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Al | Rdec¢i pigmenti prodigiozini so zanimivi zaradi svojih imunosupresivnih,

protibakterijskih in protiglivnih u¢inkov. V diplomskem delu smo preucevali rde¢
pigment, ki smo ga pridobili iz kulture bakterije Vibrio sp. DSM 14379 (Vibrio sp.),
izolirane iz Skocjanskega zatoka, ter ugotavljali vpliv pH na barvo,
protibakterijsko aktivnost ekstrakta pigmenta ter povezavo med zaznavanjem
celi¢ne gostote in produkcijo pigmenta. Za ugotavljanje vpliva pH smo ekstrahirali
pigment z acetonom, ter dolocili absorpcijske spektre ekstrakta pigmenta pri
razlicnih pH vrednostih. Ugotovili smo, da je ekstrakt pigmenta v acetonu pri
nizkem pH roznate barve in ima absorpcijski maksimum pri 530 nm, pri visokem
pH je rumen z absorpcijskim maksimumom pri 460 nm. Pigment ima pKa med
7,93 in 8,01. Protibakterijsko aktivnost smo dolocali z difuzijsko metodo z diski na
agarskih plos¢ah in z merjenjem spremembe opticne gostote kultur v tekofem
g0jis¢u ob dodatku ekstrakta pigmenta. Rezultati kazejo, da ima ekstrakt pigmenta
Sirok spekter protibakterijskega delovanja, saj deluje proti po Gramu pozitivnim in
negativnim bakterijam. Produkcija pigmenta je najvrjetneje odvisna tudi od
signalnih molekul, ki jih v okolje izlo¢a divji tip. To smo ugotovili tako, da smo
roznati mutanti (mutanti R) omogocili interakcijo s signalnimi molekulami divjega
tipa v tekoCem gojiS¢u oziroma preko difuzije na plosc¢i, kar je povzrocilo
produkcijo pigmenta pri mutanti.
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The red pigments prodigiosins are interesting molecules because of their
imunosuppresive, antibacterial and antifungal properties. In this work, we studied
a red pigment extracted from the bacteria culture Vibrio sp. DSM14379 (Vibrio
sp.) isolated from the Skocjanski zatok in the Adriatic sea. We studied the
influence of pH on the color, antibacterial properties of the pigment extract and the
connection between quorum sensing and the production of the pigment. For te
purpose of pH studies the pigment was extracted with acetone. The results
showed, that the pigment extract is pink in acid with the absorption maximum at
530 nm and yellow at high pH values with the absorption maximum at 460 nm,
and its pKa is between 7,93 and 8,01. The antibacterial activity was tested with
disk diffusion method on agar plates and by measuring the change of optical
density after the addition of the pigment extract to different cultures in a liquid
medium. The pigment extract showed a broad range of antibacterial activity. It was
active against Gram-positive and Gram-negative bacteria. Pigment production in
Vibrio sp. is probably dependent on signal molecules produced by the wild type
strain. This has been demonstrated by interaction of non-pigmented mutant strain
with signal molecules produced by the wild type strain in both liquid medium and
on agar plates, which enabled repigmentation of the mutant strain.
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lux, SI enota za intenziteto svetlobe

prekurzor za sintezo prodigiozina, 2-metil-3-n-amilil-pirol

prekurzor za sintezo prodigiozina, 4-metoksi-2,2'-bipirol-5-karbaldehid
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Straser A. Opis lastnosti rdedega pigmenta iz naravnega izolata bakterije Vibrio sp.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddelénega Studija mikrobiologije, 2008

XI

M, molekulska masa

NO5 nitratni ion

OD opti¢na gostota

ODsso opti¢na gostota pri valovni dolzini 650 nm

OH hidroksilni ion

pKa negativni logaritem disociacijske konstante kisline

mutanta R rahlo roznata mutanta Vibrio sp. DSM 14379

rpm obrati na minuto

S svedberg, enota posedanja delcev v ultracentrifugi
S.S. suha snov

T timin

TLC tankoplastna kromatografija

uv ultra vijoli¢na svetloba

VIV % volumsko - volumski odstotki

VIS vidni spekter

w/V % utezno - volumski odstotki

x[ povprecje

o standardni odklon, statisti¢na mera razprSitve vrednosti okoli povprecja



Straser A. Opis lastnosti rdedega pigmenta iz naravnega izolata bakterije Vibrio sp.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddelénega Studija mikrobiologije, 2008

1UVOD

Pigmenti so molekule, ki so sposobne absorbirati le dolocene valovne dolzine svetlobe, kar
jim daje znacilno obarvanost. Bakterije proizvajajo Stevilne pigmente. Absorpcija
specificnih valovnih dolzin svetlobe jim sluzi pri fototrofiji ter zasciti celice pred njenimi
skodljivimi uginki. Stevilnim bakterijskim vrstam kot zas¢ita pred svetlobo sluZijo
melanini (Margalith, 1992). VijoliCen pigment violacein, ki ga vefinoma sintetizirajo
bakterije iz rodu Chromobacterium (Konzen in sod., 2006) celice §¢iti pred UV radiacijo.
Najpogostejsi bakterijski pigmenti so karotenoidi, ki jih producira vecina rde€e, oranzno in
rumeno obarvanih bakterij (Sobin in Stahly, 1941). Ti bakterije §cCitijo pred fotooksidacijo
in poSkodbami, ki jih povzro¢i vidna svetloba (Griffiths in sod., 1955) in so vpleteni v
bakterijsko fotosintezo poleg klorofila a in fikobilinov, pri cianobakterijah, ter
bakterioklorofilov, pri Skrlatnih in drugih fotosintetskih bakterijah (Cohen-Bazire in sod.,

1964).

Bakterijski pigmenti imajo vefinoma tudi druge pomembne lastnosti. Poznamo veliko
bakterijskih pigmentov, ki antagonisticno delujejo na druge bakterije, glive in vi§je
organizme. S tem bi lahko bakterijam, ki jih proizvajajo, ponujali prednost pri naseljevanju
okolja, izkoriS€anju hranil in razmnoZevanju, ter jih §cCitili pred organizmi, ki se z njimi
hranijo. Antibioticno delovanje je znano za fenazine, ki vkljucujejo preko petdeset
pigmentov, ki jih producirajo fluorescente bakterije iz rodu Pseudomonas in nekaterih
drugih rodov (Mavrodi in sod, 2006). Zanimive farmakoloske lastnosti so odkrili tudi pri
violaceinu (Konzen in sod., 2006) in zivo rdeCih pigmentih prodigininih, med katere sodi
tudi prodigiozin, ki deluje proti bakterijam, protozojem in patogenim glivam (Fiirstner,
2003).

Kljub Stevilnim lastnostim pigmentov, je njihova fizioloSka vloga v bakterijski celici
pogosto nepoznana. Njihova sinteza je regulirana preko Stevilnih mehanizmov, med katere
sodi zaznavanje celi¢ne gostote ali »Quorum sensing« (Williamson in sod., 2006). Sistem
zaznavanja celine gostote omogoca bakterijam medsebojno komunikacijo s pomocjo
zunajcelinih signalnih molekul in s tem usklajeno izrazanje genov, ki so regulirani preko
tega sistema (Miller in sod., 2002), med katerimi so tudi geni za sintezo prodigiozina pri
bakteriji Serratia marcescens (Thomson in sod., 2000; Fineran in sod., 2005).
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1.1 NAMEN DELA IN OPREDELITEV PROBLEMA

Bakterija Vibrio sp. DSM14379 (Vibrio sp.) izolirana iz Skocjanskega zatoka (Stopar in
sod., 2004) proizvaja rde¢ pigment, ki spada v druzino prodigiozinom podobnih molekul.
Te molekule proizvajajo bakterije iz rodov Serratia, Vibrio in nekatere aktinomicete.
Prodigiozini nimajo definirane fizioloske funkcije pri produkcijskih sevih. Poznana je
njihova proti glivna, proti bakterijska, imunosupresivna in proti tumorska aktivnost.

Namen diplomskega dela je opis lastnosti pigmenta, zato bomo:
e ugotovili vpliv pH na spremembo absorpcijskga spektra in barve pigmenta,
e ugotovili protibakterijski uc¢inek pigmenta na nekatere izbrane bakterijske seve,

e preverili ali je sinteza pigmenta pri Vibrio sp. regulirana z zaznavanjem celi¢ne

gostote.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

V diplomski nalogi smo postavili naslednje hipoteze:
e pH vpliva na barvo in absorpcijski spekter pigmenta,
e pigment ima omejen protibakterijski ucinek,

e sinteza pigmenta je regulirana preko mehanizma zaznavanja celi¢ne gostote.
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2 PREGLED OBJAV

Prodigiozin in sorodni pigmenti so vzbujali pozornost ljudi Ze v preteklosti, saj rdece
obarvane viskozne kolonije nekaterih sevov Serratia marcescens mo¢no spominjajo na
kaplje krvi (Bennett in Bentley, 2000). Te bakterije pogosto rastejo na kruhu, polenti in
drugih zivilih bogatih s Skrobom. Eden prvih, ki je za vzrok pojava krvi podobne snovi v
hrani oznacil mikroorganizme, je bil Dr. Vincenzo Sete leta 1824. Sete je menil, da je v
pojav vpletena gliva, ki jo je poimenoval Zaogalactina imetropha (iz gri¢ine, Ziva sluz na
hrani). Prvi, ki je organizem poimenoval Serratia marcescens, misle¢, da gre za glivo, je
bil po navedbah zgoraj navedenih avtorjev Bartolomeo Bizio. Sete in Bizio sta pigment
tudi ekstrahirala v etanolu in ga uporabila za barvanje svile in volne ter ugotovila, da ni
obstojen na svetlobi. Avtorja navajata, da je bil prodigiozin prvi¢ izoliran 1902, njegovo
kemijsko strukturo so dolocili 1960.

Danes se znanstveniki posvefajo proucevanju prodigiozina in sorodnih molekul zaradi
potencialne uporabe v medicini. Kot modelni organizem za proucevanje teh pigmentov je
najveckrat bakterija Serratia marcescens.

2.1 PRODIGININI IN PRODIGIOZIN

Prodiginini sestavljajo skupino rdecih pigmentov, ki jih producirajo Stevilne bakterije iz
rodu Serratia, Actinomycetes (Streptomyces coelicolor) ter Stevilne morske bakterije
(Hahella chejuensis, Pseudoalteromonas denitrificans) (Willamson in sod., 2006).
Prodigiozin je sekundarni metabolit (Williams, 1973), ki ga producirajo tudi bakterije iz
rodu Vibrio, kot so bakterije Vibrio gazogenes (Allen G.R. in sod., 1983), Vibrio
psychroerythrus (Aoust in Gerber, 1974) in Vibrio rhizosphaerae (Kumar in Nair, 2007).
Nasli so ga tudi pri morski bakteriji Vibro ruber, ki so jo izolirali iz vzorca morske vode, iz
plitve obalne regije Keelung v Tajvanu (Shieh in sod., 2003). MeSanico prodigininov
(Prodigiozin, cikloprodigiozin in heptaprodigiozin) so nasli tudi pri bakteriji Vibrio sp.
KSJ45, ki so jo izolirali iz morskih sedimentov (Alihosseini in sod., 2008).

Kot pri mnogih sekundarnih metabolitih, se tudi pri prodigininih Se vedno razpravlja o
fizioloski vlogi le teh v bakterijski celici (Williamson in sod. 2006). Prav tako ne poznamo
natan¢ne lokacije prodigiozina v celici, saj so ga odkrili v znotrajceli¢nih in zunajceli¢nih
frakcijah (Williamson in sod. 2005). Purkayastha in Williams (1960) sta bila mnenja, da je
prodigiozin zaradi svoje moc¢no nepolarne narave povezan s celicnim ovojem. Skoraj tri
desetletja kasneje sta Kobayashi in Ichikawa (1989) ugotovila, da se prodigiozin pri
bakteriji Serratia marcescens nahaja v notranji membrani, v kompleksu s 100 kDa velikim
proteinom, ki je najbrz povezan z nastankom pigmenta.
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2.1.1 Struktura in fizikalne lastnosti prodigiozina

Prodiginini so pirolni alkaloidi s tremi pirolnimi obro¢i, kjer sta dva direktno povezana,
tretji je povezan preko metenskega mosticka (Gerber, 1975) v strukturo piril dipiril metena
(Fiirstner, 2003) (Slika 1). Bennett in Bentley (2000) navajata, da so osnovno strukturo ali
jedro trivialno poimenovali prodigiozen, medtem ko imajo prodiginini dodatno metoksi
(-OCH3) skupino vezano na ogljikovem atomu na Sestem mestu (Slika 1), kot jo imajo
vec¢inoma vsi naravni produkti. Malo Stevilne naravne analoge, ki imajo namesto metoksi
skupine hidroksilno (-OH), so poimenovali norprodiginini (Gerber, 1975).

Prodigiozin ima molekulsko formulo C;0H25N30 in se od drugih prodigininov razlikuje po
tem, da ima na osnovno strukturo vezano metilno skupino in alkilno verigo s 5 C atomi
(Bennett in Bentley, 2000). Po IUPAC nomenklaturi prodigiozin poimenujemo kot 2,2'-
bipirol,4-metoksi-5-[(5-metil-4-pentil-2H-pirol-2-jlidene)metil], lahko ga poimenujemo
tudi glede na osnovno strukturo kot 2-metil-3-pentil-6-metoksiprodigiozen ali 2-metil-3-
pentilprodiginin (Gerber, 1975). Verjetno je slednje poimenovaje primernejSe, saj je
uporabneje, ¢e kot prodigiozene oznac¢imo le sinteticne produkte, ki ponavadi nimajo
metoksi skupine na Sestem ogljikovem atomu (Hearn in sod., 1970).

Poznamo Stiri obsezne strukturne razrede prodigininov (Slika 1) (Bennett in Bentley,
2000). Prva skupina vkljucuje prodiginine, ki imajo na osnovni strukturi vezane le ravne
alkilne verige (Slika 1, A), kakrSna sta prodigiozin in undecilprodiginin (Williamson in
sod. 2006). Ostale tri skupine predstavljajo cikli¢ne derivate prodigininov (Slika 1, B,C,D)
(Bennett in Bentley, 2000).

Struktura A: R1 R2 R3
prodigiozen H H H
prodiginin CH30 H H
prodigiozin CHs0 CH3s CH3(CHz2)4
norprodigiozin ~ OH CH3 CHs3(CH2)4

undecilprodiginin CH30 CH3(CH2)io H
Struktura B: metacikloprodigiozin
Struktura C: cikloprodigiozin hidroklorid
Struktura D: R n

ciklononilprodiginin H 8
ciklometildecilprodiginin ~ CH3- 9

Slika 1: Strukturni tipi prodigininov (Bennett in Bentley, 2000: 12,13).
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Prodigiozin tvori lesketajoce, temno rdece obarvane kristale, v obliki kvadratnih piramid z
zelenkastim odsevom, medtem ko tvori hidroklorid (CyoH2¢CIN3O) Skrlatne kristale
(Bennett in Bentley, 2000). Pigment je v raztopinah lahko obarvan rdece do roznato ali
oranzno do rumeno. S papirno kromatografijo so lo€ili tudi modro frakcijo (Williams in
sod., 1956). V nadaljnih raziskavah so Green in sodelavci (1956) ugotovili, da gre pri
modri in rdeci frakciji za podobno snov, vendar z razlicno molekulsko maso, ter da bi
modra frakcija, z ve¢jo molekulsko maso, lahko predstavljala dimerno obliko prodigiozina.

Za intenzivno barvo prodigininov je odgovoren konjugiran sistem sedmih dvojnih vezi
(Bennett in Bentley, 2000). Struktura osnovnega jedra pigmenta, 2,2'-bipirolil-pirimetena,
omogoca razli¢ne geometrijske izomere, glede na ravnotezni polozaj molekul okrog vezi,
ki povezujejo pirolne obroce. Spreminjanje konformacije iz ene izomerne oblike v drugo bi
lahko bila posledica protonacije in deprotonacije dusikovih atomov (Rizzo in sod., 1999).

V vecini objav je navedeno, da v kislem okolju protonirana oblika prodigiozina absorbira
najvec svetlobe pri valovni dolzini med 533 in 535 nm, in je obarvana rdece, v alkalnem pa
so proste baze obarvane rumeno in je absorpcija najvecja pri priblizno 470 nm (Williams in
sod., 1956; Lewis in Corpe, 1963; Melvin in sod., 2002; La in sod., 2007) (Slika 2).
Dolocili so tudi tocko, kjer pride do spremembe barve pigmenta. La in sodelavci (2007)
navajajo, da je pKa prodigiozina v raztopini acetonitrila in vode (1:1) 7.98. V vodni
raztopini dioksana pKa znasa 7.6, v vodni raztopini etanola pa 8.23 (Hearn in sod., 1968).

Absorbanca

350 450 550 650
Valovna dolzina (nm)

Slika 2: UV-VIS / pH titracija sinteticnega prodigiozina v raztopini acetonitrila in vode (1:1) pri 25 °C
(Melvin in sod., 2002: 738).
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Rizzo in sodelavcei (1999) navajajo, da obstajata dve geometrijski izomeri, o in B (Slika 3).
o izomera obstaja v okolju z nizkim pH, ko je dusikov atom C obroca protoniran in morda
tvori vodikovo vez s kisikom na B obrocu. B izomera obstaja v okolju z visokim pH.

a-izomer
B-izomer

Slika 3: Protonacija in ravnoteZne pretvorbe rotamerov prodigiozina (Melvin in sod., 2002: 734).

Vedno ni mogoce povezati barve pigmenta s pH. Allen E.G. (1967) navaja, da se kolonije
bakterije Serratia marcescens s staranjem spreminjajo iz oranzne v bolj rdec¢e, medtem ko
postaja gojisce bolj alkalno ter da je kultura v nemeSanem globokem tekocem gojiscu pri
dnu obarvana bolj rdece kot pri vrhu, ¢eprav je pH gojisca vi§ji od sedem. Pojav so
poskusali razloziti s povezavo med spremembo barve in oksidacijsko-redukcijskim stanjem
pigmenta. Z dodajanjem reducentov in oksidantov v raztopino pigmenta z ustaljenim pH so
ugotovili, da lahko obstaja pigment v oksidirani obliki in je obarvan rumeno med tem ko je
reduciran rde¢. Tako naj bi bile stare kolonije intenzivneje rdece obarvane zaradi kopic¢enja
reducentov, vzrok intenzivnejSe rdece obarvanega dna tekoce kulture pa so reducirajoci
pogoji na dnu. La in sodelavci (2007) navajajo, da je absorpcija svetlobe pri fenolnih
derivatih prodigiozina odvisna od tautomerne oblike. V enolni obliki derivat najvec
svetlobe absorbira pri 460 nm, v keto obliki pa pri 530 nm.

Prodigiozin je nestabilen in obcutljiv na svetlobo (Allen E.G., 1967). Osvetlitev vpliva tudi
na njegovo vsebnost v celicah (Ryazantseva in sod., 1994). Pri celicah Serratia
marcescens, ki so jih izpostavili svetlobi valovnih dolzin od 500 do 600 nm in intenziteti
svetlobe 200-250 Ix, se je vsebnost pigmenta zmanjSala za 50%. Pri valovnih doZinah 370
do 500 nm in enaki intenziteti svetlobe, pa se je zmanjsala celo za 80%. Pokazali so tudi,
da celice, ki so rasle v temi, vsebujejo ve¢ pigmenta, kot celice, ki so rasle na svetlobi.
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2.1.2 FizioloSka vloga in bioloSka aktivnost

V mnogih objavah omenjajo Siroko protibakterijsko delovanje prodigininov. Prodigiozin
antibioti¢no deluje proti Bacillus subtilis (Cang in sod., 2000). Gerber (1971) navaja, da
prodigiozin pri koncentraciji 10 pg/ml protibakterijsko deluje na Staphylococcus aureus,
Micrococcus smegmatis, Micrococcus rhodochrous in Streptomyces somaliensis. Poleg
tega imata rdeCe obarvana seva Vibrio ruber in Vibrio rhizosphaerae izolirana iz rizosfere
mangrov in riza protibakterijski u¢inek na po Gramu negativne bakterije (Xanthomonas
oryzae, Erwinia carotovora, Pseudomonas syringae) (Kumar in Nair, 2007).

Prodigiozin antibioti¢no deluje tudi proti patogenim glivam kot so Blastomyces
dermatitidis, Cryptococcus neoformans, Histoplazma capsulatum in Sporotrichum schenkii
pri MICsp med 1 in 3,2 pg/ml ter proti glivi Candida albicans pri MICsy 22 pg/ml (Castro
in sod., 1967). Pri 10 pg/ml deluje na glive Actinomadura madurae, Trichophyton
mentagrophytes, pri koncentraciji 25 pg/ml proti Nocardia asteroides, vpliv pri visjih
koncentracijah kaze Se proti Stevilnim drugim glivam (Gerber, 1971). Castro (1967)
navaja, da prodigiozin deluje tudi proti prazivalim kot sta Plasmodium berghei in
Plasmodium falciparum. Ravno tako obarvani sevi Serratia marcescens lizirajo parazita
Trypanosoma cruzi pri ¢emer igra pomembno vlogo prodigiozin (Azambuja in sod., 2004).
Kim in sodelavci (2008) so ugotovili, da prodigiozin deluje tudi algicidno proti strupenim
dinoflagelatom, kot sta Gyrodinium impudicum in Heterosigma akashiwo ter ze pri
koncentraciji 10~ mg/1 proti Cochlodinium polykrikoides (Jeong in sod., 2005).

Poleg antibioti¢nih lastnosti prodigiozina so predpostavili tudi vlogo pri pritrjanju na
povrSine in razprSitvi bakterij (Burger in Bennett, 1985; Williamson in sod. 2006).
V kapljicah, ki so nastale zaradi dvigovanja zra¢nih mehurckov skozi tekoce gojisce, je
bilo v primerjavi z nepigmentiranim sevom Serratia marcescens ve¢ pigmentiranih celic
(Burger in Bennett, 1985; Syzdek, 1985). Predpostavljeno je bilo, da so pigmentirane
celice manj topne v vodi, zaradi produkcije prodigiozina (Burger in Bennett, 1985).
Rosenberg in sodelavei (1986) so ugotovili, da so hidrofobni tudi nekateri sevi Serratia
marcescens, v odsotnosti prodigiozina. Oc¢itno hidrofobnost povrSine ni le posledica
prisotnosti pigmenta (Bennett in Bentley, 2000).

Vlogo prodigiozina v metabolizmu Serratia marcescens in vpliv svetlobe nanj so poskusali
razvozlati Ryazantseva in sodelavci (1995). Ugotovili so, da so pigmentirane celice pri
osvetljenosti 5400 Ix, v primerjavi s kontrolo, povedale energetsko raven do 1.5 J h
(g suhe snovi) . Kontrola (nepigmentirane celice) in pigmentirane celice, ki so rastle v
temi so kazale enako raven skladii¢ene energije od 0,4 do 0,7 J h™' (g suhe snovi) .
Za primerjavo navajajo, da lahko fotosintetska enoceli¢na alga Chlorella skladiggi 175 T h
(g suhe snovi) . Tako so pokazali, da pigmentirane celice Serratia marcescens, ki je

.....
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Predlagali so tudi da bi biosinteza prodigiozina lahko predstavljala »metabolni odtok« za
odtekanje odvecnega prolina iz primarnega metabolizma (Hood in sod., 1992). Poleg tega
so mu pripisali tudi vlogo prejemnika elektronov v celicnem dihanju bakterije Serratia
marcescens (Allen E.G., 1967).

Seganish in Davis (2005) sta ugotovila, da lahko prodigiozin deluje kot prenasalec
kloridnega aniona (CI’). Ugotovila sta tudi, da ne tvori pore, temvec je mobilni prenasalec
CI'. Njuni rezultati so tudi pokazali, da prodigiozin deluje kot anionski antipoter C1" / NOs'.
Vedinoma pa avtorji navajajo, da prodigiozin deluje kot H'/ CI simporter ali izmenjevalec
OH/CI" (Ohkuma in sod., 1998; Sato in sod., 1998).

2.1.3 Farmakoloske lastnosti prodigininov

Prodiginini kot antibiotiki niso primerni za uporabo v humani medicini, saj so pri
efektivnih koncentracijah strupeni in imajo sistemske ucinke (Castro in sod., 1967). Bolj
perspektino je njihovo delovanje na ¢loveskega parazita Plasmodium falciparum, ki
povzro€a malarijo, saj je ucinkovito tudi pri niZjih koncentracijah, ki niso citotoksicne
(Castro, 1967). Isaka in sodelavci (2002) so pokazali, da metacikloprodigiozin, izoliran iz
bakterije Streptomyces spectabilis, ze pri koncentraciji 0.005 = 0.001 pg/ml doseze
inhibicijo rasti parazita za 50 %. Kljub temu je bilo za razvoj protimalarijskih u¢inkovin na
osnovi prodigioninov storjeno le malo.

Za medicino so prodiginini zanimivi predvsem zaradi sposobnosti vzbujanja programirane
celine smrti, apoptoze. Sposobni so sproziti apoptozo rakastih celic Stevilnih ¢loveskih
celi¢nih linij, pri tem imajo le malo vpliva na normalne celice (Yamamoto C. in sod.,
1999). Pri nizkih koncentracijah delujejo prodiginini kot zaviralci imunskega sistema
(Pérez-Tomas in sod., 2003). Mehanizem delovanja naj bi tudi pri imunosupresiji
vkluceval vzbujanje apoptoze (Azuma in sod., 2000). In vitro prodigiozin selektivno
inhibira blastogenezo T celic, medtem ko in vivo zavira od T celic odvisni protitelesni
odziv (Melvin in sod., 2002). V Studijah povezave med strukturo in biolosko aktivnostjo so
ugotovili, da sta za citotoksi¢nost prodigiozina pomembena heterocikli¢ni obro¢ A, ki
vsebuje dusik, in metoksi skupina na obrocu B (D'Alessio in sod., 2000).

Za razvoj zdravil s prodiginini, kot ucinkovinami, je potrebno dolociti mehanizem
delovanja, ne mehanzem protimikrobnega delovanja, kot tudi ni znan mehanizem
vzbujanja apoptoze. Prav tako Se ne poznamo tarénega mesta v celici. Mozna tarca je
DNA, saj se prodigiozin z njo u¢inkovito veze v malem grabnu, predvsem v delih bogatih
z AT baznimi pari (Melvin in sod., 1999). Tarce bi lahko bile tudi ATP-aza v lizosomih,
pri kateri naj bi prislo do razklopitve zaradi simporterskega (H'/CI") delovanja prodigiozina
(Sato in sod., 1998; Yamamoto C. in sod., 1999; Yamamoto D. in sod., 2000a, 2000b),
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zunanja membrana mitohondrijev, kjer bi vezava prodigiozina povzrocila razklopitev
Fo-F-ATPaze (Konno in sod., 1998; Kataoka in sod., 1995), ali Se neznan prodigiozinski
receptor, ki bi sprozil aktivacijo kaspaze 8 in tako apoptozo (Pérez-Tomas in sod., 2003).

2.1.4 Biosinteza in regulacija biosinteze prodigiozina

Prekurzorji v biosintezi prodigiozina so prolin, serin, alanin (Bennett in Bentley, 2000;
Quadri in Williams, 1971), glicin in ocetna kislina (Hubbard in Rimington, 1950). Donor
metilne skupine na C6 je metionin (Fiirstner, 2003; Quadri in Williams, 1971). Biosinteza
pri bakteriji Serratia marcascens poteka preko razcepljene poti, ki se konca z encimsko
kondenzacijo kon¢nih produktov, 2-metil-3-n-amilil-pirola (MAP) (Williamson in sod.,
2006) in 4-metoksi-2,2'-bopirol-5-karbaldehida (MBC) (Morrison, 1966; Goldschmidt in
Williams, 1968). Sinteza je regulirana preko mehanizmov, kot sta mehanizem odgovora na
stradanje (pomanjkanje aminokislin) »stringent response« pri Streptomyces coelicolor
A3(2) in zaznavanje celi¢ne gostote ali »Quorum sensing« (Williamson in sod., 2006).

Zaznavanje celicne gostote temelji na interakciji zunajceline signalne molekule s
transkripcijskim aktivatorjem, ki povezuje ekspresijo genov z gostoto celi¢ne populacije
(McClean in sod., 1997). Signalne ali avtoinduktorske molekule (AI) so kemijsko razli¢ne,
slednje ime izhaja iz regulacijskega sistema, ki predstavlja pozitivno povratno zanko, ki je
bila odkrita pri morskih rodovih Vibrio in Photobacterium (Geisenberger, 2000). Pri po
Gramu negativnih bakterijah so signalne molekule ponavadi N-acilhomoserin laktoni
(AHL), ki se med seboj razlikujejo po N-acilnih stranskih verigah (McClean in sod., 1997).
Pri bakteriji Vibrio harvey so odkrili $e drugo molekulo, furanozil borat diester (Martinelli
in sod., 2004). Ta molekula je AI-2 (avtoinduktor-2) in je vkljuena v drug sistem
zaznavanja celi¢ne gostote, ki so ga odkrili pri tej bakteriji (Coulthurst in sod., 2004).
Kasneje so ugotovili, da je AI-2 ali vsaj homolog encima LuxS, ki je potreben za sintezo
Al-2, prisoten tudi pri drugih po Gramu negativnih in pozitivnih bakterijah (Schauder in
sod., 2001). Ni pa nujno, da bakterije, ki imajo LuxS, uporabljajo AI-2 za signalizacijo
(Wintzer in sod., 2002; McNab in Lamond, 2003).

2.1.4.1 Zaznavanje gostote celi¢ne populacije pri vibrijih

Bassler in sodelavci (1994a) navajajo, da se Vibrio harveyi odziva na tri razli¢ne signalne
molekule (Slika 4, levo). Poleg HAI-1 (Harveyi avtoinduktor) in AI-2 ima tudi CAI-1 (od
CgsA odvisen avtoinduktor) sistem. Medtem ko je HAI-1, eden od acil homoserin
laktonov, specifi¢en za vrsto (Bassler in sod., 1997), je AI-2 bolj nespecificen in je vpleten
v medvrstno signalizacijo (Xavier in Bassler, 2003). CAI-1, ki ga najdemo pri vibrijih, je
morda medrodovni signal (Henke in Bassler, 2004a).
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Vibrio harveyi se na signalne molekule odziva preko dvokomponentne fosforilacijske
kaskade, ki nadzira produkcijo glavnega regulatorja LuxR (Walters in Bassler, 2006)
(Slika 4, levo). Senzorji LuxN, CgsS in LuxQ zaznajo odgovarjajoce signale HAI-1, CAI-1
in Al-2 (Henke in Bassler, 2004b). Kadar signalne molekule niso prisotne v zadostni
koncentraciji senzorski proteini delujejo kot kinaze, ki fosforilirajo LuxU, ta fosfat prenese
na LuxO (Bassler in sod., 1994b). LuxO posredno inhibira sintezo LuxR. V prisotnosti
signalnih molekul senzorji delujejo kot fosfataze, ki defosforilirajo LuxO in s tem
inhibirajo delovanje LuxO, kar omogoca sintezo LuxR, ki regulira izraZanje tar¢nih genov
(Walters in Bassler, 2006). Walters in Bassler (2006) navajata, da se pri Vibrio harveyi
nekateri promotorji odzovejo le, ko so prisotne vse tri prej nastete signalne molekule, drugi
pa so specificni za posamezno molekulo.

CAI-1
S A2 A . e .0 M2 ) Sistem 2
Sistem 3  HarL Sistem 1 : Sistem | ®a® 1stem
15 er% @ *%.09 A‘SlstemZ e A‘A‘A

ALad

/AL | opame

LuxR

Slika 4: Shema zaznavanja celi¢ne gostote pri bakterijah Vibrio harveyi in Vibrio cholerae (Miller in
sod., 2002: 304 in 310; Henke in Bassler, 1994b: 6903). HAI-1 (svetlo modre kare), AI-2 (rdeci trikotniki)
in CAI-1 (modri Sestkotniki) so signalne molekule, LuxN, LuxQ in CqsS so odgovarjajoci senzorji. Lux LM,
LuxS in CgsA so proteini potrebni za sintezo signalnih molekul. P je fosfatna skupina. LuxU je histidin
fosfotransferaza, LuxO je regulator odziva. X je represor lux genov, ki so regulirani z zaznavanjem celi¢ne
gostote. LuxR in HapR sta aktivatorja prepisa genov. LuxCDABE so produkti genov iz luciferaznega
operona. H je histidin, D je aspartat. Pus¢ice predstavljajo aktivacijo, pravokotnica na koncu ¢rte predstavlja
inhibicijo.

Miller in sodelavci (2002) so pokazali, da ima tudi Vibrio cholerae vsaj tri senzorske
sisteme (Slika 4, desno), ki paralelno regulirajo virulenco. Sistem 1 sestavlja CAI-1, katere
sinteza je odvisna od CqsA, in senzor CqsS (Slika 4, desno). Drugi sistem je podoben AI-2
sistemu pri Vibrio harveyi. Sistem 3 deluje paralelno s prvima dvema. LuxO in HapR, ki je
funkcionalni analog LuxR pri Vibrio cholerae (Jobling in Holmes, 1997), dobivata
informacije od vseh treh sistemov (Slika 4, desno).
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2.1.4.2 Regulacija sinteze prodigiozina preko zaznavanja gostote celicne populacije pri
bakteriji Serratia marcescens

Stevilni avtorji navajajo, da je sinteza prodigiozina pri bakteriji Serratia marcescens pod
kontrolo mehanizma zaznavanja celi¢ne gostote (Thomson in sod., 2000; Fineran in sod.,
2005) (Slika 5). Pri nekaterih sevih Serratia marcescens je zunajceli¢ni signal vpleten v
zaznavanje celicne gostote AI-2 (Couldhourst in sod,. 2004), v glavnem pa avtorji
navajajo, da so signalne molekule AHL (Thomson in sod., 2000; Slater in sod., 2003;
Fineran in sod., 2005). Sev Serratia marcescens ATCC 39006 producira vsaj dve razli¢ni
signalni molekuli, N-butanoil-L-homoserin lakton (BHL) in N-heksanoil-L-homoserin
lakton (HHL), ki sta vpleteni v regulacijo sinteze prodigiozina (Thomson in sod., 2000).

Thomson in sodelavci (2000) navajajo, da ima bakterija Serratia marcescens zapis za
proteina Smal in SmaR, ki sta homologa LuxI in LuxR. Smal (aktivator sekundarnih
metabolitov) je potreben za sintezo AHL (Thomson in sod., 2000). SmaR se veze z DNA
in zavira izrazanje PigR, PigQ in Rap (Slater in sod., 2003). Fineran in sodelavci (2005) so
predpostavili model regulacije sinteze prodigiozina pri Serratia marcescens (Slika 5).

= N =\
—smaf sl — — PESR O - sl SR — —[ pigk. |

EHL/HHL BHLJ'HHL Y : o)
awn Oéj J’ ‘ O‘{I G’é‘" R \ awn
Smal e omal M e 1 SmaR

Smak o ' G\M

[ ﬁ 1| % .
| own — / 75_-

A VAR
pighh? pigW) W F = .
\ Rap

; - :
& Pig'w Q citoplazma / &\E Pig owA cituplazrny/.
» j Mizka gostota celic ?j Visoka gostota celic

Slika 5: Shema predpostavljenega modela regulacije sinteze prodigiozina pri bakteriji Serratia
marcescens pri nizki (levo) in visoki celi¢ni gostoti (desno) (Fineran in sod., 2005: 1508). Smal
sintetizira signalne molekule BHL in HHL (svetlo modri krogci z repki). SmaR - represor genov pigR, pigQ,
rap, pigA do O, PigW — senzor, PigQ - aktivator prepisa genov, PigR - protein vpleten v regulacijo sinteze
prodigiozina, Rap - je regulator sinteze antibiotika in pigmenta, pigA-O geni za proteine potrebne za sintezo
prodigiozina, P - fosfatna skupina. Geni so pisani v poSevni pisavi z malo zaéetnico, produkti genov pa z
veliko zacetnico in pokon¢no pisavo. Pus€ice predstavljajo aktivacijo, pravokotnica na koncu ¢rte predstavlja
inhibicijo.

Pri nizki gostoti celi¢ne populacije (Slika 5, levo) SmaR prepreci izrazanje pigR, pigQ in
rap. Protein PigR je pozitivni regulator sinteze prodigiozina. PigQ je transkripcijski
aktivator in je del dvokomponentnega sistema, katerega senzor je PigW, ki se odziva na Se
nepoznane signale (Thomson in sod., 2000). Rap je regulator sinteze antibiotika in
pigmenta, ki se veze na DNA in aktivira prepis genov (Thomson in sod., 1997).
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Ko se gostota celic poveca (Slika 5, desno), se poveca tudi koncentracija BHL in HHL, ki
se vezejo s SmaR. Vezava verjetno povzro¢i konformacijsko spremembo proteina, ki
zmanjSa afiniteto SmaR do DNA in sinteza PigR, PigQ in Rap je neovirana. PigW s
fosforilacijo aktivira PigQ. Aktiviran PigQ in protein Rap aktivirata ekspresijo genov pigA-
O, ki sestavljajo operon z zapisom za prodigiozin, in se prepisejo kot enotna policistronska
mRNA (Slater in sod., 2003). Tudi PigR pozitivno vpliva na izrazanje genov pigA-O,
vendar ni znano, ali je regulacija na nivoju transkripcije (Thomson in sod., 2000).

2.2 RDECE OBARVANA BAKTERIJA Vibrio sp.

Bakterijo Vibrio sp. so izolirali iz braki¢nih voda Skocjanskega zatoka v Trzaskem zalivu
(Stopar in sod., 2004). Vibrio sp. je halotoleranten mikroorganizem, ki tolerira do 17 %
(w/V) NaCl (Danev¢i¢ in sod., 2005). Optimalna koncentracija soli za rast je pri
koncentraciji NaCl okoli 3 % (w/V) (Danevc¢ic, 2006 ). Koncentracija soli vpliva tako na
strukturiranost (delezi lipidov z razli€nimi polarnimi glavami, sestava acilnih verig) in
aktivnost lipidne membrane, kot tudi na metabolizem bakterije (Danev¢ic, 2006). Pretok
snovi skozi glikoliti¢ne poti narasca s slanostjo, dihalna veriga pa je najaktivnejsa pri 3 %
(w/V) NaCl. Pri ekstremnih slanostih se kot odgovor na osmotski stres metabolizem
pospesi (poveca se hitrost respiracije, nivo ATP v celici in dehidrogenazna aktivnost) in
bakterija porabi vecino energije za vzdrzevalne procese (Danevcic, 2006). Slanost vpliva
tudi na vsebnost makroelementov v celici, ter na kopic¢enje mikroelementov (Odi¢ in sod.,
2006). Vsebnost makroelementov (C, N, P, S) se z nara§¢anjem slanosti zmanjSuje medtem
ko razmerji C:P in C:S naraScata. Mikroelementov Na, Mg, Ca, Zn je najvec, K in Fe
najmanj pri slanosti 3 % (w/V) NaCl.

Predhodne raziskave so pokazale tudi, da Vibrio sp. v svojem genomu nosi zapis za vsaj en
profag, ki ga lahko induciramo z mitomicinom C, kar povzroci sproscanje morfolosko
razli¢nih bakteriofagom podobnih delcev iz celice (Gnezda-Meier in sod., 2006). Pri
bakteriji Vibrio sp. so opazovali tudi izvenceli¢ni polisaharid, katerega sestava vpliva na
difuzijo molekul skozen;j (Stopar in sod., 2002).

Ena najzanimivejsih lastnosti Vibrio sp. je, da producira rde¢ pigment, ki ga izloca tudi v
gojisce. Pigment je sekundarni metabolit bakterije in se najintenzivneje sintetizira v
stacionarni fazi rasti (Stari¢, 2007). Pigment se mo¢no veze na razlicne materiale, kot je
naprimer plastika. Sinteza je odvisna od dejavnikov okolja in je najvecja pri 28 °C, v
gojiscu M9 s 3 % NaCl (w/V) ter glukozo (5 g/l) kot virom ogljika (Staric, 2007). Sodec
po obliki absorpcijskga spektra ekstrakta pigmenta in drugih lastnostih, je pigment
podoben prodigiozinu. Stevilne publikacije navajajo, da so nasli prodigiozin pri $tevilnih
morskih bakterijah iz rodu Vibrio (Aoust in Gerber, 1974; Allen G.R. in sod., 1983; Shich
in sod., 2003; Kumar in Nair, 2007).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 Kemikalije

aceton C;HO M_ = 58,08 g/mol (Merck, Nemcija)

agar-agar (Biolife, Italija)

amonijev klorid NH4sCI M_ = 53,49 g/mol (Merck, Nemcija)

destilirana voda

D-(+)-glukoza C.H ,O, M _ = 180,16 g/mol (Kemika, Hrvaska)

dinatrijev hidrogen fosfat Na,HPO,M_ = 141,96 g/mol (Merck, Nemcija)

etanol 96 % (V/V) C;HsOH M = 46,07 g/mol (Merck, Nemcija)

kalcijev klorid dihidrat CaCl,2H,0 M = 147,02 g/mol (Zorka Sabac, Srbija in

Crna Gora)
kalijev dihidrogen fosfat KH,PO, M_= 136,09 g/mol (Merck, Nem¢ija)

kloramfenikol C11H12C12N205 Mw: 323,132 g/mol (Slgma, USA)

kvasni ekstrakt (Biolife, Italija)
magnezijev klorid heksahidrat MgCl-6H,0 M_ = 203,3 g/mol (Merck, Nemcija)

magnezijev sulfat heptahidrat MgSO,-7H,0 M = 246,48 g/mol (Merck, Nemcija)
D-(-)-manitol CcH;4O4 MW = 182,17 g/mol (Kemika, Hrvaska)

natrijev dihidrogen fosfat dihidrat NaH,PO42H,0 M = 156,01 g/mol (Kemika,
Hrvaska)

natrijev hidroksid NaOH M= 40,00 g/mol (Merck, Nemcija)

natrijev klorid NaCl M__ = 58,5 g/mol (Merck, Nemcija)

peptokompleks (Biolife, Italija)

tripton (Biolife, Italija)

vodikov klorid HCI M = 36,46 g/mol (Merck, Nem¢ija)

3.1.2 Gojisca

e gojisce PKS (pepton-kvasni ekstrakt):

5 g peptokompleks

1 g kvasni ekstrakt

2 g MgCl,-6H,0

30 g NaCl

1000 ml destilirane vode
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e go0jisc¢e M9:

200 ml 5xM9 soli (64 g Na,HPO,2H,0, 15 g KH,PO,, 5 g NH,Cl,

150 g NaCl in 1000 mL destilirane vode)
2 ml IM MgSO,-7H,0

0,1 ml 1M CaCl,2H,0

vir ogljika v ustrezni koncentraciji (10 ml 50 % (w/V) glukoze)
750 ml destilirane vode

e gojisc¢e PKE:

6 g peptokompleks
3 g kvasni ekstrakt
1000 ml destilirane vode

e gojis¢e LB:

10 g tripton

5 g kvasni ekstrakt

10 g NaCl

1000 ml destilirane vode

Za trdna gojiS¢a smo dodali 15 g in za gojisca za difuzijo 12 g agar-agar na 1 liter.

3.1.3 Bakterijski sevi

Bacillus subtilis IS75 (Bacillus subtilis)

Escherichia coli ESH10 K-12 (Eschericiha coli)

Micrococcus luteus

Morski izolati (2B, 5A, 5C in 5D) — niso taksonomsko opredeljeni
Pseudoalteromonas sp.

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas fluorescens

Pseudomonas putida DSM 291" (Pseudomonas putida)

Pseudomonas stutzeri JM300 (Pseudomonas stutzeri)

Salmonella typhimurium

Serratia marcescens

Staphylococcus epidermidis

Vibrio sp. DSMZ14379 (Vibrio sp.)

Vibrio sp DSMZ14379 rahlo roznata mutanta, pridobljena z UV mutagenezo
(mutanta R)

Vibrio sp DSMZ14379 bela mutanta, pridobljena s staranjem kulture v teko¢em
g0jis¢u PKS (mutanta B)
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3.2 GOJENJE BAKTERIJSKIH KULTUR
3.2.1 Gojenje bakterije Vibrio sp. za ekstrakcijo pigmenta

Kulturo Vibrio sp., ki smo jo uporabili za ekstrakcijo pigmenta, smo iz trdnega gojisca
PKS s 3% (w/V) NaCl, precepili v 5 ml tekocega PKS 3 % (w/V) NaCl, ter jo inkubirali
na stresalniku (Vibromix 40, Tehtnica, Slovenija) pri 200 obratih na minuto (rpm) in 28 °C
do eksponentne faze rasti. Nato smo z 1 % (V/V) inokulumom nacepili tekoce gojis¢e M9
s 5 mg/ml glukoze ter inkubirali na stresalniku pri 200 rpm preko no¢i pri 28 °C.

3.2.2 Gojenje sevov za dolocanje protibakterijske aktivnosti

Za gojenje divjega tipa Vibrio sp. in njegovih mutant ter morskih izolatov 2B, 5A, 5C, 5D
in bakterije Pseudoalteromonas sp. smo uporabili gojis¢e PKS s 3 % (w/V) NaCl. Seve
smo inkubirali pri 28 °C na stresalniku pri 200 rpm.

Pseudomonade (Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas
putida, Pseudomonas stutzeri) in bakterijo Serratia marcescens smo gojili na gojis¢u PKE.
Seve smo inkubirali pri 28 °C na stresalniku pri 200 rpm.

Enterobakterije (Escherichia coli, Salmonella typhimurium), Bacillus subtilis, Micrococcus
luteus in Staphylococcus epidermidis smo gojili na gojis¢u LB ter jih inkubirali pri 37 °C
na stresalniku pri 200 rpm.

Pred izvedbo eksperimentov smo seve s trdnega gojiS€a nacepili v 5 ml ustreznega,
tekoCega gojisca ter jih inkubirali preko noc¢i na stresalniku pri ustrezni temperaturi.
Naslednji dan smo z 1 % (V/V) prekono¢ne kulture nacepili 20 ml gojis¢a, ter kulturo
inkubirali pri enakih pogojih, do opti¢ne gostote pri valovni dolzini 650 nm (ODgsg) med
0.3 in 0.4, izmerjene s fotometrom (Photometer MA9510, Iskra, Slovenija).

3.2.3 Gojenje sevov za ponovno pigmentacijo mutant bakterije Vibrio sp.

Za pridobivanje izrabljenega gojis¢a smo mutante in divji tip Vibrio sp. iz trdnega gojis¢a
precepili v 5 ml tekocCega gojis¢a PKS ter inkubirali pri 28 °C na stresalniku pri 200 rpm
preko noci. Po inkubaciji smo nacepili 40 ml gojis¢a PKS z 1 % (V/V) prekonocne kulture
in inkubirali pri enakih pogojih preko noci. Mutanti bakterije Vibrio sp. smo pred
eksperimentom precepili v 5 ml tekocega gojis¢a PKS in inkubirali pri enakih pogojih
preko noci. Naslednji dan smo ju precepili v 80 ml gojisca, pripraviljenega kot je opisano
na strani 21, inkubirali pod enakimi pogoji preko noci.
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3.3 EKSTRAKCIJA IN VREDNOTENJE PIGMENTA
3.3.1 Ekstrakcija pigmenta

Pigment smo ekstrahirali z acetonom (Giri in sod., 2004). Prekono¢no kulturo, ki smo ji
izmerili ODgsp s pomocjo fotometra (Photometer MA9510, Iskra, Slovenija), smo
centrifugirali 10 minut pri 14000 obratih in 4 °C v centrifugi (Laboratory centrifuges
SIGMA 3K30, Nemcija). Supernatant smo odlili ter celice resuspendirali v enakem
volumnu acetona. Ekstrakt v acetonu smo nato stresali 90 minut. Pri majhnih volumnih
smo ekstrakt stresali na stresalniku VORTEX-GENIE 2 (Scientific Industries, USA) v
mikrocentrifugirkah, pri velikih pa v buc¢kah na Vibromix 40 (Tehtnica, Slovenija) pri 200
rpm. Po ekstrakciji smo odstranili ostanke celic s centrifugiranjem 10 min pri 13000 rpm
(Tehtnica Centric 150, Slovenia).

Ko smo potrebovali ekstrakt v etanolu, smo ekstrakt v acetonu susili pri 37 °C ¢ez no¢ do
konstantne teze. Naslednji dan smo pripravili koncentrirano raztopino v 96 % etanolu, ki
smo ga pred uporabo red¢ili do izhodis¢nega volumna s koncentracijo etanola 7%.

3.3.2 Dolocanje mase suhe snovi bakterijskih celic

Vzporedno z ekstrakcijo smo dolocali maso suhe snovi, tako da smo 50 ml prekonoc¢ne
kulture centrifugirali 10 minut pri 14000 rpm in 4 °C (Laboratory centrifuges SIGMA
3K30, Nemcija). Supernatant smo odlili, ter pelet resuspendirali v 1 ml sterilne destilirane
vode. Nato smo raztopino prenesli v petrijevko, ki smo jo prej stehtali, ter susili pri 37 °C
do konstantne mase. S tehtanjem smo dolocili suho maso snovi, pri ¢emer smo uporabili
tehtnico SBC 33 (Scaltec, Nemcija).

3.3.3 Vrednotenje koncentracije ekstrakta pigmenta

V steklen tehtic, ki smo ga prej posusili na 37 °C in ga stehtali (SBC 33, Scaltec, Nemcija),
smo dodali znan volumen ekstrakta pigmenta v 96 % etanolu in susili pri 37 °C do
konstantne mase. Nato smo tehti¢ ponovno stehtali ter dobljeni masi odSteli maso tehtica,
ki smo jo dolocili na zacetku. Tako smo dobili maso suhega ekstrakta, ki je bila v dodanem
volumnu ekstrakta. 1z vrednosti smo izraunali koncentracijo v mg/l, pri ¢emer smo
upostevali, da je bil ekstrakt koncentriran.

PosusSen ekstrakt smo raztopili v 96 % etanolu, ter dodali sterilno destilirano vodo, tako da
smo dobili izhodi$¢ni volumen raztopine s koncentracijo etanola 7 %. Dobljeno raztopino
smo nato red¢ili s 7 % etanolom, tako da smo dobili 12 razli¢nih redéitev, od 1 do 10 krat,
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ki smo jih v treh ponovitvah po 300 pl nanesli v luknjice mikrotiterske plosce.
Z opticnim Ccitalcem (Multiscan Spectrum, Thermo, Finska) smo izmerili absorbanco pri
valovnih dolZzinah med 420 in 620 nm s korakom po 5 nm. Za niclitev smo uporabili 7 %
etanol.

Dobljene rezultate smo obdelali s programom Origin 8. Spektre smo integrirali in tako
dolocili povrsine, ki so proporcionalne koli¢ini pigmenta. Nato smo narisali umeritveno
krivuljo, ki predstavlja odvisnost velikosti povrSine spektra pigmenta od koncentracije
ekstrakta v mg/l. Dolocili smo linearno enacbo, ki je popisala umeritveno krivuljo:

y = 3,46x + 1,42 e (1)

y = PovrSina (P) spektra pigmenta, x = koncentracija (C) ekstrata v mg/1

Izpeljali smo enacbo, s katero lahko izraCunamo koncentracijo ekstrakta iz izmerjene
povrsine spektra pigmenta v 300 pl raztopine 7 % etanola.

P spektra = 3,46 X C ekstrakta("2) + 1,42 o (2)

mg} _ P spektra— 1,42

C ekstrakta| — w3
esaa(l 346 (3)
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3.4 UGOTAVLJANIJE VPLIVA pH NA ABSORPCIJSKI SPEKTER PIGMENTA
3.4.1 Spreminjanje pH in merjenje pH ekstrakta pigmenta v acetonu

120 ml ekstrakta pigmenta iz kulture Vibrio sp. v acetonu smo alikvotirali v steklene
tehti¢e po 6 ml. pH smo merili s pH metrom (WTW pH 720, inoLab, Nemc¢ija), ki smo ga
umerili z dvotoCkovno kalibracijo. Ko smo izmerili izhodis¢ni pH, smo v vsaki nadaljni
steklenicki pH spremenili z dodatkom ustrezne koli¢ine 0,01 M ali 0,1 M kisline (HCI) ali
baze (NaOH). Tako smo dobili stekleni¢ke z razlicnimi vrednostmi pH, v razponu od 1 do
12. Raztopino v steklenicki, ki smo ji dodajali HCI ali NaOH, smo med merjenjem pH
meSali na magnetnem meSalu (Magnetic stirrer HI 190M, HANNA instruments,
Portugalska).

Tudi 10 krat koncentriranemu ekstraktu pigmenta iz bakterije Serratia marcescens v
acetonu smo z dodatkom razlicnih koli¢in 0,1 M HCI in NaOH spremenili pH na Stiri
razli¢ne vrednosti v razponu od 3 do 10.

Vzorce smo nanesli na mikrotitersko plos¢o v treh ponovitvah po 300 pl ter izmerili
absorpcijski spekter z opticnim c¢italcem (Multiscan Spectrum, THERMO, Finska) pri
valovnih dolzinah od 380 do 600 nm s korakom po 5 nm. Za niclitev smo uporabili aceton.

3.4.1.1 Obdelava podatkov

Dobljene spektre smo integrirali, da smo jih lahko normirali na enako povrS§ino. Trem
ponovitvam smo dolocili povprecno vrednost in standardno deviacijo.

Da bi ugotovili, kako se absorbanca spreminja s pH pri doloc¢eni valovni dolZini, smo
narisali graf, ki prikazuje absorbanco pri 460 in 530 nm (A4eo in As3o) v odvisnosti od pH.
Tockam smo dolocili krivuljo, ki jih je najbolje popisala. Za dolocanje ustrezne krivulje
smo uporabili program Origin 8 in Boltzmannovo funkcijo.

Y:W 7"'}13 [:4)

Kjer sta x in y neodvisna in odvisna spremenljivka in x predstavlja pH vrednosti ter y
predstavlja absorbanco pri 460 ali 530 nm. A; je A4eo ali As3p pri najnizjem pH in A, pri
najvisjem. Parameter x, predstavlja tisto vrednost x, kjer je y enak (Az-A)/2.
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3.5 DOLOCANIJE PROTIBAKTERIJSKE AKTIVNOSTI
3.5.1 Protibakterijsko delovane bakterije Vibrio sp.

Na plos¢o PKS smo konfluentno nacepili morski izolat SA ter nato s sterilnimi zobotrebci
napikirali kulture bakterije Vibrio sp. divjega tipa in mutant. Po inkubaciji preko noc¢i na
28°C smo opazovali cone inhibicije.

3.5.2 Protibakterijska aktivnost pigmenta v ekstraktu in izrabljenem gojis¢u z
difuzijsko metodo z diski

Na plosc¢e PKS in LB smo konfluentno nacepili seva SA in bakterije Escherichia coli. Na
plosce smo polozili tri diske za testiranje antibiotikov (MARCHEREY-NAGEL GmbH &
Co., Nem¢ija), s premerom 6 mm, in nanje nakapljali 10 pl izrabljenega gojisc¢a Vibrio sp.
10 ul ekstrakta Vibrio sp. divjega tipa, mutante B in mutante R v 7 % etanolu ter 7 %
etanol kot kontrolo. Po inkubaciji preko noci na ustrezni temperaturi smo opazovali cone
inhibicije.

3.5.3 Dolocanje protibakterijske aktivnosti ekstrakta pigmenta v teko¢i kulturi

V 250 ml erlenmajericah z ril¢ki z 20 ml gojis¢a smo gojili seve (Vibrio sp., 5A, E. coli, B.
subtilis) in merili opti¢no gostoto pri 650 nm (Photometer MA9510, Iskra, Slovenija)
vsake pol ure. Ko so sevi presli v eksponentno fazo rasti, pri ODgso med 0,3 in 0,4, smo
dodali 1 % (V/V) ekstrakta pigmenta v 7 % etanolu. V kontrolne erlenmajerice smo dodali
le 7 % etanol. Po dodatku smo merili ODgsp na 30 minut Se vsaj 5 ur ter ¢ez 20 ur. Delali
smo v treh ponovitvah, tako da smo za vsak sev imeli tri eksperimentalne in tri kontrolne
ponovitve. Eksperiment smo dvakrat ponovili.

Eksperiment s kloramfenikolom smo izvedli enako kot prejSnjega z razliko, da smo k
dvema ponovitvama s sevom SA dodali antibiotik kloramfenikol v 96 % etanolu, tako da je
bila koncentracija antibiotika v ponovitvah 20 pg/ml. Kot kontrolo smo v dve ponovitvi s
sevom 5A dodali 96 % etanol. ODgso smo merili Se vsaj 10 ur po dodatku ter zadnji¢
izmerili $e po 25 urah, da smo dobili vpogled v kinetiko dogajanja.
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3.5.4 Dolocanje protibakterijske aktivnosti ekstrakta pigmenta na mikrotiterskih
plos$c¢ah

Protibakterijsko aktivnost ekstrakta pigmenta smo preverili Se za druge bakterijske seve. V
ta namen smo uporabili test na mikrotiterskih plos¢ah (Turcotte in sod., 2004), ki smo ga
prilagodili nasim potrebam.

Uporabili smo sterilne polistirenske mikrotiterske plosce s 96 luknjicami. V vsako luknjico
smo dali 100 pl ustreznega gojisca ter naredili red¢itveno vrsto ekstrakta. V prve luknjice
smo dali po 25 pl ekstrakta v 7 % etanolu, v kontrolne ponovitve pa enako koli¢ino 7 %
etanola. Red¢itve smo naredili tako, da smo prenasali po 20 pl v naslednjo luknjico in
vsakic trikrat premesali raztopino.

Seve, ki smo jih testirali, smo gojili v 20 ml ustreznega gojisca v erlenmajericah z rilcki.
Ko so sevi zrastli do ODgsp med 0,3 in 0,4, smo v vsako luknjico dodali po 100 ul kulture.
Delali smo v dveh ponovitvah, tako da smo dali posamezni sev v 4 vrstice, od katerih sta
bili dve eksperimentalni, z recitveno vrsto ekstrakta, dve pa kontrolni, z recitveno vrsto
etanola. Dodatno smo za vsako gojisce pripravili Se $tiri ni¢elne vrstice, od katerih sta bili
dve vrstici z redCitveno vrsto ekstrakta in dve z red¢itveno vrsto etanola, namesto kulture
pa smo dodali 100 pl ustreznega gojisca.

Takoj po dodatku kulture v eksperimentalne in kontrolne ter gojis¢a v nicelne ponovitve,
smo izmerili ODgsop z opti¢nim Citalcem (Multiscan Spectrum, THERMO, Finska), ki je
predstavljala opti¢no gostoto v Casu ty. ODgso smo merili vsako uro, 5 ur. Med meritvami
smo mikrotiterske ploS¢e inkubirali na ustrezni temperaturi brez stresanja. Pokrovéek
mikrotiterske plosce smo pri merjenju v opticnemu ¢italcu odstranili.

Izmerili smo spekter ekstrakta v etanolu, tako da smo lahko dolocili koncentracijo
ekstrakta v posameznih redcitvah.

Po istem postopku smo preverili tudi protibakterijsko aktivnost ekstraktov mutante R in
mutante B bakterije Vibrio sp. na sevu 5A.
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3.5.4.1 Obdelava podatkov, pridobljenih s testom na mikrotiterskih plos¢ah

Vrednostim ODgsp v ponovitvah smo dolocili povprec¢no vrednost in standardno deviacijo.
Dobljenim rezultatom smo, za vsako uro (pred inkubacijo (t0) in po pet urni inkubaciji
(t5)) in vsako recitev posebej, odsteli ni¢elne vrednosti, ki so predstavljale opti¢no gostoto,
ki jo ima gojisce z redc¢itveno vrsto brez kulture:

oDt0 (kultura + 7% etanol) — O0Dt0 (gojisce + 7% etanol) = 0Dtk ... (5)
ODt5 (kultura + 7% etanol) — 0Dt5 (gojisée + 7% etanol) = O0Dt5,k ...(6)
0Dt0 (kultura + ekstrakt)- ODt0 (gojisée + ekstrakt) = ODt(,e (T
ODt5 (kultura + ekstrak)t - ODt5 (gojisée + ekstrakt) = 0Dt5,e  ...(8)

ODy je ODgso v Casu ty (takoj po dodatku kulture), ODys je ODgso v €asu ty (po petih urah
inkubacije), €iMssnr, k& je ODgso kontrolne kulture (kultura, ki smo ji dodali 7 % etanol) v
casu ty, Olcsec = je ODgso kontrolne kulture v Casu ts ODeger,.a je ODgso eksperimentalne
kulture (kultura, ki smo ji dodali ekstrakt pigmenta) v casu to. ODgso 5. je ODgso
eksperimentalne kulture v ¢asu ts.

Razliko v ODgs zaradi dodatka ekstrakta pigmenta smo dolocili po formuli:

AQDesn = [UDssu t..k — O'Deso c:_,:c) - [UDssu t..e — O Des0 c:_,e) - (9]

Kjer je razlika v opti¢ni gostoti enaka razliki opti¢ne gostote kontrole in vzorca, nastali v
petih urah inkubacije.

Odstotek razlike v ODgso zaradi dodatka ekstrakta pigmenta:

% AOD (ODesor,, k — ODesor, k) — (ODesor,. e — ODes0e,. <) 1005 10
650 =
’ (ODesor.k — ODesoe,.k ) ’ (10)

Kjer je %AODgsp odstotek inhibicije rasti organizma in je enak razliki ODgso med
eksperimentalno in kontrolno kulturo nastalo v petih urah inkubacije, deljeno z ODgsg
kontrolne kulture, nastalo v petih urah inkubacije.

Iz tako pridobljenih podatkov smo dolocili minimalno inhibitorno koncentracijo ekstrakta
pigmenta (MICsg (Casey in sod., 2004)), ki po petih urah inkubacije po dodatku ekstrakta
pigmenta povzro¢i 50 % inhibicijo rasti testnega organizma, torej koncentracija ekstrakta
pigmenta, pri kateri je %A0Dgso enak 50 %. Metoda in parameter sta prilagojena potrebam
eksperimenta.
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3.6 POVRNITEV PIGMENTACIJE PRI MUTANTAH BAKTERIJE Vibrio sp., KI NE
PRODUCIRATA PIGMENTA

3.6.1 Opazovanje vpliva divjega tipa in nekaterih drugih bakterij na spreminjanje
obarvanosti mutant bakterije Vibrio sp. na plosci

Na plosce z gojis¢em PKS smo v neposredno blizino (3-5 mm) nacepili po dva seva.
Skupaj smo nacepili divji tip Vibrio sp. in belo mutanto (mutanto B), ki ne producira
rdecega pigmenta, divji tip in rahlo roZznato mutanto (mutanto R), ki producira zelo malo
rdeCega pigmenta, ter mutanti skupaj. Mutanti bakterije Vibrio sp. smo nacepili tudi na
plosce skupaj z bakterijama Serratia marcescens, Escherichia coli ter morskim izolatom
5A. Inkubirali smo na 28°C 3 dni in opazovali spremembo obarvanosti mutant.

3.6.2 Dolocanje kolic¢ine ekstrakta pigmenta, ki sta ga producirali mutanti v stiku z
izrabljenim gojiS¢em divjega tipa ali druge mutante

Pripravili smoizrabljenega gojis¢adivjega tipa Vibrio sp. in mutant, tako da smo
prekono¢ne kulture centrifugirali 15 minut pri 15000 obratih in 4°C (Laboratory
centrifuges SIGMA 3K30, Nemcija). Supernatant smo prefiltrirali skozi filter s porami
premera 0,2 pm ter ga shranili pri -20°C.

Opazovali smo vpliv izrabljenega gojisca divjega tipa Vibrio sp. na mutanto R in B, vpliv
izrabljenega gojis€a mutante R na mutanto B ter vpliv izrabljenega gojisS¢a mutante B na
mutanto R. Za vsako od opazovanih kombinacij smo pripravili dve eksperimentalni in dve
kontrolni ponovitvi. Za eksperimentalne ponovitve smo v dve erlenmajerici dali 40 ml
svezega gojis¢a PKS s 3 % (w/V) NaCl in 40 ml izrabljenega gojisca, kot kontrole pa smo
imeli po dve erlenmajerici s svezim gojis¢em (80 ml).

Erlenmajerice smo nacepili z mutantama (1 % (V/V) inokulum) in jih inkubirali preko noci
na stresalniku pri priblizno 200 rpm in 28°C. Naslednji dan smo ekstrahirali pigment iz
vsake ponovitve. Celice smo 10 krat koncentrirali, s centrifugiranjem pri 13000 obratih
(Tehtnica Centric 150, Slovenia). Nadaljne stopnje ekstrakcije so potekale kot je opisano
na strani 16. Iz vsake erlenmajerice smo pigment ekstrahirali iz 10 ml kulture v dveh
ponovitvah, tako da smo na koncu iz vsakega vzorca dobili po 2 ml 10 krat
koncentriranega ekstrakta pigmenta v acetonu iz eksperimentalih erlenmajeric in enako iz
kontrolnih.

Za vsak vzorec smo pri dveh ponovitvah izmerili absorpcijski spekter ekstrakta pigmenta v
acetonu.
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Dve ponovitvi ekstrakta pigmenta iz vsakega vzora smo posusili ter jih ponovno raztopili v
etanolu in izmerili spektre.

Obakrat smo nanesli tri ponovitve po 300 ul vsakega vzorca ter izmerili absorbanco
(Multiscan Spectrum, THERMO, Finska) pri valovnih dolzinah od 420 do 620 nm s
korakom po 5 nm. Za niclitev smo uporabili aceton, pri vzorcih ekstrakta pigmeta v
acetonu, in 7 % etanol pri vzorcih ekstrakta v etanolu.

Doloc¢ili smo povrSine spektrov s programom OriginPro 8 in povrSinam spektra v etanolu
dolocili odgovarjajoo koncentracijo ekstrakta, tako da smo lahko primerjali koli¢ino
pigmenta, ki je nastala v eksperimentalnih in kontrolnih erlenmajericah.

Za vsako kulturo smo dolo¢ili maso suhe snovi, po postopku kot je opisano na strani 16, ter
preracunali koliko pigmenta je nastalo na g suhe snovi.
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4 REZULTATI

4.1 VPLIV pH NA BARVO IN ABSORPCIJSKI SPEKTER PIGMENTA

Sprememba pH vrednosti je vplivala na barvo in absorpcijski spekter pigmenta (Slika 6).
Pri pH nizjem od 7,5 je bila barva pigmenta intenzivno roznata (Slika 7). Z nara$¢anjem
pH do 8,3 je postajala bolj oranzna, pri visSjem pH je postala intenzivno rumena (Slika 7).
Pri prekomerni titraciji ekstrakta z NaOH je postala barva Zarece rumena. Po dodatku HCI
je prislo do ponovne spremembe barve v roznato ter spet v rumeno ob dodatku NaOH, kar
kaZe na reverzibilnost spremembe barve ekstrakta pigmenta.
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Slika 6: Absorpcijski - VIS spektri (380 — 600 nm) ekstrakta pigmenta ekstrahiranega iz Vibrio sp.
DSM14379 v acetonu z razli¢nimi pH vrednostmi.

Absorpcijski spekter se je s pH spreminjal tako, da je bila pri pH nizjem od 7,9 absorpcija
najbolj intenzivna pri 530 nm. Vrh pri tej valovni dolzini je z naras¢anjem pH padal,
pojavljati pa se je pricel vrh pri 460 nm (Slika 6). Oba vrhova sta bila priblizno enako
visoka pri pH med 7,91 in 8,30, kar je razvidno iz slike 8. Pri pH nad 9,5 je vrh pri 530 nm
skoraj popolnoma izginil. [zobesti¢na tocka je pri valovni dolzini 495 nm.
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Slika 7: Barva ekstrakta pigmenta ekstrahiranega iz Vibrio sp. DSM14379 v acetonu z razli¢nimi pH
vrednostmi.

Slika 8 prikazuje upad absorbance pri valovni dolzini 530 nm z naras¢ajem pH ter soasno
naras¢anje absorbance pri 460 nm. Vrednosti so prikazane v Prilogi B1. Absorpcija se pri
nizkih pH vrednostih, vse do 7 skoraj ni spreminjala. Pri pH nad 7 je prislo do hitrega
preskoka barve ter spremembe absorpcije. Absorbanci pri 460 in 530 nm sta se najmoc¢neje
spreminjali pri pH med 7,00 in 8,66. V tem obmocju je imel ekstrakt tudi veliko pufersko
kapaciteto.
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Slika 6: Vpliv pH na absorpcijo ekstrakta pigmenta ekstrahiranega iz Vibrio sp. DSM14379 v acetonu
pri valovnih dolZinah 460 in 530 nm.

S pomocjo Boltzmannovega modela smo dolo¢ili pKa pri 7,96 £ 0,04 pri krivulji
absorbance pri 460 nm, pri 530 nm pa 7,97 = 0,04 (Priloga B2 in Priloga B3).
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4.2 PROTIBAKTERIJSKA AKTIVNOST EKSTRAKTA PIGMENTA BAKTERIJE
Vibrio. sp.

Protimikrobno aktivnost bakterije Vibrio sp. smo izmerili na tri razli¢ne nacine: s pomo¢jo
neposrednega kontakta med kolonijami Vibrio sp. in testirane kulture (i); difuzijske metode
z diski (ii); in v teko¢i kulturi (iii).

4.2.1 Protibakterijsko delovanje kolonij bakterije Vibrio sp.

Divji tip bakterije Vibrio sp. je popolnoma zaviral rast morskega izolata SA na plosci
(Slika 9). Med tem ko sta mutanti Vibrio sp. le Sibko vplivali nanj. Okoli kolonij rahlo
roznate mutante (mutante R) ni prislo do popolne zbistritve, vendar je bila tam rast seva SA
nekoliko SibkejSa (Slika 9). Medtem ko je bila okoli kolonij bele mutante (mutante B) rast
seva 5A skoraj nespremenjena (Slika 9).

diviitip P

4 e

bela mutanta :
rahlo roznata
h 4

- mutanta
5 v

Vibrio sp. DSM14379
5A

Slika 9: Vpliv divjega tipa, rahlo roZnate in bele mutante Vibrio sp. DSM14379 na rast morskega
izolata SA. Divji tip je napikiran zgoraj, rahlo roznata mutanta desno in bela mutanta levo spodaj.
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4.2.2 Protibakterijska aktivnost na plosc¢ah z difuzijsko metodo z diski

Ekstrakt pigmenta Vibrio sp. divjega tipa je vplival na rast seva 5A tudi, ko smo
protmikrobno aktivnost testirali na diskih z znano koncentracijo ekstrakta (Slika 10,
zgoraj). Pri disku z ekstraktom divjega tipa, smo izmerili inhibicijsko cono s premerom 14
+ 3 mm. Pri diskih z ekstraktom mutant ter pri kontroli s 7 % etanolom inhibicijske cone
ni bilo. Prav tako izrabljeno gojis¢e mutante R in B ni imelo vpliva na rast seva 5A. Pri
disku z izrabljenim gojis¢em divjega tipa pa smo izmerili cono inhibicije s premerom 11
mm (Slika 10, spodaj).

Slika 10: Vpliv ekstrakta pigmenta ekstrahiranega iz Vibrio sp. DSM14379 v 7 % etanolu in
izrabljenega gojis¢a Vibrio sp. DSM14379 divjega tipa, bele in rahlo roZnate mutante na sev 5A.
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Pri E. coli ni bilo inhibicijske cone okoli nobenega diska, razen rahle inhibicije pri
ekstraktu pigmenta divjega tipa (Slika 11). Izmerili smo cono s premerom priblizno 9 mm.

Slika 11: Vpliv ekstrakta pigmenta ekstrahiranega iz Vibrio sp. DSM14379 v 7 % etanolu in
izrabljenega gojis¢a Vibrio sp. DSM14379 divjega tipa, bele in rahlo roZnate mutante na bakterijo
Escherichia coli ESH10 K12.
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4.2.3 Protibakterijska aktivnost v teko¢i kulturi

Ekstrakt pigmenta ni kazal avtoihibirajocega ucinka na rast Vibrio sp. (Slika 12, Priloga
Cl).
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Slika 12: Vpliv ekstrakta pigmenta ekstrahiranega iz Vibrio sp. DSM14379 v 7 % etanolu na
produkcijski sev. Koncentracija ekstrakta pigmenta v kulturi 1,15 + 0,07 mg/l. Puséica prikazuje trenutek
dodatka ekstrakta pigmenta.

Ekstrakt pigmenta je rahlo zaviral rast bakterije Escherichia coli vsaj 4 ure po dodatku
ekstrakta pigmenta (Slika 13, Priloga C2), vendar se po 24 urah inkubacije ODgso koltrolna
in eksperimentalna kultura nista signifikantno razlikovali. Ekstrakt pigmenta je imel izrazit
vpliv na bakterijo Bacillus subtilis, pri kateri je ODgso po dodatku pric¢ela padati, medtem
ko je v kontrolni kulturi ODgsy narascala (Slika 14, Priloga C3). Po 24 urah inkubacije je
kontrolna kultura bakterije Bacillus subtilis dosegla ODgso 1,49 £ 0,05, pri kulturi, kjer
smo dodali ekstrakt pigmenta pa je ODgso padel do 0,07 + 0,03.
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Slika 13: Vpliv ekstrakta pigmenta ekstrahiranega iz Vibrio sp. DSM14379 v 7 % etanolu na bakterijo

Escherichia coli ESH10 K12. Koncentracija ekstrakta pigmenta v kulturi 0,94 + 0,08 mg/l. Puscica
prikazuje trenutek dodatka ekstrakta pigmenta.
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Slika 14: Vpliv ekstrakta pigmenta ekstrahiranega iz Vibrio sp. DSM14379 v 7 % etanolu na bakterijo
Bacillus subtilis IS75. Koncentracija ekstrakta pigmenta v kulturi 0,94 + 0,08 mg/l. Pusé¢ica prikazuje
trenutek dodatka ekstrakta pigmenta.
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Ekstrakt pigmenta je imel mocan vpliv na rast morskega izolata SA (Slika 15, Priloga C4).
Takoj po dodatku ekstrakta pigmenta je bila opazna sprememba ODgso, ki je zacela padati
in je po 25 urah dosegela vrednost ODgso okrog 0,05. Kontrolna kultura je v tem casu
dosegla stacionarno stanje z ODgsy okrog 1,6. Ker smo poskusali ugotoviti ali je proces lize
celic, ki ga povzro¢i dodatek ekstrakta pigmenta aktivno vezan na sintezo proteinov, smo
kulturi morskega izolata 5SA dodali kloramfenikol. Za razliko od kulture brez dodanega
kloramfenikola je ODgso v kulturah s kloramfenikolom ostajal v casu 25 ur po dodatku
ekstrakta pigmenta bolj ali manj enak.
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Slika 15: Vpliv ekstrakta pigmenta ekstrahiranega iz Vibrio sp. DSM14379 v 7 % etanolu in
kloramfenikola na rast morskega izolata 5A v tekofem gojis¢u. Koncentracija ekstrakta pigmenta v
kulturi 1,15 + 0,07 mg/1, koncentracija kloramfenikola 20 mg/l. Puséica prikazuje trenutek dodatka ekstrakta
pigmenta in kloramfenikola. Kontrola 1 — kultura z dodatkom 7 % etanola, SA + ext — kultura z dodatkom
ekstrakta pigmenta v 7 % etanolu, kontrola 2 — kultura z dodatkom 96 % etanola, 5A + Cm — kultura z
dodatkom kloramfenikola v 96 % etanolu.
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4.2.2 Protibakterijsko delovanje ekstrakta pigmenta na razli¢ne bakterijske seve

Protimikrobno aktivnost ekstrakta pigmenta smo izmerili tudi pri drugih bakterijah pri
razlicnih koncentracijah ekstrakta pigmenta in iz podatkov izracunali minimalno
inhibitorno koncentracijo (Slika 16). Najmoc¢neje je ekstrakt pigmenta vplival na morski
izolat 5A, pri katerem smo ugotovili tudi najnizjo MICsy (0,29 = 0,01 pg/l). Vplival je tudi
na vse ostale morske izolate, ki smo jih testirali. MICso smo pokazali tudi pri mutanti R in
mutanti B Vibrio sp., Pseudoalteromonas sp., Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium,
Micrococcus luteus, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas stutzeri, Escherichia coli.
Vrednosti MICsg so prikazane v Prilogi D1.
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2B, 5A, 5C in 5D — morski izolati, P — Pseudoalteromonas sp., SE — Staphylococcus epidermidis, BS —
Bacillus subtilis IS75, EC — Escherichia coli ESH10 K12, B — bela mutanta Vibrio sp. DSM14379, ST —
Salmonella typhimurium, ML — Micrococcus luteus, PS — Pseudomonas stutzeri, R — rahlo roznata mutanta

Vibrio sp. DSM14379, PA — Pseudomonas aeruginosa, PF — Pseudomonas fluorescens, PP — Pseudomonas
niitida QM — Qarratia marracranc \/ _\/ihrin cn NSAA 1470

Slika 16: Minimalna inhibitorna koncentracija ekstrakta pigmenta ekstrahiranega iz Vibrio sp.
DSM14379, ki po petih urah inkubacije po dodatku ekstrakta pigmenta povzroci 50 % inhibicijo rasti
organizma v primerjavi s kontrolo. Zeleni stolpci s pusCicami predstavljajo tiste bakterijske vrste pri
katerih tudi pri najvisjih testiranih koncentracijah ekstrakta pigmenta nismo zasledili protimikrobnega ucinka.

Pri bakterijskih sevih Vibrio sp. divji tip, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas putida in Serratia marcescens nismo pri nobeni od testiranih
koncentracij ekstrakta pigmenta zaznali MICs,. Prav tako nismo zaznali protibakterijskega
delovanja nekoncentriranega ekstrakta pigmenta iz mutante B in mutante R na morski
izolat 5A. Desetkrat koncentriran ekstrakt pigmenta (0,34 mg/l) mutante R je
protibakterijsko vplival na sev SA (MICso = 0,46 + 0,10 mg/1) (Priloga D2).
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4.3 POVRNITEV PIGMENTACIJE PRI MUTANTAH BAKTERIJE Vibrio sp.
4.3.1 Povrnitev pigmentacije mutant na plos¢i

Mutanta R (rahlo roznata mutanta) se je v blizini divjega tipa Vibrio sp. obarvala (Slika 17,
zgoraj levo). Mutanta B (bela mutanta) se v stiku z divjim tipom ni obarvala (Slika 17,
zgoraj desno), obarvala se je le na plos¢i v blizini mutante R (Slika 17, spodaj). Blizina
mutante B ni vplivala na obarvanost mutante R (Slika 17, spodaj).

divji tip

. bela mutanta
rahlo roznata

mutanta

Vibrio sp. DSM 14379
Vibrio sp. DSM 14379

bela mutanta

'.»c’ ;ﬂi—.ﬁﬁ m--.--— !

/

rahlo roznata mutanta

Vibrio sp. DSM14379

Slika 17: Plo$¢e z agariziranim gojis¢em PKS na katerih sta nacepljena po dva seva. Divji tip Vibrio sp.
DSM14379 in rahlo roZnata mutanta (zgoraj levo), divji tip in bela mutanta (zgoraj desno) ter bela in
rahlo roZnata mutanta Vibrio sp. DSM14379 (spodaj). Eksperiment smo 3 krat ponovili.

Morski izolat SA in bakterija Escherichia coli, kot negativni kontroli, nista imeli vpliva na
obarvanost nobene od mutant Vibrio sp.
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Vpliva bakterije Serratia marcescens, ki proizvaja podobno barvilo kot divji tip bakterije
Vibrio sp., na mutanto R Vibrio sp. nismo zaznali (Slika 18, zgoraj). Pri mutanti B Vibrio
sp. smo v blizini Serratia marcescens opazili rahlo obarvanost (Slika 18, spodaj).

Serratia marcescens

rahlo roznata mutanta
Vibrio sp. DSM14379

Serratia marcescens

bela mutanta
Vibrio sp. DSM14379

Slika 18: Plos¢i z agariziranim gojis¢em PKS na katerih sta nacepljena po dva seva. Bakterija Serratia
marcescens in rahlo roZnata mutanta Vibrio sp. DSM14379 (zgoraj), bakterija Serratia marcescens in
bela mutanta Vibrio sp. DSM 14379 (spodaj).
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4.3.2 Vsebnost pigmenta v celicah mutant Vibrio sp. ob dodatku izrabljenega gojisca
divjega tipa bakterije Vibrio sp.

V kulturi mutante R, ki je rastla v gojis¢u z dodanim izrabljenim gojis¢em divjega tipa, je
nastalo 11,97 * 0,21 mg na g suhe snovi, skoraj 30 krat ve¢ kot v kontrolni kulturi (Slika
19). Kljub temu, da se je koli¢ina pigmenta po dodatku izrabljenega gojisca divjega tipa
mocno povecala je bila Se vedno za 8.5 krat manjsa kot v divjem tipu. Pri ostalih kulturah,
ki so rastle v svezem gojiscu ali v gojis¢u z dodatkom izrabljenega gojis€a pa se vsebnost
pigmenta ni signifikantno razlikovala (Slika 19), in je bila manjsa od 0,4 mg pigmenta na g
suhe snovi (Priloga F).
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Slika 19: Vsebnost pigmenta v celicah mutant Vibrio sp. DSM14379, ki so rasle v sveZem goji§¢u in ob
dodatku izrabljenega gojisca.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

Namen diplomskega dela je opis lastnosti pigmenta. Cilji, ki smo si jih zastavili, so bili
ugotoviti vpliv pH na spremembo absorpcijskega spektra in barve pigmenta, ugotoviti
protibakterijski ucinek pigmenta na nekatere izbrane bakterijske seve, in preveriti ali je
sinteza pigmenta pri bakteriji Vibrio sp. regulirana z zaznavanjem celi¢ne gostote.

5.1 SPREMEMBA BARVE EKSTRAKTA PIGMENTA

Pokazali smo, da se barva (Slika 6) in absorpcijski spekter (Slika 7) ekstrakta pigmenta iz
Vibrio sp. v acetonu spreminjata s spreminjanjem pH, kar se sklada z ugotovitvami Hearna
in sodelavcev (1968), Rizza in sodelavcev (1999) ter Melvina in sodelavcev (2002).
Absorpcijski spektri ekstrakta pigmenta v acetonu pri razli¢nih pH so podobni titracijskim
krivuljam sinteticnega prodigiozina v acetonitrilu in vodi (1:1(V/V)) (Melvin in sod.,
2002). Vendar se ne ujemajo popolnoma z absorpcijskimi spektri ekstrakta pigmenta v
actetonu iz bakterije Serratia marcescens (Priloga E4). Absorpcijska maksimuma (Amax)
ekstrakta pigmenta iz bakterije Serratia marcescens sta tako v kislem (535 nm), kot
alkalnem (465 nm) razlicna od maksimumov ekstrakta pigmenta iz Vibrio sp. Tudi
titracijske krivulje se med seboj razlikujejo (Priloga E4). Razlikujeta se tudi pKa vrednosti.
Medtem, ko je pKa ekstrakta pigmenta iz bakterije Vibrio sp. 7,97 + 0,04, je pKa ekstrakta
pigmenta iz bakterije Serratia marcescens nizji (~7), saj pride do preskoka barve pri pH
nekje med 6,88 in 7,54.

V kislem acetonu (pH < 7,9) smo dolo€ili Anax ekstrakta pigmenta iz Vibrio sp. pri valovni
dolzini 530 nm. Tako vrednost so dolocili tudi Alihosseini in sodelavci (2008) za
prodigiozin v metanolu pri pH 3. Vendar pa v objavah naletimo na razli¢ne vrednosti Amax
za prodigiozin v kislem mediju. Nekateri avtorji navajajo, da je Amax prodigiozina v kisli
mesanici acetonitrila in vode (1:1 (V/V)) pri 533 nm (Melvin in sod., 2002; La in sod.,
2007). Drugi ga navajajo pri 535 nm (Williams in sod., 1956; Lewis in Corpe, 1963; Allen
E.G., 1967). Hubbard in Rimington (1950) navajata, da je v 85 % etanolu pri valovni
dolzini med 535 in 540 nm. Po drugi strani avtorji navajajo Amax prodigiozina v kislem pri
enaki valovni dolZini v razli¢nih ekstrakcijskih medijih, tako da le razlicni mediji verjetno
niso razlog za razli¢ne rezultate. Williams s sodelavci (1956) ter Lewis in Corpe (1963)
navajajo, da je maksimum prodigiozina pri 535 nm v kislem absolutnem etanolu, medtem
ko je Allen E.G. (1967) isti A dobil v meSanici acetona in vode. Tako kazejo tudi nasi
rezultati, saj smo izmerili Anax ekstrakta pigmenta iz Vibrio sp. v kislem pri enaki valovni
dolzini tako v 7 % etanolu (Priloga E3), kot v acetonu (Slika 6), ne glede na to, da se
absorbcijska spektra ekstrakta pigmenta v teh dveh ekstrakcijskih medijih razlikujeta.
Vzrok te razlike je verjetno razli¢na topnost ekstrakta pigmenta v medijih, saj vsebuje 7%
etanol velik delez vode, medtem ko je aceton povsem nepolaren.
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V acetonu z vi§jimi pH vrednostmi je ekstrakt pigmenta iz Vibrio sp. najve¢ svetlobe
absorbiral pri 460 nm. Tudi to se ne ujema s podatki iz objav, kjer najdemo maksimum v
alkalnem v acetonitrilu in vodi (1:1 (V/V)) pri 486 nm (Melvin in sod., 2002; La in sod.,
2007), medtem ko vefinoma navajajo, da je pri 470 nm (Williams in sod., 1956; Hubbard
in Rimington, 1950; Lewis in Corpe, 1963). Vse slednje navedbe so za prodigiozin v
absolutnem etanolu. Ti rezultati nakazujejo, da gre v naSem primeru zelo verjetno za
pigment z druga¢no kemijsko strukturo. Ker je za bakterijo Serratia marcescens znano, da
sintetizira prodigiozin (Gerber, 1974; Bennett in Bentley, 2000; Williamson in sod., 2006)
lahko glede na razlike zaklju¢imo, da pigment iz Vibrio sp. ni prodigiozin, temve¢
prodigiozinu podoben pigment.

Do spremembe barve ekstrakta pigmenta iz bakterije Vibrio sp. pride nekje med pH 7,9 in
8,3. Vzrok bi lahko bila sprememba konformacije pigmenta zaradi protonacije (Rizzo in
sod., 1999). Dolocili smo tudi pKa pigmenta v acetonu pri 7,97 + 0,04, kar sovpada s
spoznanji La in sodelavcev (2007), ki navajajo da je pKa prodigiozina v raztopini
acetonitrila in vode (1:1) 7,98.

5.2 PROTIBAKTERIJSKA AKTIVNOST EKSTRAKTA PIGMENTA

Ker nimamo podatkov o c¢istosti pigmenta, govorimo o protibakterijskemu delovanju
ekstrakta pigmenta. Da protibakterijski ufinek lahko pripisujemo pigmentu potrjujejo
rezultati, ki so pokazali, da mutanti, ki ne producirata pigmenta, oziroma ga producirata
zelo malo nimata skoraj nobenega protimikrobnega vpliva na morski izolat 5A, na katerega
je ekstrakt divjega tipa od vseh testiranih bakterijskih sevov vplival najmoc¢neje in pri

katerem smo dolo¢ili najnizjo MICs (0,29 = 0,01 pg/l).

Ekstrakt pigmenta iz bakterije Vibrio sp. ima Sirok spekter protimikrobnega delovanja, saj
deluje na razli¢ne po Gramu pozitivne in negativne bakterije. Protibakterijsko delovanje
smo zaznali tako pri po Gramu negativnih bakterijah, Escherichia coli in Salmonella
typhimurium, ki spadata v bakterijsko druzino Enterobacteriaceac med y-Proteobakterije,
kot tudi pri po Gramu pozitivnih bakterijah, Micrococcus luteus, ki spada v deblo
Actinobacteria, ter Staphylococcus epidermidis in Bacillus subtilis, ki spadata med bacile v
deblo Firmicutes.

Kot pricakovano je ekstrakt protibakterijsko deloval na morske izolate 2B, 5A, 5C, 5D in
bakterijo Pseudoalteromonas sp., saj so ti sevi izolirani iz istega okolja kot bakterija Vibrio
sp. in bi produkcija pigmenta produkcijskemu sevu lahko ponujala prednost pri
tekmovanju za hranila in prostor v doloceni ekoloski nisi.
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Ekstrakt pigmenta ni oviral rasti produkcijskega seva, prav tako pa ni deloval proti
bakteriji Serratia marcescens, ki sintetizira prodigiozin. Ekstrakt ni imel vpliva na
preiskovane seve iz rodu Pseudomonas, razen Pseudomonas stutzeri. Kar bi lahko pojasnili
z raziskavo, v kateri navajajo, da so tudi pri bakteriji iz rodu Pseudomonas, ki prav tako
spada med y-Proteobakterije ekstrahirali prodigiozin in njegove homologe (Gandhi in sod.,
1973). Prav tako so rezultati skladni z objavo, kjer Gerber (1971) navaja, da prodigiozin
tudi pri visokih koncentracijah (50 pg/ml) ne vpliva na Pseudomonas aeruginosa. Pri sicer
visji koncentraciji je ekstrakt pigmenta deloval proti mutantama Vibrio sp. Pri mutanti B,
ki ne producira rdecega pigmenta od mutante R, smo dolo¢ili tudi nizjo MICs, kot pri
slednji. Rezultati nakazujejo povezavo med rezistenco in sintezo pigmenta.

V primerjavi z delovanjem antibiotika kloramfenikola, pri efektivni koncentraciji (20
mg/l), na 5A, je ekstrakt Ze pri koncentraciji 1,15 * 0,07 mg/l povzro¢il znizanje ODgso.
Mehanizma delovanja kloramfenikola in estrakta pigmenta iz Vibrio sp. sta verjetno
razli¢na. Ekstrakt pigmenta je imel pri niZji koncentraciji v primerjavi s kloramfenikolom
mocnejsi vpliv na sev SA. Medtem ko je kloramfenikol na sev 5A deloval bakteristati¢no,
je ekstrakt pigmenta verjetno liziral celice. Kloramfenikol prepreci sintezo proteinov v
bakterijskih celicah tako, da se veze na 23S rRNA 50S podenote ribosoma (Marconi in
sod., 1990) in preprecuje nastajanje peptidnih vezi (Gale in Folkes, 1953). Rast bakterij se
ustavi, zato se ODgso ne spreminja ve¢. Po dodatku ekstrakta k sevu 5A, je ODgso pricela
padati, kar kaZe na propad celic. Ceprav je bila koncentracija ekstrakta v tem eksperimentu
relativno visoka, smo baktericidno delovanje proti 5A zaznali tudi pri zelo nizkih
koncentracijah (0,53 + 0,03 pg/l) pri testu z mikrotiterskimi plos¢ami.

5.3 ZAZNAVANJE CELICNE GOSTOTE PRI Vibrio sp.

Mutanti Vibrio sp., ki smo jih uporabili za raziskavo imata okvaro v sintezi rdeCega
pigmenta. Mutanta B, ki smo jo pridobili s staranjem kulture, ne sintetizira rdeCega
pigmenta, medtem ko ga mutanta R, ki smo jo pridobili z UV mutagenezo, sintetizira zelo
malo. Vzroki za nesposobnost sinteze rdeega pigmenta, v obsegu, kot ga je zmoZen
sintetizirati divji tip, so lahko Stevilni. Mutanti, bi lahko imeli okvarjenega katerega koli ali
veC razlicnih genov potrebnih za sintezo pigmenta. Lahko bi imeli okvaro v primarnem
metabolizmu, na primer v biosintezi gradnikov pigmenta, kot so verjetno aminokisline
prolin, serin, alanin in glicin. Slednja moznost ni verjetna, saj sta obe mutanti prototrofa,
ker rasteta v minimalnem mediju, brez dodanih aminokislin. Na razpolago ostajajo
preproste razlage, ki bi lahko pojasnile komplementacijo mutacije zgolj z rastjo v blizini
divjega tipa ali druge mutante. Mutanti imata lahko okvaro v sintezi enega od kon¢nih
prekurzorjev MAP ali MBC, v zadnji stopnji sinteze pigmenta — kondenzaciji MAP in
MBC, v kolikor sinteza poteka enako kot pri drugih prodigininih, ali v regulaciji sinteze
pigmenta — sintezi signalnih molekul.
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Znano je, da je zaznavanje celiéne gostote pri bakterijah iz rodu Vibrio pomemben
mehanizem regulacije (Bassler in sod., 1994a; Miller in sod., 2002; Coulthurst in sod.,
2004). Poleg tega so pokazali, da je produkcija prodigiozina pri bakteriji Serratia
marcescens regulirana preko tega mehanizma (Thomson in sod., 2000; Fineran in sod.,
2005). Zato bi bilo mozno, da je tako tudi pri bakteriji Vibrio sp. Enostavna razlaga
rezultatov bi bila, da mutanta R ni sposobna sintetizirati signalnih molekul, ki so vpletene v
zaznavanje celicne gostote, in te molekule zazna v okolju v katerega jih sprosca divji tip in
se nanje odzove s produkcijo pigmenta, saj se mutanta R na plosc¢i, ko raste v blizini
divjega tipa, mocneje obarva.

Dodatek izrabljenega gojis¢a divjega tipa je v celicah mutante R povecal vsebnost
pigmenta za okoli 30 krat v primerjavi z vsebnostjo pigmenta v celicah mutante R, ki je
rastla v svezem gojis¢u. Kljub temu je vsebnost pigmenta $e zmeraj ve¢ kot 10 krat manjsa
od vsebnosti pigmenta pri divjem tipu. Da se po dodatku signalnih molekul k mutanti, ki
jih ni sposobna sintitizirati, ekspresijski profil ne obnovi popolnoma, navajajo tudi Kendall
in sodelavci (2007). Absorpcijski spekter ekstrakta pigmenta, ki pri mutanti R nastane
zaradi dodatka izrabljenega gojisS¢a divjega tipa, se v acetonu ujema z absorpcijskim
spektrom ekstrakta pigmenta divjega tipa v acetonu (Priloga E1).

Zanimivo je, da se mutanta B pod vplivom zunajceli¢nih molekul divjega tipa na plosci ne
obarva. Obarvala se je na plos¢i v blizini mutante R in bakterije Serratia marcescens. V
teko¢em gojiscu z dodatkom izrabljenega gojis€a mutante R se ni obarvala, kar ni skladno
z rezultati na plos¢ah. Ena od moznih razlag je ta, da je bila v tekoCem gojiscu
koncentracija snovi, ki so inducirale sintezo pigmenta na trdnem gojis¢u manjsa. Kljub
temu, da je bil ¢as inkubacije primerljiv, pride na plos¢i lokalno do vis§je gostote celic kot v
teko¢em gojiscu, kjer je rast enakomerna zaradi stresanja, kar bi lahko pojasnilo razliko v
koncentraciji signalnih molekul in molekul, katerih sinteza je regulirana z zaznavanjem
celi¢ne gostote.

Ob dodatku izrabljenega gojiSca divjega seva h kulturi mutante B, se produkcija pigmenta
na g suhe snovi sicer ne spremeni signifikantno, vendar pa je absorpcijski spekter ekstrakta
pigmenta podoben absorpcijskemu spektru rdeega pigmenta divjega tipa (Priloga E2). S
prostim ocesom spremembe barve nismo zaznali. Ker so bili ekstrakti 10 krat
koncentrirani, to pomeni, da je koli¢ina novonastalega pigmenta po dodatku izrabljenega
gojisca divjega seva pri mutanti B zelo nizka. Tako je absorbcijski spekter, ki smo ga dobli
pri muranti B v gojis¢u z dodanim izrabljenim gojis¢em divjega seva, verjetno posledica
pigmenta divjega tipa, ki je ze bil prisoten v izrabljenem gojis¢u. Podobno razlago lahko
ponudimo za spremembo absorpcijskega spektra ekstrakta pigmenta iz mutante B (Priloga
E2), ki je rasla v prisornosti izrabljenega gojis¢a mutante R.
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Glede na to, da divji tip ne inducira sinteze pigmenta pri mutanti B, pri tej mutanti verjetno
ne gre le za okvaro v sintezi signalnih molekul. MozZno je, da je okvara v eni od poti
sinteze prekurzorjev pigmenta (MAP in MBC), ki jih je v okolju divjega tipa manj ali jih
ni, saj se ne akumulirajo temvec¢ se hitro pretvorijo v prodigiozin. Omenjenih prekurzorjev
je lahko ve¢ v okolju mutante R, ki lahko inducirajo sintezo barvila v B mutanti.
Dauenhauer in sodelavci (1984) navajajo, da rekombinantne bakterije Escherichia coli, v
katere so klonirali gene za sintezo prodigiozina iz Serratia marcescens, prodigiozina
najveckrat niso sintetizirale. Pri nekaterih rekombinantnih sevih so produkcijo prodigiozina
inducirali tako, da so jih nacepili na plos¢e z gojis€em, ki je vsebovalo prekurzor MAP,
MBC ali oba. Nasli so §tevilne mutante Serratia marcescens, ki niso bile sposobne sinteze
prodigiozina in so imele okvare v sintezi MAP ali MBC. Avtorja navajata tudi, da
prekurzorja MAP in MBC, ki ju sintetizirajo razli¢ni sevi Serratia marcescens, lahko
prehajata v gojisce.

Rezultati kazejo, da mutanti R in B potrebujeta za produkcijo pigmenta razli¢ne stimulante.
Medtem ko ustrezne molekule za indukcijo sinteze pigmenta mutanta R pridobi v okolju v
katerem raste divji sev Vibrio sp., potrebuje mutanta B stimulante, ki jih dobi iz okolja
mutante R ali bakterije Serratia marcescens ne more pa jih pridobiti iz gojis¢a v katerem
raste divji sev Vibrio sp.

Bakterija Escherichia coli in sev 5A nista vplivali na obarvanost nobene od mutant, kar
kaze na to da signalne molekule potrebne za indukcijo sinteze pri mutantah najbrz niso
AI-2, ki jih sintetizira ve¢ razli¢nih bakterij, med katerimi je tudi bakterija Escherichia coli
(Schauder in sod., 2001).

Mozno je, da je pri ponovni pigmentaciji mutant vpletenih ve¢ razli¢nih signalnih molekul,
kot jih je pri zaznavanju celi¢ne gostote drugih vrst iz rodu Vibrio (Bassler in sod., 1994a;
Miller in sod., 2002). Mutanta R, ki sintetizira nekaj pigmenta, morda ni sposobna
sintetizirati signalnih molekul, ki so v ve¢ji meri odgovorne za regulacijo sinteze pigmenta,
producira pa drug signal, ki je vzrok za to da se sintetizira nekaj pigmenta. To moznost
potrjujejo rezultati avtorjev Thomson in sodelavcev (2000), ki so ugotovili, da mutanta
Serratia marcescens, okvarjena v sintezi HHL in BHL, producira ve¢ pigmenta ob dodatku
BHL kot HHL, tudi pri visokih koncentracijah.

Ce bi se izkazalo, da gre pri mutanti R za okvaro v sintezi signalnih molekul, bi jo lahko
uporabili kot biosenzor za detekcijo le teh, kakor so uporabili Smal’ mutanto bakterije
Serratia marcescens (Thomson in sod., 2000). Zato bi bilo potrebno ugotoviti katere
signalne molekule inducirajo sintezo pigmenta pri Vibrio sp. in koliko razli¢nih signalnih
molekul je sposobnih indukcije.



41

Straser A. Opis lastnosti rdedega pigmenta iz naravnega izolata bakterije Vibrio sp.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddelénega Studija mikrobiologije, 2008

5.4 SKLEPI

Z naSimi eksperimenti smo potrdili, da:
* pH vpliva na absorpcijski spekter in barvo ekstrakta pigmenta v acetonu
= prinizkem pH je pigment v acetonu roznat in ima Amax pri 530 nm
= pri visokem pH je pigment v acetonu rumen in ima A« pri 460 nm
= pKa pigmenta v acetonu je pri 7,97 + 0,04
» pigment iz bakterijie Vibrio sp. ni prodigiozin temve¢ prodigiozinu podobna molekula

= ckstrakt pigmenta deluje protibakterijsko proti morskim izolatom 2B, 5A, 5C, 5D,
bakteriji Pseudoalteromonas sp. ter bakterijam Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Salmonella  typhimurium, Staphylococcus epidermidis, Micrococcus lureus,
Pseudomonas stutzeri in mutantama bakterije Vibrio sp.

» Pri testiranih koncentracijah ekstrakt pigmenta nima vpliva na produkcijski sev
Vibrio sp. in bakterije Serratia marcescens, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas
aeroginousa, Pseudomonas putida.

= Molekule, ki so prisotne v okolju divjega tipa Vibrio sp., inducirajo sintezo pigmenta
in za okoli 30 krat povecajo vsebnost pigmenta na g suhe snovi bakterijskih celic pri
mutanti R.

* Molekule, prisotne v okolju mutante R in bakterije Serratia marcescens, inducirajo
sintezo pigmenta pri mutanti B na plos¢i.
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6 POVZETEK

Prodigiozin in sorodni pigmenti so vzbujali pozornost ljudi Ze v preteklosti in so bili
odgovorni za Stevilne »Cudeze« (Bennett in Bentley, 2000). Danes se jim znanstveniki
posvecajo predvsem zaradi njihovih imunosupresivnih (Pérez-Tomds in sod., 2003) in
protitumorskih (Yamamoto C. in sod., 1999) ucinkov. Prodigiozini nimajo definirane
fizioloSke funkcije pri produkcijskih sevih. Poznano je tudi njithovo delovanje proti
bakterijam, protozojem in patogenim glivam (Fiirstner, 2003). Rdeci pigment, prodigiozin,
je eden izmed prodigininov, ki jih proizvajajo nekatere bakterije vrste Serratia,
aktinomicete in druge. Prodigiozin je roznato-rde¢ v kislem okolju z Ap.x pri valovni
dolzini med 533 in 535 nm, medtem ko je v alkalnem obarvan rumeno in ima Ay« pri
priblizno 470 nm (Williams in sod., 1956; Lewis in Corpe, 1963; Melvin in sod., 2002;
La in sod., 2007). Sinteza prodigiozina pri bakteriji Serratia marcescens je pod kontrolo
mehanizma zaznavanja celicne gostote (Thomson in sod., 2000; Fineran in sod., 2005),
signalne molekule pa so AHL (Thomson in sod., 2000; Slater in sod., 2003; Fineran in
sod., 2005).

V diplomskem delu smo preucevali rde¢ pigment iz bakterije Vibrio sp., izolirane iz
priobalnih voda severnega Jadranskega morja. Ugotavljali smo vpliv pH na barvo in
absorpcijski spekter, protibakterijsko aktivnost ekstrakta pigmenta ter povezavo med
zaznavanjem celicne gostote in produkcijo pigmenta. Za ugotavljanje vpliva pH smo
ekstrahirali pigment z acetonom, ter dolocili absorpcijske spektre ekstrakta pigmenta pri
razli¢nih pH. Protibakterijsko aktivnost smo dolocali na agarskih ploS¢ah in z merjenjem
spremembe ODgso kultur v tekoCem gojis¢u ob dodatku ekstrakta pigmenta. Da bi
ugotovili, ali je sinteza pigmenta regulirana z zaznavanja celi¢ne gostote, smo uporabili
mutanti Vibrio sp., ki ne producirata rdeega pigmenta, oziroma ga producirata zelo malo.
Omogocili smo interakcijo zunajceli¢nih signalnih molekul, ki jih v okolje spros¢ajo
nekatere bakterije, z mutantama v teko¢em gojiscu in na plosci ter opazovali obarvanost.

Ugotovili smo, da pigment iz bakterije Vibrio sp. ni prodigiozin, temve¢ prodigiozinu
sorodna molekula. Barva in absorbcijski spekter ekstrakta pigmenta iz Vibrio sp. se
spreminjata s pH, iz roZnato-rdece barve (Am.x 530 nm) v kislem, preko oranzne v rumeno
(Amax 460 nm) v alkalnem, s pKa pri priblizno 8. Pri ekstraktu pigmenta smo, kot je znano
za prodiginine, pokazali tudi Sirok spekter protibakterijskega delovanja, proti po Gramu
pozitivnim in negativnim bakterijam. Rezultati kazejo na to, da je sinteza pigmenta pri
Vibrio sp. regulirana tudi preko zaznavanja celi¢ne gostote. Najverjetneje je v regulacijo
sinteze vpletenih ve¢ regulacijskih sistemov, ki inducirajo sintezo pigmenta v prisotnosti e
neznanih zunajceli¢nih signalov. Mutanta R se obarva v prisotnosti molekul, verjetno
signalnih molekul, ki so prisotne v okolju divjega tipa. Mutanta B pa se obarva v
prisotnosti mutante R in bakterije Serratia marcescens in ima verjetno druga¢no ali
dodatno okvaro.
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koncentracija ekstrakta pigmenta iz bakterije Vibrio sp. (mg/1)

Priloga A: Umeritvena krivulja, ki prikazuje povezavo med povrSino absorpcijskega
spektra in koncentracijo ekstrakta pigmenta iz bakterije Vibrio sp. v acetonu.
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Priloga B1l: Absorpcija ekstrakta pigmenta iz bakterije Vibrio sp. v acetonu pri
valovnih dolZinah 460 in 530 nm pri razli¢nih pH.

pH A 460 o A 530 o
2,26 0,27 0,01 2,98 0,03
6 0,35 0,00 2,95 0,05
7.03 0,45 0,01 2,79 0,04
7.47 0,51 0,01 2,75 0,02
7.57 0,80 0,01 2,15 0,01
7.65 0,94 0,01 1,88 0,01
7.91 1,16 0,03 1,51 0,04
8.3 1,33 0,07 1,02 0,08
8,59 1,70 0,02 0,31 0,02
8,66 1,66 0,12 0,26 0,17
9.58 1,75 0,06 0,17 0,08
10,61 1,84 0,01 0,18 0,01
11,49 1,86 0,02 0,14 0,02
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Priloga B2: Parametri Boltzmannovega modela krivulje, ki popisuje absorbanco
ekstrakta pigmenta iz bakterije Vibrio sp. v acetonu pri 460 nm pri razli¢nih pH.

Enacba: | y = A2 + (A1-A2)/(1 + exp((x-x0)/dx))
Chi” /DoF | 0,02

R” | 0,98
Parameter Vrednost Standardni odklon
Al 0,51 0,05
A2 3,17 0,08
x0 7,96 0,04
dx 0,28 0,03
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Priloga B3: Parametri Boltzmannovega modela krivulje, ki popisuje absorbanco
ekstrakta pigmenta iz bakterije Vibrio sp. v acetonu pri 530 nm pri razli¢nih pH.

Enacba: | y = A2 + (A1-A2)/(1 + exp((x-x0)/dx))
Chi” /DoF | 0,06

R* | 0,98
Parameter Vrednost Standardni odklon
Al 4,50 0,15
A2 0,22 0,12
x0 7,97 0,04
dx 0,28 0,03
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Priloga C1: Vpliv ekstrakta pigmenta iz bakterije Vibrio sp. na produkcijski sev.
Ekstrakt pigmenta v 7 % etanolu in 7 % etanol kot kontrolo smo dodali po treh urah
inkubacije. Dodali smo 1 % (V/V) ekstrakta pigmenta s koncentracijo 115,0 + 6,8 mg/l, ter
enako koli¢ino 7 % etanola. P1, P2, P3 so ponovitve, x[] je povpre¢je, ¢ je standardni

odklon.
cas ODe¢so Kontrola ODsso Vibrio sp. + ekstrakt
(ure pigmenta
) P1 P2 P3 X[ o P1 P2 P3 X[ o
010,01 | 0,00 0,01 0,01 0,01 ] 001 | 0,04| 002| 0,02 0,02
11002]| 0,02 0,04 0,03| 0,01 003| 0,04| 003| 0,03 0,00
210,09 | 0,10 0,10 0,10 0,01} 0,08 | 0,09 | 0,09 0,09 0,00
31028 | 0,31 0,30 030 0,02| 026 0,29 | 0,29 0,28 0,02
3.5102%| 0,34| 0,33 0,32 0,02 029 0,31 0,31 0,30 0,01
41047 | 0,46 | 0,47 047 | 001] 040 0,42| 0,42 | 0,41 0,01
451053 | 0,60| 0,62 0,58 | 005]| 0,51 0,55| 0,57 | 0,54 0.03
51068 | 0,73 | 0,72 0,71 0,03] 0,64 | 0,70 | 0,69 0,68 0,03
551083 087 | 0,90 0.87| 003]| 080 0,87| 083 | 0,84 0.03
61091 088 0,93 0,91 0,03] 085| 0,91 | 0,88| 0,88 0.03
651093 | 0,92 | 0,96 094 002| 091 094| 094 | 0,93 0,02
7,.51098| 0,96 | 0,98 097 001 096 097| 097 | 0,97 0,00
81099 | 099 1,00 099 000 099 1,01 | 0,99 1,00 0,01
851102 1,01 | 1,02 1,02 001} 1,02| 1,01 | 1,00 1,01 0,01
9.51102| 1,03| 1,03 1,03| 000| 1,04 1,06 | 1,05 1,05 0,01
10,5] 1,09 | 1,06 | 1,05 1,07 0,02] 1,02 | 1,06 | 1,06 1,07 0,02
111108 1,04| 1,05 1,06 | 0,02]| 1,02 | 1,08 | 1,06 1,08 0,01
121 1,13 | 1,08 | 1,06 1,091 004 1,13| 1,09 | 1,09 1,11 0,02
251 1,19 1,08 | 1,09 1,121 006 1,14 | 1,11 | 1,10 1,12 0,02




Straser A. Opis lastnosti rde¢ega pigmenta iz naravnega izolata bakterije Vibrio sp.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega $tudija mikrobiologije, 2008

Priloga C2: Vpliv ekstrakta pigmenta iz bakterije Vibrio sp. na bakterijo Escherichia
coli. Ekstrakt pigmenta v 7 % etanolu in 7 % etanol kot kontrolo smo dodali po treh urah
inkubacij. Dodali smo 1 % (V/V) ekstrakta pigmenta s koncentracijo 94,0 + 8,1 mg/l, ter
enako koli¢ino 7 % etanola. P1, P2, P3 so ponovitve, x[] je povpre¢je, ¢ je standardni
odklon.

cas ODsso Kontrola ODes¢soE. coli ESH10 K12 + ekstrakt
(ure pigmenta
) P1 P2 P3 X[ o P1 P2 P3 X[ o

Ol 0,00| 0,00| 0,01 0,00| 0,01} 0,00| 0,03 | 0,00 0.01 0,02
1,6 0,04 0,02 | 0,04 0.03| 001] 0,02]| 0,05| 0,03 0,03 0,01
21 0,10| 0,08 | 0,10 0,09 0.01] 0,09 0,10] 0,10 0.10| 0,00
25| 022 022 0,24 023| 001 024| 022 0,21 022 0,01
31 0,41 0,38 | 0,40 040 | 0,02] 0,43 | 0,40 | 0,41 0,41 0,01
3,5| 0,51 0,47 | 0,53 0,50 | 003 0,48 | 0,46 | 0,45 046 | 0,02
41 081 | 083 080 0.81 0.01] 065 0,57 | 0,61 0,61 0,04
4,51 1,08 | 1,06 | 1,11 1,08 003]0,78| 0,70| 0,77 0.75| 0,04
51 1,25 1,28 1,28 1,27 | 0,02] 095] 0,88 | 0,88 0,90 0,04
55| 1,36 1,42| 1,36 1,38 0,041 1,14| 1,01 | 1,08 1,08 0,06
6| 1,44 | 1,48 | 1,45 1,46 | 003| 1,29 | 1,19 | 1,21 1,23 | 0,05
65| 1,66 | 1,59 | 1,53 1,66 | 0,03] 1,37] 1,30 | 1,36 1.34| 0,04
71 1,56 | 1,63 | 1,65 1,58 | 0,04 1,45| 1,44| 1,48 1,45 0,02
241 1,50 | 1,59 | 1,54 1,54 005] 1,61 1,68| 1,59 1,63 | 0,04
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Priloga C3: Vpliv ekstrakta pigmenta iz bakterije Vibrio sp. na bakterijo Bacillus
subtilis. Ekstrakt pigmenta v 7 % etanolu in 7 % etanol kot kontrolo smo dodali po §tirih
urah in pol. Dodali smo 1 % (V/V) ekstrakta pigmenta s koncentracijo 94,0 + 8,1 mg/l, ter
enako koli¢ino 7 % etanola. P1, P2, P3 so ponovitve, x[] je povpre¢je, ¢ je standardni
odklon.

cas ODs¢so Kontrola ODeso B. subtilis + ekstrakt
(ure pigmenta
) P1 P2 P3 X[ o P1 P2 P3 X[ o

0] 0,00 | 0,02 0,01 0,01 0.01] 0,04 | 0,01 | 0,00 0.02| 0,02
1,61 0,00 | 0,03| 0,01 0,01 0,011 0,03 | 0,02 | 0,00 0.02| 0,02
21 0,00 | 0,03 0,01 0,01 0,02] 0,02 | 0,02 | 0,00 0.01 0.01
31 0,03 | 0,07 | 0,06 005| 0,02] 0,08| 0,06 | 0,03 0,06 | 0,03
41017 | 023 0,19 020| 003] 022| 0.21| 0,19 020 0,02
4,51 031 | 0,32 | 0,34 0.35| 004|041 | 036 | 037 0,38 | 0,03
51 042 | 0,54 | 0,46 047 | 006 038 | 0.35| 0,34 036 0,02
551 0461 081 0,67 0,70 0,10| 0.36| 0,33 | 0,36 0.35| 0,02
61 081 | 088 086 0.85| 004 034 | 033 | 0,32 0,33 0,01
6,5 093 | 099| 0,93 095 003 035| 0,34 0,32 0.34| 0,01
71 104| 1,18 1,11 1,11 007] 031 | 032 0,30 0,31 0.01
241 1,441 1,60 | 1,53 1,49 0,051 0,10 | 0,06 | 0,05 0,07 0,03
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Priloga C4: Vpliv ekstrakta pigmenta iz bakterije Vibrio sp. na morski izolat 5A.
Ekstrakt pigmenta v 7 % etanolu in 7 % etanol kot kontrolo smo dodali po S$tirih urah in
pol. Dodali smo 1 % (V/V) ekstrakta pigmenta s koncentracijo 114,95 + 6,77 mg/l, ter
enako koli¢ino 7 % etanola. P1, P2, P3 so ponovitve, x[] je povpre€je, ¢ je standardni
odklon.

ODe¢so Kontrola ODsso SA + ekstrakt pigmenta
ure | Pl P2 P3 X[ o P1 P2 P3 X[ o

0,0

0 6| 0,05] 004| 005 001} 006| 007 | 0,06 0,06| 0,00
0,0

1 6| 005 004 005, 001} 008]| 007 | 0,06 0,07| 00T
0,0

2 8| 007| 006| 007| 001 008| 008| 0,06 0,07 0,0T
0,1

3 5(012| 0,12| 0,13| 001} 0,15| 0,14 | 0,14| 0,14 | 0,01
0,2

4 71026 026 027| 001 028| 026 | 0,27 0,27 | 0,01
0,4

4,5 0| 039| 040| 040| 000| 042| 040 | 0,40| 0,41 0,01
0,4

5 71047 | 046| 047 001} 03%9| 039 | 0,38 039 | 0,01
0,5

5,5 91 055| 060 058| 003| 038| 036| 0,36| 0,37 00T
0,6

6 71 065] 066 066| 001] 037| 034 035| 035| 0,02
0.8

6,5 11075080 079| 003] 037| 033| 0,34| 035| 0,02
0,9

7.5 610992 098 098| 001} 035| 0,33| 0,33| 0,34| 0,0T
1,0

8 71 1,111 1,09 1,029 002] 034| 032] 033 033| 0,01
1,1

8.5 41 1,14 1,15 1,141 001 034| 031] 0,32| 0,33| 0,01
1.2

9.5 6| 1,26 1,22 1,251 002 033| 034| 032| 033| 0,01
1,2

10 71 1,221 1,26 1,251 003] 034| 031 0,31 0.32| 0,02

10, 1.2 1,27 | 1,27 1,271 000} 034 031] 032| 032] 0,01
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5 7
1.3

11 21 130]| 1,29 1,30 0,02 034| 031 | 030| 032 0,02
1.3

12 51 135| 1,33 1,34 001 031] 029| 028| 029 001

12,1 1.3

5 21 138 1,35 1,37 002 031] 028| 028| 029 0,02
1.4

13 11 1.38] 1,38 1,391 002 031] 028| 025| 028 0,03

13, 1.4

5 2| 1,40 | 1,43 1,42 002 031] 028| 025| 028 0,03
1.4

14 6| 1,44| 1,44 1,45 001 030| 024 022| 026| 0,04

14, 1,4

5 91 1.45| 1,38 1,441 005] 030| 024 | 022 025| 0,04
1.1

25 921 1.08| 1,09 1,12 0,06 0,08 | 005| 004| 005| 0,02

Priloga C5: Vpliv antibiotika kloramfenikola na morski izolat SA. Antibiotik v 96 %
etanolu in 96% etanol kot kontrolo smo dodali po Stirih urah in pol. Dodali smo 40 pl
kloramfenikola (20 mg/l), ter enak volumen 96 % etanola. P1, P2, P3 so ponovitve, x| je
povprecje, o je standardni odklon.

cas ODe¢so Kontrola ODeso SA + kloramfenikol
(ure P1 P2 X[ ] P1 P2 X[ ]
)
0Ol 003| 003| 003| 0O00| 005| 0,05 0,05 0,01
1 0,04| 004| 004 000| 006| 0,05 0,06 | 0,00
21 005 005| 005| 0,01 0,07| 007| 0,07| 0,00
31 008 012| 0,10 003| 013| 0,13| 0,13| 0,01
41 016 027] 022| 007| 027| 028| 027 0,00
45| 025| 040| 032 0,11 0,41 0,41 0,41 0,00
51 033| 047 040| 0,10| 044 | 0,45 0,45| 0,00




Straser A. Opis lastnosti rde¢ega pigmenta iz naravnega izolata bakterije Vibrio sp.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega $tudija mikrobiologije, 2008

55| 045| 059| 052| 0,10|] 044 045| 045| 001
6] 050 | 0466| 058| 0,11 045 045| 045| 0,00
65| 065| 078 | 071 009] 048] 048 | 048 | 0,01
75| 080 098 089 0,12| 0,51 0,50 | 0,50 | 0,00
8] 0,88 1,02, 095 0,10] 0,51 0,51 0,51 0.00
851 0,95 1,11 1,03 0,11 0,63 052| 0,52| 0,00
9.5 1,08 1,14 1,11 005] 053] 053 053 0,00
101 1,15 1,22 1,18 005] 050| 052| 0,51 0,01
10,5 1,19 1,20 1,20 0,01 0,52 050 ]| 0,51 0,01
11 1,23 1,22 1,23 0,00]| 0,51 0.51 0.51 0.00
121 1,26 1,281 1,28 002] 050 | 0,51 0,51 0,01
12,5 1,34 1,32 1,33| 0,02] 0,51 0,51 0,51 0.00
131 133 1,35 1,341 0,01 0,50 053] 0,52| 0,02
13,5 1,34 1,35 1,35 0,00 0,51 0,52 | 0,51 0.01
141 1,40 1,35 1,38 0,03] 0,51 0,50 | 0,51 0,01
14,5 1,44 | 1,39 1,47 | 0,03] 0,51 0,521 0,52 0,00
25 1,61 1,56 1,59 | 003| 044| 042| 043| 0,01

Priloga D1: MICs) ekstrakta pigmenta iz bakterije Vibrio sp. pri testiranih sevih.

ey e

uporabili.

sev Stevilo + | MICs, ekstrakta pigmenta iz | %AODgso (%) pri
redc¢itev bakterije Vibrio sp. (mg/1) MICsy
2B 1 8,80 10,85 108,50 3,68
5A 6 2,89 10" £0,09 10™ 56,91 £ 5,42
5C 2 0,94 10,07 73,56 3,70
5D 3 8,56 107 10,68 107 85,49 12,30
Pseudoalteromonas sp. 4 6,61 10° 10,64 107 57,19 £ 9,85
Vibrio sp. divji tip 0 > 12,94 45,02 2,81 *
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mutanta R 1 13,08 £ 0,14 55,66 12,67
mutanta B 1 10,95 = 1,40 82,57 £ 1,82
Escherichia coli 2 1,17 0,05 51,39 2,09
Salmonella typhimurium | 12,89 + 0,59 81,53 £ 5,94
Bacillus subtilis 2 1,17 £0,05 77,53 11,83
Staphylococcus epidermidis 4 9,68 107 £ 0,44 107 68,94 1 8,80
Micrococcus luteus 1 12,89 £ 0,59 11532 11,29
Serratia marcescens 0 >12,30 -19,79 £1,74 *
Pseudomonas stutzeri 1 12,89 £ 0,59 53,58 10,59
Pseudomonas fluorescens 0 > 12,30 26,24 11,23 *
Pseudomonas aeruginosa 0 > 12,30 24,07 £ 0,92 *
Pseudomonas putida 0 > 12,30 33,44 13,98 *

Priloga D2: Protibakterijsko delovanje ekstrakta pigmenta iz mutante B in R Vibrio

sp. proti morskemu izolatu 5A.

Koncentracija ekstrakta

Ekstrakt pigmenta pigmenta (mg/l) %A0Dgs0 (%)
10 x mutanta B 0,34 + 0,05 8,33 +4,19

1 x mutanta B 0,03 + 0,00 -10,87 £ 2,09
10 x mutanta R 0,46 + 0,10 117,42 + 3,46

1 x mutanta R

0,04 +0,01

48,53 + 10,38




Straser A. Opis lastnosti rde¢ega pigmenta iz naravnega izolata bakterije Vibrio sp.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega $tudija mikrobiologije, 2008




Straser A. Opis lastnosti rdedega pigmenta iz naravnega izolata bakterije Vibrio sp.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega $tudija mikrobiologije, 2008

2,5

—e—mutantaR + 1G divji tip
—+—mutantaR
=—f=mutanta B + IG divji tip

—s— mutantaR + IG mutanta B

absorbanca A
_‘I—i
wu
1

—a— mutanta B + IG mutanta R

1 -
—— mutanta B
0,5
0 | ettt e
400 450 500 550 600

valovnadolZina (nm}

Priloga E1: Absorpcijski spektri ekstrakta pigmenta iz mutante B in R, ki sta rasli v

sveZem gojis¢u in v gojiS¢ih z dodatkom izrabljenega gojiS¢a, v acetonu. Ekstrakti
pigmenta so 10 krat koncentrirani.
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Priloga E2: Absorpcijski spektri ekstrakta pigmenta iz mutante B in R, kjer zaradi
dodatka izrabljenega gojiS¢a ni prislo do povecane sinteze pigmenta, v acetonu.
Spektri ekstrakta pigmenta so 10 krat koncentrirani.
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Priloga E3: Absorpcijski spekter ekstrakta pigmenta iz divjega tipa Vibrio sp. v 7 %
etanolu. Ekstrakt pigmenta je 5 krat red¢en. Vrednost pH je neznana, vendar je spekter
povprecje 8 ponovitev. Vrednosti pH so priblizno 7.
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Priloga E4: Absorpcijski spekter ekstrakta pigmenta iz bakterije Serratia marcescens
v acetonu z razliénim pH vrednostmi. Ekstrakt pigmenta je 10 krat koncentriran. Spektri
$O normirani na isto povrsino.
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Priloga F: Koli¢ina ekstrakta pigmenta na g suhe snovi pri mutantah nastalega zaradi
dodatka izrabljenega gojisca.

vzorec Koli¢ina ekstrakta 0 (Mg ext /€ 55
pigmenta (Mg cxt /€ s5.)
mutanta R 0,40 0,03
mutanta R + izrabljeno gojisce (divji tip) 11,97 0,21
mutanta R + izrabljeno gojis¢e (mutanta B) 0,39 0,06
mutanta B 0,32 0,04
mutanta B + izrabljeno gojisce (divji tip) 0,34 0,03
mutnata B + izrabljeno gojiS¢e (mutanta R) 0,34 0,03

divii tip 101,99 4,27




