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Sazetak

Stiren je monomer koji se koristi u proizvodnji CD kutija, kué¢anskih aparata, guma,
dijelova za brod i mnogih drugih proizvoda, a zbog Siroke upotrebe u industriji moZe dospijeti
u okoliS. Zbog Stetnosti stirena i stiren-oksida velika se vaznost pridaje mikroorganizmima
koji su ih u moguénosti ukloniti. Koristenje zivih bi¢a za uklanjanje otpada iz okoliSa naziva
se bioremedijacija. Jedan od organizama koji je u moguénosti metabolizirati stiren je bakterija

Pseudomonas putida. Radi se o bakteriji koju u prirodi nalazimo u tlu.

Osim za bioremedijaciju veliki interes za organizme poput P. putide postoji i zbog njihove
moguce primjene u industriji. Biotransformacijom stirena u stiren oksid uz koriStenje enzima
stiren  monooksigenaze porijeklom iz Pseudomonas putida dobiva se produkt velike

enantiomerske ¢istoce.

Biotransformacija stirena u (S)-stiren oksid provedena je u kotlastom reaktoru pomocu
genetski modificirane bakterije Pseudomonas sp. VLB120AC koja proizvodi enzim
monooksigenazu. Indukcija enzima je provedena dodavanjem stirena nakon zavrSetka rasta
bakterije. Rast biomase proveden je u Erlenmayer tikvicama. U radu je ispitan utjecaj

promjene uvjeta indukcije na koli¢inu proizvedenog (S)-stiren oksida.

Kljuéne rijec¢i: stiren, biotransformacija, indukcija, Pseudomonas sp. VLB120AC



Summary

Styrene is a monomer commonly used in manufacturing CD casings, home appliances,
rubber, ship parts and others, and due to its widespread industrial usage accidental emissions
into the environment are quite likely. Due to the potential environmental damage of styrene
and styrene-oxide contaminations microorganism that can reverse the damage are very
important. Using living organisms to remove waste from the environment is called
bioremediation. One of the organisms capable to metabolize styrene is the bacterial strain of
Pseudomonas putida. In nature this bacteria can be found in the soil.

Aside from bioremediation purposes, there's a great interest towards P. putida and similar
organisms because of their potential industrial applications. Using the styrene
monooxygenase enzyme ( which is produced by P. putida) to produce styrene oxide yields a
product with large enantiomeric excess.

Biotransformation of styrene into (S)-styrene oxide was conducted in a batch reactor using the
genetically modified bacteria Pseudomonas sp. VLB120AC produces the styren
monooxygenase enzyme. The enzyme was cultivated by adding styrene after the end of
inoculation period. Biomass growth was conducted in Erlenmeyer flasks. This work examined
the effects of different cultivation parameters in regards to the yield of (S)-styrene oxide.

Keywords: styrene, biotransformation, cultivation, Pseudomonas sp. VLB120AC
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1. Uvod

Bakterije su jednostani¢ni organizmi koji spadaju u prokariote, Sto zna¢i da nemaju
membranu oko jezgre. Mogu metabolizirati gotovo sve organske te ¢ak i neke anorganske
spojeve’. Veéina bakterija je bezopasna za ljude, ali neke mogu uzrokovati bolesti i kvarenje

hrane. Bakterije mogu biti korisni organizmi te su ve¢ prisutne u proizvodnji sireva.

Bakterije se mogu podijeliti po gradi membrane, vrsti metabolizma i obliku. Prema
membrani se dijele na gram pozitivne 1 gram negativne. Mogu biti u obliku Stapica, kugle i
spirale. Ovdje jo§ moZemo dodati i vibrione koji su nepotpune spirale’. Bakterije kojima je
prisutstvo kisika uvjet za provodenje metabolickih procesa nazivamo aerobnim bakterijama,
dok se one bakterije koje ne trebaju kisik nazivaju anaerobnim bakterijama. Bakterije se
razmnoZzavaju binarnom diobom pri ¢emu se stanica roditelj dijeli na dvije stanice kéeri. Neke
bakterije posjeduju mehanizme genetske rekombinacije koja im omogucuje prijenos
nukleinske kiseline, $to inac¢e diobom ne bi bilo moguce posto stanice kéeri imaju isti genetski

materijal. Ti dodatni mehanizmi su: transformacija, konjugacija i transdukcija.

Kod transformacije bakterije prihva¢aju molekule DNK s kojima dodu u kontakt. Nema
puno vrsta bakterija koje mogu prirodno provesti transformaciju, ali mnoge bakterije, kao $to
je E. coli, mogu se umjetno osposobiti za prihva¢anje molekule DNK izlaganjem otopini

CacCl,. Transformacija je vrlo koristan mehanizam u podruéju rekombinacije DNK.

Konjugacija je prijenos DNK prilikom kontakta s drugom stanicom i provodi se

posredovanjem plazmida, dodatnog genetskog materijala koji se ne nalazi na kromosomu.
Transdukcija je prijenos DNK koji se provodi pomo¢u bakteriofaga.®*

Pseudomonas putida je gram-negativna bakterija koju naj¢es¢e nalazimo u tlu, a pokrece se
pomocu jednog ili viSe biCeva. Interesantna je ekolozima zbog moguénosti metaboliziranja
aromatskih i olifatskih ugljikovodika®. IstraZivanja su pokazala da moZe metabolizirati
naftalen u tlu® i konvertirati ulje stirena® u PHA (polihidroksialkanoati) koji se razgraduju u
prirodi. Osim upotrebe u bioremedijaciji, moguc¢a je upotreba i u biotehnologiji. JoS 1926.
godine zabiljeZzeno je da neki sojevi Pseudomonas mogu rasti na 80 razli¢itih organskih

spojeva’.



Biotehnologija je upotreba Zivih organizama za proizvodnju kemijskih spojeva. Soj

Pseudomonas se veé koristi za sintezu akrilata iz akrilonitrila®.

Za razgradnju supstrata iz okolisa bakterije proizvode enzime koji su sloZene bjelanéevine
koje djeluju kao katalizatori kemijske reakcije. Pseudomonas je prva vrsta kod koje je
otkrivena skupina enzima oksigenaze koji oksidiraju aromatske ugljikovodike®.
Monooksigenaze su skupina enzima koji Kkataliziraju ubacivanje jednog atoma kisika u
organski supstrat.

Stiren je 3tetan svim Zivim bi¢ima zbog utjecaja koji ima na stani¢nu membranu'®, dok

stiren oksid nastaje kao produkt degradacije stirena u ljudskoj jetri i izrazito je toksican®*

Stiren prirodno mozemo naci u nafti, a zbog Siroke primjene u proizvodnji plastike i guma
neizbjezno nastaje oneciScenje stirenom u prirodi. U kemijskoj industriji stiren se dobiva

katalitickom dehidrogenacijom etilbenzena u parnoj fazi*2.

Stiren-7,8-oksid, koristi se kao intermedijer za dobivanje 2-feniletanola koji se koristi kao
baza za parfeme, i tetramisola koji se koristi protiv parazita. Kemijski se dobiva reakcijom
stirena s vodom i klorom kako bi se dobio stiren klorohidrin koji ciklizira u stiren oksid".
Biokatalitickim procesom (S)-stiren oksid moze se proizvesti iz lako dostupnog stirena sa
enantiomerskom &istocom od 99%." Biooksidacije kakvima se dobiva stiren oksid su ovisne
o kofaktorima i katalizirane visekomponentnim enzimima.'* Tako je na primjeru oksidacije
stirena u stiren oksid stiren monooksigenaza ovisna o flavinu i sastavljena od flavin reduktaze

(StyB) i monooksigenaze (StyA)."

Biotransformacija stirena pomocu bakterija poput Pseudomonas interesantna je kako zbog

mogucnosti razgradnje Stetnog stirena tako i zbog potencijala u sintetskoj organskoj kemiji.

Rastu¢i trend u kemijskoj, prehrambenoj i farmaceutskoj industriji je upotreba
biokatalizatora. Industrijska biotehnologija smatra se klju¢nom tehnologijom za buduci
ekonomski razvoj. Prednost biokatalitickih procesa je u velikoj mjeri to Sto su blazi prema
okolisu jer se provode u blazim reakcijskim uvjetima, koriste manje energije za reakciju i
ostvaruju manju emisiju stakleni¢kih plinova. Nedostaci bioindustrije leze u visokim
troSkovima ulaganja i nestabilnosti enzima, dodatni troSak moZe izazvati i zbrinjavanje

biomase. %2



Cilj ovog rada je odrediti optimalne uvjete za indukciju bakterije Pseudomonas putida u
procesu biotransformacije stirena u (S)-stiren oksid pomoc¢u enzima monooksigenaze. Enzim
monooksigenazu proizvode stanice Pseudomonas sp. VLB120AC. Proces biotransformacije
se odvija u erlenmayer tikvicama na tresilici. Optimalni uvjeti odredeni su za svaki parametar
zasebno mjerenjem specificne aktivnosti enzima monooksigenaze pri razli¢itim uvjetima
provedbe procesa.



2. Opéi dio

2.1 Mikroorganizmi
Mikroorganizmi su jednostani¢ni organizmi u koje spadaju bakterije, gljive, protisti
i prazivotinje. Mikroorganizmi su sveprisutni i nalaze se svuda oko nas: u zraku, vodi,

zemlji, ali i u naSoj hrani i na povrsini naseg tijela.

Sustav Klasifikacije mikroorganizama koji se koristi je sustav tri domene, kako ga
je predlozio Carl Woese 1990. godine. Tako se prema tom sustavu mikroorganizmi dijele

na tri domene: Archea, Bacteria i Eucarya, koji se dalje dijele na carstva.

2.2 Bakterije

Bakterije su jedan od prvih oblika zivota koji su se pojavili na Zemlji. Uglavnom su
bakterije heterotrofni organizmi, ponekad u simbiotskom, a ponekad u parazitskom
odnosu. Tek manji dio bakterija su autotrofni organizmi kao $to su cijanobakterije. Neke
bakterije trebaju kisik (aerobne) dok je za neke on toksi¢an (anacrobne). Bakerije mozemo
na¢i u jednom od tri tipi¢na oblika: Stapica, kugle 1 kao spirala. Toj podjeli se jo§ mogu

dodati vibrioni koji su nepotpune spirale.

Bakterije se razmnoZavaju binarnom diobom. To je aseksualna reprodukcija u kojoj
se mati¢na stanica dijeli na dvije genetski iste stanice kéeri. Zahvaljuju¢i takvom
mehanizmu reprodukcije bakterije se mogu brzo razmnozavati, a uz dobre uvjete neke
bakterije mogu udvostruéiti svoju populaciju za manje od 10 minuta. Bakterije imaju
cikli¢nu molekulu DNK u jezgri, a neke imaju i1 plazmide. Plazmidi su dodatni DNK
materijal koji reguliraju otpornost na antibiotike ili faktore za virulentnost. Plazmidi se
razmnozavaju neovisno od jezgre, a mogu se i razmjenjivati izmedu jedinki. Rast bakterija
na hranjivoj podlozi odvija se u Cetiri faze: lag faza u kojoj se sintetiziraju enzimi potrebni
za prehranu organizma, log faza u kojoj pocinje eksponencijalni rast, stacionarna faza u
kojoj prestaje nagli rast te nakraju faza odumiranja u kojoj opada populacija bakterija

uslijed nedostatka hrane.



2.3 Pseudomonas putida

Pseudomonas putida je rod bakterija koju nalazimo u tlu, a zbog svojih obiljezja
zanimljiva je u primjeni u ekologiji i poljoprivredi. Osnova zanimanja za ovu bakteriju je
sposobnost nekih sojeva P. putide za razgradnju organskih toksi¢nih spojeva. Prema

istrazivanjima P. putida moZe razgraditi aromatske i alifatske ugljikovodike®.

2.4 Pseudomonas sp. VLB120AC

Genetski modificirani soj bakterije Pseudomonas putida VLB120AC koja raste u
prisutnosti stirena u usporedbi s E. coli ima vecu toleranciju na organska otapala i ve¢u
volumetrijsku produktivnost u procesu proizvodnje stiren oksida.'’ Uz to ima i veéu
otpornost na toksicne tvari iako genetski modificirane bakterije E. coli imaju vecu
specificnu aktivnost biotransformacije stirena u (S)-stiren oksid, S§to zna¢i da u
odredenom vremenu proizvode vecu koli¢inu produkta po jedinici vremena i masi

biomase.’

2.5 Stiren i (S)-stiren oksid

Pri sobnoj temperaturi stiren je bezbojna, viskozna kapljevina neugodnog mirisa
kad je u ve¢im koli¢inama. Molekulska formula stirena je CgHg. Na industrijskoj skali
proizvodi se dehidrogenacijom etilbenzena. Stiren se lako polimerizira, a najvise se

koristi za dobivanje plastike, lateks boja i premaza, guma i poliestera.

Stiren oksid, molekulske formule CgHgO dobiva se oksidacijom stirena. Koristi se
kao intermedijer u nekoliko procesa kao Sto je na primjer dobivanje baza za parfeme,

tetramisola (lijek protiv parazita) te za obradu tekstila.*



2.6 Oksidacija stirena

Oksidacija stirena u stiren oksid moze se obavljati kemijskim ili bioloskim putem.
Velika prednost bioloskog puta oksidacije je to Sto je enantioselektivna za razliku od

kemijskog puta.

O +2H +2¢

s

stiren

mnnnnkmgenaza
stiren {ovisna o FAD-u) stiren oksid

Slika 1. Biotransformacija stirena u (S)-stiren oksid

Dva su nacina proizvodnje stiren oksida kemijskom sintezom. Prvi ukljucuje
reakciju stirena, klora i vode ¢ime se dobiva klorhidrin, koji reakcijom ciklizacije s
vodenom bazom daje stiren oksid. Drugi nacin proizvodnje je reakcijom epoksioksidacije

stirena s peroksiacetatnom kiselinom.

BioloSka oksidacija stirena
Razni mikroorganizmi koriste stiren kao jedini izvor ugljika i energije. Selektivna
biotransformacija je jedna od najkorisnijin za sintetske primjere zbog svoje
enantioselektivnosti. Biooksidacije su katalizirane enzimima i ovisne o kofaktorima. U

praksi to znaci da je ucestalija upotreba cijelih stanica, a ne izoliranih enzima.

Jedan od nacina dobivanja (S)-stiren oksida je biotransformacijom koriste¢i enzim
stiren monooksinegazu. Pronadeno je da bakterija Pseudomonas putida koristi enzim
monooksinegaze za katabolizam stirena. Genetski promijenjena bakterija Pseudomonas sp.

VLBI120AC ima puno vecu kataliticku aktivnost oksidacije stirena.



3. EKsperimentalni dio

U ovom radu proveden je uzgoj bakterije soja P. putida VLB120AC. Za uzgoj P.
putida VLB120AC koristen je medij M12, a pokusi su provedeni u tikvicama na
tresilici. 1z tikvica su uzeti uzorci u odredenim vremenskim intervalima te su

odredivane koncentracije biomase.

3.1. Materijali

3.1.1 Mikroorganizmi

Za pokus je koriSten soj bakterije P. putida VLB120AC dobiven iz Laboratory of
Chemical Biotechnology, Department of Biochemical and Chemical Engineering, TU
Dortmund, University Dortmund, Njemacka. Kulture su precjepljivane svakih mjesec dana na

Petrijeve zdjelice s LB hranjivim medijem, cuvane na 30 °C i koriStene po potrebi.



3.1.2 Kemikalije

Kemikalije koristene u pokusima prikazane su u tablici 1.

Tablica 1. Popis koristenih kemikalija

CaCl,-7H,0 (AcrosOrganics)

Na;HPQO,-12H,0 (CarloErbaReagents)

CuCl,-2H,0 (Riedel De Maén)

Na;Mo0,-2H,0 (Kemika)

FeSO,4-7H,0 (AcrosOrganics)

NaCl (Isocommerz)

glukoza (Sigma — Aldrich)

NH,4Cl (Kemika)

glukoza PAP test (Herbos Dijagnostika
d.o.0.)

tripton (Liofilchem)

H3;BO3; (Kemika)

ZnS0O4 (Denver EquipmentCompany)

KH,PO, (Sigma — Aldrich)

BEHP (Sigma — Aldrich)

kvascev ekstrakt (Liofilchem)

stiren (Sigma — Aldrich)

MgSQ, (AcrosOrganics)

stiren — oksid (AcrosOrganics)

MnCI-4H,0 (Kemika)

cikloheksan (Lachner)

Na,EDTA-2H,0 (AcrosOrganics)

3.1.3 Priprema otopina

Otopina glukoze za pripremu predkultura pripremljena je otapanjem 50 g glukoze u
0,1 dm?® destilirane vode. Otopine glukoze za provodenje eksperimenata u tikvicama
pripremljene su otapanjem 150 g glukoze u 1 dm?® destilirane vode od &ega je u tikvice

dodavano po 10 cm® otopine sterilno, dok je otopina glukoze za pokus u bioreaktoru

pripremljena otapanjem 10 g glukoze u 0,1 dm® destilirane vode.




Sintetska podloga za uzgoj P. putida, sintetski medij M9, pripremljen je otapanjem
17,097 g Na;HPO, - 12H,0, 3,0 g KH,PO,4, 0,5 g NaCl, 1 g NH,Cl i 0,12 g MgSO, - H,0O u

1 dm® destilirane vode u koju je dodano 1 cm® US™ otopine elemenata u tragovima.

Sintetska podloga za uzgoj P. putida, sintetski medij M12, pripremljen je otapanjem
2,20 g (NH4),SO04, 0,40 g MgSO, - 7H.0, 0,04 g CaCl, - 2H,0, 0,02 g NaCl, i 2,00 g KH,PO,
u 1 dm® destilirane vode. U otopinu su dodani i elementi u tragovima dodavanjem 1 cm?® prije
pripremljenih otopina soli do kona&nih koncentracija: 2:10° g dm® ZnSQ, - 7H,0, 1-10° g
dm™ MnCl, - 4H,0, 1,5-10° g dm™ Nas-citrat - 2H,0, 1-10° g dm™ CuS0, - 5H,0, 2-:10° g
dm™ NiCI2 - 6H20, 3-10° g dm™® NaMoO, - 2H,0, 3-10* g dm™ HsBO5 i 1-10° g dm™
FeSQO, - 7H,0.

US™ otopina elemenata u tragovima pripremljena je otapanjem 4,87 g FeSO, - 7H-0,
2,56 g CaCl, - 7H,0, 1,5 g MnCl, - 4H,0, 1,05 g ZnSQ,4, 0,84 g Na;EDTA - 2H,0,
0,3 g H3BO3, 0,25 g Na,M0Oy, - 2H,0 te 0,15 g CuCl, - 2H,0 u 1 dm® destilirane vode.

Kalij fosfatni pufer pH 7,4 pripremljen je otapanjem 87 g K,HPO, u 0,5 dm®

destilirane vode, te 68 g KH,PO, u 0,5 dm® destilirane vode kako bi se dobile otopine soli
koncentracije 1 mol/dm?®. Zatim je pomijesano 80 cm® otopine K,HPO, i 20 cm® otopine
KH,PO,4 te nadopunjeno do 1000 cm® kako bi se dobio fosfatni pufer koncentracije 0,1

mol/dm®,
Kompleksna podloga za uzgoj P. putida pripremljena je otapanjem 5 g dm™

kvaitevog ekstrakta, 10 g dm™ triptona i 10 g dm™ NaCl u 1 dm?® destilirane vode.

Sastav podloge za uzgoj bakterije u petrijevim zdjelicama jednak je sastavu

kompleksne podloge, osim &to je dodano i 15 g dm™ agara koji o&vrsne podlogu.

3.2. Aparatura

3.2.1. Tresilica

Proces uzgoja bakterije P. putida u tikvicama proveden je na tresilici (Innova 4330
New Brunswick Scientific) (slika 2) u tikvicama volumena 1 dm?®. Pokusi biotransformacije in

vitro su provodeni u ependorficama volumena 15 cm®.
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Slika 2. Laboratorijska tresilica

3.2.2. UV/VIS Spektrofotometar

Absorbancija biomase odredivana je pomoc¢u dvozraénog UV/VIS spektrofotometra

prikazanog na slici 3 (UV - 1800, SHIMADZU).

Slika 3. UV/VIS spektrofotometar

3.2.3. Laminarni kabinet

Precjepljivanje bakterija na hranjivu podlogu i uzimanje uzoraka u sterilnim uvjetima
provodeno je u prijenosnom laminarnom kabinetu KTP - A prikazanom na slici 4 proizvodaca

Klimaoprema.
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Slika 4. Laminarni kabinet

3.2.4. Centrifuga

Centrifugiranje uzoraka provodeno je u stojecoj, horizontalnoj centrifugi Centric 150

proizvodaca Tehtnica prikazanoj na slici 5 pri n = 14.000 min™ u trajanju od 10 min.

Slika 5. Centrifuga
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3.2.5. Autoklav

Za sterilizaciju tikvica, potrebnog laboratorijskog posuda i1 hranjivih podloga koristen

je autoklav (Sutjeska) prikazan na slici 6.

Slika 6. Autoklav

3.2.6. Plinski kromatograf (GC)
Za kemijsku analizu uzoraka koriSten je plinski kromatograf Shimadzu Gas

Chromatography GC — 2014, opremljen auto injektorom AOC — 20i i generatorom vodika
Parker Chrom gas, prikazan na slici 7.

Slika 7. Plinski kromatograf
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3.3. Metode

3.3.1. Priprema inokuluma

Kako bi provedba pokusa bila moguca potrebno je prvo pripremiti inokulum.
Biomasa je s Petrijeve zdjelice precijepljena u Erlenmeyerovu tikvicu s LB medijem te
uzgajana na tresilici 8 sati pri temperaturi 30° C i 250 o/min. Nakon toga je 10 cm® biomase iz
LB medija preneseno u Erlenmeyerovu tikvicu s M12 medijem, uzgoj je proveden 8 sati na
tresilici pri temperaturi 30 °C i 250 o/min. Nakon prekida uzgoja na tresilici, Erlenmeyerove

tikvice s inokulumom bile su prenesene u laminarni kabinet.

3.3.2. Provedba biotransformacije

Priprema stanica

U laminarnom kabinetu pri sterilnim uvjetima uzeti su uzorci biomase, kojoj je koncentracija
odredena mjerenjem absorbancije. Vrijednosti volumena koje potrebno uzeti kako bi se
postigla zeljena koncentracije biomase u konacnici racunati su preko izraza: y; * V; =y, * V,.
Nakon izracunatih potrebnih vrijednosti volumena biomase, ista je iz Erlenmeyerovih tikvica
prenijeta u ependorfice zapremnine 15 cm?®. Ependorfice su potom centrifugirane pri n =
5.000 min™ u trajanju od 10 min. Nakon centrifugiranja dekantiran je vodeni sloj a zaostali
talog (biomasa) dobro je resuspendiran u fosfathom puferu (pH = 7,4) te ponovno

centrifugiran pri istim uvjetima.
Biotransformacija

Pro¢is¢ena biomasa je resuspendirana u 4,75 cm® fosfatnog pufera (pH = 7.4) te joj je
koncentracija odredena mjerenjem absorbancije. Ependorfice zapremnine 15 cm® s
resuspendiranom proc¢is¢enom biomasom su pri¢vrséene na tresilicu, a pokus je proveden pri
250 min™ i temperaturi od 30 °C. Nakon 10 minuta u svaku ependorficu je dodato 250 mm?
(uL) otopine stirena u etanolu koncentracije 30 mmoldm™ ¢ime je zapoSeo proces

biotransformacije.
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3.4. Uzorkovanje i analiza uzoraka

Uzorci su uzimani sterilno iglom kroz septum na donjem otvoru Erlenmeyer tikvice.
Mjerena je absorbancija iz ¢ega je odredena pocetna koncentracija biomase u tikvici. Jednom
kad je odredena koncentracija biomase u tikvici iz tih podataka je odreden potrebni volumen
obzirom na koju je racunata Zeljena koncentracija biomase koja je provjeravana neposredno
nakon resuspenzije proc¢iS¢ene biomase. Koncentracije biomase u uzorku odredivane su na

nacin opisan u poglavlju 3.4.2.

Nakon odredenog, prethodno definiranog vremena provedba biotransformacije je
zaustavljena dodatkom 5 cm® cikloheksana, a njen sadrZaj je dobro izmijesan na vorteksu te je
zatim centrifugiran pri n = 5.000 min™ u trajanju od 10 min kako bi se odvojile organske i

vodene faze.

3.4.1. Odredivanje koncentracije stirena i stiren oksida

Nakon S§to su centrifugiranjem odvojene organska i vodena faza iz organske je faze
automatskom pipetom otpipetiran odredeni volumen organske faze. Prije analize na plinskom
kromatografu uzorci su profiltrirani kroz filtar CHROMAFIL® Xtra PA-20/25, 0,20 pm.
Uzorci su analizirani tzv. ,,splitless* metodom pri temperaturi injektora 280 °C koriste¢i ZB -
WAX kolonu duljine 30 m — unutarnjeg promjera 0,53 mm na plameno-ionizacijskom
detektoru pri temperaturi od 240 °C.

Iz koncentracije stiren oksida moze se izraCunati specifi¢na aktivnost enzima monooksigenaze
(jednadzba 1).

U = 2 [U] (1)

N txMegw

Ua predstavlja specifi¢nu aktivnost enzima stiren monooksigenaze u stanicama P. putida i
odgovara koli¢ini nastalog stiren oksida u pmol koja nastaje u jednoj minuti po gramu suhe

tvari.



15

3.4.2. Odredivanje koncentracije biomase

Uzorcima biomase mjerena je apsorbancija spektrofotometrom pri A = 600 nm. Ako je
vrijednost apsorbancije bila ve¢a od 0,5 uzorci su razrjedivani. Opticka gusto¢a (OD) ra¢unata
je iz razlike apsorbancija uzoraka poznate koncentracije (ABS) i Ciste podloge (ABSy)

uzimajuci u obzir faktor razrjedenja f (jednadzbe 2 i 3):
OD = (ABS — ABS,) - f )
y = 0D % 0,55 (3)

Uzorak iste apsorbancije centrifugiran je u kiveti koja je prethodno susena na 120 °C
do konstantne mase. Nakon centrifugiranja odekantiran je kapljevinski ostatak, a kiveta s
biomasom susena je pri 120 °C do konstantne mase. Na ovaj nafin odredene su mase suhe
biomase te je izraden bazdarni dijagram za odredivanje ovisnosti apsorbancije o koncentraciji

suhe biomase (eng. cell dry weight).
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U ovom radu provedeni su pokusi uzgoja P. putida u svrhu odredivanja najboljih

uvjeta za provedbu procesa indukcije. Za svaki ispitivani procesni parametar radena su tri

paralelna pokusa.

4.1. Utjecaj pH-vrijednosti na specifiénu aktivnost enzima monooksigenaze

Na slici 8 i u tablici 2 prikazani su rezultati pokusa odredivanja utjecaja pH-vrijednosti

na specificnu aktivnost enzima monooksigenaze.

Tablica 2. Utjecaj pH-vrijednosti na prividnu aktivnost enzima monooksigenaze

pH Prosjecna specificna aktivnost, Standardna
U, (umol/(min*gegw) devijacija
pH 6,5 14,42102 1,718547
pH 6,8 6,176173 1,365358
pH 7,0 2,460134 1,739577
pH 7,2 2,705664 0,958872
pH 7,4 2,847592 1,346226
16
14 *
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T 12
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E 10
€ s
=
O ¢ ? 2
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> , * * ¢
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Slika 8. Utjecaj pH-vrijednosti na prividnu aktivnost enzima monooksigenaze

Iz rezultata pokusa vodljivo je da je najveca prividna aktivnost dobivena pri pH 6,5 i
iznosi iznosi 14,42 pmol/(min*gcqw). Pri pH 6,8 dobivena je aktivnost 6,17 pmol/(min*gcqw).
Najmanje aktivnosti postignute su za pH vrijednosti vece od 7,0 i iznosile su: pH 7,0 - 2,46

pumol/(min*gegw); pH 7,2 - 2,70 umol/(min*gcqw); te pri pH 7,4 -2,84 pmol/(min*gcgw)-

4.2. Utjecaj vremena indukcije na specifi¢nu aktivnost enzima monooksigenaze

Tablica 3. Utjecaj vremena indukcije na prividnu aktivnost enzima monooksigenaze.

Vrijeme/h Prosje¢na specifi¢na Standardna devijacija
aktivnost,
U, (umol/(min*gegy)
0 1,069372 0,037799
2 3,598044 2,650021
4 7,707507 5,072661
6 31,27462 5,551444
8 21,28586 13,51866
10 8,137945 0,960038
12 7,721431 3,311023
16 2,286287 1,419414
20 2,094475 0,993964
24 1,623209 0,040332
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Slika 9. Utjecaj vremena indukcije na prividnu aktivnost

Na slici 9 i u tablici 3 prikazani su rezultati pokusa odredivanja utjecaja vremena
inkdukcije na prividnu aktivnost enzima monooksigenaza. Vidljivo je da je najveca aktivnost
postignuta kada je indukcija provedena Sest sati nakon pocetka pokusa i iznosila je 31,27
pmol/(min*geqw), dok je druga najvecéa aktivnost postignuta osam sati nakon pocetka pokusa i
iznosila je 21,28 pumol/(min*gew). Indukcija provedena u drugim vremenima rezultirala je
zanemarivom prividnom aktivno$¢u enzima monooksigenaze. Pri tome treba uzeti u obzir da
su aktivnosti u ponovljenim pokusima provedenim na nacin da je indukcija napravljena osam
sati nakon pocetka pokusa znacCajno medusobno odstupale S§to je rezultiralo velikom

standardnom devijacijom.
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4.3 Utjecaj trajanja indukcije na specifi¢nu aktivnost enzima monooksigenaze

Tablica 4. Utjecaj trajanja indukcije na specifi¢nu aktivnost enzima monooksigenaze

Vrijeme (h) Prosjecna specifi¢na aktivnost, Standardna devijacija
Uq (Hmol/(min*goga)
0 2,923514 1,218523
2 5,439638 3,464203
4 3,767525 2,322075
6 1,796313 0,256899
8 6,604085 3,163351
10 6,904817 4,520483
12 7,638119 4,211097
9
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Slika 10. Utjecaj trajanja indukcije

Na slici 10 i u tablici 4 prikazani su rezultati pokusa odredivanja utjecaja trajanja

indukcije na prividnu aktivnost. Eksperiment pokazuje da je najveca aktivnost postignuta pri
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trajanju indukcije 12 sati te je iznosila 7,63 pumol/(min*gcqw). NeSto manje vrijednosti postizu
se pri trajanju indukcije osam i deset sati te iznose 6,60 pmol/(min*gew) 1 6,90

pumol/(min*gegw).

4.4 Utjecaj broja okretaja na specifi¢nu aktivnost enzima monooksigenaze

Tablica 5. Utjecaj broja okretaja na specifi¢nu aktivnost enzima monooksigenaze

Broj okretaja, Prosje¢na specifi¢na aktivnost, Standardna devijacija
1/min Uq (Hmol/(min*ges.)
100 0,775205 0,528451
150 3,397548 1,39654
200 10,53792 2,087323
250 6,115501 3,268348
300 4,424671 1,651224
350 5,055706 2,541466
12
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S 10 ¢
&0
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€ o .
= *
o 4 *
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~ 2
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0 50 100 150 200 250 300 350 400
okr/min

Slika 11. utjecaj broja okretaja na specifi¢nu aktivnost enzima monooksigenaze
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Slika 11 i tablica 5 pokazuju rezultate pokusa odredivanja utjecaja broja okretaja tijekom
procesa indukcije na prividnu aktivnost enzima monooksigenaze. Najveca vrijednost
ostvarena je pri 200 okretaja/min (10,53 pmol/(min*gcqaw)), Sto je dva puta veca vrijednost od

one postignute u pokusu provedenom pri 250 okretaja/min.

4.5 Utjecaj temperature na specifiénu aktivnost enzima monooksigenaze

Tablica 6. Utjecaj temperature na specifi¢nu aktivnost enzima monooksigenaze

Temperatura, °C Prosjecna specificna Standardna
aktivnost, devijacija
Ua (umOI/(min*gcdw)
20 9,782428 4,052141
25 14,89073 7,132253
35 6,40435 0,140629
40 9,32914 5,580822
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Slika 12. Utjecaj temperature

Slika 12 i tablica 6 prikazuje rezultate pokusa odredivanja utjecaja temperature pri kojoj se

provodila indukcija na postignutu prividnu aktivnost enzima monooksigenaze. Rezultati
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pokazuju da je najveca prividna aktivnost postignuta pri temperaturi 25°C te je iznosila

14,89umol/(min*gegw).
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5. Zakljucak

U ovom radu odredeni su optimalni uvjeti za indukciju biomase u procesu oksidacije
stirena u (S)-stiren oksid. Odredene su optimalne vrijednosti vremena indukcije, trajanja
indukcije, pH-vrijednosti indukcije, broja okretaja i temperature. Optimalni uvjeti provedbe
procesa su kako slijedi: temperatura 25 °C, 200 okr/min, indukcija u vremenu 6 sati nakon

pocetka uzgoja biomase, pH-vrijednosti 6,5 i trajanje indukcije 12 sati.

Ovo je djelomi¢no u nesuglasju s literaturnim podatcima koji navode da su optimalni
uvjeti provedbe procesa temperatura 30 °C, 250 okr/min, indukcija osam sati nakon pocetka
uzgoja biomase, pH-vrijednosti 7,0 i vrijeme trajanja indukcije osam sati.
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