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Primena agro-industrijskog otpada za dobijanje enzima dekstransaharaze i
proizvodnja dekstrana i oligosaharida pomoc¢u imobilisanih sistema

REZIME

Predmet istraZivanja u okviru ove doktorske disertacije je optimizacija
proizvodnje enzima dekstransaharaze, dobijene iz novog soja Leuconostoc mesenteroides
T3, na komercijalnoj podlozi i na otpadnom supstratu, kao i imobilizacija ovog enzima na
nanoCestice TiOz i unutar agar-agar filmova u cilju proizvodnje dekstrana i
glukooligosaharida (GLOS).

Novi soj Lc. mesenteroides T3, izolovan iz zrna vodenog kefira koriS¢en je kao
mikroorganizam za proizvodnju i izolaciju dekstransaharaze. Optimalna podloga za
maksimalnu proizvodnju enzima dobijena je variranjem uslova gajenja (kao Sto su
temperatura i aeracija) i komponenata podloge (koncentracija saharoze i izvora azota).
Dekstransaharaza dobijena u optimalnoj podlozi je zatim izolovana i preciS¢ena
taloZenjem uz pomoc polietilen glikola 400 (PEG). Karakterizacijom delimi¢no preciS¢ene
dekstransaharaze utvrdeno je da pokazuje najvecu aktivnost na 30 °C pri pH vrednosti
5,4 i da dodatak jona Mn?2* ima najveci pozitivan uticaj na povecanje aktivnosti od ¢ak 73
%. Zimogramom je pokazano da dekstransahraza ima molekulsku masu od oko 180 kDa.
Karakterizacija proizvoda reakcije Kkatalizovane dekstransaharazom iz radnog
mikroorganizma, kada u reakcionoj smesi nisu bili prisutni akceptorski molekuli,
izvrSena je FTIR spektroskopijom. Potvrdeno je da je molekul glukana koji je sintetisan
dekstransaharazom iz Lc. mesenteroides T3 dekstran u kome su molekuli glukoze
dominantno povezani a-(1—-6) glikozidnim vezama.

Za proizvodnju dekstransaharaze na otpadnom supstratu, izluZeni repin rezanac
(SBP, od engl. sugar beet pulp), veli¢ina zrna 500 pum-800 pum, koriS¢en je kao nosac za
imobilizaciju celija Lc. mesenteroides T3 dok je melasa bila izvor ugljenika, vitamina i
mineralnih materija. Ispitivanjem uticaja ne-tretiranog (SBP-N) i izluZenog repinog
rezanca nakon tretmana sa NaOH (SBP-NaOH) na proizvodnju dekstransaharaze, bolji se
pokazao repin rezanac nakon alkalnog pretretmana. Optimalan sastav podloge za
maksimalnu proizvodnju dekstransaharaze dobijen je nakon variranja koncentracije
melase, SBP-NaOH i saharoze. Najveca vrednost koncentracije enzimske aktivnosti od
2,02 IU/ml dobijena je u podlozi koja je bila sledeceg sastava: 2,5 % melasa, 2,5 % SBP-
NaOH i 4 % saharoze. Analizom mikrografija skenirajuceg elektronskog mikroskopa
utvrdeno je da je doslo do imobilizacije Celija soja Lc. mesenteroides T3 na i unutar SBP-
NaOH. Dobijeni rezultati pokazali su da se proizvodnja dekstransaharaze, na supstratu
kao Sto je melasa, moZe poboljsati koriS¢enjem alkalno tretiranog izluZenog repinog
rezanca kao nosaca za imobilizaciju bakterijskih celija.

Jedan od glavnih fokusa ove studije bio je funkcionalizacija komercijalnih
nanocestica TiO2 (Degussa P25) u cilju dobijanja nosaca sa velikim kapacitetima za
imobilizaciju dekstransaharaze. Za uvodenje razli¢itih funkcionalnih grupa na
nanocestice TiO2 koriS¢ena su dva sintetska puta. Prvi, koji se zasniva na ve¢ poznatoj
reakciji silanizacije primenom (3-glicidiloksipropil)trimetoksisilana (GOPTMS-a), doveo
je do sinteze nosaca sa uvedenim epoksi grupama na nanocestice TiO2 (Ti02/GOPTMS).
Drugi, novi sintetski put za modifikaciju povrsine TiO2 sa amino i aldehidnim grupama,
razvijen je koriS¢enjem prednosti stvaranja kompleksa sa prenosom naelektrisanja (CTC)
izmedu povrsSine atoma Ti i liganda tipa slicilata (5-aminosalicilna kiselina (5-ASA)), ¢ime
su prvo dobijene amino-modifikovane cestice TiO2 (TiO2/5-ASA). Ove Cestice (TiO2/5-
ASA) su zatim tretirane glutaraldehidom (GA), Sto je za rezultat dalo nosac¢ (TiOz/5-



ASA/GA) koji na povrsini poseduje aldehidne grupe koje mogu da formiraju kovalentnu
vezu sa molekulom enzima.

Delimi¢no preciS¢ena dekstransaharaza imobilisana je na nemodifikovane i
modifikovane nanocestice TiOz sa amino (TiO2/5-ASA), aldehidnom (TiO2/5-ASA/GA) i
epoksi (Ti02/GOPTMS) funkcionalnom grupom. Koncentracija imobilisane aktivnosti za
nosac TiO2/5-ASA iznosila je 230 IU/g, za TiO: funkcionalizovan glutaraldehidom iznosila
je 235 IU/g a za nosaC funkcionalizovan epoksi grupom 258 IU/g, dok je za
nemodifikovane Cestice TiOziznosila samo 142 IU/g. Ispitana je temperaturna stabilnost
dekstransaharaze imobilisane na TiO2 nosace funkcionalizovane glutaraldehidom i
epoksi grupom, na 40°C, kao i moguc¢nost vrac¢anja u vise uzastopnih ciklusa. Nakon pet
uzastopnih ciklusa, dekstransaharaza imobilisana na nosac aktiviran glutaraldehidom
(TiO2/5-ASA/GA) zadrzala je gotovo 70 % od pocetne koncentracije imobilisane
aktivnosti, dok je dekstransaharaza imobilisana na TiO2/GOPTMS nosac zadrzala svega
15 % od pocetne koncentracije imobilisane aktivnosti.

Za sintezu GLOS, dekstransaharaza je imobilisana u agar-agar matriks, a kao
akceptorski molekul koriS¢ena je maltoza. Na osnovu rezultata prinosa imobilizacije
aktivnosti, finalna koncentracija agar-agar matriksa od 2 % se pokazala kao najbolja za
dalji rad. Ispitivanjem mehanickih osobina kao Sto su (zatezna c¢vrstoca, Jangov modul
elasti¢nosti i izduZenje pri kidanju) utvrdeno je da je 9:1 najbolji odnos u kome bi trebalo
da se pomeSaju matriks (agar) i enzim za imobilizaciju. Kada je odnos koncentracija
maltose i saharoze u reakcionoj smesi bio 6:1, nastao je samo jedan proizvod, trisaharid
panoza. Imobilisana dekstransaharaza pokazala je dobru operativnu stabilnost
zadrzavaju¢i oko 50 % od pocetne koncentracije imobilisane aktivnosti nakon pet
uzastopna ciklusa.

Klju¢ne reci: Leuconostoc mesenteroides T3, dekstransaharaza, proizvodnja enzima,
imobilizacija enzima, imobilizacija ¢elija, agro-industrijski otpad
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Application of agro-industrial waste for obtaining dextransucrase and for
production of dextran and oligosaccharides using immobilized systems

ABSTRACT

The scope of this doctoral dissertation is the optimization of the production of
dextransaccharase (DS) enzyme, obtained from a new strain Leuconostoc mesenteroides
T3, using a commercial medium and a waste substrate, as well as the immobilization of
this enzyme on TiO; nanoparticles and within agar-agar and application of these
imobilised systems for the production of dextran and glucooligosaccharides (GLOS).

A new strain Lc. mesenteroides T3, isolated from water kefir grains, was used as a
microorganism for production and isolation of enzyme dextransucrase. The optimal
medium for maximum enzyme production was defined by varying the growth conditions
(such as temperature and aeration) and the broth/medium components (sucrose
concentration and nitrogen source). The enzyme, purified by polyethylene glycol 400
(PEG) fractionation, displayed the maximum activity at 30 °C and pH 5.4. The addition of
Mn?2* cation caused a signficant change of DS activity, with 73% increase. Zymogram
analysis showed the presence of DS of approximately 180 kDa. Characterization of the
dextransucrase catalyzed reaction product, when acceptor molecules were absesent from
the reaction mixture, was performed by FTIR spectroscopy. The results indicated that a
glucan molecule synthesized by dextransucrase from Lc. mesenteroides T3 was dextran in
which glucose molecules were dominantly linked by a- (1 = 6) glycosidic bonds.

For the dextransaccharase production on waste substrated, sugar beet pulp (SBP)
of grain size 500 um - 800 pum, was used as a carrier in order to immobilize
Lc. mesenteroides T3 cells, while molasses was a source of carbon, vitamins, and
minerals. The influence of SBP in native form and after treatment with NaOH (SBP-NaOH)
on dextransucrase production was investigated. The optimal substrate composition for
maximum dextransucrase production was determined by varying the concentration of
molasses, SBP-NaOH and sucrose. The maximum enzyme activity of 2,02 1U/ml was
obtained on the medium composed of the following components: 2,5 % molasses, 2,5 %
SBP-NaOH, and 4 % sucrose. The scanning electron microscope micrographs showed that
immobilization of Lc. mesenteroides T3 cells had occurred on and within SBP-NaOH. The
results showed that the production of dextransucrase on a substrate such as molasses
can be improved by using alkali-treated sugar beet pulp as a carrier for bacterial cell
immobilization.

One of the main topics of this study is the functionalization of commercial TiO>
nano-powder (Degussa P25) in order to obtain high-capacity support for the
immobilization of DS. Two different synthetic routes were used for the activation of TiO>
support with different functional groups. The first, based on well-known silylation
reaction with (3-glycidyloxypropyl) trimethoxysilane (GOPTMS), led to the development
of epoxy-functionalized TiO2 powders (Ti02/ GOPTMS). The second one, a novel synthetic
route for surface modification of TiO2 with amino and aldehyde groups was developed by
taking advantage of charge transfer complex formation between surface Ti atoms and
salicylate-type of ligands (5-aminosalicylic acid (5-ASA)), that first led to the production
of amino-modified TiO; particles (TiOz/ 5-ASA). These particles (TiO2/ 5-ASA) were then
treated with glutaraldehyde, resulting in the development of a novel carrier (TiOz / 5-
ASA / GA) that has aldehyde groups on the surface which can easily form a covalent bond
with the enzyme molecule.



The TiO2 based hybrid supports with different functional groups: amino (TiOz/5-
ASA), glutaraldehyde (TiO2/5-ASA/GA) and epoxy (TiO2/ GOPTMS) were prepared and
immobilization efficacy of partially purified dextransucrase on these supports was
studied. The concentration of immobilized activity for the TiO2/5-ASA was 230 IU/g, for
glutaraldehyde functionalized TiO: carrier was 235 IU/g, for the TiO carrier with epoxy
group it was 258 IU/g, while for the unmodified TiO: particles it was only 142 1U/g. The
temperature stability of dextransucrase immobilized on TiO> carriers functionalized with
glutaraldehyde and epoxy group at 40 °C was investigated, as well as the possibility of
immobilized enzyme reuse in several consecutive cycles. After five consecutive cycles,
dextransucrase immobilized on a glutaraldehyde-activated carrier (TiO2/5-ASA/GA)
maintained almost 70 % of its initial expressed activity, while dextransucrase
immobilized on the TiO2/GOPTMS carrier retained only 15 %.

For GLOS synthesis, dextransucrase was immobilized into an agar-agar matrix,
while disaccharide maltose was used as the acceptor molecule. Based on the results of
the immobilization yield, a final agar-agar matrix concentration of 2 % proved to be the
best for further work. The examination of mechanical properties, such as tensile strength,
Young's modulus of elasticity and elongation at break, determined that 9:1 is the best
ratio in which matrix (agar) and enzyme needed to be mixed up for immobilization. When
the ratio of maltose to sucrose concentrations in the reaction mixture was 6:1, only one
product, that is trisaccharide (panose), was formed. Immobilized dextransucrase showed
considerable operational stability and retained approximately 50 % of the initial enzyme
activity after after five consecutive application cycles.

Keywords: Leuconostoc mesenteroides T3, dextransucrase, production of enzymes, the

immobilization of enzymes, the immobilization of cells, agro-industrial waste
Scientific area: Technological engineering

Scientific discipline: Biochemical Engineering and Biotechnology
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1.UVOD

Bakterije mlecne kiseline (BMK) privla¢e mnogo paZnje za primenu u razli¢itim granama
idustrije zbog svog GRAS (Generally Recognised As Safe) statusa i QPS (Qualified Presumption
of Safety), Sto su kategorije kojima se u Sjedinjenim Americkim drZavama i u zemljama
Evropske Unije oznacCavaju mikroorganizmi ¢ija primena u prehrambenoj i farmaceutskoj
industriji ne izaziva zdravstveni rizik kod ljudi (Waldherr & Vogel, 2009). Egzopolisaharidi i
oligosaharidi, koji mogu biti proizvedeni in situ od strane BMK, predstavljaju jako atraktivno
reSenje u proizvodnji hrane koja je bez aditiva, a ¢ija potraZznja je sve veca. Kulture koje imaju
sposobnost proizvodnje egzopolisaharida primenjuju se u fermentaciji mleka, povr¢a, voca, sira
i drugih mle¢nih proizvoda gde egzopolisaharidi ispoljavaju razliite tehnoloske prednosti, kao
Sto su kontrola sinereze i poboljSanje reologije testa (Di Cagno et al., 2006; Katina et al., 2009;
Schwab, Mastrangelo, Corsetti, & Ganzle, 2008). Pored velikog broja pozitivnih efekata na
senzorne osobine namirnica, postoji sve ve¢i broj dokaza o pozitivnom uticaju oligo i
polisaharida iz BMK na zdravlje potrosaca, pre svega kao prebiotika, za sniZavanje holesterola,
imunomodulatornu i antikancerogenu ulogu (Ryan, Ross, Fitzgerald, Caplice, & Stanton, 2015;
Schwab et al.,, 2008).

Pored in situ proizvodnje egzosaharida, nezavisna proizvodnja ovih prirodnih polimera
pomocu radnog mikroorganizma (BMK) ili enzima nalazi takode Siroku industrijsku primenu.

Enzim dekstransahraza moze biti poreklom iz razli¢itih vrsta BMK medu kojima su
najpoznatiji rodovi Leuconostoc, Streptococcus, Lactobacillus i Weissella (Zannini, Waters,
Coffey, & Arendt, 2016). Glukansaharaze imaju industrijsku znacaj zbog proizvodnje dekstrana
i oligosaharida a biolosku vaZnost zbog njihove uloge u procesu stvaranja karijesa (Vincent,
Willemot, & Monsan, 1999).

Jos od Il svetskog rata kada se koristio kao zamena za krvnu plazmu, dekstran doZivljava
svoju ekspanziju u razli¢itim granama industrije, a samim tim i enzim dekstransaharaza. U
hemijskoj indutriji, umreZeni dekstrani koriste se kao standardni nosaci za hromatografiju. U
prehrambenoj industriji proizvodi na bazi dekstrana koriste se kao emulgatori, stabilizatori i
za druge slicne namene. Novo polje primene dekstrana je i u nanotehnologiji, za sintezu
nanocestica koje mogu dalje imati Siroku primenu (Davidovi¢, Miljkovi¢, Lazi¢, et al.,, 2015).

Proizvodnja dekstrana na svetskom nivou jo$ uvek se odvija Sarzno, gajenjem bakterija
na hranljivoj podlozi i taloZenjem sintetisanog dekstrana nakon zavrsSene fermentacije (Fraga
Vidal et al,, 2011). Iako je sinteza glukana na ovaj nacin i dalje najjeftiniji vid proizvodnje, on
omogucava vrlo malo kontrole nad reakcionim uslovima, osim $to se mozZe uticati na sastav
podloge i na poCetnu koncentraciju saharoze. Nedostatak ovog nacina proizvodnje je i ¢injenica
da se tokom fermentacije dobar deo supstrata (saharoze) troSi i za rast bakterije. Dekstran
dobijen ovakvim postupkom sadrzZi velike koli¢ine proteina, koji su ostatak bakterijske biomase
kao i proizvode oslobodene nakon liziranja Celija, koje je neophodno uklonti. Prevazilazenje
ovih problema je moguce primenom enzima, dekstransaharaze. Na taj nac¢in moguce je pre
svega postici stroZzu kontrolu uslova kao $to su pH, temperatura kao i odnosa enzima i supstata
a takode bi se izbegla i kontaminacija proizvoda proteinima, ta¢nije dobijeni polimer (dekstran)
bio bi veéeg stepena Cistoce.

Pored pozitivnih stvari koje bi enzimski postupak doneo, loSe strane su cena enzima i
njegov nepovratan gubitak tokom procesa fermentacije, koji bi stalno iziskivao njegovu
ponovnu sintezu. Da bi uopste mogli da govoriomo o enzimskom postupku kao mogucéoj opciji
za proizvodnju dekstrana, potrebno je imobilisati dekstransahrazu. Na ovaj na¢in imobilisani
enzimski preparat mogao bi da se koristi viSe puta i ne bi bilo potrebe stalno ponavljati
postupak za dobijanje enzima. Enzim bi svu saharozu direktno prevodio u dekstran/
glukooligosaharid (GLOS) i fruktozu bez gubitaka. Proizvodnja dekstrana ovim postupkom ne
bi zahtevala ni izbliza sterilne uslove kao prilikom bakterijske fermentacije. Posle zavrSene
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reakcije katalize imobilisani enzim bi se primenom metoda kao $to u dekatovanje, filtracija ili
centrifugiranje mogao lako izdvojiti iz reakcione smeSe. Sa ovakvim imobilisanim enzimom ne
bi bilo tesko izvoditi ni kontinualni proces, Sto bi omogucilo i smanjenje troskova proizvodnje.

Sa tim u vezi, u ovoj doktorskoj disertaciji je ispitan potencijal proizvodnje
dekstransaharaze iz soja Leuconostoc mesenteroides T3 izolovanog iz zrna vodenog kefira, na
katedri za Biohemijsko inZenjerstvo i biotehnologiju, TehnoloSko-metalurSkog fakulteta. Po
izolaciji i karakterizaciji proizvodnog organizma (Davidovi¢, Miljkovi¢, Antonovi¢, et al., 2015),
ispitani su razliciti uslovi gajenja proizvodnog mikroorganizma i pronaden je optimalni sastav
hranjive podloge za maksimalnu proizvodnju dekstransaharaze. U ovu svrhu je koriS¢ena
metoda optimizacije u kojoj se tokom vremena varira samo jedan faktor dok se vrednosti
ostalih drZe konstantnim (one factor at the time approach). Kao metoda preciS¢avanja
koriS¢eno je preciS¢avanje taloZenjem polietilen glikolom, uz dodatno puferisanje podloge
K2HPO4. Dobijena dekstransaharaza, je detaljno okarakterisana, imobilisana na razliCite nosace
i primenjena za sintezu dekstrana i oligosharida.

Proizvodnja enzima na komercijalnim podlogama je skup proces, a cenu diktiraju
komponente podloge. U ovoj disertaciji je ispitana i upotreba sporednih proizvoda industrije
Secera, koji predstavljaju pre svega jeftine a potom i ekoloski prihvatljive supstrate za
proizvodnju dekstransahraze. Takode jedan od koriS¢enih sporednih proizvoda, izluZeni repin
rezanagc, je iskorisc¢en i kao nosac za imobilizaciju bakterijskih ¢elija.

U poslednjoj fazi ove disretacije je ispitana moguc¢nost imobilizacije dekstransaharaze,
na nemodifikovanim i modifikovanim nanocesticama TiO; i unutar agar-agar matriksa,
primenom razli¢itih tehnika imobilizacije. U pocetnim fazama ovog dela disertacije bice
primenjena modifikacija nanocestica TiO2, koris¢enjem dva sintetska puta, radi primene
razli¢ito modifikovanih nanocestica TiO> kao nosaca za imobilizaciju dekstransaharaze
adsorpcijom ili kovalentnom imobilizacijom. Ipak, derivati kod kojih je moguca imobilizacija
enzima samo adsorpcijom, dodatno su modifikovani sa idejom da se dobiju imobilisani
enzimski preparati povecane stabilnosti, a to je naj¢esce slucaj kod kovalentno imobilisanih
enzima u odnosu na enzime vezane adsorpcijom. Imobilisanim preparatima, ispitana je
temperaturna stabilnost kao i mogu¢nost ponovne upotrebe u vise uzastopnih ciklusa.

Enzimski preparat dobijen zarobljavanjem u agar-agar matriksu je dodatno ispitan i u
reakciji sinteze oligosaharida. Razli¢iti parametri, medu kojima su koncentracija agara, odnos
enzima i agar-agar matriksa i odnos supstrata i akceptora u reakcionoj smesi, su ispitani radi
dobijanja optimalnih uslova za sintezu oligosaharida. Kao akceptor je koriS¢en disaharid
maltoza, koji se prema literaturnim podacima pominje kao jak akceptor, ¢ijim prisustvom u
reakcionoj smesi mogu da nastanu maltooligosaharidi. U ovom delu doktorske disertacije
posebna paznja je usmerena na tumacenje dobijenih rezultata, imajuc¢i u vidu ova metoda
imobilizacije moZe efikasno da se prmeni i za druge glukansaharaze, medu kojima se nalaze i
one ¢iji oligosaharidi spadaju u prebiotike.



2. TEORIJSKI DEO

2.1. Glukansaharaze: dekstransaharaza

Zbog velikog interesovanja za polisaharide poreklom iz bakterija mle¢ne kiseline (BMK)
za upotrebu u prehrambenoj i drugim granama industrije, njihov mehanizam sinteze je bio
predmet brojnih studija, i tom prilikom je otkriven i okarakterisan veliki broj sintetskih enzima.
Medu njima, glukansaharaze su se istakle kao veoma korisne za sintezu velikog broja razlic¢itih
ugljenih hidrata i glukokonjugata pre svega zahvaljujuci svojoj visokoj regioselektivnosti
prilikom glikozil transferaznih reakcija, postojanju velikog broja akceptorskih molekula i
relativno jeftinom supstratu, saharozi (Seibel, Jordening, & Buchholz, 2010).

Glukansaharaze, takode poznate i kao glukoziltransferaze (GTF) su ekstracelularni
enzimi poreklom iz BMK koji sintetiSu a-glukane (Leemhuis et al, 2013). lako su
glukansaharaze transferaze prema svojoj aktivnosti, one su strukturno slicne glikozid
hidrolazama i klasifikuju se kao deo porodice glikozid hidrolaza 70 (GH70), koju ¢ine uglavnom
glukansaharaze (Leemhuis et al.,, 2013). Prema unosima u bazu podataka Ugljenohidratno-
aktivni enzimi (Carbohydrate-Active Enzyme (CAZy) database) GH70 enzimi su gotovo
iskljuc¢ivo nadeni u BMK i to pre svega u rodovima Leuconostoc, Streptoccocus, Lactobacilus,
Enterococcus i Weissella (Lombard, Golaconda Ramulu, Drula, Coutinho, & Henrissat, 2014).

Oni se prema vrsti a-glukana koji sintetiSu dele na dekstransaharaze (dekstran),
mutansaharaze (mutan), alternansaharaze (alternan) i reuteransaharaze (reuteran). Ovi
molekuli a-glukana se razlikuju prema tipu veze koji povezuje glukozne jedinice (Slika 2.1.):

1. Dekstran, glavni lanac sastoji od molekula glukoze uzastopno povezanih a-(1-6)-
glikozidnim vezama, pri ¢emu je grananje prisutno u poloZajima 2, 3 i 4. Ova klasa je
procentualno najzastupljenija (Brison et al., 2012; Vuillemin et al., 2016).

2. Mutan, molekuli glukoze u glavnom lancu su uzastopno povezani a-(1-3)-
glikozidnim vezama sa bo¢nim grananjem u poloZaju 6 (Mooser & Iwaoka, 1989).

3. Alternan, glavni lanac je izgraden od molekula glukoze koji su naizmeni¢no povezani
a-(1-3) i a-(1-6)-glikozidnim vezama sa a-(1—3) grananjem u bo¢nom lancu.
Najmanji broj do sada okarakterisanih glukana pripada ovoj klasi (Argiiello-Morales
etal., 2000).

4. Reuteran, molekuli glukoze u glavnom lancu dominantno su povezani o-(1-4) -
glikozidnim vezama.
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Slika 2.1. Osnovne strukture a-glukana koje sintetiSu glukansahareze. (Preuzeto i
modifikovano iz (Leemhuis et al., 2013))

2.1.1. Tipovi reakcije katalizovane glukansaharazom

Kataliticka aktivnost glukansharaze je objasnjena kao dvostepeni proces, koji pocinje
tako Sto se razlaze veza izmedu glukozidnog i fruktoznog prstena, u molekulu saharoze uz
formiranje kovalentnog -gluktozil enzim intermedijera i oslobadanja molekula fruktoze. U
drugom Kkoraku, glukozne jedinice se prenose na odgovarajuci akceptor, zadrzZavajuéi o-
anomernu konfiguraciju (Leemhuis et al., 2013). Na osnovu vrste akceptorskog molekula mogu
se razlikovati tri tipa reakcije koju katalizuje ovaj enzim (Slika 2.2.). Dominantna reakcija je
reakcija polimerizacije/transglikozilacije u kojoj kao proizvod nastaje molekul glukana
(dekstrana, mutana, alternana ili reuterana). Glukansaharaze mogu da koriste i sam molekul
vode kao akceptor, pri ¢emu se odigrava samo reakcija hidrolize saharoze na glukozu i fruktozu.
Treca vrsta je takozvana akceptorska reakcija, gde se u prisustvu pogodnih molekula male
molekulske mase, na primer maltoze, preusmerava transfer glukozil jedinica sa sinteze a-
glukana na akceptorski molekul i sintezu oligosaharida (Slika 2.2.). Disharidi i oligosaharidi se
formiraju kada je kao akceptorski molekul prisutan neki ugljeni hidrat, dok se u prisustvu
drugih akceptorskih molekula razlicitih od Sec¢era formiraju glukokonjugati (Monsan, Remaud-
Siméon, & André, 2010)
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2.1.1.1. Sinteza glukana

Glukansaharaze su identifikovane pre viSe od 70 godina, medutim mehanizam delovanja
ovih enzima jo$ uvek nije potpuno razjasnjen. Sprovedene studije su omogucile da budu
predloZena dva opSta mehanizma, koji podrazumevaju postojanje ili jednog ili dva nukleofilna
mesta. Razumevanje mehanizma delovanja ovih enzima dodatno komplikuje €injenica da se
njihovom aktivnos$¢u dobija veliki broj proizvoda (glukana) razlicitih struktura.

2.1.1.1.1. Mehanizam sinteze glukana

Dva predloZena mehanizma sinteze glukana (Vincent et al.,, 1999):

1) Elongacija neredukujuceg kraja (pretpostavlja postojanje jednog nukleofilnog
mesta): Ovaj predloZeni mehanizam slican je mehanizmu delovanja glikozidaza. On
podrazumeva postojanje ostatka asparaginske (ili glutaminske) kiseline koja se ponasa kao
nukleofilna grupa i drugog aminokiselinskog ostataka koji predstavlja donor protona.
Karboksilna grupa moZe da izvrsi nukleofilni napad na C1 atom glukoznog dela saharoze, i na
taj nacin formira glukozil-enzim kompleks. Drugi aminokiselinski ostatak (koji deluje kao
donor protona) moZe da ucestvuje u ubrzavanju otpustanja fruktoze doniranjem protona
atomu kiseonika uklju¢enom u glikozidnu vezu. Na taj nacin omoguceno je drugom glikozil
ostatku da bude aktiviran tako $to primi atom vodonika iz hidroksilne grupe vezane za C6 atom
(Slika 2.3.(A)).

Ako se sinteza glukana odvija ovim mehanizmom, to znaci da se elongacija odvija na
neredukuju¢em kraju molekula glukana. Takode, ovaj mehanizam predvida postojanje samo
jednog glikozil-enzim kompleksa. Od strane jedne grupe naucnika (Su & Robyt, 1994) ovaj
mehanizam je osporavan pre svega zbog Cinjenice da je za njega potreban molekul
prajmera/inicijalnog akceptora za inicijaciju sinteze glukana. Po njima saharoza ne bi mogla da
ucestvuje u inicijaciji sinteze lanca kao $to je ranije predlagano od strane Nilija (Neely, 1961).

2) Elongacija redukujuceg kraja (pretpostavlja postojanje dva nukleofilna mesta): Ovaj
mehanizam predloZili su Ebert i S¢enk (Ebert & Schenk, 1968) a potvrden je 1974 (Robyt,
Kimble, & Walseth, 1974) na slucaju dekstransaharaze poreklom iz soja Lc. mesenteroides NRRL
B-512F, a sli¢ni rezultati dobijeni su sa glukoziltransferazama poreklom iz roda Streptococcus
(Monsan et al,, 2001). Ovaj mehanizam podrazumeva dva identi¢na nukleofilna mesta koja

5



mogu da daju dva glukozil-enzim intermedijera iz dva molekula saharoze. Hidroksilna grupa na
C6 sa jednog od ova dva glikozil ostatka nukleofilno napada C1 atom drugog glikozil ostatka
(intermedijera) pri Cemu se stvara a (1—6) glikozidna veza izmedu dva molekula glukoze.
Oslobodeno nukleofilno mesto sada napada slede¢i molekul glukoze da bi se stvorio novi
glikozil-enzim intermedijer (Slika 2.3.(B)). Ovakvo simetri¢no ponaSanje ovih nukleofilnih
mesta kao rezultat ima elongaciju glukanskog lanca na njegovom redukuju¢em kraju, bez
potrebe za molekulom prajmera na pocetku reakcije i bez odvajanja glukanskog polimera od
enzima pre nego Sto se zakaci molekul glukoze. Grananje glukanskog lanca moze da se desi kada
se ovaj lanac ponasa kao akceptor glukoznih jedinica (Robyt et al., 1974).

Zanimljiv aspekt ovog mehanizma je da on omogucava elongaciju molekula glukana na
redukuju¢em kraju a da pri tome nije potrebno prisustvo molekula prajmera
(eksternog/spoljnog glukana).
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Slika 2.3. PredloZeni mehanizam delovanja glukansaharaze. (A) Mehanizam koji
podrazumeva samo jedno nukleofilno mesto (mehanizam elongacije neredukujuceg kraja).
(B) Mehanizam koji podrazumeva dva nukleofilna mesta (mehanizam elongacije redukujuceg
kraja). X, nukleofilna grupa; A, proton donorska grupa. (Preuzeto i modifikovano iz (Vincent et
al,, 1999))




I pored toga Sto je mehanizam po kome se sinteza molekula glukana odvija elongacijom
na redukuju¢em kraju nasao potvrdu u kinetickim i drugim studijama velikog broj autora
(Germaine & Schachtele, 1976; Kobs & Mayer, 1991; Su & Robyt, 1994), do danas je uspesno
identifikovano samo jedno nukleofilno mesto (nadena je samo jedna asparaginska kiselina) za
koje moZe da se kovalentno veZe glukozil ostatak poreklom iz saharoze.

Tako da, uprkos intenzivnim istraZivanjima koja su sprovedena zadnjih 25 godina,
mehanizam sinteze glukana, nije potpuno razjasnjen.

2.1.1.2. Akceptorska reakcija (reakcija sinteze oligosaharida)

Akceptorska reakcija je u literaturi prvi put opisana od strane Koepsela i saradnika
(Koepsell et al., 1953). Oni su primetili da dodatak molekula kao $to je maltoza, izomaltoza i O-
a-metilglukozid u reakcioni medijum, kada je u istom ve¢ prisutna saharoza, pomera reakciju
sinteze glukana ka sintezi oligosaharida. Energija neophodna za odigravanje akceptorske
reakcije nastaje hidrolizom saharoze.

Veliki broj Se¢era moZe da se ponasa kao akceptorski molekul za dekstransaharazu
(Koepsell et al., 1953; Robyt & Eklund, 1983). Ovi razliciti akceptori mogu da budu podeljeni u
dve klase, na osnovu njihove sposobnosti za kompeticiju sa sintezom glukana i na osnovu
njihovog efekta na brzinu reakcije: 1) jaki akceptori, kao Sto su maltoza i izomaltoza, koji imaju
aktivacioni efekat na brzinu reakcije i jako inhibitorno dejstvo na prinos sinteze glukana (Robyt
& Eklund, 1983); i 2) slabi akceptori, kao Sto su fruktoza i melibioza, koji imaju inhibitorni
efekat na reakciju (Koepsell et al., 1953). Za slabe akceptore je karakteristican i nizak prinos
oligosaharida.

Neki akceptori, kao disaharid maltoza ili oligosaharidi sa izomaltozil ostatkom na svom
neredukuju¢em kraju, omogucavaju proizvodnju serije oligosaharida razli¢itih duZina lanaca
(Robyt & Walseth, 1978). Sinteza napreduje uzastopnim transferom glikozilnih jedinica na
oligosaharide koji na smenu predstavljaju i proizvod i supstrat. Drugi akceptori, kao Sto je na
primer fruktoza, dozvoljavaju jedino sintezu jednog disaharida (leukroza) u kome se glukozil
ostatak koji potice od hidrolize saharoze veze za molekul fruktoze. Reakcija sinteze leukroze
postaje jako znacajna na kraju sinteze bilo kog molekula glukana jer je tada prisutna velika
koncentracija fruktoze koja se oslobada iz molekula saharoze pod dejstvom dekstransaharaze.

2.1.1.2.1.Mehanizam akceptorske reakcije

Na osnovu mehanizma za sintezu glukana predloZenog od strane Robita i saradnika
(Robyt et al,, 1974), mehanizam sinteze oligosaharida, bi mogao da zapoctne nukleofilnim
napadom hidroksilne grupe locirane na neredukuju¢em kraju akceptora (Cs - OH grupa, na
primer maltoze) na C1 atom koji se nalazi na jednom od dva glukozil ostatka prisutnih u dva
glikozil-enzim kompleksa. Isti autori su par godina kasnije, bave¢i se isklju¢ivo mehanizmom
akceptorske reakcije, predlozili da je neophodno postojanje samo jednog glukozil-enzim
kompleksa i da su akceptorski molekuli inkorporirani na redukujuci kraj sintetisanog molekula
glukana ili oligosaharida (Robyt & Walseth, 1978). Po njima elongacija oligosaharida se
verovatno deSava na redukuju¢em kraju. Takode, za sada ne postoje direktni dokazi da postoji
posebno mesto za vezivanje akceptora, vec se pretpostavlja da jedno od dva mesta za vezivanje
saharoze takode mozZe biti i mesto za vezivanje akceptora (Germaine & Schachtele, 1976;
Kobayashi & Matsuda, 1978).

Aktivacioni efekat maltoze na brzinu reakcije moZe se objasniti promenom u
limitirajuéem koraku Kkoji se deSava tokom akceptorske reakcije. U prisustvu maltoze,
formiranje glukozil-enzim kompleksa postaje limitirajuci faktor, jer je transfer na akceptor brz
korak, Sto nije slucaj kod transfera glukozil ostatka na lanac polimera u reakciji sinteze glukana
(Paul, Oriol, Auriol, & Monsan, 1986). Ovaj aktivirajuci efekat moZe se pripisati konformacionoj
promeni enzima do koje dolazi usled vezivanja maltoze (akceptora) za dekstransaharazu
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(Mayer, et al., 1981). Razlog zbog cega slabi akceptorski molekuli kao $to je fruktoza, inhibiraju
reakciju ostaje nejasan. Jedna od hipoteza je da ovi akceptori inhibiraju hidrolizu molekula
saharoze (Koepsell et al., 1953), a postoji hipoteza po kojoj fruktoza moze da izazove sterne
smetnje i na taj nacin spreci rast lanca molekula glukana. (Boker, Jordening, & Buchholz, 1994).

U akceptorskoj reakciji, koji tip veze Ce nastati u oligosaharidu zavisi isklju¢ivo od
specifi¢nosti dekstransaharaze. Zahvaljujuci visokoj efikasnosti, maltoza je najviSe proucavan
akceptor i na njenom primeru je pokazano da tip nastalog oligosaharida u akceptorskoj reakciji
ima strukturu kao molekul dekstrana proizveden od strane mikroorganizma iz kog potice
dekstransaharaza (Coté & Leathers, 2005). Najbolji primer je dekstransaharaza koja
dominantno sintetiSe a-(1—6) tip veze u molekulu dekstrana iz soja Lc. mesenteroides NRRL B-
512F, koji je komercijalno najviSe u upotrebi. Ova dekstransaharaza u prisustvu maltoze
proizvodi homologne oligosaharide, pri ¢emu je inicijalni proizvod panoza (a-D-Glcp-(1—6)-a-
DGlcp-(1-4)-D-Glcp) (Robyt & Eklund, 1983). Za panozu se dalje, za -OH grupu na poziciji 6
neredukujuceg kraja molekula glukoze, u procesu elongacije, vezuju glikozil ostaci povezani a-
(1-6) glikozidnom vezom, pri C¢emu nastaju linearni oligosahridi sli¢ni
izomaltooligosaharidima (IMO).

2.1.2. Proizvodnja dekstransaharaze

Na proizvodnju dekstransaharaze uticu razliciti faktori kao $to su temperatura gajenja,
pH, aeracija i sastav podloge. Proizvodnja dekstransaharaze je detaljno proucavana i dobro
dokumentovana u velikom broju radova (Cortezi, Monti, & Contiero, 2005; Goyal, Nigam, &
Katiyar, 1995; Purama & Goyal, 2008d; Tsuchiya et al., 1952; Veljkovi¢, Lazi¢, Ruti¢, Jovanovic,
& Skala, 1992). U ovim istrazivanjima koris¢en je veliki broj razliciti Lc. mesenteroides sojeva i
metoda. Za optimizaciju uslova gajenja u cilju maksimalne proizvodnje dekstransaharaze,
najvise su radene metoda variranja pojedinacnih faktora i metoda odzivnih povrsina (Purama
and Goyal 2008a).

Kod BMK, tacnije divljih sojeva Leuconostoc spp, ekspresija kodirajuceg gena za enzim,
pa samim tim i proizvodnja dekstransaharaze indukovana je saharozom. Za razliku od njih
ekspresija gena za ovaj enzim kod Streptococcus spp i nekih Lactobacillus sojeva je
konstitutivna (Bounaix et al., 2010; Naessens et al., 2005). Konstitutivna ekspresija kodirajuéeg
gena za dekstransaharazu je posledica adaptacije na odredene ekosisteme u kojima su
pronadene ove bakterije, kao Sto je na primer usna duplja, u kojoj je koncentracija saharoze
dosta promenljiva (Leemhuis et al., 2013).

2.1.2.1. Uticaj faktora sredine na proizvodnju dekstransaharaze

Za proizvodnju dekstransaharaze na industrijskom nivou Kkoriste se samo Lc.
mesenteroides sojevi tako da su i optimalni uslovi za proizvodnju glukansaharaza najvise
ispitivani na dekstransaharazama poreklom iz ovih sojeva. Od faktora sredine Kkoji uticu na
proizvodnju enzima proucavani su temperatura, pH i uticaj aeracije, dok je vezano za sastav
podloge najviSe paZnje posveceno izvoru ugljenika, tj saharozi.

Sprovedene su brojne studije o optimalnoj temperaturi proizvodnje dekstransaharaze
iz razliCitih sojeva. Za soj Lc. mesenteroides utvrdeno je da moZe da raste u opsegu temperature
od 5 do 30 °C ali da mu je optimalna temperatura, od 25 do 30 °C (M. Santos, Teixeira, &
Rodrigues, 2000). Sa druge strane, optimalna temperatura za proizvodnju dekstransaharaze
krece se u opsegu od 23 do 25 °C (Goyal et al., 1995; Lopretti & Martinez, 2002) iako je optimum
za proizvodnju dekstrana i fruktoze od 25 do 45 °C, pri cemu se maksimalna aktivnost dostize
na 30 °C.

PocCetna pH vrednost u podlozi za gajenje BMK je u opsegu od 6,9 do 7,2. Tokom rasta,
bakterijske ¢elije izlu¢uju enzim u medijum i kad pH vrednost po¢ne da opada aktivnost enzima
pocinje da raste i povecava se brzina konverzije saharoze u dekstran i fruktozu (Tsuchiya et al.,
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1952; Veljkovic et al., 1992). Na osnovu svih eksperimenata nadeno je da je optimalni opseg pH,
za rast Celija od 6,0 do 6,9 (tacnije 6,7), tako da se najveca koli¢ina enzima ocekuje bas u ovom
opsegu pH (Tsuchiya et al, 1952). Najve¢i prinos dekstrana, to jest najveca aktivnost
dekstransaharaze, krece se na pH od 5,0 do 5,4. Sa stanoviSta proizvodnja dekstransaharaze,
veoma je vazno pH vrednost odrzati Sto duZe iznad 5,5 ili joS bolje iznad 6,0 da ne bi doSlo do
masovne proizvodnje dekstrana koji oteZava izolovanje a i odredivanje aktivnosti enzima.

Kako je dokazano da je biosinteza dekstransaharaze povezana sa rastom bakterijskih
¢elija (Tong, 1973), oCekivano je da ¢e na njenu biosintezu imati uticaj brzina prenosa mase
kiseonika. Kada je ispitivan uticaj aeracije na proizvodnju dekstransaharaze iz soja Lc.
mesenteroides NRRL B 512 F, veliki broj autora dobio je da gajenje ove bakterije u uslovima
meSanja pozitivno uticalo na proizvodnju enzima, Sto je u skladu i sa mikroaerofilnom
prirodom ovog mikroorganizma (Johnson & Mccleskey, 1957; Lucey & Condon, 1986; Plihon,
Taillandier, & Strehaiano, 1995). Ipak, bilo je i onih koji su bolje rezultate dobili kada su isti soj
gajili pri staticnim uslovima (Goyal et al., 1995). Sa druge strane, Barker i Ajongven (Barker &
Ajongwen, 1991) pokazali su da je tip kvascevog ekstrakta, tacnije izvora azota, mogo Znacajniji
faktor kada je u pitanju proizvodnja dekstransaharaze.

2.1.2.2. Optimizacija sastava hranljive podloge

Pored toga Sto ima ulogu supstrata za bakterijski rast, saharoza indukuje proizvodnju
ekstracelularne dekstransaharaze, a istovremeno predstavlja i supstrat za sam enzim. Svi Lc.
mesenteroides sojevi kao jedini izvor ugljenih hidrata za proizvodnju dekstransaharaze koriste
saharozu. Drugi ugljeni hidrati, kao Sto su glukoza, fruktoza, manoza i laktoza mogu da uti¢u na
rast mikroorganizama dok uopSte ne indukuju proizvodnju dekstransaharaze. Kuirasko i
saradnicima su gajenjem na podlozi koja je sadrZzala samo D-glukozu i D-fruktozu dobili
znacajno niZi prinos dekstransaharaze (Quirasco, Lopez-Munguia, Remaud-Simeon, Monsan, &
Farrés, 1999). Ipak, postoje odredeni mutantski sojevi koji mogu da proizvode enzim iako se u
podlozi kao izvor ugljenika nalazi samo glukoza (D. Kim & Robyt, 1994). Kada se u podlogama
koriste velike koli¢ine saharoze za proizvodnju dekstrana, povecana viskoznost medijuma utice
na rast celija, Sto za posledicu ima i otezanu produkciju i izolaciju enzima kao i oteZzanu
separaciju bakterijskih ¢elija (Goyal & Katiyar, 1997; Tsuchiya et al., 1952). Brojni autori, koji
su se bavili ovim problemom, dosli su do zakljucka da niZe koncentracije saharoze otklanjaju
ove poteSkoce bez negativnih uticaja na prinos dekstransaharaze.

Takode, ovi problemi mogu biti prevazideni i dodatkom vece kolicine K;HPO4 u
fermentacioni medijum. Standardne podloge za proizvodnju dekstransaharaze sadrze 0,1 M
K2HPO4. U istrazivanju u kome je ispitivan uticaj ove puferske supstance na proizvodnju
enzima, nivo K2HPO4 u podlozi za proizvodnju dekstransaharaze povecan je na 0,3 M a kao
rezultat dobijeno je i povecanje bakterijske biomase i enzimske aktivnosti (S. Rodrigues, Lona,
& Franco, 2003). Upotreba ovakve podloge, obogacene fosfatima, omogucava mnogo bolju
kontrolu pH a samim tim i manju koli¢inu dekstrana i ve¢i prinos enzima. Sve ovo desava se
zahvaljuju¢i tome Sto se u ovakvim uslovima, pH podloge odrzava oko 6,0 tokom veceg dela
¢elijskog rasta. Kao Sto je ve¢ spomenuto, kontrola pH vrednosti podloge je jako vazna zbog
Cinjenice da je proizvodnja enzima optimalna kada je pH 6,0 a sinteza dekstrana kada je pH 5,0.
Manja koli¢ina dekstrana dobijena gajenjem bakterije u ovakvom medijumu omogucava lakse
izolovanje i preciS¢avanje enzima.

2.1.2.3. Precis¢avanje dekstransaharaze

ZapreciScavanje nativne dekstransaharaze iz BMK Koristi se veliki broj razli¢itih metoda
od kojih su najvise zastupljene: taloZenje solima i alkoholom, frakciono taloZenje polietilen

glikolom (PEG), ultrafiltracija i hromatografija (Naessens et al., 2005; Purama and Goyal
2008b).



TaloZenje PEG-om je najCeS¢e primenjivana metoda. PEG je poznato sredstvo za
selektivno taloZenje proteina velike molekulske mase ili onih koji postoje u formi agregata.
Kako je dekstransaharaza protein velike molekulske mase (64-245 kDa) a ima tendenciju
spajanja sa polimerom dekstrana i formiranja agregata, pogodna je za izdvajanje pomoc¢u ne-
jonskog hidrofilnog polimera PEG u cilju precis¢avanja. Cinjenica da se nakon taloZenja lako
uklanja postupkom dijalize predstavlja joS jednu pozitivnu osobinu ovog hidrofilnog polimera
(Funane et al., 1995). PreciS¢avanje PEG-om omogucava razdvajanje dekstransaharaze od
drugih enzima koji mogu biti prisutni u fermentacionom medijumu, kao na primer
levansaharaze, ali ne i od dekstrana koji u niZem ili viSem procentu ostaje vezan za enzim
(Majumder et al., 2007).

Ovim nacinom taloZenja i preciS¢avanja bavilo se viSe grupa naucnika, pri cemu su u
svojim eksperimentima uglavnom poredili efikasnost preci§¢avanja polietilen glikola razlicitih
molekulskih masa. Princip taloZenja je isti bez obzira na masu kori$¢enog PEG-a. Supernatant
dobijen nakon centifugiranja bakterijske kulture, taloZi se na hladno, rastvorima PEG-a
razlicitih zapremina (ako je u pitanju PEG manje molekulske masa naj¢eSce se primenjuje odnos
3:1, supernatant: PEG, dok ako se koriste oni ve¢e molekulske mase odnos je 9:1), a da bi
dekstransaharaza precipitirala, rastvor se ostavi 12 h na 4 °C. Nakon toga sledi centrifugiranje
i rastvaranje taloga u odgovarjucoj zapremini acetatnog pufera. Poslednji korak u preciS¢avanju
dekstransaharaze ovom metodom je dijaliza, koja se vrsi u cilju uklanjanja PEG-a (Goyal &
Katiyar, 1994; Purama & Goyal, 2008b). U jednom koraku preciS¢avanja polietilen glikolom
(PEG 1500), polaze¢i iz supernatanta, moZe se dobiti 20 puta koncentrovaniji i 40 puta
preciSceniji enzimski preparat posle samo jednog koraka preciS¢avanja (Purama & Goyal,
2008c).

Hromatografsko preciS¢avanje dekstransaharaze primenjuje se za dobijanje enzima koji
je skoro potpuno osloboden od molekula polisaharida (dekstrana). Razli¢iti matriksi su
upotrebljavani u ovu svrhu. Dekstransaharaza je preciS¢avana na hromatografskim kolonoma
koje su bile punjene hidroksiapatitom, DEAE-celulozom, DEAE-sephadex koloni, sephadex,
Sephacryl S-200HR i ultrogel AcA 34 koloni. Za dekstransaharazu mogu biti vezani molekuli
dekstrana razlicite molekulske mase, Sto predstavlja glavni razlog za koriS¢enje Sephadex gela,
koji ima veliki afinitet ka dekstranu. Ovaj matriks/gel deluje kao afinitetni material za
preciS¢avanje enzima iz Leuconostoc i Streptococcus vrsta (Majumder, Purama, & Goyal, 2007).
Dekstransaharaza je sa Sephadex kolona eluirana ureom, guanidine HCL-om (A. W. Miller,
Eklund, & Robyt, 1986) ili natrijum dodecil sulfatom (Kobs, Husman, Cawthern, & Mayer, 1990).
Ovaj korak pratila je intenzivna dijaliza da bi se uklonile dodate hemikalije. Sephacryl S-200HR
kolona Cesto se koristi za gel-fitraciono preciS¢avanje dekstransaharaze nakon precipitacije i
precis¢avanja PEG (Goyal & Purama, 2009).

Dekstranaze (EC 3.2.1.11) su enzimi koji raskidaju glikozidne veze u molekulu
dekstrana. Ovi enzimi su specifi¢ni i prema tipu veze koji raskidaju i prema mikroorganizmu iz
koga su izolovani. Uglavnom se dobijaju iz plesni. Hidroliza dekstrana cini precis¢avanje
dekstransaharaze mnogo laksim jer na taj nacin fermentacioni medijum postaje manje viskozan
i olakSava se razdvajanje razlicitih formi enzima. Najve¢a mana ovakvog nacina precis¢avanja
su dodatni koraci koji su potrebni da bi se dekstransaharaza i dekstranaza razdvojile, i u tu
svrhu se najceSc¢e koriste hromatografske metode, pre svih jonoizmenjivacka ili afinitetna
hromatografija (De Segura et al., 2004; A. W. Miller et al., 1986). Veliki broj autora ovaj nacin
preciS¢avanja dekstransaharaze koristio je pre kovalentne imobilizacije, sa namerom da se
ukloni $to veca kolicina dekstrana i na taj nacin demaskiraju potencijalno reaktivne grupe na
molekulu enzima (Alcalde et al., 1999; De Segura et al., 2004).

2.1.2.4. Merenje aktivnosti dekstransaharaze

Za merenje dekstransaharazne aktivnosti koristi se nekoliko razli¢itih metoda (Vettori,
Mukerjea, & Robyt, 2011). Sve one mogu biti podeljene u dve grupe. Jednu grupu ¢ine metode
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koje se zasnivaju na merenju koli¢ine oslobodene fruktoze, i na taj nacin posredno odredivanje
koli¢ine utroSene saharoze (primenjuje se i kod hidroliti¢kih i kod transferaznih reakcija).
Hidroliticka aktivnost dekstransaharaze, koja je obicno niska, moZe se kvantifikovati i
merenjem oslobodene glukoze. Metode koji se zasnivaju na merenju povecanja redukcione
moci u reakcijonoj smesi (koja je rezultat oslobadanja fruktoze tokom sinteze dekstrana) se
najcCeSce koriste za odredivanje aktivnosti dekstransaharaze. Mana, to jest, ometajuci faktor kod
ovih metoda je Sto dekstran koji nastaje kao proizvod, kao i male koli¢ine sporednih proizvoda
kao na primer leukroza (& -D-Glcp-(1—5)-D-Frup, proizvod akceptorske reakcije sa
fruktozom), glukoza i fruktoza nastala prilikom hidrolize takode dovode do povecanja
vrednosti redukcione moc¢i. Najpoznatije metode kojom se meri redukciona mo¢ i odreduje
dekstransaharazna aktivnost su metoda sa 3,5- dinitrosalicilnom kiselinom (DNS metoda) (G.
L. Miller, 1959) i Nelson-Somodi metoda (Nelson-Somogyi method). Drugu grupu metoda ¢ine
metode koje se zasnivaju na kvantifikaciji proizvoda, dekstrana, tac¢nije na odredivanju njegove
molekulske mase. Postoje nauc¢ni radovi u kojima se koristi metoda sa radioaktivno obeleZenom
saharozom (14C) (Coté & Skory, 2012; Vettori et al., 2011)i ona se zasniva na merenju glukoze
koja je radioaktivno obeZena, a koja je bila deo saharoze, a koja se inkorporiSe u rastu¢i molekul
dekstrana. Druga grupa metoda omoguc¢ava mnogo preciznija merenja i daje tac¢nije vrednosti
aktivnosti dekstransaharaze (Germaine, Chludzinski, & Schachtele, 1974; Vettori, Blanco,
Cortezi, Lima, & Contiero, 2012)

2.2. Ugljeni hidrati koje sintetiSe dekstransaharaza
2.2.1. Dekstran

Luj Paster je 1861. godine objavio postojanje polisaharida sintetisanog iz saharoze.
Hemijsku formulu ovog polisaharida (C¢H1006)n i naziv ‘dekstran’ je prvi upotrebio Sajbler
(Scheibler, 1874). Medutim, sintezu dekstrana pomoc¢u dekstran sintetiSuceg enzima, poreklom
iz kulture Lc. mesenteroides gajene na saharoznom medijumu, prvi pominje Hehre (E. ]. Hehre,
1941). Par godina kasnije ovaj ekstracelularni enzim dobija ime, dekstransaharaza odnosno,
glukansaharaza (Hestrin, Avineri-Shapiro, & Aschner, 1943). Danas se molekul dekstrana
definiSe kao homopolisaharid glukoze, sa dominantnom a-(1—6)-glikozidnom vezom.

Vectina dekstrana sintetisanih prirodnim putem su derivati enzimske konverzije
saharoze uz pomo¢ desktransaharaze, koju dominantno produkuju rodovi Leuconostoc,
Streptococcus i Lactobacillus (Zannini et al.,, 2016). Za komercijalnu proizvodnju molekula
dekstrana najvise se koristi soj Lc. mesenteroides NRRL B-512F i njegova dekstransaharaza
(Dols, Remaud-Simeon, & Monsan, 1997). Ovaj soj proizvodi velike koli¢ine dekstransaharaze,
sa minimalnim uce$¢em drugih kontaminiraju¢ih enzima kao $to su na primer invertaza ili
levansaharaza, i sintetiSe dekstranski molekul koji je rastvorljiv u vodi i koji je velike
molekulske mase.

Karakterizacija molekula dekstrana nije sprovedena odmah po njegovom otkri¢u, ve¢
kasnije, Sto je zadavalo dosta problema pri njegovoj primeni. [ pored toga $to se znalo da su to
homologni polimerni lanci glukoze sa dominantnim a-(1—6)-vezama, molekuli dekstrana
razlikovali su se prema rastorljivosti, viskoznosti, specificnom uglu rotacije, sadrzaju azota,
fosfora i pepela. Godine 1954, izvrSena je prva fizicko-hemijska karakterizacija i Kklasifikacija
dekstrana koji su proizvedeni pomocu 96 bakterijskih sojeva, gde je utvrdeno da se njihove
fizicke karakteristike veoma razlikuju (Jeanes et al., 1954). Karaterizacija ovih polisaharida
izvrSena je na osnovu sledecih parametara: opticke rotacije, viskoznosti, profila perjodatne
oksidacije i fizickog izgleda nakon precipitacije etanolom (Jeanes et al., 1954). Danasnja
karakterizacija dekstrana, obuhvata i specificnu enzimsku hidrolizu, koju prati identifikacija
oligosaharida koja se izvodi hromatografijom u tankom sloju, HPLC ili 13C NMR
spektroskopijom (Naessens et al., 2005).
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2.2.1.1. Struktura molekula dekstrana

Dekstran je ekstracelularni bakterijski homopolisaharid (Monsan et al, 2001;
Sidebotham, 1974) velike molekulske mase koja se krec¢e od 0.5 do 6*10° kDa (Buchholz &
Monsan, 2003). Izgraden je od molekula D-glukoze koji su dominantno vezani a-(1-6)-
glikozidnom (glukopiranozidnom) vezom. Razliciti tipovi dekstrana takode poseduju i bocne
lance, od kojih su najzastupljeniji oni sa a-(1—3) grananjem a rede oni sa a-(1-4) i a-(1-2)
boc¢nim lancima (Brison et al., 2012; Vuillemin et al.,, 2016). Ta¢na struktura svakog molekula
dekstrana kao i stepen i vrsta bonog grananja (da li je u pitanju a-(1-4), a-(1-2) ili a-(1-3)
tip grananja) zavisi od bakterijskog soja koji ih proizvodi, pa tako i od tipa dekstransaharaze
(Jeanes et al., 1954).

Na sintezu i karakteristike molekula dekstrana mogu da uti¢u brojni faktori, ipak
najvazniji su uslovi gajenja i korS¢eni soj BMK. Jedan jedini enzim moZe da katalizuje formiranje
viSe razli¢itih tipova veza u molekulu dekstrana, i da na taj nac¢in omoguéi formiranje
razgranatog molekula dekstrana (Neely & Nott, 1962; Padmanabhan & Kim, 2002). Tac¢nije
reCeno, svaka dekstransaharaza proizvodi molekul dekstrana odredenih karakteristika.

Lc. mesenteroides B-512F, komercijalno je najeksploatisaniji soj za proizvodnju
dekstrana, sintetiSe dekstran koji sadrZi visok procenat a-(1—6)-veza, preko 95 %, i relativno
mali broj a-(1-3)-veza, ispod 5 % (Dols, Remaud-Simeon, et al., 1997).

2.2.1.2. Upotreba dekstrana

Fizicke i hemijske osobine dekstrana variraju u zavisnosti od bakterijske vrste iz koje su
dobijeni i metode kojom su dobijeni, ipak zajednic¢ka karakteristika za sve dekstrane je da su
bele ¢vrste supstance bez ukusa. Takode, najveci broj dekstrana je dobro rastvorljiv u vodi i
ponasaju se kao Njutnovske tecnosti. Zahvaljujuci svojoj nejonskoj (neutralnoj) prirodi i dobroj
stabilnosti u normalnim uslovima rada, dekstran ima Siroku industrijsku primenu (M. Santos et
al,, 2000). Komercijalna upotreba dekstrana najvise je zastupljena u medicini, farmaceutskoj,
prehrambenoj, tekstilnoj i hemijskoj industriji (Vettori et al., 2012). Cak i fruktoza koja nastaje
kao sporedan proizvod sinteze dekstrana, kao niskokalorican Secer ima veliku primenu u
industriji hrane (M. Santos et al., 2000).

Postoji veliki broj radova posvecenih mnogobrojnim upotrebama molekula dekstrana,
delimi¢no degradiranog dekstrana i njihovih derivata (Vettori et al., 2012).

Dekstran relativno niske molekulske mase moZe da se koristi kao zamena za krvnu
plazmu u velikom broju slucajeva. Prvi podsticaj za njegovu komercijalnu proizvodnju ticao se
bas ove primene. Prirodni dekstran ¢ija je masa otprilike 5x108 Da nije pogodan kao takav za
koriS¢enje, ve¢ se optimalne mase takozvanog klinickog dekstrana kre¢u u opsegu od 40 do 100
kDa. U medicini se joS$ koristi i za ublazavanje anemija kako kod ljudi tako i kod Zivotinja i to u
vidu preparata gvozde-dekstrana (Ahsan, 1998). Novija istraZivanja dala su ohrabrujuce
rezultate i za primenu dekstrana (u obliku nanocestica srebro dekstrana) kao hemijskog
senzora za selektivnu detekciju cisteina (Davidovic¢ et al.,, 2017).

Za farmaceutsku i industriju kozmetike, hidrogel dekstrana sa (umreZen) trans
ferulinskom kiselinom ima potencijalnu primenu za transport vitamina E (Cassano, Trombino,
Muzzalupo, Tavano, & Picci, 2009).

U industriji hrane dekstran se najviSe koristi kao sredstvo za zgu$njavanje dzemova i
sladoleda. On sprecava kristalizaciju Secera, poboljSava zadrZavanje vlage i odrzavanje ukusa i
izgleda razli¢itih prehrambenih proizvoda (Bhavani & Nisha, 2010). Dekstran moZe da se
Koristi i kao premaz u vidu filma za razli¢ite smrznute proizvode i suvo voce, i tako zastiti hranu
od oksidacije i drugih hemijskih promena (Davidovic¢ et al.,, 2018).

Upotreba dekstrana u hemijskoj industriji je nezamenljiva. Matriksi od umreZenih
dekstrana imaju Siroku upotrebu u hromatografijama kako u biohemijskim istrazivanjima tako
i u industriji. Kod gel filtracione hromatografije, kolone sa dekstranskim matriksima koriste se
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zarazdvajanje i preciS¢avanje biomolekula ¢ija se molekulska masa u opsegu od 0,7 do 200 kDa.
Kod jonoizmenjivackih hromatografija dekstran koji se koristi kao punjenje za kolone mora biti
prethodno derivatizovan negativno ili pozitivno naelektrisanim grupama kao Sto su sulfopropil
(SP), dietilaminoetil (DEAE), dietil(2- hidroksipropil) aminoetil (QAE) i karboksimetil (CM).

2.2.2. Oligosaharidi

Sposobnost odredenih sojeva bakterija mle¢ne kiseline da poizvode egzopolisaharide
uglavnom je pracena i sintezom oligosaharida (Korakli & Vogel, 2006).

Tradicionalno, oligosaharidi se definiSu kao polimeri izgradeni iz monosaharidnih
jedinica, sa stepenom polimerizacije izmedu 2 i 10 monomernih jedinica (3 i 10 prema IUB-
[UPAC nomenklaturi), mada mogu biti i duzi od 20 do 25 (Barreteau, Delattre, & Michaud,
2006).

Oligosaharidi imaju sladak ukus iako je stepen slasti uvek manji od saharoze, tako da ih
ova osobina ¢ini primamljivim za eksploataciju u industriji hrane kao zamena za saharozu.
Komercijalizacija oligosaharida kao niskokalori¢nih punioca zapocela je jos 1980 godine.
Takode, oligosaharidi su higroskopne supstance pa zahvaljuju¢i svom velikom kapacitetu za
zadrzavanje vlage bez povecanja aktivnosti vode, oni se u formulacijama hrane koriste i kao
humektanti.

Interesovanje za oligosaharide je naglo poraslo Sirom sveta, od trenutka kada je nekima
od njih dodeljen status prebiotika. Oligosaharidi razli¢itog porekla (bakterijski, iz algi, gljiva i
visih biljaka) poceli su intenzivno da se upotrebljavaju i kao sastojci hrane i kao dijetetski
suplementi. Nesvarljivi oligosahraidi bili su ukljuceni u sastav dijetalnih vlakna, zasladivaca,
dijetetskih proizvoda i humektanata u proizvodnji pekarskih i konditorskih proizvoda.
Funkcionalni oligosaharidi su se pokazali kao efikasni u prevenciji zubnog Kkarijesa, ali i
stimulaciji proliferacije probiotika u okviru mikrobiote gastrointestinalnog trakta a time i
spreCavanja rasta patogena, jacanju imuniteta, olakSavanju apsorpcije minerala regulaciji
glukoze u krvi kod dijabetesa i serumskih lipida u hiperlipidemijama. Osim brojnih
farmakoloskih primena koja pored prebiotiske ukljucuje i antoksidativno svojstvo,
oligosaharidi su nasli primenu u kozmetici, kao hrana za Zivotinje i ribe, u poljoprivredi i tako
dalje(Patel & Goyal, 2011).

Velika upotreba funkcionalnih oligosaharida u razli¢itim granama industrije predstavlja
imperativ za razvoj sintetskih metoda koje mogu da se primene u industrijskim razmerama.
Oligosaharidi mogu biti dobijeni ekstrakcijom iz prirodnih izvora ili sintezom, primenom
fizickih, hemijskih ili enzimskih metoda (Mussatto & Mancilha, 2007).

Oligosaharidi su u suStini jako kompleksi molekuli: 3 razli¢ite heksopiranozne
monosaharidne jedinice mogu da daju ¢ak 720 trisaharida. Za sintezu strukturno tacno
definisanih i visoko preciS¢enih oligosaharida, primenjuje se ili hemijska ili enzimska metoda
(Plou, de Segura, & Ballesteros, 2007). Efikasnost proizvodnje hemijskom sintezom je veoma
mala u poredenju sa enzimskim postupkom koji je seleketivniji, i zbog toga se vecina
oligosaharada danas komercijalno proizvodi primenom enzima (Kothari, Baruah, & Goyal,
2012).

Zbog svoje selektivnosti primena mikrobnih enzima glukoziltransferaza, koji na
saharozi kao supstratu, sintetiSu GLOS, danas se smatra najefikasnijom metodom za
proizvodnju ovih oligosaharida (Patel & Goyal, 2011).

2.2.1.1. Glukooligosaharidi

[ako je primarna fizioloska funkcija dekstransaharaze sinteza dekstrana velike
molekulske mase, kada su u reakcionoj smesi prisutni odgovarajuc¢i akceptorski molekulli,
enzimska aktivnost moZe biti preusmerena na sintezu oligosaharidnih molekula (Naessens et
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al, 2005). ViSe detalja o sintezi ologosaharidnih molekula dato je u poglavlju 2.1.1.2.1.
Mehanizam akceptorske reakcije.

U zavisnosti od porekla dekstransaharaze, u svojoj strukturi oligosaharidi mogu da
sadrze a(1-6), a(1—4), a(1-3) i a(1-2) tip veze (Castillo et al., 1992). S obzirom da amilaze
prisutne u ljudskom digestivnom traktu mogu da hidrolizuju glikozidne veze u kojima glukoza
sa sledecom monosaharidnom jedinicom povezana a-(1-4) ili a-(1—6) glikozidnom vezom
jasno je da su neki od oligosaharida koje sintetiSe dekstransahsaraza nesvarljivi pa time mogu
imati prebiotska svojstva.

2.3.1.2. Funkcionalni oligosaharidi koje sinteteise dekstransaharaza

Sinteza oligosaharida katalizovana glukansaharazama omogucéava dobijanje velikog
broja bioaktivnih GLOS-a a posebno su medu njima znacajni takozvani nedigestibilni
oligosaharidi koji imaju i prebiotski efekat (Monsan et al., 2010). Prednost prebiotika u odnosu
na probiotike zasnovana je na Cinjenici da su prebiotici potpuno otporni na agresivnu sredinu
gastrointestinalnog trakta kao i na to da su znatno jeftiniji i lakSi za upotrebu u razli€itim
dijetalnim rezZimima ishrane (Al-Sheraji et al., 2013; Goffin et al., 2011). Prema definiciji iz 2010,
prebiotici su dijetetske komponente koje selektivno stimuliSu rast i/ili aktivnost jedne ili viSe
vrsta/rodova mikroorganizama prisutnih u crevnom traktu i na taj nacin pospesuju zdravlje
domacina (Roberfroid et al., 2010). Tradicionalno u prebiotike su svrstavani samo nesvarljivi
oligosaharidi ali je definicija prebiotika od 2017 proSirena i pod prebiotikom se podrazumevaju
svi supstrati koje selektivno koriste mikroorganizmi Coveka i kroz interakciju sa
mikroorganizmom ostvaruju pozitivan zdravstveni efekat (Gibson et al., 2017).

Medu GLOS koje proizvode dekstransaharaze, najviSe paznje sa stanovista upotrebe kao
prebiotika, privlaCe oni sintetisani pomoc¢u dekstransaharaze iz bakterije Lc. mesenteroides
NRRL B-1299. Specifi¢canost ovog soja, to jest dekstransaharze koju proizvodi, je formiranje a-
(1-2)-veze u GLOS (izomaltooligosaharidima) nastalim kao proizvod akceptorske reakcije.
NajviSe je proucavana njihova sinteza upotrebom maltoze (Dols, Remaud Simeon, Willemot,
Vignon, & Monsan, 1997) metil i 1-O-a-D glukopiranozida (De Segura, Alcalde, Bernabé,
Ballesteros, & Plou, 2006; Plou, Martin, de Segura, Alcalde, & Ballesteros, 2002) kao akceptora.

Linearni izomaltooligosaharidi sa visokim stepenom polimerizacije takode pokazuju
prebiotski efekat kod ljudi i Zivotinja (Goffin et al., 2011; Hu, Ketabi, Dieleman, & Ganzle, 2011;
Yen, Tseng, Kuo, Lee, & Chen, 2011). Tacnije, istraZivanja su pokazala da izomaltooligosaharidi
sa stepenom polimerizacije od 3, 3 bivaju fermentisani u debelom crevu pacova (Iwaya et al.,
2012). Industrijska proizvodnja izomaltoooligosaharida ukljuc¢uje enzimsku hidrolizu skroba u
viskozni maltozni sirup, koja je pra¢ena delovanjem a-transglukosidaze (Goffin et al., 2011).
Ipak komercijalni izomaltoligosaharidi proizvedeni na ovaj nacin obi¢no sadrZe i veliki udeo
svarljivih ugljenih hidrata, ¢ime se smanjuje njihova funkcija kao prebiotika (Hu, Ketabi,
Buchko, & Ganzle, 2013). Izomaltoza, panoza i izomaltotrioza su glavni izomaltooligosaharidi
koji tada nastaju. NeSto Sto bi moglo da prestavlja obecavajucu alternativu za komercijalnu
sintezu izomaltooligosaharida sa kontrolisanom veli¢inom lanaca (uz variranje odnosa
saharoze i maltoze) je akceptorska reakcija sa dekstransaharazama. Sa povecanjem
saharoza/maltoza odnosa, povecava se stepen polimerizacije najzastupljenijeg i najduZeg
proizvoda (C. Y. Lee, Yun, Yun, Oh, & Kim, 1997; K. W. Lee et al.,, 2012; Su & Robyt, 1994). Ipak,
neophodne su detaljnije studije za pronalaZzenje optimalnih uslova sinteze
izomaltoooligosaharida sa ve¢im stepenom polimerizacije.

2.3. Povecanje efikasnosti procesa fermentacije - imobilizacija celija

KoriS¢enje imobilisanih celija predstavlja vrlo efektnu metodu za povecanje Celijske
mase u bioreaktoru kao i za povecanje efikasnosti iskoriS¢enja supstrata i produktivnosti
fermentacionog procesa uz minimalne troSkove (D. T. Santos, Sarrouh, Rivaldi, Converti, &
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Silva, 2008). NajceSce koriS¢ene tehnike za imobilizaciju celih ¢elija su one kod kojih se
upotrebljavaju sintetski materijali. Tu spada "zarobljavanje" unutar poroznog polimernog
matriksa i zadrZavanje iza mikroporozne barijere, kao i agregacija ili vezivanje Celija za
povrsinu nerastvornog nosaca (Oztop et al, 2003). Zbog brojnih nedostataka vezanih za
primenu sintetskih materijala, poslednjih godina u ekspanziji je potraga za obnovljivim,
jeftinim i prirodnim biomaterijalima koji poseduju kapacitete za vezivanje celija.

U literaturi ima malo dostupnih podataka o imobilizaciji ¢elija Lc. mesenteroides radi
produkcije enzima, dekstrana ili oligosaharida (El-Sayed, Abdul-Wahid, & Coughlin, 1992; El-
Sayed, Mahmoud, & Coughlin, 1990; Qader, Aman, & Azhar, 2011; Quirasco, Remaud-Simeon,
Monsan, & Lopez-Munguia, 1999). Medu prvima radovima je imobilizacija celih ¢elija soja Lc.
mesenteroides NRRL B-512F i to koriS¢enjem tri razlic¢ita nosaca: kalcijum alginata, poroznih
Cestica Celite (Cestice pecene dijatomejske zemlje, sastavljene od 80 % SiOz) i nerdajuceg celika
(El-Sayed, Abdul-Wahid, & Coughlin, 1992; El-Sayed, Mahmoud, & Caughlin, 1990). Kao rezultat
ovog istraZivanja dobijeno je da su slobodne ¢elije proizvele za 18 % viSe dekstransaharaze od
¢elija imobilisanih u kalcijum-alginatu ali i 64 % manje nego Celije imobilisane u Celitu. Najveci
problem prilikom imobilizacije celih ¢elija u kalcijum-alginatni matriks javio se zbog
raspadanja zrna usled produkcije molekula destrana. Sa tim u vezi sledeca istraZivanja koja su
sprovedena vezano za imobilizaciju Celija Lc. mesenteroides NRRL B-1299 soja u alginatna zrna
pokuSala su da prevazidu ovaj problem dodatkom maltoze u fermentacioni medijum i
preusemravanjem reakcije na sintezu oligosaharida (Quirasco, Remaud-Simeon, et al., 1999).
Kader (Qader) i saradnici su za potrebe proizvodnje dekstrana imobilisali celije Lc.
mesenteroides HA1 soja u akrilamidni gel. Slobodne c¢elije prestale su da proizvode ovaj
polisaharid ve¢ nakon 144 h, dok su imobilisane Celije nastavile da ga proizvode ¢ak i nakon
480 h. Ipak molekul dekstrana koji su proizvele imobilisane ¢elije bio je manje molekulske mase
u odnosu na onaj koji je proizveden od strane slobodnih ¢elija. Na osnovu ova dva parametra,
oni su zakljucili da akrilamid moZe da se koristi kao dobar nosa¢ za imobilizaciju celija i
proizvodnju dekstrana velike Cisto¢e na industrijskom nivou (Qader et al., 2011). Medutim
problem koriS¢enja ovog polimera leZi u €injenici da njegova upotreba nije ekoloski opravdana
i da bi nakon upotrebe trebalo uloziti dodatno napore za njegovo odlaganje/unistavanje.
Shodno tome postoji globalni trend koji potencira upotrebu “zelenih” materijala, koji nisu Stetni
za Zivotnu sredinu.

2.4. Upotreba agro-industrijskog otpada kao nosaca za imobilizaciju celija

Agro-industrijskim otpadom smatra se otpad koji nastaje tokom industrijske obrade
poljoprivrednih ili Zivotinjskih proizvoda. Onaj koji potice nakon obrade poljoprivrednih
proizvoda obuhvata materijale kao Sto su slama, liS¢e, kore, ljuSture, semena, pulpa iz voca,
mahunarke ili Zitarice (pirinac, pSenica, kukuruz, jecam...), rezanac koji nastaje nakon obrade
Secerne trske ili repe, talog od kafe ili ostaci zrna koji zaostaju nakon proizvodnje piva, kao i
mnogi drugi. Svake godine se generisu velike koli¢ine agro-industrijskog otpada. Ranijih godina
je ovakav otpad uglavnom koriS¢en za ishranu Zivotinja ili je uniStavan spaljivanjema. Danas,
nalaZenje alternativa za ponovnu upotrebu ovog otpadnog materijala je cilj kome se sve viSe
tezi u velikom broju zemalja Sirom sveta, uzimajuci pri tome u obzir i ekonomski aspekt i uticaj
na Zivotnu sredinu. Ponovna upotreba agro-industrijskog otpada u nekom fermentacionom
procesu je od posebnog interesa pre svega zbog svoje dostupnosti, niske cene kostanja,
karakteristika koje omogucavaju dobijanje velikog broja jedinjenja koja imaju ekonomsku
vrednost (enzima, bioaktivna jedinjenja, mlecne kiseline, aroma i tako dalje), a pored toga ovo
predstavlja i ekoloski prihvatljivu alternativu za njegovo odlaganje. Agro-industrijski otpad u
procesu fermentacije moZe da ima ulogu nosaca za Celije ili da bude izvora ugljenika, azota i/ili
mineralnih materija, ¢ime bi se znatno pojeftinio proces fermentacije i omogucio da se izbegne
upotreba skupih hemikalija koje su glavne komponente fermentacionih medijuma. Kao
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posledica toga, viSe ekonomskih procesa moglo bi biti uspostavljeno za uvodenje/realizovanje
u industrijskim uslovima (Mussatto, Ballesteros, Martins, & Teixeira, 2012).

2.4.1. Tipovi agro-industrijskog otpada

Vecinu agro-industrijskog otpada ¢ini lignocelulozna biomasa (nju ¢ini hemiceluloza,
celuloza i lignin) (Mussatto et al., 2012). Drugi deo otpada se moZe oznaciti kao industrijski
otpad koji sadrZi otpadne vode iz razl¢itih industrijskih/fabri¢kih postrojenja kao i druge
sporedne proizvode iz industrijske prerade razli¢itih biljnih sirovina (Se¢erna repa, trska,
krmno bilje, je¢am, pSenica...).

2.4.2. Medu- i nusproizvodi Secerne repe

Pri preradi SeCerne repe u konzumne kristale Secera, javljaju se razli¢iti meduproizvodi
ovog procesa kao Sto su ekstrakcioni, retki i gusti sok, kao i nusproizvodi melasaiizluzenirepini
rezanci (D. Vucurovi¢, 2015).

2.4.2.1. IzluZeni repin rezanac

IspoS¢eni material iz industrije Secera, koji zaostaje nakon difuzije vru¢om vodom da bi
se izvukao Secer iz repe, naziva se izluZeni repin rezanac. Visok sadrZaj polsaharida i porozna
struktura su karakteristike koje kvalifikuju ovu sirovinu u potencijalni supstrat za gajenje
mikroorganizama. Kako je sporedni proizvod, njegovo odlaganje predstavlja veliki problem, pa
se izluZeni repin rezanac, pomes$an sa melasom i ispresovan u formi briketa, uglavnom koristi
kao hrana za Zivotinje (Nigam, 1994).

Mihajlovski i saradnici koristili su repin rezanac kao nosa¢ za imobilizaciju celija
bakterija roda Paenibacillus za proizvodnju enzima amilaza (Mihajlovski et al, 2016).
Imobilizacija ¢elija na povrsini i u unutrasnjosti repinog rezanca je posledica prirodne adhezije
bakterija. Kako je povrsina celija Paenibacillus negativno naelektrisana a povrsina rezanca
pozitivno naelektrisana elektrostaticke interakcije omogucavaju imobilizaciju(Mihajlovski et
al,, 2016; V. M. Vucurovi¢ & Razmovski, 2012b), Na slici 2.4. prikazana je unutrasnja struktura
repinog rezanca i ¢elije bakterija koje su se imobilisale u unutrasnjosti i na povrsini.

1%

’

Slika 2.4. Skenirajuca elektronska mikrografija repinog rezanca sa baznim pretretmanom (a)
uvelicanje 5000x; (b) uvelicanje 10 000x; (c) P.chitinolyticus CKS1 imobilisan na povrsini (b)
(5000x%); na povrsini i u Suplinama (c) (10 000x) i (e) (5000x) (Preuzeto i modifikovano iz
(Mihajlovski et al., 2016))

2.4.2.2. Melasa

Melasa, sporedni proizvod industrije SeCera, moze da sadrZzi i do 54 % ugljenih hidrata
(Nigam & Vogel, 1991) medu kojima je saharoza svakako najzasatupljenija (50 %), dok se
glukoza, fruktoza i rafinoza prisutne u znato manjem procentu (Harland, Jones, & Hufford,
2006). Takode sastav melase je dosta sloZzen i pored ugljenih hidrata sadrzi i brojne
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komponente kao Sto su mineralne materije, organske supstance i vitamini (L. R. Rodrigues,
Teixeira, & Oliveira, 2006).

Pre svega zbog svog raznovrsnog i bogatog sastava, a svakako i zbog niske cene, melasa
predstavlja pogodan materijal/supstrat u mikrobioloSkim fermentacijama (Mihajlovski et al.,
2016). Za primenu melase, kao supstrata za gajenje mle¢nih bakterija, neophodno je izvrsiti
njenu pripremu Kkoja se satoji iz tri koraka: razblaZiti melasu, podesti odgovarajucu pH vrednost
i na kraju je sterilisati. Pri visokim koncentracijama supstrata, pre svega ugljenih hidrata a onda
i drugih nutrijenata kao $to su neorganske soli Na, K'i Fe (Ergun & Ferda Mutlu, 2000), usled
visokog osmotskog pritiska moZe da bude inhibiran rast bakterijskih Celija a samim tim i
formiranja proizvoda metabolizma, RazblaZenjem melase se postiZze dobijanje optimalne
koncentracije supstrata. Pri ve¢im koncentracijama Se¢era moZe doc¢i do delimicne ili potpune
inhibicije rasta. Koliko ¢e biti razblaZzenje melase, koja ¢e se koristiti kao supstrat za
mikrobiolosku podlogu, zavisi kako od vrste mlecne bakterije tako i od sredine iz koje je
izolovana. Srbija poseduje znacajne zalihe Sec¢erne repe i 2011. godine izvoz melase bio je
59.655 t (Mojovic et al.,, 2013).

2.5. Imobilizacija dekstransaharaze

Dekstransaharaza koju sintetiSe Lc. mesenteroides NRRL B-512 je enzim koji se u
industriji koristi za komercijalnu proizvodnju dekstrana i oligosaharida. Da bi se uopste
govorilo o industrijskoj (i ekonomski opravdanoj) primeni dekstransaharaze, ona mora biti
imobilisana, Sto znac¢i da treba da bude ogranicena u slobodnom kretanju u odredenom
prostoru uz zadrZavanje katalitiCke sposobnosti ¢cime se omogucava i njeno koriS¢enje u visSe
kontinuiranih ciklusa (KnezZevi¢-Jugovi¢, 2008). Imobilizacija mora da se odvija na veoma
jednostavan i ekonomski isplativ nacin, u danasnje vreme je poZeljno da to bude i ekoloski
prihvatljivo, sa ciljem viSestruke upotrebe enzima tokom duZeg vremenskog perioda (Guisan,
2006). Poslednjih godina, veliki broj protokola za imobilizaciju dekstransaharaze objavljen je u
naucnoj literaturi, medu kojima su: adsorpcija, kovalentna imobilizacija i obuhvatanje enzima
nosacem/inkapsulacija (Slika 2.5.). Samo mali broj njih zadovoljava sve kriterijume kao Sto su
jednostavnost postupka imobilizacije uz veliko poboljsanje funkcionalih osobina enizma, od
kojih se pre svega misli na kataliticku aktivnost, stabilnost (operativna, pH ili termicka),
specifi¢nost i slicno.

/]
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Slika 2.5. Sematski prikaz metoda imobilizacije enzima: (A) kovalentna imobilizacija, (B)
adsorpcija, (C) obuhvatanje enzima nosacem i (D) inkapsulacija (Preuzeto i modifikovano iz
(Reis et al., 2019))

Kaboli i Reili su bili prvi koji su pokusali da imobiliSu dekstransaharazu ali bez velikog
uspeha (Kaboli & Reilly, 1980). Oni su jo$ tada dosli do zakljucka da je dekstransaharaza enzim
koji je izuzetno komplikovano imobilisati. Ipak, kao Sto se moze videti u literaturi, sa najvise
prepreka prilikom imobilizacije ovog enzima susreli su se istrazivaci koji su pokusali
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kovalentno da imobiliSu ovaj enzim, Sto zbog ¢injenice da je dekstran maskirao reaktivne grupe
na enzimu a Sto zbog inaktivacije enzima tokom imobilizacije (Funane, Ishii, Ono, & Kobayashi,
2005; Parlak, Ustek, & Tanriseven, 2013; Robyt, Yoon, & Mukerjea, 2008).

2.5.1. Kovalentna imobilizacija

Kovalentna imobilizacija enzima zasniva se na stvaranju jakih hemijskih veza izmedu
funkcionalnih grupa enzima i funkcionalnih grupa prisutnih na povrsini ¢vrstog nosaca. Enzimi
se uglavnom vezuju za nosac¢ preko funkcionalnih grupa koje se nalaze na aminokiselinama
(karboksilnih grupa, a- i e- amino grupa, sulthidrilnih grupa, hidroksilnih grupa, i tako dalje).
Neke od ovih grupa, na primer, SH- (sulfhidrilna) ili - amino grupa mogu da reaguju direktno
sa odgovaraju¢im grupama na nosacu (Tischer & Wedekind, 1999). Druge grupe, kao Sto je
hidroksilna grupa, najcesce nisu dovoljno reaktivne tako da je poZeljno prethodno aktivirati ili
sam enzim ili nosac. Znatno ¢eSce se pribegava aktivaciji odnosno, modifikaciji povrsine nosaca.
Postupci kovalentne imobilizacije enzima se sastoje iz dve faze: a) aktivacija ili modifikacija
povrSine nosaca i b) vezivanje enzima za nosac. Pod aktivacijom povrsine nosaca podrazumeva
se izvodenje hemijske reakcije izmedu nosaca i aktivatora, pri ¢emu se na njegovoj povrsini
uvode nove funcionalne grupe. Neke od najces¢e primenjivanih metoda aktivacije matriksa su:
aktivacija -OH ili -COOH grupe jedinjenjima sa aktivnim atomom hlora, aktivacija -NH> grupe
diazotovanjem, aktivacija -COOH grupe epoksidnim grupama i tako dalje. Ipak,
najprimenljivaniji nacini aktivacije nosaca su aktivacija -OH grupe cijanogenbromidnom
metodom koju su uveli Aksen i saradnici (Axén, Porath, & Ernback, 1967; Porath & Axén, 1976)
kao i aktivacija -NH grupe glutaraldehidom i epihlorhidrinom (Betancor et al., 2006a).

Najvaznija prednost kovalentne imobilizacije u odnosu na ostale metode imobilizacije,
je ta Sto su ovako imobilisani enzimi stabilni u Sirokom opsegu spoljnih uslova pa ne dolazi do
spiranja enzima sa nosaca i kontaminacije proizvoda. Druga prednost je u broju postupaka i
specificnih agenasa koji se koriste, pa je prema tome ova metoda raznovrsnija od ostalih i otvara
mogucnost ciljane promene svojstava imobilisanog enzima. Tre¢a, ali ne i najmanje znacajna, je
da su gubici aktivnosti enzima usled difuzionih limitacija u ovim sistemima znatno manji zbog
nacina vezivanja enzima za nosac. Zbog svega predhodno navedenog, ova metoda imobilizacije
enzima ima veliku primenu u medicini, prehrambenoj i farmaceutskoj industriji. Osnovni
nedostaci kovalentne imobilizacije su velika potrosnja skupih reagenasa, postupci aktivacije
nosaca i potencijalni gubitak aktivnosti enzima u samom postupku imobilizacije. Pored toga,
postupci regeneracije nosaca su dosta sloZeni i skupi (KneZevi¢-Jugovi¢, 2008).

Nekoliko razlic¢itih istraZivackih grupa bavilo se kovalentnom imobilizacijom
dekstransaharaze. Dekstransaharaza je imobilisana na Bio-Gel P-2 (Robyt et al, 1974),
poliakrilamidnom gelu, celulozno acetatnim membranama, polisulfonskim membranskim
modulima sa Supljim vlaknima (Robyt & Corrigan, 1977; Robyt & Taniguchi, 1976) i alkilamin
poroznoj siliki (Kaboli & Reilly, 1980). Takode, postoji opisana u literaturi i kovalentna
imobilizacija dekstransaharaze na a-aminopropil i glutaraldehid aktiviranoj poroznoj siliki
(Monsan & Lopez, 1981; Monsan, Paul, Auriol, & Lopez, 1987). U ve(ini ovih studija dobijen je
niski prinos imobilizacije aktivnosti, niska specificna aktivnost i mala operativna stabilnost
imobilisanog enzima. Ovi rezultati ukazuju na ¢injenicu da su neke od reaktivnih grupa koje su
prisutne u katalitickom domenu, kao na primer lizin, reagovale sa aldehidnim i epoksi grupama
nosaca za kovalentnu imobilizaciju. Pored toga, dekstran vezan za enzim maskira reaktivne
grupe na povrsSini, i na taj na¢in onemogucava kovalentnu imobilizaciju dekstransaharaze
(Funane et al., 2005; Parlak et al.,, 2013; Robyt et al., 2008). Da bi prevazisli ovaj problem,
razlicite grupe istrazivaca koristile su dodatne korake preciS¢avanja radi uklanjanja molekula
glukana sa povrsine enzima pre samog postupka kovalentne imobilizacije.
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Medu svim dosad koriS¢enim nosacima, nosaci koji sadrze epoksi grupe pokazali su se
kao najbolji za imobilizaciju ovog enzima kao i za potencijalnu industrijsku primenu
(Katchalski-Katzir & Kraemer, 2000; Mateo, Fernandez-Lorente, Abian, Fernandez-Lafuente, &
Guisan, 2000). Epoksi aktivirani nosa¢i mogu hemijski da reaguju sa velikim brojem razlicitih
nukleofilinih grupa prisutnih na povrsSini proteina pre svega sa lizinom, histidinom, cisteinom i
tirozinom (Mateo et al., 2008).

Gomez de Segura i saradnici su autori koji su imobilisali dekstransaharazu na epoksi
aktivirane akrilne polimere sa drugacijim morfoloSkim svojstvima (Eupergit C and Eupergit C
250L) (De Segura et al., 2004). U cilju povecanja dostupnosti reaktivnih grupa na povrsini
enzima za reakciju sa epoksi grupama na povrsini nosaca, enzim je nakon hromatografskog
preciS¢avanja dodatno tretiran. Nativna dekstransaharaza, koja moZe da sadrZi i do 80 g
glukoze/ g proteina (Graebin, Schoffer, et al., 2016), tretirana je dekstranazom da bi se
osiguralo potpuno uklanjanje dekstranskog sloja. Rezultati istraZivanja pokazali su takode i da
kod nosaCa Eupergit C 250L dekstransaharaza mozZe da se veZe i unutar njegovog
makroporoznog matriksa, zbog toga Sto ovaj nosa¢ ima ve¢u zapreminu i veci dijametar pora u
poredenju sa Eupergit C, Sto objasnjava i vecu aktivnost ovog nosaca (do 710 U/g nosaca).
KoriS¢enjem Eupergita C 250L maksimalni prinos aktivnosti nakona imobilizacije i separacije
imobilisanog enzima je 22 %, i imobilisana dekstransaharaza zadrZala je tokom 2 dana na 30
°CipH 5,4 viSe od 40 % od svoje pocetne aktivnosti.

HaSem i saradnici (A. M. Hashem, Gamal, Hassan, Hassanein, & Esawy, 2016) bavili su se
proucavanjem kovalentne imobilizacije dekstransaharaze iz bakterije Enterococcus faecalis
Esawy na karboksimetil celulozna zrna sa Fe3* umreZenim alginatom modifikovanim polietilen
aminom i glutaraldehidom. Novina u njihovom istraZivanju u odnosu na prethodna, bila je i u
nacinu preciS¢avanja i koncentrovanja enzima. Nakon centrifugiranja i odstranjivanja celija,
supernatant je propusten kroz sistem membrana sa velicinom pora 10,000 NMWL, i na taj nacin
dekstransaharazi su uklonjene sve necistoce Cija je molekulska masa bila vec¢a od velic¢ine pora.
Prinos imobilizacije aktivnosti na ovom nosacu bio je 94,35 %. Pored toga, nakon imobilizacije
dekstransaharaze za ovaj nosac u velikom obimu se povecala i temperaturna i pH stabilnost
imobilisanog enzima u odnosu na slobodan, i to pre svega zahvaljuju¢i kovalentnim vezama
koje su nastale a koje su zastile enzim od konformacionih promena (Mateo et al., 2008; Mateo
etal,, 2002). Vracanjem enzima u cikluse pokazano je da enzim zadrzava 60 % od svoje pocetne
aktivnosti ¢ak tokom 15 uzastopnih ciklusa (A. M. Hashem et al., 2016).

Alkalde sa saradnicima (Alcalde et al., 1999) ispitivao je kovalentnu imobilizaciju
dekstransaharaze na aktiviranoj siliki (silica X030). Klju¢ni korak u poboljsanju parametara
imobilizacije i kod ovih autora bilo je uklanjanje sloja dekstrana sa povrsine enzima, $to je
doprinelo povecanju prinosa imobilizacije aktivnosti sa 0,6 % za nativnu dekstransaharazu na
13 % za dekstransaharazu kojoj je prethodno uklonjen dekstran. Niska vrednost prinosa
imobilizacije aktivnosti moZe da bude objasnjena ucesé¢em ostatka lizina prisutnih u
katalitickom domenu dekstransaharaze u formiranju kovalentnih veza sa nosa¢em. Interakcija
lizina sa nosacem menja konformaciju proteina i na taj na€in se menja kataliticka aktivnost
imobilisanog enzima (Funane et al., 2005; Goyal & Katiyar, 1998,a 1998b). Prinos imobilizacije
aktivnosti biokatalizatora imobilisanog na siliki opala je za 48 h reakcije sa 58 % na 17 %, Sto
se nije desavalo u slucaju imobilizacije dekstransaharaze u alginatna zrna, gde je i nakon 48 h
reakcije ostala 100 % (Alcalde et al,, 1999).

2.5.2. Imobilizacija adsorpcijom

Adsorpcija je jedna od najstarijih i najjednostavnijih metoda imobilizacije enzima. Jos
1916. godine zapaZeno je da je invertaza adsorbovana na aktivhom uglju zadrzala svoju
kataliticku aktivnost (Nelson & Griffin, 1916). Pre toga je ustanovljeno da cela Celija moze
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uspeSno da se adsorbuje na pogodan Cvrst nosaC. Ova metoda imobilizacije bazirana je na
adsorpciji enzima iz vodenog rastvora na povrsinu nerastvornih ¢estica nosaca. Tacnije, ona se
zasniva na formiranju nekovalentnih interakcija izmedu molekula enzima i nosaca kao Sto su
vodonicne veze, jonske interakcije, hidrofobne interakcije i Vander Walls-ove sile, koje se
uspostavljaju izmedu molekula enzima i nosac¢a (Shanmugam, 2009). Osnovne prednosti ove
metode su pristupacnost i niska cena adsorbenata, jednostavnost postupka (bez upotrebe
skupih i toksi¢nih hemikalija), jednostavnost regeneracije nosaca posle upotrebe i oCuvanje
enzimske specificnosti i aktivnosti. Takode, poSto su interakcije izmedu enzima i nosaca slabe
nekovalentne veze, ovaj model imobilizacije se moZe uporediti sa Celijskom membranom.
Glavni nedostaci ove metode imobilizacije su ti Sto se teSko moZe standardizovati i to Sto se
molekuli enzima mogu lako desorbovati usled prisustva jonskih supstanci ili drugih proteina u
rastvoru (KneZevi¢-Jugovi¢, 2008)

Postoji samo nekoliko radova vezanih za imobilizaciju dekstransaharaze adsorpcijom.
Kaboli i Reili (Kaboli & Reilly, 1980) pokusali su da veZu dekstransaharazu dobijenu iz Lc.
mesenteroides 512 F anjonskim jonoizmenjiva¢ima na DEAE-celulozu, DEAE- Sephadex A-25 i
A-50, i katjonske kolone SP-Sephadex C-25 i C-50, ali bez zadovoljavaju¢ih rezultata.
Hidroksiapatit (Gupta & Prabhu, 2008), Sephadex G200 (Kobs, 1991), i fenoksiacetil celuloza
(Chang, Ghim, Cho, Landis, & Reilly, 1981) su takode ispitivani kao potencijalni nosaci za
imobilizaciju biokatalizatora ali bez veceg uspeha.

2.5.3. Obuhvatanje enzima nosacem

Obuhvatanje enzima nosacem predstavlja fizicko ograni¢avanje kretanja enzima unutar
odredenog prostora. Pod ovim pojmom podrazumevaju se procesi smestanja enzima u matrice
mikroinkapsulaciju (KnezZevi¢-Jugovi¢, 2008). Ovaj metod imobilizacije najceS¢e zahteva
postupak takozvane in situ polimerizacije, koji se izvodi tako $to se sinteza polimernog matriksa
vrsi u prisustvu enzima (enzim se dodaje u rastvor monomera pa se zatim vrsi polimerizacija)
(Sheldon, 2007; Sheldon & van Pelt, 2013). Prednosti enzima nosacem su sledece: metoda je
jednostavna i univerzalna, enzim je zasti¢en od negativnih uticaja spoljasnje sredine (tu spada
i mogucnost mikrobioloSke kontaminacije) i na kraju, velika moguénost izbora polaznih
monomera. Za imobilizaciju enzima u polimerne matrice se uglavnom koriste poliakrilamidni
(reakcija akrilamida i N,N'-metilenbisakrilamida) i poli(2-hidroksietil metakrilatni) gelovi
(PHEMA) (Shanmugam, 2009) ili pak prirodni polisaharidi (skrob, agar, alginat, karaginan i
tako dalje) i proteinske materije (kolagen, Zelatin). Najve¢i nedostatak, odnosno, poteSkoc¢a u
primeni ove metode je pronalaZenje takve matrice gela, koja sa jedne strane treba da bude
dovoljno porozna da kroz nju prolaze molekuli supstrata i proizvoda reakcije, a da enzim ne
moZe da izade iz matrice. Dakle, ova metoda je logican izbor kod reakcija u kojima su supstrat i
proizvod reakcije, molekuli malih molekulskih masa (Shanmugam, 2009).

NajviSe proucavana tehnika imobilizacije dekstransaharaze u literaturi je obuhvatanje
enzima unutar nosaca to jest "zarobljavanje". Ovu metodu su koristile razliite grupe autora,
manje ili viSe uspesno, a kao najvecu prednost ove metode navodili su to Sto omogucava
imobilizaciju bez stvaranja hemijske veze izmedu enzima i nosaca (Alcalde et al., 1999; Olcer &
Tanriseven, 2010; Reischwitz, Reh, & Buchholz, 1995). U poredenju sa drugim metodama
imobilizacije dekstransaharaze, obuhvatanje enzima unutar nosata daje vete prinose
aktivnosti koje se kre¢u u opsegu od 57 % to 98 % (Alcalde et al.,, 1999; Berensmeier, Jordening,
& Buchholz, 2006; De Segura et al.,, 2006; Kothari et al., 2012; Reischwitz et al., 1995).

Poslednjih 20 godina najvisSe naucnika bavilo se imobilizacijom dekstransaharaze u
alginatne kuglice ili alginatna vlakna (Alcalde et al.,, 1999; A. Hashem, El-Refaei, Gebril, & Abdel-
Fattah, 2012; Kothari et al.,, 2012; Tanriseven & Dogan, 2002). Ovaj metod imobilizacije je inace
u Cestoj upotrebi za imobilzaciju Celija i delova ¢elija (pre svega zato Sto su globularni proteini

20



previSe mali u poredenju sa velicinom pora u alginatnom gelu) (Thu, Smidsrgd, & Skjak-Brk,
1996). Ipak i imobilizacija dekstransaharaze "zarobljavanjem" (smeStanjem, inkapsulacijom) u
alginate pokazala je visoku i dobru stabilnost za dalju manipulaciju (operativnu stabilnost).
Rezultati pokazuju da je imobilizacija ovog enzima u alginatu pre svega moguca zahvaljujuci
njegovoj jedinstvenoj supramolekulskoj strukturi (Reischwitz et al, 1995). Prednost
dekstransaharaze, u odnosu na druge enzime (za ovaj nacin imobilizacije), upravo leZi u tome
Sto je njena povrSina prekrivena slojem dekstrana koji sprecava curenje ovog enzima iz
matriksa (Alcalde et al., 1999).

Alkalde sa saradnicima (Alcalde et al., 1999) je pokazao da u pogledu prinosa
imobilizacije i stabilnosti imobilisanog enzima, "zarobljavanje" dekstransaharaze u kalcijum
alginatna zrna daje najbolje rezultate. Ovaj enzim imobilisan u alginatna zrna, uspeo je da zadrzi
svoju aktivnost ¢ak nakon upotrebe u sedam uzastopnih ciklusa (Alcalde et al., 1999). Najvecu
manu ove metode predstavlja razaranje alginatnih zrna kao i gubitak kataliticke aktivnosti
tokom viSe uzastopnih ciklusa, koja je najverovatnije posledica transportnih ogranicenja u/iz
alginatnih zrna, kao i raspadanja i cepanja samog zrna usled formiranja dekstrana (Alcalde et
al., 1999; Reh, Noll-Borchers, & Buchholz, 1996). Berensmajer (Berensmeier) i saradnici su
takode u svojim radovima pokazali da velika kolicina dekstrana koja okruzuje
dekstransaharazu, verovatno predstavlja uzrok smanjenja kataliticke aktivnosti kao posledice
ograni¢enog prenosa mase (Berensmeier, Ergezinger, Bohnet, & Buchholz, 2004). Posle ovih
saznanja zakljuceno je da dekstransaharaza imobilisana u alginatni matriks (zrna, kuglice),
moze da se koristi samo za sintezu oligosaharida, poSto dekstran velike molekulske mase ne
moze da difunduje iz zrna a da ne izazove raspadanje samog zrna (Parlak et al., 2013;
Tanriseven & Dogan, 2002).

Vlakna Kapsule Kuglice

2.6. llustracija razlic¢itih alginatnih matriksa (vlakana, kapsula i kuglica) koji su
kori$éeni za imobilizaciju (Preuzeto i modifikovano iz (Olger & Tanriseven, 2010))

Od tada razli¢ite grupe naucnika pristupaju reSavanju ovog problema na dva nacina.
Jedan od pristupa (Olcer & Tanriseven, 2010) podrazumeva ko-imobilizaciju dekstransaharaze
i dekstranaze u cilju poboljSanja uslova proizvodnje oligosaharida, ili jo§S preciznije
izomaltooligosaharida (slika 2.6.). Dekstranaza je imobilisana sa namerom da resi problem koji
stvara dekstran u alginatnim polimerima. Rezultat ko-imobilizacije enzima u alginatnim
"kapsulama", dao je visok prinos imobilizacije aktivnosti od ¢ak 71 % i Sto je joS vaznije, oba
enzima zadrzala su svoju aktivnost tokom 20 ponovljenih upotreba u SarZnom reaktoru.
Novorazvijeni metod ko-imobilizacije dekstransaharaze i dekstranaze u alginatnim kapsulama
predstavlja jednostavan ali efikasan metod koji ima veliku potencijalnu primenu za industrijsku
proizvodnju oligosaharida (Olger & Tanriseven, 2010). Drugi nau¢nici (Alcalde et al., 1999;
Kothari et al.,, 2012), su u reakcionu smeSu dodavali maltozu, izomaltozu ili druge akceptorske
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molekule, da bi se favorizovala reakcija sinteze oligosaharida u odnosu na reakciju sinteze
dekstrana i na taj nacin sprecili razaranje polimernog matriksa koji je koriS¢en za imobilizaciju.

U oba slucaja, velika prednost ovog nacina imobilizacije dekstransaharaze leZi u
jednostavnosti medusobnog odvajanja proizvoda, dekstrana od oligosaharida, pri Cemu
dekstran zahvaljujuci svojoj veli€ini ostaje unutar zrna, dok oligosaharidi bivaju desorbovani u
reakcioni medijum. Jo$ jedna prednost leZi u tome Sto alginatni matriks deluje kao zaStita
biokatalizatora, Sto je i potvrdeno u brojnim radovima u kojima je polu-Zivot dekstransaharaze
imobilisane obuhvatanjem bio duZi u poredenju sa polu-Zivotom slobodne dekstransaharaze
(Alcalde et al., 1999; Berensmeier et al., 2004; Dols-Lafargue, Willemot, Monsan, & Remaud-
Simeon, 2001).

2.5.4. Nove metode za imobilizaciju dekstransaharaze

Da bi poboljsali neke parametre imobilizacije dekstransaharaze, kao Sto su kataliticka
aktivnosti tip proizvoda reakcije, nekoliko istraZivackih grupa koristilo se razli¢itim metodama
proteinskog inZenjeringa (Fabre et al., 2005; Monchois, Remaud-Simeon, Russell, Monsan, &
Willemot, 1997; Moulis et al, 2006). Ovakve strategije u kombinaciji sa razli¢itim
imobilizacionim tehnikama dale su dobre rezultate. BioinZenjerska studija u kojoj je kreirana
nova dekstransaharaza udruzena (fuzionisana) sa glutation-S-transferazom (GST) omogucdila je
lakse formiranje kovalentne veze izmedu ovog enzima i Eupergita C 250L (Parlak et al., 2013).
Ovom modifikacijom uvedene su aminokiseline: 21 lizin, 18 asparaginsih kiselina, 16
glutaminskih kiselina i 4 cisteina. Rezultati ovih eksperimenata pokazali su koliko je znacajna
primena proteinskog inZenjeringa, tacnije fuzije proteina, kao metode za poboljSanje
imobilizacije enzima. U slucaju dekstransaharaze imobilisane na ovaj nacin prinos imobilizacije
proteina je bio 100 % a prinos imobilizacije aktivnosti 83 %. Poredenja radi, pod optimalnim
uslovima, imobilzacija dekstransaharaza bez GST imala je prinos imobilizacije proteina od 100
% ali samo 3 % prinos imobilizacije aktivnosti. Takode, imobilisan enzim nije pokazao gubitak
aktivnosti ni posle 15 uzastopnih ciklusa a zadrzao je pocetnu aktivnost nakon skladistenja na
4 °C tokom 35 dana.

2.5.5. Imobilizacija na nanonosace

Intenzivna istrazivanja na polju nanotehnologije dovela su do razvoja sintetickih
procedura koje mogu da obezbede nanomaterijale Zeljenih osobina. Imobilizacija enzima je
novo perspektivno polje za upotrebu nanomaterijala. Novija istrazivanja ukazala su da
imobilizacija enzima na nanomaterijale moZe da poboljSa njegovu operativnu, termicku i pH
stabilnost (J. Kim, Grate, & Wang, 2006). Za imobilizaciju enzima, esencijalne karakteristike
nanocestica su veli¢ina Cestica, specificna povrsina i veli¢ina pora. Porozni nanomaterijali
obezbeduju redukovane difuzione limitacije za supstrat i veliki kapacitet za vezivanje enzima
po masi nosaca zahvaljuju¢i velikoj specificnoj povrsini. Za uspesSnu primenu poroznih
nanomaterijala za imobilizaciju enzima jedan od najbitinijih zahteva je obezbediti neometanu
difuziju supstrata/proizvoda u ili iz pora nanomaterijala (Garcia-Galan, Berenguer-Murcia,
Fernandez-Lafuente, & Rodrigues, 2011). Imobilizacija enzima u pore nosaca sprecava
formiranje intermolekularnih interakcija (kao Sto su agregacija i proteoliza) i Stiti enzim od
izloZenosti uticajima spoljne sredine (vazduh, kiseonik, organski rastvaraci) koji mogu da
izazovu neZeljene konformacione promene u strukturi enzima a time i deaktivaciju (Betancor
etal.,, 2005).

Magnetne i silika su nanocestice najceS¢e koris¢eni nanomaterijali za imobilizaciju
enzima (Banjanac, Mihailovi¢, Prlainovic, Corovié, et al., 2016; Banjanac, Mihailovi¢, Prlainovi¢,
Stojanovig, et al., 2016; Gokhale, Lu, & Lee, 2013; M. Il Kim et al., 2006; Pashangeh, Akhond,
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Karbalaei-Heidari, & Absalan, 2017). Nanocestice zlata, kalaj dioksida, cink dioksida i hitozana
takode su nasle primenu kao matriksi za imobilizaciju enzima (Cipolatti et al., 2014; Graebin,
Schoffer, et al,, 2016).

U poredenju sa drugim nanomaterijalima, TiO; poseduje antimikrobna svojstva
(aktivnost), mehanicku snagu i visoku otpornost na koroziju (Mihailovi¢ et al., 2010; Mili¢evi¢
etal, 2015). Zahvaljujudi tim karakteristikama, nanocestice TiO2 koriS¢ene su kao odgovarajuci
nosac za imobilizaciju nekoliko razlic¢itih enzima (Bang et al., 2011; Ji, Nguyen, Hou, Hai, & Chen,
2017; Yang et al., 2014; Zhuang et al., 2017). Samo u radu Janga i saradnika (Yang et al., 2014)
iskoriS¢ena je prednost formiranja kompleksa sa prenosom naelektrisanja (CTC) izmedu
povrSine atoma Ti i liganda kateholat tipa (dopamina) za funkcionalizaciju TiO2 sa ciljem da se
poveca sorpcioni kapacitet (kapacitet za vezivanje proteina) nosaca za imobilizaciju enzima.
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CIL] RADA

Sagledavajuci znacaj enzimskih proizvoda dekstransaharaze u razliitim granama
prehrambene, hemijske i farmaceutske industrije, u ovoj doktorskoj disertaciji su postavljena
4 osnovna cilja.

1. Imajuci u vidu da se pravilnom selekcijom, kombinovanjem i optimizacijom sastava
hranljive podloge kao i uslova gajenja, mogu postici veci prinosi sintetisanog enzima, prvi cilj je
bio ispitati i utvrditi optimalne uslove proizvodnje enzima dekstransaharaze pomoc¢u novog
bakterijskog soja Lc. mesenteroides T3. U okviru ovog cilja, posebno je bilo od interesa ispitati
mogucnost koriS¢enja otpadnih sirovina agro-industrije (melase i izluZenih repinih rezanaca iz
proizvodnje Secera) za dobijanje enzima.

2. Dabi se sagledao potencijal primene dobijenog enzima, cilj je bio da se izvrSi njegova
karakterizacija, posebno sa aspekta uticaja pH, temperature i dodatka razlic¢itih jona.

3. Potencijal primene enzima u industriji, pored njegove kataliticke aktivnosti, uveliko
je odreden i njegovom stabilno$¢u. Jedan od nacina stabilizacije enzima je imobilizacija na
razli¢ite nosace. U tu svrhu, postavljen je cilj da se ispita mogucnost imobilizacije
dekstransaharaze na nanocestice TiO2 (Degussa P25) kao i unutar agar-agar filmova uz
odredivanje proizvoda kataliticke aktivnosti imobilisanih enzima.

4. Kao poseban cilj, postavljeno je ispitivanje moguc¢nosti unapredenja imobilizacije
dekstransaharaze primenom funkcionalizacije komercijalnih nanocestica TiO; (Degussa P25)
kako bi se dobili nosaci povecanog kapaciteta za vezivanje dekstransaharaze.
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

3.1. Materijali

U ovoj doktorskoj disertaciji tokom eksperimentalnog rada koriS¢en je sledeci
mikroorganizam za proizvodnju enzima dekstransaharaze, Lc. mesenteroides T3, prirodni izolat
iz zrna vodenog kefira (Davidovi¢, Miljkovi¢, Antonovi¢, et al,, 2015) (Katedra za Biohemijsko
inZenjerstvo i biotehnologiju TehnoloSko-metalurskog fakulteta, Univerzitet u Beogradu).

Kao komponente za pripremu hranljivih podloga za rast mikroorganizma i produkciju
enzima korisceni su:

+ Komponente za mikrobioloske podloge:
Agar (Torlak, Beograd, Srbija)

Pepton (Torlak, Beograd, Srbija)

Kvascev ekstrakt (Torlak, Beograd, Srbija)
Mesni ekstrakt (Torlak, Beograd, Srbija)

+ Otpadne sirovine:
e izluZen repin rezanac i
e melasa
Kori$¢en je izluZen repin rezanac pod komercijalnim imenom Fibrex 620 (koji sadrzi na
100 g: proteina 8,0 g; Secera 5,5 g; masti 1,0 g; vlakana 67g od kojih je hemiceluloza 42 %,
celuloza 28 %, pektin 27 % i lignin 3 %; minerala 4,0 %.) (Nordic Sugar, Danska).
Melasa (sadrzaj, ukupnih Secera 54,8 %; ukupni azot 1,48 %; masti 0,21 %; pepeo 11,33
%; suva materija 77,42 %) (Miljkovi¢ et al., 2016) je dobijena iz fabrike etanola Alpis, Kovin,
Srbija.

Za imobilizaciju enzima dekstransaharaze kori$ceni su:

—

Komercijalne nanocestice kao nosac za imobilizaciju enzima:
Degussa P-25 TiOz powder (Evonik Industries, Essen, Nemacka).

*+ Bifunkcionalni kuplujuéi agensi za modifikaciju nano-¢estica TiO2:

e (3-glicidiloksipropil)trimetoksisilan (GOPTMS) proizvodaca Fluka Analytical, SAD.
e 5-amino salicylic acid (5-ASA) proizvodaca Alfa Aesar, SAD.

e Glutaraldehid (GA) proizvodaca Fluka Analytical, SAD.

+ Puferi:

Za pripremu rastvora dekstransaharaze koris¢en je 20 mM natrijum-acetatni pufer pH
5,4. Pufer je pripremljen meSanjem rastvora glacijalne siréetne kiseline CH3COOH i
NaOH u odgovarajucoj razmeri. Kiselina CH3COOH proizvod je kompanije Zorka Pharm
(Sabac, Srbija) a NaOH je proizvod kompanije Lach-Ner (Neratovice, Ceska).

+ Hemikalije i reagensi:

K;HPO4 (E. Merck, Darmstadt, Nemacka)

MgS04 * 7H20 (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

MnS04 (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Tween 80® (DIFCO®, BD, SAD)

NazCO3 (Sigma Aldrich, St. Luis, SAD),

Kalijum, natrijum-tartarat (Lach-Ner, Neratovice, Ce§ka),
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e CuSO04'5H;0 (Zorka Pharma, Sabac, Srbija),

e Folinovreagens (ABCR GmbH & Co, Karlsruhe, Nemacka),

e Coomassie briljantno plavo G-250 (Fluka analitical, SAD),

e PEG-400 (Acros Organics, SAD)

e HsPO. (Zorka Pharma, Sabac, Srbija),

e Etanol (Zorka Pharma, Sabac, Srbija),

e Natrijum-dodecil sulfat (SDS) (Sigma Aldrich, St. Luis, SAD),

e Triton X-100 (Sigma Aldrich, St. Luis, SAD),

e 2-amino-2-hidroksimetil-propan-1,3-diol (TRIS) (Sigma Aldrich, St. Luis, SAD),
e Albumin iz govedeg seruma (Sigma Aldrich, St. Luis, SAD),

e Epihlorhidrin (Sigma Aldrich, St. Luis, SAD),

e HBr (Zorka Pharma, Sabac, Srbija),

+ Uredaji koji su kori$¢eni tokom eksperimentalnog rada:

e analiti¢ka vaga, Mettler (Mettler Toledo, Svajcarska),

¢ tehnicka vaga (Chyo Balance Corp., MP-3000)

e autoklav (Sutjeska, Beograd)

e termostat za rast mikroorganizama (Memmert, Nemacka)

e centrifuga, (MiniSpin Eppendorf, SAD i Sigma® 2-16, Shropshire, Engleska)

e vortex (REAX 7000, Heidolph, Schwabach, Nemacka)

e Magnetna mesalica (IKA, SAD),

e Roler mikser (IKA, SAD),

e UV-spektrofotometar, UltrospecTM 3300 pro, (Biochrom Ltd, Frajburg, Nemacka),
e Vakuum susnica (Binder Inc., Njujork, SAD),

e Peristalticka pumpa, PLP 33, (behr Labor-Technik GmbH, Dizeldorf, Nemacka),
e Aparatura za teCnu hromatografiju visokih performansi (HPLC, od engl. High-

performance liquid chromatography) (Dionex Ultimate 3000 Thermo Scientific,
Waltham, SAD),

e Refraktometrijski detektor (RI ili RID, od engl. Refractive Index Detector) (RefractoMax
520, ERC, Riemerling, Nemacka)

e SuSnica (Sutjeska, Srbija)

e Skenirajuéi elektronski mikroskop (MIRA3 XMU, TESCAN, Ceska Republika)

e Termostat sa orbitalnim meSanjem, IKA KS 4000i (Control, Staufen, Nemacka).

e pH metar (inoLab pH 720, Nemacka)

e Elektroforeza (Mini-Protean Tetra Cell, Biorad, Italija)

3.2. Metode
3.2.1. 1zolovanje sirovog enzima iz fermentacione podloge

U ispitivanjima proizvodnje enzima, kao inokulum je koriS¢ena prekonoéna kultura
bakterije Lc. mesenteroides T3, gajena u modifikovanoj MRS podlozi (10,0 g/L peptona, 10,0 g/L
mesnog ekstrakta, 5,0 g/L kvascevog ekstrakta, 2,0 g/L saharoza, 5,0 g/L natrijum acetata, 2,0
g/L amonijum citrata, 0,1 g/L magnezijum sulfata, 0,05 g/L mangan sulfatai 2,0 g/L di-kalijum
hidrogenfosfata) u termostatu na 30 °C. Na osnovu preliminarnih eksperimenata utvrdeno je
da je optimalna temperatura za proizvodnju mikrobne biomase za soj T3, 30 °C (Davidovic,
Miljkovi¢, Antonovi¢, et al, 2015). Sve podloge koje su koriS¢ene u eksperimentima su
sterilisane u autoklavu pri temperaturi od 120 °C, u trajanju od 30 minuta, a zatim su
inokulisane prekono¢nom radnom kulturom u procentu koji je definisan za dati eksperiment i
inkubirane u termostatu na 23 °C (ili kako je naznacCeno u pojednacnom eksperimentu). Nakon
inkubacije, vrSeno je odvajanje Celija mikroorganizma iz podloge centrifugiranjem uzorka na
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6000 o/min u trajanju od 15 min. Dobijeni supernatant koji sadrzi sirovi enzim je cuvan u
frizideru i kao takav koriS¢en za odredivanje enzimske aktivnosti.

3.2.2. Odredivanje aktivnosti dekstransaharaze

Aktivnost dekstransaharaze je odredivana reakcijom redukcije 3,5-dinitrosalicilne
kiseline (DNS) u prisustvu fruktoze koja se oslobada enzimskom hidrolizom saharoze,
metodom po Mileru (G. L. Miller, 1959). Dekstransaharaza hidrolizuje saharozu na glukozu i
fruktozu, pri ¢emu molekule glukoze ugraduje u rastu¢i lanac molekula dekstrana dok
oslobodena fruktoza reaguje sa DNS reagensom do forimiranja obojenog kompleksa koji se
detektuje spektrofotometrijski na talasnoj duzini od 540 nm.

Reagensi:

10 % saharoza - 10,0 g saharoze je rastvoreno u 100 ml 0,02 M natrijum-acetatnog
pufera pH 5,4.

0,02 M natrijum acetatni pufer pH 5,4 - 6 ml koncentrovane sirc¢etne kiseline i 3,125 g
NaOH je rastvoreno u priblizno 500 ml destilovane vode, pH rastvora je podeSen na 5,4, a zatim
je rastvor prebacen u normalni sud od 500 ml i dopunjen destilovanom vodom do crte.

DNS rastvor - 5,0 g DNS je pomesano sa 8,0 g NaOH u 200 ml destilovane vode. Posebno
jeizmereno 150,0 g K, Na-tartarata i rastvoreno u 150 ml destilovane vode. U normalnom sudu
od 500 ml oba rastvora su pomesana i dopunjena destilovanom vodom do crte. Reagens je
profiltriran kroz filter papir.

COCH COOH
OH Redukcija OH
NO;  NO: NG, — T
3,5- dinitrosaliciona kiselina 3 amino , 5-nitrosalicilna kiselina
(Zuta) (oranZ-crvena)

Slika 3.1. Reakcija DNS reagensa sa fruktozom

Aktivnost dekstransaharaze odredivana je u 20 mM natrijum-acetatnom puferu sa 10 %
saharoze. Nakon 15 minuta reakcija je zaustavljana ekvimolarnom koli¢cinom DNS reagensa, i
spektrofotometrijski na 540 nm je merena koli¢ina oslobodenog redukujuceg Secera (fruktoze).
aktivnost enzima je izracunata koris¢enjem jednacine (3.1.), a jedna internacionalna jedinica
(IU) se definiSe kao koli¢ina enzima koja katalizuje oslobadanje 1 pmol redukujuceg Secera u
minutu pod definisanim uslovima.

Akt (IU/ml) = 2222 (3.1)

X Ve

gde je n koli¢ina oslobodene fruktoze (umol), Vrs zapremina reakcione smeSe (ml), Ve
zapremina enzima (ml) i t vreme (min). Koncentracija oslobodene fruktoze odredena je iz
nagiba standardne prave za frukozu u opsegu koncentracija (0,1-1 mg/ml).

Odredivanje standardne Krive:

Napravljen je rastvor fruktoze koncentracije 2,0 mg/ml i odatle su napravljena
razblaZenja u opsegu od 0,1-1,0 mg/ml. U svaku epruvetu sipano je po 0,5 ml rastvora poznatih
koncentracija a zatim je dodato po 0,5 ml DNS-a, nakon Cega je smeSa zagrevana na 95 °C na
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vodenom kupatilu u trajanju od 5 minuta. Nakon hladenja, u svaku epruvetu je dodato po 5 ml
destilovane vode. Apsorbance su merene na spektrofotometru na talasnoj duzini A=540 nm i na
osnovu dobijenih podataka konstruisana je standardna kriva za fruktozu. Standardna kriva za
odredivanje koncentracije redukujucih Secera, izraZenih kao fruktoza, prikazana je na slici 5.1.
Za crtanje grafika koriSc¢en je softver OriginPro® v8.0.

0.5
0.4
0.3

0.2

Absorbanca, 540 nm

0.1 4

0.0 Y T v T L T L T . T
0.0 0.2 04 06 08 1.0

Koncentracija fruktoze, mg/ml

Slika 3.2. Standardna kriva za odredivanje koncentracije fruktoze

3.2.3. Odredivanje koncentracije proteina metodom po Loriju

Koncentracija proteina u uzorcima odredena je primenom metode po Loriju (Lowry et
al, 1951): pomesano je 250 pl ispitivanog uzorka, 1 ml reagensa D i dodavanjem 100 pl
reagensa F nakon 10 min, a merenja su vrSena nakon 40 min spektrofotometrijski na 600 nm.
Reagensi su pripremani na slede¢i nacin:

Reagens A: 2 % rastvor natrijum-karbonata u natrijum-hidroksidu (0,1 mol/1).

Reagens B: 1 % rastvor bakar-sulfata u destilovanoj vodi.

Reagens C: 2 % rasvor kalijum, natrijum-tartarata u destilovanoj vodi.

Reagens D: priprema se meSanjem 1 ml reagensa B i 1 ml reagensa C, a zatim se pomeSani
rastvori dopune reagensom A do 100 ml ukupne zapremine. Reagens D se priprema
neposredno pred upotrebu.

Reagens F: Folin-Ciocalteu-ov reagens.

Odredivanje standardne krive:

Standardna kriva je formirana za svaku novu koli¢inu pripremljenih reagenasa, primenom
albumina iz govedeg seruma (BSA) (2 mg/ml) u opsegu koncentracija 0,1 - 1 mg/ml.
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Slika 3.3. Standardna kriva za odredivanje koncentracije proteina metodom po Loriju

Koncentracija proteina u uzorcima se racuna prema jednacini:

A (600nm)

) (3.2)

Cproteina (mg/ml) =

gde je A (600 nm), apsorbancija uzorka na talasnoj duzini od 600 nm, a k je nagib standardne

krive.

3.2.4. Odredivanje koncentracije Secera

Koli¢ina egzopolisaharida odredivana je fenol-sumpornom metodom, a rezultati su
izraZeni preko koncentracije glukoze (ug/ml) i preracunati na 11 (g/1). Ova metoda se moze
Koristiti i u sluajevima kada su uz Secer prisutni ostaci soli i proteina i u sluc¢aju kada su Seceri
zakacCeni za polimer. Odredivanje SeCera se zasniva na merenju apsorbance obojenog
aromati¢nog kompleksa koji se formira izmedu fenola i ugljenih hidrata, na 490 nm. Koli¢ina
prisutnog Secera se odreduje uporedivanjem sa standardnom krivom.

Potrebni reagensi:
- 4 % fenol: 40 g fenola rastvoriti u 11 destilovane vode
- 96 % sumporna kiselina
- 1 mg/ml standardnog Secera (glukoza) u zatvorenim epruvetama

Odredivanje standardne krive:

Kao slepa proba koristi se uzorak napravljen mesanjem 500 pl 4 % fenola i 2,5 ml 96 %
sumporne kiseline. Standardna kriva se dobija merenjem apsorbance standardnog rastvora
Secera, koncentracije 1 mg/ml. Uzorak se odgovarajuc¢om pipetom rasporeduje u 10 razlic¢itih
suvih epruveta, tako da se zapremina u svakoj narednoj epruveti povecava za 5 pl, u opsegu od
5 ul do 50 pl, dodaje 500 pl 4 % fenola i 2,5 ml 96 % sumporne kiseline i meri na 490 nm.
Dobijena standardnakriva je prikazana na slici 3.4.
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Slika 3.4. Standardna kriva za odredjivanje mase ugljenih hidrata fenol-sumpornom metodom,
standardizovano na glukozu

[zmeri se zapremina uzorka nepoznatog Secera koja se Zeli ispitati i prenese u epruvetu.
Dodaje se 500 pl 4 % fenola i 2,5 ml 96 % sumporne Kkiseline i meri apsorbanca. Dobijene
vrednosti apsorbance se ubacuju u dobijenu jednacdinu standardne krive i izracunava
koncentracija nepoznatog Secera prema jednacini 3.3

Csecera = —(A492nm) (33)

gde je A (490 nm), apsorbanca uzorka na talasnoj duZini od 490 nm a k je nagib
standardne krive.

3.2.5. Proizvodnja dekstransharaze

Proizvodnja dekstransaharaze ispitana je u tecnim podlogama, sa komercijalnim
supstratima i u podlogama obogac¢enim otpadnim sirovinama.

3.2.5.1. Proizvodnja dekstransaharaze u komercijalnim podlogama

Preliminarna proizvodnja dekstransaharaze ispitivana je u te¢noj podlozi definisanoj od
strane Cucije i saradnika (Tsuchiya et al., 1952) koja je bila sledeéeg sastava: kvasc¢ev ekstrakt
20,0 g/L, saharoza 40,0 g/L, K2HPO4 20,0 g/L, MgS04x7H20 0,1 g/L, MnSO4x4H20 0,05 g/L,
FeS04x7H20 0.01g/L, CaCl;x2H20 0.01 g/L i NaCl 0.01g/L.

U cilju optimizacije produkcije dekstransaharaze ispitivan je uticaj sledec¢ih faktora na
proizvodnju enzima: uticaj faktora rasta mikroorganizma (temperature inkubacije i brzina
mesanja), koncentracija optimalnog izvora ugljenika (saharoze) kao i uticaj razlic¢itih izvora
azota i koncentracija optimalnog izvora azota.

Uticaj temperature na kojoj je gajena bakterija Lc. mesenteroides T3 na produkciju
dekstransaharaze ispitivan je gajenjem mikroorganizma u termostatu na sleded¢im
temperaturama: 17, 20, 23, 25, 27,30, 33, 351 37 °C, u stati¢nim uslovima. Dekstransaharazna
aktivnost odredivana je u supernatantu nakon centrifugiranja, uzimanjem uzorka na svaka 4 h
tokom 16 h fermentacije.
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Uticaj aeracije ispitivan je na 90, 120, 150 i 180 obrtaja/minutu na temperaturi od 23
°C, za koju je prethodnim eksperimentom utvrdeno da je optimalna. Dekstransaharazna
aktivnost je ispitivana uzimanjem uzorka na svaka 4 h tokom 16 h fermentacije.

Uticaj koncentracije razli¢itih komponenata podloge kao Sto su saharoza i izvori azota
(kvascev ekstrakt, mesni ekstrakt i pepton) na produkciju dekstransaharaze ispitivan je
menjanjem koncentracije jedne komponente, dok je koncentracija ostalih komponenata u
Cucijinoj podlozi ostala nepromenjena. Koncentracija saharoze varirana je u opsegu
koncentracije od 10,0 - 100,0 g/L, sa korakom od 10,0 g/L a izvori azota varirani su u opsegu
koncentracija od 5,0 - 40,0 g/L. Lc. mesenteroides T3 gajen je na 23 °C, pri staticnim uslovima.
Dekstransaharazna aktivnost ispitivana je uzimanjem uzorka na svaka 4 h tokom 16 h
fermentacije.

3.2.5.3. Proizvodnja dekstransharaze na otpadnom supstratu

[zluZeni repin rezanac, koji ¢e u daljem tekstu biti oznacen kao SBP, (veli¢ina zrna 500
um-800 um) koriscen je kao nosac za imobilizaciju ¢elija Lc. mesenteroides T3 dok je melasa
bila izvor ugljenika, vitamina i mineralnih materija. Pre dodavanja izluZenog repinog rezanca u
te¢nu podlogu izvrSen je alkalni pretretman NaOH sa ciljem da se odrstrani lignin. Ekstrakcija
NaOH izvedena je po modifikovanoj metodi Sarma i saradnika (Sharma, Mahajan, & Sharma,
2013), i takav izluZeni repin rezanac u daljem tekstu bice oznacen kao SPB - NaOH. Ukratko,
20,0 g izluZenog repinog rezanaca potopljeno je u 2 % rastvor NaOH i ostavljeno 2 h na sobnoj
temperaturi. Nakon toga, SBP ispiran je destilovanom vodom do neutralnog pH, autoklaviran
na 121 °C u trajanju od 20 minuta i na kraju ostavljen preko no¢i u susnici na 50 °C.

Eksperiment je izveden tako $to je u podlozi koja je sadrzala samo melasu prvo varirana
koncentracija melase od 1,0 do 5,0 % (w/v). Efekat koncentracije SPB - NaOH i saharoze na
produkciju dekstransaharaze pracen je menjanjem koncentracije jedne komponente dok je
koncentracije melase bila fiksirana na opimalnih 2,5 %. IzluZeni repin rezanac dodavan je u
podlogu u opsegu koncentracija 0,5-3,0 % (w/ v) sa korakom od 1,0 %, dok je saharoza
dodavana u opsegu koncentracija 1,0-6,0 % (w/ v) sa korakom 1,0 %. K2HPO4 je dodat u
medijum kao puferiSuci agens u koncentraciji od 20 mM.

Ispitan je i uticaj koncentracije inokuluma na proizvodnju dekstransaharaze i to u
opsegu 2,0-10,0 % sa korakom od 2 %. Svi eksperimenti izvedeni su u erlenmajerima od 50 ml,
sa zapreminom fermentacionog bujona od 20 ml. Nakon sterilizacije u autoklavu 121 °C, u
trajanju od 30 min , podloge su zasejane prekono¢nom bakterijskom kulturom Lc.
mesenteroides T3 i inkubirane u termostatu na 23 °C u stati¢nim uslovima. Dekstransaharazna
aktivnost je ispitivana uzimanjem uzorka na svaka 4 h tokom 16 h fermentacije.

3.2.6. Skenirajuca elektronska mikroskopija

Skenirajuca elektronska mikroskopija (SEM) je koriS¢ena radi potvrde da je doslo do
imobilizacije ¢elija na/i unutar povrsine SBP - NaOH. Isprani uzorci imobilizata su 3 sata suseni
u vakuum susnici, na temperaturi 25 °C u tankom sloju. Nakon suS$enja uzorci su naparavani
Au-Pd smeSom pomocu rasprsivaca. Za mikroskopiranje je koriS¢en uredaj TESCAN Mira3 XMU
na 20 kV.

3.2.7. PreciScavanje enzima dekstransaharaze

Dekstransaharaza je preciS¢avana taloZenjem bakterijskog supernatanta, prethodno
oslobodenog od celija centrifugiranjem, dodatkom 25 % PEG 400 (Goyal & Katiyar, 1994;
Purama & Goyal, 2008c). Nakon taloZenja koje je trajalo 24 h na 4 °C smesa je centrifugirana 15
minuta na 10 000 rpm i 4 °C. Dobijeni talog rastvoren je u 20 mM natrijum acetatnom puferu
(pH 5,4) i podvrgnut dijalizi koriS¢enjem creva sa veliCinom pora od 10 kDa, da bi se udaljio
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visak PEG-a i drugih necCisto¢a. Procedura taloZenja, rastvaranja i dijalize ponovljena je joS dva
puta. Dobijenom delimi¢no preciS¢enom rastvoru dekstransaharaze odredena je enzimska
aktivnost i koncentracija proteina, a za odredene eksperimente i koncentracija Secera
(dekstrana).

3.2.7.1. Odredivanje molarne mase enzima i zimogramska analiza dekstransaharazne
aktivnosti

SDS - PAGE (natrijum dodecil sulfat poliakrilamid gel elektroforeza) je koriS¢ena za
odredivanje molekulske mase enzima. KoriS¢en je 7,5 % razdvajajuci i 4 % koncentrujuci gel
(Laemmli et al. 1970). Uzorci (supernatant osloboden od ¢elija i dekstransaharaza nakon prvog
i drugog koraka preciS¢avanja) su pripremljeni tako $to je 50 pl uzorka rastvoreno u puferu za
obradu uzoraka (sledeceg sastava: 0,0625 M 0,5 M Tris pufer pH 6,8, 10 % Glicerol, 2 % SDS,
0,002 % Brom fenil plavo, voda i 5 % [(-merkaptoetanol). Proteinske trake detektovane su
bojenjem CBB-om (Coomassie Brilliant Blue).

Zimogramska analiza radena je po metodi Holta i saradnika (Holt, Al-Sheikh, & Shin,
2001) sa modifikacijom koju su opisali Purama i Gojal (Purama & Goyal, 2008b). Uzorci
proteina pripremljeni su na isti nacin kao i za denaturiSuc¢u SDS - PAGE, osim $to je izostavljen
korak sa f-merkaptoetanolom i kuvanje uzoraka. Nakon elektroforeze (2 h, 100 V), gelovi se
potapaju u 20 mM natrijum acetatni pufer (pH 5,4) koji sadrzi 0,3 mM CaCl2i 0,1 % (w/v) Tween
80 na 30 °C u trajanju od 30 min u cilju uklanjanja SDS. Naredni korak traje 48 h i podrazumeva
inkubaciju gelova na 30 °C u 20 mM natrijum acetatnom puferu (pH 5,4) sa saharozom (10 %,
w/v), da bi se omogucilo formiranje dekstrana na onim mestima u gelu gde se nalazi enzim
dekstransaharaza. Ovako tretiran gel je prvo ispran 75 %-tnim etanolom (40 min na sobnoj
temperaturi), zatim rastvorom perjodatne kiseline (perjodatna kiselina, 1 %, w/v i siretna
kiselina 3 %, w/v, u trajanju od 45 min na 30 °C) i na kraju 5 minuta na sobnoj temperature
rastvorom koji sadrzi 0,2 % (w/v) natrijum metabisulfitai 5 % (v/v) siretne Kkiseline. Nakon
toga, ispran gel bojen je Sifovim reagensom (0.5 %, w/v Fuksin osnovni, 1 %, w/v natrijum
bisulfat and 0.1 N HCl) do pojave obojenih traka, koje predstavljaju dokaz postojanja
dekstransaharazne aktivnosti.

3.2.8. Karakterizacija dekstransaharaze

Karakterizacija dekstransaharaze vrsena je koristeci delimi¢no preciS¢en enzim, dobijen
nakon taloZenja PEG-om bakterijskog supernatanta prethodno oslobodenog od c¢elija
centrifugiranjem. Odredena je temperaturna i pH stabilnost, temperaturni i pH optimum i
ispitana je aktivnost enzima u prisustvu jona metala.

3.2.8.1. Odredivanje temperaturnog optimuma i temperaturne stabilnosti dobijenog
enzima

Da bi se odredio temperaturni optimum dobijenog enzima, primenjena je modifikacija
prethodno opisane metode za odredivanje aktivnosti dekstransaharaze. 10% rastvor saharoze
u 20 mM natrijum-acetatnom puferu pH vrednosti 5,4 i enzim su inkubirani na ispitivanim
temperaturama od 20 °Cdo 50 °C, u trajanju od 15 min a zatim je dodat DNS i reakcija je pra¢ena
spektrofotometrijski na ve¢ opisan nacin. U svrhu odredivanja termicke stabilnosti enzima
rastvori enzima inkubirani su na razli¢itim temperaturama od 20 °C do 60 °C u trajanju od 30
minuta. Inaktivacija enzima praéena je merenjem zadrzZane aktivnosti.

3.2.8.2. Odredivanje pH optimuma i pH stabilnosti dobijenog enzima

U cilju ispitivanja optimalnog pH, dekstransaharaza je inkubirana u trajanju od 30 min
na temperaturi od 30 °C sa 10 % rastvorom (w/v) saharoze koji je pripreman u slede¢im
puferima: 0,1 M natrijum-acetatnom puferu (pH 3,5; 4,0; 4,2; 4,4; 4,6; 5,0; 5,215,4)i 0,1 M
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natrijum-fosfatnom puferu (pH 5,6; 5,8; 6,0; 6,21 6,4). Dekstransaharazna aktivnost je odredena
na prethodno opisan nacin (poglavlje 3.2.2.) U cilju odredivanja pH stabilnosti, 500 pl delimi¢no
preciS¢enog enzima inkubirano je u odgovaraju¢em puferu na 30 °C. Nakon 1h uziman je alikvot
koji je inkubiran u 10 % rastvoru saharoze u natrijum-acetatnom puferu pH 5,4 i DNS metodom
je pracena zadrZana aktivnost enzima.

3.2.8.3. Ispitivanje aktivnosti enzima u prisustvu jona metala

Da bi se odredio uticaj razlic¢itih jona metala (Ca2+, Mg?+, Co?*, Mn?*, Fe2+, Fe3+i EDTA) na
aktivnost enzima, primenjena je modifikacija prethodno opisane metode za odredivanje
aktivnosti dekstransaharaze. Rastvor supstrata (saharoza) u odgovaraju¢em 0.02 M natrijum-
acetatnom puferu, rastvor soli (hlorida ili sufata) odgovarajuce koncentracije (od 1 mM do 10
mM) i enzim su odvojeno inkubirani na optimalnoj temperaturi, a zatim su pomesani i reakcija
je pracena spektrofotometrijski na ve¢ opisan nacin. Rezutat je izrazen u procentima kao
zadrzana aktivnost.

3.2.9. FTIR analiza molekula dekstrana

Tip veza u molekulu dekstrana analiziran je FTIR spektroskopijom. FTIR spektri su
dobijeni pomo¢u BOMEM (Hartmann & Braun) spektrofotometra na sobnoj temperaturi.
Uzorak je usitnjen u avanu i pomes$an sa 200 mg KBr. Dobijeni prah je potom stavljen u kalup i
presovan pomocu hidrauli¢ne prese. Kao rezultat presovanja dobijena je tableta koja je potom
analizirana. FTIR spektar je sniman izmedu 400 and 4000 cm~! pri rezoluciji od 4 cm-1.

3.2.10. Modifikacija nanocestica titandioksida

Modifikacija poroznih nanocestica titandioksida (TiOz, Degusa P-25) radena je sa dva
razli¢ita jedinjenja: (3-glicidiloksipropil)trimetoksisilanom (GOPTMS) i 5-amino salicilnom
kiselinom (5-ASA).

3.2.10.1. Modifikacija GOPTMS-om (TiOz/GOPTMS)

U balon od 50 ml je stavljeno 300 mg Cestica TiOz i 1,2 ml 3-
glicildiloksipropil)trimetoksisilan (GOPTMS) (maseni odnos izmedu nanocestica i GOPTMS-a
1:2). Potom je dodato 36 ml anhidrovanog toluena, 50 pl trietilamina i kontinuirano je dovoden
azot tokom trajanja reakcije modifikacije. Reakcija modifikacije je izvodena na sobnoj
temperaturi u trajanju od 1 h uz meSanje na magnetnoj mesalici pri brzini od 600 o/min, pri
¢emu je na svakih 15 min, balon u kome se nalazila reakciona smesa skidan sa aparature i
ostavljan 5 min na ultrazvu¢nom Kkupatilu. Nakon zavrSene modifikacije, modifikovane
nanocestice TiO2/GOPTMS su filtrirane, ispirane 3 puta sa po 5 ml toluena i podvrgnute
ultrazvuku u trajanju od 5 min kako bi se uklonio neproreagovani GOPTMS. Ovako pripremljen
nosac ostavljen je u vakum susnici na 40 °C, 24 h.

3.2.10.1.1. Odredivanje koncentracije epoksi grupa na povrsini modifikovanih nanocestica TiO»

Epoksi-grupe nastale reakcijom modifikacije nosaca TiO; kvantifikovane su titracijom
suspenzije nosaca rastvorom HBr/CH3COOH (6 ml 45% HBr u 250 ml sircetne kiseline). Pre
titracije napravljena je standardna kriva. U pet erlenmajera odmereno je po 20 mL benzena i
10 mL glacijalne sirc¢etne kiseline i u kiselinu je dodato nekoliko kapi 1% boje kristalviolet. Prvi
erlenmajer je sluzio kao kontrola, dok je u ostala Cetiri dodata poznata koli¢ina epihlorhidrina
(200 - 800 mol). Svi rastvori su titrisani do promene boje iz bledo ljubicaste u zelenu (boja je
bila stabilna 2 min). Zapremina utrosenog HBr je iskoriS¢ena za konstruisanje standardne krive
(slika 3.5.).

33



4000 —

3000

V/ HBR/CH3COOH
N
o
o
o
1
[

1000 - -

2 I Y I " I y I
0 200 400 600 800
pmol epihlorhidrina

Slika 3.5. Standardna kriva za odredivanje koncentracije uvedenih epoksi grupa na povrsinu
nanocestica TiO>.

Na isti nacin titrisani su i uzorci nosaca, samo je umesto epihlorhidrina u rastvoru
benzena i siréetne kiseline resuspendovano 100 mg nosaca. Koli¢ina epoksi grupa na povrsini
nosaca izraCunata je na osnovu standardne krive i izraZzena kao umol /g nosaca.

3.2.10.2. Modifikacija 5-amino salicilnom kiselinom (TiOz/5-ASA)

Za modifikaciju nanocestica TiO2 (Degussa P-25), odmereno je 100 mg nanocestica i
rastvoreno u 20 ml dejonizovane vode u koju je dodato i 30,6 mg 5-ASA (molarni odnos izmedu
nanocestica TiOz i 5-ASA je 6.25:1). SmeSa je ostavljena preko no¢i na magnetnoj mesalici.
Modifikovane Cestice TiO2 odvojene su centrifugiranjem, isprane 4 puta destilovanom vodom i
ostavljene da se osuse u vakuum susnici na 40 °C (Mili¢evic et al., 2015).

3.2.10.2.1. Modifikacija TiOz/5-ASA nanocestica glutaraldehidom

Za aktivaciju modifikovanog nosaca Ti02/5-ASA monoslojem glutaraldehida (GA) prema
proceduri Bezbradice i saradnika (Bezbradica, Mateo, & Guisan, 2014), odmereno je 100 mg
modifikovanih Cestica u 1,12 ml 200 mM natrijum-fosfatnog pufera u koji je dodato 56 pL 25 %
rastvora GA. Aktivacija se odvijala na rotacionoj mesalici na sobnoj temperaturi u trajanju od 1
h, a nakon toga uzorci su viSe puta isprani 20 mM natrijum-acetatnim puferom (pH 5,4) radi
uklanjanja neizreagovanog GA.

3.2.11. Karakterizacija modifikovanih nanocestica TiO:

3.2.11.1. Numericki proracun

Za bliZe definisanje formiranih kompleksa sa prenosom naelektrisanja izmedu TiO2 i 5-
ASA, KoriS¢eni su DFT proracuni sa periodi¢nim uslovima vezivanja (PBC). Za sve kalkulacije
koriScen je softver Gaussian 09 (Frisch, 2009), dok je za formiranje nanocestice TiOz koriS¢en
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Heyd-Scuseria-Ernzerhof klaster (HSE06) (Heyd, Scuseria, & Ernzerhof, 2003) zajedno sa Pople
6-31G(d,p) osnovnim setom (W. ]. Hehre, Ditchfield, & Pople, 1972). Geometrijska optimizacija
koordinata svih atoma unutar kristala je odradena unutar ¢elijske jedinice (7.57x10.544), dok
su konstante resSetke bile fiksirane. Ovi modeli su radeni u beskona¢nom vakuum prostoru duz
z-ose. Za sve proracune je kori$éena specifi¢na ultrafina integraciona mreza. Celijske jedinice
koje su koriS¢ene za periodi¢ne kalkulacije konstruisane su na osnovu defekta slobodne
kristalne strukture anataze TiO2 (101), za koji se veruje da ucestvuje u stvaranju veza sa
enzimom. KoriS¢enjem ovog modela, 5-ASA je vezana za povrSinu TiO2, tako Sto se formira
kompleks sa prenosom naelektrisanja (CTC).

3.2.12. Imobilizacija enzima

3.2.12.1. Imobilizacija dekstransaharaze na nanocestice TiO:

Imobilizacija dekstransaharaze na nemodifikovane (TiO2), amino-modifikovane
(TiOz/5-ASA), GA aktivirane amino-modifikovane nanocestice (TiOz/5-ASA/GA) i epoksi-
modifikovane nanocestice TiO2 (TiO2/GOPTMS) izvodena je pod istim uslovima nezavisno od
toga koja nanocestica je koriS¢ena. Pocletni rastvor dekstransaharaze dobijen nakon
preciS¢avanja supernatanta PEG-om sadrZao je 0,16 mg/ml proteina i 1,5 mg/ml ugljenih
hidrata u 20 mM natrijum acetatnom puferu pH 5,4. Za dobijanje dekstransaharaze
upotrebljene u ovim eksperimenima kori$¢ena je podloga iz poglavlja 3.2.5.1. sa malom
izmenom. Da bi sintetisao enzim za koji je vezana Sto manja koli¢ina ugljenih hidrata
(dekstrana) u podlogu je dodato 60 g/L K2HPO4 kao puferiSuée supstance. Ova koli¢ina K2HPO4
je dovoljna da spreci pad pH vrednosti fermentacione podloge na vrednost pH 5,4, koja je
optimalna za aktivnost enzima i samim tim sintezu dekstrana. Izolovanjem i preci§¢avanjem
dekstransaharze iz ove podloge dobija se enzimski preparat sa znacajno manjom (1,5 mg/ml
naspram 40 mg/ml) koli¢cinom dekstrana vezanom za enzim, $to omogucava njegovu dalju
upotrebu za kovalentnu imobilizaciju bez dodatnih koraka precis¢avanja.

U ependorficama je odmereno 5 mg nanocestica TiO2 i pomeSano sa 500 pl rastvora
dekstransaharaze. Svi uzorci su inkubirani na 25 °C i sa mesanjem (13 000 o/min). Ispitana je
kinetika imobilizacije tako Sto su pripremljeni uzorci uzimani nakon 0,25, 0,5, 0,75,1,31i5 h, za
svaki od Cetiri nosaca. Nakon isteka predvidenog vremena, uzorci su centrifugirani i uziman je
uzorak supernatanta za odredivanje zadrZane aktivnosti dekstransaharaze. Izdvojeni
imobilizat je ispiran 3 puta sa po 1 ml pufera koji je koriS¢en za imobilizaciju, zatim osuSen u
vakuum susnici na 40 °C tokom 2 h i kori$¢en za ispitivanje aktivnosti suvog imobilizata.

3.2.12.2. Imobilizacija dekstransaharaze zarobljavanjem u agarne filmove

PocCetni rastvor dekstransaharaze dobijen nakon precis¢avanja supernatanta PEG-om
sadrzao je 0,16 mg/ml proteina i 40 mg/ml ugljenih hidrata i enzimsku aktivnost 4,6 IU/ml u
20 mM natrijum acetatnom puferu pH 5,4. Za dobijanje dekstransaharaze koriS¢ene u ovim
eksperimenima koriS¢ena je podloga ¢iji je sastav dat u poglavlju 3.2.5.1. Zarobljavanje enzima
zapocCeto je meSanjem rastvora dekstransaharaze i rastvora agara u razli¢cim odnosima (1:1, 1:4
i 1:9), pri ¢emu je finalna koncentracija agara u svim filmovima bila 2,0 %. Rastvor agara
pripremljen je rastvaranjem definisanih koncentracija agara u destilovanoj vodi uz dodatak 30
masenih % glicerola (racunato na masu agara) pri konstantnom mesanju na magnetoj mesalici
na temperature od 60 °C. Nakon toga rastvor agara je sterilisan u autoklavu na 121 °C, u trajanju
od 20 min i pre meSanja sa enzimom ostavljen je da se ohladi do temperature od pribliZzno 40°C.
Nakon meSanja rasvora enzima i agara, smesa je izlivena u Petri kutije i ostavljena preko no¢i
na sobnoj temperature da bi se filmovi osusili. Polimerni filmovi, bez (kontrola) i sa dodatkom
dekstransaharaze su dalje analizirani tako Sto je odredivan prinos imobilizacije aktivnosti,
prinos dobijenih oligosaharida i mogu¢nost vracanja u cikluse. Pre svakog eksperimenta svi
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filmovi su po tri puta isprani dejonizovanom vodom a zatim i natrijum acetatnim puferom (pH
5,4). Svi eksperimenti radeni su u triplikatu.

3.2.13. Odredivanje aktivnosti imobilisanih enzima

Da bi se odredila koncentracija imobilisane aktivnosti dekstransaharaze, odmereno je 5
mg osusSenog imobilizata i inkubirano u 500 pl supstrata (10 % saharoza u 20 mM natrijum-
acetatnom puferu pri pH 5.4). Reakcija je zaustavljana nakon 5 minuta sa 500 pul DNS reaagensa,
i merena je apsorbanca na 540 nm. Rezulati predstavljaju srednje vrednosti tri merenja.
Koncentracija imobilisane aktivnosti (IU/g nosaca) racunata je prema formuli:

(3.1)

nxvrs

Akt (IU/g nosaca) =

t X me

gde je Akt-koncentracija imobilisane aktivnosti (IU/g nosaca), Vrs-ukupna zapremina (ml), me.-
masa suvog imobilizata (g), n-molovi fruktoze (umol) t- vreme reakcije.

Specifi¢na aktivnost imobilisanog enzima (IU/mg proteina) racunata je po formuli:

L e . . 1U "
koncentracija imobilisane aktivnosti (? nosaca)

Specificna aktivnost (1U/mg proteina) =

koncentracija imobilisanog enzima (7‘9 nosaca)

Prinos imobilizacije aktivnosti je racunat po formuli:

aktivnost slobodnog enzima (%)*Vrs (ml)

Prinos imobilizacije aktivnosti (%) = x 100

.. . . (10 "
koncentracija imobilisane aktivnosti (5 nosaca)*me ()

Prinos imobilizacije proteina (%) je racunat po formuli:

__ koncentracija imobilisanih proteina

Prinos imobilizacije proteina (%) = x 100

koncentracija unetih protina

3.2.14. Odredivanje termostabilnosti imobilisanih enzima

Da bi se odredila stabilnost imobilisanih enzima na pove¢anoj temperaturi pripremljeni
su, po prethodno opisanim postupcima, odabrani imobilizati TiO2/5-ASA/GA i TiO2/GOPTMS u
20 mM natrijum-acetatnom puferu pH 5,4.

Za oba imobilizata je koriS¢ena ista procedura:

U viSe ependorfa je odmereno po 5 mg imobilisanog enzima i suspendovano u 0,5 ml
odgovarajuceg pufera. Ependorfi su potom stavljeni u termostatirano vodeno kupatilo na 40 °C.
Uzorci su uzimani u odredenim vremenskim intervalima, centrifugirani, isprani 3 puta sa po 1
ml pufera koji je koris¢en za imobilizaciju, sa ciljem da im se odredi aktivnost.

Nakon hladenja uzorka odredena je aktivnost imobilizata pomocu DNS metode po
prethodno definisanim metodama u poglavljima 3.2.13., a dobijeni rezultati predstavljeni su
kao relativna aktivnost (procentualno u odnosu na aktivnost pre izlaganja povisenoj
temperaturi).

3.2.15. Odredivanje operativne stabilnosti imobilisanih enzima

Operativna stabilnost imobilisane dekstransaharaze na TiO2/5-ASA/GA i TiO2/GOPTMS
je testirana DNS metodom. Tokom jednog ciklusa 5 mg imobilisanog enzima inkubirano je sa
0,5 ml 10% saharoze u 20 mM natrijum-acetatnom puferu pH vrednosti 5,4 u trajanju od 5
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minuta. Nakon toga reakciona smesa je centrifugiranana 13000 o/min, u trajanju od 30 sekundi
kako bi se reakcioni medijum odvojio od imobilisanog enzima. U odvojeni reakcioni medijum
dodato je 0,5 ml DNS reagensa kako bi se zaustavila reakcija i aktivnost imobilisanog enzima je
odredivana na osnovu koli¢ine oslobodene fruktoze odredene DNS metodom merenjem
absorbance na 540 nm. Imobilisani enzim koji je odvojen od supernatanta je opran sa 2 ml
natrijum acetatnog pufera pH 5,4 i potom kori$¢en u narednom ciklusu na isti nacin. Dobijena
aktivnost imobilisanog enzima u svakom ciklusu je predstavljena kao relativna aktivnost u
odnosu na pocetni (prvi) ciklus.

Operativna stabilnost imobilisane dekstransaharaze u agarnim filmovima radena je
takode DNS metodom, u malo modifikovanim uslovima.

3.2.16. Mehanicke osobina agar-agar filmova sa imobilisanom dekstransaharazom

Mehanicka svojstva agar-agar filmova bez i sa imobilisanim enzimom (zatezna ¢vrstoca,
izduZenje pri kidanju i Jangov modul elasti¢nosti) odredena su prema ASTM standardnoj
metodi D882-10 (ASTM, 2010) na uredaju Instron M1185. Uzorci filma su iseCeni u
pravougaone trake duZine 50 mm i Sirine 5 mm. Brzina istezanja podeSena je na 5 mm/min.

3.2.17. Sinteza oligosaharida pomoc¢u imobilisane deksransaharaze

Reakcija sinteze oligosaharida je izvedena u erlenmajerima (50 ml) koji su stavljeni u
tresilicu na 100 obrtaja u minuti i 30 °C tokom 24 h. Reakciona smeS$a se sastojala od rastvora
saharoze i maltoze u molarnom odnosu (1:6) u 20 mM natrijum acetatnom puferu pH 5,4 i
filmom sa imobilisanim enzimom. Prilikom izvodena reakcije sa slobodnim enzimom njegova
aktivnost je podeSena da odgovara aktivnosti imobilisane dekstransaharaze (npr. 3,5 IU/ml).
Uzorci su uzimani u odredenim vremenskim intervalima i reakcija je prekidana zagrevanjem
uzetih uzoraka na 100 °C tokom 5 minuta kako bi se inaktivirao enzim. Potom su uzorci
razblazeni 10 puta dejonizovanom vodom, centrifugirani i analizirani pomo¢éu HPLC-a.
Paralerno, kontrolni uzorci bez enzima su pripremljeni i tretirani na isti nacin, i analizirani na
HPLC uredaju.

3.2.18. HPLC analiza

Analiza prethodno pripremljenih uzoraka, dobijenih u reakciji dekstransaharaze sa
sahrozom i akceptorskim molekulom (maltoza) je vrSena na Dionex Ultimate 3000 Thermo
Scientific HPLC uredaju. Za razdvajanje GLOS-a, kao i glukozida drugih Secera koris¢ene su
kolone za Secere (Hyper REZ XP Carbohydrate Ca2+, 300 mm x 7.7 mm, 8 um i Hypersil™ APS-
2, 250 mm x 4 mm, 5um) na 80 °C. Kao mobilna faza koris¢ena je dejonizovana voda sa
protokom od 0, 6 ml/min tokom analize. Detekcija proizvoda je vrSena pomocu RI detektora
(RefractoMax 520). Dobijeni podaci nakon merenja obradeni su pomoc¢u Chromeleon softvera.
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

4.1. Proizvodnja dekstransaharaze u komercijalnoj podlozi

Za dobijanje maksimalne aktivnosti dekstransaharaze i samim tim najvece koliCine
proizvoda, u istrazivanjima su koriS¢ene razliite kombinacije faktora sredine i sastava
podloge. Od faktora sredine koji utiCu na proizvodnju enzima najviSe su proucavani
temperatura i uticaj aeracije, dok je iz sastava podloge najviSe paZnje posveceno izvoru
ugljenika, tj saharozi i neSto manje razli¢itim izvorima azota.

4.1.1. Optimizacija uslova gajenja

Na proizvodnju dekstransaharaze veliki uticaj ima rast bakterijskih ¢elija, pa samim tim
i optimalni uslovi za njihov rast. Uzimajuci to u obzir, temperatura inkubacije je jedan od
najuticajnijih faktora. Ipak nije retkost da se optimalni uslovi za rast mikrobne biomase ne
poklapaju sa optimalnim uslovima za sintezu razlicitih ¢elijskih sekundarnih metabolita, medu
koje spadaju i enzimi. Sa namerom da se utvrde optimalni uslovi za maksimalnu proizvodnju
enzima dekstransaharaze pomocu soja Lc. mesenteroides T3, prvo je ispitan uticaj temperature
gajenja mikroorganizma na produkovanu aktivnost dekstransaharaze (slika 4.1).
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Slika 4.1. Uticaj temperature gajenja Lc. mesenteroides T3 na proizvodnju dekstransahaze

Za soj T3, optimalna temperatura inkubacije za proizvodnju dekstransaharaze je 23 °C,
jer odgovara maksimalnoj enzimskoj aktivnosti koje je iznosila 3,10 0,09 [U/ml (slika 4.1.). Na
osnovu literaturnih podataka ovaj rezultat je oCekivan i poklapa se sa rezultatim drugih autora
za optimalne temperature za proizvodnju dekstransaharaze koje se krecu u opsegu od 23 do
25 °C (Cortezi et al., 2005; Goyal et al,, 1995; Lopretti & Martinez, 2002; M. Santos et al., 2000)
iako je optimum za proizvodnju dekstrana i fruktoze od 25 do 45 °C, pri cemu se maksimalna
aktivnost dostiZe na 30 °C.

Sa slike 4.1. se moZe videti da je dekstransaharazna aktivnost izmerena na ovoj
temperaturi (23 °C) veta u poredenju sa aktivnostima dobijenim na ostalim testiranim
temperaturama. Inkubacija na 37 °C dala je najmanju izmerenu aktivnost od samo 0,40 + 0,12
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IU/ml, Sto je Cak za 87 % niZe nego na 23 °C. Ovaj rezultat je takode u skladu sa rezultatima
drugih autora (Cortezi et al, 2005; Goyal et al., 1995) i moze biti objaSnjen deaktivacijom
enzima na viSim temperaturama. Povecanjem temperature dolazi do termicke denaturacije
enzima usled raskidanja veza koje ¢ine nativnu konformaciju enzima (sekundarne, tercijarne i
kvaternarne), Sto za posledicu ima gubitak njegove aktivnosti. Na 17 °C, najniZoj ispitanoj
temperaturi inkubacije, enzimska aktivnost je za 18 % manja nego na 23 °C, Sto se moze
objasniti neSto sporijim metabolizmom bakterije na niZim temperaturama, pa samim tim i
sporijom proizvodnjom enzima.

OpsSte je poznato da je biosinteza dekstransaharaze usko povezana sa rastom bakterija
(Tong, 1973), i stoga se moZe ocCekivati da na biosintezu ovog enzima moZe da uti¢e prenos
mase kiseonika. U cilju utvrdivanja optimalnih uslova za maksimalnu proizvodnju
dekstransaharaze pomocu Lc. mesenteroides T3, u narednim eksperimentima, ispitan je uticaj
meSanja kao vaznog procesnog parametra na produkovanu aktivnost dekstransaharaze
(rezultati nisu prikazani). Cak i pri najmanjoj brzini mes$anja (90 rpm) aktivnost je bila niZa za
12 % (2,70 £ 0,12 IU/ml) od one izmerene pri staticnim uslovima gajenja. Imaju¢i u vidu
mikroaerofilnu prirodu mikroorganizma bolji prinos enzima kod kultura gajenih u
stacionarnim uslovima nego na termostatiranoj tresilici je ocekivan.

U istrazivanjima Gojala (Goyal) i saradnika pokazano je da je za najbolju proizvodnju
dekstransaharaze iz Lc. mesenteroides NRRL B 512 F ovu bakteriju potrebno gajiti u stati¢cnim
uslovima. lako postoji veliki broj studija u kojima kiseonik pozitivno uti¢e na produkciju
enzima, postoji i mnogo oprecnih rezultata o tome kako mesanje ili stati¢ni uslovi pri gajenju
bakterije uticu na proizvodnju dekstransaharaze (E. J. Hehre, 1955; Koepsell & Tsuchiya, 1952;
pokazano je da je gajenjem bakterija u stati¢nim uslovima dobijena za 30 % veca aktivnost
dekstransaharaze (Goyal et al., 1995). Sa druge strane Veljkovic¢ i saradnici istrazivali su uticaj
prenosa mase kiseonika na proizvodnju dekstransaharaze u biorektoru. Oni su pokazali da je u
uslovima u kojima je brzina prenosa kiseonika u bioreaktoru jednaka maksimalnoj brzini
potroSnje kiseonika od strane mikroorganizma, sinteza enzima dvostruko veca nego pri
stacionarnim uslovima (Veljkovi¢ et al., 1992).

4.1.2. Optimizacija sastava podloge

Poznato je da je su dekstransaharaze iz Streptococus vrsta konstitutivni dok su oni iz
Leuconostoc sp vrsta inducibilni enzimi. Svi Lc. mesenteroides sojevi kao jedini izvor ugljenih
hidrata za produkciju dekstrana koriste saharozu. Drugi ugljeni hidrati, kao $to su glukoza,
fruktoza, manoza i laktoza mogu da uti¢u na rast mikroorganizama, ali uopste ne podsticu
proizvodnju dekstransaharaze i dekstrana. Ipak, postoje izuzeci tj. odredeni mutantski sojevi
koji mogu da proizvode enzim iako u podlozi kao izvor ugljenika sadrZe samo glukozu (D. Kim
& Robyt, 1994).

Takode, zna se da transformacija izvora ugljenika od strane mikroorganizma nije
odvojena funkcija metabolizma, ve¢ predstavlja samo deo ukupnog niza biohemijskih reakcija
u kojima azot ima vaZnu ulogu (Lopretti & Martinez, 2002). Prema tome jako je vazZno ispitati
kako i u kom odnosu razliciti izvori azota uticu na produkovanu aktivnost enzima u ovom
slucaju dekstransaharze, sto je pored optimizacije koncentracije saharoze bio i cilj u sledecem
setu eksperimenata.

4.1.2.1. Uticaj koncentracije saharoze na produkovanu aktivnost dekstransaharaze

Prilikom ispitivanja optimalne koli¢ine saharoze za proizvodnju dekstransaharaze iz Lc.
mesenteroides T3, maksimalna enzimska aktivnost dekstransaharaze od 4,71 * 0,13 IU/ml
dobijena je pri koncentraciji saharoze od 7 % (Slika 4.2.). Aktivnost dobijena za ovu vrednost
koncentracije saharoze bila je statisticki znacajno vec¢a (P < 0.05) u poredenju sa aktivnostima
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dobijenim za druge koncentracije. Dalje povecanje koncentracije saharoze dovodi do smanjenja
proizvodnje enzima. Pri koncentraciji saharoze od 10 % enzimska aktivnost bila je za 70 %
manja u odnosu na aktivnost pri koncentraciji saharoze od 7 %.
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Slika 4.2. Aktivnost dekstransaharaze u podlozi za proizvodnju enzima sa razlicitim
koncentracijama saharoze na 23 °C.

Kada se u podlogama za proizvodnju enzima Koriste velike koli¢ine saharoze, povecana
viskoznost medijuma usled sinteze dekstrana utice na rast Celija, Sto za posledicu ima i uticaj
na produkciju enzima kao i na oteZano odvajanje bakterijskih Celija (Goyal & Katiyar, 1997;
Tsuchiya et al., 1952). Samim tim oteZana je i izolacija enzima iz ovakvog medijuma. Brojni
autori, koji su se bavili ovim problemom, dosli su do zaklju¢ka da niZe koncentracije saharoze
otklanjaju ove poteskoée bez negativnih uticaja na prinos dekstransaharaze. Cuéija (Tsuchiya)
je u svojim eksperimentima dosao do zakljucka da se u podlozi, pri koncentraciji saharoze od 2
% postiZe najbolji balans izmedu prinosa enzima i efikasnosti njegovog preciS¢avanja (Tsuchiya
et al., 1952). Drugi autori dobili su bolje rezultate sa neSto viSom pocetnom koncentracijom
saharoze u medijumu, 3 - 4 % (Cortezi et al., 2005), dok ima i radova u kojima je kocentracija
saharoze bila 5 % i viSe procenata da bi se postigla maksimalna proizvodnja dekstransaharaze
iz sojeva Weissella confusa Cab3 (S. Shukla & Goyal, 2011a) i Lactobacillus plantarum DM5 (Das
& Goyal, 2014). Na osnovu svega navedenog, moZe se zakljuciti da je rezultat za optimalnu
koncentraciju saharoze od 7 % dobijen za soj T3 neSto visi od ocekivanog. Problem koji su imali
i drugi autori, javio se i u ovom slucaju, a to je odredivanje dekstransaharazne aktivnosti nakon
povecane viskoznosti medijuma usled sinteze dekstrana. Ovaj problem je prevaziden dodatnim
puferisanjem podloge dodatkom 60 g/L K;HPO4 Na ovaj nacin, pH vrednost podloge je
odrzavana iznad 5,4 i pored produkcije mlecne kiseline tako da nije doSlo do prekomerne
sinteze dekstrana.

4.1.2.2, Uticaj izvora azota na produkovanu aktivnost dekstransaharaze

Rezultati eksperimenata u kojima je ispitivan uticaja izvora azota na proizvodnju
dekstransaharaze, prikazani na slici 4.3, pokazali su da na proizvodnju ovog enzima ima uticaj
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kako vrsta tako i koncentracija izvora azota. Mesni ekstrakt, kao pojedinacni izvor azota, u
koncentraciji od 2 % pokazao je najveci pozitivan efekat na proizvodnju dekstransaharaze.
Dobijena aktivnost od 3,81 + 0,04 IU/ml, bila je ¢ak za 15 % veca od aktivnosti u kontrolnom
uzorku (2 % kvasScevog ekstrakta). Podloga koja je sadrZala pepton, kao jedini izvor azota, imala
je najnizu izmerenu vrednost enzimske aktivnosti (2,28 + 0,06 IU/ml) u poredenju sa mesnim
i kvaScevim ekstraktom. Aktivnost dekstransaharaze u podlozi koja je sadrzala samo mesni
ekstrakt kao izvor azota nije bila znacajno veca od enzimske aktivnosti u podlozi koja je
sadrzala samo kvascev ekstrakt.

Sa povecanjem koncentracije izvora azota iznad 2 %, primecen je mali pad enzimske
aktivnosti za sva tri ispitivana izvora azota u podlozi, kada su koriS¢eni kao pojedinacni. Ipak,
kada su koriS¢eni u kombinaciji, pri ¢emu je njihova ukupna koncentracija u podlozi prelazila 3
%, doSlo je do povecanja proizvodnje dekstransaharaze.
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Slika 4.3. A) Aktivnost dekstransaharaze proizvedene u podlozi sa razlicitim izvorima azota na
23 °C. B) Aktivnost dekstransaharaze u podlogama sa ekstraktom kvasca (1 %), peptonom (2 %)
i mesnim ekstraktom (2 %) kao pojedinacnim izvorima azota u koncentracijama pri kojima su
dali najvecu aktivnost i kombinacija dva izvora azota koja je dala najvecu aktivnost (sa 2 %
mesnog ekstrakta i 1 % ekstrakta kvasca). Simboli koji imaju iste slovne oznake nisu statisticki
znacajno razliciti (Tuckey test, P < 0.05).

Eksperimenti u kojima je ispitivan uticaj kombinacije razli¢itih izvora azota na
proizvodnju dekstranasaharaze izvedeni su tako $to je u podlogu u kojoj je izmerena najveca
aktivnost u prisustvu samo jednog izvora azota (2 % mesni ekstrakt) dodat ili kvascev ekstrakt
ili pepton u koncentraciji u kojoj su u pojedina¢nim eksperimentima davali najve¢u enzimsku
aktivnost. Podloga koja se sastojala od kombinacije 2 % peptona i 2 % mesnog ekstrakta imala
je za 31 % vecu aktivnost u odnosu na kontrolnu podlogu. Medutim najve¢a dobijena
dekstransaharazna aktivnostizmerena je u podlozi koja je sadrzala 2 % mesnogi 1 % kvascevog
ekstrakta (Slika 4.3. B). Ova podloga imala je aktivnost od 4,52 + 0,10 [U/ml Sto je ¢ak za 47 %
viSe nego u kontrolnoj podlozi i ¢ak 19 % viSe nego u podlozi sa 2 % mesnog ekstrakta koja se
pokazala kao najbolja prilikom testiranja pojedinac¢nih izvora azota (Slika 4.3. B). Ova
kombinacija izvora azota imala je dekstransaharaznu aktivnost statisti¢ki znacajno vecu (P <
0,05) u poredenju sa rezultatima dobijenim za enzimsku aktivnost u podlogama koje su
sadrzale pojedinacne izvore azota. Sli¢ni rezultati dobijeni su i za druge sojeve koji produkuju
ovaj enzim. Lc. mesenteroides NRRL B-640 (Purama & Goyal, 2012), Lc. mesenteroides PCSIR-3
(Ul-Qader, Igbal, Rizvi, & Zuberi, 2003) i Lb. plantarum DM5 (Das & Goyal, 2014) su pokazali
vecu proizvodnju enzima kada su se u podlogama nalazila dva izvora azota nego samo jedan.

Dobijeni rezultati za uticaj izvora azota na proizvodnju dekstransaharaze su u skladu sa
ocCekivanim. Kako je bakterija iz koje je enzim izolovan, Lc. mesenteroides T3 poreklom iz zrna
vodenog kefira, koje raste i razmnoZava se u sredini koja je siromasna sa azotnim materijama,
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ovaj mikroorganizam je prilagodio svoj metabolizam ovakvim uslovima sredine. Samim tim,
mozemo da zaklju¢imo da je za sintezu razli¢itih metabolita dovoljna mala koli¢ina azotnih
materija.

4.1.3. Preciscavanje dekstransaharaze polietilen glikolom (PEG) i odredivanje
molekulske mase enzima

Nakon pronalaZenja optimalnih uslova za maksimalnu proizvodnju dekstransaharaze,
precistili smo dobijeni enzim u cilju detaljne karakterizacije i odredivanje molekulske mase, to
jest odredivanja veliCine molekula enzima. Kao metoda za preci§¢avanje primenjena je tehnika
taloZenje PEG-om kao jedna od najviSe koriS¢enih metoda za preciS¢avanje dekstranasahraze
(Goyal & Katiyar, 1994; Purama & Goyal, 2008c). Za taloZenje je koriS¢en 25 % PEG 400, jer se
u eksperimentima drugih autora pokazao kao selektivniji od polietilen glikola ve¢e molekulske
mase, taCnije zajedno sa enzimom staloZi se manja koli¢ina molekula dekstrana i/ili drugih
molekula (Purama & Goyal, 2008b). Rezultati koraka precis¢avanja prikazani su u tabeli 4.1., a
elektroforegram na slici 4.4.

Tabela 4.1. Koraci precis¢avanja dekstransaharaze

Faza Aktivnost Proteini Sp.aktivnost Faktor Prinos
preciS¢avanja (10) (mg) (IU/mg prot)  preciS¢avanja (%)
Sirov enzim 160 280 0,56 1 100
PEG 1.taloZenje 100 28 11,9 21 62,5
PEG 2.taloZenje 85 4 16,7 30 53
M o1 2 3 z

200kDa -
<+—— 180kDa

Slika 4.4. Elektroforeza dekstransaharaze preciséene taloZenjem PEG-om i zimogram aktivnosti
precis¢ene dekstransaharaze: traka M - protein marker (od 60 kDa do 250 kDa), traka 1 -
Precis¢ena dekstransaharaza nakon dva koraka taloZenja 25 % PEG-om 400 pri denaturisu¢im
uslovima, traka 2 - Precis¢ena dekstransaharaza nakon jednog koraka taloZenja 25 % PEG-om
400 pri denaturisuéim uslovima, traka 3- sirovi uzorak, Z - zimogram aktivnosti
dekstransaharaze nakon dva koraka precis¢avanja 25 % PEG-om 400 na kome se pomocu PAS
bojenja vidi formiranje glukana na saharozi kao supstratu.

Molarna masa preciS¢ene dekstransaharaze (25 % PEG 400), odredena u denaturiSu¢im
uslovima koriS¢enjem 7,5 % (w/v) SDS poliakrilamidnog gela, pokazuje postojanje jedne
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izoforme od otprilike 180 kDa kao Sto se vidi na elektoforegramu (Slika 4.4., traka 1 i 2). Prema
literaturnim podacima dekstransaharaze iz BMK imaju molekulske mase od 120 do 200 kDa
(Leemhuis et al., 2013).

U cilju odredivanja in situ aktivnosti preciS¢ene dekstransahraze radena je i SDS
elektroforeza u nedenaturiSu¢im uslovima. Bojenje gelova radi utvrdivanja aktivnosti (PAS)
nakon ove elektroforeze kao rezultat daje jednu traku koja je pokazivala aktivnost na 180 kDa
kada je inkubacija radena u rastvoru sa 10 % saharoze (Slika 4.4., traka Z).

4.2. Karakterizacija dekstransaharaze

U okviru karakterizacije delimi¢no precisS¢ene dekstransaharaze odredene su optimalne
vrednosti temperature i pH pri kojima je dekstransaharazna aktivnost najveca. Takode ispitan
je i opseg temperaturne i pH stabilnosti enzima. Nakon ovih eksperimenata ispitan je i uticaj
dodatka razlicitih jona na aktivnost delimicno preciS¢ene dekstransaharaze.

4.2.1. Odredivanje optimalne temperature i optimalne pH vrednosti dekstransaharaza

Temperatura ima izraZen uticaj na brzinu enzimskih reakcija. Prvo, moZe da ima uticaj
na specificnost enzima to jest da utiCe na afinitet enzima ka supstratu. Isto tako, prekomernim
povecanjem temperature dolazi do termalne denaturacije enzima usled raskidanja veza koje
¢ine nativnu konformaciju enzima (sekundarne, tercijarne i kvaternarne), Sto za posledicu ima
gubitak njegove aktivnosti (Knezevi¢-Jugovi¢, 2008).

Na slici 4.5. prikazan je temperaturni profil dekstransaharaze. Delimi¢no preciS¢ena
dekstransaharaza maksimalnu aktivnost ispoljila je u opsegu od 30 do 33 °C, i kao Sto se sa slike
4.5. moze videti, nesto vecu specificnu aktivnost enzim ima na 30 °C. Ovaj rezultat je u
saglasnosti sa do sada objavljenim literaturnim podacima za optimalnu temperaturu
dekstransaharaza iz BMK (25-45 °C). Kobajasi (Kobayashi) i Macuda (Matsuda) su kao
optimalnu temperaturu za intracelularnu dekstransaharazu izolovanu iz Lc. mesenteroides
NRRL B-1299 odredili 45 °C (Mukihiko Kobayashi & Matsuda, 1975). Ipak, do danas, 30 °C je
temperatura koje se najces¢e spominje od strane velikog broja autora kao optimalna za
aktivnost dekstransaharaza iz drugih sojeva mle¢nih bakterija (Erhardt, Kigler,
Chakravarthula, & Jordening, 2008; Iliev et al.,, 2008; Kaboli & Reilly, 1980; Naessens et al,,
2005; Purama & Goyal, 2008a).
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Slika 4.5. Efekat temperature i pH na aktivnost dekstransaharaze.

Kao i u slucaju temperature, pri ekstremnim pH vrednostima mozZe do¢i do narusavanja
nativne strukture enzima, koje se javlja kao posledica protonovanja, odnosno deprotonovanja
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odredenih jonizujucih grupa koje ucestvuju u obrazovanju intramolekulskih veza u strukturi
enzima, Sto dovodi do ireverzibilnog gubitka aktivnosti (KneZevi¢-Jugovi¢, 2008).

Kada govorimo o pH profilu dekstransaharaze, prema literaturnim podacima moze se
zakljuciti da je ovaj enzim najstabilniji i najaktivniji u pH opsegu od 5,0 do 5,5. Na slici 4.5., na
kojoj je prikazan pH profil delimi¢no preciS¢ene dekstransaharaze iz soja Lc. mesenteroides T3,
moZe se videti da je pH optimum ovog enzima 5,4. Kao i za temperaturni optimum, i vrednost
dobijena za pH optimum je u korelaciji sa rezultatima koje su istraziva¢i dobijali za
glukansaharaze iz mlecnih bakterija kao Sto su na primer Lc. mesenteroides NRRL B-640
(Purama & Goyal, 2012), W. confusa Cab3 (S. Shukla & Goyal, 2011a) i Lb. plantarum DM5 (Das
& Goyal, 2014).

4.2.2. Odredivanje temperaturne i pH stabilnosti

Sa slike 4.6. vidi se da je enzim stabilan u pH opsegu od 4,5 do 6,0, slicno kao i
glukansaharaze izolovane iz L. dextranicum NRRL B-1146 i P. pentosaceus SPA. Rezultati
termicke stabilnosti za dekstransaharazu pokazuju da je enzim stabilan na temperaturama
nizim od 30 °C dok se na tempreaturama viSim od 35 °C aktivnost naglo gubi, Sto je verovatno
posledica denaturacije enzima.
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Slika 4.6. Efekat temperature i pH na stabilnost dekstransaharaze.

4.2.3. Stabilnost dekstransaharaze iz Lc. mesenteroides T3 u prisustvu razlicitih jona

Uticaj jona metala na aktivnost dekstransahraze pracen je dodavanjem hlorida jona
metala Ca?*, Mg?*, Co2* i Fe3* i sulfata jona metala Mn?2* i Fe2*u opsegu koncentracija od 1 mM
do 10 mM.

Metalni joni Ca%*, Mg2*, Fe2+*i Co2* u niskim koncentracijama izazvali su samo marginalno
povecanje aktivnosti dekstransaharaze dok je dodatak jona Mn?* imao mnogo znacajniji efekat
na povecanje enzimske aktivnosti, Sto se moze videti iz Tabele 4.2. Blago povecanje
dekstransaharazne aktivnosti dodatkom divalentnih jona primeceno je i drugim studijama (Das
& Goyal, 2014; Majumder, Mangtani, & Goyal, 2008; Purama, Agrawal, & Goyal, 2010). Ovaj
efekat na enzim postiZe se zahvaljujudi stabiliSu¢em efektu dvovalentnih jona na tercijarnu
strukturu enzima (Majumder et al., 2008; A. W. Miller & Robyt, 1984).
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Tabela 4.2. Efekat jona metala na aktivnost delimicno precis¢ene dekstransaharaze iz Lc.
mesenteroides T3

ZadrZana aktivnost (%)?

Soli Maksimum Koncentracija jona Minimum Koncentracija jona
CaCl 106,2 + 2,1 (1mM) 67,2+ 1,4 (9mM)
MgCl, 1081+ 1,1 (1mM) 85,3 +1,6 (10mM)
CoCl, 112,1+1,1 (1mM) 67,4 +1,6 (10mM)
MnSOs4 172,9+2,1 (4mM) 125,7 +1,2 (10mM)
FeSO4 112,3+1,3 (1mM) 389+1,2 (9mM)
FeCls 98,0 + 1,2 (1mM) 7,9 £1,0 (5mM)
EDTA 83,8+ 0,9 (1mM) 46,2+0,8 (9mM)

Dodatak jona Mn?* u celom opsegu testiranih koncentracija ima znacajan aktivacioni
efekat na ispitivanu dekstransaharazu. Najveca izmerena enzimska aktivnost bila je za 73 %
veca od aktivnosti enzima u odsustvu jona (kontrola) a postignuta je pri koncentraciji jona od
4 mM MnSO04. Dalje povecanje koncentracije Mn2* ima neSto manje pozitivan efekat ali ¢ak i pri
koncentraciji od 10 mM nije imao inhibitorni efekat na aktivnost dekstransaharaze. Ovi
rezultati ukazuju na jedinstvenost dekstransaharaze iz soja Lc. mesenteroides T3 zbog toga Sto
prema rezultatima mnogih autora Mn?* ima negativan efekat na enzimsku aktivnost (Das &
Goyal, 2014; Mikihiko Kobayashi & Matsuda, 1976; Majumder et al., 2008). Prema literaturnim
podacima, postoji samo joS jedan soj kod koga je pokazano da Mn2* ima pozitivan efekat na
aktivnost dekstransaharaze tokom proizvodnje enzima. Naime, Majumder i Gojal (Majumder &
Goyal, 2008) su u svom radu pokazali da dodatak Mn2+ jona u minimalnoj koncentraciji soli od
1 mM u fermentacioni medijum, ima pozitivan efekat na produkciju dekstransaharaze kod soja
Lc. mesenteroides CGMCC 1.544. Sa druge strane, ne postoje literaturni podaci o pozitivhom
uticaju ovog jona na aktivnost izdvojenog enzima.

Od svih ispitivanih jona, samo Fe3* su imali inhibitorni efekat na aktivnost
dekstransaharaze za sve testirane koncentracije, dok je pri koncentraciji od 5 mM doslo do
kompletnog gubitka enzimske aktivnosti. Kobajasi i Macuda (Mikihiko Kobayashi & Matsuda,
1976) i Majumder sa saradnicima (Majumder & Goyal, 2008) su primetili isti negativan efekat
Fe3* na aktivnost dekstransaharaze.

EDTA je pri svim testiranim Kkoncentracijama pokazao denaturisu¢i efekat na
dekstransaharazu, pri ¢emu je pri koncentraciji od 9 mM EDTA aktivnost enzima opala za 54
%. Slican rezultat o uticaju EDTA na aktivnost enzima zabeleZen je i za glukansaharazu
izolovonu iz soja Lactobacillus plantarum DM5 (Das & Goyal, 2014).

45



4.3. Karakterizacija proizvoda dekstransaharaze

4.3.1. FTIR analiza molekula polisaharida
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Slika 4.7. FTIR spektar molekula dekstrana

U cilju potvrde da je sintetisani glukan dekstran snimljen je FTIR spektar (Slika 4.7.).
Intenzivna i Siroka traka u oblasti 3200-3500 cm~! potice od valencionih vibracija O-H grupe
(R. Shukla et al.,, 2011). Pik na 2931 cm™! je posledica valencionih vibracija C-H grupe,
karakteristi¢nih za molekul polisaharida (Ahmed, Siddiqui, Arman, & Ahmed, 2012; Davidovi¢,
Miljkovi¢, Lazié, et al., 2015). Siroki signal koji poti¢e od C-0-C i C-O veze u opsegu od 1000 do
1200 cm™1, takode predstavlja karakteristican signal za ugljene hidrate (Bremer & Geesey,
1991). Signal na 1153 cm1 potice od valencionih vibracija C-O-C veze i glikozidne veze dok
signal na 1107 cm™! predstavlja C-O vezu na C-4 atomu molekula glukoze (Han et al., 2014;
Shingel, 2002). Intenzivan pik koji se vidi na spektru na 1015 cm~! nastaje kao posledica velike
fleksibilnosti prisutne u molekulu dekstrana koja nastaje zahvaljuju¢i (1—6) glikozidnoj vezi
(Ahmed et al., 2012; Azmeera, Adhikary, & Krishnamoorthi, 2012). Na kraju, potvrdu da su u
molekulu dekstrana monomerne jedinice vezane a-glikozidnom vezom, predstavlja signal na
917 cm~1(Han et al., 2014; Shingel, 2002).

Na osnovu prikazanih rezultata FTIR spektra zakljueno je da glukansaharza koju
sintetiSe bakterija Lc. mesenteroides T3 proizvodi polisaharid a-glukoze u kome su monomerne
jedinice povezane (1-6) glikozidnom vezom, to jest dekstran. Shodno tome i enzim je
identifikovan kao dekstransaharaza.

Struktura dekstrana dodatno je potvrdena NMR spektroskopijom a podaci su prikazani
u radu (Davidovic et al., 2018).

Nakon karakterizacije enzima i odredivanja temperaturne i pH stabilnosti, kao i
stabilnosti u prisustvu razli¢itih jona metala, u nastavku eksperimentalnog rada ispitana je
mogucnost proizvodnje dekstransaharaze na otpadnom supstratu.

4.4. Fermentacija i proizvodnja dekstransaharaze na otpadnom supstratu

Razliciti otpadni materijali, ukljuc¢uju¢i i melasu, koriS¢eni su kao izvor ugljenika za
proizvodnju dekstransaharaze (Abedin, El-Borai, Abo Shall, & El-Assar, 2013; Queiroz &
Maugerio Filho, 1989). Cinjenica da je bogata saharozom, melasu kao otpadni supstrat ¢&ini
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jeftinom alternativom (komercijalnim Secerima) za dodatak podlozi koja se koristi za sintezu
dekstransaharaze. U ovom eksperimentu za proizvodnju dekstransaharaze, koriS¢eni su melasa
kao glavna komponenta podloge i izluZeni repin rezanac kao nosac za imobilizaciju Celija Lc.
mesenteroides T3.

Velike koli¢ine ukupnih Secera u melasi Cine je pogodnim izvorom ugljenika i samim tim
i pogodnim supstratom za rast mikroorganizama. Posebno ¢injenica da oko 40-55 % Secera u
melasi (Nigam & Vogel, 1991; Razmovski & Vucurovi¢, 2012) ¢ini saharoza, kao dominantan
Secer, predstavlja logi¢an izbor za koriS¢enje melase kao glavne komponente podloge za
proizvodnju dekstransaharaze. Melasa je vel KkoriS¢ena za sintezu dekstransaharaze u
laboratorijskim istraZivanjima (Abedin et al., 2013; Vettori, de Lima, Blanco, Cortezi, & Contiero,
2012). Takode, pored SeCera melasa sadrzi i azotne materije, pa tako kada se razblaZi do Zeljene
koncentracije suve materije, melasa i samostalno moZze da predstavlja dovoljan izvor hranljivih
materija za rast bakterije Lc. mesenteroides T3. Ovo je potpuno u saglasnosti sa sredinom iz koje
je ovaj soj izolovan a to je zrno vodenog kefira. BMK iz zrna vodenog kefira Zive i razmnoZavaju
se u okolini koja je siromasna u sadrZaju azotnih materija, tako da su ove bakterije prilagodile
svoj metabolizam ovakvim uslovima sredine.

Da bi se pronasla optimalna koncentracija melase za proizvodnju dekstransaharaze,
napravljena su razli¢ita razblaZzenja fermentacionog medijuma. Najveéa aktivnost
dekstransaharaze od 0,99 + 0,01 IU/ml dobijena je u podlozi u kojoj je koncentracija melase
bila 2,5 % (w/v) (Slika 4.8.). Enzimska aktivnost dobijena sa ovom koncentracijom melase bila
je statisticki znacajno veca (P < 0,05) u poredenju sa aktivnostima dobijenim za ostala
razblaZenja melase. U svim narednim eksperimentima koncentracija melase drZana je fiksno na
2,5 % dok su koncentracije ostalih komponenata varirane.
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Slika 4.8. Aktivnost dekstransaharaze dobijena inkubacijom bakterije Lc. mesenteroides
T3 u podlozi sa razlicitim koncentracijama melase. *Na grafiku su predstavljene srednje
vrednosti tri nezavisna merenja * standardna devijacija. Simboli (oznake) koji imaju ista slova
znace da se vrednosti medusobno statisticki znacajno ne razlikuju (Tukey test, P< 0.05).

4.4.1. Uticaj koncentracije izluZenog repinog rezanca kao nosaca za imobilizaciju celija
Lc. mesenteroides T3

U ovom eksperimentu ispitivan je uticaj izluZenog repinog rezanca (SBP) na proizvodnju
dekstransaharaze pomocu soja Lc. mesenteroides T3 u podlozi sa melasom. KoriS¢ena su dva
oblika izluZenog repinog rezanca: netretiran (SPB-N) i tretiran natrijum-hidroksidom (SPB-
NaOH).
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Tabela 4.3. Uticaj vrste izluZenog reping rezanca na proizvodnju dekstransaharaze

Podloga Melasa SBP-N SBP-NaOH
DS aktivnost 0,97 +0,013 0,91 +0,019 1,26 + 0,027

Maksimalna enzimska aktivnost od 1,26 + 0,02 IU/ml dobijena je u podlozi koja je
sadrzala 1 % SBP-NaOH i melase. Ova dekstransaharazna aktivnost je za skoro 30 % veca u
odnosu na izmerenu maksimalnu aktivnost u podlozi koja je sadrzala samo melasu, dok je u
podlozi sa 1 % SBP-N i melasom enzimska aktivnost bila najniza (Tabela 4.3.).
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Slika 4.9. Aktivnost dekstransaharaze dobijenom inkubacijom bakterije Lc. mesenteroides T3 u
podlozi sa razli¢itim koncentracijama izluZzenog repinog rezanca koji je prosao alkalni
pretretman (SBP-NaOH). *Na grafiku su predstavljene srednje vrednosti tri nezavisna merenja *
standardna devijacija. Simboli (oznake) koji imaju ista slova znace da se vrednosti medusobno
statisti¢ki znacajno ne razlikuju (Tukey test, P< 0.05).

Alkalni pretretman izluZenog repinog rezanca ima pozitivan uticaj na proizvodnju
dekstransaharaze. Najveca enzimska aktivnost iznosila je 1,42 + 0,01 IU/ml (Slika 4.9.) pri
koncentraciji od 2,5 % SBP-NaOH. Ova dekstransaharazna aktivnost bila je ¢ak za 44 % veca u
poredenju sa podlogom koja se sastojala samo od melase. Do povecanja aktivnosti
dekstransaharaze dodatkom SBP-NaOH, najverovatnije dolazi usled povecanja koncentracije
bakterijske biomase u fermentacionom medijumu, kao posledice imobilizacije bakterijskih
¢elija na SBP, prema ve¢ poznatom fenomenu za druge mikrobne vrste (Djuki¢-Vukovi¢,
Mojovi¢, Jokié, Nikoli¢, & Pejin, 2012; Razmovski & Vucurovi¢, 2012). Na SEM mikrografijama
vide se razlike u povrsini repinog rezanca pre i posle fermentacije, sa akcentom na veoma
hrapavu i poroznu povrsinu SBP-NaOH (Slika 4.10.a). Ovako rasprostranjene Supljine i
udubljenja su pogodna povrSina za imobilizaciju bakterijskih Celija, a da je do imobilizacije
doSlo mozZe se videti na mikrografijama SEM-a (Slika 4.10. b-e). Ako se produzi vreme
fermentacije, pH vrednost opada na vrednost optimalnu za sintezu dekstrana tako da
sintetisani enzim konvertuje visSak saharoze u dekstran, koji ostaje u blizini bakterijskih ¢elija
kao neka vrsta zastite (Slika 4.10. d) (Barker & Ajongwen, 1991).

[zluZeni repin rezanac je i ranije koriS¢en kao nosac za imobilizaciju celija. Na ovom
nosacu uspesno je imobilisan kvasac Saccharomyces cerevisiae radi poboljSanja uslova za
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proizvodnju bioetanola kao i bakterija Paenibacillus chitinolyticus CKS1 za proizvodnju enzima
p-amilaze (Mihajlovski et al., 2016; V. M. Vucurovi¢ & Razmovski, 2012a). Ova studija je prva o
imobilizaciji ¢elija bakterije Lc. mesenteroides na SBP. Prethodne sprovedene studije odnosile
su se na prednosti imobilizacije Celija Lc. mesenteroides u alginatne ili akrilamidne nosace radi
proizvodnje dekstrana i GLOS-a (Qader et al, 2011). Glavnu prednost koriS¢enja SBP za
imobilizaciju cCelija predstavlja njegova cena i dostupnost, a ne treba zaboraviti ni ekolosku
stranu koris¢enja ovog nosaca.

U zavisnosti od pH vrednosti okoline u kojoj se nalazi SBP, na njegovoj povrSini se mogu
nalaziti i pozitivno i negativno naelektrisana mesta za vezivanje (V. M. Vucurovi¢ & Razmovski,
2012a). Tokom bakterijske fermentacije pH vrednost podloge opada zbog sinteze mlecne
kiseline od strane bakterije Lc. mesenteroides T3, sto konsekventno dovodi do povecanja
pozitivno naelektrisane povrSine na SBP, a kao rezultat dolazi do boljeg vezivanja bakterijskih
¢elija za ovaj nosac. Prirodna adhezija ¢elija Lc. mesenteroides T3 na SBP nosac je jeftin i jako
jednostavan metod imobilizacije koji omogucava veliku gustinu bakterijskih celija u
fermentacionom sistemu za proizvodnju enzima dekstransaharaze.

Slika 4.10. Skenirajuca elektronska mikrografija izluZenog repinog rezanca predhodno
tretiranog natrijum hidroksidom: a) pre fermentacije (x10,000), b) i c) Celije Lc. mesenteroides
T3 (crna strelica) imobilisane na povrsinu i unutar Suplina (x10,000), d) sa dekstranom (crvena

strelica) (x25,000), i e) (x50,000).

[spitivanjem efekata koncentracije inokuluma na proizvodnju dekstransaharaze
dobijeno je da je prekonoc¢na bakterijska kultura koncentracije 4 % dala maksimalnu enzimsku
aktivnost (Slika 4.11.). Dobijena dekstransaharazna aktivnost od 1,56 * 0,01 IU/ml pri
koncentraciji inokuluma od 4 % statisti¢ki je znacajno veca (P < 0,05) u poredenju sa
aktivnostima dobijenim pri drugim koncentracijama inokuluma. Ova koncentracija inokuluma
dala je za 53 % vecu enzimsku aktivnost, u poredenju sa koncentracijom inokuluma od 10 %
(Slika 4.19). Ovakav rezultat moZe se objasniti intenzivnom proizvodnjom dekstrana zbog vece
koncentracije bakterijskih Celija, Sto moZe znatno da uti¢e na tacnost odredivanja enzimske
aktivnosti (Purama & Goyal, 2008d; M. Santos et al., 2000). Koris¢enjem velike koncentracije
inokuluma, pH vrednost fermentacionog medijuma brZe opada usled proizvodnje mlecne
kiseline koja nastaje tokom bakterijskog rasta. Kada pH vrednost podloge opadne na optimalnu
vrednost za maksimalnu aktivnost enzima, sintetisani enzim koji bakterija izlucuje direktno u
fermentacionu te¢nost koristi saharozu iz podloge i za kratko vreme proizvede veliku koli¢inu
dekstrana.
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Slika 4.11. Aktivnost dekstransaharaze dobijena inkubacijom sa razli¢itim koncentracijama
inokuluma bakterije Lc. mesenteroides. *Na grafiku su predstavljene srednje vrednosti tri
nezavisna merenja * standardna devijacija. Simboli (oznake) koji imaju ista slova znace da se
vrednosti medusobno statisticki znacajno ne razlikuju (Tukey test, P< 0.05).

4.4.2. Efekat koncentracije saharoze

Saharoza kao glavni supstrat za proizvodnju dekstransaharaze dodata je u
fermentacionu podlogu i na taj nacin maksimalna aktivnost enzima povecéana je na vrednost od
2,02 + 0,02 IU/ml. Konacni sastav optimalne podloge za proizvodnju dekstransaharaze od
nusproizvoda agro-industrije je 2,5 % melase, 2,5 % SBP-NaOH i 4 % saharoze. Dobijena
enzimska aktivnost nakon dodatka saharoze u podlogu bila je za 42 % vec¢a nego u istoj podlozi
bez saharoze. Melasa sama po sebi sadrzi velike koli¢ine saharoze ali i drugih Secera i jona
metala. Da bi se smanjila koncentracija ovih Secera ali i ostalih supstanci koje mogu imati
inhibitorni efekat na rast bakterija, melasa mora da se razblaZi bar deset puta. Varirajuci
koncentraciju melase, najveca aktivnost dekstransaharaze a u isto vreme i najbolji kompromis
izmedu dovoljne koncentracije saharoze i niske koncentracije inhibitornih supstanci
postignuta je pri razblaZenju melase od 40 %. Ipak, dodatna suplementacija saharoze moze
dodatno da povecéa proizvodnju dekstransaharaze pokazujuéi na taj nacin da za optimalnu
proizvodnju ovog enzima samo deo potrebne saharoze moZe da se obezbedi iz melase. Kada se
melasa razblaZi na koncentraciju od 2,5 %, sadrzaj saharoze je oko 1 %. To je dovoljna
koncentracija za indukciju sinteze dekstransaharaze. Povecanje koncentracije saharoze dovodi
do povecanja proizvodnje dekstransaharze (Slika 4.12.). Maksimalna dekstransaharazna
aktivnost dobijena je dodatkom 4 % saharoze, ¢ime je ukupno postignuto oko 5 % sahroze u
fermentacionom medijumu. Aktivnost dekstransaharaze dobijena dodatkom 4 % saharoze bila
je statisticki znacajno veca od aktivnosti dobijene dodatkom drugih koncentracija ovog Secera
(P <0,05). Slitcna Kkoncentracija saharoze pokazala se kao optimalna za sintezu
dekstransaharaze poreklom iz drugih vrsta koje sintetiSu dekstran kao Sto su Weissella confusa
Cab3 (S. Shukla & Goyal, 2011b) i Lactobacillus plantarum DM5 (Das & Goyal, 2014). Dalje
povecanje koncentracije saharoze u fermentacionoj podlozi dovelo je do smanjenja proizvodnje
dekstransaharaze. Das i Gojal su ovaj fenomen objasnili ¢injenicom da se pri visokim
koncentracijama saharoze stvara prekomerna koli¢ina molekula dekstrana, koji ostaje vezan za
dekstransaharazu i na taj nac¢in ometa ta¢no odredivanje aktivnosti ovog enzima (Das & Goyal,
2014).
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Slika 4.12. Aktivnost dekstransaharaze dobijene pri razlic¢itim koncentracijama saharoze u
podlozi. *Na grafiku su predstavljene srednje vrednosti tri nezavisna merenja * standardna
devijacija. Simboli (oznake) koji imaju ista slova znace da se vrednosti medusobno statisticki
znacajno ne razlikuju (Tukey test, P< 0.05).

Prema podacima dostupnim u literaturi, koncentracija saharoze u melasi moZe da varira
(40 do 55 % od ukupnih Secera). Imajuci ovo na umu, moZe se pretpostaviti da ako je melasa
izuzetno bogata saharozom, koli¢ina saharoze koja se treba dodati u podlogu da bi se postigla
maksimalna proizvodnja dekstransaharaze moZe biti i niZa nego u ovoj studiji. Proizvodnja
dekstransaharaze iz BMK na otpadnim supstratima proucavana je od strane malog broja
naucnika, a rezultati dobijeni u ovim istrazivanjima tesko su uporedivi zbog razli¢itog nacina
izrazavanja enzimske aktivnosti. Takode, u velikom broju eksperimenata meri se samo
koncentracija sintetisanog dekstrana, bez kvantifikacije aktivnosti dekstransaharaze
(Behravan, Fazly Bazzaz, & Salimi, 2003; M. Santos, Rodrigues, & Teixeira, 2005; Vedyashkina,
Revin, & Gogotov, 2005).

Razliciti otpadni materijali koriS¢eni su za proizvodnju i povecanje dekstransaharazne
aktivnosti. Soj Lc. mesenteroides FT 045B, na primer, pokazuje maksimalnu aktivnost nakon 24
sata fermentacije na podlozi koja sadrzi melasu i te¢nu kukuruznu sladovinu kao izvor azota
(Vettori et al., 2012). Visoka aktivnost dekstransaharaze od 7 UDS/10 ul (UDS jedinica
aktivnosti dekstransaharaze po pl) zabeleZena je i kada je soj Lc. mesenteroides NRRL B512F
gajen na podlozi koja se sastojala od pulpe, koja kao otpadni materijal zaostaje nakon prerade
indijskog oraha, uz dodatak 50 g/L saharoze i 20 g/L kvaS¢evog ekstrakta (Chagas, Honorato,
Pinto, Maia, & Rodrigues, 2007). Sa druge strane, niska dekstransaharazna aktivnost od samo
4,3 U/mL/h zabeleZena je od strane Abedina i sardnika kada su gajili soj Lactobacillus
acidophilus ST76480.01 na podlozi koja je sadrzala samo melasu, u cilju proizvodnje
dekstransaharaze (Abedin et al., 2013).

Objasnjenje za relativno nizak rezultat aktivnosti dekstransaharaze od 2,02 IU/mL
dobijene gajenjem soja Lc. mesenteroides T3 na novoj podlozi sastavljenoj od nus proizvoda iz
agro-industrije moZe biti posledica limitiranih potencijala samog soja za bolju proizvodnju ovog
enzima.

51



4.4.3. Imobilizacija celija soja Lc. mesenteroides T3 na SBP-NaOH u cilju viSestruke
upotrebe za kontinualnu proizvodnju dekstransaharaze

Rezultati proizvodnje dekstransaharaze u nekoliko ponovljenih ciklusa fermentacije
bakterije Lc. mesenteroides T3 imobilisane na SBP-NaOH pokazuju da nakon cetiri uzastopna
ciklusa sa imobilisanim ¢elijama proizvodnja enzima opadne za 60 % (Tabela 4.4.).

Tabela 4.4. Dekstransaharazna aktivnost supernatanta dobijena inkubacijom Lc. mesenteroides
T3 na SBP-NaOH u sedam ponovljenih ciklusa

Ciklusi I I1 111 IV \"/ VI VII
DS akt.
(IU/ml) 1,31+0,042 @ 1,07+0,02> 0,78 +0,04c  0,59+0,03¢ | 0,29+0,02¢ | 0,28%0,03¢ @ 0,14+0,01f

Nakon prvog ciklusa zadrzana enzimska aktivnost je ¢ak 82 %. Nakon Cetvrtog ciklusa
proizvodnja dekstransaharaze opadne na 40 %, dok je na kraju petog, Sestog i sedmog ciklusa
zadrzana enzimska aktivnost 22 % za peti, 21 % za Sesti i svega 11 % za sedmi ciklus (Tabela
4.4.). Broj prezivelih Celija bakterija na kraju treceg ciklusa iznosio je viSe od 1011 CFU/g ali je
nakon cetvrtog ciklusa zabeleZen pad kolonizacije nosaca, to jest SBP-NaOH. Na osnovu ovih
rezultata moZe se zakljuciti da je nagli pad enzimske aktivnosti nakon cetvrtog ciklusa posledica
desorpcije bakterija sa nosaca (Slika 4.13.). Jo$ jedan razlog pada aktivnosti dekstransaharaze
nakon vise uzastopnih ciklusa, moze biti i posledica starenja bakterijske kulture, metabolickih
promena i primene u imobilisanom sistemu (Djuki¢-Vukovi¢ et al.,, 2012).
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Slika 4.13. Broj Zivih Celija soja Lc. mesenteroides T3 tokom fermentacije i vracanja u cikluse.
Oznake: puna linija - broj slobodnih Zivih Celija soja Lc. mesenteroides T3 (izraZenih kao log CFU
mL1 izraZen na fermentacioni medium); stubici - broj Zivih bakterijskih ¢elija soja Lc.
mesenteroides T3 imobilisanih na izluZenom repinom rezancu (izraZeno kao log CFU g1 na
izluZenom repinnom rezancu kao nosacu)
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Na osnovu prikazanih rezultata evidentno je da je rast bakterija Lc. mesenteroides T3 bio
intenzivan tokom tri ciklusa Sto ukazuje na veoma dobru stabilnost celog sistema, Cime je
zadovoljena najvaznija premisa za viSestruku upotrebu imobilisanih celija (biomase).
Imobilizacija Celija, pre svega, omogucava lako odvajanje ¢elija od fermentacione podloge a
samim tim i proizvoda koji nastaju tokom fermentacije Sto dalje omogucava lakSu manipulaciju
i njihovu viSestruku upotrebu (Djuki¢-Vukovi¢ et al,, 2012). Na kraju, adsorpcija mikrobnih
¢elija na SBP predstavlja jednostavnu tehniku imobilizacije, koja moZe da se koristi u
reaktorima bez upotrebe hemikalija, Sto ovakav proces proizvodnje dekstransaharaze Cini
jeftinijim i ekolo$ki prihvatljivim.

4.5. Imobilizacija dekstransaharaza

Jedan od glavnih ciljeva ove doktorske disertacije bio je da se doprinese Siroj primeni
dekstransaharaze, upravo razvijanjem novih tehnika imobilizacije radi dobijanja jeftinijih i
efikasnijih imobilisanih enzimskih preparata, koji bi nasli potencijalnu primenu u reakcijama
sinteze dekstrana i oligosaharida. U ovoj disertaciji ispitana je moguc¢nost imobilizacije nativne
dekstransaharaze izolovane iz Lc. mesenteroides T3, na viSe nosaCa primenom tri razliCite
tehnike. Primenjene su sledece metode imobilizacije: adsorpcija na nemodifikovane i 5-
aminosalicilnom kiselinom modifikovane nanocestice TiOz, potom kovalentno vezivanje na
modifikovane nanocestice TiO2 uvodenjem razli¢itih funkcionalnih grupa (aldehidne i epoksi) i
na kraju zarobljavanje enzima unutar agar-agar matriksa (procedure su opisane u poglavljima
3.2.12.1.1 3.1.12.2.). Nakon optimizacije procesa imobilizacije, za imobilisane preparate kod
kojih je doSlo do kovalentne imobilizacije enzima za nosac, izvrSeno je poredenje tempraturne
stabilnosti i moguc¢nost viSestruke upotrebe imobilisanog i slobodnog enzima.

4.5.1. Imobilizacija dekstransaharaze na nanocestice TiO:

Komercijalne, Siroko rasprostranjene i okarakterisane nanocestice TiO2 (Degussa P25)
izabrane su za imobilizaciju dekstransaharaze izolovane iz Lc. mesenteroides T3. PovrSina
nosaca nanocestica TiO2 modifikovana je razliCitim funkcionalnim grupama (Slika 4.14.) i
njihov uticaj na efikasnost imobilizacije dekstransaharaze poredena je sa nemodifikovanim
nanocesticama TiOx.

4.5.1.1. Funkcionalizacija nanocestica TiO:

Morfoloske karakteristike Degusse P25 su dobro poznate u literaturi (veli¢ina: 20-30
nm; specificna povrsina: 50-60 m?gl; precnik pora: 17,5 nm) (Almquist & Biswas, 2002;
Suttiponparnit et al., 2011). Takode, dobro je poznato da su ove nanocestice amfoterne prirode
kao i to da im je izoelektri¢na tacka na pH=5,9 (Kosmulski, 2002). Bitno je naglasiti da je u svim
eksperimentima pH vrednost bila 5,4 $to znaci da je najveci broj hidroksilnih grupa na povrsini
nanocestica bio protonovan.
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U cilju da se povrSina nanocestica TiO2 funkcionalizuje amino grupom izvrSena je
modifikacija povrsine TiO2 5-aminosalicilnom kiselinom (5-ASA). Rezultati Kubelka-Munkove
transformacije difuzione refleksije nemodifikovanih i 5-aminosalicilnom Kkiselinom
modifikovanih ¢estica TiO; prikazane su na slici 4.15.
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Slika 4.15. Kubelka-Munk transformacija podataka difuzione refleksije nemodifikovanih
nanocestica TiO; (a) i nanocestica TiO; Cija je povrsina modifikovana 5-aminosalicilnom
kiselinom (b); umetak: prostorna orjentacija kompleksa sa prenosom naelektrisanja, dobijena
DFT kalkulacijama, 5-ASA vezana na kristalnoj ravni (101) anataze TiO>.

Pojava apsorbance u vidljivom delu spektra nakon modifikacije povrsSine nanocestica
TiO2 5-aminosalicilnom kiselinom posledica je formiranja kompleksa sa prenosom
naelektrisanja (CT kompleks). Pomeranje apsorpcionog pika ka vidljivom delu spektra (od 400
nm do 700 nm) je u saglasnosti sa literaturnim podacima vezanim za modifikaciju povrsina
nanocestica TiOz sa salicilatnim tipom liganada (Jankovi¢, Saponji¢, Comor, & Nedeljkovic,
2009; Milicevic et al., 2015; Savi¢ et al.,, 2013, 2015).

Dobro je poznato iz literaturnih podataka da se vezivanje 5-ASA za povrsinu nanocestica
TiO2 deSava preko hidroksilne i karboksilne grupe (u susednom poloZaju na fenolnom prstenu),
ostavljajuci tako slobodnu amino grupu (Milic¢evi¢ et al.,, 2015). Ovako predloZeno formiranje
veza potkrepljeno je detaljnom FTIR analizom nemodifikovanih i 5- ASA modifikovanih cestica
TiO2. Prisustvo vibracija koje pripadaju amino grupama (Mourdikoudis & Liz-Marzan, 2013),
primeceno je zahvaljujuci apsorpciji na malo pomerenom poloZaju usled vezivanja 5-ASA na
TiO2 (Milicevi¢ et al., 2015). Imajuci na umu reaktivnost amino grupa, njihova dostupnost na
povrsini nosaca je jako vazna za buducu primenu ovako funkcionalizovanih nanocestica TiOx.

Tabela 4.5. Poredenje eksperimentalno procenjenih vrednosti energetskog procepa za TiOz/5-
ASA CT kompleks sa vrednostima dobijenim pomoc¢u DFT metode sa periodi¢nim grani¢nim
uslovima.

Struktura Donorskinivo (eV)2 CBM (eV) Eg(eV)? Eg(eV)e
5-ASA/TiO> -6.33 -4.16 2.17 1.77

aDonorski nivo se nalazi iznad maksimuma valentne trake TiOz2.

bVrednost energetskog procepa je izracunata kao razlika izmedu donorskog nivoa i minimuma provodne
trake (CBM) TiOx.

cEksperimentalno dobijena vrednost energetskog procepa.
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Slika 4.16. Granicne kristalne orbitale predstavljene na ponavljajucoj jedini¢noj ¢eliji TiO2/5-
ASA.HOCO i LUCO predstavljaju najviSe popunjene i najniZe nepopunjene Kkristalne orbitale.

Kvantnom hemijskom analizom, baziranom na DFT proracunima odredena je energija
formiranih kompleksa sa prenosom naelektrisanja. Na slici 4.15. prikazana je optimizovana
prostorna struktura CT kompleksa formiranog izmedu nanocestica TiOz i molekula 5-ASA, gde
se vidi da se povrSinska modifikacija nanocCestice TiOz odvija na (101) prostornoj ravni anataza
oblika nanocestica TiOz, sto je u skladu sa literaturnim podacima (Jankovic¢ et al., 2009; Milicevi¢
et al, 2015; Savi¢ et al,, 2013, 2015). MoZemo takode primetiti da se izraCunata vrednost
energetskog procepa za CT kompleks od 2,17 eV, slaZe sa eksperimentalno dobijenom od 1,77
eV (Tabela 4.5.), Sto potvrduje predloZenu vezu izmedu nanocestice TiO2 i molekula 5-ASA.

Nosa¢ nastao modifikacijom nanocestica TiO2 sa 5-ASA (TiO2/5-ASA) koriScen je kao
osnova za sintezu nosaca funkcionalizovanog aldehidnim grupama u reakciji sa GA. Pra¢enjem
dobro ustanovljene procedure u literaturi (Betancor et al.,, 2006b; Bezbradica et al., 2014),
modifikacija nosaca TiO2/5-ASA glutaraldehidom deSava se aktivacijom primarne amino grupe
uvedene na povrsini nanocestica reakcijom sa GA (Sema 1) (Vazquez-Ortega, Alcaraz-
Fructuoso, Rojas-Contreras, Lopez-Miranda, & Fernandez-Lafuente, 2018).

Za uvodenje epoksi grupa na nanocestice TiOz koris¢en je slededi sinteticki put: Reakcija
sililacije izmedu (3-glicidiloksipropil)trimetoksisilana (GOPTMS) i nanocestica TiOz; ova
kondenzaciona reakcija izmedu silanola i hidroksilnih grupa na povrsini TiO; deSava se na isti
nacin kao epoksi silanizacija silika nanocestica (Sema 1) (Banjanac, Mihailovi¢, Prlainovi¢,
Corovi¢, etal., 2016; Banjanac, Mihailovi¢, Prlainovi¢, Stojanovi¢, et al., 2016).

Imobilizaciji dekstransaharaze na nanocestice TiO; sa uvedenim epoksidnim grupama
(TiO2/GOPTMS) prethodilo je odredivanje koncentracije epoksi grupa na povrsini ovog nosaca.
Koncentracija epoksi grupa koja je ovom metodom uvedena na povrsinu nanocestica TiO:
iznosila je 500 pmol/g. Ova vrednost je bliska vrednostima za neke komercijalne nosace, kao
S$to je na primer Eupergit®, koji je vec¢ i koriS¢en za imobilizaciju dekstransaharaze (De Segura
et al, 2004; Katchalski-Katzir & Kraemer, 2000). Odredivanje optimalne koncentracije
epoksidnih grupa jako je vazno zbog problema koji se javlja kada je koncentracija reaktivnih
grupa velika i moZe da utice na smanjenje enzimske aktivnosti zbog vezivanja enzima za
funkcionalizovan nosac u viSe tacaka (engl. multi point attachment) (Banjanac, Mihailovi¢,
Prlainovi¢, Corovié, et al., 2016; Grazu, Lopez-Gallego, & Guisan, 2012; Mateo, Abian,
Fernandez-Lafuente, & Guisan, 2000; Zhang, Peng, Wang, & Li, 2015).

Na Semi 1 i (Slici 4.14.) ilustrovani su sintetski putevi modifikacije povrsine nanocestica
TiO2 koris¢enih u ovoj doktorskoj disertaciji za potrebe ispitivanja uticaja razlicito
funkcionalizovanih nosaca na imobilizaciju dekstransaharaze.
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Sema 1. Sematski prikaz sintetskih puteva za pripremu funkcionalizovanih nosaca TiO; sa Cetiri
razlicite grupe: a) protonovna hidroksilna grupa, b) amino grupa koja je uvedena na nosac¢
funkcionalizacijom TiO; sa 5-ASA-om , c) epoksi grupa koja je uvedena sililacijom TiO: sa
GOPTMS-om i d) aldehidna grupa uvedena reakcijom izmedu amino grupe i glutaraldehida.

4.5.1.2. Kinetika imobilizacije dekstransaharze na nanocestice TiOz

Krive nastale fitovanjem eksperimentalnih podataka dobijenih za kinetiku adsorpcije
dekstransaharaze na funkcionalizovane nanocestice TiO> sa hidroksilnim, amino, aldehidnim i
epoksi grupama koriS¢enjem Lagergrenove jednacine (Tseng, Wu, & Juang, 2010) pseudo-
prvog reda prikazane su na slici 4.9. Lagergrenove jednacina i njen nelinearni oblik glasi:

qi=qe(1-e7*1%) (4.1)

gde je ge-ravnoteZna koncentracija adsorbovanog enzima (mg/g), q«koncentracija
adsorbovanog enzima u bilo kojem vremenu t, ki-konstanta brzine adsorpcije pseudo-prvog
reda (1/min) i t-vreme trajanja adsorpcije (min).

Kineticki parametri (koli¢ina adsorbovane dekstransaharaze u ravnoteznom stanju i
konstanta prvog reda) dobijeni na osnovu modela prikazani su u Tabeli 4.6. Enzimska aktivnost
dekstransaharaze koriS¢ene u eksperimentima imobilizacije na nanocestice TiO; bila je 3,8
[IU/mL a koncentracija proteina 0,16 mg/mL.
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Tabela 4.6. Kineticki parametri imobilizacije dekstransaharaze na nanocestice TiO,.

Nosac Funkcionalna Maksimalna Adsorpciona R?
grupa koncentracija konstanta
imobilisanih (1/h)
proteina
(mg/g nosaca)
TiO: Hidroksilna 12,6 3,80 0,992
TiO2-5/ASA Amino 12,0 1,30 0,990
TiO2-5/ASA/GA Aldehidna 9,6 1,85 0,996
TiO2/GOPTMS Epoksi 9,8 3,80 0,992

Na osnovu rezultata prikazanih u Tabeli 4.6. i na slici 4.17.A, mogu se izvu¢i dva klju¢na
zakljucka vezano za imobilizaciju dekstransaharaze na nemodifikovane i modifikovane
nanocestice TiO;. Imobilzacija dekstransaharaze na sva Cetiri prouc¢avana nosaca (TiO2, TiO2/5-
ASA, TiO2/5-ASA/GA, TiO2/GOPTMS) se moZe opisati Lagergrenovim jednac¢inama pseudo-
prvog reda za adsorpcionu kinetiku, poSto odgovarajuc¢e modelovane krive imaju visoke
koeficijente korelacije (20,990). Drugi zakljucak koji se namece na osnovu rezultata prikazanih
na slici 4.17.A je da se maksimalna koncentracija imobilisanih proteina brZe dostiZe na
nemodifikovanim ¢esticama TiOz u poredenju sa modifikovanim nosac¢ima TiO». Za otprilike sat
vremena imobilizacije postiZze se maksimalna koncentracija imobilisanih proteina u prvom
slucaju, dok je za modifikovane cestice optimalno vreme oko tri sata. Konsekventno, konstante
brzine adsorpcije za imobilizaciju proteina na nemodifikovane nanocestice TiO; su znacajnije
veCe u odnosu na konstante brzine za TiOz/5-ASA i TiO2/5-ASA/GA nosace (Tabela 4.6.). 1z
Tabele 4.6. se vidi i da je sorpcioni kapacitet (maksimalna koncentracija imobilisanih proteina)
za nemodifikovane nanocestice TiO2 najveci u poredenju sa ostala tri nosaca. NesSto niza je
maksimalna koncentracija imobilisanih proteina za nosa¢ modifikovan 5-ASA-om (TiO;-
5/ASA). Ovajrezultat je u saglasnosti sarezultatima koje u svojim eksperimentima imobilizacije
adenozin deaminize na nemodifikovanim nanocesticama TiO2, kao i nanocesticama TiO; sa
uvedenim amino grupama dobio Zuang (Zhuang et al., 2017).
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Slika 4.17. (A) Podaci adsorpcione kinetike za dekstransaharazu imobilisanu na nanocestice
TiOz (crno), TiO2/5-ASA (crveno), TiOz/5-ASA/GA (plavo) i TiO2/GOPTMS (zeleno), kao i
odgovarajuce "fitovane" krive dobijene koris¢enjem jednacine pseudo prvog reda za adsorpcionu
kinetiku. (B) Prinos imobilizacije proteina, IYp (%), u funkciji vremena.
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[z tabele 4.6. vidi se da je maksimalna koncentracija imobilisanih proteina na nosace
TiO2/5-ASA/GA i TiO2/GOPTMS za 20 % manja nego na nemodifikovane Cestice TiO2. Takode,
rezultati koji se odnose na prinos imobilizacije proteina (slika 4.17. B) u skladu su sa
rezultatima kinetike adsorpcije. Na primer, cak 80 % od pocCetne koncentracije proteina (mg/g)
se adsorbuje na nemodifikovane cestice TiO; tokom prvog sata imobilizacije. Produzavanje
vremena imobilizacije ne utice na povecanje prinosa imobilizacije proteina na ove cCestice. Sa
druge strane, vrednost za prinos imobilizacije proteina na TiOz/5-ASA je slicna onoj za
nemodifikovane Cestice i dostiZe se tek nakon 3 sata imobilizacije. I na kraju, rezultati za prinos
imobilizacije proteina na Ti02/5-ASA/GA i TiO2/GOPTMS nosace nakon 3 sata imobilizacije bili
su znacajnije manji u odnosu na nemodifikovane nanocCestice. Za istu maksimalnu
koncentraciju imobilisanih proteina, brzina imobilizacije dekstransahraze na TiO2/5-ASA/GA
nosac je manja u poredenju sa brzinom imobilizacije za Ti02/GOPTMS nosac.

Dobijeni rezultati se najbolje mogu objasniti formiranjem elektrostatickih interakcija
izmedu TiO2 nanocestica i enzima. Kao Sto je poznato, TiO: je nenaelektrisan na pHzpc=5,9
(Kosmulski, 2002), a izoelektricna tacka za dekstransaharazu je oko pH=4 (Chludzinski,
Germaine, & Schachtele, 1974; Itaya & Faculty, 1975). Zbog toga u navedenim
eksperimentalnim uslovima imobilizacije, u kojima je pH vrednost odrZavana na 5,4,
elektrostatic¢ko privlacnje izmedu pozitivno naelektrisane povrsine nanocestica TiO; i preteZzno
anjonskog Kkaraktera enzima ubrzava proces adsorpcije. Neorgansko/organski nosaci,
sintetisani primenom dve razlicite metode (Sema 1), dizajnirani su sa ciljem da se olaksa
kovalentno vezivanje enzima za nanocestice TiO2. Ipak, imobilizacija dekstransaharaze na
TiO2/5-ASA/GA i TiO2/GOPTMS nosace, takode prati Lagergrinovu kinetiku pseudo prvog reda,
Sto se objasSnjava cCinjenicom da se pre uspostavljanja kovalentih veza enzima sa nosacem
deSava nespecificna adsorpcija izmedu makromolekula, u ovom sluc¢aju enzima
dekstransaharaze i nosaca (De Segura et al., 2004). NiZi sorpcioni kapacitet TiO2/5-ASA/GA i
Ti02/GOPTMS nosaca u odnosu na nemodifikovani TiOz i Ti02/5-ASA nosa¢ moZe se objasniti
manjim brojem slobodnih funkcionalnih grupa na povrsini nosaca, usled modifikacije povrsine,
u poredenju se brojem pozitivno naelektrisanih hidroksilinih grupa na povrsini
nemodifikovanog TiO: ili pozitivno naelektrisanih primarnih amino grupa na povrsini TiO2/5-
ASA nosaca. Tokom imobilizacije dekstransaharaze na TiO2/5-ASA i TiO2/5-ASA/GA, deSava se
brza adsorpcija preko elektrostatickih interakcija izmedu enzima i nosaca (Barbosa et al,,
2014). Takode, u slucaju nosaca aktiviranog glutaraldehidom brza adsorpcija je pracena
"intramolekulskom" reakcijom izmedu nukleofilnih grupa na enzimu i susednih aldehidih
grupa na nosaCu. NeSto sporija imobilizacija na TiO2/5-ASA/GA nosacu u poredenju sa
imobilizacijom na TiO2/5-ASA nosac¢u moZe se tumaciti kao posledica oteZanog pristupa velikog
molekula kao Sto je dekstransaharaza sekundarnoj amino grupi, koja nastaje nakon aktivacije
glutaraldehidom (Guisan, 2006). Adsorpcija je pracena i formiranjem slabih interakcija izmedu
enzima i nosaca, kao sto su vodonicne veze, Van Der Valsove (van der Waals) privlacne sile i
elektrostaticke interakcije, Sto vazi za imobiizaciju za nemodifikovani TiO2 nosac i TiOz/5-ASA
nosac.

4.5.1.2.1. Difuzija unutar pora ¢estica

Sa namerom da dobijemo viSe informacija o0 mehanizmu adsorpcije, podaci su dalje
analizirani primenom mehanizma difuzije unutar ¢estica (intra-particle diffusion mechanism).
Moguc¢nost difuzije untar nanocestica ispitana je primenom modela difuzije unutar cestica
(Weber - Morris model) na dobijene rezultate(Abdel-Ghani, Rawash, & El-Chaghaby, 2016;
Darzi, Gilani, Farrokhi, Nouri, & Karimi, 2019).

Weber-Morris jednacina:
1
q=kx*xtz+C (4.2)
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Gde je qi-koncentracija imobilisanih proteina u trenutku t (mg/g nosaca); k-konstanta koja
opisuje brzinu adsorpcije na i unutar cestica (mg/(gmin?/2)); i C -konstanta koja opisuje uticaj
debljine formiranog sloja adsorbensa na povrsini Cestica (mg/g nosaca).
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Slika 4.18. Difuzija u pore TiO2 nanocestica. Weber-Morris model.

Ako eksperimentalne podatke za kinetiku adsorpcije dekstransaharaze na
nemodifikovane i modifikovane TiO2 nanocestice modelujemo jednac¢inom qt-t'/2 dobijamo da
se kriva za svaki nosa¢ sastoji iz dva linearna dela. Sto znaci da postoje dve faze adsorpcije
dekstransaharaze na sve testirane nosace. Prva faza opisuje difuziju molekula enzima kroz
rastvor do povrsine nanocestica, kao i difuziju molekula kroz formirani sloj enzima na povrsini
Cestica. Druga faza opisuje difuziju molekula enzima sa povrsine nanocestica unutar pora
nanocestica. Obe faze difuzije mogu biti limitiraju¢i faktor za adsorpciju enzima. Dobijeni
parametri nakon primene Weber-Moris modela su dati u Tabeli 4.7.

Tabela 4.7. Kineticki parametri imobilizacije dekstransaharaze na nanocestice TiO>.

Fazal Faza Il
ki 1,49 k> 0,016
TiO: C1 0,15 Ca 12,7
R1 0,99
k1 1,19 k> 0,003
TiO2/5-ASA C1 0,23 C 12,03
Ri1 0,97
ki 1,12 k> 0,019
TiO2/5-ASA/GA C1 0,39 Co 9,38
Ri1 0,97
ki 1,22 k> 0,004
TiO2/GOPTMS C1 0,39 Co 9,48
R 0,973

Na osnovu dobijenih rezultata za ki vidi se da se u prvoj fazi odigrava brza adsorpcija
molekula enzima na povrSinu nanocestica, dok male vrednosti parametra C: govore da
monosloj jos uvek nije kompletno formiran tj. da jos uvek postoji veliki broj slobodnih mesta za
vezivanje enzima. U drugoj fazi velike vrednosti C2 a male vrednosti k; govore da je monosloj
formiran, kao da je ve¢i deo molekula enzima vezan za spoljasnju povrSinu cestica. Znatno
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manje vrednosti parametra kz u odnosu na ki upucuju da je prilikom vezivanja
dekstransaharaze na koriS¢ene nanocestice nema slobodnih mesta za difuziju enzima u pore ili
da su pore blokirane. S obzirom da je koriS¢ena dekstransaharaza relativno veliki molekul od
180 kDa a da je prosecan prec¢nik pora 17,5 nm pretpostavka je da to oteZava difuziju unutar
pora i da se vezivanje unutar pora skoro uopSte ne odigrava. Dodatna potvrda je i €¢injenica da
vrednosti parametra Cz; odgovaraju vrednostima koje su dobijene za maksimalne koncentracije
imobilisanih proteina primenom kinetike pseudo prvog reda, $to znaci da su skoro svi molekuli
enzima vezani za spoljasnju povrsinu Cestica.

4.5.1.3. Efikasnost imobilizacije enzimske aktivnosti dekstransahraze na nanocestice TiO:

Ispitivan je uticaj tipa nanocCestica TiO2 na osnovne parametre koji karakteriSu
efikasnost imobilizacije enzimske aktivnosti: koncentraciju imobilisane aktivnosti (IU/g) i
specificnu aktivnost (IU/mg proteina) dobijenih imobilisanih preparata. Koncentracija
imobilisane aktivnosti dekstransaharaze je odredivana DNS metodom u reakciji na nacin opisan
u poglavlju 3.2.13.

4.5.1.4. Uticaj hemijske modifikacije TiOz na imobilizaciju enzimske aktivnosti

Prednost adsorpcije kao metode imobilizacije enzima je u tome $to izaziva manji stepen
konformacione promene i gubitka aktivnosti imobilisanog enzima u poredenju sa kovalentnim
vezivanjem (TiO2/5-ASA/GA i TiO2/GOPTMS nosaci). Sa druge strane najvec¢u manu adsorpcije
kao metode predstavlja curenje (engl. leakage) enzima tokom primene u reakciji. Za dobijanje
povoljne orijentacije imobilisanog enzima, sa najvecom aktivnoS¢u i najboljom stabilnosc¢u,
mnogo je bolje kovalentno vezivanje enzima na nosac. Zato modifikacija nanocestica TiOz ima
za cilj dobijanje takvog nosaca koji omogucava kovalentno vezivanje to jest imobilizaciju
dekstransaharaze.

Cesto aktivnost dobijenog imobilisanog preparata nije direktno proporcionalna
koncentraciji imobilisanih proteina na nosacu, posto specificna aktivnost, koja zavisi i od
mikrookoline i od konformacione fleksibilnosti molekula enzima, moZe da bude smanjena usled
velike koncentracije imobilisanih proteina (Banjanac, Mihailovi¢, Prlainovi¢, Stojanovi¢, et al.,
2016). Da bi se ispitala primenljivost modifikovanih nanocestica TiO» kao nosaca za
imobilizaciju dekstransaharaze i istovremeno uporedili sa nemodifikovanim TiO;
nanocesticama, eksperimentalno su odredeni slede¢i parametri: koncentracija imobilisane
enzimske aktivnosti (IU/g nosaca) (slika 4.19. (A)) i specificna aktivnost (IU/mg proteina)
(slika 4.19. (B)) imobilisane dekstransaharaze u funkciji od vremena, dok su rezultati dobijeni
za prinos imobilizacije aktivnosti (%) prikazani na slici 4.20.

61



w
=
=1

T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Vreme (h)

o
[N}
IS
[}

8 10 12 14 16
Vreme (h)

- ©
8 =
@ . 2
1] A °©
i 2
"o 250 Tem
2 . £
= o
g 200 + (/\J/
'.‘z [a
c (V]
Z 150 §
© =
: 3
& 1004 | —=—Tio, E
§ —e— TiO,/5-ASA 3 - 1‘82/5 -
3 c —e—Ti0./5-
& 50 - —4—TiO,/5-ASA/GA é TiOZIS-ASA/GA
3 —v— TiOJGOPTMS © = 7
S : @ —v—TiO,/GOPTMS
< i = 2
2 . T T T T T T T T T ‘g
8 =
2 g
w

Slika. 4.19. (A) Koncentracija imobilisane aktivnosti (1U/g nosaca), (B) specificna aktivnhost
(1U/mg proteina)

Sa slike 4.19. (A) moZe da se vidi da koncentracija imobilisane aktivnosti
dekstransaharaze raste obrnutim redosledom u odnosu na koncentraciju imobilisanih proteina
na ova Cetiri razlic¢ita nosaca (nemodifikovane nanocestice TiO2, TiO2/5-ASA, TiOz/5-ASA/GA i
TiO2/GOPTMS). Na primer, iako nemodifikovane cestice TiOz imaju najvecu koncentraciju
imobilisanih proteina (12,4 mg/g) kao Sto je prikazano u Tabeli 4.6, imobilisana
dekstransaharaza pokazuje najmanju koncentraciju imobilisane aktivnosti na ovom nosacu, od
142 1U/g. Sa druge strane, najmanja koli¢ina proteina vezana je za TiO2/GOPTMS (9,8 mg/g)
(Tabela 4.6.) ali u odnosu na sve ostale nosace ovaj nosa¢ pokazuje najveéu koncentraciju
imobilisane aktivnosti, 258 1U/g. Takode, ovaj trend se vidi i na slici 4.19. (B) na kojoj su
prikazani rezultati specificne aktivnosti dekstransaharaze tokom vremena. Oblik kinetickih
krivih za funkcionalizovane TiO2 nosace (TiO2/5-ASA, TiO2/5-ASA/GA i TiO2/GOPTMS) je
posledica znatno sporije imobilizacije dekstransaharaze na njima u odnosu na nemodifikovane
Cestice TiO;. Takode, u ravnoteZznom stanju, inverzni redosled izmedu prinosa imobilizacije
proteina (%) i prinosa imobilizacije aktivnosti (%) za nemodifikovane Ccestice TiO: i
funkcionalizovane nosace moZe se videti poredenjem slika 4.18. (B) i 4.20. Najveca vrednost
prinosa imobilizacije aktivnosti, 64 %, dobijena je za dekstransahrazu imobilisanu na TiO2/5-
ASA/GA. Koliko je poznato, ova vrednost spada u najvece vrednosti dobijene za ovaj enzim, kad
je u pitanju dekstransaharaza dobijena izolacijom iz BMK, u poredenju sa rezulatitima koje su
objavljivali drugi autori (Alcalde et al.,, 1999; Gomez De Segura et al., 2004).
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Slika. 4.20. Prinos imobilizacije aktivnosti dekstransaharaze imobilisane na TiOz, TiOz/5-ASA4,
TiO2/5-ASA/GA i TiOz/GOPTMS nosace.
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Postoji mali broj studija o imobilizaciji dekstransaharaze na nosace aktivirane
glutaraldehidom (Alcalde et al,, 1999; A. Hashem et al., 2012). Alkalde sa saradnicima (Alcalde
et al,, 1999) u svojim eksperimentima poredio je imobilizaciju nativne i potpuno preciS¢ene
dekstransaharaze (kojoj je uklonjen dekstran) izolovane iz L. mesenteroides NRRL B-512F na
GA aktivirane Cestice amino silike. Rezultati (prinosa imobilizacije aktivnosti) koje je on dobio
u ovoj studiji bili su znacajno manji, 13 % za potpuno precis¢enu i samo 0,6 % za nativnu
dekstransaharazu, nego za imobilizaciju enzima na GA aktivirane nanocestice TiO2 (TiOz/5-
ASA/GA), dobijene u ovoj tezi, koja je iznosila 64 %. Sto se ti¢e rezultata prinosa imobilizacije
aktivnosti dobijenih za imobilizaciju dekstransaharaze na nosa¢ sa epoksi aktiviranim
nanocesticama TiO; (Ti02/GOPTMS), treba naglasiti da je dobijena vrednost od (60 %) takode
visoka i sli¢na onoj za TiO2/5-ASA/GA nosac (64 %). Kao Sto se vidi na slici 4.11. vrednosti za
prinos imobilizacije aktivnosti za nemodifikovani TiOzi TiO2/5-ASA nosac¢ znatno su niZze (31
% za TiOz i 53 % za TiO2/5-ASA ). Ovi rezultati se najbolje mogu objasniti orijentacijom
molekula enzima nakon imobilizacije na povrSinu nosaca (Hernandez & Fernandez-Lafuente,
2011), ukazujudi na to da su aktivni centri dekstransaharaze verovatno potpuno izloZeni
medijumu (a ne zaklonjeni) u slucaju imobilizacije dekstransaharaze na oba nosaca,
TiO2/GOPTMS i TiO2/5-ASA/GA S$to znaci da je pristup supstrata aktivnom centru olaksan.
Takode, visoki prinos imobilizacije aktivnosti za Ti02/GOPTMS i TiO2/5-ASA/GA nosace moZe
se objasniti i kovalentnom imobilizacijom dekstransaharaze na ova dva nosata ¢ime su
molekuli enzima stabilisani i vezani u aktivnoj konformaciji.

4.5.1.5. Desorpcija dekstransaharaza imobilisanih na TiOz/5-ASA/GA i TiOz/GOPTMS

Kako bi se dokazalo da je doSlo do kovalentnog vezivanja dekstransaharaze na
Ti02/GOPTMS i TiO2/5-ASA/GA nosace (nanocestice), izvedena je desorpcija molekula enzima
sa ovih nanocCestica u razli¢itim fazama imobilizacije. Desorpcija je izvrSena u dvostepenom
procesu, tako Sto su enzimski preparati dobijeni imobilizacijom dekstransaharaze na
TiO2/GOPTMS i TiO2/5-ASA/GA tretirani 1 M NaCl i 1 % Tritonom X-100 kako bi se uklonili
adsorbovani molekuli enzimai procenio udeo kovalentno vezanih molekula enzima. Prvi korak,
tretman elektrolitom (1 M NaCl) koriS¢en je radi uklanjanja elektrostatickih interakcija koje se
uspostavljaju izmedu enzima i nosaca dok se u drugom koraku, tretman Tritonom X-100 Kkoristi
za raskidanje hidrofobnih interakcija izmedu enzima i nosaca. Na Kkraju, koncentracija
imobilisane aktivnosti preparata nakon ova dva tretmana smatra se da potice od molekula
enzima koji su kovalentnim vezama vezani za nosac. Dobijeni rezultati pokazali su da je nakon
tretmana 1 M NaCl i Tritonom X-100, imobilisani enzim zadrZao oko 77 % od svoje inicijalne
koncentracije imobilisane aktivnosti, na osnovu ¢ega se moZe zakljuciti da je oko 23 % enzima
adsorbovano na povrsinu TiO2/5-ASA/GA nosaca formiranjem elektrostatickih interakcija, a da
je onih 77 % formiralo kovalentne veze sa aldehidnim grupama na povrsini TiO2/5-ASA/GA
nosaca. Sli¢ni rezultati dobijeni su za imobilizaciju enzima na TiO2/GOPTMS nanocestice. Nakon
tretmana 1 M NaCl i Tritonom X-100, enzim je zadrzao 75 % od svoje inicijalne aktivnosti, Sto
upucuje na zakljucak da je enzim u ovom procentu formirao kovalentne veze sa epoksi grupama
na povrsini TiO2/GOPTMS nosaca. Ovakvi rezultati skoro sasvim potvrduju pretpostavku da je
dekstransaharza za TiO2/5-ASA/GA i TiO2/GOPTMS nosace u najvetem procentu vezana jakim
kovalentnim vezama. Takode, moZe se izvesti i zaklju¢ak da kovalentna imobilizacija enzima
preko razlicitih funkcionalnih grupa (aldehidne i epoksi) pokazuje dodatni pozitivan efekat na
koncentraciju imobilisane aktivnosti, poSto kao Sto se moze videti sa slike 4.19. (B) najvecu
specifi¢nu aktivnost imobilisana dekstransaharaza ima na ova dva nosaca (za TiO2/5-ASA/GA i
Ti02/GOPTMS).

lako je kovalentna imobilizacija superiorniji metod imobilizacije u odnosu na druge
metode, pre svega jer sprecava spiranje enzima sa povrSine nosaca, nema mnogo radova u
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kojima je opisana kovalentna imobilizacija dekstransaharaze (De Segura et al., 2004; A. M.
Hashem et al.,, 2016; Parlak et al., 2013). Gomez de Segura sa saradnicima (De Segura et al,,
2004) ispitivao je kovalentnu imobilizaciju dekstransaharaze na Eupergit nosafima. Autori su
dobili nesto viSe vrednosti za koncentraciju imobilisane aktivnosti dekstransaharaze (710 IU/g
nosaca) u poredenju sa rezultatima dobijenim u ovoj tezi (258 IU/g nosaca), ali je vreme
imobilizacije bilo 72 h, $to je neuporedivo duZe u odnosu na 3 h koliko je trajala imobilizacija
dekstransaharaze na TiO2/5-ASA/GA1TiO2/GOPTMS nosace. Takode, pri preciS¢avanju enzima
primenili su veci broj metoda i koraka preciS¢avanja Sto na kraju povecava ukupne troSkove
imobilizacije, pa se moZe izvesti zakljuc¢ak da epoksi i GA modifikovane nanocestice TiO2 imaju
potencijal za upotrebu kao nosaci za imobilizaciju dekstransaharaze.

4.5.1.6. Poredenje stabilnosti dekstransaharaza imobilisanih na funkcionalizovanim
nanocesticama TiO: (TiOz/5-ASA/GA i TiOz/GOPTMS)

Na osnovu svih predhodno izloZenih rezultata vidi se da su primenjene dve metode
modifikacije nanocestica TiO2 kojima su na povrsini ovih nanocestica uvedene razlicite
funkcionalne grupe. Kod prvog postupka uvedena je aldehidna grupa, dok je kod drugog
postupka uvedena epoksi grupa (Sema 1). Obe grupe aldehidna i epoksi, promovi$u formiranje
kovalentnih interakcija izmedu dekstranasaharaze i modifikovanih nanocestica. Kako bi
procenili uspeSnost kovalentne imobilizacije dekstransaharaze na nanocestice TiO2 dobijene
pomocu ova dva postupka neophodno je uporediti njihove kataliticke osobine (koncentraciju
imobilisane aktivnosti, termicku stabilnost i operativnu stabilnost).

U cilju odredivanja koji od ova dva nosaca, TiO2/5-ASA/GAili TiO2/GOPTMS, je pogodniji
za imobilizaciju dekstransaharaze, njihova termicka i operativna stabilnost su ispitane u duzem
vremenskom periodu.

4.5.1.6.1. Poredenje termicke stabilnosti kovalentno imobilisane dekstransaharaze na
TiOz/5-ASA/GA i TiO2/GOPTMS nosace i slobodnog enzima

Kovalentna imobilizacija u najve¢em broju slucajeva doprinosi stabilnosti imobilisanih
enzima, a kako bi utvrdili da li je to i u slu¢ajevima kovalentne imobilizacije dekstransaharaze
na Ti02/5-ASA/GA i TiO2/GOPTMS izveden je niz eksperimenata gde je pracen uticaj
temperature na stabilnost imobilisanih sistema (slika 4.21.). Dobijeni rezultati za termicku
stabilnost kovalentno imobilisane dekstransaharaze na TiO2/5-ASA/GA i TiO2/GOPTMS nosace
uporedeni su sa termickom stabilno$¢u slobodnog enzima.

Termicka stabilnost slobodne i kovalentno imobilisane dekstransaharaze na TiO2/5-
ASA/GA i TiO2/GOPTMS nosace, isipitana je na 40 °C a dobijeni rezulatati prikazani su na slici
4.21. Na osnovu rezultata moZe se videti da dekstransaharaza na oba ispitivana nosaca ima
gotovo identi¢nu stabilnost, koja je znatno bolja u poredenju sa slobodnim enzimom. Ovim
eksperimentalnim rezultatima potvrdeno je da kovalentnom imobilizacijom dolazi do
stabilizacije molekula imobilisanih enzima. Nakon inkubacije u trajanju od 6 h, slobodna
dekstransaharza zadrZala je 8 % od pocetne koncentracije imobilisane aktivnosti, dok je
dekstransaharaza kovalentno imobilisana na TiO2/5-ASA/GA i TiO2/GOPTMS nanocestice
zadrZala 33 % odnosno 35 % pocetne aktivnosti.

Takode, jasno je i da je zahvaljujuci formiranim kovalentnim vezama strukutura enzima
stabilisana, jer je povecana rigidnost trodimenzionalne strukture molekula enzima(Mateo,
Palomo, Fernandez-Lorente, Guisan, & Fernandez-Lafuente, 2007). Na taj nacin imobilisani
enzim je zaSticen od denaturacije koja se deSava kod slobodnog enzima sa porastom
temperature (Klibanov, 1983).

Dobra (bolja) termicka stabilnost dekstransaharaze nakon kovalentne imobilizacije, u
odnosu na slobodan enzim, primecena je i kod dekstransaharaze kovalentno imobilisane na GA-
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om aktivirane nanocestice hitozana (Graebin, de Andrades, Bonin, Rodrigues, & Ayub, 2016)
kao i na Eupergit C i Eupergit C 250L nosace (De Segura et al., 2004).
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Slika 4.21. Termicka stabilnost slobodne i dekstransaharze imobilisane na TiO2/5-ASA/GA i
TiOz/GOPTMS nosace na 40 °C

4.5.1.6.2. Poredenje operativne stabilnosti kovalentno imobilisane dekstransaharaze na
TiOz/5-ASA/GA i TiOz/GOPTMS nosace

Operativna stabilnost predstavlja jednu od najznacajnijih karakteristika imobilisanih
enzima koja odreduje moguc¢nost njihove primene u industrijskim uslovima. Po zavrSenom
ispitivanju termicke stabilnosti ispitivana je i operativna stabilnost kovalentno imobilisanih
preparata (slika 4.22.).
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4.22. Operativna stabilnost imobilisane dekstransaharaze na TiOz/5-ASA/GA TiO2/GOPTMS
nosace, ispitana na 30 °C tokom pet uzastopnih ciklusa.
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Dobijeni rezultati zadrZane koncentracije enzimske aktivnosti dekstransaharaze
imobilisane na TiO2/5-ASA/GA i TiO2/GOPTMS nosace u odnosu na pocetnu koncentraciju
imobilisane aktivnosti u pet uzastopnih ciklusa prikazani su na slici 4.22. Nakon pet ciklusa,
dekstransaharaza imobilisana na TiOz/5-ASA/GA nosac zadrzala je gotovo 70 % od pocetne
koncentracije imobilisane aktivnosti, dok je sa druge strane dekstransaharaza imobilisana na
TiO2/GOPTMS nosac zadrzala svega 15 % od pocetne koncentracije imobilisane aktivnosti.

Na osnovu svih dobijenih rezultata, moZe se zakljuciti da su nosaci TiOz/5-ASA/GA i
TiO2/GOPTMS, pogodni za kovalentnu imobilizaciju dekstransaharaza, i tako pokazuju visoke
koncentracije imobilisane aktivnosti i dobru termicku i operativnu stabilnost, posebno kada je
u pitanju dekstransaharaza imobilisana na TiO2/5-ASA/GA nosal, Sto ukazuje na dobar
potencijal za njihovu primenu u idustrijskim uslovima za sintezu dekstrana i/ili oligosaharida.

Naredni eksperimenti izvedeni u sklopu ove doktorske disertacije ¢e se odnositi na
drugu metodu imobilizacije enzima, a to je imobilizacija dekstransaharaze "zarobljavanjem" u
agar-agar matrikse.

4.5.2. Imobilizacija enzima zarobljavanjem unutar agar-agar matriksa u cilju sinteze
oligosaharida

Zbog lake pripreme, cene i kompatibilnosti sa mikroorganizmima, polimerni materijali
kao Sto su agar-agar i agaroza privlace veliku paZnju za primenu kao matriksa za imobilizaciju.
U ovom radu ispitana je mogucénost koriS¢enja, agar-agar kao nosaca za imobilizaciju
dekstransaharaze. Uticaj razli¢itih parametara, konkretno koncentracija agara, odnos enzima i
agar-agar matriksa i odnos supstrata i akceptora u reakcionoj smesi, ispitani su u cilju
definisanja optimalnih uslova za sintezu GLOS-a.

4.5.2.1. Koncentracija agar-agara

Optimalna koncentracija agar-agara je veoma znacajna za imobilizaciju enzima kao i za
difuziju supstrata u matriks, poSto poroznost agar-agarnih filmova sustinski zavisi od
koncentracije agar-agar matriksa. Sa pove¢anjem koncentracije, dolazi do smanjenja veli¢ine
pora, Sto Ce uticati sa jedne strane na bolju imobilizaciju enzima (manja je verovatnoc¢a curenja
enzima sa smanjenjem veli¢ine pora) a sa druge strane imace uticaj i na prolazak supstrata
(Rehman, Aman, Zohra, & Qader, 2014). Prvi parameter koji je eksperimentalno ispitan vezan
za imobilizaciju dekstransaharaze unutar agar-agar matriksa bilo je efikasnost imobilizacije u
funkciji koncentracije agar-agar matriksa. Na slici 4.23. prikazan je uticaj razli¢itih
koncentracija agara na sposobnost zadrzavanja dekstransaharaze unutar filma izraZen kroz
prinos imobilizacije aktivnosti.
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Slika 4.23. Uticaj razlicitih koncentracija agara na imobilizaciju dekstransaharaze.
*Odnos u kome su pomesani agar i enzim bio je 9:1

Rezultati na slici 4.23. pokazuju da je u eksperimentima kada je koncentracija agara bila
najniza, 1,5 %, vrednost prinosa imobilizacije aktivnosti je bila najniza. Pri finalnoj
koncentraciji agara od 2 % ovaj parametar je bio 55 % Sto je cak 20 % viSe nego pri
koncentraciji od 1,5 %. Ovaj rezultat slican je prinosu imobilizacije aktivnosti dobijenom za
dekstransaharazu imobilisanu "zarobljavanjem"u ¢estice u obliku sociva poznate pod nazivom
LentiKats (De Segura et al., 2003). Sa daljim povecanjem koncentracije agara, procenat prinosa
aktivnosti je rastao, ali ne tako znacajno u poredenju sa porastom kada se koncentracija agar-
agar povecala sa 1,5 % na 2 %. Pri najvecoj ispitanoj koncentraciji matriksa za imobilizaciju,
dolazi do ponovnog pada prinosa aktivnosti imobilizacije.

Sa nizim koncentracijama agar-agar matriksa, sintetisani filmovi su loSijih mehanicih
osobina, krtiji i meksi, Sto kao rezultat daje smanjeno "zarobljavanje" enzima unutar ovakve
mikrookoline a usled vece veliCine pora verovatnoca curenja enzima iz ovakvog matriksa je
veca, kako odmah nakon sinteze, tako i nakon svakog ispiranja u puferu pre vracanja u cikluse.
Sa druge strane, u situaciji kada se koriste vec¢e koncentracije agar-agar matriksa, mogu da se
jave dve vrste problema koje mogu negativno uticati na imobilizaciju enzima. Kod visokih
koncentracija matriksa veli¢ina pora je manja, pa tako supstrati (i proizvodi enzimske reakcije,
narocito ukoliko su u pitanju polisaharidni molekuli) teze difunduju u unutrasnjost matriksa da
bi reagovali sa imobilisanim enzimom. Drugi problem je temperatura geliranja koja je veca za
ve(i sadrzaj agara. U slucaju ispitivane dekstransaharaze, koja ve¢ na 35 °C gubi veliki procenat
svoje aktivnosti ova osobina je bila od velikog znacaja. Naime, agar matriksi sa vec¢im
koncentracijama agara pri hladenju do ove temperature ve¢ zapocinju geliranje ¢ime njihovo
mesanje sa enzimom i izlivanje u odgovarajuce kalupe predstavlja pravi izazov. Ovaj problem
se donekle moZe prevazi¢i dodatkom odgovarajucih soli metala u agar-agar matrikse. Dodatak
neorganskih soli u agar-agar, tacnije Mg?* jona, dovodi do poboljSanja termalne stabilnosti
ovakih matriksa i poboljSanja mehanickih osobina Sto olakSava sintezu ovakvih matriksa na
nesto visSim temperaturama (Davidovi¢ et al. 2019).

Na osnovu svih rezultata a posebno kada se uzme u obzir da je sa koncentracijama agara
koje su bile vece od 2 % manipulacija, dodavanje enzima i pravljenje filmova bilo znacajno
oteZano, a da je razlika u prinosu imobilizacije u gelovima sa 2 i 2,5% agara nije bila izraZena u
daljim eksperimentima koris¢ena je finalna koncentracija agara od 2 %.
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Molekulska struktura enzima takode ima znacajan uticaj na imobilizaciju enzima kao i
na koncentraciju agar-agar matriksa potrebnog za imobilizaciju. Matriksi kao Sto su agar-agar,
natrijum-alginat i poliakrilamid najceSc¢e se koriste za imobilizaciju celih Celija ili delova ¢elija
(globularni proteini su previSe malih dimenzija u poredenju sa dimenzijama pora na ovim
matriksima). Prednost dekstransaharaze u odnosu na druge enzime lezi kako u njenoj velikoj
molekulskoj masi tako i u Cinjenici da je za delimi¢no preciS¢en enzim vezan molekul dekstrana
koji na ovaj nacin uti¢e na dodatno povecanje molekulske mase. U radovima drugih autora
koncentracija agar-agar matiksa od 4 % pominje se kao optimalna koncentracija za maksimalni
prinos imobilizacije za amilazu (Jaiswal & Prakash, 2011) i lipazu (Adham, Ahmed, & Naim,
2010). Sa druge strane, za imobilizaciju pektinaze (Rehman et al., 2014) i endo- 3-1,4-ksilanaze
(Bibi, Shahid, Ali, Qader, & Aman, 2015) najveci prinos imobilizacije postignut je pri finalnoj
koncentraciji agar-agara od 1,5 %.

4.5.2.2. Morfologija agar-agar filmova

Morfologija polimernih agar-agar filmova saibezimobilisane dekstransaharaze ispitana
je na SEM-u a mikrografije su posmatrane pri razli¢itim uvecanjima. Na mikrografijama se jasno
vidi razlika u morfologiji agar-agar filmova bez i sa enzimom. Prazne Supljine i relativno glatka
povrSina mogu se zapaziti na mirografijama na kojima su filmovi bez imobilisanog enzima
(Slika 4.24.). Za razliku od njih, na mikrografijama agar-agar filmova sa imobilisanom
dekstransaharazom vidljivo je nagomilavanje oligosaharida i polimera dekstrana koji nastaju
kao rezultat enzimske reakcije imobilisanog enzima i supstrata (Slika 4.24.).

SEM HV: 10 kV WD: 8.55 mm I 1| MIRA3 TESCAN SEM HV: 10 kV WD: 8.28 mm
View field: 217 pm Det: SE 50 pm View field: 217 pm Det: SE 50 pm
SEM MAG: 1.00 kx |Date(m/dly): 12/22117 SEM MAG: 1.00 kx Date(m/dly): 12/22/17

Slika 4.24. Skenirajuéa elektronska mikrografija povrsine agar-agar filmova pre (a) i posle (b)
imobilizacije dekstransaharaze pri koncentraciji agara od 2% i relativnom masenom odnosu
agara i enzima od 9:1 na uveli¢anju (1000x).

4.5.2.3. Enzimska sinteza gluko-oligosaharida

Kao Sto je ve¢ recCeno, od 50-ih godina proslog veka, dekstransaharaza se Kkoristila
mahom za sintezu molekula dekstrana. Zbog novih regulativa kojima se delimi¢no ogranicava
primena molekula dekstrana u granama industrije u kojima se do sada uspesno Kkoristio, pre
svega prehrambenoj industriji, sve viSe paznje obraca se na primenu ovog enzima za sintezu
oligosaharida, jedinjenja sa potencijalnom funkcionalnom aktivno$¢u (Dols-Lafargue et al,
2001). Reakcija sinteze oligosaharida odigrava se paralelno sa reakcijom sinteze molekula
dekstrana u prisustvu odgovarajuceg akceptorskog molekula (maltoza, izomaltoza, fruktoza i
tako dalje). Na slici 4.25. moZe se videti Sematski prikaz pretpostavljenog mehanizma sinteze
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razli¢itih molekula oligosaharida pomoc¢u dekstransaharaze poreklom iz Lc. mesenteroides T3
u prisustvu maltoze kao akceptora.
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Slika 4.25. Hipoteticki mehanizam sinteze oligosaharida, u prisustvu maltoze kao akceptora,
sintetisanih pomoc¢u dekstransaharaze izolovane iz Lc. mesenteroides T3

4.5.2.4. Selekcija imobilisanog preparata za sintezu gluko-oligosaharida

Na osnovu rezultata iz poglavlja 4.5.2.1. koncentracija agara od 2% odabrana je kao
optimalna za imobilizaciju delimi¢no preci$¢enog enzima dekstransaharaze. Slede¢i korak pri
selekciji imobilisanog preparata za sintezu GLOS-a bio je variranje odnosa agara i zapremine
dodatog enzima. U svim ispitanim filmovima koncentracija agara je bila 2 % a relativni maseni
odnosi u kome su mesani polimer i enzim bili su9:1, 4:1 i 1:1. Svim filmovima isptivan je prinos
imobilizacije aktivnosti i mehanitke osobine merenjem tri parametra: zatezne cvrstoce,
Jangovog modula elasticnosti i procenta izduZenja pri kidanju. Rezultati mehanickih osobina su
prikazani u Tabeli 4.8.
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Tabela 4.8. Mehanicke osobine agar-agar filmova sa i bez imobilisane dekstransaharaze

P, o Zatezna cvrstoca, Jangov modul IzduZenje pri
! MPa elasti¢nosti, MPa kidanju, %
Kontrola | 0,050 + 0,0012 23,74+ 0,41 343,42 +1,47 15,33+ 0,71
9:1 0,045 + 0,0015 26,64 + 0,52 553,94 + 1,81 12,56 + 0,41
4:1 0,045 + 0,0020 20,00+ 0,61 439,62 £ 2,19 10,35+ 0,37
1:1 0,045 + 0,0022 /* /* /*

*Pri razlivanju i susenju filmova sa odnosom polimera i matriksa 1:1 nije mogla da se postigne uniformnost
uzorka tako da su dobijeni rezultati merenja bili previSe razlic¢iti da bi moglo da se govori o nekoj srednjoj
vrednosti

Najbolji prinos imobilizacije aktivnosti imao je film sa odnosom 4:1 (59 %), dok su
filmovi sa odnosom 9:1 imali niZu vrednost ovog parametra (55 %). Treba napomenuti da iako
je u slucaju filma u kome je odnos mase agara i enzima bio 4:1 prinos imobilizacije aktivnosti
bio nesto veci, u apsolutnom iznosu potrosena je dvostruko veéa zapremina enzima u odnosu
na masu polimera jer je i zapremina koriS¢enog enzima tokom sinteze filma 4:1 bila dvostruko
veca u odnosu na zapremina enzima koris¢enu za sintezu filma sa odnosom 9:1.

Na osnovu dobijenih rezultata za mehanicke osobine (Tabela 4.8.) zakljuceno je da su
filmovi sa odnosom 9:1 bili najbolji. Filmovi kod kojih je najmanja zapremina enzima
imobilisana u agar-agar matriks (9:1) imali su vecu zateznu ¢vrsto¢u u odnosu na filmove sa
odnosom 4:1 ali i u odnosu na kontrolu (Tabela 4.8.). I obrnuto, veca zapremina enzima vodila
je smanjenju mehanicke otpornosti fimova to jest imobilizata. Takode, pri manipulaciji i sintezi
filmova, mnogo su zahvalniji za manipulaciju oni sa odnosom 9:1 tako da je dalji
eksperimentalni rad nastavljen sa njima.

Zakljucak koji se na osnovu ovih rezultata moZe izvesti je da su agar-agar filmovi sa
imobilisanom dekstransaharazom mehanicki stabilni. Pored toga oni se lako izdvajaju iz
reakcionog medijuma, dekantovanjem. Sve to ih ¢ini pogodnim za primenu kako u pakovanim
tako i u reaktorima sa fluidizovanim slojem.

4.5.2.5. Sinteza gluko-oligosaharida kada je odnos koncentracija saharoze i maltoze 1:6

Eksperimentalno je dokazano (videti poglavlje 4.1.) da je glukan koji sintetiSe bakterija
Lc. mesenteroides T3 homopolisaharid dekstran sa najve¢im udelom a (1 = 6) glikozidnih veza.
Prema literaturnim podacima, i proizvodi akceptorke reakcije koju katalizuje dekstransaharaza
iz istog soja, bi¢e GLOS sa onim tipom veze koji je detektovan u polisaharidu (Jeanes et al., 1954;
Robyt & Eklund, 1983). Tako je za dekstransaharazu izolovanu iz soja L. mesenteroides NRRL B-
512F dokazano da sintetiSe a (1 — 6) vezane GLOS (Robyt & Eklund, 1983), a kada je prisutna
maltoza kao akceptorski molekul, glukoza se a (1 — 6) vezom veZe za neredukujuci kraj maltoze
i formira se panoza (Alcalde et al., 1999). Ovaj trisaharid dalje deluje i sam kao akceptor i dovodi
do stvaranja serije oligosaharida (tetra-, penta- i tako dalje) koji su takode povezani a (1 — 6)
glikozidnom vezom (Robyt 1996). Koji proizvodi ¢e nastati i kakav ¢e biti njihov odnos osim od
bakterije iz koje je enzim izolovan zavisi i od molarnog odnosa maltoze i saharoze (Alcalde et
al,, 1999).

U velikom broju radova opisano je kako se mogu sintetisati maltooligosaharidi Zeljene
(kontrolisane) molekulske mase koriS¢enjem dekstransaharaze u reakciji u kojoj su prisutni
akceptorski molekuli (De Segura, Alcalde, Lopez-Cortés, Plou, & Ballesteros, 2004; Paul et al,,
1986). Najvise paznje posveceno je ispitivanju uticaja odnosa saharoze i maltoze na sintezu
GLOS-a, tacnije maltooligosaharida. Na osnovu svih istrazivanja moguce je izvuci nekoliko
zakljuc¢ka. Na osnovu literaturnih podataka jasno je da da Sto je procenat maltoze manji to je
veci udeo proizvoda sa ve¢im stepenom polimerizacije (Demuth, Jérdening, & Buchholz, 2002;
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Iliev et al., 2008; Tanriseven & Dogan, 2002). I obrnuto, Sto je ve¢i odnos maltoze naspram
saharoze broj razli¢itih akceptorskih proizvoda je smanjen. Tako se povefavanjem odnosa
maltoze u odnosu na saharozu, mogu definisati eksperimentalni uslovi u kojima ne dolazi do
sinteze dekstrana, to jest molekul dekstrana se ne detektuje kao proizvod. U istraZivanjima
Alkalda (Alcalde) i saradnika, kada su se maltoza i saharoza nalazila u reakcionoj smesi u
odnosu 6:1 nastalo je 10 puta viSe panoze nego kada je taj odnos rastao u korist saharoze (1:5).
Takode, kada je odnos maltoze i saharoze bio 1:5 detektovani su GLOS u rasponu od tri do osam
monosaharidnih jedinica (Alcalde et al., 1999).

U ovom doktoratu ispitivan je odnos maltoze i saharoze u kome je maltoza bila u vecoj
koncentraciji u odnosu na saharozu. U svim eksperimentima koncentracija maltoze bila je Sest
puta veca od koncentracije saharoze. Cilj je bio dobijanje Sto manje razliCitih akceptorskih
proizvoda u $to vecoj koncentraciji. Uz to cilj ovog istraZivanja bio je da se ispita mogucnost
sinteze GLOS-a sa a (1 = 6) glikozidnom vezom pomocu dekstransaharaze izolovane iz Lc.
mesenteroides T3 i da izmeri prinos nastalih proizvoda. Odnos u kome je maltoza u manjem
procentu u odnosu na saharozu nije ispitivan u ovom doktoratu jer prilikom vracanja u cikluse,
dolazi do naglog opadanja aktivnosti koji je posledica bubrenja filmova usled produkcije
dekstrana, dok se pri odabranim eksperimentalim uslovima izbgava sinteza dekstrana.
Rezultati reakcije sinteze GLOS-a pomoc¢u imobilisane dekstransaharze prikazani su na slici
4.26.
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Slika 4.26. Hromatogram* sinteze GLOS-a u reakciji koju katalizuje dekstransaharaza

imobilisana u agar-agar matriks.
*Za potrebe merenja uzorak je prethodno razblaZen 10 puta

Analizom dobijenih rezultata reakcije katalizovane imobilisanom dekstransaharazom u
agar-agar matriksu svi dobijeni pikovi su jasno razdvojeni na hromatogramu Sto znaci da je
primenjena odgovarajuéa metoda i da je detektovan kljucni proizvod, trisaharid. Pored njega
na hromatogramu se vidi stvaranje monosaharida fruktoze kao sporednog proizvoda. Prinos
trisaharida, za koji prema literaturnim podacima imamo pretpostavku da je panoza, kada je
koriS¢en imobilisan enzim bio je 22,4 g/1 dok je za slobodan enzim bio nesto malo visi 26,3 g/I.
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4.5.2.6. Karakterizacija dekstransaharaze imobilisane u agar-agar matriks

4.5.2.6.1. Upotreba dekstransaharaze imobilisane u agar-agar matriks tokom viSe ponovljenih

ciklusa

ViSestruka upotreba imobilisanog enzima je jedan od najznacajnijih parametara za
odredivanje komercijalne isplativosti nekog bioprocesa, koji se zasniva na uzastopnim
reakcionim ciklusima (Shah, Sridevi, Prabhune, & Ramaswamy, 2008). Mogu¢nost upotrebe u
viSe uzastopnih ciklusa, dekstransaharaze imobilisane u agar-agar filmove ispitana je tokom
sedam ciklusa na 30°C (Slika 4.27.).

100 +
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=
x
©
T 40-
2
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¥ 204
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Broj ciklusa

Slika 4.27. Operativna stabilnost imobilisane dekstransaharaze unutar agar-agar
matriksa, ispitana na 30 °C tokom sedam uzastopnih ciklusa.

Imobilisana dekstransaharaza pokazala je dobru operacionu stabilnost zadrzavajuci oko
50 % od pocetne koncentracije imobilisane aktivnosti nakon pet uzastopnih ciklusa. Ipak,
nakon sedmog ciklusa taj broj je bio znatno niZi i iznosio je 31 %. S obzirom da je zarobljavanje
enzima unutar matriksa fizicka metoda imobilizacije to jest ne dolazi do stvaranja jakih
hemijskih veza izmedu enzima i nosaca, smanjenje katalicke aktivnosti dekstransaharaze moze
se objasniti curenjem enzima iz matriksa tokom nekoliko uzastopnih procesa ispiranja pre
ponovnog vracanja u cikluse. Tokom preliminarnih eksperimenata imobilizacije
dekstransaharaze u agar-agar matrikse, radenih u okviru ove doktorske disertacije, ispitivano
je curenje dekstransaharaze nakon imobilizacije u 2 % agar-agar matriks i utvrdeno je da je
gubitak enzima nakon jedne serije ispiranja bio oko 2,5 %. Akumulacija proizvoda akceptorske
rakcije i smanjena dostupnost dekstransaharaze supstratu takode mogu predstavljati razlog
pada kataliticke aktivnosti.

Rezultat dobijen za stabilnost dekstransaharaze tokom upotrebe u viSe uzastopnih
ciklusa sli¢an je rezultatu dobijenom za endo-f-1,4-ksilanazu (Bibi et al., 2015) a bolji od
rezultata za a-amilazu (Jaiswal & Prakash, 2011) kada je korisS¢en isti matriks za imobilizaciju.

72



Na osnovu operativne stabilnosti imobilizata moZe se zakljuciti da dekstransaharaza
imobilisana u agar-agar matriks ima dobre performanse za potencijalnu industrijsku primenu
u proizvodnji oligosaharida. Iako je u ovoj disertaciji prikazana sinteza GLOS-a, na primeru
dekstransaharaze iz Lc. mesenteroides T3, koji ne spadaju u funkcionalne oligosaharide, ovaj
nacin imobilizacije mogao bi da se koristi i za druge glukansaharaze, ¢iji su proizvodi u Siroj
industrijskoj primeni.
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5.ZAKLJUCAK

Novi soj Lc. mesenteroides T3 izolovan iz zrna vodenog kefira na Tehnolosko-metalurSkom
fakultetu Univerziteta u Beogradu, sintetiSe enzim dekstransaharazu.

Soj Lc. mesenteroides T3 produkuje enzim aktivnosti 3,10 0,09 [IU/ml u standardnoj
mikrobioloskoj podlozi za produkciju dekstransaharaze pri staticnim uslovima gajenja i
temperaturi inkubacije od 23 °C kao optimalnoj za proizvodnju ovog enzima.

Variranjem koncentracije saharoze pri proizvodnji dekstransaharaze pomocu Lc.
mesenteroides T3 soja, maksimalna enzimska aktivnost od 4,71 + 0,13 IU/ml dobijena je pri
koncentraciji saharoze od 7 %. Kombinacija dva izvora azota, 2 % mesnog i 1 % kvascevog
ekstrakta, pokazala se kao optimalna za proizvodnju dekstransaharaze iz T3 soja.

Nakon dva koraka taloZenja 25 % PEG 400, specificna aktivnost delimi¢no preciS¢ene
dekstransaharaze iznosila je 16,7 IU/mg a prinos preciS¢avanja bio je 53 %.

Molarna masa preciS¢ene dekstransaharaze (25 % PEG 400), pokazuje postojanje jedne
izoforme veli¢ine oko 180 kDa.

Karakterizacijom delimi¢no preciS¢ene dekstransaharaze utvrdeno je da je optimalna
temperatura 30 °C a optimalna pH vrednost 5,4 dok rezultati termalne stabilnosti pokazuju
da je enzim stabilan na temperaturama niZim od 30 °C dok se na temperaturama viSim od
35 °C aktivnost enzima naglo gubi.

Dodatak jona Mn?* ima najveci pozitivan uticaj na povecanje aktivnosti enzima od ¢ak 73 %.
Dekstransaharaza koju sintetiSe bakterija Lc. mesenteroides T3 proizvodi polisaharid a-
glukoze u kome su monomerne jedinice povezane a-(1—6) glikozidnom vezom, to jest
dekstran.

Nus proizvodi agro-industrije, izluZeni repin rezanac i melasa, uz dodatak komercijalnog
supstrata (saharoze) mogu se Koristiti za proizvodnju dekstransaharaze.

KoriS¢enjem alkalnog pre tretmana za obradu izluZenog repinog rezanca povecava se
imobilizacija ¢elija Lc. mesnteroides T3 soja na izluZenom repinom rezancu, i povecava se
proizvodnja enzima dekstransaharaze za 30% u odnosu na podlogu u kojoj se nalazi samo
melasa tj. 38% u odnosu na netretiran rezanac.

Imobilizacija ¢elija Lc. mesnteroides T3 na alkalno tretiranom izluZenom repinom rezancu
omogucava upotrebu cCelija za proizvodnju enzima tokom Ccetiri uzastopna ciklusa sa
gubitkom aktivnosti od 60% (zadrzana aktivnost je 0,59 = 0,03 IU/ml) nakon cCetiri
uzastopna ciklusa sa imobilisanim ¢elijama ukazujuéi time na potencijal i osnovu za razvoj
procesa proizvodnje dekstransaharaze na otpadnom supstratu.

Funkcionalizacijom komercijalnih nanocestica TiO2 (Degussa P25) dobijeni su nosaci sa
velikim Kkapacitetom za imobilizaciju dekstransaharaze. Za uvodenje razlicitih
funkcionalnih grupa na nanocestice TiO; koriS¢ena su dva sintetska puta. Novi sintetski put
za modifikaciju povrSine TiO2 sa amino i aldehidnim grupama, razvijen je koriS¢enjem
prednosti stvaranja kompleksa prenosa naelektrisanja izmedu povrsine atoma Ti i liganda
tipa salicilata (5-aminosalicilna kiselina (5-ASA)).

Funkcionalizacija nanocestica TiO2 amino grupom (TiO2/5-ASA) dovela je do porasta
koncentracije imobilisane aktivnosti (230 IU/g) u odnosu na vrednost za nemodifikovane
Cestice (142 IU/g) ali je izmedu enzima i nosaca dosSlo samo do uspostavljanja
elektrostatickih interakcija, to jest do imobilizacije adsorpcijom.

Visoke vrednosti za koncentraciju imobilisane aktivnosti (235 IU/g za nosac¢ TiO: sa
uvedenim aldehidnim grupama (TiOz/5-ASA/GA) i 258 IU/g za nosac¢ TiO; sa uvedenim
epoksi grupama (TiOz/GOPTMS)) i prinosa imobilizacije aktivnosti (64 % za TiOz/5-
ASA/GA i 60 % za TiO2/GOPTMS) postignute su u slucaju kada je doslo do kovalentnog
vezivanja dekstransaharaze za nosac TiO2 koji je bio funkcionalizovan ili glutaraldehidnim
ili epoksi grupama.
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Takode, kod nosaca za koje se dekstransaharaza kovalentno vezala, TiO2/5-ASA/GA ili
TiO2/GOPTMS, postignuto je povecanje termicke stabilnosti u odnosu na slobodan enzim.
Preliminarni eksperimenti, u kojima je ispitana upotreba imobilisanih enzimskih preparata
u viSe uzastopnih ciklusa, pokazuju potencijal za primenu dekstransaharaze imobilisane na
nosac TiOz aktiviran glutaraldehidom, za sintezu dekstrana, posto i nakon pet ciklusa, enzim
zadrZava 70 % od pocCetne aktivnosti.

Dekstransaharaza je enzim velike molekulske mase, pri ¢emu je za delimi¢no preciS¢en
enzim vezan molekul dekstrana (koji na ovaj nacin uti¢e na dodatno povecanje molekulske
mase), koji se moZe imobilisati u agar-agar matriks tehnikom "zarobljavanja" enzima unutar
polimernog matriksa.

Prilikom primene dekstransaharaze imobilisane u agar-agar matriksu (finalne koncetracije
agara 2 %) pri odnosu polimera i enzima 9:1 u reakciji sinteze glukoooligosaharida kada se
maltoza i saharoza u reakcionoj smesi nalaze u odnosu 6:1, detektuje se samo jedan
proizvod, trisaharid. Ovako imobilisana dekstransaharaza pokazala je dobru stabilnost sa
oko 50 % zadrZane imobilisane aktivnosti nakon pet uzastopnih ciklusa. Na osnovu
operativne stabilnosti i dobre mehanicke stabilnosti imobilizata moze se zakljuciti da
dekstransaharaza imobilisana u agar-agar matriks ima dobre performanse za potencijalnu
industrijsku primenu u proizvodnji oligosaharida.
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OLLEHA M3BEIITAJA O [TPOBEPU OPUT'MHAJIHOCTH JOKTOPCKE IMCEPTALIU]JE

Ha ocnHoBy IlpaBu/iHMKa 0 NOCTYNKY NpOBepe OPUTHMHAJIHOCTH JOKTOPCKUX AucepTaluja
Koje ce 6paHe Ha YHUBep3uTeTy y beorpazly v Hanasa y usBeluTajy us nporpama iThenticate
KOjUM je HW3BpLIeHa [poBepa OPUTMHAJIHOCTU JOKTOpPCKe auceprauuje ,llpumeHa arpo-
MHYCTPUjCKOT 0THa/ia 3a ;00Ujalbe eH3uMa JieKCTpaHcaxapa3e U POU3BO/ha JleKCTpaHa
M oJIMrocaxapuja noMohy uMoOuucaHux cuctema’, aytopa Mwuone . MwusbkoBuh,
KOHCTaTyjeM Ja yTBpheHo noayaapamwe TekcTa usHocu 14%. OBaj cTeneH noAyAapHOCTH
nocJeAula je HAaBohewa LUTaTa, JUUHUX UM€EHA, OubarMorpadpcKkux nojartaka o KopuuiheHoj
JIUTEPATYpH, Kao ¥ MPETXO0AHO MyO6JIMKOBAaHUX pe3yJsiTaTa JOKTOPaHA0BUX UCTPAKUBaHa,
KOjU CYy IPOUCTEKJIA U3 beroBe AucepTalije, LITO je y CKIaAy ca 4iaHoM 9. [IpaBUIHUKA.

Ha ocHOBY cBera u3HeToOrT, a y CKJIaZy ca 4aHoM 8. cTaB 2. [[paBUJIHMKA O [IOCTYIIKY [IpOBepe
OPUTMHAJHOCTU JIOKTOPCKUX JAucepTalyja Koje ce 6paHe Ha YHUBep3uTeTy y beorpaay,
M3jaB/byjeM Ja WU3BeIUTaj yKa3dyje Ha OPUTMHAJHOCT [JOKTOpPCKe JucepTaluje, Te ce
NPONKCaHU NOCTYyNaK NpUIpeMe 3a lbeHY 0/16paHy MOXe HaCTaBUTH.
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