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1 UVOD 

1.1 OPREDELITEV PROBLEMA IN CILJI DIPLOMSKE NALOGE 

Karboksimetil celuloza ali krajše CMC je bel zrnat prašek brez vonja in okusa (Hollabaugh 

in sod., 1945). Gre za anionski polielektrolit, ki je pripravljen v reakciji celuloze z 

monokloroocetno kislino ob prisotnosti NaOH (Latif in sod., 2007). Je najbolj prodajan 

celulozni eter, saj ima širok spekter uporabe (Thielking in Schmidt, 2011). Hollabaugh in 

sod. (1945) so že leta 1945 poročali o uporabi CMC v tekstilni, papirni, farmacevtski, 

kozmetični, prehrambeni, keramičarski, usnjarski industriji ter industriji barv. Danes je 

njena uporaba množična in razširjena še na nekatera druga področja (Barba in sod., 2002). 

Iz poročila Transparency Market Research v katerem so zajeti podatki o porabi CMC lahko 

razberemo, da so različni uporabniki leta 2012 porabili 356200 ton CMC. Njena uporaba v 

industriji naj bi se med leti 2013-2019 še povečala. (Carboxymethyl cellulose market…, 

2014). 

Kot celulozni derivat je CMC podvržena razgradnji z različnimi mikroorganizmi, 

razgradnja celuloze namreč predstavlja enega največjih materialnih tokov v globalnem 

kroženju ogljika (Falkowski in sod., 2000). Biorazgradljivost je lastnost, ki  je sicer dobra 

za okolje, vendar pa v industriji, ki uporablja CMC kot pomembno sestavino izdelkov, 

povzroča gospodarsko škodo zaradi zmanjšanja kakovosti izdelkov. 

Za razgradnjo celuloze so potrebni celulazni encimi, ki cepijo β-1,4 glikozidne vezi v 

molekulah celuloze. Proizvajajo jih glive, bakterije, praživali, rastline in živali (Zhang X-

Z. in Zhang Y-H.P., 2013). Kjub podatku, da so celulazne encime zmožne proizvajati 

nekatere vrste žuželk, mehkužcev in nematod, so glavni proizvajalci celulolitičnih encimov 

mikroorganizmi (Watanabe in Tokuda, 2000). 

Celulaze imajo velik biotehnološki potencial, saj jih uporabljajo v tekstilstvu, pivovarstvu, 

vinarstvu, pri ravnanju z odpadki, pri izboljšavah krme za živali, papirništvu, agronomiji 

(Bhat, 2000). Aktualno je pridobivanje biogoriv s pomočjo celulaz (Zhang X-Z. in Zhang 

Y-H.P., 2013). Glede na njihovo vsestransko uporabnost je razgradnja CMC z encimi zelo 
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dobro raziskana, manj študij pa je bilo narejenih z mikroorganizmi, kjer je CMC edini vir 

ogljika. 

V diplomskem delu smo proučevali zmožnost proizvajanja zunajceličnih celulaz nekaterih 

mikroorganizmov mikrobiološke zbirke Katedre za mikrobiologijo na Oddelku za živilstvo 

Biotehniške fakultete v Ljubljani. Kot dobra proizvajalca smo prepoznali Cellulomonas 

uda DSM 20108 in Bacillus subtilis NCIB 3610. Njuno rast smo spremljali v tekočem 

gojišču BHM, kjer je bila kot edini vir ogljika prisotna 1 % CMC. Spremljali smo tudi, 

kako se tekom inkubacije v omenjenem gojišču spreminjata koncentracija redukcijskih 

sladkorjev in viskoznost gojišča. S tehniko SAXS smo ugotovili strukturiranost 

nerazgrajene in mikrobiološko razgrajene CMC.  

1.2 DELOVNE HIPOTEZE 

● Bakterije Cellulomonas uda in Bacillus subtilis proizvajajo zunajcelične celulaze in 

lahko rastejo v tekočem gojišču BHM s CMC kot edinim virom ogljika. 

● Pri razgradnji CMC z bakterijami Cellulomonas uda in Bacillus subtilis se 

viskoznost gojišča značilno zmanjša. 

● Po inkubaciji z bakterijami Cellulomonas uda in Bacillus subtilis se struktura CMC 

spremeni.  
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2 PREGLED OBJAV 

2.1 STRUKTURA KARBOKSIMETIL CELULOZE 

Karboksimetil celuloza (dalje CMC) je derivat celuloze, ki ima na hidroksilnih skupinah 

glukoze vezane karboksimetilne skupine (Karlsson in sod., 2002). Po izgledu gre za bel, 

zrnat prašek brez vonja in okusa. Je topna v vodi in poveča viskoznost raztopin, zato se 

uporablja za zgoščevanje, suspendiranje ter stabiliziranje (Hollabaugh in sod., 1945). Prvič 

je CMC sintetiziral Jansen ob koncu prve svetovne vojne v Nemčiji. To je bil tudi prvi 

vodotopni ionski derivat celuloze. Za komercialno uporabo so jo začeli proizvajati v 

začetku dvajsetih let dvajsetega stoletja (Balser in sod., 1986). CMC je danes 

najpomembnejši in najbolj razširjen celulozni eter, njena produkcija je zelo obsežna. 

Sintetizirana je v tako imenovanem ”slurry” procesu (Heinze in Liebert, 2001).  

 

Slika 1: Struktura karboksimetil celuloze (Biswal in Singh, 2004: 380). 

Pomembna lastnost CMC je stopnja substituiranosti (DS). To je povprečno število 

hidroksilnih skupin na anhidridni glukozni enoti, ki so karboksimetilirane (Reese in sod, 

1950). DS vpliva na topnost, lastnosti raztopine ter delovanje celulaznih encimov. Na 

CMC lahko delujejo le endoglukanaze (Latif in sod., 2007; Sieger in sod., 1995). 

Pomemben podatek je tudi porazdelitev substituent na anhidroglukoznih enotah (Horner in 

sod., 1999). Encimi v CMC namreč lahko cepijo le v področju, kjer so tri ali več sosednjih 

glukoz brez substitucij na hidroksilnih skupinah (Sieger in sod., 1995; Wirick, 1968). Na 

vsaki anhidridni glukozni enoti so lahko tri substituente, tako da je največja možna stopnja 

substituiranosti 3 (Karlsson in sod., 2001). Ker je CMC le delno karboksimetilirana, jo 
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obravnavamo kot kopolimer iz osmih monomerov; nesubstituirana, monosubstituirana (2-, 

3-, 6-), disubstituirana (2,3-, 2,6-, 3,6-) in trisubstituirana (2,3,6-) glukoza (Reuben, 1986). 

2.2 SINTEZA CMC 

Vodotopne polimere glede na sintezo delimo na naravne, sintetične ter semisintetične, 

kamor spada tudi CMC (Sieger in sod., 1995). Za sintezo CMC potrebujemo celulozo, ki 

je najobilnejši obnovljivi vir v biosferi. Celuloza je namreč glavna komponenta celične 

stene rastlin. Sestavljajo jo molekule glukoze, ki so med seboj povezane z β-1,4 

glikozidnimi vezmi. Pomembna lastnost naravne celuloze je njena kristalinična struktura, 

ki je za polisaharide relativno neobičajna. Približno 30 posameznih celuloznih molekul 

sestavlja večje enote, ki jim pravimo elementarni fibrili oz. protofibrili, ti skupaj tvorijo 

mikrofibirile in slednji celulozna vlakna. Ne glede na orientacijo so verige med seboj 

povezane z vodikovimi vezmi (Lynd in sod., 2002). Voda do verig v kristalinični regiji ne 

more dostopati, zato ne pride do hidratacije in celuloza se v vodi ne topi. V postopku 

pridobivanja CMC je torej potrebno prekiniti omenjene vodikove vezi, kar storimo s 

suspendiranjem v alkalnem. Običajno proizvodnja CMC poteka v dveh korakih. V prvem 

koraku je celuloza ob prisotnosti inertnega topila (alkohola) obdelana z NaOH. Inertno 

topilo poskrbi, da NaOH lažje dostopa v celulozno strukturo. Tovrstnemu postopku 

pravimo mercerizacija in poteka pri sobni temperaturi. Temperaturni pogoji med 

mercerizacijo vplivajo na lastnosti in kvaliteto CMC. Sledi drugi korak, v katerem alkali 

celuloza reagira z monokloroocetno kislino, tako da nastane CMC. Istočasno NaOH 

reagira z monokloroocetno kislino, pri tem nastajata natrijev glikolat in NaCl v raztopljeni 

obliki. Potrebna je še nevtralizacija, čiščenje ter sušenje CMC, nato pa podajanje tehnične 

ocene in ocene čistosti produkta. Za industrijsko rabo je potrebna najmanj 98 % čistost, 

medtem ko je za uporabo v prehrani, farmaciji in izdelkih za osebno nego potrebna čistost 

vsaj 99,5 % (Latif in sod., 2007). V zgoraj opisanem postopku sinteze CMC s spremembo 

koncentracije in podaljševanja časa reakcije lahko vplivamo na spremembo celokupne DS, 

ne moremo pa vplivati na porazdelitev substituent na glukoznih enotah, zato je bilo v 

zadnjem času razvitih kar nekaj novih metod za sintezo CMC, kjer lahko vplivamo tudi na 

porazdelitev substituent (Heinze in Liebert, 2001). 
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2.3 REOLOŠKE IN DRUGE FIZIKALNE LASTNOSTI RAZTOPIN CMC 

CMC je celulozni eter s širokim spektrom uporabe (Thielking in Schmidt, 2011). Večina 

aplikacij temelji na zanimivih reoloških lastnostih. Reologija proučuje mehanske lastnosti 

predvsem tekočin in poltrdnih snovi ter viskoelastičnih trdnih snovi. S poznavanjem 

reologije lahko sledimo različnim kemijskim reakcijam, reološka znanja pa nam dajo 

vpogled v strukturo različnih polimerov (Zupančič Valant, 2007).  

V reologiji tekočine delimo na newtonske, pri katerih je viskoznost pri danem tlaku in 

temperaturi lastnost tekočine, ki je neodvisna od smeri, jakosti in časa delovanja striga, in 

nenewtonske tekočine, pri katerih viskoznost pri danem tlaku in temperaturi ni konstantna 

(Zupančič Valant, 2007). Nenewtonske tekočine dalje lahko razdelimo na časovno 

neodvisne, kamor uvrščamo psevdoplastične, dilatantne in tekočine z mejo plastičnosti, 

ter na časovno odvisne kamor spadajo tiksotropne ter reopektične tekočine. O 

psevdoplastičnih tekočinah govorimo, kadar z naraščujočo strižno hitrostjo viskoznost 

pada, o dilatantnih, kadar z naraščujočo strižno hitrostjo viskoznost narašča in o tekočineh 

z mejo plastičnosti, kadar se tekočina ob mirujočih pogojih obnaša kot trdna snov. 

Nekaterim tekočinam se viskoznost spreminja pri konstantni strižni hitrosti. To velja za 

tiksotropne tekočine, pri katerih viskoznost pri konstantni strižni hitrosti sčasoma pade, 

vendar se po prenehanju delovanja strižne hitrosti viskoznost povrne, in reopektične 

tekočine pri katerih viskoznost naraste pri konstantni strižni hitrosti (Žumer, 1999). 

CMC je aditiv, ki ima močan vpliv na viskoznost, zato so reološke lastnosti dobro 

raziskane, čeprav raztopine CMC kažejo kompleksno reološko obnašanje. Ghannam in 

Esmail (1997) sta proučevala, kako se obnašajo raztopine CMC pri različnih 

koncentracijah (1 – 5 %). Odkrila sta, da 1 % raztopina CMC kaže značaj newtonske 

tekočine, z višanjem koncentracije pa se krepijo psevdoplastične, tiksotropne in 

viskoelastične lastnosti tekočin. Z višanjem koncentracije CMC v raztopini se niža indeks 

tokovnega obnašanja (Ghannan in Esmail, 1997). Na splošno je viskoznost polimernih 

raztopin odvisna od koncentracije polimera, interakcije med polimerom in topilom ter 

strukturnih značilnosti polimera, kot so: molekulska masa, oblika, fleksibilnost in 

molekularna konformacija (Browning, 1967). Najpomembnejša dejavnika, ki vplivata na 

reološke lastnosti CMC raztopin pa sta molekulska masa in koncentracija raztopine, DS 
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ima manjši vpliv (Kulicke in sod., 1996). Pri vseh raztopinah se z naraščajočo temperaturo 

viskoznost reverzibilno zniža (Sharma in sod., 2007). K spremembi (znižanju) viskoznosti 

raztopin CMC lahko pripomorejo tudi interakcije med celulaznimi encimi in CMC, ki 

spremenijo konfiguracijo in konformacijo substrata (Lee in sod, 2006). CMC je različno 

občutljiva za večvalentne soli. Z njimi tvori različne komplekse (Kulicke in sod, 1996). 

Prisotnost kovinskih soli ima sicer majhen vpliv na viskoznost raztopin CMC. Običajno se 

viskoznost 1 % raztopine CMC giblje med 5 in 2000 mPas, odvisno od obsega 

eterifikacije. Raztopine CMC so stabilne med pH 2 in pH 10. Pod pH 2 precipitirajo, nad 

pH 10 pa se viskoznost hitro zniža (Ghannam in Esmail, 1996). Zamrzovanje na vodne 

raztopine CMC nima vpliva (Hegedušić in sod., 2000). 

2.4 UPORABA CMC V INDUSTRIJI 

Hollabaugh in sodelavci so že leta 1945 poročali o množični uporabi CMC v industriji, od 

takrat pa se je njena uporaba še povečala, predvsem pa razširila še na nekatera druga 

področja. V raziskavi Transperency Market Research navajajo, da so leta 2012 največ 

CMC porabili v prehrambeni in naftni industriji ter industriji, ki proizvaja izdelke za 

osebno nego. Velik delež CMC pa sta porabili tudi papirna industrija in industrija barv 

(Carboxymethyl cellulose market… , 2014). 

CMC se torej množično uporablja v prehrambeni industriji, saj kot tipični hidrokoloid 

nima neposrednega vpliva na okus in vonj prehrambenih izdelkov in je netoksična. Lahko 

deluje kot stabilizator, gostilo, vezivo in zadrževalec vode. Kot aditiv ima oznako E466. 

Prisotna je v industrijsko pripravljenih sladoledih, sorbetih, gostih sokovih, ribjih palčkah 

in mesnih omakah (Cash in Caputo, 2010). Uporablja se tudi v vinarstvu za preprečevanje 

kristalizacije kalijevega hidrogen tartrata (Greeff in sod., 2012). V naftni industriji CMC 

zviša viskoznost blata v vrtrinah (Dolz in sod., 2006). V farmacevtski industriji se CMC 

uporablja za povečevanje viskoznosti vodnih raztopin, ki so namenjene za suspendiranje 

praškov za topikalno, oralno ali parenteralno uporabo. Prav tako se uporablja kot vezivo v 

tabletah in stabilizator emulzij (Guo in sod., 1998). Prisotna je v gelih, ki se uporabljajo 

kot zaščitna sredstva med operacijami srca, prsnega koša in operacijami roženice (Barba in 

sod., 2002), kot adhezivni film jo dodajajo pri pripravi histoloških preparatov (Kawamoto, 

2003). V papirni industriji CMC uporabljajo za boljše povezovanje papirnih vlaken med 
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seboj in povečevanje trdnosti papirja. (Blomsted in sod., 2007). V tekstilni industriji s 

CMC modificirajo vlakna in povečajo celokupni naboj. Zaradi povečanega števila 

karboksilnih skupin imajo obdelana vlakna boljše adsorbcijske sposobnosti za kationska 

površinska sredstva. CMC se adsorbira na površino in prepreči površinsko dostopnost za 

tekočine, kar pa omogoča boljše lastnosti vlaken. Poleg tega imajo vlakna, obdelana s 

CMC, boljše protimikrobne lastnosti (Fras Zemljič in sod., 2008). CMC je pomembna tudi 

v nanotehnologiji, je del mnogih nanokompozitov, npr. magnetnih nanokompozitov, ki 

služijo odstranjevanju toksičnih težkih kovin iz okolja (Vani in sod., 2013), uporabo pa 

beležimo tudi v kmetijstvu (Nie in sod., 2004 ) in mnogih drugih panogah. 

2.5 CELULOLITIČNI ENCIMI 

Za razgradnjo celuloze so potrebni encimi imenovani celulaze, ki hidrolizirajo β-1,4 vezi 

med dvema glukozama v verigi celuloze. Glede na encimsko aktivnost jih delimo na tri 

osnovne tipe, in sicer na: endoglukanaze ali 1,4-β-D-glukan-4-glukanohidrolaze (EC 

3.2.1.4), imenovane tudi endocelulaze, eksoglukanze oz. eksocelulaze, ki vključujejo 1,4- 

β-D-glukan glukanohidrolaze oz. celodekstrinaze (EC 3.2.1.74) in 1,4-β-D-glukan 

celobiohidrolaze oz. celobiohidrolaze (EC 3.2.1.91), ter β-glukozidaze ali β- glukozid 

glukohidrolaze (Lynd in sod., 2002). 

Endoglukanaze, imenovane tudi CMCaze, delujejo na naključnih mestih amorfne regije v 

celulozni verigi, topnih celuloznih substratih, kot je CMC, in celooligosaharidih. Produkti 

delovanja so: glukoza, topni celodekstrini in netopni fragmenti celuloze (Lynd in sod., 

2002; Sadhu in Kanti Maiti, 2013). Večina celulaz je endoglukanaz. Njihova aktivna mesta 

so odprta. Potem, ko se vežejo na celulozo, nekajkrat cepijo verigo zatem disociirajo stran, 

tako hitro spremenijo viskoznost CMC raztopin (Wilson, 2011).  

Eksocelulaze imajo tunelsko obliko aktivnega mesta, zato se vežejo le na enem koncu 

celulozne verige, kjer odcepijo molekulo celobioze od celuloze. Njihovo delovanje je 

procesivno. Ločimo dve vrsti eksocelulaz. Prvi tip deluje na reducirajočem koncu celuloze, 

medtem ko drugi tip deluje na nereducirajočem koncu. Eksoglukanaze delujejo tudi na 

mirokristalinični celulozi. β–glukozidaze hidrolizirajo celodekstrine in celobiozo do 

glukoze ( Teeri, 1997; Lynd in sod., 2002; Wilson, 2011).  
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Zanimiva lastnost celulaznih sistemov je, da kažejo večjo skupno aktivnost, kot jo kaže 

vsota aktivnosti posameznih encimov, fenomenu pravimo sinergizem. Odkrite so bile štiri 

oblike sinergizma, in sicer: endo-ekso (sinergija med endoglukanazami in 

eksoglukanazami), ekso-ekso (sinergija med eksoglukanazami, ki delujejo na reducirajoče 

in nereducirajoče konce celulozne verige), sinergija med eksoglukanazami in β–

glukozidazami ter sinergija med katalitičnimi domenami in ogljikohidratnimi 

vezavnimi moduli, imenovanimi CBM. Celulazni sistemi tako niso samo skupki encimov 

sestavljenih iz omenjenih treh tipov celulaz, ampak pri hidrolizi celuloze delujejo zelo 

koordinirano (Din in sod., 1994; Lynd in sod., 2002; Teeri, 1997). 

Za celulaze je značilna modularna struktura. V splošnem celulazni encim sestavljajo 

katalitični in ogljikohidratni vezavni moduli CBM (Carbohydrate-binding module). CBM 

poskrbi za vezavo encima na celulozo in tako približa katalitično domeno substratu (Lynd 

in sod., 2002). Poleg omenjenih modulov so prisotni tudi drugi moduli, katerih funkcija še 

ni znana in jih najdemo na N ali C terminalnem delu katalitičnega modula (Zhang X.Z. in 

Zhang Y.-H. P., 2013).  

Vse celulaze spadajo med glikozid hidrolaze (EC 3.2.1.), ki so na podlagi podobnosti 

aminokislinskih sekvenc in kristalne strukture razvrščene v družine (Zhang X.Z. in Zhang 

Y.-H.P., 2013). Običajno namreč obstaja neposredna povezava med aminokislinsko 

sekvenco in zvijanjem proteina (Henrissat in sod., 1995). Družine in njihove lastnosti 

najdemo na spletni strani www.cazy.org, kjer se baza odkritih encimov in družin stalno 

posodablja. 

Sinteza 1,4-ß-glukanaz je pri večini bakterij regulirana z indukcijo in katabolno represijo, 

pri čemer celuloza, celobioza in soforoza inducirajo sintezo, glukoza in celobioza v večjih 

koncentracijah pa delujeta kot katabolna represorja formiranja 1,4-ß-glukanaz (Stoppok in 

sod., 1982).  

Mikroorganizmi so za razgradnjo netopne celuloze razvili različne strategije, in sicer 

diskretne nekompleksne celulazne sisteme in kompleksne celulazne sisteme. V 

splošnem velja, da nekompleksne celulaze po večini proizvajajo aerobni mikroorganizmi, 

kompleksne celulazne sisteme pa nekatere anaerobne bakterije in glive, čeprav sistemi niso 

http://www.cazy.org/
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popolnoma dihotomni. Celulolitične filamentozne glive in aktinomicetne bakterije s 

pomočjo hifnih izrastkov lahko prodirajo v celulozni substrat, ki je v celični steni rastlin 

povečini obdan s hemicelulozo in ligninom. Proizvodnja prostih celulaz z ali brez CBM 

zadostuje za učinkovito razgradnjo celuloze. Gre za nekompleksne celulazne sisteme. 

Določene anaerobne bakterije nimajo sposobnosti prodiranja v substrat, zato so bile 

najverjetneje primorane razviti alternativne mehanizme za razgradnjo celuloze in 

dostopanja do razgradnih produktov. To je predvidoma vodilo v razvoj kompleksnih 

celulaznih sistemov oz. t.i. celulosomov (Lynd in sod., 2002). Celulosome proizvajajo 

predvsem nekatere vrste rodov Acetivibrio, Bacteroides, Butyrivibrio, Clostridium in 

Ruminococcus (Doi in Kosugi, 2004). Celulosom je sestavljen iz dveh glavnih komponent: 

neencimskih ogrodnih proteinov, ki imajo kohezine, vezavna mesta za encime, in 

celulosomalnih encimov, ki se povezujejo s kohezini. Pri najpreprostejših celulosomih 

obstaja en sam ogrodni protein s številnimi kohezinskimi domenami in enim CBM (Doi, 

2008). Celulosomi so veliki zunajcelični encimski kompleksi, ki lahko razgrajujejo 

celulozo, hemicelulozo in pektin. Mogoče so celo največji zunajcelični encimski 

kompleksi, ki jih najdemo v naravi. Policelulosomi imajo molsko maso 100 MDa ali več 

(Doi in sod., 2003). Celulosome, pritrjene na površino celic, lahko opazujemo z 

elektronskim mikroskopom. Videti so kot izbokline (Doi in Kosugi, 2004). 
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Slika 2: Shema razgradnje amorfne in mikrokristalinične celuloze z nekompleksnimi celulaznimi sistemi (A) 

in kompleksnimi celulaznimi sistemi (B). (Lynd in sod., 2002; Ratanakhanokchai in sod., 2013). 

2.6 CELULOLITIČNI MIKROORGANIZMI 

Celulolitični mikroorganizmi zasedajo širok spekter različnih habitatov. Nekateri so 

prostoživeči in rastlinske polisaharide pretvorijo v preproste sladkorje, ki jih nato 

asimilirajo, spet drugi so v tesnem stiku z živalmi, ki izrabljajo celulozo kot vir energije. 

Nekateri prebivajo v prebavnem traktu prežvekovalcev in drugih rastlinojedih živalih. 

Najdemo pa jih tudi v črevesju termitov in lesnih črvov. Ekosistemi, ki temeljijo na 

celulozi, vključujejo zelo različna okolja, kot so: tla, močvirja, barja, reke, jezera, morske 

sedimente, razpadajoče trave, listje, les, blato čistilnih naprav, silaže, kompost, blato in 

razpadajoči rastlinski material v vročih in vulkanskih, kislih ter alkalnih vrelcih. 

Med celulolitične mikroorganizme spadajo praživali, glive in bakterije. Bakterije, ki 

razkrajajo celulozo, so aerobne, anaerobne, mezofilne, termofilne, in lahko naseljujejo zelo 

raznolika okolja, vključno okolja z ekstremnimi temperaturami, tlakom in pH. V naravi 

veliko celulolitičnih vrst tvori simbiontske odnose s sekundarnimi mikroorganizmi. 

Primarni mikroorganizmi razgradijo celulozo neposredno do celobioze in glukoze. Samo 

del teh produktov asimilirajo primarni mikroorganizmi, ostanek izrabijo satelitski 

mikroorganizmi. Odstranjevanje presežka sladkorjev spodbuja nadaljno razgradnjo 
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celuloze s primarnimi mikroorganizmi, saj celobioza inhibira celulaze (Bayer in sod., 

2006; Ljungdahl in Eriksson, 1985). 

Celulolitične bakterije obsegajo več različnih filogenetskih skupin. Fermentativni anaerobi 

so po večini Gram pozitivni (Clostridium, Ruminococcus in Caldicellulosiruptor) z nekaj 

Gram negativnimi izjemami, ki so filogenetsko sorodni Clostridijski skupini (Butyrivibrio, 

Acetivibrio) in Fibrobacter. Pri aerobnih Gram pozitivnih bakterijah so glavni predstavniki 

iz rodov Cellulomonas in Thermobifida in pri aerobnih polzečih bakterijah Cytophaga in 

Sporocytophaga. Ne gre prezreti dejstva, da je večina bakterij, ki se nahajajo v tleh, 

klasificiranih v rodove, pri katerih je dobro poznan sekundarni metabolizem, tvorba 

različnih stanj mirovanja (Bacillus, Micromonospora, Thermobifida) ter proizvodnja 

antibiotikov (Bacillus, Micromonospora) in ostalih metabolitov. Produkcija antibiotikov v 

celulolitičnih vrstah ni bila sistematično raziskana, vendar verjetno produkcija tovrstnih 

snovi zagotavlja dodatno selektivno prednost, ki kompenzira njihovo skromno rast na 

celulozi. Prav tako zmožnost tvorbe mirujočih stanj, ki so relativno odporna na stradanje, v 

naravi zagotavlja selektivne prednosti (Lynd in sod., 2002). 

Mnogo mikroorganizmov lahko raste na topnih celuloznih derivatih ali amorfni celulozi. 

Pravimo jim »psevdoceluloliti«, saj sintetizirajo le posamezne endoglukanaze ali ß- 

glukozidaze, ki so jih preko horizontalnih prenosov pridobili od t.i. »pravih celulolitov«, ki 

sintetizirajo popoln nabor celulaznih encimov in omogočajo rast na mikrokristalinični 

celulozi, ki je prevladujoč tip celuloze v naravi (Sadhu in Kanti Maiti, 2013). 

Zaradi dobrih rezultatov razgradnje CMC v encimskem testu, ki ga je opisal Kasana s sod. 

(2008), smo se odločili, da bomo v diplomski nalogi proučevali potek razgradnje CMC z 

bakterijama Cellulomonas uda DSM 20108, ki je »pravi celulolit« in Bacillus subtilis 

subsp. subtilis sev NCIB 3610 (epsA-O)::tet, ki je t.i. »psevdocelulolit«. 

2.6.1 Cellulomonas uda 

Bakterije rodu Cellulomonas (Cellulosa- celuloza, monas- enota) so Gram pozitivne 

aktinomicete, ki spadajo v red Micrococcales. Vsebujejo visok delež GC (72 %) 

(Chaudhary in sod., 1997). So tanke nepravilne palčke, ki se precej razlikujejo po dolžini 

in so lahko urejene v obilko črke V (Stackebrandt in sod., 2006). Odlikuje jih unikatna 
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zmožnost proizvajanja ksilanolitičnih, celulolitičnih in amilolitičnih encimov (Chaudhary 

in sod., 1997). Bakterije Cellulomonas uda DSM 20108, ki smo jih uporabili v diplomski 

nalogi, na trdnem gojišču PKE razvijejo okrogle, gladke, rumeno pigmentirane kolonije. 

Vse vrste rodu Cellulomonas so sposobne rasti v aerobnih in mikroaerobnih pogojih, C. 

uda pa raste tudi pri strogo anaerobnih pogojih. Glavni habitat so tla, vamp, blato in okolja, 

bogata s celulozo (Stackebrandt in sod., 2006). Vrste rodu Cellulomonas producirajo vsaj 

šest endoglukanaz in vsaj eno eksoglukanazo (Cex). Kadar so celice rasle na celulozi in 

celobiozi kot viru ogljika, so bili opaženi tudi celulosomom podobni izrastki (Lynd in sod., 

2002). Kenyon in sod. (2005) poročajo, da znotraj rodu Cellulomonas obstajata dva 

različna načina razgradnje celuloze. Pri vrstah, ki so negibljive (kamor spada tudi C. uda), 

razgradnja celuloze ob visokem razmerju C:N poteka tako, da se celice preko 

eksopolimernih substanc, ki večinoma vsebujejo kurdlan (β-1-3-glukan) pritrdijo na 

celulozne delce, kjer tvorijo mikrokolonije. Površine mikrokolonij prekrivajo izbokline, ki 

so po velikosti in izgledu zelo podobne celulosomom. Pri gibljivih vrstah se celice ne 

pritrjujejo na celulozni material, ampak ostajajo v bližini celuloze. Ko se tekom razgradnje 

celuloze sproščajo topni produkti, pa se sproži kemotaktični odziv. 

Lo in sod. (2009) so iz riževih polj na južnem Tajvanu izolirali 9 celulolitičnih sevov, za 

katere so s pomočjo sekvenciranja 16S rRNA filogenetske analize ugotovili, da pripadajo 

rodu Cellulomonas, nekateri sevi pa so bili v 99,7 % gena identični C. uda. Za gojenje so 

uporabili gojišče BHM z dodatkom bodisi ksilana, riževe slame ali riževih luščin. 

Endoglukanaze so bile na vseh treh substratih večinoma zunajcelične, prav tako tudi 

eksoglukanaze in celobiaze. Analizo HPLC so raziskovalci uporabili za ugotavljanje 

nastalih redukcijskih sladkorjev in sekundarnih metabolitov. Ugotovili so, da po kultivaciji 

seva C. uda NS1, v gojišču BHM obogatenem z riževo slamo ali riževimi luščinami 

zaznamo glukozo, celobiozo in ksilozo. Poleg tega pa tudi laktat, acetat, format in etanol. 

Če je bil v gojišče dodan zgolj ksilan so zaznali ksilozo in produkte fermentacije: laktat, 

acetat, format in etanol. Glukoza in celobioza sta produkt delovanja endoglukanaze, 

eksoglukanaze in celobiaze, medtem ko je ksiloza produkt delovanja ksilanaze. Različni 

viri ogljika vplivajo na različen nabor encimov in posledično na različne encimske 

produkte (Lo in sod., 2009).  
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Tudi Thayer in sod. (1984) so proučevali celulolitično aktivnost različnih sevov rodu 

Cellulomonas. Najboljšo celulolitično aktivnost so pri vseh sevih zabeležili med pH 6 in 

pH 7. Optimalna temperatura za depolimerizacijo CMC je bila 40 °C, za rast bakterij pa 30 

°C. Celulolitična aktivnost na CMC je bila zmanjšana ob dodatku glukoze, vendar ne v 

tolikšnem obsegu kot po dodatku celobioze. 

2.6.2 Bacillus subtilis 

Rod Bacillus sestavljajo paličaste, sporulirajoče bakterije, ki jih uvrščamo v deblo 

Firmicutes. So zelo razširjene bakterije in jih največkrat najdemo v tleh. Vpletene so v 

kroženje ogljika in dušika. Po večini so nepatogene, zato se množično uporabljajo v 

biotehnologiji in industriji. Najbolje proučena vrsta je Bacillus subtilis (Rooney in sod., 

2009). Kar nekaj raziskav kaže na to, da imajo bakterije rodu Bacillus nepopolni celulazni 

sistem in da je glavni celulazni encim endocelulaza oz. CMCaza (Wirth in sod., 2002).  

V literaturi zasledimo kar nekaj celulolitičnih sevov bakterij B. subtilis. Au in sod. (1987) 

so izolirali CMCazo iz Bacillus subtilis AU-1. Pri razgradnji CMC so zaznavali glukozo in 

celobiozo. Celulazo oz. CMCazo so zaznali tudi pri bakteriji Bacillus subtilis subsp. 

subtilis A-53, ki so jo izolirali iz morske vode. Molekularna teža očiščene CMCaze je bila 

56 kDa (ugotovljeno na podlagi mobilnosti s standardnimi umeritvenimi proteini). Izolirani 

encim je razgrajeval celobiozo, CMC, filter papir in ksilan, ni pa bila zabeležena 

razgradnja na celulozi, avicel in PNPG. Očiščen encim je imel najvišjo aktivnost na CMC, 

torej na topnem celuloznem substratu, ni razgrajeval kristalinične celuloze, pa tudi PNPG 

ne, ki je substrat za β-glukozidazo. Iz tega sklepamo, da je očiščen encim endoglukanaza 

(Kim in sod., 2009). Prav tako so CMCazo izolirali iz seva Bacillus subtilis YJ1. CMCaza 

je imela 32,5 kDa in je najboljšo aktivnost kazala na CMC, medtem ko na substratih, kot 

so avicel, bombažna vlakna, filter papir, ksilan in PNPG praktično ni bilo razgradnje (Yin 

in sod., 2010). 

Au in sod. (1987) so raziskovali vpliv kovinskih ionov na aktivnost encima CMCaze. 

Ugotovili so, da Cu
2+, 

Pb
2+,

 Sn
2+,

 Ag
+
, Hg

2+
 in Fe

2+
 inaktivirajo encim, medtem ko Co

2+
 

izboljša encimsko aktivnost. Predvidevali so, da so v aktivnem mestu encima vpletene 

reducirane tiolne skupine (Au in sod., 1987). Tudi Kim in sod. (2009) so proučevali, kaj 



Strmljan T. Opis razgradnje karboksimetil celuloze z bakterijami Cellulomonas uda in Bacillus subtilis.                                                    14 

   Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Enota medoddelčnega študija mikrobiologije, 2015                                            

vpliva na aktivnost encima. Ugotovili so, da Hg
2+

 močno inhibira CMCazno aktivnost, 

CoCl2 jo inhibira le delno. EDTA, KCl in NiCl2 pa so v tej študiji izboljšale CMCazno 

aktivnost. Prav tako so tudi Yin in sod. (2010) proučevali vpliv kovinskih ionov na 

izolirano CMCazo in prišli do podobnih zaključkov kot zgoraj omenjeni sodelavci, da na 

CMCazo vplivajo kovinski ioni, in sicer: Co
2+

, Mn
2+

 ioni aktivirajo celulazo, Cd
2+,

 Fe
2+

 in 

Hg
2+

 ioni, pa inaktivirajo. K
+
, Na

+
 in NH

4+
 na aktivnost ne vplivajo. Tovrstni fenomen so 

kasneje pojasnili s SH skupinami v aktivnem mestu encima. 

2.7 PRINCIP UGOTAVLJANJA STRUKTURNIH SPREMEMB CMC Z 

OZKOKOTNIM RENTGENSKIM SIPANJEM SAXS 

SAXS (ang. Small Angle X ray Scattering) je analitska metoda za ugotavljanje elektronske 

gostote in omogoča vpogled v strukturiranost biološkega materiala na nanometrski skali. 

Uporabljamo jo lahko za proučevanje trdnih ali tekočih materialov. Metoda je 

nedestruktivna in nezahtevna za pripravo vzorca. Uporablja se na različnih področjih, kot 

so proučevanje biološkega materiala, polimerov, kemikalij, nanokompozitov, kovin, 

mineralov, farmacevtskih substanc. Uporabna je za raziskovanje kot tudi za zagotavljanje 

kakovosti (Schnablegger in Singh, 2011). Metoda deluje na podlagi sipanja svetlobe. 

Rentgenski žarki prodrejo skozi vzorec. Vsi elektroni vzorca zanihajo, tako da postanejo 

vir sekundarnega valovanja, ki ima isto frekvenco kot vpadna svetloba. Sekundarni valovi 

med seboj interferirajo in kažejo različne interferenčne slike, ki so močno odvisne od 

prostorske porazdelitve t.i. »sipalnih centrov«. Sipanje koloidnih sistemov je običajno 

izrazito le pri majhnih kotih in od tod tudi splošno ime »ozkokotno« sipanje (Tomšič, 

2004). 

Meritve SAXS potekajo s pomočjo kamere Kratky, katere princip je sledeč. Žarki, ki 

izhajajo iz rentgenske cevi, potujejo skozi monokromator. Žarke enake valovne dolžine 

zbere kolimator v vzporeden snop, saj mora vpadni curek pasti na opazovano snov pod 

enakim vpadnim kotom. Raztopina preiskovanega vzorca, v našem primeru CMC, je v 

kapilari, ki je vpeta v kovinski nosilec. Vpadni žarki se sipajo na elektronih vzorca, pri tem 

prihaja do interference. Pri konstruktivni interferenci se intenziteta sipanega žarka poveča, 

pri destruktivni pa zmanjša. Z detektorji zaznamo intenziteto sipane svetlobe v odvisnosti 
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od kota sipanja 2θ (Roe, 2000). Največkrat je podana intenziteta sipanega žarka v odvisnoti 

od sipalnega vektorja, q, ki je povezan s kotom θ in valovno dolžino svetlobe λ: 

q =  4π sin θ/ λ        … (1) 

 

 

  

 

    

 

Slika 3: Shema meritve z metodo SAXS (povzeto po Dogša, 2003). 
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3 MATERIALI IN METODE 

3.1 MATERIALI 

3.1.1 Kemikalije 

● Agar (Fluka, Španija) 

● Amonijev nitrat NH4NO3, MW = 80,04 g/mol (Sigma-Aldrich, Nemčija) 

● Destilirana voda 

● 3,5-dinitrosalicilna kislina C7H4N2O7∙H2O, MW = 246,12 g/mol (Sigma, Nemčija) 

● D -(+)-glukoza, brezvodna C6H12O6, MW = 76,05 g/mol (Kemika, Hrvaška) 

● Jodovica 

● K, Na- tartrat C4H4KNaO6∙4H2O, Mw = 282,23 g/mol (Merck, Nemčija) 

● Kalcijev klorid CaCl2∙2H20, Mw = 219,09 g/mol (Sigma- Aldrich, ZDA) 

● Kalijev hidrogen fosfat K2HPO4, Mw = 174,18 g/mol (Kemika, Hrvaška) 

● Kalijev dihidrogen fosfat KH2PO4, Mw = 136,09 g/mol (Merck, Nemčija) 

● Kalijev klorid KCl Mw=74,55 g/mol (Merck, Nemčija) 

● Karboksimetil celuloza Mw = 90 kDa, DS = 0,7 (Aldrich Chemistry, ZDA) 

● Kvasni ekstrakt (Biolife, Italija) 

● Magnezijev sulfat heptahidrat MgSO4∙7H20, MW = 246,48 g/mol (Merck, Nemčija) 

● Natrijev hidroksid NaOH, MW = 40 g/mol (Merck, Nemčija) 

● Natrijev nitrat NaNO3   

● Pepton 

● Peptokompleks (Biolife, Italija) 

3.1.2 Gojišča 

1.2.1.1 Gojišče agar CMC 

● 0,2 % NaNO3 

● 0,1 % K2HPO4 

● 0,05 % MgSO4 

● 0,05 % KCl 

● 0,2 % CMC 

● 0,02 % pepton 
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● 1,7 % agar 

1.2.1.2 Gojišče PKE 

● 3 g kvasnega ekstrakta 

● 6 g peptokompleksa 

● 15 g agarja 

● Destlirana voda do 1000 mL 

1.2.1.3 Prilagojeno gojišče po Bushnell Haasu (BHM) 

● 10 g CMC  

●  0,2 g MgSO4∙7H20 

● 1 g K2HPO4 

● 1 g KH2PO4 

● 1 g NH4NO3 

● 0,02 g CaCl2 

● 1 L destilirana voda  

Gojišče BHM v osnovi vsebuje tudi 0,05 g FeCl3∙6H20. Ker železo močno agregira CMC, 

smo to komponento iz gojišča izpustili. To bi lahko vplivalo na nekoliko nižjo rast bakterij. 

3.1.3 Jodovica 

● 2 g  joda I2 

● 3 g  kalijevega jodida  KI 

● 100 mL destilirane vode 

Jodovica je raztopina joda in kalijevega jodida. Kalijev jodid raztopimo v manjši količini 

vode v 100 mL bučki. Ko se raztopi, postopno dodajamo jod in vodo. Vsakič premešamo. 

Ko dodamo ves jod, raztopino dopolnimo z destilirano vodo do 100 mL. Tako pripravljen 

reagent hranimo v temni steklenici 

3.1.4 Reagent DNS 

● 5 g 3,5-dinitrosalicilne kisline 

● 100 mL 2M NaOH 

● 150 g K, Na-tartrata 

● Destilirana voda 
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5 g 3,5-dinitrosalicilne kisline med segrevanjem raztopimo v 100 mL 2M NaOH. V 25 mL 

destilirane vode med segrevanjem raztopimo 150 g K, Na- tartrata. Obe raztopini združimo 

v bučki in dopolnimo z destilirano vodo do oznake 500 mL.  

3.1.5 Bakterijski sevi 

● Agrobacterium tumefaciens  N1 

● Agromyces salentinus DSM 16198 

● Bacillus firmus A2 80/73 

● Bacillus mycoides A3 1/74 

● Bacillus subtilis subsp. subtilis NCIB 3610 (3610 wt) 

● Bacillus subtilis subsp. subtilis sev NCIB 3610 (epsA-O)::tet  

● Bacillus subtilis IS 75 

● Bacillus subtilis JH 642 

● Cellulomonas uda DSM 20108 

● Chromobacterium violaceum 

● Pseudomonas stuzeri 

● Pseudomonas flourescens CCM 2789 

● Salmonella typhymurium A8 32 

● Serratia maracescens 

● Streptomyces coelicolor DSM 40233 

● Xanthomonas campestris 

 

Bakterijski sevi, ki nimajo oznake knjižnic so izolati, ki so jih pridobili sodelavci Katedre 

za mikrobiologijo, Oddelka za živilstvo Biotehniške fakultete Univerze v Ljubljani. V 

izogib težavam z zamenjavo podobnih mikroorganizmov, bomo bakterije Bacillus subtilis 

subsp. subtilis sev NCIB 3610 (epsA-O)::tet  v nadaljevanju imenovali Bacillus subtilis 

NCIB 3610, medtem ko bomo sev brez mutacij Bacillus subtilis subsp. subtilis NCIB 

3610, označevali zgolj z 3610 wt. 
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3.2 METODE 

3.2.1 Test za zaznavanje celulaz 

Iz mikrobiološke zbirke Katedre za mikrobiologijo na oddelku za živilstvo Biotehniške 

fakultete smo izbrali šestnajst bakterijskih sevov in s hitro ter enostavno metodo za 

zaznavanje mikrobnih celulaz (Kasana in sod., 2008) pregledali, kateri mikroorganizmi 

proizvajajo zunajcelične celulaze.  

Bakterijske kulture, ki smo jih vzdrževali na trdnih gojiščih PKE pri temperaturi 4 °C, smo 

s cepilno zanko prenesli na sveže gojišče PKE. Nacepljena gojišča smo inkubirali 24 ur pri 

temperaturi 28 °C. Po končani inkubaciji smo bakterije s cepilno zanko prenesli v epice s 

fiziološko raztopino. 5 µL vorteksirane kulture smo nanesli na sredino trdnega gojišča 

CMC. Plošče smo nato inkubirali 48 ur pri 28 °C. Po končani inkubaciji smo plošče prelili 

z jodovico (KI) in po 5 minutah odčitali rezultate. Če je prišlo do proizvodnje 

zunajceličnih celulaz so se okoli kolonij pojavile cone zbistritve. 

3.2.2 Izbira bakterijskega seva 

Za nadaljnje raziskovanje razgradnje CMC smo uporabili bakterijo Cellulomonas uda 

DSM 20108 in bakterijski sev Bacillus subtilis subsp. subtilis NCIB 3610 (epsA-O)::tet, ki 

ga bomo v nadaljevanju tega diplomskega dela označevali zgolj z Bacillus subtilis NCIB 

3610. Ker tovrstna bakterija zaradi okvare gena ne tvori EPS, smo v naši raziskavi lahko 

zaznavali le redukcijske sladkorje, nastale med razgradnjo CMC. Oba mikroorganizma sta 

pri testu za zaznavanje zunajceličnih celulaz izkazala potencialno veliko celulazno 

aktivnost (velik premer zbistritvene cone), zato smo se odločili, da bomo razgradnjo CMC 

v tekočem gojišču BHM podrobneje spremljali z omenjenima mikroorganizmoma. 

3.2.3 Gojenje bakterijskih kultur 

Bakteriji C. uda DSM 20108 in B. subtilis NCBI 3610 smo hranili na trdnih gojiščih PKE 

pri 4 °C. Ko smo želeli spremljati bakterijsko rast, smo jih ponovno s cepilno zanko 

precepili na trdno gojišče PKE. Gojili smo jih preko noči pri temperaturi 37 °C. Naslednji 

dan smo bakterijske kulture s pomočjo cepilne zanke precepili v 35 mL tekočega 

(prilagojenega) gojišča BHM. Gojišče smo pripravili v posebne erlenmajerice z rilčki, ki 
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olajšajo spektrofotometrično merjenje optične gostote bakterij. Tovrstne erlenmajerice 

imajo utore, ki povečajo mešanje. Bakterije smo gojili 24 ur pri 37 °C na stresalniku pri 

200 rpm. Po enodnevni inkubaciji smo izmerili optično gostoto bakterij C. uda DSM 

20108 in B. subtilis NCIB 3610. Vzeli smo 2 mL inokuluma posamezne bakterijske kulture 

in jo prenesli v nove erlenmajerice s 33 mL svežega gojišča BHM. Bakterijske kulture smo 

ponovno gojili aerobno pri 37 °C na stresalniku z 200 rpm. 

3.2.4 Spremljanje optičnih gostot bakterij  

Tekom inkubacije v gojišču BHM smo spremljali hitrost rasti bakterijskih kultur C. uda 

DSM 20108 in B. subtilis NCIB 3610. Rast smo spremljali spektrofotometrično, in sicer z 

optičnim čitalcem Photometer MA 9510 Metrel pri valovni dolžini 650 nm. Zaradi 

izhlapevanja smo pred merjenjem absorbance izgubljeno tekočino nadomestili s sterilno 

destilrano H2O. Količino izhlapele vode smo izmerili s tehtanjem erlenmajeric pred vsakim 

ugotavljanjem optične gostote. 

3.2.5 Priprava vzorcev za encimski test in merjenje viskoznosti 

Po spektrofotometričnem ugotavljanju optične gostote smo odvzeli 1300 µL gojišča in ga 

10 minut centrifugirali pri 21932 RCF. Po centrifugiranju smo odstranili celice in 

izrabljeno gojišče razdelili v 2 epici po 600 µL. Eno epico izrabljenega gojišča smo 

shranili v zmrzovalni skrinji pri -80 °C za namen določanja viskoznosti. Drugo epico 

izrabljenega gojišča pa smo uporabili za encimski test oz. za ugotavljanje redukcijskih 

sladkorjev. 

3.2.6 Spremljanje razgradnje CMC z metodo določevanja redukcijskih sladkorjev     

Za ugotavljanje razgradnje karboksimetil celuloze smo uporabili metodo določanja 

redukcijskih sladkorjev, ki jo je opisal Miller (1959). Mikroorganizmi s svojimi 

celulaznimi encimi krajšajo molekule CMC, pri čemer odcepljene molekule glukoze 

reagirajo z reagentom DNS. Z metodo zaznamo redukcijska mesta sladkornih komponent v 

našem vzorcu, ki z razgradnjo CMC naraščajo. Za zaznavanje redukcijskih sladkorjev smo 

uporabili reagent DNS. Za umeritveno krivuljo smo pripravili raztopine glukoze do 

koncentracije 0,1 w/v %. Pri ugotavljanju koncentracije sladkorjev moramo hkrati z 
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vzorcem vedno sproti pripraviti tudi umeritveno krivuljo, saj se naklon malo spreminja od 

testa do testa. Reakcija z reagentom DNS je potekala v steklenih epruvetah. 0,5 mL 

izrabljenega gojišča, po inkubaciji s C. uda DSM 20108 in B. subtilis NCIB 3610, smo 

dodali 0,5 mL DNS reagenta. Epruvete smo pokrili s kovinskimi zamaški, dobro premešali 

in jih kuhali 15 min pri 100 °C. Ohlajenim vzorčkom smo nato v mikrotitrski plošči 

izmerili absorbanco pri λ 575 nm. Uporabili smo optični čitalec Multiscan spectrum 

Thermo electron corporation. S pomočjo umeritvene krivulje smo nato ugotovili 

koncentracijo redukcijskih sladkorjev. 

3.2.7 Merjenje viskoznosti izrabljenih gojišč z rotacijskim viskozimetrom 

Viskoznost izrabljenega gojišča po inkubaciji bakterij C. uda DSM 20108 in B. subtilis 

NCIB 3610 smo merili na reometru v tovarni Jub. Vzorce, ki smo jih hranili v zmrzovalni 

skrinji pri -80 °C, smo odmrznili in nato meritve viskoznosti opravljali na sistemu plošča-

plošča v reometru Anton Paar Physican MCR 301. Uporabili smo vreteno PP50 s 

premerom 49,975 mm. Razmik med dvema meritvenima ploščama je bil 0,25 mm. 

Temperatura, pri kateri so potekale meritve, je bila 20 °C. 

3.2.8 Izračun povezanosti koncentracije redukcijskih sladkorjev in viskoznosti 

Za spremenljivki, koncentacijo redukcijskih sladkorjev in viskoznost smo izračunali 

Pearsonov koeficient korelacije, ki je mera za linearno povezanost med dvema 

spremenljivkama. Za statistično sklepanje smo uporabili t-statistiko. 
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3.2.9 Ugotavljanje strukture CMC s tehniko ozkokotnega sipanja rentgenskih 

žarkov (SAXS) 

Po končani inkubaciji kultur v gojišču BHM smo z 10 minutnim centrifugiranjem pri 

21932 RCF, odstranili celice. Vzorčke izrabljenega gojišča smo shranili v zamrzovalni 

skrinji pri -80 °C. Pred merjenjem s tehniko SAXS smo vzorčke odtajali in pustili, da se 

ogrejejo na sobno temperaturo. Na Fakulteti za kemijo in kemijsko tehnologijo, na Katedri 

za fizikalno kemijo, smo opravili eksperiment ozkokotnega sipanja rentgenskih žarkov, za 

kar smo uporabili kamero Kratky. Generator rentgenskih žarkov je bil opremljen z 

rentgensko cevjo z bakrovo anodo, ki izseva rentgensko svetlobo CuKα z valovno dolžino 

λ = 0,154 nm z močjo 1,4 kW (40 Kv, 35 mA). Temperatura, pri kateri je potekalo 

merjenje, je bila 25 °C.  

Za analizo intenzitete sipanja rentgenske svetlobe smo uporabljali naslednji dve enačbi 

(Roe, 2000): 

Braggov zakon: sin θ = λ/(2d),     … (2) 

kjer d pomeni razdaljo med dvema sipalcema v prostoru, 

in enačbo, ki povezuje sipanje razredčene raztopine polimernih molekul, kjer ni interakcije 

med posameznimi verigami: 

I(q)= V (Δρ)
2 

φ v 1/(1+0,5 q
2 

Rg
2
),      … (3) 

kjer je V opazovani volumen raztopine, Δρ kontrast, ki je posledica razlike v elektronksih 

gostotah polimera in topila, φ je volumski delež polimera, v volumen posamezne molekule 

polimera. Člen 1/(1+0,5 q
2 

Rg
2
) opisuje sipanje polimera idealne oblike naključnega zvitja 

z velikostjo radiusa giracije Rg. 

 

 

 



Strmljan T. Opis razgradnje karboksimetil celuloze z bakterijami Cellulomonas uda in Bacillus subtilis.                                                    23 

   Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Enota medoddelčnega študija mikrobiologije, 2015                                            

4 REZULTATI 

4.1 ZAZNAVANJE ZUNAJCELIČNIH  CELULAZ  

Na ploščah na sliki 4 so vidne razlike med bakterijami, ki proizvajajo zunajcelične celulaze 

(sliki a in b) in tistimi bakterijami, ki jih ne (slika c). Jodovica s CMC tvori temno obarvan 

kompleks, z razgrajeno CMC pa ne. Okoli kolonij, ki proizvajajo zunajcelične celulaze in 

le te difundirajo v gojišče, pride do razgradnje substrata. Nastanejo dobro vidne 

zbistritvene cone. S testom za zaznavanje zunajceličnih celulaz smo testirali 16 

bakterijskih vrst oz. sevov. 

                     a                                              b                                            c 

Slika 4: Primer pozitivnega in negativnega rezultata pri testu za zaznavanje celulaz: a) Cellulomonas uda 

DSM 20108 b) Bacillus subtilis NCIB 3610 c) Chromobacterium violaceum. Sliki a in b prikazujeta 

zbistritveno cono okoli kolonij, slika c predstavlja negativen rezultat, zbistritvene cone ni opaziti. 

Izmed 16 bakterijskih sevov, ki smo jih preizkusili s hitrim testom za proizvodnjo celulaz 

po metodi, ki jo opisujejo Kasana in sod. (2008), smo dobili deset pozitivnih (prisotnost 

celulaz) in šest negativnih rezultatov (odsotnost celulaz). Mikroorganizmi, ki so naredili 

večji premer zbistritvene cone, so predvidoma dobri celulazni proizvajalci, medtem ko je 

pri nekaterih mikroorganizmih zbistritvena cona komaj opazna in jih v tem diplomskem 

delu uvrščamo med slabše proizvajalce celulaz. 

Iz testa razberemo, da so dobri celulazni producenti vsi sevi Bacillus subtilis ( IS 75, JH 

642, NCIB 3610, 3610 wt), Streptomyces coelicolor DSM 40233, Cellulomonas uda DSM 

20108, Agromyces salentinus DSM 16198. Slabši celulazni producenti so: Pseudomonas 

stutzeri, Pseudomonas flourescens CCM 2789 in Xanthomonas campestris. Pri bakterijah 

Bacillus mycoides A3 1/74, Bacillus firmus A2 80/73, Agrobacterium tumefaciens N1, 
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Chromobacterium violaceum, Salmonella typhimurium A8 32, Serratia marcescens cone 

razbarvanja ni bilo opaziti, zato sklepamo, da celulaznih encimov ne sintetizirajo. Dobri 

celulazni producenti so v preglednici 1 označeni z znakom ++ , slabši celulazni producenti 

z znakom +. Bakterijam, ki celulaz ne proizvajajo smo pripisali ˗ . 

Preglednica 2: Pregled izbranih mikroorganizmov, testiranih s hitrim testom za zaznavanje celulaz. 

MIKROORGANIZMI BARVANJE PO GRAMU 

CONA 

ZBISTRITVE 

 

Bacillus subtilis 3610 wt + ++ 

Bacillus subtilis NCIB 3610  + ++  

Bacillus subtilis IS 75 + ++ 

Bacillus subtilis JH 642 + ++ 

Streptomyces coelicolor DSM 40233 + ++ 

Cellulomonas uda DSM 20108 + ++ 

Agromyces salentinus DSM 16198 + ++ 

Xanthomonas campestris - + 

Pseudomonas flourescens CCM 2789 - + 

Pseudomonas stutzeri - + 

Bacillus mycoides A3 1/74 + - 

Bacillus firmus A2 80/73 + - 

Agrobacterium tumefciens N1 - - 

Chromobacterium violaceum - - 

Salmonella typhimurium A8 32 - - 

Serratia marcescens - - 

 

4.2 RASTNI KRIVULJI 

Izmed bakterij, ki so razgradile CMC, smo za nadaljnje delo uporabili Cellulomonas uda 

DSM 20108 in Bacillus subtilis NCIB 3610, ki predstavljata pravo in psevdocelulolitično 

bakterijo. Rast bakterijskih kultur C. uda DSM 20108 in B. subtilis NCIB 3610 je 

prikazana na sliki 5. V mikrobiologiji je rast definirana kot povečevanje števila 

bakterijskih celic (Madigen in Martinko, 2006), ki jo lahko v čisti kulturi ugotovimo s 

porastom optične gostote. Porast optične gostote OD650 zabeležimo v obeh primerih, kar 

posredno kaže na rast obeh mikroorganizmov, vendar se rastni krivulji močno razlikujeta. 
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Bakterije C. uda DSM 20108 v gojišču BHM, kjer je edini vir ogljika CMC, rastejo hitreje 

in tudi optična gostota je višja kot pri bakterijah B. subtilis NCIB 3610. Maksimum rasti C. 

uda DSM 20108 dosežejo po 53 urah, OD650 ≈ 0,39. Bakterije B. subtilis NCIB 3610 v 

gojišču BHM rastejo mnogo slabše in počasneje kot bakterije C. uda DSM 20108. 

Maksimum rasti dosežejo po 216 urah, in sicer je OD650 ≈ 0,14. Tudi obliki rastnih krivulj 

se razlikujeta. Pri C. uda DSM 20108 praktično takoj beležimo eksponentno fazo rasti, ki ji 

sledi stacionarna faza. Pri bakterijah B. subtilis NCIB 3610 pa na začetku opazujemo fazo 

prilagajanja, po 120 urah sledi faza rasti do 216. ure, ko doseže maksimum, nato pa 

beležimo upad optične gostote. Iz rastne krivulje je moč razbrati, da C. uda DSM 20108 na 

CMC raste dobro, medtem ko rast na CMC za B. subtilis NCIB 3610 predstavlja večji 

izziv, kar se kaže v nižji vrednosti OD, dolgi fazi prilagajanja in netipični obliki rastne 

krivulje. 

  

Slika 5: Rastna krivulja C. uda DSM 20108 in B. subtilis NCIB 3610 v gojišču BHM, kjer je edini vir ogljika 

CMC. Proučevali smo rast bakterij C. uda DSM 20108 (zelena barva) in B. subtilis NCIB 3610 (modra 

barva), ki smo jih gojili v tekočem gojišču BHM z 1 % CMC pri 37 °C in 200 rpm. Na abscisni osi je 

prikazan čas v urah, na ordinati pa optična gostota. Prikazana je povprečna vrednost in standardna napaka.  

4.3 KONCENTRACIJA REDUKCIJSKIH SLADKORJEV 

Spreminjanje koncentracije redukcijskih sladkorjev v izrabljenem gojišču BHM med rastjo 

C. uda DSM 20108 in B. subtilis NCIB 3610, s CMC kot edinim virom ogljika je 

prikazano na sliki 6. Po inkubaciji v tekočem gojišču BHM z bakterijami C. uda DSM 
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20108 in B. subtilis NCIB 3610 v obeh primerih opazimo naraščanje koncentracije 

redukcijskih sladkorjev, potek tega naraščanja pa je različen. Iz slike 6 je razvidno, da 

koncentracija redukcijskih sladkorjev hitreje narašča z bakterijami C. uda DSM 20108. 

Naraščanje redukcijskih sladkorjev je do 29. ure hitro, nato se umiri. Maksimalna 

koncentracija je dosežena po 177 urah, kjer je koncentracija reducirajočih sladkorjev 0,63 

mg/mL, kar ustreza molarni koncentraciji 3,5 mM. Pri bakterijah B. subtilis NCIB 3610 je 

naraščanje glukoze do 144. ure počasno, sledi vzpon do 288. ure inkubacije, ko je dosežena 

maksimalna vrednost koncentracije, ki znaša 0,36 mg/mL oz. 2,0 mM. Koncentracija 

redukcijskih sladkorjev v gojišču BHM z dodano CMC brez mikroorganizmov je ostala 

tekom inkubacije enaka. To kaže, da je za razgradnjo CMC potreben mikroorganizem 

oziroma celulazni encimi. 

 

Slika 6: Spreminjanje koncentracije redukcijskih sladkorjev v gojišču BHM tekom rasti bakterij C. uda DSM 

20108 in B. subtilis NCIB 3610. Proučevali smo spremembo koncentracije redukcijskih sladkorjev z 

bakterijami C. uda DSM 20108 (zelena barva) in B. subtilis NCIB 3610 (modra barva), sterilno BHM gojišče 

je označeno s sivo barvo. Bakterije smo gojili v gojišču BHM z 1 % CMC pri 37 ºC in stresanju 200 rpm. 

Prikazana je povprečna vrednost in standardni odklon.  
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4.4 VISKOZNOST IZRABLJENEGA GOJIŠČA BHM 

Z razgradnjo celuloze pride do spremembe viskoznosti gojišča. V obeh primerih po 

inkubaciji s C. uda DSM 20108 in B. subtilis NCIB 3610 viskoznost pade, kar je razvidno 

iz slike 7. Tudi v primeru viskoznosti se hitrost spreminjanja bistveno razlikuje. Pri 

bakterijah C. uda DSM 20108 viskoznost pade že po 3 urah, po 6 urah inkubacije pa se 

viskoznost ne spreminja več. Pri B. subtilis NCIB 3610 je znižanje viskoznosti postopno, 

na končno viskoznost, ki jo zasledimo pri C. uda DSM 20108, pride po 336 urah. Tako kot 

povečanje koncentracije redukcijskih sladkorjev je tudi padec viskoznosti indikator 

delovanja celulaz. Viskoznost sterilnega BHM se med inkubacijo minimalno spreminja. 

Upad viskoznosti je linearen in kaže na kemijsko zmanjšanje viskoznosti. Rezultati kažejo, 

da sta koncentracija redukcijskih sladkorjev in viskoznost povezani količini in negativno 

korelirata (za oba primera velja r
2
>0,5). Tako pri bakteriji C. uda DSM 20108 kot pri 

bakteriji B. subtilis NCIB 3610 lahko tovrstno povezanost potrdimo pri stopnji značilnosti 

0,01. Viskoznost je v končni točki pri obeh bakterijah enaka in je podobna viskoznosti 

vodne raztopine.  

  

Slika 7: Prikaz spreminjanja viskoznosti tekočega gojišča BHM tekom inkubacije z bakterijami C. uda DSM 

20108 (zelena) in B. subtilis NCIB 3610 (modra). Sterilno gojišče je označeno s sivo barvo. Bakterije so rasle 

pri 37 ºC in stresanju 200 rpm. Prikazana je povprečna vrednost in standardni odklon. 
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4.5 STRUKTURIRANOST CMC 

4.5.1 Sipalni krivulji CMC pred in po inkubaciji z bakterijami Cellulomonas uda 

DSM 20108 

Na sliki 8 sta prikazani sipalni krivulji SAXS za CMC pred inkubacijo (siva barva) in po 

470-urni inkubaciji z bakterijo C. uda DSM 20108 (zelena barva). Na majhnih prostorskih 

skalah (> 0,8 nm
-1

, kar ustreza Braggovim razdaljam, manjšim od 8 nm) se sipalni krivulji 

razgrajenega in nerazgrajenega CMC ne razlikujeta. Do spremembe strukture 

polisaharidnega skeleta CMC prihaja na večjih prostorskih skalah. Ob predpostavki, da se 

medmolekulske interakcije niso spremenile, ti rezultati kažejo na razgradnjo polimernih 

verig na krajše segmente.  

 

Slika 8: Sipalni krivulji SAXS CMC pred inkubacijo (siva barva) in po 470-urni  inkubaciji z bakterijo C. 

uda DSM 20108 (zelena barva). 
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4.5.2 Sipalni krivulji CMC pred in po inkubaciji z bakterijami Bacillus subtilis 

NCIB 3610  

Na sliki 9 sta prikazani sipalni krivulji CMC pred inkubacijo (siva barva) in po 470-urni 

inkubaciji z bakterijo B. subtilis NCIB 3610 (modra barva). Tako kot po inkubaciji s C. 

uda DSM 20108 je tudi po inkubaciji z B. subtilis NCIB 3610 razvidno, da se strukturne 

spremembe CMC skeleta dogajajo v sprednjem delu sipalne krivulje, kar pomeni razlike na 

velikih skalah. Razlika je manjša kot pri C. uda DSM 20108, kar kaže, da je proces 

razgradnje CMC manj intenziven.  

 

Slika 9: Krivulji SAXS CMC pred inkubacijo (siva barva) in po 470-urni inkubaciji z B. subtilis NCIB 3610 

(modra barva). 
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI 

5.1 RAZPRAVA 

CMC je celulozni derivat, ki se v industriji uporablja kot vezivo, gostilo in stabilizator. Ima 

pomembno vlogo pri uravnavanju viskoznosti izdelkov, saj poveča viskoznost raztopin že 

pri majhnih koncentracijah. Kot celulozni derivat je biorazgradljiv, kar zmanjšuje njegovo 

uporabnost v industriji. V nalogi nas je zanimalo, kateri izmed izbranih mikroorganizmov 

mikrobiološke zbirke so zmožni rasti in proizvodnje zunajceličnih celulaznih encimov, ki 

so nujno potrebni za razgradnjo CMC. 

Proučevali smo različne seve bakterij Bacillus subtilis, saj nas je zanimalo, ali bodo vsi 

sevi proizvajali celulaze. Earl in sod. (2007) so namreč dokazali, da znotraj obeh podvrst 

Bacillus subtilis subsp. subtilis in Bacillus subtilis subsp. spizizenii, ki so ju taksonomsko 

opredelili Nakamura in sodelavci (1999), obstaja precejšna genska raznolikost. Razultati so 

bili pri vseh sevih Bacillus subtilis: NCIB 3610, 3610 wt, IS 75, JH 642 pozitivni. 

Proizvodnja celulaz pri bakterijah B. subtilis ni presenetljiva, saj gre za sporulirajoče Gram 

pozitivne bakterije, ki živijo predvsem v tleh (Harwood in sod., 2001), kjer je veliko 

različnih polimernih ogljikovih hidratov, ki izhajajo iz rastlin, živali in mikroorganizmov. 

B. subtilis je tako sposoben producirati encime za razgradnjo polisaharidov. Proizvaja α-

amilaze, pululanaze, endo-β-1,4-mananaze, levanaze, glukan-1,4-α-maltohidrolaze, pektat 

liaze, β-1,4-endoglukanaze, β-1,3-1,4-endoglukanaze in endo1,4-β-ksilanaze, ki 

razgrajujejo polisaharide v krajše topne oblike (Zhang X-Z. in Zhang Y-H.P., 2010). Ni pa 

celulolitična aktivnost prisotna pri vseh bakterijah iz rodu Bacillus. Tako npr. Bacillus 

mycoides A3 1/74 in Bacillus firmus A2 80/73 nismo opazili cone hidrolize CMC. Za 

Bacillus mycoides ni nikakršnih poročil o celulolitični aktivnosti, medtem ko je pri 

nekaterih alkalofilnih sevih Bacillus firmus prisotna ksilanolitična aktivnost (Tseng in sod., 

2002). Prav tako proizvodnja celulaz pri bakterijah Streptomyces coelicolor DSM 40233 ni 

presenetljiva, saj streptomicete najdemo v tleh. Odlikujejo jih številni metabolni in 

biotransformacijski procesi na lignocelulozah in hitinu. Streptomyces coelicolor A3(2), 

katerega genom so v celoti sekvencirali Bentley in sod. (2002), ima zapis za 8 celulaz, 

endoglukanaz. Test je pokazal pozitiven rezultat tudi pri Cellulomonas uda DSM 20108 in 

Agromyces salentinus DSM 16198, ki prav tako kot Streptomyces coelicolor spadata med 
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aktinobakterije. Bakterije rodu Cellulomonas so ene izmed bolje proučenih celulolitičnih 

aerobnih bakterij in proizvajajo 6 endoglukanaz in vsaj eno eksoglukanazo (Chaudhary in 

sod., 1997). Stoppok in sod. (1982) so pri C. uda dokazali, da rastejo na različnih 

celuloznih substratih, tako mikrokristalinični celulozi kot CMC in producirajo endo-1,4-ß-

glukanaze kot ß-glukozidaze. Cono zbistritve smo opazili tudi pri gama proteobakterijah 

Xanthomonas campestris, Pseudomonas flourescens CCM 2789 in Pseudomonas stutzeri, 

le da je bila cona razbarvanja v manjša kot pri že omenjenih Gram pozitivnih bakterijah. Iz 

literature je znano, da Xanthomonas campestris pv. campestris izloča vsaj dve 

endoglukanazi (Schröter in sod., 2001), tudi Pseudomonas flourescens var. cellulosa je 

znan celulolit (Yamane in sod., 1970). Salmonella typhimurium in Serratia marascens, ki 

tudi spadata med gama proteobakterije, sta dali negativen rezultat, prav tako tudi 

Agrobacterium tumefaciens N1 in Chromobacterium violaceum, ki spadata med alfa in 

beta proteobakterije. Pridobljeni rezultati so skladni s podatki iz literature. 

Kinetiko razgradnje CMC smo proučevali z bakterijami Cellulomonas uda, ki spadajo med 

t.i. »prave celulolite« in so zmožne rasti na mikrokristalinični celulozi (Stoppok in 

sod.,1982), in bakterijami Bacillus subtilis, ki spadajo med t.i. »psevdocelulolite« in 

sintetizirajo posamezne celulazne encime, največkrat endoglukanaze in β-glukozidaze ter 

po večini rasti na mikrokristalinični celulozi niso zmožne. Zaradi različnega načina 

razgradnje celuloze je potek razgradnje CMC značilno različen. Bakterije C. uda DSM 

20108 pričnejo rasti takoj, ne potrebujejo prilagoditvene faze. Bakterije B. subtilis NCIB 

3610 potrebujejo dolgo fazo prilagoditve. Glede na rezultate merjenja optične gostote 

dosežejo maksimalno fazo rasti po devetih dneh, rast je kratka in ji takoj sledi padec 

optične gostote, kar nakazuje prehod v fazo odmiranja. Glede na obliko rastne krivulje in 

skromno rast bakterije B. subtilis NCIB 3610 v primerjavi s C. uda DSM 20108 sklepamo, 

da bakterije B. subtilis NCIB 3610 niso zmožne učinkovite izrabe CMC. Majhna rast je 

lahko posledica sinteze manj učinkovitih celulaznih encimov, saj se celulaze, npr. 

endoglukanaze, po učinkovitosti razgradnje CMC lahko razlikujejo, kar so pri glivnih 

endoglukanazah dokazali Karlsson in sodelavci (2002). Možen vzrok za slabo rast je lahko 

tudi nezmožnost prevzema razgradnih produktov CMC. Pomanjkanje ostalih hranil ni 

vzrok za slabo rast, saj so bakterije B. subtilis NCIB 3610 po dodatku glukoze v 24-ih urah 

zrasle do OD650nm ~ 1,0. Po našem teoretičnem izračunu in rezultatih, ki jih je dobil Orehek 
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(2013) s pomočjo fenol-sulfurične metode za določanje celokupnih sladkorjev ter 

kromotropične metode za določanje karboksimetilnih skupin, so bakterije B. subtilis NCIB 

3610 porabile manj kot 1 % prisotne CMC. 

Bolj zanesljiv pokazatelj, da bakterije Cellulomonas uda DSM 20108 in Bacillus subtilis 

NCIB 3610 sintetizirajo in izločajo celulaze, je povečanje koncentracije redukcijskih 

sladkorjev pri obeh mikroorganizmih. Ob upoštevanju proizvajalčevega podatka za molsko 

maso CMC (Mr = 90000 g/mol) lahko izračunamo začetni ekvivalent glukoznih 

redukcijskih koncev v gojišču z 1 % CMC, ki znaša 0,002 %. Povečanje na 0,03 % pri B. 

subtilis NCIB 3610 in 0,06 % pri C. uda DSM 20108 pomeni približno 15-kratno oz. celo 

30-kratno cepitev osnovnih CMC verig. Razgradnjo CMC torej lahko vršita oba 

mikroorganizma, vendar se potek ter v manjši meri tudi intenziteta razgradnje med 

mikroorganizmoma znatno razlikuje.  

Posledica razgradnje CMC je padec viskoznosti. Oba mikroorganizma lahko med rastjo 

popolnoma izničita psevdoplastične, tiksotropne in viskoelastične lastnosti CMC. 

Viskoznost izrazito hitro pade po začetku rasti C. uda DSM 20108. Tri ure po začetku rasti 

induciranega seva C. uda DSM 20108 je CMC s tehnološkega vidika neuporabna. To 

predstavlja za industrijo zelo resen problem, saj že manjša bremenitev s C.uda DSM 20108 

pri ustreznih pogojih za rast lahko uniči izdelek. Padec viskoznosti je zelo hiter in je 

posledica naključne cepitve vezi, ki dolge verige, ki so predpogoj za psevdoplastično 

obnašanje raztopine, naredi krajše, kar onemogoča uspešen preplet polimernih verig. Po 

modelu Yamakawe (1974) pada intrinzična viskoznost polimera s kvadratnim korenom 

njegove molske mase. V naših primerih je viskoznost (po odštetem topilu) tako pri C. uda 

DSM 20108 kot tudi pri B. subtilis NCIB 3610 padla za približno 5-krat, kar kaže na 

zmanjšanje molske mase verig za približno 25-krat. Po končani inkubaciji je bila 

viskoznost primerljiva z viskoznostjo vode, kar pomeni, da CMC ni več opravljala vloge 

stabilizatorja, gostila, veziva in zadrževalca vode. 

Glede na hitro rast, hiter padec viskoznosti in večje koncentracije redukcijskih sladkorjev, 

ki nastajajo pri inkubaciji Cellulomonas uda DSM 20108 v gojišču BHM, smo pričakovali, 

da bomo s tehniko SAXS opazili tudi večje spremembe v strukturi molekul CMC, vendar 

sta si sipalni krivulji CMC po končani inkubaciji s C. uda DSM 20108 in Bacillus subtlis 
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NCIB 3610 podobni. Oblika sipalne krivuje nam sporoča, na kateri velikostni skali se 

dogajajo strukturne spremembe. V obeh sipalnih krivuljah CMC po inkubaciji z 

bakterijami C. uda DSM 20108 in B. subtilis NCIB 3610 v prednjem delu krivulj opazimo 

znižanje naklona, kar nam kaže, da so se spremembe CMC polimera med inkubacijo vršile 

na velikih skalah, pri q < 0,8 nm
-1

, kar ustreza najmanj 10-20 monomerom glukoze. Če to 

primerjamo s povprečno molsko maso nerazgrajene CMC, ki je 90000 g/mol, kar je 

približno 400 monomerov, ugotovimo, da je SAXS nakazal zmanjšanje velikosti polimera 

zaradi razgradnje za največ 40-krat. Ta rezultat je popolnoma konsistenten z rezultatoma, 

dobljenima z meritvami viskoznosti in redukcijskih koncev. Glede na to je sorazmerno 

majhna sprememba v intenziteti sipalne krivulje presenetljiva. V skladu z enačbo 3, ki 

povezuje intenziteto sipanja rentgenske svetlobe s koncentracijo in strukturo razredčene 

raztopine polimerov, bi namreč pričakovali, da bo razlika večja. Ker so bakterije porabile v 

najboljšem primeru samo 1 %  CMC, se volumski delež polimera φ po razgradnji ni mogel 

bistveno spremeniti. Pri majhnih q je prispevek sipanja zaradi oblike polimera majhen. Kar 

se je po razgradnji bistveno spremenilo, je dolžina polimera in s tem njegov volumen v. 

Zato bi pričakovali, da se bo intenziteta v sprednjem delu krivulje spremenila za 10 do 40-

krat. Opazili smo približno 10-krat manjši odziv od pričakovanega. V enačbi (3) niso 

upoštevane interakcije med posameznimi molekulami, kar lahko znatno vpliva na sipanje 

in posledično na zmanjšanje razlike med krivuljama razgrajene in nerazgrajene CMC. 

Pojav bi lahko razložili s tem, da so po končani inkubaciji v raztopini prisotni navidezno 

večji polimeri. Molekula CMC je negativno nabita in se v vodi med seboj odbija, v gojišču 

BHM pa se odbojne interakcije zaradi soli zmanjšajo in posamezne verige polisaharida 

lahko pridejo bližje skupaj, kar lahko sklepamo iz različnih sipalnih krivulj CMC v vodi in 

gojišču BHM, kar je v diplomski nalogi pokazal Petek (2013). Posledično lahko cepljene 

molekule ostajajo blizu skupaj kar povečuje navidezni radius giracije molekul. Kljub temu, 

da bakterije B. subtilis NCIB 3610 rastejo zelo počasi in je za porast koncentracije 

redukcijskih sladkorjev in znižane vrednosti viskoznosti potrebno daljše časovno obdobje, 

po končani inkubaciji CMC spremenijo podobno kot bakterije C.uda DSM 20108 

(podobna viskoznost, struktura). To je s stališča industrijske aplikacije pomembno, saj 

odsotnost znatne bakterijske rasti še ne pomeni, da CMC ne bo razgrajena oziroma da se 

njegove tehnološke lastnosti ne bodo spremenile. 
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5.2 SKLEPI 

● Rast bakterij Cellulomonas uda DSM 20108 in Bacillus subtilis NCIB 3610 v 

gojišču BHM z dodano CMC se značilno razlikuje. Bakterije Cellulomonas uda 

DSM 20108 v gojišču BHM rastejo dobro. Rast bakterij Bacillus subtilis NCIB 

3610 v gojišču BHM je skromna, kar kaže na slabo izrabo produktov razgradnje 

CMC. 

 

● Tako bakterije Cellulomonas uda DSM 20108 kot bakterije Bacillus subtilis NCIB 

3610 sintetizirajo zunajcelične celulazne encime, ki povzročijo porast koncentracije 

redukcijskih sladkorjev in izrazit padec viskoznosti gojišča.  

 

● Struktura CMC se po inkubaciji v gojišču BHM z bakterijami Cellulomonas uda 

DSM 20108 in Bacillus subtilis NCIB 3610 spremeni na velikostnih skalah > 8 nm.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Strmljan T. Opis razgradnje karboksimetil celuloze z bakterijami Cellulomonas uda in Bacillus subtilis.                                                    35 

   Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Enota medoddelčnega študija mikrobiologije, 2015                                            

6 POVZETEK 

CMC je pomemben celulozni derivat, ki ga uporablja mnogo industrijskih panog predvsem 

za uravnavanje viskoznosti izdelkov. Je netoksičen bel prašek, ki nastane v reakaciji alkali 

celuloze z monokloroocetno kislino. Kot celulozni derivat je podvržen razgradnji s 

celulaznimi encimi, ki jih proizvajajo različni mikroorganizmi, ki naseljujejo različne s 

celulozo bogate habitate, kar vključuje tudi okolja z ekstremnimi pogoji. Celulazne encime 

v grobem delimo glede na način delovanja na: endoglukanaze, eksoglukanaze in β-

glukozidaze. Zmožnost razgradnje CMC je torej odvisna od celulaznih encimov, ki jih 

sintetizirajo celulolitični mikroorganizmi. Izmed izbranih bakterijskih sevov mikrobiološke 

zbirke Katedre za mikrobiologijo Oddelka za živilstvo Biotehniške fakultete so celulazne 

encime, ki smo jih preverjali s hitrim testom za zaznavanje celulaz, proizvajale naslednje 

bakterije: vsi sevi Bacillus subtis (IS 75, JH 642, NCIB 3610, 3610 wt), Streptomyces 

coelicolor DSM 40233, Cellulomonas uda DSM 20108, Agromyces salentinus DSM 

16198, kot slabši celulazni producenti so se izkazali: Pseudomonas stutzeri, Pseudomonas 

flourescens CCM 2789 in Xanthomonas campestris. 

Bakterije Cellulomonas uda DSM 20108 in Bacillus subtilis NCIB 3610 smo na podlagi 

hitrega testa prepoznali kot dobre proizvajalce celulaz, zato smo za nadaljnje raziskave 

uporabili omenjene bakterije. Gojili smo jih v tekočem gojišču BHM, kjer je bil edini vir 

ogljika 1 % CMC. Spektrofotometrično smo 470 ur spremljali rast, spremembe v 

koncentraciji redukcijskih sladkorjev in viskoznosti. Bakterije C. uda DSM 20108 so na 

CMC rasle dobro, hitro so spremenile viskoznost gojišča, zabeležili smo tudi hiter porast 

redukcijskih sladkorjev, kar je neposreden dokaz delovanja celulolitičnih encimov, 

predvsem endoglukanaz, saj eksoglukanaze na CMC ne delujejo. Potek razgradnje CMC z 

bakterijami B. subtilis NCIB 3610 je bil precej počasnejši, tudi netipična oblika rastne 

krivlje je indikator, da jim rast na CMC dela nemalo težav. Kljub temu pride do porasta 

redukcijskih sladkorjev in padca viskoznosti na raven vode, le da za to potrebujejo 14 dni, 

medtem ko bakterije C. uda DSM 20108 viskoznost gojišča v isti meri spremenijo v 6 

urah. Z analizo SAXS smo spremljali strukturiranost CMC pred in po inkubaciji z 

bakterijami. Sipalni krivulji po inkubaciji CMC s C. uda DSM 20108 in B. subtilis NCIB 

3610 sta podobni, po inkubaciji se kažejo spremembe na večjih skalah. 
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Potek razgradnje CMC s C. uda DSM 20108 in B. subtilis NCIB 3610 se razlikuje, kljub 

temu pa je končni rezultat razgradnje zelo podoben. Celulazni encimi, ki jih bakterije 

proizvajajo, močno spremenijo viskoznost raztopine CMC, kar je za industrijo pomemben 

podatek. Kljub neučinkoviti rasti na CMC bakterije B. subtilis NCIB 3610, lahko 

povzročajo neželene spremembe CMC raztopin, vendar počasneje kot bakterije C. uda 

DSM 20108. 
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PRILOGE 

Priloga A: Število bakterij Bacillus subtilis NCIB 3610 tekom inkubacije v gojišču BHM 

z dodano 1 % CMC. 

  

Okvirni teoretični izračun  

Okvirna ocena porabe CMC pri bakterijah B. subtilis v tekočem gojišču BHM z dodano 1 

% CMC pri čemer predpostavljamo, da je 50 % mase celice sestavljeno iz ogljika. 

N= n MAX ∙0,5∙A 

N…………masa porabljenega CMC v celicah B. subtilis 

n MAX……..največje število bakterij B. subtilis NCIB 3610 v BHM z 1 % CMC po času 

(CFU/mL) 

A…………. povprečna masa celice B. subtilis  1,5∙10^
-13

 g (Burg in sod., 2007) 

N=14,5∙10^6 CFU/mL∙0,5∙1,5∙10^
-13

 g   

  =1,0875E-06 g/mL 

Kar predstavlja 0,010875 % porabljenega CMC. 



 

Priloga B: Rast bakterij Bacillus subtilis NCIB 3610 in Cellulomonas uda DSM 20108 v 

tekočem gojišču BHM, kjer je edini vir ogljika 1 % glukoza. 

 

 Optična gostota OD650 nm  a.u. 

Bakterijski sev/ čas (h) 0 14 24 

Bacillus subtilis NCIB 3610 0,01±0,01 0,91±0,01 1,05±0,01 

Cellulomonas uda DSM 20108 0,01±0,01 0,18±0,02 0,31±0,02 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 


