢na aktivnost je 3,696 AA min™ g suhe snovi. Specifi¢na aktivnost
encima ter rastna krivulja C. testosteroni narascata s ¢asom inkubacije in sta najvecji po 18
urah inkubacije mikroorganizma v gojis¢u. Mikroorganizem se v tem ¢asu dobro prilagodi na
substrat v okolju, za¢ne se intenzivna sinteza encima in pospesen celi¢ni metabolizem .

V znanstveni literaturi so najpogosteje porocali o o-demetilazni encimski aktivnosti pri
Corynebacterium spp., Pseudomonas spp. (P. putida, P. aeruginosa, P. testosteroni, P.
fluorescens, P. testosteroni), Streptomyces spp., Noeardia sp. in Arthrobacter spp.

Simoni in sod. so pri Arthrobacter sp. o-demetilazno encimsko aktivnost inducirali s t-
anetolom ter izmerili specifiéno aktivnost 6,40 U ml™". Ribbons in sod. so poroali o o-
demetilazni aktivnosti P. testosteroni in P. aeruginosa, ki pretvarjata 4-metoksibenzojsko
kislino. Aktivnost so merili kot porabo kisika glede na razgradnjo substrata in znasa 2,2 mmol
O, mol" vanilata (Ribbons, 1971). Bernhar in sod. pa so pri P. putida inducirani z 4-
metoksibenzojsko kislino izmerili o-demetilazno aktivnost 360 mU mg™' proteina.

Nas$ sev C. testosteroni ima aktivnostjo 23,040 Aos min™! g'1 suhe snovi. Nacin zaznave
encimske aktivnosti in merjenja, nam ne omogocata kvantitativne primerjave z drugimi

encimskimi vzorci podanimi z drugimi enotami.

Monooksigenaze katalizirajo prenos kisikovega atoma iz molekule kisika v substrat in
redukcijo druge molekule kisikovega atoma v vodo. So pomembni znotrajceli¢ni encimi za
prenos elektronov in njihovo aktivnost (Madigan, 1997).

Monooksigenazno aktivnost smo spremljali kot koli¢ino pretvorjenega indola v modro
obarvano barvilo indigo. Encim za svoje delovanje potrebuje prisotnost induktorja arginina.
Ta spodbudi sintezo in ekspresijo monooksigenaznega encima. Modro obarvane kolonije smo
precepljali, dolo¢ili koli¢ino indiga in ovrednotili encimsko aktivnost.

Izolirali smo 16 sevov in ovrednotili njihovo encimsko aktivnost. Najbolj aktivni sevi so
Stenotrophomonas maltophilia, Streptococcus uberis, Pseudomonas putida, Alcaligenes
faecalis in Aerococcus urinae (slika 23). Najvec sevov s prisotno aktivnostjo smo izolirali iz

vzorca CN IUV in CN Melamina, nekaj pa tudi iz CN Domzale-Kamnik, Cerkno in Krka. Pri
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sevih S. uberis, A. faecalis, A. urinae in S. maltophilia smo identificirali monooksigenazno

aktivnost o kateri predhodno niso porocali v znanstveni literaturi.

Najbolj aktivni sev S. maltophilia je bil izoliran iz aktivnega blata CN IUV, njegova
specifiéna encimska aktivnost znaga 2,07x10" mol min" g suhe snovi.

V znanstveni literaturi so porocali o monooksigenazni aktivnosti pri B. cepacia, P. putida, B.
megaterium, Rhodococcus sp., Candida spp., T. thermophilus, P. mendocina, R. pickettii, P.
stutzeri, R. pickettii, ... (Bommarius A.S. 2004; Brouk M. in Fishman A. 2009).

Pri Pseudomonas sp. je prisotna stirenska monooksigenaza. Toluenska monooksigenazna
aktivnost pri B. cepacia znasa 12.1 nmol min' mg’ protein (Brouk, Fishman, 2009).
Aspergillus terreus pa ima citokrom P450 monooksigenazo, ki ima najve¢jo specificno
aktivnost na substratu dimetildulfooksidu in je 9,70 U mg™ (Vatsyayan, 2008).

Specificno monooksigenazna aktivnost izoliranega seva S. maltophilia lahko primerjamo z
aktivnostjo B. cepacia. Tu specifiéna aktivnost znasa 12.1 nmol min" mg" protein, pri S.
maltophilia pa 0,207 nmol min" g suhe snovi. Upostevati pa je potrebno, da smo aktivnost
encima S. maltophilia podali glede na maso suhe snovi, ki lahko vsebuje poleg encimov tudi
druge komponente celice, ter da delovanje encima nismo optimizirali glede na substrat,
gojisce in pogoje rasti. Ob upostevanju teh dejavnikov lahko ovrednotimo dobro delovanje

encima iz izoliranega mikroorganizma.

Esteraze katalizirajo reakcije cepitve ali tvorbe estrske vezi v spojini. Esteraze hidrolizirajo
kisikovo estrsko vez (specifi¢no ali nespecifi¢no) in pretvorijo Sirok spekter substratov. To
jim omogoca proizvodnjo opticno Cistih sestavin za kemijsko sintezo (Bommarius, 2004).
Selektivno gojis€e z dodatkom etil linoleata in izbrane presejalne metode so omogocile
izolacijo sevov z esterazno aktivnostjo. Izmerili smo stopnjo pretvorbe substrata in dolocili
encimsko aktivnost. Esterazno aktivnost smo odkrili pri 8 sevih. Najvefja je pri
Corynebacterium jeikerum, Stenotrophomonas maltophilia in Alcaligenes faecalis izoliranih
iz aktivnega blata CN Domzale Kamnik, IUV in Krka. Esterazno aktivnost smo na novo
identificirali pri S. sanguis, O. anthropi, A. urinae in S. uberis (slika 26).

Najbolj aktiven sev je C. jeikerum izoliran iz CN Domzale Kamnik. Njegova specifi¢na
aktivnost znasa 1189,668 A min" g proteinov. Preverili smo tudi spreminjanje encimske
aktivnosti s ¢asom inkubacije v gojiscu pri sevu C. jeikerum. Izmerili smo opti¢no gostoto,
encimsko aktivnost in koli¢ino proteinov glede na Cas rasti mikroorganizma. Rastna krivulja

C. jeikerum prikazuje faze rasti. Najvec¢ja aktivnost je 20 ur po inokulaciji. Specifi¢na
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encimska aktivnost in gostota celic sta dosegli najve¢jo vrednost po 14 urah inkubacije.
Kultura se je prilagodila na okoljski substrat, intenzivneje sintentizirala encim za metabolizem
in zacela se je pospeSena rast ter encimska aktivnost (slika 30).

Esteraze so pogost prisoten in uporaben encim v naravi. V literaturi poro¢ajo o njegovi
prisotnosti pri P. fluorescens, L. plantarum, Trichoderma sp., S. thermophile, S. scabies, P.
aeruginosa, S. typhimurium, Moraxella sp., B. subtilis, A. globiformis, itd. Ocis¢en
zunajcelini esterazni encim iz Micrococcus sp. ima specifiéno encimsko aktivnost 0.809
pmol min' mg™' (Bommarius, 2004). Primerjava z nasim izoliranim encimom in esteraznim

encimom Micrococcus sp. ni mozna, saj nas nacin zaznave encimske aktivnosti in merjenja ne

omogocata kvantitativne primerjave.

Nitrilaze so razred encimov, ki katalizirajo hidrolizo organonitrilnih sestavin v ustrezno
karboksilno kislino pri milih pogojih (Mueller, 2006; Martinkova, 2008). Stranski produkt pri
pretvorbi nitrilov z nitrilazami je amoniak. Ta ovrednoti aktivnost nitrilaz. Amoniak je plin in
je v gojiscu tezko dolocljiv. V gojiscu se lahko raztaplja, celice ga lahko porabljajo v
nadaljnjih procesih kot vir dusika, del pa se ga veze s sestavinami v gojiS¢u. To privede do
preverjanja nastajanja amoniaka v mirujocih celicah. Tako se zmanjSa vpliv okolja,
presnovnih funkcij in potreb celic. Koli¢ino amoniaka smo poizkusili ovrednotiti z vec
metodami. Kolorimetricna metoda z CoCl, ioni je premalo specificna in ne omogoca
zaznavanje majhne koliCine plina, ki ga celice izlo¢ijo. Fluorimetricna metoda uporablja
ftalaldehid. To je nestabilna molekula, ki v okolju hitro razpada. V reakcijski meSanici lahko
reagira z drugimi snovmi in ne omogoca zanesljive zaznave amoniaka v gojis¢u. Za dolocanje
koli¢ine nastalega amoniaka smo uporabili komercialni test za dolo¢anje amoniaka. Selekcijo
mikroorganizmov smo naredili na gojis¢u z AcN. Za nadaljnje teste pa smo Ciste izolirane
seve testirali tudi na benzN in propN. S temi substrati smo preverili prisotnost in delovanje

alifatskih, aromatskih in akrilnih nitrilaz (Kobayashi, 1990).

Nitrilazno aktivnost smo odkrili pri 9 mikroorganizmih. Velika aktivnost je prisotna pri
Corynebacterium  jeikeium, Stenotrophomonas maltophilia, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, ki so bili izolirani iz CN IUV, Krka in Melamin. Nitrilazno
encimsko aktivnost smo na novo odkrili pri C. jeikeium in S. maltophila. Najvecjo nitrilazno
encimsko aktivnost imajo sevi izolirani iz CN Krka. Na acetonitrilu kot viru dusika ima P.
aeruginosa (specifi¢na aktivnost 879,03 mg NH; min"' pg’ proteina), na benzonitrilu in

propionitrilu pa K. pneumoniae (na benzonitrilu 75 mg NH; min"' pg”' proteina, na
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propionitrilu pa 101,77 mg NH; min™' pg” proteina). Veliko aktivnost smo izmerili tudi pri
C. jeikeium in S. maltophilia iz CN IUV (slike 32, 33 in 34).

Vpliv dejavnikov celice smo zmanjsali z merjenjem koli¢ine nastajanja in aktivnosti encima v
mirujocih celicah. Koli¢ina amoniaka je s ¢asom narascala, specifi¢na aktivnost pa v ¢asu 23
dosegla nitrilazno aktivnost 608,50 mg NH; min™ pg™ proteina (slika 36).

V literaturi porocajo o prisotnosti nitrilaznega encima pri P. putida, M. paraoxydans, M.
liquefaciens, F. lateritium, P. stutzeri, R. rhodochrous, itd. Specifi¢na nitrilazna aktivnost P.

putida znaa 0.43 to 2.17 U mg™' (Banerjee, 2003).

Aktivni sevi so izhajali iz razli¢nih vzorcev. Velika aktivnost pri sevih iz nekaterih CN je
posledica pestrosti odpadnih vod, prisotnosti industrije in predelovalnih obratov, ki tja
odvajajo svoje odplake. Prisotnost kemijskih komponent omogoca obogatitev in selekcijo
mikroorganizmov sposobnih prezivetja in razgradnje prisotnih snovi. Sestava aktivnega blata
je poznana le za CN Melamin. Tu prevladujejo vrste Actinomyces, Arthrobacter, Bacillus,
Corynebacterium, Flavobacterium, Pseudomonas in Trichosporon spp., ki so bile oblikovane
za razgradnjo fenolov, naftalenov, ligninosulfatov in betaina. Mi smo med aktivnimi sevi
izoliranimi iz tega vzorca odkrili aktivnost pri primarni kulturi kot tudi drugih
mikroorganizmih (S. maltophilia in C. jeikerum).

Iz okoljskih vzorcev nam je wuspelo izolirali Stevilne seve z o-demetilaznimi,
monooksigenaznimi, esteraznimi in nitrilaznimi encimskimi aktivnostmi. Izolaciji in
identificiji sevom je sledil pregled znanstvenih objav encimskih aktivnosti pri osamljenih
mikroorganizmih. Informacije smo iskali v znanstveni literaturi zbrani v podatkovni bazi Web
Of Science (preglednica 9). Encimsko aktivnost smo izolirali pri velikem S$tevilu sevov, za
katere niso predhodno porocali o prisotnosti iskanih encimov, je najve¢ za o-demetilazno in
esterazno aktivnostjo. Pri monooksigenazah in nitrilazah pa je razmerje med poznanimi in
novo odkritimi sevi enako. Pridobljeni podatki kaZejo na veliko biokataliticno aktivnost in
evolucijsko prilagodljivost mikroorganizmov prisotnih v preprostih okoljskih vzorcih.
Encimske aktivnosti izoliranih mikroorganizmov bi lahko v nadaljnjih raziskavah natan¢neje
preucili in optimizirali s preverjanjem najustreznejSih pogojev za rast (temperatura, pH,
ovrednotili in natan¢neje analizirali ter izkoristili velik potencial, ki nam ga ponujajo izolirani
mikroorganizmi in njihovi encimi. To bi omogocilo lazjo, hitrejSo, natan¢nejSo ter okolju
prijaznejSo sintezo Zzelenih komponent uporabnih v kemijski sintezi in predelovalnih

industrijah.
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5.2 SKLEPI

Mikroorganizmi imajo v svojih strukturah prisotne encime, ki lahko pretvorijo hranila
in sestavine okolja. Encimski presejalni testi na osnovi selekcije z dodatkom substrata
omogocajo selekcioniranje in odkrivanje mikroorganizmov z iskanimi encimskimi
funkcijami.

Preizkusili smo nov medij za pripravo gojis¢. Zelirno sredstvo gelrite je &ist, prozoren
medij. Stabilen je pri visokih temperaturah, zdrzi pogoje avtoklaviranja in ne vsebuje
primesi. Strjevanje je hitrejSe, za ustrezno trdnost pa je potreben dodatek kationov (0,1
% MgCl, x 6 Hy0).

S presejalnimi metodami za o-demetilazne encime smo izolirali 29 sevov. Najbolj
aktivni so Comomonas testosteroni, Micrococcus lutes, Micrococcus sedentarius,
Streptococcus sanguis in Pseudomonas stutzeri. Specificna encimska aktivnost
narasca s ¢asom inkubacije in koli¢ino mikroorganizmov v gojiscu.

Monooksigenaze ob prisotnosti arginina pretvorijo indol v indigo. Najbolj aktivni sevi
so Stenotrophomonas maltophilia, Streptococcus uberis, Pseudomonas putida,
Alcaligenes faecalis in Aerococcus urinae.

Esterazno aktivnost so izrazali Ochrobacter anthropi, Corynebacterium jeikerum in
Stenotrophomonas maltophilia. Specificna encimska aktivnost in gostota celic C.
Jjeikerum (najbolj aktivnega seva) sovpadata.

Izrazanje nitrilaznih aktivnosti smo odkrili pri Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, Corynebacterium jeikeium in Stenotrophomonas maltophilia. Vpliv
dejavnikov celice smo zmanjSali z merjenjem koli¢ine nastalega amoniaka in
izraCunom aktivnosti encima v mirujoc¢ih celicah. Izolirali smo mikroorganizme z
alifatskimi, aromatskimi in akrilacetonitrilnimi nitrilazami.

Uspelo nam je izolirati mikroorganizme z encimskimi aktivnostmi, o katerith v
literaturi Se niso porocali. M. luteus, M. sedentarius, C. aquaticum, S. sanguis, E.
aerogenes, S. spiritivorum, S. pneumoniae, S. maltophilia., P. stutzeri in A.
denitrifikans z o-demetilazno, S. sanguis, O. anthropi, A. urinae in S. uberis z
esterazno, S. uberis, A. faecalis, A. urinae in S. maltophilia z monooksigenazno ter C.
Jjeikeium in S. maltophilia z nitrilazno encimsko aktivnostjo. To omogoca odkritje
novih tipov encimov in encimskih funkcij ter njihovo uporabo v okolju prijaznejsi

katalizi.
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6 POVZETEK

6.1 POVZETEK

Mikroorganizmi so majhni in zelo prilagodljivi organizmi. Najdemo jih v razli¢nih
zivljenjskih okoljih. Potek njihovih metabolnih poti jim omogocajo encimi. Ti pretvorijo
sestavine celice in okolja do sestavin uporabnih kot prehrambeni, energetski in gradbeni viri
celice. Delovanje encimov je lahko inducirano ali inaktivirano s snovmi iz okolja.

Presejalni testi temeljijo na razli¢nih fizikalnih ali kemijskih principih, ki omogocajo
odkrivanje sevov z aktivnim encimom. Uporabili smo selekcijo s prehranskimi substrati.
Izbrani substrat predstavlja vir hranil za mikroorganizem. Zmoznost izrabe substrata in
njegova pretvorba v enostavnejse sestavine je pokazelj prisotnosti encimov.

Okoljske vzorce smo gojili na minimalnih gojis¢ih z dodatkom substratov za selekcioniranje
in obogatitev mikroorganizmov z Zelenimi aktivnostmi. Encim razgradi substrat in ga pretvori
v preprostejSe sestavine, ki sluzijo kot hranila in sestavine gradbenih elementov za celico.
Tako smo izolirali mikroorganizme z vsebnostjo o-demetilaznih, esteraznih,
monooksigenaznih in nitrilaznih encimov. Uspelo nam je izolirati mikroorganizme z Zelenimi
encimskimi aktivnostmi, tudi nekatere seve za katere predhodno ni znanstvenih objav o

prisotnosti izoliranih encimskih aktivnosti.

O-demetilazno aktivnost smo odkrili pri Comomonas testosteroni, Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas putida, Micrococcus luteus, Corynebacterium aquaticum, Streptococcus
sanguis, Enterobacter aerogenes, Sphingomonas spiritivorum in Stenotrophomonas
maltophilia. Esterazno aktivnost so imeli Streptococcus sanguis, Corynebacterium jeikeium,
Pediococcus sp., Alcaligenes faecalis, Stenotrophomonas maltophilia, Ochrobacter anthropi,
Aerococcus urinae in Streptococcus uberi. Mikroorganizmi z monooksigenazno aktivnostjo
so Pseudomonas putida Streptococcus uberis, Alcaligenes faecalis, Aerococcus urinae in
Stenotrophomonas maltophilia. Prisotnost nitrilaz smo idetificirali pri Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Corynebacterium jeikeium in Stenotrophomonas maltophilia.

Okoljski vzorci skrivajo velik neodkrit potencial novih mikroorganizmov z izbranimi
encimskimi aktivnostmi in novimi metabolnimi potmi. Te encimske aktivnosti lahko
pripomorejo k poenostavitvi proizvodnjih procesov, ekonomicnejsi in okolju sprejemljivejsi
sintezi organskih snovi, uni¢enju nezazelenih snovi, pretvorbi substrata v bolj polarno, topno

ali aktivno obliko za nadaljnje procese.
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6.2 SUMMARY

Biocatalysts are important enzymes that leed to the development of many promising and
efficient methods since their discovery. They are used in wide range of organic reactions but
it is important to identify the most suitable enzyme candidates. Isolation of enzymes allows
cultivation, enrichment and screening of pure strains of microorganisms.

Environment samples were used for simple screening test based identification. Use of small
substrate concentrations in growth media allows a selective induction of o-demethylase,
monooxygenase, esterase and nitrilase enzymes. Carefully selected substrates result in
enrichment, colorimetric or fluorometric detection of products. Based on detected products we
were able to identify microorganisms with the enzyme activities that we looked for.

We have discovered o-demethylase enzyme activity in Comomonas testosteroni,
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida, Micrococcus luteus, Corynebacterium
aquaticum, Streptococcus sanguis, Enterobacter aerogenes, Sphingomonas spiritivorum and
Stenotrophomonas maltophilia. Esterase activity has been found in Streptococcus sanguis,
Corynebacterium jeikeium, Pediococcus sp., Alcaligenes faecalis, Stenotrophomonas
maltophilia, Ochrobacter anthropi, Aerococcus urinae and Streptococcus uberi.
Monooxygenase activity has been identified in Pseudomonas putida Streptococcus uberis,
Alcaligenes faecalis, Aerococcus urinae and Stenotrophomonas maltophilia. Additionally the
presence of a nitrilase enzyme has been discovered in Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Corynebacterium jeikeium and Stenotrophomonas maltophilia.

We managed to isolate microorganisms in which tested enzyme activities previously have not
been published in science publications. Classic cultivation-based methods and simple
environment samples allow discoveries of new microorganisms with enzyme activities,
identification of new enzyme types and new metabolic pathways. The power of this method is
creating the ideal biocatalysts for the majority of applications used in industry and various

science fields.
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