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Frajman (2003) in Zan Lobnik Cimerman
(2017). Prva, ki sta to praprot nasla v Slo-
veniji, sta bila Viktor Petkovsek in Leopold
Zor, in sicer na Grmadi pri Celju maja le-
ta 1952. Najdbo sta objavila leta 1953. Pri
Smartnem na Pohorju jo je kasneje nael
Nejc Jogan (1986) in e kasneje, leta 2001
in 2005, tudi na Pohorju (Planica) Bozo
Frajman. Spomladi leta 2017 pa je na Mari-
borskem Pohorju novo nahajalis¢e kamili¢-
nolistne mladomesecine opisal Zan Lobnik
Cimerman. Vsa do zdaj znana nahajalis¢a v
Sloveniji so na silikatni (kisli) podlagi in na
precej drugalnih rastis¢ih, kot je najino pod
Golaki — saj so tu geoloska podlaga dolo-
mitni apnenec, morda z redko primesjo ro-
Zenca, talni tip prhninasta rendzina, zdruz-
ba pa zgornje gorski bukov gozd na stiku s
podvisokogorskim bukovjem.

Kot ustrezna rastis¢a kamili¢nolistne mla-
domesecine tudi drugod navajajo suhe trav-
nike (predvsem z volkom, Nardus stricta),
kamnite previse, pasnike, svetle in suhe
gozdove in v glavnem kisla tla. Zanimiva pa
je navedba (povzema jo Frajman, 2003), da
vrste iz druzine kadjejezikovk (Ophioglossa-
ceae) pogosto rastejo na motenih rastiséih,
ob poteh, starih kolovozih. Dejansko smo jo
v Trnovskem gozdu dobili na stari gozdni
poti, nastlani z bukovim listjem, in tik ob
njej.

Ne le midve. Kar nekaj nas je, ki radi ho-
dimo skupaj naokrog in se navdusujemo nad
rastlinskimi prebivalkami naSega planeta.
»Pumprki« nas je poimenoval Rafael Terpin,
eden izmed nas. Prevod bi bil, morda, »nek-
do, ki se gre botanika«. No ja, prevod ni
najboljsi, naj nama Rafko ne zameri. Pred
kratkim smo bili na Mangartskem sedlu. Z
nami je bila prvi¢ tudi Vesna, ki zaenkrat ge
ni pumprk. Po telefonu je nekomu razlagala,
¢e$ v kaksni druzbi da je. »Ves, vsi gledajo
nekam tja v travo, navdu$eno nekaj razla-
gajo in se Cudijo.« In se vracajo, bi lahko
dodali. Tudi k novi najdbi, mladomesecini v
Trnovskem gozdu, se bomo gotovo §e vrni-
li. Kajti tudi ta, za nekoga morda neznatna

rastlinica, nas povezuje, bogati in krepi nase
prijateljske vezi. Narava je resen ¢udez.
Tako. Za nami je e ena lepa pot, vredna
Cudenja. Je Ze tako, da se vse enodnevne
poti ne koncajo v enem dnevu.
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Molza bakterij z elektriko: znanstvena
fantastika ali realnost?

Sasa Haberl Meglic

Kaj lahko bakterije proizvajajo za nas

Z rastjo Stevila prebivalstva prav tako raste potreba po razli¢nih prehranskih dodatkih in

visoko kakovostnih biomolekulah. Zato so raziskovalci zaceli iskati nove nacine pridobivanja

teh molekul. Eden izmed moznih nacinov je gojenje bakterij, ki znajo te biomolekule pro-

izvesti. Zelo dobro je raziskano gensko ozadje posameznih bakterij, kar pomeni, da lahko

bakterijo gensko spremenimo tako, da za nas proizvaja Zelene biomolekule (slika 1). Poleg

bakterijskih celic lahko za nas proizvajajo biomolekule tudi kvasovke ter insektne in sesalske

celice, vendar je prednost bakterij, (i) da uporabljajo poceni surovine za svojo rast, (ii) da je

za njih znacilna visoka produktivnost, kar pomeni, da bo za nas bakterija proizvedla velike

koli¢ine Zelene biomolekule, (iii) da zelo hitro rastejo — povprecna bakterija, ¢e ji nudimo

ustrezne razmere za Zivljenje, se razdeli Ze v dvajsetih minutah v dve celici, kar pomeni,

da se vsako uro stevilo celic poosmeri, (iv) da lahko proizvedejo $irok spekter biomolekul.

Biomolekule, ki jih za nas proizvajajo bak-
terije, so uporabne na razli¢nih podroéjih: v
prehrambni (na primer fikobiliprotein kot
naravno barvilo v prehrani) in drugi in-
dustriji (na primer amilaza za raztapljanje
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skroba, ki ga lahko dodajajo kot lepilo ali
zas§éito med proizvodnim procesom v teks-
tilni industriji) ter medicini (na primer ra-
stni hormon, ki ga uporabljajo v nadome-
stnem hormonskem zdravljenju). Ze pred
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Slika 1: Shema genskega spreminjanja bakterij z namenom pridobivanja biomolekul.
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Preglednica 1: Bakterije lahko za nas proizvajajo specificne biomolekule, ki so uporabne na razlicnih podrocjih
(Olempska-Beer in sod., 2006; Sheng in sod., 2011; Sarker in sod., 2013; Raveendran in sod., 2018; Martinez in sod.,
2020; Zhou in sod., 2020).
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UPORABA

proizvodnja sira

BAKTERIJA BIOMOLEKULA
Escherichia coli kimozin
galaktozidaza

razgrajevanje laktoze pri proizvodnji mle¢nih izdelkov, ki ne vsebujejo laktoze

aminoacilkaza, aspartaza

za bogatenje jedi z aminokislinami

interferon gama

zdravljenje virusnih in rakavih obolenj (medicina)

rastni hormoni

nadomestna hormonska terapija (medicina)

Bacillus licheniformis, Pseudomonas fluorescens, Ba- pululanaza

proizvodnja maltoznega sirupa

proizvodnja Zivalske hrane; bistrenje sokov

bistrenje sokov; proizvodnja piva; proizvodnja testa

cillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciencs, Bacillus kil

stearothermophilus X
ksinalaza
alfaamilaza

pecenje kruha; pivovarstvo; raztapljanje skroba, ki se ga lahko dodaja kot lepilo ali kot zas¢ito
med proizvodnim procesom v tekstilni industriji; bistrenje sadnih sokov

Bacillus subtilis alfaacetolaktat dehidrogenaza

proizvodnja (fermentacija) piva

dekarboksilaza

zorenje piva

alkalna proteaza

proizvodnja detergentov - razgradi tezko topne beljakovine na tkanini, obla¢ila so zato bolj bela
in mehkejsa

maltogena amilaza

razgradnja $kroba v maltozo - kruh hitreje vzhaja

Bacillus licheniformis lakaza pecenje kruha - poveca stabilnost testa in zmanjsa lepljivost; odstranitev polifenolov iz vina
esteraza proizvodnja sira
E Nostoc sp. lipoksigenaza proizvodnja testa - beljenje pigmenta v moki, izboljSanje tolerance testa na gnetenje in obdelavo
= Bakterije iz reda Firmicutes, Proteobacteria, peroksidaza dvig prehranske kakovosti Zivil ter izboljsanje senzori¢nih lastnosti (barve, okusa)
S Actinobacteria, Acidobacteria
g Micrococcus luteus, Bacteroides fragilis, Enterococcus katalaza proizvodnja hrane - podaljSevanje obstojnosti Zivil; odstranjevanje kisika iz vina pred polnje-
>~ faecalis,Bacillus maroccanus, Pyrobaculum njem v steklenice
E calidifontis, Bacillus halodurans, Rhbizobium
CZ) radiobacter
25 Pseudomonas sp. lipaza proizvodnja antioksidantov za son¢ni¢no olje
LIPIDI  Symechocystis, Kluyvera sp. lipidno biogorivo gorivo, ki ne temelji na nafti
Paracoccus sp., Flavobacterium sp. karotenoid zeaksantin mocan antioksidant - pomembna vloga pri preprecevanju bolezni odi pri starejsih
Bradyrhizobium sp., Halobacterium sp. keto-karotenoid kantaksantin zmanjsuje obcutljivost za svetlobo, ki je posledica redke genetske bolezni, imenovane eritropo-
eti¢na protoporfirija
— Agrobacterium aurantiacum karotenoid astaksantin mocan antioksidant - za§¢ita koze pred sonénimi opeklinami, fotodermatozo, alergijo na sonce,
; pojavnostjo starostnih peg
E Arthrospira sp., Porphyridium sp. fikobiliprotein naravno barvilo v prehrani - izboljSanje senzori¢nih lastnosti zivil (barva)
©) Escherichia coli antocianin naravno barvilo v prehrani - izboljSanje senzori¢nih lastnosti Zivil (barva); vpliva tudi na
— v . .
[an zmanjsanje debelosti
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desetletji je ameriska Uprava za Zivila in
zdravila (Food and Drug Administration,
FDA) odobrila proizvodnjo encima telegjega
kimozina s pomod&jo genetsko spremenjene
bakterije Escherichia coli, ki jo uporabljajo
pri proizvodniji sira. Ve¢ o Sirokem spektru
biomolekul, ki jih za nas lahko proizvajajo
bakterije, najdete v preglednici 1.
Biotehnoloski procesi so stremeli predvsem
k boljsemu gojenju proizvodnih bakterij, za-
radi Cesar so izkoristki visji (dobimo vegje
koli¢ine biomolekul), vendar se povela tudi
koli¢ina neéisto¢. Da lahko pridobimo Zele-
no biomolekulo, ki se nahaja v bakteriji, pa
je treba bakterijsko celico razkrojiti — pro-
cesu reemo liza bakterij. Ta korak pa ne
pomeni samo smrti bakterije, ampak tudi
izlitje njene celotne vsebine, zato je treba
Zeleno biomolekulo oéistiti in lo¢iti od osta-
lih vsebin, ki so se izlile iz popolnoma uni-
Cene bakterije. Proces ¢is¢enja je velik del
stroska v proizvodnji (¢is¢enje biomolekule
lahko predstavlja do osemdeset odstotkov
proizvodne cene).

Slika 2: Shema pridobivanja biomolekul iz bakterij.

Trenutno so za celi¢no lizo na voljo kemijske
ali fizikalne metode. Oboje imajo prednosti
in slabosti, ki so povzete v preglednici 2.
Njihovo delovanje temelji predvsem na po-
polnem unicenju bakterijske celice. Glavna
pomanjkljivost kemijskih metod je predvsem
uporaba dragih kemikalij ali encimov, ki jih
je treba pozneje odstraniti. Lahko namre¢
poskodujejo pridobljeno biomolekulo in/ali
so nezazelena primes, saj konéni produkt
lahko uporabljajo v prehrambni industriji ali
medicini. Poleg tega pri mnozi¢ni proizvo-
dnji biomolekul uporabo kemikalij omejujejo
tudi regulatorna telesa.

S fizikalnimi metodami pa celice tako mo¢-
no poskodujemo, da so v produktu prisotne
dodatne neéistole (sproscene iz bakterijske
membrane ali notranjosti bakterije), zaradi
katerih je treba Zeleno biomolekulo $e doda-
tno o€istiti. Vse nasteto proizvodne postop-
ke biomolekul le podrazi, cemur bi se lahko
izognili z novimi, uéinkovitej§imi tehnolo-
gijami za ekstrakcijo teh molekul.

NAMNOZITEV BAKTERY | TP | Liza EAKIERIJ]*I SEPARACLA | EISCENIE

Kemijske ali
fizikalne metode

Centrifugiranje,
filtracija

Kromatografija
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Preglednica 2: Prednosti in slabosti obstojecih kemijskih in fizikalnih metod za ekstrakcijo biomolekul iz bakterijskih celic.

KEMIJSKE METODE

KEMIKALIJE (na primer .

kaotropne snovi - urea, .
gvanidin -, detergenti, topila,
kisla in alkalna sredstva) .

PREDNOSTI

ucinkovito pri vedini bakterij
mozna selektivnost (ekstrakcija
specifi¢ne snovi)

mozen prenos v veéje merilo

SLABOSTI

* visoka cena nekaterih kemikalij

* kontaminacija konénega produkta s
kemikalijami (zato nujno potrebni
olis¢evalni procesi)

* lahko negativni vpliv na strukturo in
aktivnost biomolekule

ENCIMI (na primer lizocim)

FIZIKALNE METODE

OSMOTSKI SOK

bioloska specifi¢nost in visoka
selektivnost (ekstrakcija speci-
fi¢ne snovi)

delujejo v nevtralnih razmerah

PREDNOSTI

mozna selektivnost (ekstrakcija
specifi¢ne snovi)

* visoka cena

* kontaminacija konénega produkta z
encimi (zato nujno potrebni zahtevni
o¢is¢evalni procesi)

* Casovno zamudno

SLABOSTI

* neucinkovito pri nekaterih bakterijah
* otezeno delovanje v vejem merilu

ZAMRZOVANJE/
TAJANJE

* preprosto
* visoki izkoristek

ucinkovito pri vseh bakterijah

* neprimerno za ekstrakcijo temperatur-
no obcutljivih biomolekul

* neselektivna ekstrakcija

* otezeno delovanje v ve¢jem merilu

* Casovno zamudno, drago in energijsko
potratno

MLETJE S KROGLICAMI -

zelo ucinkovito
hitro
preprosto

* velik razpad bakterijskih celic

* spro$¢anje nukleinskih kislin in porast
viskoznosti, kar otezi nadaljnje postop-
ke ¢iscenja

* mozna denaturacija biomolekul zaradi
povisane temperature, ¢e ni hlajenja
(drazje, energijsko zahtevno)

* ucinkovito

HOMOGENIZACIJA PRI
VISOKEM TLAKU

* ni potrebna veckratna ek-

* pregrevanje zaradi visokega pritiska
(delovni pritisk 1250 barov, porast
temperature 2,5 °C na 100 barov)

* energijsko potratno

strakcija * neselektivna ekstrakcija
* neprimerno za ekstrakcijo temperatur-
no obcutljivih biomolekul
* delovanje v ve¢jem merilu ni moZno
. Weinkovito * mozna mocna poskodba bakterij
ULTRASONIFIKACTJA « hitro * mozna denaturacija biomolekul zaradi

energijsko ugodno

povisane temperature, ¢e ni hlajenja
* neselektivna ekstrakcija
* spro§canje prostih radikalov

ELEKTROPORACIJA o

energijsko ugodno

mozna selektivnost (ekstrakcija
specifi¢ne snovi)

zelo hitro

ne poskoduje mocéno bakterij
(zato bakterije lahko uporabl-
jajo v nadaljnjih procesih)

zelo nizka cena procesa
preprost prenos v vedje merilo

« velik zacetni vlozek zaradi visoke cene
opreme
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Kaj je elektroporacija } - . . - .

Celice so lahko zelo smesne. Le za malenkost jim : . . : : . .
spremenimo gojisce ali ostale razmere, v katerih rastejo, % . . Tt . - A " A
in, kot bi mignil, odmrejo. Lahko pa jih vzdraZimo z . . ’
elektricnim poljem, ki je dovolj veliko, da bi ubilo konja, " e T -
in pocele bodo tako neverjetne stvari, da Znanstveniki o tem +

razpravijajo na konferencah, pisejo obseZne knjige .
in govorijo o Cisto novi tehnologiji celicne manipulacije.

Adrian Persegian

Ze leta 1972 so bile prvi¢ opisane zacasne

strukturne spremembe na lipidnih mehurc-

kih, ki so nastale zaradi dovajanja zunanjega

elektri¢nega polja (Neumann in sod., 1972).

Danes vemo, da ob izpostavitvi celice dovolj

visoki jakosti zunanjega elektri¢nega polja

pride do viSanja transmembranske napetosti,
kar povzro¢i nastanek zacasnih sprememb
oziroma por na celi¢éni membrani. Ta zato
postane prepustna za ione, molekule in ma-
kromolekule, ki drugace ne prehajajo sko-
znjo (Kotnik in sod., 2019). Pravimo, da je
membrana porirana, zato metodo imenujejo
elektroporacija (slika 3). Ce so jakosti ele-
ktri¢nega polja Se visje, pa lahko pride tudi
do ireverzibilnih sprememb celi¢éne mem-

brane in celica odmre (Jiang in sod., 2015).

Uporabnost in prednosti elektroporacije so

velike, zato jo uporabljajo na $tevilnih po-

dro¢jih:

i. Elektrokemoterapija (Miklav¢i¢ in
sod., 2014). Pri klasi¢ni kemoterapiji
uporabljamo kombinacije kemoterapev-
tikov za unicenje rakavih celic v telesu.
Pri elektrokemoterapiji pa rakave celice
postanejo zaradi izpostavitve elektri¢ne-
mu polju prepustne za kemoterapevtik,
ki sicer ne prehaja ali pa slabo prehaja
v rakavo celico. Tako lahko uporabimo
tudi kemoterapevtike, ki jih s klasi¢no
kemoterapijo ne bi mogli uporabiti ali
pa jih lahko uporabimo le lokalno in s
tem preprecimo nezelene ucinke tega
kemoterapevtika na celotno telo. Zdra-
vljenje tumorjev z elektrokemoterapijo
se je v zadnjem desetletju Ze uveljavilo.

ii.

iii.

iv.

Danes na tak nacin uspe$no zdravijo
§tevilne povriinske tumorje (na primer
bazalnoceli¢ni karcinom) kot tudi zno-
traj lezede tumorje (na primer kostni
tumor, tumor jeter in podobno).
Genska transfekcija (Rosazza in sod.,
2016; Cemazar in sod., 2017). Ce celico
izpostavimo vi§jim jakostim elektri¢ne-
ga polja, pa lahko vanjo vnagamo tudi
vedje molekule, kot je na primer DNA.
Ta aplikacija se je uveljavila predvsem
pri cepljenju s cepivi DNA in zdravlje-
nju raka z gensko terapijo v humani in
veterinarski medicini.

Ablacija tkiva (Sugrue in sod., 2019;
Cornelis in sod., 2019). Ob zelo viso-
kih jakostih elektri¢nega polja nastane-
jo ireverzibilne spremembe na celi¢ni
membrani, ki vodijo v celi¢no smrt. To-
vrstno metodo Ze uporabljajo v klini¢-
nih $tudijah za ablacijo sréne misice in
pri ablaciji rakavih metastaz. Prednost
te metode pred klasi¢no temperaturno
ablacijo teh tkiv, kjer uporabljajo ze-
lo visoke temperature, ki unicijo poleg
bolnega tkiva tudi precej$nji zdravi del,
je ta, da pri ablaciji tkiva z elektropora-
cijo uni¢imo le bolno tkivo.
Krioprezervacija (Mutsenko in sod.,
2019; Dymek in sod., 2015). Z elek-
troporacijo v celice uspe$no vnesemo
zdravju neskodljive krioprotektante (na
primer saharozo, trehalozo, rafinozo),
ki tako varujejo rastlinske celice ter hu-
mane celice in tkiva pred Skodljivimi
vplivi zamrzovanja. Tako lahko dolgo-

Elektricno polje

Slika 3: Ce celico izpostavimo elektricnemu polju zadostne jakosti, njena membrana postane prepusina za molekule, ki

drugace ne bi prehajale skoznjo. Tako lahko v celico in iz nje skozi porirano membrano prehajajo razlicne molekule.

ro¢no shranimo na primer celice in tki-
va za potrebe regenerativne medicine.

v. Transdermalni vnos zdravil (Zorec in
sod., 2015). Ce kozo izpostavimo elek-
tri¢nemu polju, se v rozeni plasti (stra-
tum corneum) oblikujejo vodni kanali,
skozi katere v globlje plasti koze lahko
vnesemo razli¢ne zdravilne uc¢inkovine
(na primer molekule razli¢nih velikosti,
cepiva DNA), kar bi v fizioloskih raz-
merah bilo nemogoce.

vi. Pasterizacija hrane (Saldana in sod.,
2014; Gomez in sod., 2019). Z elektro-
poracijo lahko brez toplotne obdelave
unic¢imo morebitno prisotne mikroorga-
nizme v razli¢nih prehrambnih priprav-
kih (na primer sadnih sokovih, zelenem
¢aju, mleku in mle¢nih pripravkih, me-
su, ribah). Ker pri taksni obdelavi ne
pride do povisanja temperature, kot je

vii.

znadilno za klasi¢no pasterizacijo, hra-
na ohrani visoko vsebnost vitaminov,
mineralov, antioksidantov in drugih
pomembnih hranil. Pri klasi¢ni pasteri-
zaciji hrano segrevamo namre¢ do zelo
visokih temperatur (vendar manj kot
100 stopinj Celzija), s ¢imer sicer uni-
¢imo nevarne mikroorganizme, vendar
hkrati tudi vitamine in ostala mikro-
hranila v hrani.

Ekstrakcija snovi iz mikroorganiz-
mov oziroma molza mikroorganizmov
(Martinez in sod., 2020). Povelana
prepustnost membrane ter uhajanje
molekul iz celice kot posledica elektro-
poracije omogocata prehod razli¢nim
molekulam tudi iz celice. Tako lahko
hitro in enostavno ekstrahiramo lipide,
proteine, pigmente, encime in DNA iz
mikroalg, kvasovk ali bakterij. Prednost

Slika 4: Z elektroporacijo (srednja slika) povecamo prepustnost bakterijske membrane in tako lahko pridobimo njene

notranje molekule. Bakterija vecinoma prezivi in jo lahko ponovno uporabimo. Z ostalimi mehanskimi metodami (kot je

mletje s kroglicami) pa bakterijo lahko popolnoma unicimo.

i

Kontrola Elektroporacija

Migtle 5 kroglicami
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metode pred ostalimi ekstrakcijskimi
metodami je, da bakterijska celica po-
stopek prezivi (slika 4) in jo lahko po-

novno uporabimo.

Molza bakterij z elektroporacijo

Na Fakulteti za elektrotehniko Univerze v
Ljubljani raziskave elektroporacije potekajo
ze sedemindvajset let. V zadnjih letih so se
ukvarjali tudi z moZnostjo molze bakterij z
elektroporacijo — bakterije so izpostavili ele-
ktricnim sunkom (pulzom), njihova mem-
brana je zato postala prepustna in tako so
lahko ekstrahirali plazmidno DNA (pDNA)
in proteine (Haberl in sod., 2013; Haberl-
-Megli¢ in sod., 2015, 2016, 2020).
Trenutno elektroporacijo ze uporabljajo v
prehrambni industriji pri pasterizaciji so-
kov in tekocih hranil (na primer mleka) ter
pri pridobivanju sladkorja iz sladkorne pe-
se. Pokazali so, da z dovajanjem elektri¢nih
sunkov pridobijo visok delez ¢iste biomole-
kule, pri tem pa poudarjajo, da so klju¢ne
prednosti te metode nizki energijski stroski,
s ¢imer je elektroporacija dokazano ener-
getsko ucinkovita in okolju prijazna meto-
da. Stevilne studije uporabe elektroporacije
za ekstrakcijo snovi v prehrambni industriji
dokazujejo, da je povpreéna raba energije od
1 do 15 kilodZulov na kilogram, medtem ko

Slika 5: Ob izpostavitvi elektricnemu polja zadostne
Jakosti lahko v bakterijsko celico vnesemo tujo DNA
(genska transformacija) ali iz bakterije ekstrahiramo
razlicne molekule (ekstrakeija). Povzeto po Kotniku in
sod., 2015.
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pri mehanski razgradnji ta §tevilka naraste
na 20 do 40 kilodzulov na kilogram. Pri
encimski razgradnji ocenjujejo porabo ener-
gije na 60 do 100 kilodzulov na kilogram,
pri segrevanju ali zamrzovanju/taljenju pa
na ve¢ kot 100 kilodZzulov na kilogram. To
elektroporacijo uvrs¢a v sam vrh energetsko
varénih procesov za ekstrakcijo snovi (Ko-
tnik in sod., 2015).

Do danes so Stevilni raziskovalci dokazali,
da elektroporacija omogo¢a hitro in enostav-
no ekstrakcijo lipidov iz mikroalg (Elersek
in sod., 2020), proteinov iz kvasovk (Suga in
sod., 2009) kot tudi proteinov in pDNA iz
bakterij (Haberl in sod., 2013; Haberl-Me-
gli¢ in sod. 2015, 2016) (slika 5). Prav tako
je mozno selektivno spro§¢anje proteinov iz
periplazemskega prostora bakterij (Ohshima
in sod., 2000; Shiina in sod., 2007). Razvili
in opisali so tudi preto¢ni ¢ip, ki omogoca
ekstrakcijo proteinov z elektroporacijo, kjer
so z regulacijo napetosti dosegli prehodno
ali stalno poskodbo membrane, kar omo-
goca tudi prehod nukleinskih kislin (Matos
in sod., 2013). Kljub temu, da so metode Ze
razvite, jih je treba $e dodatno optimizirati,
da bi dosegli vi§ji izkoristek.

Pogoiji, ki vplivajo na ué¢inkovitost molze
biomolekul iz bakterij z elektroporacijo

Vpliv faze rasti bakterij

Poznamo veé razli¢nih faz rasti bakterijskih
celic: lag fazo oziroma fazo prilagajanja, ek-
sponentno fazo in stacionarno fazo (slika 6).
Glede na to, v kateri fazi rasti je bakterija,
so lastnosti njene membrane in celi¢ne ste-
ne drugaéne (razmerje proteinov in lipidov
se spreminja), drugacna pa je tudi koli¢ina
biomolekul v bakterijski celici.

Kaksno je stanje bakterije, ko vstopi v svo-

jo stacionarno fazo?

i. 'V njeni membrani je prisotnih veé¢ pro-
teinov v primerjavi z lipidi, zato pride
do zmanjSane proznosti membrane. Ker
je elektroporacija proces, ki povzroca
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Logaritemsko Stevilo bakterij

ii.

iii.

Ekstrahirani proteini [g profeinov/l kg sube tefe]

=
b

=
(=]

stacionarna faza

o

eksponentna faza

=3}

Slika 6: Faze rasti bakterijskih celic. Ko se
bakterija nahaja v okolju, bogatem s hranili,
raste najprej pocasi in se prilagaja okolju. Tej
Jfazi recemo lag faza. Nato se bakterije zacnejo
intenzivno razmnozevati, njihovo Stevilo
eksponentno raste. 1ej fazi recemo eksponentna
Jaza rasti in bakterije so presnovno zelo aktivne.
Ko hranil zacne primanjkovati, se Stevilo
bakterij ne povecuje niti ne zmanjsuje. To fazo
rasti imenujemo stacionarna faza. V njej se
Stevilne celicne funkcije Se vedno nadaljujejo, na
primer presnova energije in nekateri biosintezni

0 2 4 ] 8 10 12 14 16

Trajanje rasti (h)

spremembo v prepustnosti membrane, je
stanje membrane (na primer njena pro-
znost) zelo pomembno. Ob zmanjsa-
ni proznosti membrane je namre¢ elek-
troporacija manj uéinkovita (Loghavi in
sod., 2009).

Bakterijska celi¢na stena je debelejsa,
odpornejsa, manj obcutljiva za zunanje
dejavnike, kot je na primer elektropora-
cija.

Bakterije so manjse in bolj kroglaste
oblike. Elektroporacija razli¢no vpliva
na razli¢no velike celice. Manjse kot so
celice, manjsi vpliv ima elektroporacija.
Drugace povedano, za dosego enake sto-
pnje elektroporacije kot pri ve¢jih celicah
so potrebne bolj »grobe« razmere.

40

procesi (Haberl - Meglic in sod., 2016).
18

iv. Bakterije se zdruzujejo v skupke, saj so
bolj lepljive zaradi razli¢nega naboja na
zunanji membrani. Bakterijska celica v
skupkih je tako v dolo¢eni meri za$litena
pred zunanjimi drazljaji, kot je na primer
elektroporacija.

Nasteto podpirajo tudi eksperimentalni re-

zultati. Ti so pokazali, da so bakterijske

celice v stacionarni fazi manj obcutljive za
elektri¢ne sunke in je tako izkoristek (mol-
zZa biomolekul z elektroporacijo iz bakterij)

manjsi (slika 7) (Coustets in sod., 2015;

Haberl - Megli¢ in sod., 2020).

Vpliv temperature
Temperatura pomembno vpliva na proznost
celi¢ne membrane in s tem na njeno prepu-

ekspomenina faza slacionama [aza

Bakterijska faza rasti

Slika 7: Vpliv faze rasti E. coli na ekstrakcijo
proteinov. Povzeto po Haberl - Megli¢ in

sod., 2020. Graf prikazuje maso proteinov (v
gramih), ki jo ekstrahiramo iz enega kilograma
sube teze bakterij (bakterij, ki smo jih popolnoma
posusili).
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Slika 8: Vpliv temperature na ekstrakeijo
proteinov iz bakterije E. coli. Povzeto po

120

100 4

&0 4

—

60 4

40 4

—

0 T T T
4°C 22 °C EF S

kstrahirani proteini [g proteinoyv/1 kg sule teie]

Temperatura pred elektroporacijo in po njej

stnost po elektroporaciji. Za bakterijo E. coli
je znadilno, da Ze pri 8 stopinjah Celzija ne
raste ve¢, v njeni membrani lipidi tesno le-
zijo skupaj in membrana postane bolj toga,
medtem ko ogrevanje povzroca nasprotne
ucinke. Ce izpostavimo bakterijo elektri¢-
nim sunkom pri niZjih temperaturah, njena
membrana ne postane prepustna v taksni
meri kot pri 37 stopinjah Celzija in izko-
ristek (molza biomolekul z elektroporacijo
iz bakterij) je manjsi. Ta pomembni vpliv
smo dokazali v raziskavah na Fakulteti za
elektrotehniko Univerze v Ljubljani (slika
8) (Haberl - Megli¢ in sod., 2016; Haberl -
Megli¢ in sod., 2020).

Vpliv parametrov elektri¢nih sunkov
Bakterije lahko izpostavimo razli¢nim ele-
ktri¢nim sunkom, pri ¢emer spreminjamo
dolzino sunka, stevilo sunkov, jakost elek-
tri¢nega polja in ponavljalno frekvenco. Te
parametre preprosto spreminjamo na gene-
ratorju elektri¢nih sunkov (slika 9).

Izbor parametrov elektri¢nih sunkov po-
membno vpliva na ekstrakcijo biomolekul
iz bakterij (slika 10). Poleg visje ekstrakcije
je pomembna tudi ohranitev prezivetja celic
oziroma njihova integriteta. Namen eksktra-
cije z elektriénimi sunki je namre¢ pridobi-
ti ¢im ve¢ biomolekul iz vsake posamezne
celice (izboljsati izkoristek), hkrati pa zago-

Haberl - Meglic¢ in sod., 2020. Graf prikazuje
maso proteinov (v gramih), ki jo ekstrahiramo
iz enega kilograma sube teze bakterij (bakterij,
ki smo jih popolnoma posusili).

toviti, da pri tej ekstrakciji ne pride do po-
polnega razpada in propada bakterijske ce-
lice, saj jo Zelimo vrniti nazaj v proizvodni
proces, da si opomore in proizvede e veé
produkta. Poleg tega popolni razpad celic
pomeni vnos dodatnih neéisto¢ (na primer
endotoksinov, genomske DNA), ki jih je
treba kasneje lo¢iti od taréne biomolekule.

Kaj prinasa prihodnost

Potencialno uporabo elektroporacije v bio-
loskih sistemih so opisali Ze pred petdeseti-
mi leti. Od takrat se je to podroéje Zivahno
razvijalo in uporabnost te metode se je po-
kazala v medicini, kozmetiki, zivilski indu-
striji in biotehnologiji.

Pri uporabi elektroporacije v medicini (na
primer za zdravljenje koZnih melanomov)
so pokazali, da je stroskovno ucinkovitejsa
in da se kakovost Zivljenja znatno poveca v
primerjavi z uporabo standardnih operativ-
nih metod. Danes to metodo v kombinaciji
z ostalimi standardnimi metodami zdra-
vljenja Ze uporabljajo za zdravljenje nekate-
rih globoko leze¢ih tumorjev, v prihodno-
sti pricakujemo, da bomo z elektroporacijo
lahko pozdravili tudi druge tumorje. Elek-
troporacija bo z gotovostjo spremenila tudi
zdravljenje poskodb srca, saj se odpira novo
podrodje sréne ablacije s to tehnologijo.
Kljuéna prednost elektroporacije v Zivilski
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Ekstrahirani proteini [g proteinov/1 kg suhe teZe]

200

150 4

100 4

Slika 9: Primer komercialno dostopnega generatorja
elektricnih sunkov, kjer v programski opremi preprosto
nastavimo Zelene parametre (koliko elektricnih sunkov
zelimo dovajati, kaksne dolzine, s kaksno jakostjo in

podobno).

industriji in biotehnologiji je, da je tehno-
logija, ki porablja malo energije, zato vzorca
ne segreva in s tem preprecuje nezelene to-
plotne ucinke na konéni izdelek. Poleg tega
jo je mogoce vgraditi v katero koli nepreki-
njeno proizvodno linijo (kot edino tehniko
ali v kombinaciji z drugimi tehnikami), kjer
lahko obdelamo tudi tisole litrov na uro.
Metoda se danes zZe uporablja tudi pri pa-
sterizaciji nekaterih sokov in tekoce hrane, z
izbolj$anjem parametrov elektri¢nih sunkov
in zniZanjem stro$kov opreme pa bi lahko
metodo uporabljali pri drugih Zivilih in tu-
di za kuhanje. Kuhanje z elektroporacijo bi
namre¢ lahko bilo $e hitrejse, omogocilo pa
bi tudi ohranitev hranil in senzori¢nih la-
stnosti hrane.

Kljub temu pa Se vedno ostajajo nekatere po-
manjkljivosti in omejitve, na primer razme-
roma visoki stro$ki opreme. S prilagoditvijo
jakosti elektri¢nega polja, Stevila elektri¢nih
sunkov, njihove dolzine, obracanja smeri
dovajanja sunkov in podobno lahko dolo¢i-
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Stika 10: Vpliv razlicnih protokolov

Protokoli elektroporacije

elektroporacije na ekstrakcijo proteinov iz
bakterije E. coli. Povzeto po Haberl - Megli¢
in sod., 2020. Graf prikazuje maso proteinov

(v gramih), ki jo ekstrahiramo iz enega
kilograma sube teze bakterij (bakterij, ki smo jih
popolnoma posusili).
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mo, za kaj bo ta metoda uporabljena. Kljub
vsemu znanju, ki se je nabralo v petdesetih
letih, pa moramo $e vedno empiri¢no izbolj-
§ati protokol elektroporacije glede na to, za
kaj jo Zelimo uporabiti.
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Mikroinkapsulacija fazno spremenljivih
materialov z melaminsko-formaldehidno

smolo za shranjevanje latentne toplote
Branko Ali¢

Ucinkovita raba energije in uporaba obnovljivih virov energije sta nujni za zmanjsanje oglji¢-
nega odtisa, kar je v korist sodobne druzbe in napredne industrije. Razvoj in raziskave za
ucinkovito in trajnostno izkoris¢anje obnovljivih virov energije, predvsem sonc¢ne energije,
ki je najbolj obilna in dostopna, so intenzivne. Zaradi vse vedjih potreb po energiji njihov
pomen mocno narasca.

Glede na moznosti, ki jih nudijo obnovljivi viri energije, je poraba elektri¢ne energije za urav-
navanje toplote poslovnih in bivalnih prostorov ter ogrevanje vode prevelika. Zato razvijajo
tehnologije za uéinkovito izkoris¢anje toplote okolice (geotermalne toplote, toplote vode in
zraka) predvsem z uporabo ucinkovitih toplotnih ¢rpalk in razli¢nih hranilnikov toplote (Ka-
laiselvam, Parameshwaran, 2014; Luo in sod., 2015). Hranilniki toplote so navadno zbiralni-
ki, ki so namenjeni predvsem kratkotrajnemu skladiscenju toplote v obliki zaznavne toplote.



