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Razvoj imobilisanih biokatalizatora sa nanoceluloznim nosac¢ima za primenu u valorizaciji
nusproizvoda industrije hrane

Sazetak

U okviru ove doktorske disertacije razvijeni su nanobiokataliticki sistemi za valorizaciju
nusproizvoda prehrambene industrije, zasnovani na imobilizaciji hidrolitickih enzima na
nanocelulozne nosace. Kiselinskom hidrolizom mikrokristalne celuloze dobijeni su nanokristali
celuloze (CNC), koji su funkcionalizovani perjodatnom oksidacijom (Ox-CNC) i silanizacijom
APTES-om uz aktivaciju glutaraldehidom (amino-CNC i GA-amino-CNC). Struktura i povrSinska
svojstva nosaca potvrdeni su SEM, TEM, DLS i FTIR analizama. Na pripremljene nosace imobilisana
su Getiri industrijska enzimska preparata (Rohalase® SEP-Visco, Pectinex® Ultra SP-L, Alcalase® i
Flavourzyme®) adsorpcijom i kovalentnim vezivanjem. Pokazano je da izbor optimalnog nosaca
zavisi od osobina enzima i ciljanog supstrata. Dobijeni nanobiokatalizatori primenjeni su u hidrolizi
frakcija dobijenih iz agroindustrijskih sirovina: ksilanaza imobilisana na Ox-CNC iskoris¢ena je za
proizvodnju ksilooligosaharida (XOS) iz ksilanske frakcije suncokretove sacme, imobilisana
pektinaza za proizvodnju pektinskih oligosaharida (POS) iz pektina sacme uljane repice i pogace crne
ribizle, dok je sekvencijalnom primenom imobilisanih proteaza dobijen proteinski hidrolizat iz
proteinske frakcije suncokretove saéme. Optimizovani nanobiokatalizatori pokazali su visoku
operativnu stabilnost tokom visekratne primene, a prebiotski potencijal proizvedenih XOS i POS
potvrden je za tri probiotska mikroorganizma. Dobijeni rezultati pokazuju da se ciljanim izborom
funkcionalizacije nanoceluloznog nosata mogu razviti stabilni 1 viSekratno upotrebljivi
nanobiokatalizatori za proizvodnju prebiotskih oligosaharida i funkcionalnih proteinskih hidrolizata
iz nusproizvoda prehrambene industrije.

Kljuéne reci: nanoceluloza, imobilizacija enzima, ksilooligosaharidi, pektinski oligosaharidi,
proteinski hidrolizati, prebiotici, valorizacija nusproizvoda

Nau¢na oblast: Tehnolosko inzenjerstvo

UZa naucna oblast: Biohemijsko inZenjerstvo 1 biotehnologija



Development of immobilized biocatalysts based on nanocellulose carriers for application in
the valorization of food industry by-products

Abstract

Within this doctoral dissertation, nanobiocatalytic systems for the valorization of food-industry by-
products were developed, based on the immobilization of hydrolytic enzymes onto nanocellulose
carriers. Cellulose nanocrystals (CNC) were obtained by acid hydrolysis of microcrystalline cellulose
and subsequently functionalized by periodate oxidation (Ox-CNC) and by silanization with APTES
followed by glutaraldehyde activation (amino-CNC and GA-amino-CNC). The structure and surface
properties of the carriers were confirmed by SEM, TEM, DLS, and FTIR analyses. Four industrial
enzyme preparations (Rohalase® SEP-Visco, Pectinex® Ultra SP-L, Alcalase®, and Flavourzyme®)
were immobilized onto the prepared carriers by adsorption and covalent binding. It was shown that
the choice of the optimal carrier depends on the properties of the enzyme and of the target substrate.
The resulting nanobiocatalysts were applied in the hydrolysis of fractions derived from agro-
industrial raw materials: xylanase immobilized on Ox-CNC was used for the production of
xylooligosaccharides (XOS) from the xylan fraction of sunflower meal, immobilized pectinase for
the production of pectic oligosaccharides (POS) from the pectins of rapeseed meal and black currant
pomace, while the sequential application of immobilized proteases yielded a protein hydrolysate from
the protein fraction of sunflower meal. The immobilized preparations exhibited high operational
stability over repeated use, and the prebiotic potential of the produced XOS and POS was confirmed
for three probiotic microorganisms. The obtained results demonstrate that, through the targeted choice
of nanocellulose carrier functionalization, stable and reusable nanobiocatalysts can be developed for
the production of prebiotic oligosaccharides and functional protein hydrolysates from food-industry
by-products.

Keywords: nanocellulose, enzyme immobilization, xylooligosaccharides, pectic oligosaccharides,
protein hydrolysates, prebiotics, by-product valorization

Scientific field: Technological engineering

Scientific subfield: Biochemical engineering and biotechnology
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1 UVOD

Rastuéi globalni izazov upravljanja nusproizvodima prehrambene industrije predstavlja jedan od
znacCajnih izazova danasnjice, ali istovremena otvara prostor za razvoj inovativnih biotehnoloskih
reSenja. Enzimska obrada omogucava transformaciju ovih materijala u proizvode visoke dodate
vrednost. Ovaj pristup je u skladu sa svetskim naporima za smanjenje koli¢ine otpada, i sa principima
cirkularne bioekonomije.

Imobilizacija enzima, je jedna od klju¢nih strategija za njihovu industrijsku primenu, pre svega radi
unapredenja stabilnosti enzima, i omogucavanja njegove visestruke upotrebe, Sto je od izuzetnog
ekonomskog znacaja [1]. Imobilizacija enzima donosi i niz dodatnih prednosti u industriji hrane:
bolju kontrolu enzimske reakcije, eliminaciju potrebe za termickom inaktivacijom enzima i
jednostavnije preciS¢avanje proizvoda [2]. Nanomaterijali su posebno atraktivni za imobilizaciju
enzima zbog velike specificne povrSine koja omogucava vezivanje znacajne koli¢ine enzima [3]. U
novijim istrazivanjima, nanoceluloza privlac¢i posebnu paznju naucne zajednice kao odrziv i ekoloski
prihvatljiv nosa¢ za imobilizaciju enzima [4]. Nanoceluloza se izdvaja kao izuzetno atraktivan nosac
zbog sledecih karakteristika [5]:

1. Dobija se iz obnovljivih izvora, relativno jednostavnim postupcima;

2. Ekonomski je isplativija u poredenju sa sintetic¢kim polimerima;

3. Biodegradabilna je $to je ¢ini ekoloski prihvatljivom.
U industriji prehrambenih proizvoda, enzimi predstavljaju tehnoloski i ekoloski prihvatljiviji izbor
za reakcije hidrolize u odnosu na hemijske metode [6, 7]. Pored toga, primenom enzima procesi
obrade nusproizvoda prehrambene industrije su ekoloski prihvatljiviji i nemaju negativan uticaj na
zivotnu sredinu, pri ¢emu su visoko efikasni 1 u potpunosti se zasnivaju na principima cirkularne
ekonomije 1 iskori§¢enja otpada [8]. Imajuci ovo u vidu, enzimski procesi imaju znacajne prednosti
u odnosu na druge procese.

Izbor odgovarajuceg nosaca predstavlja kljucan faktor za uspesnu imobilizaciju, te stoga, celulozni
nanomaterijali privlace posebnu paznju naucne zajednice. Nanoceluloza, bez ikakve obrade, se moze
upotrebiti za jednostavnu adsorpciju enzima, dok se njenom hemijskom modifikacijom dobija nosa¢
pogodan 1 za adsorpciju 1 za kovalentnu imobilizaciju enzima [4]. Kada je re€ o primeni imobilisanih
enzima u prehrambenoj industriji kovalentna imobilizacija je od posebnog znacaja jer spreCava
kontaminaciju finalnog proizvoda enzimima koji mogu izazvati alergijske reakcije, a takode
omogucava ponovnu upotrebu u veéem broju ciklusa u odnosu na adsorpciju. Medutim, iako
kovalentno vezivanje predstavlja stabilniju metodu imobilizacije, treba imati u vidu da u toku same
reakcije moze do¢i do inaktivacije enzima [4]. Generalno, imobilizacija enzima donosi brojne
prednosti u industriji hrane, ukljucujué¢i ve¢u ekonomsku isplativost, bolju kontrolu enzimske
reakcije, eliminaciju potrebe za termickom inaktivacijom enzima i jednostavnije preiS€avanje
proizvoda [2].

Hidroliti¢ki enzimi poput proteaza, ksilanaza i pektinaza imaju klju¢nu ulogu u preradi nusproizvoda
industrije hrane kao $to su sacme uljarica i pogace bobicastog voca. Saéme uljarica sadrze visoke
udele proteina i ugljenih hidrata, dok su pogace bobicastog voc¢a bogate pre svega ugljenim hidratima
[9, 10]. Enzimska hidroliza omogucava znacajno poboljSanje nutritivne vrednosti ovih nusproizvoda
transformacijom u funkcionalna jedinjenja kao Sto su hidrolizati proteina i oligosaharidi [11-14].
IskoriS¢enje ovih nusproizvoda u skladu je sa principima odrZivog razvoja i cirkularne bioekonomije
[15]. Razdvajanjem ovih otpadnih materija na frakcije, a potom njihovom ciljanom enzimskom
preradom, mogu se dobiti industrijski znacajna jedinjenja, ¢ime se istovremeno povecava vrednost
otpadnih proizvoda i smanjuje koli¢ina otpada [15].

U ovom radu nanoceluloza ¢e biti iskori§¢ena kao nosa¢ za imobilizaciju enzima (ksilanaza, pektinaza
1 proteaza) pri ¢emu ¢e biti prikazana njena primena za imobilizaciju enzima koji se mogu koristiti u
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procesima dobijanja visokovrednih jedinjenja iz odabranih frakcija nusproizvoda industrije hrane.
Primenjeni postupci omogucéavaju dobijanje proizvoda znacajnih za ljudsku i zivotinjsku ishranu, kao
Sto su proteinski hidrolizati i oligosaharidi sa prebiotskim potencijalom — ksilooligosaharidi (XOS) 1
pektinski oligosaharidi (POS). Sematski prikaz koncepta istrazivanja prikazan je na slici 1.1.

na nanocelulozi

Imobilisani enzimi Visokovredni proizvodi
)

Proteinski hidrolizati

4
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N0, Oligosaharidi (XOS, POS)
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Slika 1.1. Sematski prikaz koncepta istraZivanja: imobilizacija hidrolitickih enzima (proteaza,
ksilanaza i pektinaza) na nanocelulozi i njihova primena u enzimskoj obradi nusproizvoda
prehrambene industrije (suncokretova sacma, sacma uljane repice, pogaca crne ribizle) radi
dobijanja proteinskih hidrolizata i oligosaharida (XOS, POS) [16].



2 TEORIJSKI DEO

2.1 POJAM, SVRHA I METODE IMOBILIZACIJE ENZIMA

Ideja imobilizacije enzima je nastala poCetkom 20. veka, kao koncept koji podrazumeva vezivanje
molekula enzima koji su se slobodno kretali u rastvoru na ¢vrste materijale [17]. Prvi enzim koji je
ovako imobilisan jos 1916. godine je enzim invertaza, $to je postala osnova za imobilizaciju enzima
koju poznajemo danas [17]. Enzimi predstavljaju klju¢ne biomolekule u razli¢itim industrijskim
granama kao Sto su prehrambena industrija (proizvodnja mle¢nih proizvoda, transformacija skroba,
pekarska industrija, proizvodnja napitaka), tekstilna, papirna, kozmeticka, hemijska, industrija
deterdzenata, a u poslednje vreme u inovativnim i novim oblastima kao §to su biosenzori, biogoriva
1 tretman otpadnih voda [1]. Medutim, vazno je ista¢i da enzimi sami po sebi nisu optimalni za
koris¢enje u industriji iz viSe razloga: rastvorljivi su, ¢esto nestabilni, a u nekim slu¢ajevima moze
do¢i do inhibicije aktivnosti supstratom ili proizvodom reakcije [18].

Danas, postoji preko 10.000 nau¢nih radova, i veliki broj patenata koji se bave temom imobilizacije
enzima, a dosta njih je vec¢ i uslo u komercijalnu upotrebu, na primer imobilisane penicilin G acilaza,
invertaza, lipaze i proteaze [17]. Glavni razlozi zasto se u industrijskim procesima tezi ka kori§¢enju
imobilisanih enzima su pre svega kako bi se omogucéila ponovna upotreba enzima, ¢ime se smanjuju
troskovi reakcije 1 kako bi se olakSalo izdvajanje enzima iz reakcione smese, ¢ime se smanjuju
troskovi preCiS¢avanja [19]. Imobilizacija enzima S§titi molekule enzima od proteolize (u slucaju
prisustva proteolitickih enzima), omogucava bolju kontrolu nad reakcijom a takode moze se koristiti
1 ko-imobilizacija vise enzima kako bi se omogucila reakcija sa vise koraka [17]. Naravno, postoje i
odredeni izazovi koji prate imobilizaciju enzima kao $to su: gubitak kataliticke aktivnosti, limitacije
u prenosu mase, limitacije u slucaju ,,scale-up* procesa kako bi se odrzale konzistentna kataliticka
aktivnost 1 stabilnost, kao 1 degradacija nosaca enzima i njegova cena [20]. Navedene prednosti i
izazovi su glavni pokretaci stalnog razvoja u ovoj oblasti, pre svega raznih metoda imobilizacije, ali
i novih 1 unapredenih nosaca za imobilizaciju razli¢itih enzima.

2.1.1 Metode imobilizacije enzima

Metode imobilizacije enzima se mogu podeliti na reverzibilne 1 ireverzibilne [1]. Na slici 2.1. je
prikazana podela metoda imobilizacije 1 navedene su razli¢ite metode. U reverzibilne metode spada
fizicka adsorpcija, koja moZe biti specificna (jonska, afinitetna) 1 nespecificna, dok u ireverzibilne
spadaju kovalentna imobilizacija, imobilizacija enzima u polimerne mreZe, mikroinkapsulacija i
umrezavanje enzima bifunkcionalnim reagensima [1, 21]. U ovom radu ¢e biti najviSe reci o
kovalentnoj imobilizaciji 1 fizi€¢koj adsorpciji, metodama kod kojih se enzim vezuje (ireverzibilno ili
reverzibilno) za povrSinu, odnosno u porama C¢vrstog nosaca. Preostale metode podrazumevaju
obuhvatanje enzima nosa¢em (imobilizacija enzima u polimerne mreZe i mikroinkapsulacija),
odnosno unakrsno povezivanje molekula enzima bez prisustva nosaca [1].
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Slika 2.1. Metode imobilizacije enzima [1].

Adsorpcija je fenomen koji se deSava na granici dve faze, kada se iz fluida molekul prenosi na ¢vrstu
povrsinu, zbog postojanja slabih, nekovalentnih interakcija izmedu molekula i povrsine [22]. Ovaj
proces je reverzibilan i termin koji se koristi za suprotan proces adsorpcije je desorpcija [22].
Adsorpcija enzima predstavlja proces u kome je molekul enzima taj koji se prenosi iz te¢ne faze na
¢vrstu povrSinu [1]. Slabe veze koje nastaju izmedu enzima i povrSine mogu biti van der Valsove i
vodoni¢ne veze, hidrofobne interakcije i jonske, odnosno polarne interakcije, pa su naelektrisanje
molekula enzima i ¢vrste povrsine i hidrofobnost veoma znacajne osobine za ovaj tip imobilizacije
[1]. Ovom metodom se veoma lako mogu dobiti imobilisani enzimi, jednostavno i brzo, bez upotrebe
hemikalija koje mogu uticati na aktivnost enzima, a nosaci se mogu reciklirati poSto se enzim moze
nakon reakcije desorbovati [1]. Glavni nedostatak ove metode je upravo to §to se desorpcija moze
desiti i tokom enzimske reakcije, i on se moze resiti stvaranjem kovalentnih veza izmedu enzima i
nosaca [1].

Kovalentna imobilizacija predstavlja metodu izbora, posebno u industrijskim procesima, jer ne dolazi
do desorpcije enzima [23]. Enzim se kovalentno vezuje preko svojih funkcionalnih grupa kao $to su
amino, karboksilna, fenolna, sulthidrilna, imidazolna, indolna i hidroksilna, i funkcionalnih grupa
prisutnih na nosacu [23]. Ostale prednosti koje pruza kovalentna imobilizacija se ogledaju u
otpornosti enzima na spoljne uslove kao $to su temperatura, ekstremni pH uslovi 1 prisustvo organskih
rastvaraca [20]. Kovalentna imobilizacija ima i odredene nedostatke. Proces imobilizacije moze biti
kompleksan, u nekim slucajevima zahteva aktivaciju nosaca ili u specijalnim slucajevima aktivaciju
grupa molekula enzima $to moZe dovesti do denaturacije, vreme imobilizacije je duZe u odnosu na
jednostavniju metodu adsorpcije, a 1 udeo imobilisanog enzima je uglavnom nizi [23]. Za aktivaciju
nosaca najcesce se koriste glutaraldehid, karbodiimidi ili epihlorhidrin, ¢ime se na povrSinu nosaca
uvode aldehidne, karboksilne, odnosno epoksidne reaktivne grupe [21]. U veéini slucajeva



kovalentno imobilisan enzim ispoljava nizu aktivnost ali ima vecu stabilnost, i moze se upotrebiti
nekoliko puta §to opravdava upotrebu ove metode imobilizacije [20].

2.1.2 Nosaci za imobilizaciju enzima

Idealan materijal koji se koristi kao nosa¢ za imobilizaciju bi trebalo da poseduje sledece osobine:
nisku cenu, inertnost, stabilnost, dobre mehanicke osobine, sposobnost da pospesi specificnost ili
aktivnost enzima, regenerativnost, sposobnost da umanji inhibiciju i da spreci nespecificnu adsorpciju
i kontaminaciju [24]. Mali broj materijala se odlikuje svim navedenim karakteristikama, te je
neophodno, imaju¢i u vidu krajnju primenu imobilisanog enzima, analizirati i evaluirati sve prednosti
1 ogranienja odabranog nosaca. Radi lakSeg odabira potencijalnog nosaca, odnosno njegovih
karakteristika, postoji Siroka podela nosaca koji se koriste za imobilizaciju na neorganske i organske
[23].

2.1.2.1 Neorganski nosaci za imobilizaciju

Neorganski nosac¢i imaju veoma rasprostranjenu upotrebu posto su termicki i mehanicki stabilni,
otporni su na mikrobnu kontaminaciju, rigidni su ali je njihov nedostatak nemogu¢nost dobijanja
razli¢itih geometrijskih oblika, a podlozni su krunjenju tokom mesanja [23, 24]. Lako se dobijaju, ili
se mogu naci u prirodi, i ovi materijali su relativno jeftini [25]. NajceS¢e koriS¢eni materijali su silika
1 drugi neorganski oksidi (titanijuma, aluminijuma, cirkonijuma) i materijali na bazi ugljenika, ali u
poslednjih nekoliko godina sve popularniji su magnetni nosaci, keramicki, ugljeni¢ne nanocevi,
grafen, grafen oksid [23].

Ovi materijali se mogu koristiti 1 u obliku nanocestica. NajviSe se upotrebljavaju nanocestice zlata,
grafena, titanijuma i silike, a upotreba im je rasprostranjena s obzirom da imaju visoke prinose
imobilizacije, dok imobilisani enzimi imaju visoku kataliticku aktivnost [23]. Ove osobine su
posledica velike povrsine dostupne za vezivanje enzima [24].

2.1.2.2 Organski nosaci za imobilizaciju

Organski nosaci za imobilizaciju se dalje dele u dve velike grupe: prirodni i sinteti¢ki polimeri [23].
Prirodni polimeri koji se najces¢e koriste u imobilizaciji su celuloza, skrob, agaroza, alginat, hitozan
1 hitin, kolagen, pektin, umrezeni dekstran, Zelatin, kolagen, karaginan, fibroin svile [23, 25]. Prirodni
polimerni materijali se odlikuju visokim afinitetom ka vezivanju proteina, biokompatibilnoscu,
biodegradabilno§¢u, nisu toksicni, mogu imati antibakterijska svojstva, neki mogu formirati gelove,
1 u vedini slu€ajeva su inertni, ali njihov nedostatak je niska mehanicka stabilnost u odnosu na
neorganske nosace 1 sinteticke polimere [25]. Za razliku od neorganskih materijala, biopolimeri se
mogu naci u raznolikim geometrijskim oblicima, a u njihovoj strukturi mogu biti prisutne razne
hemijske grupe (hidroksilne, amino, karboksilne) koje se mogu upotrebiti za imobilizaciju enzima
adsorpcijom ili kovalentnim vezivanjem [23]. Sinteticki polimeri se dobijaju hemijskom sintezom i
imaju visoku Cistocu, definisanu hemijsku strukturu i uniformnost, a u toku sinteze se mogu definisati
njihova poroznost i uvesti razliCite funkcionalne grupe [23, 25]. Medutim, proces sinteze ovih
materijala je ¢esto zametan, a moze biti 1 veoma skup [23]. Postoji veliki broj sintetickih polimera sa
toluidini, polipropilen, poliacetonitril i najlon [23, 25]. Fokus ovog rada ¢e biti celuloza, odnosno
nanoceluloza, i njena upotreba kao nosac¢ za imobilizaciju enzima.



2.2 CELULOZA KAO NOSAC ZA IMOBILIZACIJU ENZIMA
2.2.1 Celuloza

Celuloza je jedan od najrasprostranjenijih polisaharida u prirodi. Ovaj biopolimer je bioobnovljiv,
biokompatibilan, biorazgradiv, hemijski stabilan i1 ekoloski prihvatljiv [26]. Lako je dostupan iz
biljnih izvora poput drvne mase i pamuka, a takode ga mogu sintetisati alge, gljive i bakterije pa se
smatra veoma ekonomi¢nim materijalom [26]. U hemijskoj strukturi celuloze se nalaze linearni lanci
D-glukoze koji su povezani (1 — 4) glikozidnim vezama (Slika 2.2. (A)), sa brojnim slobodnim -
OH grupama koje formiraju intra- i intermolekulske vodoni¢ne veze [27]. Celuloza u svojoj makro
strukturi ima uredene i neuredene domene, nazvane kristalni i amorfni regioni, a u svom prirodnom
stanju se nalazi u strukturi lignoceluloznog kompleksa, koji ¢ine lignin, hemiceluloza i celuloza (Slika
2.2. (B)). Amorfni regioni su manje gustine, i reaktivniji su, te se tu odvija ve¢ina hemijskih reakcija,
dok su kristalni domeni generalno otporniji na hemijske, mehanicke 1 enzimske tretmane [28]. Kao
posledica ovakve strukture, mikrofibrile celuloze imaju dobre mehani¢ke osobine i strukturnu
raznovrsnost [28].
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Slika 2.2. Linearna struktura celuloze (4) i Sematski prikaz rasporeda celuloze, hemiceluloze i
lignina u lignoceluloznom matriksu, sa naizmenicnim kristalnim i amorfnim regionima (B). [29]

Izvor celuloze, poreklo i zrelost, kao i1 pretretmani 1 tehnoloski procesi, mogu biti raznovrsni, 1 time
se moze dobiti celuloza razli¢itih osobina [28]. Tako da se moze smatrati da je svaki celulozni
materijal na neki nacin jedinstven, u zavisnosti od navedenih faktora uzgoja ali 1 procesiranja ovih
materijala. Celuloza se moZe koristiti kao nosa¢ za imobilizaciju enzima u razli¢itim oblicima, od
mikro-materijala kao §to su pulpa, celulozna vlakna, mikrokristalna celuloza, celulozne mikrosfere,
hidrogel mikrosfere od celuloze (koji zahtevaju razliCite stepene obrade), do potpuno preradenih
nano-materijala kao §to su nanocelulozna vlakna i kristalna nanoceluloza [27, 30-32]. Bakterijska
celuloza, ili bakterijska nanoceluloza, predstavlja posebnu kategoriju celuloze, bez primesa lignina
ili hemiceluloze, i njene osobine se mogu precizno podesiti kroz razlicite uslove fermentacije [33].
Svi ovi oblici celuloze uspesno su koris¢eni kao nosaci za imobilizaciju razli¢itih enzima primenom
raznih tehnika imobilizacije [30, 32, 34-44]. Raznovrsnost u oblicima celuloze koji se mogu naci u



prirodi ili sintetisati, kao 1 izuzetna sposobnost hemijske modifikacije ¢ine ovaj biopolimer pogodnim
nosacem za imobilizaciju enzima.

2.2.2 Nanoceluloza

Nanocelulozni materijali predstavljaju visokoefikasan nosa¢ za imobilizaciju enzima zahvaljujuci
opisanim strukturnim karakteristikama celuloze, s tim $to imaju i dodatne prednosti zbog svojih nano
dimenzija. Nanocestice celuloze mogu se dobiti mehanickim ili hemijskim procesima [45]. Kao
posledica opstih svojstava celuloze i njene strukture, mogu se dobiti nanocelulozna vlakna razlicite
strukture, Sto zavisi od izvora celuloze i metode ekstrakcije [46]. Raznolikost nanoceluloznih Cestica
dovela je do potrebe za standardizacijom nomenklature, koju je izvrSilo Tehni¢ko udruzenje za
celuloznu i papirnu industriju (TAPPI) prema standardu TAPPI WI 3021 [28].

Celulozni nanokristali (CNC) se dobijaju kiselinskom hidrolizom, koja deluje pre svega na amorfne
delove, ostavljaju¢i visokokristalne nanocestice Stapi¢astog oblika, kao Sto je prikazano na slici 2.3.
[47]. Ova vlakna su veli¢ine 4—70 nm u Sirini a imaju duzinu od 100—-6000 nm, i karakteriSe ih visok
stepen kristalini¢nosti [28].

Kristalni region Amorfni region

Kiselinska
liza

Vlakna celuloze Celulozni

Lanac celuloze : :
nanokristali

Slika 2.3. Sema dobijanja nanokristalne celuloze procesom kiselinske hidrolize [47].

S druge strane, celulozna nanovlakna (CNF) se dobijaju mehanickom obradom [47], dugacka su 1
fleksibilna, a sastoje se od kristalnih i amorfnih regiona, kao $to je prikazano na slici 2.4.[47].
Celulozna nanovlakna su Sira i duza u odnosu na nanokristale, (Sirina 20—100 nm, duzina preko 10000
nm), karakteriSe ih mreZasta struktura i nizi stepen kristalini¢nosti [28].

Kristalni region Amorfni region

Vlakna celuloze Celulozna

nanovlakna

Lanac celuloze

Slika 2.4. Sema nanofibrilarne celuloze koja se dobija iz celuloze primenom mehanicke obrade
kojom se usitnjavaju vlakna do nanometarske velicine [47].

Bakterijska nanoceluloza, vrsta nanoceluloze koja se ne dobija od celuloze ve¢ bakterijskom
hemijskim ili mehani¢kim pretretmanima, Sto je ¢ini ekoloski prihvatljivijom 1 dostupnijom od
nanoceluloze koja se dobija iz celuloze [47].

U standardizovane kategorije spadaju i nanostrukturne celulozne Cestice kao $to su mikrokristali 1

mikrofibrile celuloze [46]. Raznovrsnost u strukturi i svojstvima nanoceluloznih materijala,
omogucava prilagodljivu primenu nanoceluloze u biotehnologiji, medicini 1 industriji.



2.2.3 Hemijska modifikacija celuloze i nanoceluloze

Celuloza i nanoceluloza su, pored drugih raznovrsnih primena, veoma interesantni i kao nosaci za
imobilizaciju enzima zbog svoje rasprostranjenosti, biorazgradljivosti i odlicnih mehanickih
karakteristika. Dve najCesce koriS¢ene metode za imobilizaciju enzima na celuloznim nosac¢ima su
kovalentno vezivanje i adsorpcija [4]. Kako bi se enzim kovalentno vezao za ovaj nosac potrebna je
hemijska modifikacija slobodnih funkcionalnih grupa u strukturi celuloze uvodenjem funkcionalnih
grupa poput -NH», -COOH ili -CHO, koje omoguéavaju reakciju izmedu funkcionalnih grupa enzima
1 nosaca [48]. Imobilizacija adsorpcijom je neSto jednostavnija poSto je omogucéena i samo
koris¢enjem -OH grupa koje su ve¢ prisutne na povrsini celuloze/nanoceluloze [4]. Nedostatak je
slabo naelektrisanje ovih funkcionalnih grupa, tako da se sposobnost adsorpcije enzima na ove nosace
moze poboljsati uvodenjem naelektrisanih grupa poput -NH, -COOH [4].

Takode, celuloza nalazi znaCajnu primenu kao nosac za razvoj biosenzora. Biosenzori se najcesce
koriste u analiticke svrhe, a posebno pri razvoju imuno-testova u dijagnosticke svrhe [49]. S obzirom
da se pri razvoju imunoloskih testova takode vezuju proteini, ali u ovom slucaju antitela, sli¢ne
hemijske metode se mogu koristiti kao u slucaju imobilizacije enzima na ovaj materijal [49]. Stoga,
napredak u istraZivanju celuloze i nanoceluloze kao nosaca za imobilizaciju enzima moze doprineti
napretku i u domenu razvoja biosenzora na bazi ovih materijala.

Metode koje se primenjuju za hemijsku modifikaciju celuloze 1 nanoceluloze su raznolike, a u ovom
radu ¢e posebno biti objasnjene one koje se koriste radi omogucéavanja kovalentne imobilizacije
enzima.

2.2.3.1 Oksidacija celuloze

1. Oksidacija natrijum-perjodatom (NalO4)

Ova metoda se koristi kako bi se omogucilo stvaranje kovalentnih veza izmedu polisaharida
(celuloze, ali 1 drugih polisaharida) i proteina, ili drugih molekula sa amino grupama [50]. Reakcija
sa perjodatom je visokospecificna prema 1,2-dihidroksilnim (glikolnim) grupama, direktno ih
pretvarajuci u dialdehidne grupe bez odvijanja sporednih reakcija, kao Sto je prikazano na slici 2.5.
(A). [30, 50]. Stvorene aldehidne grupe u kontaktu sa amino grupama proteina, formiraju Sifovu bazu
[50]. Tako ovaj tip veze nije striktno kovalentan, smatra se jakom hemijskom vezom [51]. Da bi se
postigla stabilna i nereverzibilna kovalentna veza moze se izvriiti redukcija Sifove baze sa
visokospecifiénim redukuju¢im sredstvom, najceS¢e natrijum-borohidridom ili natrijum-
cijanoborohidridom [52, 53]. Ovaj korak, medutim, moze negativno uticati na aktivnost 1 stabilnost
enzima, tako da se ovaj drugi korak ne koristi uvek kako bi se ocuvala aktivnost enzima, ali i radi
jednostavnosti postupka, a ne doprinosi u zna¢ajnoj meri stabilnosti enzima [53].

Oksidacija perjodatom je jednostavna metoda, kori§¢ena za imobilizaciju razli¢itih molekula kao $to
su insulin ili antibiotici [30], a moZe se koristiti 1 za imobilizaciju antitela u biosenzorima [50] i
enzima [30, 32, 44]. U neutralnim 1 baznim rastvorima, prelazak molekula u rastvor je minimalan (do
10%) [54].

2. TEMPO oksidacija celuloze (TEMPO/NaClO/NaBr)

Ova reakcija oksidacije se koristi za modifikaciju primarne hidroksilne grupe glukoze u karboksilne
grupe (Slika 2.5. (B)) preko aldehidnih intermedijera [44]. Formiranjem karboksilnih grupa na
povrsini celuloze ona postaje negativno naelektrisana, §to moZe uticati i na smanjenje hidrofobnosti
ovog materijala [55]. Oksidacija utice na supramolekularnu i morfolosku strukturu celuloze,
povecavajudi pristupacnost unutrasnje povrsine vlakana i kapacitet vezivanja [44]. Karboksilne grupe
se mogu iskorisititi za jonsku adsorpciju enzima, koriste¢i negativno naelektrisanje ovih grupa [56].
Ukoliko bi se ove grupe koristile za kovalentno vezivanje enzima, mora se izvrSiti prethodna
aktivacija karboksilnih grupa sa karbodiimidom (npr. EDC) kako bi ove grupe mogle da reaguju sa
amino grupama proteina [57].



Obe metode imaju Siroku primenu u biotehnologiji, od medicinskih uredaja do zelenih hemijskih
procesa. Prilikom oksidacije moZe do¢i do promene strukture vlakana celuloze i nanoceluloze, $to je
veoma izrazeno pri TEMPO oksidaciji, te se ova metoda manje koristi za oksidaciju ve¢ dobijene
nanoceluloze, ve¢ se koristi kako bi se omogucilo istovremeno dobijanje nanoceluloze iz celuloze i
uvodenje funkcionalnih grupa [58].
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Slika 2.5. TEMPO-oksidacija hidroksilnih grupa celuloze do karboksilnih grupa (A) i oksidacija
natrijum-perjodatom hidroksilnih grupa celuloze do aldehida (B).

2.2.3.2 Silanizacija celuloze

Organosilani se naj€e$¢e upotrebljavaju kao reagensi za hemijsku modifikaciju silicijum-dioksida
[59]. Mogu se koristiti 1 za modifikaciju nekih drugih materijala kao Sto su polisaharidi, na primer,
celuloza/nanoceluloza i skrob [60-62]. Mehanizam reakcije polisaharida sa organosilanima je nesto
drugaciji nego u sluc¢aju nosaca od silicijum-dioksida, i sastoji se iz tri koraka [63]:

1. Hidroliza alkoksi grupa alkoksi-silana,

2. Adsorpcija silanolnih grupa na -OH grupe na povrsini polisaharida putem vodoni¢nih veza,

3. Hemijska kondenzacija i1 graftovanje na povrsinu polisaharida (formiranje Si-O-C veze).
Proces kondenzacije 1 graftovanja odvija se na viSim temperaturama, stvarajuci stabilnu vezu izmedu
Si-OH 1 C-OH [64]. Za imobilizaciju enzima najceS¢e koriS¢eni silani su APTES (3-
aminopropiltrietoksisilan) 1 GPTMS (3-glicidoksipropiltrimetoksisilan), pomoc¢u kojih se uvode
amino i epoksidne grupe.

1. Amino-funkcionalizovana celuloza/nanoceluloza
Moze se koristiti 1 kao nosa¢ za jonsku adsorpciju ali 1/ili kovalentno vezivanje enzima. Silanizacija
organosilanima koji sadrze amino grupe ¢ini povrSinu celuloze blago hidrofobnom [65]. Na slici 2.6.
je Sematski prikazana reakcija celuloze i aminosilana. Za kovalentno vezivanje, amino grupe na
nosacu mogu se spojiti sa:

- Homobifunkcionalnim umrezivaima (npr. glutaraldehid, dimetil pimelimidat) za vezivanje sa
amino grupama proteina,

- Heterobifunkcionalnim umrezivacima za vezivanje grupa poput tiola (-SH) na proteinima.
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Slika 2.6. Sema reakcije kondenzacije APTES i celuloze.

2. Epoksi-funkcionalizovana celuloza/nanoceluloza
Mehanizam reakcije uvodenja epoksi grupa silanizacijom je isti kao i u slu¢aju uvodenja amino grupa.
Epoksidne grupe na nosacu reaguju sa amino grupama proteina, otvarajuci prsten i formirajuci
stabilne kovalentne veze [66]. Ova metoda je jednostavna i efikasna za kovalentnu imobilizaciju
enzima, ne zahteva dodatno aktiviranje funkcionalnih grupa niti stabilizovanje nastalih veza.
Hidrofobnost se moze neznatno povecati zbog strukture epoksidnih grupa [65].

2.2.3.3 Druge metode

Ostale metode koje se mogu na¢i u literaturi a koriste se za hemijsku modifikaciju
celuloze/nanoceluloze radi uvodenja razli¢itih funkcionalnih grupa za vezivanje proteina su:

1. Modifikacija cijanogen bromidom [39],

2. Modifikacija cijanurid hloridom [67].

3. Reakcija sa epihlorohidrinom [68],
Ove metode su namenjene dobijanju nosaca koji mogu stvoriti iskljuivo kovalentne veze sa
proteinima preko amino grupa lizina, poSto su sve ove funkcionalne grupe reaktivne i podloZzne
nukleofilnom napadu amino grupe [39, 67, 68]. Navedene metode se ¢eS¢e primenjuju u razvoju
biosenzora, nosaca za vezivanje lekova i industrijskih katalizatora [39, 67, 68].

2.2.4 Imobilisani enzimi na celuloznim i nanoceluloznim nosac¢ima

Imobilizacija enzima na celulozne 1 nanocelulozne nosace predstavlja znac¢ajan napredak u oblasti
biokatalizatora. Ovi sistemi imobilisanih enzima ispoljavaju visoku stabilnost enzima, omogucuju
ponovnu upotrebu katalizatora 1 ouvanje aktivnosti. U vecini slucajeva razvoj ovih imobilisanih
biokatalizatora podrazumeva vezivanje enzima na celulozu ili nanocelulozu putem adsorpcije ili
kovalentnog vezivanja.

I celuloza i1 nanoceluloza se zbog svoje strukture lako hemijski modifikuju i predstavljaju materijale
na koje se mogu imobilisati enzimi primenom raznih metoda, medutim treba ista¢i da nanoceluloza
ima prednost visoke specificne povrSine za razliku od celuloze i time omogucava viSe prinose
imobilizacije 1 bolju aktivnost imobilisanih enzima. Pregled enzima vezanih na nosace od celuloze ili
nanoceluloze je predstavljen u tabelama 2.1. 1 2.2. a ovi imobilisani biokatalizatori nalaze svoju

.....

biosenzora.
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Tabela 2.1. Primeri primene celuloznih nosaca za imobilizaciju.

. « Vrsta Funkcionalna .
Enzim Nosac . e e Primena
imobilizacije grupa
-NH,
Proces u
Invertaza Celulqzna Kovglentp ° -COOH Sarznom [43]
matrica vezivanje
_DEAE reaktoru
Adsorpcija -COOH
Tripsin Celuloza - Ad iia/K. Tretman rana [44]
pamuk SOIPEUAROYA | _COOH/-CHO
lentno vezivanje
Tripsin Ce!uloza B Kove.llent.n 0 -CHO Tretman rana [30]
viskoza vezivanje
Ureaza Pamucna vlakna Kovglentp ° -CHO Tretman uree [42]
vezivanje
Pektinaza Vlakna papirne Kova’llent’no _CHO Tretman otpadne [32]
pulpe vezivanje vode
. Mikrokristalna ..
Lipaza celuloza Adsorpcija -COOH / [41]
Peroksidaza iz Celuloza — ..
rena vlakna Adsorpcija -COOH / [40]

Kao sto se moze videti u prikazanim tabelama, u literaturi se mogu pronaci razni primeri koris¢enja
celuloze 1 nanoceluloze kao nosaca za razli¢ite enzime, 1 koji se mogu upotrebiti u raznim oblastima
od teorijskog proucavanja kinetike imobilisanih enzima do primene u raznim granama industrije ili
biomedicini. Ovako raznovrsna upotreba ne treba biti neo¢ekivana imajuci u vidu brojne prednosti
koje ovi materijali nude kao nosaci za vezivanje enzima.

Tabela 2.2. Primeri primene nanoceluloznih nosaca za imobilizaciju.

. - Vrsta Funkcionalna .
Enzim Nosac . e e Primena
imobilizacije grupa
L Uklanjanje
Peroksidaza Nanokristali Kovglentp © -C=N fenolnih [39]
celuloze vezivanje S
jedinjenja
Nanokristali .. s Uklanjanje boje
Lakaza celuloze Adsorpcija -OH/-0S0 iz otpadnih voda [38]
Nanokristali Hidroliza
Tripsin celuloze u Adsorpcija -COOH Kazei [37]
. azeina
hidrogelu
Lakaza Bakterijska Adsorpeija -OH / [36]
nanoceluloza
Bakterijska .. Antimikrobni
Lakaza nanoceluloza Adsorpcija -OH efekat [35]
. Sinteza
Ureaza Nanokristali Kova}lentp ° -CHO tetrahidro- [34]
celuloze vezivanje . -y
pirazolopiridina

Posebno interesantno podrudje istrazivanja je upotreba celuloze i nanoceluloze u tretmanu otpadnih
voda. Modifikovana celuloza 1 nanoceluloza, materijal koji se istrazuje 1 koristi zbog svoje
sposobnosti precis¢avanja vode (vezivanjem boja i jona teskih metala) [69], poslednjih godina se
istrazuje za imobilizaciju razlicitih enzima koji se tradicionalno koriste u tretmanu otpadnih voda. Na
primer, pektinaza je uspesno imobilisana na oksidovanim celuloznim vlaknima kako bi se uklonila
pektinska jedinjenja (anjonski pektin 1 poligalakturonska kiselina) koja su nusproizvodi procesa
proizvodnje papira [32]. Ovaj pristup je vrlo interesantan sa aspekta iskori§¢enja nus-proizvoda posto
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prenamenjuje celulozna vlakna, koja nastaju kao otpadni proizvod u toku proizvodnje papira, za
imobilizaciju mikrobne pektinaze koja se koristi u tretmanu otpadnih voda koje takode nastaju u istom
procesu proizvodnje papira tzv. bele vode. Tako se jedan generisani otpad koristi za tretman drugog
koji nastaje u istom procesu. Ova imobilisana pektinaza ima Siroku termiCku stabilnost, ¢ine¢i je
pogodnijom za primenu na temperaturi koja se koristi u procesu proizvodnje papira, a moZze se ponovo
upotrebljavati do sedam puta zadrzavajuéi vise od 50% svoje aktivnosti [32]. U upotrebi za
preciS¢avanje otpadnih voda istiCu se 1 nanocelulozni kristali koji su se pokazali efikasnim za
imobilizaciju peroksidaze koja se koristi za uklanjanje hlorovanih fenolnih jedinjenja, pri ¢emu
imobilisani enzim pokazuje poboljSanu stabilnost u poredenju sa slobodnim enzimom [39]. Sli¢no
tome, lakaza imobilisana na nanoceluloznim kristalima pokazala je odli¢ne rezultate u uklanjanju
boje iz otpadnih voda, zadrzavajuci preko 80% svoje aktivnosti nakon 18 ciklusa [35].

2.3 ENZIMI ZA OBRADU NUSPROIZVODA INDUSTRIJE HRANE

2.3.1 Hemicelulaze

Hemiceluloza se nalazi u strukturi ¢elijskog zida biljaka i njenu hidrolizu vr$e enzimi hemicelulaze.
Posto se hemiceluloza i celuloza nalaze zajedno u strukturi ¢elijskog zida, ovi enzimi pomazu i pri
hidrolizi celuloze [70]. Hemiceluloza se sastoji od razli¢itih polisaharida (najvise ksilana, manana i
[-glukana) pa postoje i razliiti enzimi koji vrSe njenu hidrolizu [71]. Na slici 2.7. su prikazani neki
od enzima koji u€¢estvuju u hidrolizi hemiceluloze i mesta u strukturi hemiceluloze na koja deluju. U
hemicelulaze spadaju slede¢i enzimi [71]:

1. p-Ksilanaze (EC 3.2.1.8) hidrolizuju f-(1,4) veze u glavnom lancu ksilana i nastaju kratki
ksilooligomeri.

2. p-Ksilozidaze (EC 3.2.1.37) su egzo-glikozidaze 1 deluju na kratke lance ksilooligomera tako
da nastaju jedinice ksiloze.

3. o-Galaktozidaze (EC 3.2.1.22) ucestvuju u raskidanju glikozidne veze izmedu galaktoze 1
lanca ksilana.

4. a-Arabinofuranozidaze (EC 3.2.1.55) ucestvuju u raskidanju glikozidne veze izmedu
arabinoze 1 lanca ksilana.

5. a-Glukuronidaze (EC 3.2.1.139) ucestvuju u raskidanju a-(1,2)-glikozidne veze izmedu 4-O-

metil-glukuronske kiseline i lanca ksilana.

Acetil-ksilan esteraze (EC 3.1.1.72) vrSe hidrolizu acetil grupa na jedinicama ksiloze.

7. Feruloil esteraze (EC 3.1.1.73) katalizuju hidrolizu estarske veze koja se nalazi izmedu
arabinoze ili galaktoze i ferulinske kiseline.

3
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Slika 2.7. Sematski prikaz dejstva nekih hemicelulaza [70].

Hemicelulaze predstavljaju kljuéne enzime u valorizaciji nusproizvoda biljnog porekla, posebno
materijala odnosno frakcija u ¢ijem sastavu se nalaze velike koli¢ine lignoceluloznog materijala [70].
Komercijalne hemicelulaze se proizvode mikrobnim putem, genetski modifikovanim sojevima
Trichoderma 1 Aspergillus [72]. Ve¢ina ovih enzima je aktivna u blago kiselim uslovima (pH 4-6) i
na temperaturama nizim od 70 °C, medutim u fokusu su i enzimi koji se mogu koristiti na viSim
temperaturama [72]. Ksilanaze su najistrazenije i najvise u upotrebi od svih hemicelulaza, posto se u
sastavu hemiceluloze veéinski nalazi ksilan [72]. Ve¢ina ovih enzima su strukturno mali proteini sa
molekulskim masama oko 20 kDa, i imaju izoelektri¢nu tacku pri blago baznim pH [73]. Postoji i
druga grupa ksilanaza koju ¢ine malo veci proteini, molekulske mase oko 40 kDa i izoelektricnom
taCkom u kiselom pH [73]. Ove dve grupe ksilanaza razlikuju se i po specifi¢nosti prema supstratima:
ksilanaze ve¢e molekulske mase i nize izoelektri¢ne tacke efikasnije hidrolizuju visoko supstituisane
ksilane od ksilanaza manje molekulske mase i vise izoelektri¢ne tacke [73].

Mananaze su druga grupa enzima, koji se ¢esto koriste za razgradnju manana u sastavu hemiceluloze
[74]. U ovu grupu enzima spadaju f-mananaze, EC 3.2.1.78 1 f-manozidaze, EC 3.2.1.25 [74].
Endomananaze odnosno fS-mananaze hidrolizuju nasumicno glavni lanac manana i stvaraju se
manobioza, manotrioza 1 razne meSavine mano-oligosaharida [73]. Strukturno, ovi enzimi su veci od
ksilanaza (30-90 kDa) 1 imaju kiselu izoelektricnu tacku [73].

Hemicelulaze koje deluju kao egzoglikozidaze (fS-ksilozidaze i f-manozidaze) katalizuju hidrolizu
ksilo- i mano-oligosaharida uklanjanjem po jedne jedinice ksiloze odnosno manoze sa neredukujuceg
kraja [73]. Ovi enzimi su sli¢ni, uglavnom ve¢i proteini od endoksilanaze (preko 100 kDa) 1 uglavnom
ih ¢ine dve ili viSe podjedinica [73]. Ovi enzimi ne mogu vise delovati ukoliko naidu na ra¢vanje
lanca polisaharida, a na sporedne lance deluju druge grupe enzima kao §to su a-arabinofuranozidaze,
a-glukuronidaze, a-galaktozidaze i razne grupe esteraza [73].

Tokom poslednjih godina hemicelulaze su se koristile uglavnom u prehrambenoj industriji kao
pomoc¢na sredstva u pekarskoj industriji, u industriji hrane za Zzivotinje radi povecanja nutritivne
vrednosti 1 digestibilnosti 1 u industriji papira kako bi se vrSilo izbeljivanje papira bez upotrebe
hemikalija [73]. Zato se godinama unazad radi na razvoju stabilnih hemicelulaza, koje mogu podneti
razne pH vrednosti 1 visoke temperature. Medutim, vazno je napomenuti da je razvoj ovih enzima u
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poslednjih nekoliko godina iskoristila potpuno nova grana industrije, koja se zasniva na konceptu
cirkularne bioekonomije. Tako da se nove primene ovih enzima ogledaju u: proizvodnji bioetanola i
biogasa, furfurala i ksilitola, raznih oligosaharida (ksilooligosaharida), i organskih kiselina
(sukcinska, mLe¢na, levulinska i limunska) [75]. Razvojem ovih procesa, hemiceluloza koja Cesto
ostaje 1 kao nedovoljno iskoriS¢ena sirovina u biorafinerijama lignoceluloze, nalazi novu primenu u
dobijanju proizvoda sa dodatom vrednos¢u i odrzivom razvoju bioekonomije.

2.3.2 Pektinaze

Pektinaze se definiSu kao velika grupa enzima koji vrSe hidrolizu pektinskih supstanci [76]. S
obzirom da je pektin veoma kompleksan molekul, u kompleksni skup pektinaza, spadaju razliciti
enzimi, koji se mogu podeliti u tri velike grupe: pektin depolimeraze (poznate i1 kao
poligalakturonaze), pektin liaze i pektin esteraze (ili pektin metil esteraze) [77]. Detaljnija podela
poznatih pektinaza se klasifikuje kao [78]:

1. Protopektinaze prevode nerastvorni protopektin u rastvorni oblik; postoje dva tipa: jedan
deluje na region poligalakturonske kiseline protopektina (tip A), a drugi sa polisaharidnim
lancima koji su vezani za poligalakturonsku kiselinu (tip B).

2. Pektin metil esteraze (EC 3.1.1.11) katalizuju deesterifikaciju metoksil grupa pektina i kao
proizvodi nastaju pektinska kiselina i metanol, a deluje pre poligalakturonaza i pektat liaza
koje zahtevaju neesterifikovane supstrate.

3. Pektin acetil esteraze (EC 3.1.1.-) katalizuju hidrolizu acetil estara pektina, pa nastaju
pektinska kiselina i acetat.

4. Polimetilgalakturonaze (EC 3.2.1.-) katalizuju raskidanje a-1,4-glikozidne veze u glavnom
lancu pektina, ima ve¢i afinitet prema visoko esterifikovanom pektinu, pa se oslobada 6-metil-
D-galakturonat.

5. Poligalakturonaze katalizuju hidrolizu a-1,4-glikozidne veze, a kao proizvod nastaje D-
galakturonat. Polimetilgalakturonaze i poligalakturonaze mogu da deluju i endo- (EC
3.2.1.15) 1 egzo- (EC 3.2.1.67). Enzimi koji imaju endo-aktivnost katalizuju nasumi¢no
raskidanje veza supstrata, dok enzimi sa egzo-aktivnos$¢u hidrolizuju veze sa neredukujuceg
kraja oslobadaju¢i monogalakturonate ili u nekim slu¢ajevima digalakturonate.

6. Pektat liaze uCestvuju u raskidanju glikozidnih veza poligalakturonske kiseline tako da nastaju
nezasiceni proizvodi (A-4,5-D-galakturonati) preko reakcije transeliminacije. Postoje 1 egzo-
pektat liaze (EC 4.2.2.2) 1 endo-pektat liaze (EC 4.2.2.9). Znacajno je napomenuti da ovi
enzimi zahtevaju prisustvo jona Ca’.

7. Pektin liaze (EC 4.2.2.10) katalizuju nasumi¢no raskidanje veza u pektinu (pre svega visoko
esterifikovan pektin), tako da nastaju nezasi¢eni metiloligogalakturonati procesom
transeliminacije glikozidnih veza.

8. Ramnogalakturonan ramnohidrolaze (EC 3.2.1.174), nazivaju se i ramnogalakturonanan a-L-
ramnopiranohidrolaze ili a-L-ramnozidaze, katalizuju hidrolizu lanca ramnogalakturonana na
neredukujuc¢em kraju tako da se oslobada ramnoza.

9. Ramnogalakturonan galakturonohidrolaze (EC 3.2.1.173) katalizuju raskidanje veza u lancu
ramnogalakturonana na redukujué¢em kraju i oslobadaju se monogalakturonati.

10. Ramnogalakturonan  hidrolaze (EC 3.2.1.171) katalizuju nasumi¢nu hidrolizu
ramnogalakturonana oslobadaju¢i oligogalakturonate.

11. Ramnogalakturonan liaze (EC 4.2.2.-) katalizuju nasumicnu transeliminaciju veza ramnoza-
galakturonat iz lanca ramnogalakturonana 1 nastaju nezasi¢eni galakturonati na
neredukujucem kraju jednog oligomera 1 drugi oligomer koji ima ramnozu na redukuju¢em
kraju.

12. Ramnogalakturonan acetilesteraze (EC 3.1.1.-) katalizuju hidrolizu acetil grupa
ramnogalakturonana.
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13. Ksilogalakturonan hidrolaze (EC 3.2.1.-) ili ksilogalakturonaze deluju na hidrolizu
glikozidnih veza izmedu dva ostatka galakturonata u molekulu homogalakturonana koji je
supstituisan ksilozom, tako da nastaju ksiloza-galakturonat dimeri.

Komercijalno pektinaze se proizvode mikrobnim putem jo$ od 1970ih godina [76]. Proizvodnja
pektinaza ¢ini oko 10% ukupne proizvodnje svih enzima, pre svega zbog njihove rasprostranjene
upotrebe u industriji sokova i vina [78]. Pektinaze se pored toga, mogu primeniti i u raznim drugim
industrijama: likvifikacija i saharifikacija poljoprivrednih supstrata, tretman otpadnih voda, industrija
papira, hrana za Zivotinje, ekstrakcija ulja, fermentacija kakaa, kafe, ¢aja i duvana kao i proizvodnja
funkcionalnih jedinjenja - prebiotika [76].

2.3.3 Proteoliti¢ki enzimi

Proteoliticki enzimi ucestvuju u hidrolizi peptidnih veza koje se nalaze u peptidima i proteinima [79].
Reakecija hidrolize moze biti 1 reverzibilna pa pod odredenim uslovima ovi enzimi mogu uc¢estvovati
1 u povratnoj reakciji sinteze peptida uz izdvajanje vode [80]. Klasifikacija proteolitickih enzima se
vr$i na osnovu pozicije peptidne veze na koju deluju, kao i aminokiselinskih ostataka koji grade te
peptidne veze [79]. Glavna podela je na endopeptidaze i egzopeptidaze. Egzopeptidaze svoje
delovanje ispoljavaju na krajevima peptidnih lanaca i tako skrac¢uju peptidni lanac, a endopeptidaze
deluju na peptidne veze u unutrasnjosti molekula tako da razlazu proteine na peptide [80].
Egzopeptidaze se dalje mogu podeliti na aminopeptidaze, dipeptidaze, dipeptidil-peptidaze, peptidil-
dipeptidaze i karboksipeptidaze. Sematski prikaz podele proteoliti¢kih enzima i veza na koje deluju
je prikazan na slici 2.8.

Aninpepize NH, -@-@-@-O-O-0-0-0-O-O-O- cook

Dipeptidaze NH, ()~ COOH
(EC 3.4.12)
' Y
Dipeptidil-peptidaze NH, <O)-©)- O-O-O-O- OO cooH
(EC 3.4.14) U

NH, -O-O-O-O0-0-0-0-@-@-@© coon
v v

Peptidil-dipeptidaze
(EC 3.4.15)

Karboksipeptidaze NH, Q O O O O O O O O—O—&COOH

(EC 3.4.16-18)

Endopeptidaze " "
(EC 3.4.21-24) NH; -O-O-O-O0-O-O@-O-O-O0-O0-0O-0OO-cooH

Slika 2.8. Sematski prikaz dejstva peptidaza [79].

Proteoliticki enzimi se takode mogu podeliti 1 na osnovu mehanizma delovanja na serinske proteaze,
cisteinske proteaze, aspartatne proteaze i metalo-proteaze [80]. lako ove grupe enzima imaju neke
zajednicke osobine, one ukljucuju enzime koji se znacajno razlikuju i po strukturi 1 po mehanizmu
katalize [79]. Sli¢nosti po kojima su klasifikovane ove grupe se zasnivaju najvise na aktivnom centru
enzima: serinske proteaze u svom aktivnom centru imaju ostatak aminokiseline serin, aspartatne
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proteaze sadrze ostatke asparaginske kiseline u aktivnom centru, cisteinske proteaze imaju ostatke
cisteina i histidina u aktivnom centru dok je za metalo-proteaze karakteristicno prisustvo
dvovalentnih jona kao §to su Mg?", Mn**, Zn**, Co** [80]. Industrijska primena ovih enzima je veoma
Siroka, i uglavnom se deli na osnovu tipa proteaze (optimalnog pH proteaze) tako da se [81]:

e alkalne proteaze koriste u industriji deterdZenata, koze i hrane (mesa i soje),

¢ neutralne proteaze koriste u pekarskoj industriji i za omekSavanje mesa,

e kisele proteaze koriste u industriji hrane i pica.
U novijim istrazivanjima i industriji proteaze nalaze primenu u: pripremi hidrolizata proteina radi
poboljsanja ukusa i smanjenja gor¢ine, modifikaciji proteina, fermentaciji, proizvodnji aktivnih
(funkcionalnih) peptida, i obradi hrane za Zivotinje [81].

2.3.3.1 Endopeptidaze

Endopeptidaze katalizuju hidrolizu unutrasnjih, a-peptidnih veza [79]. Poznati enzimi, predstavnici
endopeptidaza su himotripsin, pepsin 1 papain [80]. Endopeptidaze deluju u prvom koraku hidrolize
proteina posto njihovim dejstvom nastaju kraci polipeptidni lanci koji imaju nove N- i C- krajeve
tako da ih nakon dejstva endopeptidaza mogu hidrolizovati egzopeptidaze. Takode, endopeptidaze
vrse limitiranu proteolizu koja je potrebna na primer za obradu prekursora proteina kako bi ih preveli
u aktivan oblik [79].

2.3.3.2 Egzopeptidaze

Za dejstvo ovih enzima potrebna je slobodna N-terminalna amino grupa, C-terminalna karboksilna
grupa ili oba, i deluju na veze koje mogu maksimalno biti na tre¢em aminokiselinskom ostatku od
kraja lanca [79]. U ovu grupu spadaju [79]:

e Aminopeptidaze oslobadaju jedan aminokiselinski ostatak od slobodnog N-kraja,
predstavnici su aminopeptidaza N i aminopeptidaza C.

¢ Dipeptidaze vrse hidrolizu dipeptida i zahtevaju da oba kraja budu slobodna, predstavnici su
dipeptidaza A i membranska dipeptidaza.

e Dipeptidil-peptidaza uc€estvuje u hidrolizi peptidne veze tako §to oslobada N-terminalni
dipeptid tako da nastaju dipeptid 1 peptid, predstavnici su dipeptidil-peptidaza I i dipeptidil-
peptidaza III.

e Tripeptidil-peptidaza svojim dejstvom vrsi hidrolizu lanca sa N-kraja lanca tako da nastaju
tripeptid 1 peptid, a predstavnici su tripeptidil-peptidaza I 1 tripeptidil-peptidaza II.

e Peptidil-dipeptidaze oslobadaju dipeptid sa C- kraja proteinskog lanca tako da nastaju peptid
1 dipeptid, predstavnik je peptidil-dipeptidaza A.

e Karboksipeptidaze ucestvuju u oslobadanju jednog aminokiselinskog ostatka sa strane C-
kraja proteinskog lanca, a u ovu grupu enzima spadaju karboksipeptidaza Al, katepsin X 1
karboksipeptidaza Y.

2.3.4 Primena enzima u obradi nusproizvoda industrije hrane

Enzimi igraju klju¢nu ulogu u valorizaciji nusproizvoda industrije hrane, omogucavajuci efikasno
dobijanje visokovrednih komponenti kao $to su oligosaharidi 1 proteinski hidrolizati. Ovim procesima
ne samo da se smanjuje ekolosko opterecenje i troskovi odlaganja otpada, ve¢ se mogu relativno
jednostavno dobiti funkcionalni proizvodi koji se mogu primeniti u prehrambenoj, farmaceutskoj 1
kozmetickoj industriji [82-85]. Nusproizvodi bogati vlaknima 1 proteinima, poput saéme uljarica,
voc¢nih ostataka, Zitnih mekinja, ali 1 drugih nusproizvoda industrije hrane, predstavljaju izuzetno
vredne supstrate za biotehnoloSku proizvodnju funkcionalnih sastojaka putem enzimske obrade.
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Nusproizvodi bogati vlaknima predstavljaju idealne supstrate za enzimsku sintezu oligosaharida.
Primena hemicelulaza (ksilanaza) i pektinaza omogucéava razgradnju kompleksnih polisaharida u
oligosaharide:

e Ksilanaze razgraduju hemicelulozu u vlaknastim nusproizvodima, oslobadajuci
ksilooligosaharide. Na primer, hidrolizom, sredi$njeg dela klipa kukuruza ili drski pirinca,
sunckoreta, pSenice, pamuka dobijaju se ksilooligosaharidi [86, 87].

e Pektinaze razlazu pektin u voénim ostatcima (npr. kore citrusa, marakuje, jabuke),
proizvode¢i pektinske oligosaharide [88, 89].

Nusproizvodi industrije hrane koji sadrze znacajne udele proteina, kao $to su sacme uljarica se
koris¢enjem proteaza mogu transformisati u peptide koji se mogu koristiti kao dodatak ishrani a neki
ispoljavaju i bioaktivne efekte:

e Proteaze hidrolizuju proteine uljarica, stvaraju¢i peptide sa antioksidativnim i
antihipertenzivnim delovanjem [90]. Na primer, hidrolizati repi¢inog proteina smanjuju ACE
aktivnost [91, 92].

e Proteaze se koriste se za ekstrakciju proteina iz semenki paradajza, ¢ije frakcije pokazuju
visoku antioksidativnu aktivnost [92].

Proizvodi enzimske obrade nalaze Siroku primenu u industriji hrane i kao nutraceutici:

e XOS i POS kao prebiotici u funkcionalnim namirnicama poboljSavaju probavnu zdravstvenu
funkciju, a neka istrazivanja pokazuju i da mogu smanjiti upale, imati antioksidativnu,
antitumorsku 1 antimikrobnu aktivnost [86, 93, 94]. Mogu se inkorporirati u namirnice kao
Sto su pekarski i konditorski proizvodi, sokovi, mLec¢ni proizvodi, a mogu i povoljno uticati
na ukus i teksturu proizvoda [95].

o Proteinski hidrolizati koriste se u suplementima za sportsku ishranu i1 kao nutraceutici koji
mogu ispoljavati antioksidativnu, antimikrobnu, antihipertenzivnu, antikoagulantnu,
hipoglikemic¢nu aktivnost, a smanjuju 1 lo§ holesterol [96, 97].

Iako enzimska tehnologija nudi razne mogucnosti za obradu nusproizvoda industrije hrane, treba
uzeti u obzir 1 odredena ogranicenja, kao $to su troS§kovi enzima 1 regulatorni zahtevi [87, 98, 99].
Kako bi se unapredili postojeci i ve¢ istraZeni postupci dobijanja peptida i oligosaharida, 1 primeniti
u industrijske svrhe pa i pronaci svoj put na trziSte potrebno je da se istraZivanje nastavi u smeru
istrazivanja nusproizvoda koji se mogu iskoristiti za dobijanje ovih jedinjenja, imobilizacije enzima
kako bi se smanjili troskovi proizvodnje, ali i standardizacije 1 kontrole kvaliteta kako pocetnih
sirovina tako 1 krajnjih proizvoda. Ovakav pristup omogucava odrzivu, ekoloski prihvatljivu 1
isplativu valorizaciju nusproizvoda prehrambene industrije, stvaraju¢i inovativne sastojke za
funkcionalnu hranu i nutraceutike, uz istovremeno smanjenje otpada i razvoj po principima cirkularne
bioekonomije.

2.4 NUSPROIZVODI INDUSTRIJE HRANE
2.4.1 Uljarice
Biljke koje spadaju u uljarice, kao S$to su suncokret, uljana repica, soja i pamuk, predstavljaju osnovu
svetske proizvodnje biljnih ulja i zauzimaju znacajno mesto u svetskoj poljoprivredi i prehrambenoj

industriji. Njithovo seme je bogato uljem, ali 1 proteinima, ugljenim hidratima, vlaknima 1 brojnim
bioaktivnim jedinjenjima, $to ih ¢ini izuzetno vrednim ne samo za proizvodnju ulja, ve¢ i za dobijanje
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razli¢itih materijala sa visokim potencijalom za dalju upotrebu [100]. Nakon procesa ekstrakcije ulja,
preostali deo semena poznat kao sa¢ma ili pogaca, ¢esto se koristi kao stocna hrana pre svega zbog
visokog sadrzaja proteina, ali sadrzi znacajne koli¢ine drugih korisnih materija [100].

Savremeni trendovi u industriji hrane sve vise prepoznaju vaznost ovih nusproizvoda kao resursa za
dobijanje novih, visokovrednih sastojaka, ¢cime se doprinosi principima cirkularne bioekonomije i
odrzivog razvoja [100]. Umesto tradicionalnog pristupa, gde se sacma i drugi nusproizvodi dobijanja
ulja koriste isklju¢ivo za ishranu Zzivotinja ili kao kompost, danas se razvijaju inovativne
biotehnoloske metode za izdvajanje i transformaciju vrednih komponenti iz ovih materijala [100]. Na
primer, primenom enzima poput proteaza, celulaza, hemicelulaza i1 pektinaza, moguce je iz saéme 1
pogaca dobijati bioaktivne peptide i oligosaharide sa prebiotickim efektima, koji se mogu koristiti
kao funkcionalni sastojci u ljudskoj ishrani, farmaceutskoj i kozmetickoj industriji [83, 101].

Ovakav pristup omogucéava viSestruku valorizaciju uljarica: pored osnovne proizvodnje ulja,
nusproizvodi se pretvaraju u sirovine za dobijanje novih proizvoda sa dodatom vrednoscu, ¢ime se
smanjuje koli¢ina otpada i povecava efikasnost koriS¢enja prirodnih resursa [83]. U kontekstu
cirkularne bioekonomije, ovakva integracija proizvodnih tokova doprinosi smanjenju ekoloSkog
otiska prehrambene industrije, otvara mogucnosti za razvoj novih trziSta i proizvoda, i podstice
inovacije u oblasti odrzive poljoprivrede i prehrambene tehnologije [83].

Kao rezultat, uljarice i njihovi nusproizvodi danas predstavljaju klju¢nu kariku u razvoju odrzivih
modela proizvodnje hrane, gde se svaki deo biljke maksimalno iskori§¢ava, a otpad postaje resurs za
nove procese i proizvode. Na taj nacin, industrija uljarica ne samo da obezbeduje osnovne
prehrambene sirovine, ve¢ 1 aktivno doprinosi globalnim naporima za smanjenje otpada i prelazak na
cirkularnu ekonomiju.

2.4.1.1 Suncokret i uljana repica

Biljka suncokreta, Helianthus annuus, je jedna od najstarijih vrsta uljarica u Severnoj Americi [102].
Po arheoloskim podacima mesta na kojima su ziveli Hopi Indijanci, na severu Arizone, se procenjuje
da je uzgoj suncokreta postojao pre vise od 3000 godina pre nove ere [102]. Pocetkom 16. veka
suncokret je stigao u Evropu, ali je tek u 18. veku pocela proizvodnja suncokretovog ulja od semena
suncokreta [102]. Suncokret je danas jedna od najznacajnijih uljarica ukoliko se posmatra godiSnja
proizvodnja ove biljke [103]. U grupu znacajnih uljarica spadaju jo$ i soja, uljana repica, pamuk 1
kikiriki. Na slici 2.9. (A) je prikazan prinos suncokretovog semena u svetu 2022. godine, a na slici
2.9. (B) godisnji rast proizvodnje suncokreta u periodu od 1961. do 2022. godine.
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Slika 2.9. Prinos suncokretovog semena u svetu 2022. godine (A) i porast proizvodnje
suncokretovog semena u svetu od 1961 do 2022. godine (B) [103].

Sto se ti¢e proizvodnje po kontinentima, Evropa prednjaci u proizvodnji suncokreta i &ini nesto vise
od 70% ukupne svetske proizvodnje suncokreta [103]. Najveci svetski proizvodaci su evropske
drzave Ukrajina i Rusija ¢ija proizvodnja suncokreta zapravo predstavlja skoro polovinu ukupne
svetske proizvodnje suncokreta. Srbija se po proizvodnji u 2022. godini nalazi na 15. mestu u svetu
[103]. Podaci za proizvodnju suncokreta u Srbiji u periodu od 2021. do 2023. godine su prikazani na
slici 2.10.
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Slika 2.10. Prinos suncokreta u Srbiji za period 2021-2023 [104].

Uljana repica je uljarica u koju spadaju vrste Brassica napus 1 Brassica rapa 1 spada, kao i suncokret,
u jedne od najznacajnijih uljarica na svetu [105]. Gaji se pretezno u Evropi, Kanadi, Kini, Indiji 1
Australiji [103]. Kao i suncokret, seme uljane repice se najvise koristi za proizvodnju ulja koje se
dalje upotrebljava u ishrani i proizvodnji biodizela, ali 1 za preradu u lubrikante, plastiku, sapune itd.
[106]. Na slici 2.11. (A) prikazana je svetska proizvodnja uljane repice u tonama, u 2022. godini.
Interesantno je videti kao 1 kod suncokreta porast proizvodnje uljane repice u svetu od sredine proslog
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veka do danas, prikazan graficki na slici 2.11. (B) [103]. U svetskoj proizvodnji po kontinentima, za
razliku od suncokreta, Evropa, Azija i Severna Amerika ucestvuju skoro jednako u proizvedenim
koli¢inama [103].
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Slika 2.11. Proizvodnja uljane repice u svetu, 2022. godine (A) i proizvodnja uljane repice u svetu u
periodu od 1961. do 2022. (B) [103].

U Srbiji se uljana repica proizvodi u manjem obimu od suncokreta, i u 2022. godini Srbija je na 34.
mestu u svetu po koli¢ini proizvodnje [103]. Medutim, moze se primetiti da se proizvodnja uljane
repice u Srbiji iz godine u godinu sve viSe povecava, tako da izmedu 2022. 1 2023. godine postoji
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Slika 2.12. Prinos uljane repice u Srbiji za period 2021-2023 [104].

Sa¢ma suncokreta i uljane repice su nusproizvodi koji nastaju nakon ekstrakcije ulja iz semena ovih
uljarica. Nakon izdvajanja ulja, mnoga vredna jedinjenja zaostaju u sa¢mi, kao $to su: proteini, ugljeni
hidrati, masti, 1 druga jedinjenja (polifenoli, fenolne kiseline 1 estri, glukozinolati, fitati i vitamini)
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[107]. U zavisnosti od metode izdvajanja ulja, ali 1 genetskog profila biljke i uslova gajenja, hemijski
sastav dobijene saéme moze da varira [107]. U tabeli 2.3. je prikazan primer sastava suncokretove
satme 1 same uljane repice.

Tabela 2.3. Sastav suncokretove sacme i sacme uljane repice [107].

Suncokretova sa¢ma, % Saéma uljane repice, %
Suva materija 91 91
Proteini 32 35
Lipidi 1,5 2,7
Pepeo 6,5 6,3
Ukupni fenoli 3,5 0,6
Vlakna 41,0 11,6
Lignin 26,8 /
Hemiceluloza 13 /
Celuloza 23 /

Sa¢ma suncokreta i uljane repice nastaju kao sporedni proizvodi u industrijskoj preradi uljarica i
karakteriSu se visokim sadrzajem proteina i vlakana, ali njihov nedostatak je prisustvo odredenih
antinutritivnih faktora i niska svarljivost koji ograni¢avaju njihovu upotrebu [ 108-110]. Suncokretova
sa¢ma sadrzi 30-50% proteina, u zavisnosti od stepena oljustenosti i procesa prerade, dok potpuno
oljustena sa¢ma moze dosti¢i i vrednosti od 43—46% proteina [111, 112]. Prednost suncokretove
satme je nizak sadrzaj antinutritivnih faktora u poredenju sa drugim uljaricama, kao i povoljan
aminokiselinski sastav, uz izuzetak nizeg sadrzaja lizina [111]. Osim proteina, sadrzi znacajne
koli¢ine ugljenih hidrata u obliku vlakana (celuloza, hemiceluloza) [113]. Glavni izazov u humanoj
ishrani je prisustvo fenolnih jedinjenja, posebno hlorogene kiseline, koja uti¢e na boju
(organolepticka svojstva) i dostupnost proteina [108].

Za obe vrste saCme primenjuju se razlicite metode obrade sa ciljem povecanja nutritivne vrednosti,
smanjenja antinutritivnih faktora i poboljSanja funkcionalnih svojstava:

o Fizicke metode: Mlevenje, prosejavanje 1 gravitaciona separacija omogucavaju izdvajanje
razli¢itih frakcija [112].

o Hemijske metode: Ekstrakcija rastvaracima koristi se za uklanjanje fenolnih jedinjenja iz
suncokretove sacme, dok se kod repi¢ine saéme hemijskim tretmanima moze smanjiti sadrzaj
glukozinolata, ili za razdvajanje razli€itih frakcija [108, 113, 114].

o Bioloske metode: Enzimska hidroliza poboljSava svarljivost 1 funkcionalne osobine obe vrste
sac¢me [115, 116], dok fermentacija moze znac¢ajno smanjiti sadrzaj antinutritivnih faktora 1
poboljsati nutritivni profil [117, 118].

Primena ovih metoda omogucava dobijanje frakcija sa poboljSanim tehnoloskim i1 nutritivhim
osobinama, pogodnih kako za upotrebu u sto¢noj hrani, tako i za razvoj novih prehrambenih
proizvoda. Na primer, suncokretovo brasno sa 43—46% proteina, dobijeno primenom fizickih metoda
separacije, moze biti uporedivo sa proteinskim sastavom sojine saéme [112].

Pored proteinskih frakcija ovih saémi, vazno je napomenuti veoma veliki udeo ugljenohidratnih
frakcija koji imaju potencijal za dalje iskoriS¢enje, posebno u sluc¢aju suncokretove saéme (tabela 3.).
Ova frakcija suncokretove sacme se sastoji pretezno iz lignoceluloze, i predstavlja supstrat od interesa
za procese industrijske fermentacije kao Sto je proizvodnja bioetanola [119]. Medutim, u novijim
istrazivanjima ovaj pristup se menja i isti¢e se frakcionisanje Cistih jedinjenja kao Sto su pektin i
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hemiceluloza, pri ¢emu je ksilan jedinjenje od najveceg interesa u ovoj frakciji, pre svega za
proizvodnju prebiotika [12].

Unapredeno iskoriS¢enje suncokretove i1 repi¢ine saCme doprinosi principima odrzivog razvoja i
cirkularne ekonomije kroz valorizaciju nusproizvoda prehrambene industrije, smanjenje koli¢ine
otpada koji zahteva odlaganje, dobijanje novih proizvoda sa dodatom vrednoscu i efikasnije
koriS¢enje prirodnih resursa. Ove biljne proteinske frakcije predstavljaju odrzivu alternativu
zivotinjskim proteinima, ¢ija je dostupnost sve ograni¢enija zbog rasta cena i ogranicenih izvora, a
njihova upotreba je u skladu sa globalnim trendovima smanjenja ekoloskog otiska prehrambene
industrije.

2.4.2 Bobicasto voce

Bobicasto voce, kao sto su ribizla, malina, borovnica i kupina, zauzima znacajno mesto u savremenoj
prehrambenoj industriji zbog visokog sadrzaja vitamina, minerala, vlakana i raznovrsnih bioaktivnih
jedinjenja [120]. Ove vrste voca su poznate po visokoj antioksidativnoj aktivnosti, ali i po velikim
koli¢inama otpada koji nastaje tokom prerade, pre svega u vidu pogaca, semenki, kora i pulpe [120].
Procene ukazuju da se tokom prerade voca, ukljucujuéi i bobicasto, moze generisati i do 10-20%
otpada u odnosu na ukupnu koli¢inu sirovine, $to predstavlja znacajan izazov za upravljanje otpadom
ali i priliku za odrzivo upravljanje resursima [120].

Nusproizvodi bobicastog voca bogati su vlaknima, polifenolima, pektinom, proteinima i pigmentima,
a mogu sadrzati i veée koncentracije ovih bioaktivnih materija nego sam jestivi deo ploda [121].
Tradicionalno, ovi otpaci su se koristili kao sto¢na hrana ili kompost, ali savremena istrazivanja i
tehnoloski razvoj omogucéavaju njihovu valorizaciju kroz izdvajanje funkcionalnih sastojaka za
upotrebu u prehrambenoj, farmaceutskoj 1 kozmeti¢koj industriji [122]. Na primer, pogace crne
ribizle i maline, koje nastaju nakon cedenja soka, predstavljaju bogat izvor dijetetskih vlakana i
polifenola, dok su semenke i kore znacajne zbog visokog sadrzaja ulja i antioksidanasa [121].

U kontekstu cirkularne bioekonomije, iskoriS¢enje otpada bobicastog voca dobija sve veci znacaj
[123]. Primena biotehnoloskih metoda, kao Sto su enzimska hidroliza i fermentacija, omogucava
dobijanje oligosaharida sa prebiotickim efektima i bioaktivnih peptida, ¢ime se stvara dodatna
vrednost 1 smanjuje koli¢ina otpada koji bi zavrSio na deponijama [122]. Ovi funkcionalni sastojci
nalaze primenu kao prebiotici u funkcionalnoj hrani, prirodni antioksidansi, boje, ili ¢ak sirovine za
izradu biorazgradivih materijala i ambalaze [124].

Valorizacija nusproizvoda nastalog preradom bobicastog voca doprinosi odrzivosti i1 efikasnijem
koriS¢enju prirodnih resursa, smanjuje ekoloski otisak prehrambene industrije 1 otvara moguénosti za
razvoj inovativnih proizvoda sa dodatom vredno$¢u. Uvodenje ovakvih reSenja u industrijsku praksu
predstavlja vazan korak ka implementaciji principa cirkularne ekonomije, gde se svaki deo ploda
maksimalno koristi, a otpad postaje izvor novih sirovina 1 funkcionalnih proizvoda.

U Srbiji generalno, proizvodnja bobicastog voca ima uzlazni trend, i podatak iz 2022. godine govori
da se bobicasto voce gaji na 36.000 hektara [125]. Imajuci u vidu da su ove vrste vo¢a pogodne i za
preradu u druge proizvode kao $to su sokovi ili alkoholna pi¢a, moze se zakljuciti da godi$nje nastane
1 veliki udeo nusproizvoda nastalih od ovog voc¢a kao §to su pogace koje nastaju nakon presovanja
voca. Pogace od bobicastog voca su nusproizvod koji nastaje nakon presovanja bobicastog voc¢a radi
dobijanja soka ili ulja [126]. Glavni izazov u koriS¢enju pogaca od bobicastog voca je njihova
varijabilnost u sastavu [126]. Medutim, njihov visok sadrzaj bioaktivnih jedinjenja predstavlja
znaCajan potencijal za razvoj proizvoda sa dodatom vrednoscu, ali je pravi izazov izboriti se sa
pomenutom varijabilno§¢u pocetnog materijala [126].

Potencijalne primene nusproizvoda industrije bobicastog voca:

1. Prehrambena industrija:
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e Prirodni izvor vlakana i antioksidanasa u funkcionalnoj hrani: Pogace bobicastog voca
sadrze znacajne koli¢ine dijetetskih vlakana i fenolnih jedinjenja, $to ih ¢ini pogodnim za
obogacivanje funkcionalnih namirnica i poveéanje antioksidativnog kapaciteta proizvoda
[127, 128].

e Obogacivanje pekarskih i konditorskih proizvoda: Dodavanje pogaca bobicastog voca u
hleb, kekse i druge pekarske proizvode poboljsava nutritivni profil, povecava sadrzaj
vlakana 1 antioksidativnu aktivnost, te doprinosi boljoj teksturi i aromi proizvoda [129].

e Priprema alternativnih proizvoda mesu: Pogaca bobicastog voc¢a se moze dodati biljnim
proteinima u cilju dobijanja alternativnih proizvoda mesu na bazi biljaka [130].

2. Sto¢na hrana:

e Izvor vlakana i bioaktivnih jedinjenja: Pogace od bobicastog vo¢a mogu se koristiti kao
komponenta u ishrani zivotinja, obogacuju¢i obroke vlaknima, mineralima i
antioksidansima. Pravilna obrada omogucéava smanjenje antinutritivnih faktora i povecava
iskoristivost hranljivih materija [131].

3. Kozmeticka industrija:

e Prirodni izvor antioksidanasa: Ekstrakti iz pogaca bobicastog voca bogati su polifenolima
1 flavonoidima, koji su cenjeni sastojci u kozmetickim preparatima zbog svojih
antioksidativnih i zastitnih svojstava na kozu [121].

4. Farmaceutska industrija:

o Ekstrakcija bioaktivnih jedinjenja: Pogace bobicastog voca predstavljaju izvor polifenola,
antocijanina i drugih bioaktivnih komponenti sa potencijalnim antiinflamatornim,
antioksidativnim 1 drugim korisnim bioloskim efektima, $to ih ¢ini pogodnim za razvoj
dodataka ishrani i farmaceutskih preparata [132, 133].

2.4.2.1 Pogaca crne ribizle

Crna ribizla je bogata antocijaninima, flavonolima i drugim polifenolima, koji dokazano deluju kao
snazni antioksidansi i imaju protivupalne efekte [134-136]. Plodovi crne ribizle sadrze visok nivo
vitamina C, kao 1 znac¢ajne koli¢ine kalijuma, kalcijuma, magnezijuma i gvozda [136, 137]. Preradeni
proizvodi od crne ribizle (npr. pire, sok) zadrZavaju znac¢ajnu koli¢inu vitamina C i antocijanina, iako
se tokom varenja deo ovih jedinjenja gubi, ali ostaje visok nivo antioksidativne aktivnosti [136]. 1z
ovih razloga, a i usled drugih direktnih povoljnih uticaja na zdravlje ljudi, ova biljka je veoma
interesantna sa aspekta proizvodnje, prerade i konzumacije.

Pogaca crne ribizle sadrzi velike koliCine rastvorljivih i nerastvorljivih vlakana (do 65% suve
materije), Sto je ¢ini izuzetno korisnom za zdravlje creva i regulaciju probave [138]. Takode, ona je
bogata antocijaninima i drugim polifenolima, koji ostaju prisutni i nakon cedenja soka, te doprinose
ukupnom antioksidativnom kapacitetu 1 potencijalnim zastitnim efektima na zdravlje [139-143].
Zbog visoke bioaktivnosti i sadrZaja vlakana, pogaca je pogodna za razvoj funkcionalnih 1 dijetetskih
proizvoda, a takode moZe doprineti zdravlju mikrobiote creva [138, 140, 142]. U tabeli 2.4. dat je
prosecan sastav pogace crne ribizle.

Tabela 2.4. Sastav pogace crne ribizle [144].

%
Proteini (N x 6,25) 11,1
Pepeo 33
Vlaga 7,5
Lipidi 5,9
Ugljeni hidrati 71,9
Ukupna rastvorna dijetetska vlakna 30,0
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Y%
Pektin rastvorljiv kiselinski 5,8
Kalcijum-vezani pektin 9,8
Hemiceluloza rastvorljiv bazno 14,4
Ukupna nerastvorna dijetetska vlakna 46,9
Celuloza 17,2
Lignin rastvorljiv bazno 0,4
Pepeo 3,7
Klason lignin 37,9
Cista nerastvorna dijetetska vlakna 61,3

2.4.3 Kljuéne komponente nusproizvoda industrije hrane

2.4.3.1 Ugljeni hidrati

Ugljeni hidrati u biljkama dele se na strukturne, koji izgraduju Celijski zid, 1 nestrukturne, koji se
nalaze u sadrzaju celije [145]. Nestrukturne ugljene hidrate ¢ine pre svega skrob i rastvorni Seceri,
dok se strukturni najéeS¢e odreduju deterdzentskom metodom. Ovom metodom se izdvajaju tri
frakcije: vlakna nerastvorna u neutralnom deterdzentu (NDF), koja obuhvataju hemicelulozu,
celulozu i lignin; vlakna nerastvorna u kiselom deterdZentu (ADF), koja obuhvataju celulozu i lignin;
i lignin nerastvoran u kiselom deterdzentu (ADL) [146]. Sadrzaj hemiceluloze se odreduje kao razlika
NDF i1 ADF, a sadrzaj celuloze kao razlika ADF i ADL [146]. Lignin se, iako se odreduje u okviru
ove analize, ne ubraja u ugljene hidrate, jer je re¢ o aromati¢nom polimeru koji je u ¢elijskom zidu
fizicki 1 hemijski povezan sa polisaharidima. Na slici 2.13. prikazana je klasifikacija ugljenih hidrata
biljaka [147].

% Ugljeni hidrati biljaka
. I )
J 1

Unutar celije Celijski zid

Pektini, B-glukani, galaktani (NDS)

| )
[ )
| |
| |

Seceri

Organske kiseline* }

i N RSN N %

ADF
Skrob Celuloza
ADL
Fruktani Lignin*
Nestrukturni ugljeni hidrati (NDS) Strukturni ugljeni hidrati
NDF - vlakna nerastvoma u neutralnom deterdZentu: hemiceluloza, celuloza i lignin
ADF — vlakna nerastvorna u kiselom deterdZentu: celuloza i lignin
ADL — lignin nerastvoran u kiselom deterdzentu

*lignin i organske kiseline ne ubrajaju se u ugljene hidrate

Slika 2.13. Podela ugljenih hidrata biljaka [147].

Lignoceluloza spada u grupu dijetetskih vlakana za koja se smatra da, ukoliko se koriste u ishrani
nekih Zivotinja i ljudi, mogu doprineti zdravlju i kontrolisanju telesne tezine [148]. U grupu
dijetetskih vlakana spadaju i drugi ugljeni hidrati za koje mnoge vrste sisara nemaju potrebne enzime
kako bi ih svarili kao $to su fruktani, f-glukani i pektinske supstance [145]. Dijetetska vlakna u
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digestivnom traktu koji ne sadrzi potrebne enzime za njihovu razgradnju podlezu fermentaciji
mikroorganizmima digestivnog trakta, ¢ime nastaju odredena hranljiva jedinjenja koja imaju
pozitivan uticaj na zdravlje organizma [145].

2.4.3.1.1 Celuloza

Najveci udeo lignoceluloze se sastoji od celuloze, homopolimera koji je izgraden od glukopiranoznih
jedinica povezanim f-(1,4) vezama [149]. Osnovna gradivna jedinica celuloze je celobioza — dimer
glukoze [149]. Nekoliko osnovnih lanaca ovog molekula se mogu povezati vodoni¢nim vezama i van
der Valsovim silama, pa nastaju mikrofibrile koje se dalje ujedinjuju i formiraju vlakna [150]. U
molekulu celuloze se mogu naci kristalni i amorfni delovi koji zajedno Cine ovaj veliki molekul.
Kristalni regioni u molekulu celuloze su veoma kruti i teze dostupni enzimima za razgradnju, dok su
amorfni regioni mnogo lakSe dostupni [151]. Na slici 2.14. je prikazana struktura jednog dela
molekula celuloze.

Celuloza
| polimer |
OHO o OH OH O OH9 o OH, HO OH. »
HO O O (@)
(@) 0] (0)
HO="" OH OH o HO~" OH HO*" OH OH 0 OH O
I | | |
Glukoza Celobioza
monosaharid disaharid

Slika 2.14. Struktura celuloze [152].
2.4.3.1.2 Hemiceluloza

Hemiceluloza je velika grupa razlicitih polisaharida, ¢iji osnovni lanac moze biti izgraden od
razli¢itih monosaharida povezanih razli¢itim glikozidnim vezama [151]. Ovi polimeri imaju manju
molekulsku masu od celuloze, i sastoje se od krac¢ih lanaca, oko 500-3000 monosaharidnih jedinica
u odnosu na 7000-15000 glukoznih ostataka koji ¢ine molekul celuloze [151]. Struktura hemiceluloze
je veoma razgranata i poseduje acetil grupe vezane za polimerni lanac [149]. Generalno, u sastav
hemiceluloze ulaze pentoze (arabinoza, ramnoza i ksiloza), heksoze (glukoza, galaktoza i manoza) i
uronske kiseline (D-glukuronska, D-galakturonska 1 4-O-metilglukuronska kiselina). Hemiceluloza
se sastoji u najvecoj meri od slede¢ih polisaharida koji su Sematski prikazani na slici 2.15. [153]:

e Ksilani — polimeri koji imaju zajedni¢ku osnovu sastavljenu od ksilopiranoznih jedinica
povezanih f-(1,4) vezama, za koju se mogu vezati razli¢iti monomeri koji mogu biti D-
glukuronska kiselina, L-arabinoza i 4-O-metil estri D-glukuronske kiseline.

e Manani — osnova polimera se sastoji od manopiranoznih jedinica povezanih f-(1,4)
vezama. Ukoliko je za osnovni lanac povezana galaktoza o-(1,6) vezom formira se
galaktomanan. Glukomanani imaju osnovni lanac izgraden od manoze i glukoze
povezanih f-(1,4) vezom u odnosu 1:3, a za osnovni lanac moze biti vezan ostatak
galaktoze.

e Ksiloglukani — sli¢no celulozi osnova im je izgradena od glukopiranoznih jedinica
povezanim f-(1,4) vezama. Razlika u odnosu na celulozu jeste $to se osnovni lanac grana
preko ksiloze povezane a-(1,6) vezom za glukozu. Osim glukoze 1 ksiloze, u molekul
ksiloglukana sadrzi i jedinice galaktoze. Glukoza, ksiloza i galaktoza se naj¢es¢e nalaze u
odnosu 4:3:1. Postoje 1 odredene razlike u strukturi ovog molekula u zavisnosti od porekla
odnosno biljke iz koje potice. Ksiloglukan, u zavisnosti od familije biljaka iz koje potice,
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moze sadrzati u odredenom udelu fukozu 1 arabinozu koji su vezane za molekul preko
ostataka galaktoze.

e [-Glukani — za razliku od celuloze ovaj tip glukana ima glukozu povezanu £-(1,3) i B-
(1,4) vezama u odnosu 1:2 ili 1:3. Ovakva struktura dovodi do stvaranja molekula koji
ima manje uredenu strukturu od celuloze, ali veéu rastvorljivost. Postoje dokazi da su S-
glukani u ¢elijskom zidu biljaka vezani za proteine ¢elijskog zida.

MONOSAHARIDNE
KOMPONENTE

D-glukoza

“@
D- galaktoza

HO"

D- manoza
COOH

D-glukuronska
kiselina

HO 0

OH
L-arabinofuranoza

OH
D-ksiloza

O

OH
L-fukoza

SUPSTITUENTI
Fer - feruloil

Ac - acetil

OMe - 4-O-metil

Ksiloglukan

Glukurunoarabinoksilan

Galaktoglukomanan

Slika 2.15. Struktura hemiceluloze [153].
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2.4.3.1.3 Pektinski polisaharidi

Cine grupu polisaharida koji imaju zna¢ajne razlike u svojoj strukturi [154]. Glavni monomer je D-
galakturonska kiselina povezana a-(1,4) vezom, ali glavni lanac moze biti prekinut jedinicama L-
ramnoze na kojima se deSava grananje [154]. Grananje se najces¢e deSava preko monomera a-L-
arabinoze 1 f-D-galaktoze [155]. Jedinice osnovnog lanca D-galakturonske kiseline mogu biti
metilovane [154]. U zavisnosti od procenta metilovanih jedinica razlikuju se visokometilovani i
niskometilovani pektini [155]. Glavne grupe pektina su homogalakturonani 1 ramnogalakturonan
[154]. Homogalakturonani izgraduju ,,glatki deo* pektina, a ramnogalakturonani izgraduju deo koji
je poznat kao ,,vlaknast“ region [155]. Manje zastupljeni delovi pektina se klasifikuju kao
ksilogalakturonan i ramnogalakturonan II [155].

Strukturni elementi pektina oznaceni su kao: [156]:

Homogalakturonan, sastoji se od a-(1,4)- vezanih ostataka D-galakturonske kiseline;
Ksilogalakturonan, izgraden od homogalakturonana koji je supstituisan ksilozil monomerima;
Ramnogalakturonan 1, lanac ponovljenih jedinica a-(1,2)-L-ramnoza-a-(1,4)-D-
galakturonska kiselina, koji se moze granati galaktozil ili arabinozil ostacima;
Ramnogalakturonan II, homogalakturonan koji se grana sa razli¢itim ostacima monosaharida;
Arabinan, sastoji se od lanca a-(1,5)-vezanih arabinozil ostataka koji se mogu granati
arabinozil monomerima a-(1,2)- 1 a-(1,3)- vezama,;

Arabinogalaktan, molekul sa osnovnim lancem izgradenim od pf-D-galaktopiranoznih
jedinica na kome su supsituisani arabinozil ostaci.

Struktura pektina i njegovi elementi su predstavljeni na slici 2.16.

AN A AL AL
- Ramnogalakturonan | \&silogalakturonan\/ Homogalakturonan \@amnogalakturonanﬁ

E<aieb B 0-metil D-glukuronska
@ L-arabinoza ® i
@ D-galakioza ® 0-acetil O L-fukoza
@ L-galakioza (O Dksiloza N oHA

D-galakturonska D-apioza A\ Borat
O kiselina & D

Acerinska

D L-ramnoza . kisaliria U KDO

Slika 2.16. Struktura pektina [156].

Americko hemijsko drustvo je izvrSilo klasifikaciju pektina na osnovu fizickohemijskih osobina:
protopektin, pektinska kiselina, pektininska kiselina 1 pektin [77]. Protopektin je nerastvoran u vodi,
1 njegovom parcijalnom hidrolizom se dobija pektin ili pektinske kiseline [77]. Pektinska kiselina je
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rastvoran polimer galakturonana koji sadrzi neznatnu koli¢inu metoksi grupa a njene soli se nazivaju
pektati [157]. Pektininska kiselina je po strukturi lanac poligalakturonana koji sadrzi do 75%
metilovanih jedinica galakturonata, a njene soli se nazivaju pektinati [157]. Pektin (polimetil
galakturonat) je polimer koji ima najmanje 75% karboksilnih grupa jedinica galakturonata
esterifikovanih metanolom [157].

2.4.3.2 Proteini

Proteini se mogu naci u razli¢itim delovima biljaka, 1 u zavisnosti od biljke se viSe ili manje mogu
upotrebiti u ljudskoj, ili Zivotinjskoj ishrani [158]. U ljudskoj ishrani se u najvecoj meri koriste
proteini poreklom iz mahunarki, dok se u zivotinjskoj ishrani u velikoj meri koriste proteini koji se
nalaze u nusproizvodima agroindustrije [159, 160]. Tako da, proteini iz biljnih materijala
predstavljaju znacajan, ali ¢esto nedovoljno iskoris¢en resurs, posebno kada se nalaze u obliku sa¢mi
ili pogaca koje nastaju kao nusproizvodi industrije hrane [159]. Tokom prerade voca, povr¢a, Zitarica,
uljarica i mahunarki, nastaju velike koli¢ine otpada kao Sto su ljuske, kore, semenke, listovi i pulpa,
od kojih neki sadrze znatne kolicine proteina sa manje ili viSe povoljnim nutritivnim i funkcionalnim
svojstvima [161]. Prema procenama Organizacije za hranu i poljoprivredu, pri Ujedinjenim Nacijama
prosecno 1,3 milijardi tona jestivih nusproizvoda prehrambene industrije se proizvodi godisnje [161].
Ekstrakcija biljnih proteina iz ovih materijala obi¢no ukljucuje fizicke (npr. mLevenje, ultrazvuk),
hemijske (alkalna ili kisela ekstrakcija) i enzimske metode, koje omogucéavaju oslobadanje i
koncentrisanje proteina iz kompleksne biljne matrice [162]. Dobijeni proteini se dalje karakteriSu u
pogledu aminokiselinskog sastava, rastvorljivosti, emulgujuéih i penastih svojstava, Sto ih ¢ini
pogodnim za upotrebu u prehrambenoj industriji, ali 1 kao sirovinu za proizvodnju bioaktivnih peptida
i bioplastike [162-164].

Biljni proteini iz nusproizvoda prehrambene industrije, kao $to su proteini iz ljuski soje, semenki
bundeve, ostataka graska ili suncokreta, mogu obogatiti ljudsku i sto¢nu ishranu, posebno u kontekstu
prelaska na odrzive izvore proteina [161]. Iako biljni proteini ¢esto imaju nepovoljan aminokiselinski
profil (npr. deficit lizina ili metionina), kombinovanjem razli¢itih izvora moze se posti¢i potpuni
aminokiselinski sastav [165]. Osim toga, prisustvo antinutritivnih faktora (fitati, tanini, inhibitori
proteaza) moze smanjiti bioloSku vrednost proteina, ali se njithova koncentracija moze umanjiti
odgovaraju¢om obradom (termickom, fermentacijom ili enzimskom hidrolizom) [166]. Upotreba
biljnih proteina iz nusproizvoda agroindustrije doprinosi odrzivoj proizvodnji hrane, smanjenju
otpada i razvoju inovativnih proizvoda sa dodatom vrednos$¢u, $to je u skladu sa principima cirkularne
ekonomije 1 zaStite zivotne sredine [167, 168]

2.5 FRAKCIONISANJE NUSPROIZVODA INDUSTRIJE HRANE

2.5.1 Koncept biorafinerije

Kako bi se ekonomski rast i razvoj mogao okarakterisati kao odrziv, potrebno je koristiti obnovljive
sirovine i obezbediti njihovo konstantno snabdevanje [169]. U proizvodnji energenata, koriste se
sirovine iz petrohemijskih izvora, koje nisu obnovljive a imaju veoma negativan uticaj na Zivotnu
sredinu [170]. Ekonomija dobijanja energije se svakako moze oslanjati na dobijanje iz razlicitih
obnovljivih resursa kao S§to su vetar, sunce, voda 1 biomasa, ali ekonomija dobijanja hemijskih
supstanci je mnogo viSe zavisna od biomase, tako da razvoj biorafinerija omogucava integrisanu
proizvodnju hrane, hraniva, hemikalija, materijala i goriva [170]. Koncept biorafinerije je zapravo
sli¢an danasnjem konceptu naftne rafinerije koja proizvodi razli¢ita goriva i hemikalije iz nafte, tako
da biorafinerija koristi razlicite sastavne delove biomase i njihove intermedijare tako da maksimalno
povecava vrednost pocetnog materijala [169]. Na slici 2.17. je prikazano poredenje naftne rafinerije
1 biorafinerije 1 proizvoda koji se mogu dobiti.
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Slika 2.17. Poredenje koncepta rafinerije i biorafinerije [170].

Prednosti iskoriS¢enja biomase u odnosu na koriS¢enje sirove nafte su obnovljivost, bezbedno 1
jednostavno skladiStenje, moguénost zamene sirove nafte i pristupac¢nost [171]. Osim toga pri preradi
biomase ne dolazi do emisije ugljenika. Biorafinerija se moZe definisati kao proces koji koristi resurse
kao Sto su agro-industrijska biomasa ili drvna biomasa kako bi proizvela energiju i veliki broj
razli¢itih hemikalija ili (bio)materijala [169].

Kako bi koncept biorafinerije bio ekonomski isplativ cilj je potpuno iskoris¢enje komponenata
biomase, time $to se dobija viSe proizvoda, ¢ime se maksimalno koristi vrednost sirovine a dobija
minimalna koli¢ina otpada [169]. U biorafineriji se mogu proizvesti u manjim koli¢inama neki
proizvodi visoke vrednosti kao $to su sastojci funkcionalne hrane i farmaceutski proizvodi, kao i
proizvodi niske vrednosti ali u velikim koli¢inama kao $to su bioetanol i biodizel [169]. Cetiri glavna
sistema koncepta biorafinerije su [170]:

1. Biorafinerija lignoceluloznih sirovina koja se zasniva na kori§¢enju sirovih materijala kao Sto
je biomasa koja sadrzi celulozu i nusproizvodi koji nastaju u procesu dobijanja ulja;
2. Biorafinerija celih biljaka u kojima se koriste Zitarice 1 kukuruz;
3. Zelene biorafinerije koje koriste biomase poput zelene trave, lucerke, deteline i nezrele
Zitarice;
4. Koncept biorafinerije sa dve platforme u kojima je jedna platforma za dobijanje Secera
(pentoza i1 heksoza). a druga za dobijanje singasa.
Treba imati u vidu da u danasnje vreme biorafinerija predstavlja potpuno drugaciji koncept nego Sto
je to bilo pre samo nekoliko godina, kada je koncept biorafinerije podrazumevao proizvodnju
biogoriva 1 bioetanola, relativno jeftinih sirovina u velikim koli¢inama, 1 u manjoj meri proizvodnju
nekih hemikalija i biopolimera (slika 19.). Pri ovom konceptu je bio fokus na iskori$¢enje otpadnih
sirovina, medutim u danaSnje vreme se sve viSe govori o iskoriS¢enju svih otpadnih frakcija 1
minimalizovanju bilo kakvog otpada, a posebno u prehrambenoj tehnologiji. Pojam ,,Univerzalne
Strategije Povratka® opisuje komercijalnu upotrebu znacajnih jedinjenja nusproizvoda industrije
hrane kao alternativnih izvora bioloski aktivnih jedinjenja za formulaciju funkcionalne hrane i
nutraceutika [172]. Zato je projekat ,, Biorefinery Euroview“ doSao do novog nacina shvatanja
biorafinerije: ,,Biorafinerije se mogu opisati kao integrisane bioindustrije koje koriste razlicite
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tehnologije kako bi proizvele proizvode kao §to su hemikalije, biogoriva, sastojci hrane, biomaterijali,
vlakna, toplota i struja, koja za cilj imaju maksimizaciju dodate vrednosti uz tri stuba odrzivosti
(zivotna sredina, ekonomija i drustvo)* [173]. Ekstrakcija novih biomolekula iz nusproizvoda
industrije hrane moze uticati na nekoliko grana industrije kao §to su hrana, kozmetika, biomedicina i
agronomija [172]. Da bi se omoguc¢ila Siroka proizvodnja ovih biomolekula potrebno je imati uvid u
razvoj, inovacije i prakti¢ne izazove u oblastima nanobiotehnologije i enzimske tehnologije [173].

Takode, potrebno je imati u vidu da u slucaju koris¢enja nusproizvoda industrije hrane, a posebno
nusproizvoda agroindustrije, proizvodnja nekih biomolekula zavisi od sezone. Zato se u novijim
istrazivanjima fokus prebacuje izmedu ostalog na [173]:

1. Kori$¢enje razlicitih sirovina i inovativnih nacina uzgoja za celogodiSnju upotrebu raznih
resursa, ukljucujuéi koriS¢enje biomase tre¢e generacije, tj. algalne biomase;

2. Produzavanje skladisnog veka sirovina i njihovih nusproizvoda;

3. Napredak u novim tehnikama sortiranja i prikupljanja (automatizacija), i razvoj odrzivih
metoda za karakterizaciju prikupljenog biotpada i decentralizovanih tehnologija za njihovu
stabilizaciju, frakcionisanje i transport unutar logistickih lanaca;

4. Optimizacija uslova u odnosu na dostupnost i sadrzaj ciljnih biomolekula koje treba izdvojiti
ili konvertovati u jedinjenja sa dodatom vrednosc¢u, u skladu sa konceptom biorafinerije.

2.5.2 Frakcionisanje kao klju¢ni korak u biorafinerijskom pristupu

Savremeni koncept biorafinerije ne oslanja se viSe isklju¢ivo na primarne sirovine, ve¢ sve vise
ukljucuje nusproizvode prehrambene i agroindustrije kao vredne resurse za izolaciju i konverziju
bioloski aktivnih molekula [172]. Da bi se ovi materijali Sto efikasnije iskoristili, frakcionisanje
predstavlja neophodan prvi korak u procesu valorizacije biomase, omogucavaju¢i selektivnu
separaciju razli¢itih frakcija koje sadrze polifenole, polisaharide, proteine, lipide i druge jedinjenja
od farmakoloskog, prehrambenog ili industrijskog znacaja [171].

Frakcionisanje ukljuCuje niz fizi€ko-hemijskih 1 enzimskih procesa C¢iji je cilj razdvajanje
kompleksnih matriksa sirovine na njihove pojedina¢ne komponente. Na primer [173]:

e Vlakna i hemiceluloza se mogu selektivno izdvojiti pomocu alkalne ekstrakcije ili
ekstrakcije vodenom parom.

e Polifenolna frakcija se izdvaja upotrebom rastvarata voda-etanol pod kontrolisanim
uslovima (pH, temperatura), uz pomo¢ drugih tehnika kao Sto su ultrazvuk ili pulsirajuce
elektri¢no polje.

e Proteinske frakcije mogu se izolovati pomocu enzimske hidrolize.

Ovakva strategija omogucava ,,zero-waste* pristup, u kojem se svaka frakcija otpadnog materijala
koristi za proizvod odredenog kvaliteta i trziSta, u skladu sa principima odrzivosti i cirkularne
bioekonomije.

Tehnoloske inovacije u frakcionisanju [173]:

e Napredne metode ukljucuju tzv. kaskadnu ekstrakciju, gde se svaka sledeca faza procesa

zasniva na ostacima prethodne, ¢ime se optimizuje iskoriS¢enje sirovine:

e Superkriticna ekstrakcija CO; za nepolarne molekule (fitosteroli, karotenoidi),

e Membranske tehnike (mikrofiltracija, nanofiltracija) za koncentraciju i preciS¢avanje

bioaktivnih peptida,

e Mikrotalasi i subkriti¢na voda za ekstrakciju fenola i oligosaharida bez toksi¢nih rastvaraca.
Znacajno je naglasiti da uspesno frakcionisanje olakSava dalju biotransformaciju komponenti u
jedinjenja sa visokom dodatom vrednoS¢u, poput enzima, bioplastike (polihidroksialkanoati),
prirodnih boja i mirisa, ili mikroinkapsuliranih sastojaka za funkcionalne hrane [171]. Prema
literaturi, kora paradajza i ljuska luka, koje su nekada bile samo otpad, sada se frakcioniSu u fenolne
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komplekse koji imaju antikancerogena i antioksidativna svojstva. Pivski trop se koristi za izolaciju
protein-polifenol kompleksa kao dodatak sto¢noj hrani, dok se iz koStica masline izoluju lignin i
hemiceluloza za proizvodnju bioetanola i furfurala [173].

Efikasno frakcionisanje nusproizvoda industrije hrane ¢ini srzZ modernog modela biorafinerije. Time
se omogucava integrisana proizvodnja, minimalizuje otpad 1 smanjuje zavisnost od primarnih resursa.
Budu¢i razvoj ove oblasti mora se usmeriti ka:

e unapredenju automatizovanih i energetski efikasnih tehnologija frakcionisanja,
e standardizaciji metodologija ekstrakcije i karakterizacije frakcija,
e razvoju trzista i regulative za bioaktivne sastojke iz sekundarnih resursa.

2.6 PROTEINSKI HIDROLIZATI

2.6.1 Definicija i klasifikacija hidrolizata proteina

Proteinski hidrolizati su fragmenti proteina dobijeni kontrolisanom hidrolizom (enzimskom ili
hemijskom), pri ¢emu se cepanjem peptidnih veza formiraju peptidi razlic¢itih duzina i slobodne
aminokiseline [174]. Podela proteinskih hidrolizata prema stepenu hidrolize (DH, stepen hidrolize)
nije univerzalno standardizovana u naucnoj literaturi, ali je uobic¢ajeno da se hidrolizati klasifikuju
kao proizvodi sa niskim, srednjim ili visokim stepenom hidrolize na osnovu procenta hidrolizovanih
peptidnih veza [175]. Ova podela proistice iz razlike u funkcionalnim i bioaktivnim svojstvima
hidrolizata dobijenih pri razli¢itim stepenima hidrolize, a koristi se u brojnim nau¢nim radovima i
pregledima. U nekim radovima se pojavljuje podela i na osnovu molekulskih masa dobijenih peptida
koja se svakako moZze povezati i sa stepenom hidrolize (Sto je visi stepen hidrolize to je viSe malih
peptida 1 aminokiselina prisutno) [175].

e Nizak stepen hidrolize (DH<10%): Hidrolizati sa ograni¢enim brojem hidrolizovanih veza,
Cesto se koriste zbog boljih funkcionalnih svojstava (npr. penjenje, emulgovanje) [176]

e Srednji stepen hidrolize (DH 10-20%): SmeSa peptida srednje veliCine, ¢esto se koristi za
poboljsanje rastvorljivosti 1 bioraspoloZivosti proteina [177, 178]

e Visok stepen hidrolize (DH>20%): Dobijaju se hidrolizati sa visokim udelom malih peptida i
slobodnih aminokiselina, ¢esto sa izrazenom bioaktivnos¢u, ali i gor¢inom [179, 180]

U nau¢nim radovima se, u zavisnosti od cilja istrazivanja, koriste razliciti pragovi za ovu podelu, ali
je osnovni princip isti: §to je veci stepen hidrolize, to je veci udeo malih peptida 1 slobodnih
aminokiselina, Sto uti¢e na funkcionalna i senzorna svojstva hidrolizata [178, 180, 181]
Hidroliza omoguc¢ava oslobadanje bioaktivnih peptida sa specificnim fizioloSkim efektima (npr.
antihipertenzivni, antioksidativni ili imunomodulatorni), §to ih ¢ini kljuénim za farmaciju,
funkcionalnu hranu i nutraceutike [182, 183].
Hidrolizati se dobijaju iz sirovih proteina, biljnog ili zivotinjskog porekla [184]. U cilju povecanja
odrZivosti 1 cirkularne ekonomije, hidrolizati sa izraZzenim korisnim svojstvima se mogu dobiti 1 iz
nusproizvoda inustrije hrane koji su bogati proteinima [185].

e Biljni izvori: Otpaci uljarica (suncokret, uljana repica), mahunarke (soja, grasak), zitarice

(pSenica, kukuruz) [185]
« Zivotinjski izvori: Surutka, kolagen (kostani otpad), perje [186]

U tabeli 2.5 dat je pregled razli¢itih metoda za hidrolizu proteina koji se mogu primeniti kao 1 njihove
glavne prednosti i nedostaci.
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Tabela 2.5. Metode hidrolize proteina i njihove prednosti i nedostaci [185].

Metoda hidrolize Prednosti Nedostaci
. Visoka specificnost, nema toksi¢nih S, . .
Enzimska . Skupi enzimi i precis¢avanje enzima
nusproizvoda

I . Gube se esencijalne aminokiseline

Kiselinska/bazna Brza, jeftina ey . . ’
dolazi do stvaranja soli

. . Neselektivna hidroliza proteina,

Fizicka Jednostavna primena .
denaturacija

Optimizacija procesa hidrolize proteina ukljucuje kombinovanje viSe metoda kako bi se povecali
prinosi [187].

2.6.2 Primena hidrolizata proteina

Proteinski hidrolizati mogu ispoljavati razne efekte na zdravlje ljudi 1 Zivotinja:

e Antihipertenzivno delovanje: Peptidi (npr. Val-Pro-Pro, Ile-Pro-Pro) inhibiraju angiotenzin-
konvertujuéi enzim (ACE), smanjujuci krvni pritisak [188].

e Antioksidativna svojstva: Peptidi sa His, Cys, Met u strukturi redukuju oksidativni stres [ 189].

e Imunomodulacija: Hidrolizati surutke stimuliSu makrofage i povecavaju proizvodnju citokina
[190].

Mogu naci primenu u razli¢itim industrijama:

e Prehrambena industrija: Zamena za proteine mesa u mesnim proizvodima, stabilizatori
emulzija, izvori proteina za sportiste [191, 192].

e Stoc¢na hrana: Povecana svarljivost i aminokiselinska bioraspolozivost [186].
o Kozmetika: ,,Anti-aging* efekti kroz stimulaciju kolagena [193].

Glavni izazovi su primene ovih jedinjenja su gorki ukus zbog hidrofobnih peptida koji se moZze
ukloniti selektivnom separacijom peptida, ili umanjiti kontrolom proizvoda hidrolize i stabilnost
tokom skladiStenja, posto su dobijeni materijali higroskopni i podlozni oksidaciji [194].

2.7 PREBIOTICI
2.7.1 Definicija prebiotika i podela

Pojam prebiotika je prvi put uveden u naucnu literaturu krajem proSlog veka, 1 prva definicija
prebiotika je glasila ,,prebiotici su nedigestibilni sastojci hrane koji ispoljavaju pozitivno dejstvo na
domacina time Sto selektivno stimuliSu rast i/ili aktivnost jedne ili odredenog broja bakterija u
gastrointestinalnom traktu ¢ime se poboljSava zdravlje domacina®“ [195]. Nakon prve definicije isti
naucnici su u odredenoj meri promenili definiciju tako da je ona glasila ,,prebiotik je sastojak koji je
selektivno fermentisan 1 koji omogucava specificne promene u sastavu i/ili aktivnosti
gastrointestinalne mikrobiote 1 ispoljava pozitivno dejstvo® [195]. Vremenom se koncept prebiotika
menjao tako da su nastajale i druge definicije koje su bolje 1 blize opisivale pojam prebiotika, ali su
sve imale odredene nedostatke tako da nisu precizno mogle da opisu Sta se zapravo smatra pod
pojmom prebiotika i koja jedinjenja mogu da se karakteriSu kao prebiotici. Zakljucak je da je potrebno
do¢i do definicije koja uzima u obzir sve aspekte prebiotika, od strukture, specificnosti, mehanizma
dejstva i dejstva na zdravlje. Zato su nauc¢nici dosli do konsenzusa i definicije koja glasi ,,prebiotik je
supstrat koji selektivno koriste mikroorganizmi domacina 1 ispoljava pozitivan efekat na zdravlje*
[196].
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Prednosti navedene definicije se ispoljavaju u slede¢em [196]:

¢ Jako se mnogi prebiotici koriste oralno, mogu se primenjivati i direktno na druge delove tela
koji sadrze mikroorganizme kao §$to su vaginalni trakt i koza.
o Efekti na zdravlje se jos uvek istrazuju ali su trenutno poznati efekti koje prebiotici ispoljavaju
u gastrointestinalnom trakt, kardiometabolizmu, mentalnom zdravlju i kostima.
¢ Prebiotici koji su danas poznati su po strukturi ugljeni hidrati, ali i druge supstance kao Sto su
polifenoli i polinezasi¢ene masne kiseline koje se prevode u konjugovane masne kiseline mogu
biti prebiotici po novoj definiciji, ukoliko se dokaze dejstvo na ciljanog domacina.
¢ Pozitivni efekti prebiotika na zdravlje se moraju potvrditi za ciljanog domacina, preko uticaja
na mikrobiotu domacina.
Postoji veliki broj razlicitih prebiotika. Vecina prebiotika su ugljeni hidrati po strukturi, i oni su
najvise istrazeni, ali postoje dokazi da i neka druga jedinjenja mogu imati prebiotske osobine [197].
Osnovna podela prebiotika [196, 197]:

1. Fruktani: u ovu grupu spadaju inulin i1 fruktooligosaharidi (FOS), i sacinjeni su od lanca
fruktoze povezane f-(2,1) glikozidnom vezom, s tim $to inulin ima ve¢i stepen polimerizacije
(do 60) u odnosu na FOS (manje od 10).

2. Galaktooligosaharidi (GOS) su oligosaharidi sa¢injeni od galaktoze, i naj¢esce se dobijaju iz
laktoze transgalaktozilacijom.

3. Oligosaharidi dobijeni iz skroba i glukoze: skrob rezistentan na digestiju u gornjem
digestivnom traktu pokazuje odredena pozitivna dejstva na zdravlje, te se svrstava u kandidate
za prebiotike. Polidekstroza je oligosaharid dobijen iz glukoze, i takode jo$ nije dokazan kao
prebiotik, ali postoje dokazi koji ukazuju da ima prebiotske osobine.

4. Drugi oligosaharidi: u ovu grupu spadaju oligosaharidi kao $to su POS, a njihove strukture
variraju u zavisnosti od izvora pektina. U ovu grupu se takode mogu klasifikovati 1 drugi
oligosaharidi dobijeni razgradnjom polisaharida kao §to su na primer ksilooligosaharidi i
mananooligosaharidi.

5. Prebiotici koji nisu oligosaharidi po strukturi: primer ovakvih prebiotika su flavanoli iz kakaa,
za koje je u klinickoj studiji pokazano da selektivno stimuliSu rast bifidobakterija i laktobacila,
mada joS$ uvek nisu formalno klasifikovani kao prebiotici [198].

2.7.2 Oligosaharidi

Po definiciji oligosaharidi su molekuli koji sadrze izmedu 2 i 10 monosaharidnih jedinica [199].
Oligosaharidi se u velikom broju slucajeva koriste kao prebiotici, medutim ne ispoljavaju svi
oligosaharidi prebiotska svojstva [200]. Oligosaharidi koji ispoljavaju prebiotska svojstva se nazivaju
1 funkcionalni oligosaharidi [199]. Neki od poznatih prebiotskih oligosaharida su: inulin,
fruktooligosaharidi, galaktooligosaharidi, sojini oligosaharidi, ksilooligosaharidi, pirodekstrini,
izomaltooligosaharidi 1 laktuloza [200]. Pored navedenih, u literaturi se mogu pronaci i podaci o
drugim oligosaharidima kao $to su: mananooligosaharidi, oligosaharidi koji sadrZe arabinozu, skrob
otporan na hidrolizu, laktosaharoza, pektin 1 oligosaharidi dobijeni iz pektina i drugi [200]. Kako bi
ispoljili svoje dejstvo prebiotici koji su namenjeni za primenu u gastrointestinalnom traktu moraju da
dospeju u debelo crevo sa nepromenjenim hemijskim i strukturnim osobinama [201]. Ova jedinjenja
su otporna na digestivne enzime sisara tako da ne dolazi do promena tokom njihovog prolaska kroz
gornji deo digestivnog trakta, medutim postoje 1 neki oligosaharidi koji su delimi¢no svarljivi u
digestivnom traktu, ali ipak ispoljavaju pozitivno dejstvo na rast i aktivnost mikroorganizama pa se
smatraju prebioticima [199, 201]. Dokazani su odredeni pozitivni uticaji na zdravlje koje imaju
prebiotici kao $to su kontrola glukoze u krvi, smanjenje nivoa masti i kontrola telesne teZine, imaju i
odredena povoljna fizickohemijska 1 reoloska svojstva [199]. Funkcionalni oligosaharidi se koriste 1
kao zasladivaci u pekarskoj industriji, ali 1 kao nosaci ili ekscipijensi u farmaceutskim, kozmetickim
1 agrohemijskim proizvodima [199]. Funkcionalni oligosaharidi se mogu dobiti iz razli¢itih izvora 1
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pomocu razlicitih metoda proizvodnje. Na slici 2.18. su prikazani potencijalni izvori ovih jedinjenja

e ——y

1 nacini na koje se mogu proizvesti, izolovati i karakterisati.
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Slika 2.18. Metode proizvodnje, izolacije i karakterizacije prebiotika [199].

Osim metoda u kojima se kao polazni materijal koriste prosti Seceri, znacajnije su metode za dobijanje
iz nusproizvoda industrije hrane, pre svega biljaka, zbog svog visokog sadrzaja polisaharida.
Kori$¢enje ovih materijala, koji nastaju kao sporedni proizvod nekog drugog procesa, znacajno utice
na smanjenje troskova proizvodnje ovih bioloski i1 industrijski znacajnih jedinjenja. Polisaharidi kao
Sto su hemiceluloza i pektin, koji ulaze u sastav uljarica kao $to su suncokret i uljana repica, se mogu,
koriste¢i mikrobne, enzimske i termohemijske postupke, hidrolizovati do oligosaharida koji imaju
prebiotska svojstva. UopSteno, iz biomase biljnih materijala se mogu dobiti oligosaharidi, proizvodi
hidrolize ksilana, manana, i pektina [202]. Monosaharidni sastav lignocelulozne frakcije
suncokretove sa¢me je takav da se moZe pretpostaviti da se hidrolizom mogu dobiti
ksilooligosaharidi, dok visok udeo pektina u uljanoj repici moZe posluziti za proizvodnju pektinskih
oligosaharida. Neki oligosaharidi imaju prednost u odnosu na druge, pre svega po pitanju efikasnosti
1 doze, ali 1 nekih drugih parametara i fizicko-hemijskih osobina [203]. Neke od potrebnih osobina
prebiotika i na¢in na koji se ispoljavaju su prikazani u tabeli 2.6.

Tabela 2.6. Pozeljne osobine oligosaharidnih prebiotika [203].

PoZeljna osobina kod prebiotika Svojstvo oligosaharida

Visoko selektivan i efikasno iskori$¢en od strane

Aktivan u malim dozama bakterija roda Bifidobacterium i/ili Lactobacillus
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PoZeljna osobina kod prebiotika Svojstvo oligosaharida

Selektivno korisc¢en od strane ,,dobrih* bakterija; ne

Odsustvo nezeljenih efekata . . NN
koriste ga mikroorganizmi koji proizvode gasove

Ne podleze razgradnji tokom prolaska kroz

gastrointestinalni trakt Velika molekulska masa

Stabilnost tokom skladiStenja i obrade Prisustvo 1-6 veza i piranozil Secera

Treba napomenuti da je rod Lactobacillus, koji je istorijski obuhvatao vecinu bakterija mle¢ne
kiseline sa probiotskim znacajem, 2020. godine reklasifikovan u 25 rodova na osnovu analize
kompletnih genoma, uporedne identi¢nosti aminokiselinskih sekvenci, filogenije jezgra genoma i
ekoloskih i fizioloskih kriterijuma [204]. Vrste koje su ranije oznacavane kao Lactobacillus
plantarum 1 Lactobacillus rhamnosus, a koje su koris¢ene u ovom radu, danas nose nazive
Lactiplantibacillus plantarum, odnosno Lacticaseibacillus rhamnosus [204]. U daljem tekstu koriste
se aktuelni nazivi rodova, dok se u navodima preuzetim iz starije literature zadrZavaju originalne
oznake.

Pored navedenih fizicko-hemijskih osobina, klju¢an aspekt prebiotskog dejstva oligosaharida ogleda
se u njithovom uticaju na sastav crevne mikrobiote. Selektivnom fermentacijom od strane korisnih
bakterijskih rodova, prebiotici doprinose uspostavljanju povoljne ravnoteze mikroorganizama u
gastrointestinalnom traktu, $to je jedan od osnovnih mehanizama njihovog pozitivnog dejstva na
zdravlje domadina. Mehanizam delovanja ksilooligosaharida i pektinskih oligosaharida, dve klase
oligosaharida koje su predmet ovog istrazivanja, na crevnu mikrobiotu prikazan je na slici 2.19.
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Pektinski oligosaharidi) Bifidobacterium Lactobacillaceae bakterija

Slika 2.19. Uticaj XOS i POS na sastav crevne mikrobiote. U odsustvu prebiotika prisutan je
heterogen mikrobni profil sa povecanim udelom patogenih bakterija. Primenom XOS i POS
selektivno se stimulise rast korisnih bakterija roda Bifidobacterium i porodice Lactobacillaceae, uz
istovremeno smanjenje broja patogenih bakterija [16].

2.7.2.1 Ksilooligosaharidi (XOS)

Ksilooligosaharidi su Seceri koji se sastoje od 2-7 monomera ksiloze, povezane f-(1,4)- vezama, a
naj¢es¢i nacin njihovog dobijanja je enzimska, hemo-enzimska ili hemijska hidroliza ksilana
dobijenog iz razli¢itih izvora [205]. Ksilan je glavni polisaharid koji ¢ini hemicelulozu, koja se u
velikoj koli¢ini nalazi u lignoceluloznom materijalu, 1 moze se izolovati iz kukuruza, tvrdog drveta,
slame, ljuski semenki i1 drugih biljaka bogatih lignocelulozom [202, 203]. Prednosti ovih
oligosaharida u odnosu na ve¢ dokazane prebiotike koji se Cesto primenjuju kao S$to su
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fruktooligosaharidi 1 inulin je stabilnost ovih jedinjenja [206]. Ksilooligosaharidi su stabilni u
Sirokom rasponu pH vrednosti 2,5-8, kao i na temperaturama do 100 °C, pa su otporniji na
pasterizaciju 1 sterilizaciju ¢ak i na niskim pH vrednostima [206].

Jedan od postupaka za dobijanje ksilooligosaharida iz dr§ke suncokreta se sastoji iz dva osnovna
koraka: autohidroliza i enzimska hidroliza. Autohidroliza predstavlja tretman lignocelulozne biomase
pomesane sa vodom na visokoj temperaturi (140-220 °C) kako bi se izvrSila depolimerizacija i
deacetilovanje ksilana [207]. Postupak autohidrolize je interesantan posto se molekuli hemiceluloze
hidrolizuju pod dejstvom vodonikovih jona, pa nastaju rastvorni proizvodi (pre svega oligosaharidi)
dok celuloza i lignin ostaju u ¢vrstoj fazi [202, 203]. Posto u ovom postupku nastaju i monosaharidi
koji mogu da inhibiraju enzimsku aktivnost, pre enzimskog tretmana se vr$i membranska separacija,
pa se dobijeni ksilani manje molekulske mase hidrolizuju pod dejstvom ksilanaza koje imaju visoku
endo-ksilanaznu aktivnost, bez moguénosti katalize povratne reakcije i nastaju ksilooligosaharidi
[207]. Drugi postupak u literaturi je enzimski potpomognuto frakcionisanje suncokretove satme, koje
u nekoliko koraka uklanja fenole, proteine, pektin, lignin i celulozu iz materijala kako bi na kraju
ostao samo ksilan kao proizvod frakcionisanja [12].

Ksilooligosaharidi nisu kancerogeni, stimuliSu mikrobni rast i fermentaciju u gastrointestinalnom
traktu 1 povoljno uti€u na resorpciju minerala, imaju antioksidativno, antialergijsko, antimikrobno,
imunomodulatorno i selektivno-citotoksi¢no dejstvo, kao i pozitivne efekte na zdravlje koze [205].
Imaju i potencijal da uti¢u na kvalitet mnogih hranljivih proizvoda, tako §to modifikuju ukus hrane i
uti¢u na fizickohemijske karakteristike proizvoda [205]. Osim prednosti koje ksilooligosaharidi imaju
zbog svoje termostabilnosti, imaju 1 odredene prednosti koje se ogledaju u pozitivnim efektima na
organizam. Postoje dokazi o pozitivnom dejstvu na aktivnost Bifidobacterium vrste, u vecoj meri
nego inulin (komercijalni prebiotik), da ispoljavaju svoje prebiotsko dejstvo u znatno manjoj dnevnoj
dozi u odnosu na fruktooligosaharide i galaktooligosaharide, a posto se primenjuje u manjoj dozi ne
izaziva nezeljene efekte kao Sto su nadimanje i iritacija Zeluca koji se mogu javiti tokom primene
drugih oligosaharida [206]. Ksilooligosaharidi se trenutno smatraju jako interesantnim prebioticima,
ali je ipak potrebno jo$ istraZivanja kako bi bili poznati svi eventualni pozitivni 1 negativni efekti
primene u ishrani [208].

2.7.2.2 Pektinski oligosaharidi (POS)

Struktura pektina je opisana u poglavlju koje se bavi ugljenim hidratima koji ulaze u sastav
nusproizvoda industrije hrane. Imaju¢i u vidu slozenu strukturu pektina, moze se i ocekivati da
proizvodi njegove hidrolize mogu biti raznovrsni oligosaharidi. Oni se mogu klasifikovati u nekoliko
vec¢ih grupa: oligogalakturonidi (OgalA), GOS, arabinooligosaharidi (AOS),
ramnogalakturonoligosaharidi (RhaGalAOS), ksilooligogalakturonidi (XylOGalA) 1
arabinogalaktooligosaharidi (AraGalOS) [209].

Prebiotski efekat pektina se poboljSava njegovom parcijalnom hidrolizom, §to ukazuje na to da
pektinski oligosaharidi ispoljavaju selektivnost za mikroorganizam koji ih koristi, tako da u vecoj
meri utiCu na povecanje populacije bakterija roda Bifidobacterium 1 Lactobacillus 1 smanjenje
populacije roda Clostridium nego nehidrolizovan pektin, s obzirom da se i pektin smatra prebiotikom
[200, 201]. Pektinski oligosaharidi su relativno nova klasa prebiotika Cije se prebiotske osobine jos$
uvek ispituju. Ispoljavaju i druge pozitivne efekte osim Sto uticu na ,,dobre* bakterije
gastrointestinalnog trakta kao S§to su pozitivan efekat na kardiovaskularni sistem, smanjenje oSte¢enja
koja nastaju dejstvom teSkih metala, smanjenje gojaznosti i antitoksicno, antiinfektivno,
antibakterijsko 1 antioksidativno dejstvo [210]. Na osnovu dosada$njih istraZzivanja pektina i
pektinskih oligosaharida se moze zakljuciti da osim osnovnog prebiotskog delovanja mogu se
upotrebljavati u razne druge svrhe kao Sto su prevencija infekcije, prevencija ili tretman zapaljenskih
procesa na kozi, priprema kozmetickih i dermatoloskih proizvoda, priprema proizvoda za mr$avljenje
posSto imaju dejstvo na metabolizam lipida, a imaju 1 antioksidativno dejstvo [211, 212]. Nakon
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upotrebe bilo kog postupka hidrolize i depolimerizacije pektina, dobijena jedinjenja se moraju
izdvojiti 1 precistiti kako bi se dobili €isti proizvodi definisane strukture. Najce$¢a metoda izdvajanja
i preciS¢avanja oligosaharida uopste je membranska filtracija [210]. Za prec¢iS¢avanje i izolaciju nekih
pektinskih oligosaharida se koristi ultrafiltracija sa dijafiltracijom, metoda koja se moze koristiti i za
frakcionisanje oligosaharida razli¢itih molekulskih masa [210].

2.8 CILJEVI ISTRAZIVANJA

Imaju¢i u vidu rastucu potrebu za odrzivom valorizacijom nusproizvoda prehrambene industrije i
prevazilazenje ograni¢enja primene slobodnih enzima, osnovni cilj ove doktorske disertacije je razvoj
inovativnih, ekoloski prihvatljivih 1 efikasnih sistema za imobilizaciju enzima na nosace od
nanoceluloze, kao i njihova primena u procesu hidrolize razli¢itih frakcija nusproizvoda prehrambene
industrije. Poseban akcenat stavljen je na valorizaciju sirovina koje se Cesto zanemaruju ili
nedovoljno iskoris¢avaju, sa ciljem dobijanja proizvoda visoke dodate vrednosti i unapredenja
odrzivih biotehnoloskih procesa.

U skladu sa glavnim ciljem, disertacija ima slede¢e konkretne ciljeve:

e Priprema i karakterizacija nosata od nanoceluloze: Razviti metodologiju za dobijanje
ekoloskih i1 bioobnovljivih nosaca na bazi nanoceluloze, koji su pogodni za efikasnu
imobilizaciju razli¢itih hidrolitickih enzima. Detaljno ispitivanje fizicko-hemijskih svojstava
ovih nosaca, kao §to su povrSinska struktura, veli¢ina Cestica, i funkcionalne grupe.

e Razvoj i optimizacija metoda imobilizacije enzima: Istrazivanje i optimizacija razli¢itih
metoda imobilizacije hidrolitickih enzima (ksilanaza, proteaza i pektinaza) na pripremljene
nanocelulozne nosace. Poredenje efikasnosti razli¢itih strategija imobilizacije (fizicka
adsorpcija, kovalentno vezivanje) u pogledu sposobnosti vezivanja i aktivnosti enzima.

e Primena imobilisanih enzima u hidrolizi nusproizvoda prehrambene industrije: Ispitivanje
mogucénosti primene razvijenih imobilisanih biokatalizatora u procesima obrade i valorizacije
proteinske, hemicelulozne i pektinske frakcije nusproizvoda prehrambene industrije, kao §to
su suncokretova sa¢ma, repi¢ina saCma i pogaca crne ribizle. Analiza efikasnosti hidrolize,
prinos ciljnih proizvoda i potencijal ponovne upotrebe imobilisanih enzima.

e Izolacija 1 karakterizacija proizvoda hidrolize: Dobijanje 1 karakterizacija proteinskih
hidrolizata, ksilo-oligosaharida i1 pektinskih oligosaharida nastalih primenom imobilisanih
enzima na nanoceluloznim nosa¢ima. Ispitivanje prebiotskih svojstava dobijenih
oligosaharida.

Sematski prikaz svih ciljeva istraZivanja, koji obuhvata faze od ulaznih nusproizvoda, preko razvoja
tehnologije imobilizacije, do primene imobilisanih biokatalizatora i dobijanja proizvoda visoke
dodate vrednosti, dat je na slici 2.20.
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Slika 2.20. Sematski prikaz ciljeva istrazivanja doktorske disertacije [16].

Ostvarenje navedenih ciljeva doprinece unapredenju znanja u oblasti imobilizacije enzima, razvoju
novih funkcionalnih materijala na bazi nanoceluloze i implementaciji odrzivih tehnologija za
valorizaciju nusproizvoda prehrambene industrije. Na taj nacin, rezultati disertacije mogu imati
znatajan uticaj na razvoj inovativnih biotehnoloskih procesa i podsticanje odrzivog razvoja u
agroindustrijskom sektoru.
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3 EKSPERIMENTALNI DEO
3.1 MATERIJALI I OPREMA

3.1.1 Materijali

Lista koriS¢enih hemikalija:
- Mikrokristalna celuloza, 20 pm (Sigma Chemical Co., St. Luis, SAD)
- Glacijalna sir¢etna kiselina, CH3;COOH (Centrohem, Stara Pazova, Srbija)

- Hlorovodonicna kiselina, HCI (Centrohem, Stara Pazova, Srbija)
- Natrijum-hidroksid, NaOH (Centrohem, Stara Pazova, Srbija)

- Voda HPLC cistoc¢e (Thermo Fisher Scientific, Voltam, SAD)

- Natrijum-acetat trihidrat, CH3COONa x 3H20 (Zdravlje, Leskovac, Srbija)
- Natrijum-dihidrogenfosfat (Centrohem, Stara Pazova, Srbija)

- Dinatrijum-hidrogenfosfat (Centrohem, Stara Pazova, Srbija)

- Trifulorosiréetna kiselina (Sigma-Aldrich, Sneldorf, Nemacka)

- Natrijum-citrat (Sigma-Aldrich, Sneldorf, Nemacka)

- Limunska kiselina (Sigma-Aldrich, Sneldorf, Nemacka)

- Kalaj(II)-hlorid (Sigma-Aldrich, Sneldorf, Nemacka)

- PEG 6000 (Sigma-Aldrich, Sneldorf, Nemacka)

- Kalijum-natrijum-tartarat, (Lach-Ner, Neratovice, Ceéka)

- Natrijum-karbonat (Sigma Chemical Co., St. Luis, SAD)

- 3,5-Dinitrosalicilna kiselina (Sigma Chemical Co., St. Luis, SAD)
- Pektin iz jabuke (Sigma Chemical Co., St. Luis, SAD)

- Ksilan iz breze (Sigma-Aldrich, Sneldorf, Nemacka)

- Glukoza, anhidrovana (Thermo Fisher Scientific, Voltam, SAD)

- Hidroksilamin-hlorid (Thermo Fisher Scientific, Voltam, SAD)

- 3-aminopropiltrietoksisilan (APTES) (Fluka Analytical, StokbridZz, SAD)
- Natrijum-perjodat (Thermo Fisher Scientific, Voltam, SAD)

- Natrijum-hlorid, NaCl (Centrohem, Stara Pazova, Srbija)

- Hranljivi bujon (Torlak, Beograd, Srbija)

- MRS bujon (Torlak, Beograd, Srbija)

- Kvascev ekstrakt (Torlak, Beograd, Srbija)

- 1-pepton (Torlak, Beograd, Srbija)

- Tripton (Torlak, Beograd, Srbija)

- Mesni ekstrakt (Torlak, Beograd, Srbija)

- Tween-80 (Sigma Chemical Co., St. Luis, SAD)
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- Sumporna kiselina, H2SO4 (98%) (Centrohem, Stara Pazova, Srbija)
- Glutaraldehid, GA (25%) (Sigma-Aldrich, St. Luis, SAD),

- Triton X-100 (Acros Organic, Gel, Belgija)

- Azokazein (Fulka analitical, SAD),

- Trihlorsiréetna kiselina (TCA) (Sigma-Aldrich, St. Luis, SAD),

- Albumin iz govedeg seruma (Sigma-Aldrich, St. Luis, SAD),

- L-leucin-p-nitoanilid (Sigma-Aldrich, St. Luis, SAD),

- Ninhidrin (Sigma-Aldrich, St. Luis, SAD),

- Dimetilsulfoksid (DMSO) (Sigma-Aldrich, St. Luis, SAD),

- Arginin (Sigma-Aldrich, St. Luis, SAD),

- Pierce™ Bradford Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Voltam, SAD)

- Bolt™ Bis-Tris Plus Mini Protein Gels, 4-12%, 1.0 mm, WedgeWell™ format, gel za elektroforezu
(Thermo Fisher Scientific, Voltam, SAD)

- NuPAGE™ MES SDS Running Buffer (20X), pufer za elektroforezu (Thermo Fisher Scientific,
Voltam, SAD)

- Bolt™ LDS Sample Buffer (4X), pufer za pripremu uzoraka (Thermo Fisher Scientific, Voltam,
SAD)

- Bolt™ Sample Reducing Agent (10X), sredstvo za redukciju disulfidnih veza (Thermo Fisher
Scientific, Voltam, SAD)

- Bolt™ Antioxidant, antioksidans za katodni pufer (Thermo Fisher Scientific, Voltam, SAD)
- SimplyBlue™ SafeStain, boja za gel za elektroforezu (Thermo Fisher Scientific, Voltam, SAD)
- SeeBlue™ Pre-stained, proteinski standard (Thermo Fisher Scientific, Voltam, SAD)

Lista koriS¢éenih enzima:

- Pectinex® Ultra SP-L (Novozymes, Bagsvard, Danska)

- Alcalase® Endopeptidaza iz Bacillus licheniformis (Novozymes, Bagsvard, Danska)
- Flavourzyme® (Novozymes, Bagsvard, Danska)

- Rohalase® SEP-Visco (AB Enzymes, Darmstat, Nemacka)

Lista koriS¢enih mikroorganizama:

- Lactiplantibacillus plantarum 299v (Kolekcija sa Tehnolosko-metalurskog fakulteta,
Beograd, Srbija)

- Lacticaseibacillus rhamnosus GG (ATCC 53103) (Kolekcija sa Tehnolosko-metalurskog
fakulteta, Beograd, Srbija)

- Saccharomyces boulardii CBS 5926 (Kolekcija sa Tehnolosko-metalurSkog fakulteta,
Beograd, Srbija)

- Escherichia coli ATCC 25922 (Kolekcija sa Tehnolosko-metalurskog fakulteta, Beograd,
Srbija)

Lista koriS¢enih nusproizvoda prehrambene industrije:
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- Trop crne ribizle sorte Ben Nevis (Floriva, Ivanjica, Srbija)
- Suncokretova saéma (Victoriaoil, Sid, Srbija)

- Saéma uljane repice (Victoriaoil, Sid, Srbija)
3.1.2 Oprema

- Analiti¢ka vaga (AJ100 Mettler Toledo, Grajfenze, Svajcarska)

- Tehnicka vaga (MP-3000 Chyo Balance Corp., Kjoto, Japan)

- pH metar (WTW inoLab pH 720, Sverte, Nemadcka)

- Magnetna mesalica (IKA® C-MAG HS 7, Werke GmbH and Co., Staufen, Nemacka)

- Orbitalna mesalica (IKA® KS 4000i control, Werke GmbH and Co., Staufen, Nemacka)
- Termosejker (ThermoMixer® C, Eppendorf, Hamburg, Nemacka)

- Vodeno kupatilo (Memmert, Bihenbah, Nemacka)

- HPLC sistem (Dionex Ultimate 3000, Thermo Fisher Scientific, Voltam, SAD)

- Reverzno fazna kolona (ZORBAX Eclipse Plus C18, 4,6 x 150 mm, 5 pm, Agilent Technologies,
Santa Clara, SAD)

- Reverzno fazna kolona (BioBasic-8, dimenzija 150 mm x 4,6 mm, Cestice 5 um, Thermo Fisher
Scientific, Voltam, SAD)

- Liofilizator (Biobase, Frimont, SAD)

- Liofilizator (LIOSMART 8/5P, Kambi¢, Semi¢, Slovenija)

- Ultrazvucno kupatilo (Gramed, Beograd, Srbija)

- Roler Sejker (Stuart SRT9, Pariz, Francuska)

- Roler Sejker (uniROLLER, LLG, Nemacka)

- Centrifuga (MiniSpin, Hamburg, Nemacka)

- UV-Vis spektrofotometar (Ultrospec 3300 pro Amersham Biosciences, Frajburg, Nemacka)
- UV-Vis spektrofotometar (DS-11, De-Novix, Wilmington, SAD)

- Vorteks (Reax 7000 Reidolph, Svabah, Nemacka)

- FTIR-spektrofotometar (BOMEM, Hartmann & Braun, Nemacka)
- Autoklav (Sutjeska, Beograd, Srbija)

- Brojac kolonija (Funke Gerber, Berlin, Nemacka)

- Rucni refraktometar (Boeco, Hamburg, Nemacka)

- Vlagomer (MAR 50/1 mg Radwag, Radom, Poljska)

- UV-Vis spektrofotometar za mikrotitarske ploce (Multiskan SkyHigh, Thermo Fisher Scientific,
Voltam, SAD)

- Zetasajzer (Zetasizer Nano ZS, Malvern Instruments Ltd, Vorcestir, Ujedinjeno Kraljevstvo)

- Oprema za elektroforezu (PowerEase Touch 120W Power Supply i Mini gel tank, Thermo Fisher
Scientific, Voltam, SAD)

- TEM mikroskop, (JEOL JEM-2100, Japan)
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- SEM mikroskop (Verios 4G HP SEM, Thermo Fisher Scientific, Voltam, SAD)
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3.2 METODE

3.2.1 Dobijanje, modifikacija i karakterizacija nanoceluloze

3.2.1.1 Dobijanje nanoceluloze

Nanokristali celuloze (CNC) dobijeni su hemijskom hidrolizom komercijalne mikrokristalne
celuloze, ¢iji je precnik bio oko 20 pm [213]. Za hidrolizu je koris¢en rastvor sumporne kiseline
koncentracije 45 % (m/m), u odnosu 1:100 (0,5 g mikrokristalne celuloze na 50 mL kiseline). Izboru
ove koncentracije prethodilo je preliminarno ispitivanje rastvora sumporne kiseline koncentracija 30,
45 1 60 % (m/m), pri ¢emu izmedu ispitanih koncentracija nisu uocene znacajne razlike u
karakteristikama dobijenih nanokristala, pa je odabrana srednja vrednost. Reakcija je trajala 2 sata,
pri temperaturnim uslovima od 40 °C, uz neprekidno mesanje na magnetnoj mesalici brzinom od 150
rpm. Po zavrSetku hidrolize, tretirana suspenzija je neutralisana dvostrukim pranjem sa rastvorom
natrijum-karbonata, sve do postizanja pH vrednosti priblizno 7,0. Nakon toga, suspenzija je
centrifugirana pri 6000 obr/min tokom 20 minuta kako bi se izdvojio talog nanoceluloznih cestica.
Dobijeni talog je potom susen liofilizacijom, ¢ime je dobijen fini prah nanokristalne celuloze.

3.2.1.2 Oksidacija nanoceluloze sa natrijum-perjodatom

Pripremljen je rastvor od 300 mg CNC cestica suspendovanih u 30 mL rastvora natrijum-perjodata
(2 mg/mL) u destilovanoj vodi [30]. Postupak oksidacije sprovodio se u mraku tokom 2 sata, radi
prevencije razgradnje oksidacionog agensa izazvane svetlom. Nakon reakcije, nanoceluloza je
viSestruko ispirana — tri puta etanolom i tri puta destilovanom vodom. Zatim je materijal liofilizovan,
pri ¢emu je nastao beli prah oksidovane nanoceluloze (Ox-CNC) obogacene aldehidnim
funkcionalnim grupama na povrsini.

3.2.1.3 Silanizacija nanoceluloze za uvodenje amino grupa

Pripremljen je rastvor 5 % (v/v) aminopropiltrietoksisilana (APTES) u destilovanoj vodi, kojem je
dodata glacijalna sir¢etna kiselina da bi se postigao pH 4 [63]. U tom rastvoru suspendovan je CNC
prah, uz meSanje na magnetnoj mesalici na sobnoj temperaturi u trajanju od 2 sata. Nakon reakcije,
Cestice su centrifugirane i isprane destilovanom vodom dva puta. Slede¢i korak bio je termicki
tretman taloga na 100 °C u trajanju od 15 minuta, kojim se postiZe reakcija kondenzacije APTES-a
sa hidroksilnim (-OH) grupama na nanocelulozi, obezbedujuéi kovalentno vezivanje aminopropil
funkcionalnosti na nanoceluloznu povrsinu. Posle zagrevanja, talog je ispran centrifugiranjem tri puta
apsolutnim etanolom 1 tri puta destilovanom vodom. Fini beli prah amino-funkcionalizovane
nanoceluloze (amino-CNC) je zatim dobijen procesom liofilizacije.

3.2.1.4 Karakterizacija
Za potvrdu uspeSnosti modifikacije, uzorci su analizirani slede¢im metodama:

e Transmisiona elektronska mikroskopija (TEM): Uzorci su dispergovani u vodi u koncentraciji
od 2 mg/mL. Po 20 puL suspenzije naneto je na bakarne nosafe (mreZice prekrivene
ugljenicnom folijom), prethodno tretirane UV-ozonom (5 min). Mikrografije su snimane na
JEOL JEM-2100 pri naponu od 200 kV.

e Skenirajuca elektronska mikroskopija (SEM): Praskasti uzorci su naneti na aluminijumske
nosace i oblozeni tankim slojem zlata (10 nm). Snimci su dobijeni kori§¢enjem Verios 4G HP
SEM pri naponu od 2 kV.

e Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom (FTIR): Snimanje FTIR spektara
izvrSeno je na instrumentu Bruker IFS66v (Bruker, Bremen, Nemacka), u opsegu talasnih
brojeva od 4000 cm™ do 400 cm™, sa rezolucijom od 4 cm™, radi identifikacije novouvedenih
funkcionalnih grupa.
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¢ Dinamicko rasipanje svetlosti (DLS): Raspodela hidrodinamic¢kog pre¢nika cestica CNC, Ox-
CNC 1 amino-CNC odredena je na uredaju Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd,
Vorcestir, Ujedinjeno Kraljevstvo). Uzorci su dispergovani u destilovanoj vodi u
koncentraciji od 1 mg/mL (indeks refrakcije 1,330; viskoznost 0,8872 cP), a merenja su
izvedena u jednokratnim kivetama za merenje veli¢ine, na temperaturi od 25 °C, pri polozaju
merenja od 0,85 mm i trajanju pojedinacnog merenja od 60 s. Za svaki uzorak izvedena su tri
uzastopna merenja. Kao karakteristike materijala koriS¢ene su vrednosti indeksa refrakcije
1,59 1 koeficijenta apsorpcije 0,010. Rezultati su prikazani kao raspodela intenziteta rasejane
svetlosti, a srednja veli¢ina Cestica izrazena je kao Z-average vrednost, uz odgovarajuci indeks
polidisperznosti (PdI).

3.2.1.5 Odredivanje koncentracije aldehidnih grupa na nosacu Ox-CNC

Koncentracija aldehidnih funkcionalnih grupa prisutnih na povrSini oksidovane nanoceluloze
odredivana je hidroksilamin-titracionom metodom [214], zasnovanom na reakciji aldehida sa
hidroksilamin-hloridom (NH2OH-HCI), pri ¢emu nastaju odgovaraju¢i oksimi 1 oslobada se
ekvivalentna koli¢ina hlorovodoni¢ne kiseline (HCI). Oslobodena kiselina se zatim kvantifikuje
titracijom standardnim rastvorom natrijum-hidroksida (NaOH).

Tacan postupak je sledei: 5 mg oksidovane nanoceluloze stavlja se u epruvetu, kojoj se dodaje 3 mL
0,25 M rastvora hidroksilamin-hlorida u 0,1 M rastvoru hlorovodoni¢ne kiseline. Nakon meSanja,
smeSa se inkubira 2 do 4 Casa uz povremeno mesanje. Zatim se dodaju 2 do 3 kapi indikatora
bromfenol plavog (0,1 % u etanolu) i titriSe 0,1 M rastvorom NaOH do promene boje. Koncentracija
aldehidnih grupa (mmol/g) izracunava se prema jednacini 1:

__ V(NaOH,uz)-V(NaOH,sp)
- muz

Koncentracija aldehidnihgrupa (mZOZ) X M(NaOH) Jednacina 1

Gde je:
eV (NaOH, uz) — utroSak NaOH za uzorak
e V (NaOH, sp) — utrosak NaOH za slepu probu
e M (NaOH) — molarna koncentracija NaOH

¢ m, uz — masa uzorka

3.2.1.6 Analiza trodimenzionalne strukture enzima

Trodimenzionalne strukture enzima preuzete su iz Proteinske banke podataka (RCSB PDB): endo-4-
(1-4)-D-ksilanaza iz Thermopolyspora flexuosa (PDB kod 1M4W) [215], endopoligalakturonaza iz
Aspergillus aculeatus (PDB kod 1T1AS) [216] 1 subtilizin Carlsberg iz Bacillus licheniformis (PDB
kod 1SBC) [217]. Prikaz polozaja aktivnog centra, raspodele elektrostatickog potencijala i polarnih
odnosno nepolarnih regija na povrsini molekula izraden je u programu UCSF ChimeraX, verzija
1.11.1 [218]. Raspodela naelektrisanja prikazana je kvalitativno, na osnovu standardnih
protonacionih stanja aminokiselinskih ostataka koja odgovaraju neutralnoj pH vrednosti, pa sluzi za
poredenje relativnog rasporeda pozitivnih 1 negativnih regiona, a ne za kvantitativhu procenu
naelektrisanja pri konkretnoj pH vrednosti. Teorijske vrednosti izoelektricne tacke izracunate su
pomocu alata ProtParam.

3.2.2 Metode imobilizacije

3.2.2.1 Procedura za aktivaciju nosaca glutaraldehidom:

Za aktivaciju amino grupa na amino nanocelulozi, nosa¢ se tretira rastvorom glutaraldehida (GA)
koncentracije 15 % (v/v) u 200 mM Na-fosfatnom puferu [219]. Na 5 mg amino nosaca dodaje se 20
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uL rastvora GA, suspenzija se meSa na roler Sejkeru 15 sati na 25 °C, a zatim se Cestice ispiraju.
Ovako dobijeni nosa¢ oznacen je kao GA-amino-CNC.

3.2.2.2 Imobilizacija enzima na nanocelulozu

Pocetna koncentracija proteina varirana je u opsegu 25—1000 mg proteina/g nosaca, u zavisnosti od
enzimskog preparata i tipa nosaca, kako je prikazano u tabeli 3.1. Navedene vrednosti predstavljaju
ciljne, nominalne koncentracije, dok su konkretne vrednosti navedene uz odgovarajuée rezultate.

Tabela 3.1. Opsezi pocetnih koncentracija proteina primenjenih pri imobilizaciji enzimskih preparata
na nanocelulozne nosace, izrazeni u mg proteina/g nosaca.

Kovalentna imobilizacija (Ox-

Enzimski preparat

Adsorpcija (CNC, amino-CNC)

CNC, GA-amino-CNC)

Rohalase® SEP-Visco 200-1000 200-800
Pectinex® Ultra SP-L 50-300 75-300
Alcalase® - 25-200
Flavourzyme® - 25-200

Kovalentna imobilizacija: 10 mg Ox-CNC suspendovano je u 0,1 M Na-karbonatnom puferu pH 9,5,
dodat je enzim (Rohalase® SEP-Visco, Pectinex® Ultra SP-L, Alcalase® ili Flavourzyme®), a reakcija
je trajala tokom no¢i na sobnoj temperaturi uz blago mesanje.

10 mg GA-amino-CNC suspendovano je u 0,1 M Na-fosfatnom puferu pH 7,5, dodat je enzim
(Rohalase® SEP-Visco, Pectinex® Ultra SP-L, Alcalase® ili Flavourzyme®), a reakcija je trajala
tokom no¢i na sobnoj temperaturi uz blago mesanje.

Adsorpcija:
10 mg CNC odnosno amino-CNC suspendovano je u odgovaraju¢em puferu, dodat je enzim
(Rohalase® SEP-Visco, Pectinex® Ultra SP-L, Alcalase® ili Flavourzyme®), a reakcija je trajala 1

h na sobnoj temperaturi. Pri imobilizaciji adsorpcijom varirana je pH vrednost u opsegu 47, pri cemu
jezapH 415 koris¢en 0,1 M Na-acetatni pufer, a za pH 6 1 7 0,1 M Na-fosfatni pufer.

3.2.3 Odredivanje proteina

3.2.3.1 Metoda po Bredfordu

Bredfordov reagens kori$¢en je prema uputstvu proizvodaca. 20 pL rastvora uzorka pomeSano je sa
1 mL Bredfordovog reagensa, a nakon 5 min merena je apsorbanca na 595 nm [220]. Koncentracija
proteina odredivana je na osnovu standardne prave konstruisane sa rastvorima albumina iz govedeg
seruma (BSA) u opsegu koncentracija 0,1-1,0 mg/mL.

Navedene pocetne koncentracije proteina predstavljaju ciljne, nominalne vrednosti; stvarno unete
koncentracije neznatno su odstupale od njih, a svi prinosi imobilizacije raCunati su na osnovu
izmerenih vrednosti. Koncentracija imobilisanih proteina na nanocestice (mg/g nosaca) i prinos
imobilizacije proteina (%) raunati su prema jedna¢inama 2 1 3:

. u . ay . . m v
Koncentracija imobilisanih proteina (79 nosaca) =

koncentracija unetih proteina—koncentracija proteina u supernatantu nakon imobilizacije ",
Jednacina 2

masa nosaca

koncentracija imobilisanih proteina

X 100 Jednacina 3

Prinos imobilizacije proteina (%) = — . .
koncentracija unetih proteina
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Koncentracija imobilisane aktivnosti (IU/g nosaca) 1 prinos imobilizacije aktivnosti (%) racunati su
prema jednaCinama 4 i 5, pri ¢emu je prinos izrazen u odnosu na aktivnost unetu u reakciju
imobilizacije:

L. . o , , AU y
Koncentracija imobilisane aktivnosti (; nosaca) =

izmerena aktivnost imobilisanog preparata

- Jednacdina 4
masa nosaca

koncentracija imobilisane aktivnosti

Prinos imobilizacije aktivnosti (%) = X 100 Jednacina 5

koncentracija unete aktivnosti

Specificna aktivnost imobilisanog preparata (IU/mg proteina) racunata je kao odnos koncentracije
imobilisane aktivnosti i koncentracije imobilisanih proteina.

3.2.4 Odredivanje enzimske aktivnosti

3.2.4.1 Odredivanje aktivnosti ksilanaze i pektinaze

Ukupni redukujuéi Seceri u reakcionoj smesi odredivani su metodom sa 3,5-dinitrosalicilnom
kiselinom (DNS) [221]. Koncentracija oslobodenih redukuju¢ih Seera racunata je na osnovu
izmerene apsorbance i nagiba prethodno konstruisane standardne prave za glukozu, pri ¢emu je
ksilanazna, odnosno pektinoliticka aktivnost izrazena kao ekvivalent glukoze. Aktivnost slobodnog
enzima izracunavana je na osnovu brzine promene apsorbance (dA/dt) prema jednacini 6, dok je za
preparat imobilisan na nosa¢ primenjivana jednac¢ina 7. Aktivnosti oba oblika enzima procenjivane
su merenjem proizvodnje redukujucih Secera iz odgovarajuéeg supstrata. Za odredivanje ksilanazne
aktivnosti koriS¢en je rastvor 0,5 % (m/v) komercijalnog ksilana iz bukve u 100 mM Na-fosfatnom
puferu pH 6,0, a za odredivanje pektinoliticke aktivnosti rastvor 0,5 % (m/v) pektina iz jabuke u 0,1
M Na-acetatnom puferu pH 4,5.

Rastvori supstrata pripremani su uz zagrevanje na 50 °C na magnetnoj meSalici do potpunog
rastvaranja. Uzorak slobodnog ili imobilisanog enzima meSan je sa 2 mL rastvora supstrata i
inkubiran na 50 °C. Radi odredivanja brzine promene apsorbance (dA/dt), u intervalima od 1, 3, 5, 7
1 9 min uzimani su alikvoti od 0,25 mL, kojima je odmah dodavana ista zapremina DNS reagensa
(0,25 mL). Smesa je zatim inkubirana u klju¢alom vodenom kupatilu 5 min radi razvijanja boje,
ohladena do sobne temperature, a potom joj je dodato 2 mL destilovane vode. Apsorbanca je merena
na talasnoj duzini od 540 nm pomocu UV-Vis spektrofotometra.
v A4/ 1V

Aktivnost slobodne ksilanaze (E) = DF =* e Jednacina 6
*Ve

Gde je dA/dt promena apsorbance u vremenu (min™'), k je nagib standardne prave redukujuéih $eéera
konstruisane DNS metodom pod istim uslovima (k = 0,11 mM™), Vr je zapremina reakcione smese
(2 mL), Ve zapremina dodatog rastvora enzima (mL), a DF faktor razblazenja.

dA /dt*VT

. . . , 1w . ..
Aktivnost imobilisane ksilanaze (; nosaca) = DF x e Jednacina 7
*Me

Gde je me. — masa imobilisanog enzima (g). Jedna internacionalna jedinica (IU) definisana je kao
koli¢ina enzima koja oslobada 1 umol redukujuceg Se¢era u minuti pri navedenim uslovima reakcije.

Na ovaj nacin moguce je kvantitativno pratiti i uporediti aktivnost slobodnog i imobilisanog enzima
kroz pracenje proizvodnje redukujucih Secera iz supstrata.
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3.2.4.2 Odredivanje hidroliticke aktivnosti proteaza u reakciji hidrolize azokazeina

Za odredivanje hidroliticke aktivnosti komercijalnih preparata proteaza (Flavourzyme® i Alcalase®)
koris¢ena je metoda po kojoj se kao supstrat koristi azokazein [222, 223]. Kazein je fosfopolipeptidni
lanac koji se iz mleka izdvaja taloZzenjem kiselinama, isoljavanjem ili ultracentrifugiranjem [224,
225]. Azokazein je kazein hemijski modifikovan sulfanilnom kiselinom. Hidrolizom ovakvog
kazeina, dolazi do otpustanja azo boje u reakcionu smesu §to se detektuje pracenjem apsorbance na
440 nm u alkalnoj sredini (slika 3.1.).

Aktivnost preparata Flavourzyme® i Alcalase® odredivana je metodom hidrolize azokazeina, ¢ime se
prati oslobadanje azo-boje nakon razgradnje supstrata. U reakciji se 150 puL uzorka ili 2 mg
imobilisanih Cestica mesa sa 300 uL. 2 % (m/v) rastvora azokazeina u 50 mM Tris-HCI puferu pH 9 i
inkubira 30 minuta na 30 °C. Reakcija se prekida dodavanjem 1,2 mL 10 % (m/v) TCA, a potom se
uzorci hlade u ledenom kupatilu i centrifugiraju.

K-azokazein
(azo-vezane grupe)

Peptidi i
aminokiseline

.-, O, B, K-kazein 5 >U
proteaze ‘5:{

Oslobodena azo boja

Slika 3.1. Hidroliza azo-kazeina proteazama.

Zatim se 600 pL supernatanta pomesa sa 700 L. 1 M NaOH i meri se apsorbanca na 440 nm u odnosu
na slepu probu.

Za slepu probu se umesto uzorka enzima dodaje ista zapremina destilovane vode (150 pL) u rastvor
azokazeina. Ovako pripremljena smesa se ne inkubira, ve¢ joj se odmah dodaje 10 % TCA 1 stavlja
se na hladenje. PoSto slepa proba ne sadrzi enzimski preparat, doprinos sopstvene apsorbance
preparata na 440 nm nije ukljucen u izmerenu vrednost. Nakon toga se centrifugira i pomesa sa 1 M
NaOH na isti nacin kao §to je opisano za uzorak.

Jedinica proteoliti¢ke aktivnosti definisana je kao koli¢ina enzima potrebna za promenu apsorbance
od 1, na 440 nm u kiveti duZine 1 cm pri gore opisanim uslovima.
3.2.4.3 Odredivanje hidroliticke aktivnosti proteaza u reakciji hidrolize L-leucin-p-nitroanilida

Za odredivanje hidroliti¢ke aktivnosti komercijalnih preparata proteaza Flavourzyme® koriS¢ena je
1 metoda po kojoj se kao supstrat koristi L-leucin-p-nitroanilid (L-pNA) [226, 227]. Hidrolizom L-
pNA egzo-peptidazama oslobada se p-nitroanilin, ¢ije se nastajanje prati spektrofotometrijski (slika
3.2).
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Slika 3.2. Hidroliza L-leucin-p-nitroanilida egzo-proteazama.

Supstrat se priprema razblazivanjem 50 mM rastvora L-pNA u metanolu na 24 mM rastvor u 50 mM
Tris-HCI puferu pH 8. Reakcija se izvodi inkubiranjem 2,95 mL supstrata sa 0,05 mL enzima ili 2
mg imobilisanog preparata na 30 °C tokom 5 min. Nakon inkubacije meri se apsorbanca oslobodenog
p-nitroanilina na 405 nm. Aktivnost se izrazava u jedinicama koje odgovaraju hidrolizi 1 pmol
supstrata u minuti.

Slepa proba se pravi na isti nacin kao reakciona smesa s tim da se umesto enzima dodaje 0,05 mL
pufera.

Jedinica proteoliticke aktivnosti je definisana kao koli¢ina enzima potrebna da hidrolizuje 1 pmol L-
pNA do L-leucina i p-nitroanilina po minuti na pH 8 i temperaturi od 30 °C.

Proteoliticka aktivnost slobodnog enzima ili supernatanta u reakciji L-pNA se preracunava prema
jednacini 8:

__ Apsorbanca (405 nm)=3
- 9,9 %5 0,05

Aktivnost (%) Jednacina 8

gde je A apsorbanca oslobodenog p-nitroanilina na 405 nm, 3 — ukupna zapremina reakcione smese
(mL), 9,9 — molarna apsorptivnost p-nitroanilina (mM'cm™), 5 — vreme trajanja reakcije (min), a
0,05 — zapremina dodatog rastvora enzima (mL).

Proteoliticka aktivnost imobilisanog enzima (IU/g nosaca) u reakciji hidrolize L-pNA preracunava se
prema istoj jednacini, s tim da se umesto zapremine dodatog rastvora enzima koristi masa
imobilisanog preparata (2 mg).

3.2.4.4 Desorpcija enzima sa nosaca

Desorpcija molekula enzima sa nosaca u razli¢itim vremenskim intervalima reakcije imobilizacije
izvedena je meSanjem imobilisanog enzima sa 1 M rastvorom CaClz u toku 30 minuta pa zatim i 1%
(v/v) Triton X-100 tokom u toku 30 minuta. Glavni cilj ove procedure bio je uklanjanje adsorbovanih
molekula enzima (koji su vezani za nosa¢ putem elektrostatckih i hidrofobnih interakcija) i procena
udela aktivnosti koji poti¢e od kovalentno vezanih molekula enzima. Nakon tretmana desorpcije,
Cestice su centrifugirane 1 isprane dva puta odgovaraju¢im puferom za imobilizaciju, a potom je
odredivana aktivnost imobilisanog enzima.

3.2.5 Frakcionisanje nusproizvoda prehrambene industrije

3.2.5.1 Dobijanje ksilana iz suncokretove sacme

U prvom koraku, suncokretova saCma se podvrgava trostrukoj ekstrakciji pomoc¢u 70% etanola, u
odnosu 1:10 (m/v). Nakon toga sledi filtracija i ispiranje 96% etanolom i acetonom. Objedinjeni
etanolni ekstrakti se zatim koncentriSu na vakuum uparivacu radi izolacije polifenola.

Preostala ¢vrsta faza suspenduje se u 100 mM Na-fosfatnom puferu (pH 7,5) u odnosu 1:20 (m/v), a
zatim se tretira enzimom Alcalase® 2.4 L (0,125 % (v/m)) na temperaturi od 50 °C. Ovaj proces se
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odvija uz neprekidno mesanje i traje 2 sata. Po zavrSetku reakcije, ¢vrsti ostatak se odvaja vakuum
filtracijom 1 ispira destilovanom vodom, etanolom i acetonom. Sa druge strane, proteinski filtrat se
zagreva na 90 °C kako bi se inaktivirao enzim, nakon ¢ega se koncentrise i liofilizuje.

Prethodno izdvojeni Cvrsti ostatak se zatim ekstrahuje razblazenom hlorovodoni¢nom kiselinom (pH
1,5) na 90 °C u trajanju od 1,5 sata, pri odnosu ¢vrste i teCne faze 1:25 (m/v). Nakon filtracije 1
ispiranja toplom vodom, pektin se talozi dodavanjem cetvorostruke zapremine hladnog 96% etanola
1 ostavlja preko noci. Zatim se odvaja centrifugiranjem i susi.

Naredni korak je delignifikacija, koja se izvodi pomocu rastvora natrijum-hlorita (1,87% (m/v)) i
sir¢etne kiseline (1,87% v/v) u odnosu 1:32 (m/v), uz zagrevanje na 70 °C tokom 2 sata. Cvrsti ostatak
se nakon toga filtrira i ispira vodom i etanolom, dok se lignin liofilizuje direktno iz filtrata.

Delignifikovani materijal se potom tretira 2 M rastvorom natrijum-hidroksida (1:20 m/v) na sobnoj
temperaturi, uz neprekidno mesanje u trajanju od 4 sata. Dobijeni ekstrakt se filtrira, a njegova pH
vrednost se podesava na 6 pomocu koncentrovane siréetne kiseline. Ksilan se zatim talozi
dodavanjem cetiri zapremine hladnog 96% etanola, ostavlja preko noc¢i, a potom odvaja
centrifugiranjem i liofilizuje.

Kona¢ni ¢vrsti ostatak, koji je bogat celulozom, ispira se vodom, etanolom i acetonom radi dodatnog
precis¢avanja. Ovim korakom se uspesno zavrSava proces frakcionisanja suncokretove saéme na Sest
celina: polifenolnu, proteinsku, pektinsku, ligninsku, ksilansku i celuloznu frakciju. Za dalje
eksperimente uzima se ovako dobijena ksilanska frakcija.

3.2.5.2 Dobijanje pektina iz sacme uljane repice

Proces frakcionisanja uljane repice pocinje trostrukom ekstrakcijom pomocu 70% vodenog rastvora
etanola, u odnosu 1:10 (m/v). Nakon ekstrakcije, materijal se filtrira i sukcesivno ispira 96% etanolom
i acetonom. Dobijena ¢vrsta frakcija se suspenduje u 100 mM Na-fosfatnom puferu (pH 7,5) u odnosu
1:20 (m/v) i tretira enzimom Alcalase® 2.4 L (0,125 % (v/m)) na temperaturi od 50 °C, uz neprekidno
mesanje tokom dva sata.

Nakon zavrSene enzimske hidrolize, ¢vrsti ostatak se odvaja vakuum filtracijom 1 ispira destilovanom
vodom, etanolom i acetonom.

Izolacija kiselo-rastvorljivog pektina (LK-pektin) vrsi se iz dobijenog ¢vrstog ostatka dodavanjem
240 mL 20% (m/v) limunske kiseline (pH 1,5). Smesa se inkubira na 58 °C tokom jednog sata uz
mesSanje (250 rpm). Talog se potom izdvaja centrifugiranjem na 6000 rpm u trajanju od 10 minuta.
Dobijeni supernatant se mesa sa 480 mL 96% (v/v) etanola (uz dodatak 0,2% v/v hlorovodoni¢ne
kiseline) 1 ostavlja preko no¢i na 4 °C radi taloZenja. IstaloZena frakcija pektina se odvaja
centrifugiranjem, ispira rastvorom 0,04% (v/v) HCl u 96% etanolu, zatim ¢istim 96% etanolom i na
kraju liofilizuje.

Preostali talog koristi se za izolaciju pektina vezanog za kalcijum (Ca-pektin). Postupak podrazumeva
dodavanje 0,76% (m/v) rastvora amonijum-oksalata u odnosu 1:15 (m/v) i inkubaciju na 85 °C u
trajanju od 1,5 sata uz meSanje (250 rpm). Nakon centrifugiranja, dobijeni supernatant se tretira na
identi¢an nacin kao 1 u sluc¢aju LK-pektina radi finalne izolacije frakcije.

3.2.5.3 Dobijanje pektina iz pogace crne ribizle

Prvi korak je ekstrakcija polifenolnih jedinjenja iz crne ribizle 1 ona se zapoc€inje suspendovanjem 60
guzorka u 0,1 M Na-acetatnom puferu (pH 4,5), pri odnosu mase i zapremine 1:10 (m/v). Suspenzija
se inkubira na 50 °C tokom jednog sata, uz neprekidno mesanje brzinom od 250 rpm. Nakon
centrifugiranja na 6000 rpm u trajanju od 10 minuta, supernatant se uklanja, a preostali talog se
podvrgava tretmanu 70% (v/v) etanolom. Ovaj korak se ponavlja u ukupno tri ciklusa, uz zadrzavanje
istih uslova temperature, brzine meSanja i odnosa mase i zapremine.
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Dobijeni talog se dalje koristi za izolaciju frakcije pektina. Za izolaciju pektina vezanog za kalcijum,
cvrsti ostatak preostao nakon kiselinske ekstrakcije tretira se 0,76% (m/v) rastvorom amonijum-
oksalatau odnosu 1:15 (m/v). Inkubacija se odvijana 85 °C u trajanju od 1,5 sata, uz meSanje brzinom
od 250 rpm. Po zavrsetku inkubacije, smesa se centrifugira, a dobijeni supernatant se podvrgava istom
postupku talozenja i ispiranja kao kod kiselo-rastvorljivog pektina, ¢ime se konacno dobija precis¢ena
frakcija Ca-pektina.

U daljim eksperimentima koristi se Ca-pektin dobijen po opisanom postupku.

3.2.5.4 Dobijanje proteinske frakcije suncokretove sacme

Proteinska frakcija iz suncokretove saCme (PFSS) dobija se kombinovanom primenom metoda
sedimentacije (flotacije) i izoelektri¢nog talozenja [228].

Suncokretova sa¢ma se suspenduje u destilovanoj vodi u odnosu 1:10 (m/v), pri ¢emu dolazi do
razdvajanja tri frakcije: lignocelulozna frakcija isplivava na povrSinu kao najlakSa komponenta i
mehanicki se odvaja, dok se te¢na frakcija i1 talog razdvajaju dekantovanjem. Dobijeni talog
predstavlja frakciju bogatu proteinima. Radi prevodenja proteina u rastvoran oblik, talog se
suspenduje u destilovanoj vodi i tretira koncentrovanim rastvorom natrijum-hidroksida (30 %) do
uspostavljanja pH vrednosti 10,5, pri kojoj su proteini u potpunosti rastvoreni. Te¢na faza se od
nerastvorenog ostatka odvaja dekantovanjem.

Proteini se iz rastvora izdvajaju kiselom precipitacijom, podesavanjem pH vrednosti na izoelektri¢nu
tacku proteina suncokretove saéme (pH 4,3) dodavanjem 6 M hlorovodoni¢ne kiseline. Promena pH
vrednosti izaziva koagulaciju, odnosno talozenje proteina.

IstaloZeni proteini se odvajaju centrifugiranjem 1 temeljno ispiraju destilovanom vodom radi
uklanjanja zaostalih soli i drugih rastvorljivih primesa. Dobijeni proteinski izolat se potom neutraliSe
0,1 M Na-fosfatnim puferom pH 7,5, u zapreminskom odnosu 1:1, do postizanja pH vrednosti 7, a
zatim liofilizuje (susi pod vakuumom u smrznutom stanju), ¢cime se dobija konacni suvi proizvod
proteinska frakcija suncokretove saéme koji se koristi u daljim eksperimentima.

Sadrzaj suve materije dobijene PFSS bio je 95%, a sadrzaj sirovih proteina 80,8%. Za poredenje,
suncokretova sacma sadrzi 38,2% sirovih proteina.

3.2.6 Primena imobilisanih i slobodnih enzima u reakcijama hidrolize frakcija nusproizvoda
prehrambene industrije

3.2.6.1 Hidroliza ksilana pomocu enzima Rohalase® SEP-Visco

Sinteza ksilooligosaharida izvedena je u 20 mL reakcione smeSe koja je sadrzala 1% (m/v) rastvor
ksilana u 100 mM Na-fosfatnom puferu (pH 6,0). Reakcija se odvijala na temperaturi od 60 °C, a
njen tok je pracen tokom 24 sata.

Paralelno sa upotrebom slobodnog enzima (Rohalase® SEP-Visco), za proizvodnju XOS koris¢ena je
1 ksilanaza imobilisana na razli¢itim nosac¢ima (Ox-CNC, GA-amino-CNC). Reakcije sa
imobilisanim enzimima izvodene su pod identi¢nim uslovima hidrolize (1% ksilana, 60 °C).

Kako bi se obezbedilo direktno poredenje slobodnog i imobilisanog sistema, doza svakog
biokatalizatora je precizno podeSena tako da se u reakciju unese ista pocetna hidroliticka aktivnost
od 12 IU. U praksi, to je podrazumevalo dodavanje 10 puL slobodnog enzima (prethodno desetostruko
razblazenog), odnosno 6 mg Ox-CNC-ksilanaze ili 5 mg GA-amino-CNC ksilanaze.

Pre same hidrolize, svi imobilisani preparati su pripremljeni prema ranije opisanoj proceduri u
odgovaraju¢im puferima: 0,1 M Na-karbonatnom puferu (pH 9,5) za Ox-CNC, odnosno 0,1 M Na-
fosfatnom puferu (pH 7,5) za GA-amino-CNC, koriste¢i optimalne uslove pocetne koncentracije
enzima i vremena imobilizacije.
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Pracenje toka reakcije vrSeno je uzimanjem uzoraka u unapred definisanim vremenskim intervalima.
Prikupljeni uzorci su odmah tretirani na 100 °C u trajanju od 5 minuta, ¢ime je enzim termicki
inaktiviran, a reakcija uspesno zaustavljena. Nakon inaktivacije, uzorci su derivatizovani, filtrirani i
analizirani te¢nom hromatografijom visokih performansi (HPLC) u cilju kvantifikacije nastalih
ksilooligosaharida.

3.2.6.2 Hidroliza pektina pomocu enzima Pectinex® Ultra SP-L

Za proces hidrolize pektina izolovanog iz uljane repice i crne ribizle, pripremljeni su rastvori pektina
koncentracije 0,5% (m/v) u 0,1 M Na-acetatnom puferu (pH 4,5). Radi potpunog rastvaranja, rastvori
su zagrevani na 50 °C uz konstantno mesanje na magnetnoj mesalici.

Sama reakcija hidrolize izvodena je kori§¢enjem po 2 mL pripremljenih rastvora pektina. Kako bi se
obezbedilo objektivno i direktno poredenje slobodnog i imobilisanih sistema, doza svakog preparata
je precizno podesena tako da se u reakciju unese ekvivalentna pocetna hidroliticka aktivnost od 0,5
IU. U praksi, to je podrazumevalo dodavanje 5 uL slobodnog enzima, odnosno 50 mg Ox-CNC-
pektinaze ili 40 mg GA-amino-CNC-pektinaze.

Pre same hidrolize, svi imobilisani preparati su pripremljeni prema ranije opisanoj proceduri u
odgovaraju¢im puferima: 0,1 M Na-karbonatnom puferu (pH 9,5) za Ox-CNC, odnosno 0,1 M Na-
fosfatnom puferu (pH 7,5) za GA-amino-CNC, koriste¢i optimalne uslove pocetne koncentracije
enzima i vremena imobilizacije.

Pracenje toka reakcije vrSeno je uzimanjem uzoraka zapremine 0,25 mL u unapred definisanim
vremenskim intervalima. Prikupljeni uzorci su odmah termicki tretirani na 100 °C u trajanju od 5
minuta, ¢ime je enzim inaktiviran, a reakcija uspesno zaustavljena.

Nakon toplotnog tretmana, koncentracija oslobodenih redukujucih Secera u uzorcima odredivana je
primenom standardne DNS metode.

3.2.6.3 Hidroliza proteinske frakcije suncokretove sacme pomoc¢u enzima Alcalase® i
Flavourzyme®

U procesu hidrolize, enzimi Alcalase® i Flavourzyme®, imobilisani na nosa¢ima GA-amino-CNC i
Ox-CNC, primenjeni su sekvencijalno.

Reakciona smeSa za hidrolizu SMPI sastojala se od 2,5 % (m/v) rastvora PFSS u 0,01 M Na-
fosfatnom puferu (pH 7,0). U sistem su dodavani imobilisani preparati u slede¢im koli¢inama: 10 mg
GA-amino-CNC-Alcalase® ili 12 mg Ox-CNC-Alcalase®, odnosno 15 mg GA-amino-CNC-
Flavourzyme® ili 10 mg Ox-CNC-Flavourzyme®, pripremljeni po optimalnim uslovima.

Kontrolni eksperimenti izvodeni su upotrebom slobodnih enzima, pri ¢emu je dodavano 1 pL
preparata Alcalase® i 2,5 pL preparata Flavourzyme®. Ovakva postavka je osigurala da uneta
enzimska aktivnost (1,511U za preparat Alcalase® i 0,067 L-pNAU za Flavourzyme®) bude identi¢na
u kontrolnim i eksperimentalnim uzorcima, ¢ime je omogucena objektivha procena uticaja
imobilizacije na afinitet enzima prema supstratu.

Sve reakcije hidrolize odvijale su se na 50 °C u ukupnom trajanju od 24 sata. Sekvencijalna hidroliza
se sastojala iz dve faze: prva faza je obuhvatala dvofasovnu hidrolizu primenom slobodnog ili
imobilisanog enzima preparata Alcalase®, nakon ¢ega je usledila druga faza u trajanju od 22 sata,
inicirana dodavanjem slobodnog ili imobilisanog preparata Flavourzyme®.

Pracenje toka reakcije vrSeno je uzimanjem alikvota u definisanim vremenskim intervalima (nakon
1, 2, 3, 4124 sata). Reakcija je zaustavljana termickom inaktivacijom uzoraka na 90 °C u trajanju od
10 minuta. Nakon toga, sadrzaj oslobodenih amino grupa u hidrolizatu odreden je ninhidrinskom
metodom (poglavlje 3.2.7.3). Stepen hidrolize (%), koji definiSe procenat raskinutih peptidnih veza,
izraCunat je prema jednacini 9 [229].
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DH = - %100 Jednacina 9
htot

Gde je h broj raskinutih peptidnih veza, a h¢ ukupan broj peptidnih veza koji za suncokretovu sacmu
iznosi 7,5 mmol/g [229].

3.2.6.4 Ciklusi primene imobilisanog enzima

U reakcioni sud su dodati supstrat (ksilan, pektin ili proteini) i odgovaraju¢i imobilisani enzimi
Reakcioni sistem je zatim inkubiran u termosejkeru na 50 °C tokom unapred definisanog vremenskog
perioda.

Nakon zavrSetka svakog reakcionog ciklusa, imobilisani enzimi su odvajani od reakcione smeSe
centrifugiranjem, a zatim ponovo koris¢eni u narednom ciklusu uz dodavanje sveze pripremljenog
supstrata.

Preostala enzimska aktivnost (%) nakon svakog ciklusa izracunata je u odnosu na aktivnost izmerenu
u prvom ciklusu, koja je definisana kao referentna vrednost od 100%.

3.2.7 Analiticke metode

3.2.7.1 HPLC analiza ksilooligosaharida

Prvi korak u analizi podrazumevao je derivatizaciju uzoraka [230]. U mikroepruvetu je odmereno
250 pL uzorka, 250 pL rastvora natrijum-hidroksida (0,3 M NaOH) i 250 uL rastvora PMP-a (1-
fenil-3-metil-5-pirazolon). Smesa je homogenizovana na vorteksu u trajanju od oko 30 sekundi, a
potom inkubirana u termosejkeru na 70 °C tokom 90 minuta. Po zavrSetku inkubacije, uzorak je
ohladen na sobnu temperaturu i neutralisan dodavanjem 250 pL hlorovodoni¢ne kiseline (0,3 M HCI).
Radi precis¢avanja ekstrakta, u neutralisanu smesu je dodat 1 mL hloroforma. Uzorak je ponovo
vorteksiran i centrifugiran na 10.000 rpm u trajanju od 2 minuta. Iz izdvojene gornje (vodene) faze
pazljivo je preneto 600 uL u novu mikroepruvetu, gde je pomesano sa dodatnih 1,2 mL hloroforma.
Ova smesa je kratko vorteksirana i ponovo centrifugirana pod istim uslovima (10.000 rpm, 2 minuta).
Za dalju analizu izdvojeno je 400 pL preciSc¢ene gornje faze.

Nakon derivatizacije, uzorci su filtrirani i analizirani na HPLC sistemu (Dionex Ultimate 3000)
opremljenom kolonom za reverzno-faznu hromatografiju (ZORBAX Eclipse Plus C18,4,6 < 150 mm,
5 wm), pri temperaturi kolone od 30 °C.

Kao mobilna faza koris¢ena je smesa 100 mM amonijum-acetatnog pufera (pH 5,5) 1 acetonitrila u
zapreminskom odnosu 80:20 (v/v), uz konstantan protok od 0,5 mL/min. Detekcija analiziranih
produkata i standarda vrSena je pomocu UV detektora na talasnoj duzini od 245 nm.

Prikupljanje 1 obrada hromatografskih podataka vrSeni su pomocu softvera Chromeleon 7.2.
Kvantifikacija dobijenih jedinjenja proracunata je na osnovu kalibracionih krivi dobijenih analizom
PMP-derivatizovanih standarda ksilooligosaharida (XOS2—-X0S6).

3.2.7.2 DNS analiza hidrolizata pektina

Tok hidrolize pektina pracen je primenom prethodno pomenute DNS metode. Postupak je
podrazumevao uzimanje alikvota reakcione smese zapremine 0,25 mL u definisanim vremenskim
intervalima, tokom prvih 30 minuta reakcije.

Svakom uzetom alikvotu dodata je identi¢na zapremina DNS reagensa (0,25 mL). SmeSa je zatim
inkubirana u klju¢alom vodenom kupatilu u trajanju od 5 minuta, nakon ¢ega je u uzorke dodato po
2 mL destilovane vode.

Apsorbanca ovako pripremljenih uzoraka merena je spektrofotometrijski na talasnoj duzini od 540
nm. Na osnovu izmerenih vrednosti apsorbance i1 jednacine (nagiba) prethodno konstruisane
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kalibracione krive, odredena je koncentracija oslobodenih redukuju¢ih Secera (izraZzena kao
ekvivalent glukoze).

3.2.7.3 Odredivanje stepena hidrolize ninhidrinskom metodom

Za pripremu ninhidrinskog reagensa, prvo je rastvoreno 80 mg kalaj(Il)-hlorida dihidrata
(SnCl2-2H20) u 50 mL citratnog pufera (0,2 M; pH 5,0), dok je 0,5 g ninhidrina rastvoreno u 10 mL
dimetilsulfoksida [231, 232]. Neposredno pre upotrebe, jednake zapremine ova dva rastvora se
pomesaju. Rastvor polietilen-glikola (PEG) pripremljen je rastvaranjem 1,2 mL PEG 6000 u 10 mL
destilovane vode.

U mikroepruvetu odmeri se 100 pL desetostruko razblazenog uzorka reakcione smese 1 pomesa sa
100 pL rastvora PEG-a. Zatim se dodaje 1000 pL ninhidrinskog reagensa, nakon Cega se smesa
inkubira u termosejkeru na 80 °C u trajanju od 10 minuta.

Po zavrSetku inkubacije, epruveta se ohladi i u nju se doda 1000 pL destilovane vode. Smesa se potom
prebaci u kivetu, a njena apsorbanca se meri spektrofotometrijski na talasnoj duzini od 570 nm.

Koncentracija oslobodenih amino grupa izracunava se pomocu standardne prave, prethodno
konstruisane merenjem apsorbance vodenih rastvora arginina poznatih koncentracija (1 — 10 mg/g
arginina), tretiranih ninhidrinskim reagensom pod istim uslovima. Rezultati su izrazeni kao
miliekvivalenti arginina po gramu proteinske frakcije.

3.2.7.4 HPLC analiza hidrolizata proteina

Hromatografska analiza hidrolizata PFSS izvrSena je na HPLC sistemu Dionex Ultimate 3000
(Thermo Scientific, Waltham, SAD), primenom kolone za reverzno-faznu hromatografiju (BioBasic-
8, dimenzija 150 mm x 4,6 mm, veli¢ina Cestica 5 pm). Temperatura kolone odrzavana je
konstantnom na 30 °C.

Kao mobilna faza koriS¢en je sistem dva eluenta: eluent A sastojao se od vodenog rastvora
trifluorosircetne kiseline (0,1%, v/v), dok je eluent B bio 100% acetonitril. Eluiranje je sprovedeno u
uslovima gradijenta prema slede¢em programu: izokratsko zadrzavanje na 0% eluenta B tokom prvih
10 minuta, zatim linearni prelaz sa 0% na 50% eluenta B u trajanju od 35 minuta, i na kraju povratak
sa 50% na 0% eluenta B u narednih 5 minuta.

Protok mobilne faze iznosio je 1,0 mL/min, dok je zapremina injektovanog uzorka bila 10 pL.
Detekcija komponenti u hidrolizatu vr§ena je pomocu UV detektora na talasnim duZinama od 214,
280 1 345 nm. Prikupljanje 1 obrada hromatografskih podataka obavljeni su kori§¢enjem softvera
Chromeleon 7.2.

3.2.7.5 SDS-PAGE analiza hidrolizata proteina

Elektroforetska analiza hidrolizata izvedena je pod denaturiSu¢im uslovima (SDS-PAGE), primenom
Bolt™ sistema (Thermo Fisher Scientific, Voltam, SAD), prema uputstvu proizvodaca. Koris¢eni su
gotovi poliakrilamidni gelovi Bolt™ Bis-Tris Plus (4-12 %, 1,0 mm, WedgeWell™ format). Radni
(1X) rastvor pufera za razdvajanje pripremljen je dodavanjem 50 mL koncentrata NuPAGE™ MES
SDS Running Buffer (20X) u 950 mL dejonizovane vode; za jedan gel koris¢eno je 400 mL pufera.
Uzoreci hidrolizata pripremani su pod redukuju¢im uslovima, meSanjem uzorka sa 2,5 uL Bolt™ LDS
Sample Buffer (4X) 1 1 uL Bolt™ Sample Reducing Agent (10X), uz dopunu dejonizovanom vodom
do ukupne zapremine od 10 pL 1 prethodno podeSavanje na Zeljenu koncentraciju proteina.
Pripremljeni uzorci su zagrevani na 70 °C u trajanju od 10 min. U skladu sa uputstvom proizvodaca,
za redukovane uzorke je u katodnu komoru dodato 500 pL Bolt™ Antioxidant na 200 mL radnog
pufera.

53



Pre postavljanja gela uklonjen je ¢esalj, bunarCi¢i su isprani tri puta radnim puferom, a zatim je
uklonjena zastitna traka sa donje strane kasete. Kaseta je postavljena u Bolt™ Mini Gel Tank i
fiksirana uz pravilnu orijentaciju anodnog konektora, nakon Cega su anodna i katodna komora
napunjene radnim puferom, uz proveru da su bunarci¢i potpuno ispunjeni i bez zaostalih mehuri¢a
vazduha.

U bunarcic¢e su naneti pripremljeni uzorci i proteinski standard SeeBlue™ Pre-stained. Sistem je
zatvoren poklopcem i povezan sa izvorom napajanja PowerEase™ Touch 120W. Elektroforeza je
izvedena pri konstantnom naponu od 200 V u trajanju od 20 min, pri ¢emu je jacina struje opadala sa
pocetnih 160 mA na kona¢nih 70 mA.

Po zavrsetku elektroforeze gel je pazljivo izvaden iz kasete, bojen jedan sat u rastvoru SimplyBlue™
SafeStain, a zatim obezbojavan u destilovanoj vodi tokom narednog sata. Gel je na kraju fotografisan
radi vizuelizacije proteinskih traka i procene molekulskih masa fragmenata prisutnih u hidrolizatima.

3.2.8 Odredivanje prebiotske aktivnosti

Uticaj razlicitih koncentracija sintetisanih meSavina ksilooligosaharida 1 pektinskih oligosaharida na
rast probiotskih i patogenih monokultura ispitivan je pracenjem rasta odabranih monokultura na
podlogama kojima su dodati ispitivani hidrolizati (oligosaharidi) [233].

Kao hidrolizati u eksperimentima odredivanja prebiotske aktivnosti koris¢eni su uzorci reakcione
smese uzorkovani nakon 5 h hidrolize ksilana suncokretove sacme, odnosno nakon 120 min (LK-
pektin iz uljane repice) i 90 min (Ca-pektin iz uljane repice i pektin iz pogace crne ribizle) hidrolize
pektinskih supstrata. Za svaki supstrat uzorkovanje je za sve enzimske preparate izvedeno u istoj
vremenskoj tacki, kako bi dobijeni hidrolizati bili medusobno uporedivi, pri cemu se sadrzaj nastalih
oligosaharida u toj tacki razlikuje izmedu primenjenih sistema. KoriS¢enjem pocetnih uzoraka
potencijalnih prebiotika i odgovarajucih te¢nih hranljivih podloga nutritivni bujon za Escherichia coli
ATCC 25922, MRS bujon bez ugljenih hidrata za Lactiplantibacillus plantarum 299v 1
Lacticaseibacillus rhamnosus GG, odnosno YPD podloga bez ugljenih hidrata za Saccharomyces
boulardii CBS 5926 pripremljena je serija razli¢itih razblazenja XOS i POS.

Kulture inkubirane preko no¢i su adekvatno razblaZzene i inokulisane u bunar¢i¢e mikrotitarskih
ploca, tako da je pocetna koncentracija iznosila 1 x 107 éelija za bakterije, odnosno 1 x 10° ¢éelija za
kvasac. Mikrotitarske ploCe su zatim inkubirane na temperaturi od 30 °C (za kvasac), odnosno na 37
°C (za bakterijske kulture).

Pracenje rasta vrSeno je merenjem optiCke gustine (OD) spektrofotometrijski, na talasnoj duzini od
600 nm, u definisanim vremenskim tackama (0 i 24 h) pomocu ¢itaa mikrotitarskih plo¢a. Dobijene
OD vrednosti su zatim konvertovane u broj zivih ¢eljja po mililitru (CFU/mL) primenom specifi¢nih
konverzionih koeficijenata za svaki testirani mikroorganizam [234]. Za konstruisanje standardnih
pravih pripremljeno je nekoliko razlicitih razblaZenja prekonocne kulture svakog mikroorganizma,
za koja je istovremeno spektrofotometrijski odredeno zamucenje (OD) na 600 nm i broj kolonija,
prenoSenjem serije razblazenja na ¢vrstu hranljivu podlogu i1 brojanjem kolonija nakon 24 h
termostatiranja na temperaturi rasta. Cvrsta hranljiva podloga pripremana je od odgovarajuéeg bujona
uz dodatak agara koncentracije 2 % (m/v). Korelacijom OD i1 CFU/mL dobijeni su konverzioni
koeficijenti, koji su iznosili 3,0 x 10° mL/CFU za Lactiplantibacillus plantarum, 5,0 x 10"° mL/CFU
za Lacticaseibacillus thamnosus, 2,0 x 107 mL/CFU za Saccharomyces boulardii i 5,0 x 107°
mL/CFU za Escherichia coli.

Kao kontrolni uzorak koriS¢ena je odgovarajuc¢a hranljiva podloga sa dodatkom glukoze u istom
rasponu koncentracija.

Za svaki soj relativni rast izraCunat je kao odnos broja vijabilnih ¢elija u podlozi sa dodatkom
hidrolizata i broja ¢elija u odgovarajucoj kontrolnoj podlozi nakon 24 h. Prebiotski kapacitet (PC) za
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svaki probiotski soj definisan je kao razlika izmedu relativnog rasta probiotika i relativnog rasta E.
coli. Vrednost PC = 0 ukazuje na izostanak selektivnog efekta (jednaka relativna promena rasta
probiotika i E. coli), vrednost PC > 0 na selektivnu stimulaciju probiotika (prebiotski efekat), a PC <
0 na favorizovanje E. coli. Relativni rast normalizovan je u okviru svakog enzimskog preparata
posebno, koriS¢enjem odgovaraju¢e kontrole istog preparata. Za svaki hidrolizat prikazana je
koncentracija hidrolizata pri kojoj je postignut najpovoljniji prebiotski profil.

4 REZULTATI I DISKUSIJA

U okviru ove doktorske disertacije, nemodifikovani 1 hemijski modifikovani nanokristali celuloze
(nanoceluloza) kori$¢eni su kao nosaci za imobilizaciju razli¢itih hidroliti¢kih enzima. Nanokristali
celuloze (CNC) dobijene su kiselinskom hidrolizom iz komercijalne mikrokristalne celuloze (MCC,
pre¢nik Cestica 20 pm). Dobijene nanocestice odlikuju se malim dimenzijama (duzina nekoliko
stotina nanometara, Sirina 40—-60 nm) 1 visokom specificnom povrs$inom, koja omogucava vezivanje
vecih koli¢ina proteina po jedinici mase nosaca.

Nemodifikovana CNC na svojoj povrSini poseduje hidroksilne grupe, koje mogu ucestvovati samo u
nespecifi¢noj adsorpciji enzimskih molekula, ali ne 1 u formiranju stabilnih kovalentnih veza. Kako
bi se obezbedila moguénost drugih mehanizama imobilizacije, povrSina je hemijski modifikovana na
dva nacina (reakcijama silanizacije i1 perjodatne oksidacije). U prvom postupku na povrSinu CNC
uvedene su primarne amino grupe silanizacijom APTES-om, ¢ime je dobijen amino-modifikovani
nosac¢ (amino-CNC). Uvodenjem slobodnih amino grupa na povrsinu nosa¢a omoguéava se vezivanje
enzima adsorpcijom i to formiranjem privlacnih elektrostatickih interakcija. Pored toga, prisutne
slobodne amino grupe daju mogucnost dodatne aktivacije povrSine nosaca primenom aktiviraju¢ih
agenasa kao §to je npr. bifunkcionalni umreziva¢ glutaraldehid. Drugom strategijom, perjodatnom
oksidacijom anhidroglukoznih jedinica CNC-a, na povrSinu nosaca su uvedene aldehidne grupe (Ox-
CNC), koje mogu graditi kovalentne veze sa primarnim amino grupama enzima, bez potrebe za
dodatnim korakom, tj. aktivacijom nosaca radi formiranja kovalentnih veza sa molekulima enzima
kao §to je bio slucaj u prethodno primenjenoj metodi (Sema 1).

U sklopu disertacije na pomenute nemodifikovane i modifikovane nosace imobilisani su komercijalni
enzimski preparati i to: ksilanaza (Rohalase® SEP-Visco), pektinaza (Pectinex® Ultra SP-L) i dve
proteaze (Alcalase® i Flavourzyme®). Za svaki enzimski sistem posebno su optimizovani uslovi
imobilizacije, a fokus je stavljen na dobijanje kovalentno vezanih enzimskih preparata, buduci da su
ovakvi preparati generalno otporniji na desorpciju, pogodniji za viSekratnu upotrebu i efikasniji za
industrijske procese. Krajnji cilj disertacije je upotreba dobijenih nanobiokatalitickih sistema u
hidrolizi hemicelulozne, pektinske 1 proteinske frakcije izolovanih iz nusproizvoda prehrambene
industrije. Pored optimizacije biotehnoloSkih procesa dobijanja oligosaharida i proteinskih
hidrolizata iz nusproizvoda prehrambene industrije, upotreba nanobiokatalitickih sistema koji se
sastoje od obnovljivih, prirodnih materijala kao nosaca za imobilizaciju enzima predstavlja
inovativni, odrZivi pristup 1 u skladu je sa principima cirkularne ekonomije u prehrambenoj industriji.

U skladu sa definisanim ciljevima, eksperimentalni deo disertacije organizovan je u tri medusobno
povezana segmenta: (i) sinteza, hemijska modifikacija i karakterizacija nanoceluloznih nosaca; (ii)
optimizacija procesa imobilizacije razliitih enzima na nemodifikovane 1 modifikovane
nanocelulozne nosace, kao 1 analiza mehanizama njihovog vezivanja; (ii1) primena odabranih
nanobiokatalitickih sistema u enzimskom tretmanu frakcija izolovanih iz nusproizvoda prehrambene
industrije radi dobijanja proizvoda bogatih fizioloski aktivnim jedinjenjima (npr. proteinski
hidrolizati (peptidi i aminokiseline), polifenoli i prebiotici). Pregled koriS¢enih enzima, nosaca i
frakcija izolovanih iz nusproizvoda prehrambene industrije, kao 1 ocekivanih proizvoda nakon
tretmana frakcija odabranim nanobiokatalizatorima prikazan je u tabeli 4.1.
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Tabela 4.1. Pregled ispitivanih enzima i nanoceluloznih nosaca, supstrata i ciljnih proizvoda.

Enzimski preparati

Nosacdi

Izolovane frakcije iz
nusproizvoda
prehrambene industrije

Ocekivani proizvodi
nakon enzimskog
tretmana izolovanih
frakcija iz nusproizvoda

Ksilanaza (Rohalase®
SEP-Visco)

CNC, amino-CNC, GA-
amino-CNC, Ox-CNC

Hemicelulozna frakcija

Frakcija bogata
ksilo-oligosaharidima DP
(2-6)

Pektinaza (Pectinex® Ultra
SP-L)

CNC, amino-CNC, GA-
amino-CNC, Ox-CNC

Pektinska frakcija

Frakcija bogata pektinskim
oligosaharidima

Proteaze (Alcalase® i
Flavourzyme®)

CNC, amino-CNC, GA-
amino-CNC, Ox-CNC

Proteinska frakcija

Proteinski hidrolizati
(peptidi i aminokiseline)

4.1 HEMIJSKA MODIFIKACIJA NANOCELULOZNIH NOSACA

Kao pocetni materijal za sintezu CNC Ccestica koriS¢ena je komercijalna mikrokristalna celuloza
(MCC). MCC je tretirana sumpornom kiselinom (koncentrovana kiselina, 98 % (m/m), razblazena
do radne koncentracije od 45 % (m/m)) radi dobijanja ¢estica nanometarskih dimenzija. Detaljan opis
dobijanja 1 modifikacije nanoceluloze je opisan u poglavlju 3.2.1. Dobijene CNC Cestice
modifikovane su primenom dve metode, koje su Sematski prikazane na Semi 1: (i) Silanizacija
APTES-om radi uvodenja primarnih amino grupa (amino-CNC), a potom aktivacija glutaraldehidom
(GA-amino-CNC); (ii) Selektivna perjodatna oksidacija anhidroglukoznih jedinica na pozicijama C2
1 C3 radi dobijanja aldehidnih grupa.

Yope
>

amino-CNC

GA-amino-CNC

Legenda funkcionalnih grupa:
QO Crveno - Hidroksilna grupa (-OH)
Zuto - Sulfatna grupa (-0SO5)

O Plavo - Amino grupa (-NH,)

(O NarandZasto - Aldehidna grupa (-CHO)

Sema 1. Sematski prikaz funkcionalizacije povrsine CNC reakcijom silanizacije i aktivacije sa GA i
reakcijom perjodatne oksidacije.

Cetiri dobijena nosa¢a (CNC, amino-CNC, GA-amino-CNC i Ox-CNC) razlikuju se kako po prirodi
reaktivnih grupa koje poseduju na svojoj povrsini, tako i po mehanizmu kojim se o¢ekuje vezivanje
enzima. U narednom poglavlju prikazana je strukturna 1 morfoloska karakterizacija dobijenih nosaca.




4.2 KARAKTERIZACIJA NANOCELULOZNIH NOSACA

Razlika u strukturnim svojstvima nemodifikovanih 1 modifikovanih cestica nanoceluloze
okarakterisana je FTIR spektroskopijom, morfologija Cestica pracena je SEM i TEM mikroskopijom,
dok je raspodela veli¢ina Cestica u disperziji odredena metodom dinamickog rasipanja svetlosti na
zetasajzeru. KoriS¢ene metode za modifikaciju nanoceluloznih cestica su detaljnije opisane u
poglavlju 3.2.1.4. Cilj strukturnih analiza bio je da se svojstva dobijenih ¢estica nanoceluloze uporede
sa svojstvima hemijski modifikovanih nanoceluloznih Cestica.

Perjodatna oksidacija na pozicijama C2—C3 anhidroglukoznih jedinica nanoceluloznih nosaca trebalo
bi da dovede do nastanka aldehidnih grupa na povrsini CNC-a. Medutim, treba imati na umu da
postoji mogucénost delimi¢ne transformacije hidroksilnih grupa Sto moze dovesti do nastanka
hemiacetalnih oblika $to zavisi od duzine trajanja reakcije i koncentracije oksidacionog sredstva
[235]. Za potvrdu uspesnosti primenjene metode modifikacije povrSine CNC i1 procenu njenog uticaja
na osnovnu celuloznu strukturu modifikovanih nanocestica, snimljeni su uporedni FTIR spektri
nemodifikovane CNC 1 Ox-CNC (Slika 4.1).
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Slika 4.1. FTIR spektri nemodifikovanih nanokristala celuloze (CNC) i oksidovanih nanokristala
celuloze (Ox-CNC).

Na FTIR spektru Ox-CNC uoc¢ava se smanjenje intenziteta pika na 3340 cm™' (O—H istezanje) §to
ukazuje na delimi¢nu transformaciju hidroksilnih grupa tokom oksidacije. Uocava se pik na 1735 cm”
!, koji se moze pripisati novonastalim aldehidnim grupama (C=0), koji potvrduje uspesnu
modifikaciju [236]. Pik na 870 cm™! ukazuje da aldehidne grupe na povrsini Ox-CNC nisu iskljucivo
u slobodnom aldehidnom obliku, ve¢ se nalaze u ravnotezi sa intramolekularnim hemiacetalima
formiranim sa susednim hidroksilnim grupama celuloznog lanca [237, 238]. U puferskim sistemima
ova ravnoteza je dinami¢na. Hemiacetali se reverzibilno otvaraju i regeneriSu slobodne aldehidne
grupe koje potom mogu da reaguju sa amino grupama enzima. Ovaj fenomen ima direktan uticaj na
kinetiku kovalentne imobilizacije: spor porast prinosa imobilizacije u kasnijim fazama procesa moze
delimicno biti posledica postepenog oslobadanja aldehidnih grupa iz hemiacetalnog oblika, a ne samo
difuzionih ograni¢enja ili zasiéenja povriine [239]. Pik na 1104 cm' potice od istezuéih
deformacionih vibracija C—O veza unutar osnovnog celuloznog lanca Ox-CNC, §to potvrduje da je
tokom procesa oksidacije celulozna struktura ofuvana [238]. Dobijeni rezultati su u skladu sa
literaturnim podacima o oksidaciji celuloze perjodatom, gde se potvrduje formiranje aldehidnih grupa
bez znacajne degradacije osnovne strukture.
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Kvantitativna analiza hidroksilamin-titracionom metodom (opisanom u poglavlju 3.2.1.5) je pokazala
da stepen oksidacije nanoceluloze prilikom dobijanja Ox-CNC iznosi 32%, vrednost koja bi trebalo
da omoguéi kovalentnu imobilizaciju enzima formiranjem Sifovih baza izmedu aldehidnih grupa i
amino grupa na povrsini enzima [240]. Stepen oksidacije od 32% je u skladu sa literaturno opisanim
vrednostima (25-40%) za perjodatnu oksidaciju CNC, zavisno od koncentracije perjodatne kiseline
i vremena reakcije [237, 239]. Stepen oksidacije od 32% znaci da je u proseku svaka treca
anhidroglukozna jedinica prevedena u dialdehidni oblik, §to obezbeduje gustu i ravnomerno
rasporedenu mrezu reaktivnih aldehidnih mesta duz celuloznih lanaca, dostupnih za vezivanje
enzima. ViSe vrednosti stepena oksidacije, iznad 50%, dovode se u vezu sa smanjenjem mehanicke
¢vrstoce celuloznih Cestica usled prekomerne degradacije kristalne resetke celuloze [237]. Moze se
zakljuciti da vrednost od 32% predstavlja povoljan kompromis izmedu gustine reaktivnih mesta i
ocuvanja strukturalnog integriteta nosaca. Stoga, dobijeni Ox-CNC pokazuje potencijal da se koristi
kao nosac za kovalentno vezivanje enzima u daljim eksperimentima.

Druga primenjena metoda modifikacije CNC bila je silanizacija pomo¢u APTES u blago kiselom
vodeno-etanolnom rastvoru i trebalo bi da rezultuje stvaranjem Si—O—C veza izmedu amino-propil
silanske grupe APTES-a i hidroksilne grupe CNC. Kao rezultat ove reakcije dolazi do uvodenja
slobodnih primarnih amino grupa na povrs$inu CNC, a koje ustvari predstavljaju nova funkcionalna
mesta na povrsini nosaca za potencijalno vezivanje enzima adsorpcijom. Da bi se potvrdila uspesnost
primenjene metode modifikacije povrSine CNC reakcijom silanizacije APTES-om 1 istovremeno
potvrdilo da osnovni celulozni skelet CNC ostaje oCuvan, snimljeni su uporedni FTIR spektri
nemodifikovanog CNC 1 amino-CNC nosaca (Slika 4.2).
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Slika 4.2. FTIR spektri nemodifikovanih nanokristala celuloze (CNC) i amino-funkcionalizovanih
nanokristala celuloze (amino-CNC).

Na FTIR spektru amino-CNC uocavaju se promene ocekivane za uvodenje amino-propil silanske
grupe preko Si-O-C mosta. Naime, promene u regiji 3300-3400 cm™ i pojava pika na 1584 cm!
potvrduju uspesno uvodenje amino-propil silanske grupe (N-H istezanje 1 NH> savijanje), dok pikovi
karakteristi¢ni za Si-O—C vibracije u oblasti 1000—1100 cm™! nisu lako uo¢ljivi usled preklapanja sa
dominantnim celuloznim C—O—C trakama [241, 242]. Detektovane promene u FTIR spektru amino-
CNC u odnosu na nemodifikovani CNC potvrduju uspes$no uvodenje amino-propil silanske grupe na
povrsinu nanocestica.

Nakon FTIR analize uradena je morfoloSka karakterizacija uzoraka CNC, Ox-CNC i amino-CNC
primenom SEM 1 TEM mikroskopije, radi utvrdivanja eventualnih promena u obliku 1 stepenu
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agregacije nanocestica usled primenjenih metoda hemijskih modifikacija. Hemijska modifikacija
povrsine CNC, narocito perjodatna oksidacija koja deluje na anhidroglukozne jedinice u kristalnom
delu celuloze, moze potencijalno dovesti do promena na nivou strukture, do agregacije ili
prekomernog usitnjavanja Cestica [237, 243]. Sa druge strane, reakcija silanizacije menja povrsinsko
naelektrisanje 1 hidrofobnost modifikovanih ¢estica u odnosu na polazni materijal, sto takode moze
uticati na meducesti¢ne interakcije i raspodelu veli¢ina. Da bi se procenilo da li primenjeni postupci
modifikacije menjaju oblik i dimenzije Cestica, sva tri tipa nosaca (CNC, Ox-CNC i amino-CNC)
snimljena su skeniraju¢om i transmisionom elektronskom mikroskopijom (Slika 4.3).

“u

L':

nanoceluloznih nosaca: SEM — CNC (A4, uvecanje 150%, razmernik 400 um); TEM — CNC (B,
razmernik 1 um); SEM — Ox-CNC (C, uvecanje 1059 %, razmernik 100 um); TEM — Ox-CNC (D,
razmernik 200 nm); SEM — amino-CNC (E, uveéanje 500 %, razmernik 100 um) i TEM — amino-

CNC (F razmernik 200 nm).

Svi analizirani uzorci ispitivani su u obliku liofilizovanog praha. Pri uklanjanju vode iz disperzije
nanoceluloze dolazi do nepovratnog povezivanja susednih nanocestica vodoni¢nim vezama, pojave
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poznate kao hornifikacija, usled ¢ega osusena nanoceluloza vise ne sadrzi pojedinacne Cestice vec
¢vrsto vezane aglomerate [244]. Ova pojava je izrazenija kod nanoceluloze nego kod
konvencionalnih celuloznih vlakana, zbog velike specificne povrSine nanocestica, i predstavlja
poznato ogranic¢enje pri karakterizaciji osuSenih uzoraka [245]. SEM snimci (Slika 4.3. (A), (C) 1 (E))
nacinjeni su pri uvecanjima od 150% do 1059%, pri kojima se pojedinacne nanocestice ne mogu
razluditi, pa oni prikazuju iskljuc¢ivo makroskopski izgled praskastih uzoraka i veli¢inu nastalih
aglomerata. Oblik pojedinacnih Cestica procenjivan je stoga na osnovu TEM snimaka. Na TEM
snimcima CNC (B) i amino-CNC (F) uocava se izduzen, Stapicast oblik Cestica, karakteristiCan za
nanokristale celuloze dobijene kiselinskom hidrolizom mikrokristalne celuloze [213, 246], pri cemu
i ovde pojedine strukture predstavljaju agregate nastale tokom suSenja uzorka na mrezici, a ne
pojedinacne nanoStapice [245, 247]. Kod Ox-CNC (D) Stapicast oblik nije jasno izraZen, ve¢ se
uocava zbijeniji agregat, Sto ukazuje na to da perjodatna oksidacija dodatno pogoduje meducesti¢nom
povezivanju, verovatno preko hemiacetalnih veza izmedu novonastalih aldehidnih i susednih
hidroksilnih grupa, u skladu sa pikom na 870 cm™ u FTIR spektru. Izvestan stepen agregacije kod
modifikovanih nosaca moze se pripisati i izmenjenom povrSinskom naelektrisanju i novouvedenim
funkcionalnim grupama [243]. Budu¢i da mikroskopska analiza podrazumeva suvo stanje uzorka,
veliCina Cestica u uslovima bliskim onima u kojima se odvija imobilizacija odredena je metodom
dinamickog rasipanja svetlosti[246, 248-250].

PoSto SEM 1 TEM analize pruZaju uvid u oblik ¢estica u suvom stanju, u kome je, kao $to je pokazano,
prisutna agregacija nastala tokom susenja, dok stvarna primena nosaca za imobilizaciju enzima
podrazumeva njihovu disperziju u vodenoj sredini, izvrSeno je merenje veliine Cestica metodom
dinamickog rasipanja svetlosti (Dynamic Light Scattering, DLS) na zetasajzeru. Ovaj pristup
omogucava merenje hidrodinamicke veli€ine Cestica u disperziji i omogucava poredenje stepena
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imobilizacija (Slika 4.4).
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Slika 4.4. Raspodela hidrodinamickog precnika cestica CNC, Ox-CNC i amino-CNC odredena
metodom dinamickog rasipanja svetlosti (DLS): zelena — CNC, ruzicasta — Ox-CNC, plava —
amino-CNC.

Za nemodifikovani CNC izmerena je Z-average vrednost od 297 nm, uz indeks polidisperznosti od
0,354 (zelena kriva, slika 4.4.). Ovako visok indeks polidisperznosti ukazuje na Siroku raspodelu
veli¢ina 1 prisustvo krupnijih agregata. Za amino-CNC dobijena je bliska Z-average vrednost (272
nm), uz nesto visi indeks polidisperznosti (0,436) (plava kriva, slika 4.4.), Sto pokazuje da silanizacija
ne menja bitno srednju hidrodinamicku veli¢inu Cestica, ali donekle prosiruje raspodelu. Kod Ox-
CNC (ruzicasta kriva, slika 4.4.) prose¢na vrednost pomerena je ka nesto ve¢im dimenzijama, oko
450 nm, $to ukazuje na izraZeniji stepen agregacije Cestica u disperziji nakon perjodatne oksidacije.
Ovakvo ponaSanje je u skladu sa cinjenicom da perjodatna oksidacija, otvaranjem prstena
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anhidroglukoznih jedinica na pozicijama C2 i C3 i nastankom dialdehidnih grupa, delimi¢no narusava
uredenost povrsinske strukture i koloidnu stabilnost ¢estica, pri cemu novonastale aldehidne, odnosno
hemiacetalne grupe mogu da podstaknu meducesti¢ne interakcije i agregaciju, a time 1 porast
prividnog hidrodinamickog prec¢nika [243]. Posto se ova pojava ogleda u porastu hidrodinamicke
veli¢ine u disperziji, dok TEM snimci (Slika 4.3.) ne ukazuju na usitnjavanje niti na narusavanje
kristalne strukture Cestica, verovatnije je re¢ o agregaciji Cestica nego o promeni dimenzija
pojedinacnih kristala. Ipak, treba imati u vidu da DLS metoda meri hidrodinamicki pre¢nik
ekvivalentne sfere i za anizotropne, Stapicaste Cestice kao Sto su CNC sistematski precenjuje stvarnu
dimenziju [247], pa apsolutne vrednosti ne treba tumaciti kao stvarne dimenzije pojedinacnih
nanokristala, ve¢ kao komparativni pokazatelj promena u agregaciji izmedu uzoraka CNC, Ox-CNC
1 amino-CNC.

Ovi rezultati pokazuju da silanizacija APTES-om ne dovodi do znacajne promene hidrodinamicke
veliine Cestica, dok perjodatna oksidacija uzrokuje izvestan porast usled agregacije Cestica u
disperziji. Ipak, sve izmerene vrednosti ostaju u submikronskom opsegu, pa se dobijene Cestice i dalje
mogu tretirati kao nosaci nano dimenzija. Treba imati u vidu da se hidrodinamicki pre¢nik izratunava
uz pretpostavku sfernog oblika Cestica, pa kod Stapiéastih Cestica, kakve su nanokristali celuloze,
izmerena vrednost ne odgovara ni duzini ni precniku poprecnog preseka, ve¢ precniku ekvivalentne
sfere [247]. DLS rezultati su stoga koriSéeni za poredenje relativnog stepena agregacije nosaca u
disperziji, a ne za apsolutno odredivanje dimenzija nanocestica.

4.3 IMOBILIZACIJA HIDROLITICKIH ENZIMA NA NANOCELULOZNE
NOSACE

U ovom poglavlju ispitivana je imobilizacija razli¢itih hidroliti¢kih enzima (ksilanaze Rohalase®
SEP-Visco, pektinaze Pectinex® Ultra SP-L i proteaza Alcalase® i Flavourzyme®) na detiri
nanocelulozna nosaca ¢ije je dobijanje i karakteristike opisane u prethodnom poglavlju koji se
medusobno razlikuju po tipu funkcionalnih grupa koje poseduju na povrsini i potencijalnom
mehanizmu vezivanja enzima (nemodifikovani CNC i1 amino-CNC se mogu koristiti kao nosaci za
vezivanje enzima adsorpcijom, dok su Ox-CNC 1 GA-amino-CNC pogodni za kovalentnu
imobilizaciju enzima). Za svaki enzim-nosa¢ sistem posebno su optimizovani uslovi procesa
imobilizacije (pH vrednost, poCetna koncentracija proteina i1 vreme imobilizacije), a potom su
uporedeni kapaciteti vezivanja izmedu razliCitih nosafa, kao i kataliticka efikasnost dobijenih
nanobiokatalitickih sistema. Potencijalni mehanizmi interakcije izmedu enzima i nosaca Sematski su
prikazani na Semi 2.
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Sema 2. Sematski prikaz mogudéih interakcija enzima sa povrsinskim grupama razlicitih
modifikacija nanoceluloze: sulfatne (—OSO5) i hidroksilne grupe na CNC, protonovane amino
grupe (-NH3") na amino-CNC, aldehidne grupe (-CHO) na Ox-CNC i glutaraldehidom aktivirane
amino grupe na GA-amino-CNC. U zavisnosti od prisutnih grupa, enzim se vezuje elektrostatickim
interakcijama, vodonic¢nim vezama, hidrofobnim interakcijama i/ili kovalentnim vezama.

Na CNC, dobijenom kiselinskom hidrolizom pomoc¢u H2SO4, adsorpcija enzima moze da se odvija
putem vise komplementarnih mehanizama kao $to je prikazano na Semi 2. Negativno naelektrisane
sulfatne grupe prisutne na povrsini CNC (—OSO3) mogu da ostvare elektrostaticke interakcije sa
pozitivno naelektrisanim grupama prisutnim na povrsini enzima (npr. protonovanim amino grupama
lizina 1 arginina), pri ¢emu jacina interakcija zavisi od pH vrednosti, jer promena pH vrednosti utice
na stepen protonacije 1 ukupno naelektrisanje enzima [248, 251]. Pored toga, hidrofobne CH grupe
smestene na kristalnim ravnima CNC mogu ucestvovati u hidrofobnim interakcijama sa nepolarnim
povrsinskim regijama proteina, dok hidroksilne grupe na povrSini nosa¢a omoguc¢avaju formiranje
vodoni¢nih veza sa polarnim aminokiselinskim ostacima enzima [252]. Enzimi poput lipaza,
f-galaktozidaza 1 lakaza uspeSno su imobilisani adsorpcijom na CNC dobijene kiselinskom
hidrolizom, §to potvrduje potencijal ovog nosaca kao platforme za imobilizaciju razli¢itih hidrolaza
[4, 253].

Amino-CNC, dobijene silanizacijom CNC pomoéu APTES-a (Sema 2), pored hidroksilnih i
preostalih sulfatnih grupa poseduje 1 primarne amino grupe koje su pozitivno naelektrisane u
rastvorima sa kiselim 1 neutralnim pH vrednostima (sve dok pH ne prede njihovu pKa koja je za
ve¢inu a-amino grupa izmedu 9 1 10). Na ovim pH vrednostima moguce je formiranje izraZenih
elektrostatickih interakcija izmedu pozitivno naelektrisanih amino grupa nosaca i1 negativno
naelektrisanih grupa prisutnih na povrSini enzima (pre svega deprotonovanih karboksilnih grupa
aspartata i1 glutamata), uz zadrzavanje moguénosti formiranja i hidrofobnih interakcija i vodoni¢nih
veza kao kod nemodifikovanog CNC [254]. lako je Zeta-potencijal i CNC 1 amino-CNC negativan u
Sirokom pH opsegu (pH 3-9), sa izoelektricnom tackom oba nosaca u kiselom pH opsegu (pH 2-3)
(vrednosti preuzete iz literature za analogne nosace nanoceluloze 1 amino-modifikovane
nanoceluloze) [255], lokalna raspodela naelektrisanja (pozitivni NH3" domeni na nosacu i raspored
grupa na enzimu) kao 1 sterne interakcije dominiraju pri formiranju privlacnih elektrostatickih
interakcija izmedu nosaca i enzima [256, 257]. Zbog toga je pri razmatranju uslova odigravanja
imobilizacije enzima na CNC, a posebno na amino-CNC potrebno uzeti u obzir pH vrednost na kojoj
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se izvodi imobilizacija, ukupno naelektrisanje enzima 1 raspored karboksilnih i amino grupa na
povrsini molekula.

Ox-CNC predstavlja nosa¢ koji se moze koristiti za kovalentnu imobilizaciju enzima (Sema 2).
Aldehidne grupe uvedene perjodatnom oksidacijom anhidroglukoznih jedinica CNC-a mogu da
formiraju Sifove baze sa primarnim amino grupama enzima, pri ¢emu se na povr§ini Ox-CNC
uspostavljaju stabilne kovalentne veze izmedu nosaca i enzimskih molekula [30, 258]. Pored ovih
kovalentnih veza, oksidovana nanoceluloza i dalje moze sadrzati hidroksilne 1 preostale sulfatne
grupe, pa dodatno formirane vodoni¢ne veze i hidrofobne interakcije mogu doprineti pravilnoj
orijentaciji kao 1 stabilizaciji molekula enzima prilikom formiranja kovalentnih veza sa
funkcionalnim grupama prisutnim na povrSini nosaca [246, 251, 258]. Tako Ox-CNC predstavlja
nosac za ,,direktnu‘ kovalentnu imobilizaciju enzima na kome se uz kovalentne veze uspostavljaju i
nekovalentne interakcije, bez potrebe za dodatnim korakom tj. aktivacijom nosaca. Sli¢ni oksidovani
(nano)celulozni nosaci su uspesno primenjeni za kovalentnu imobilizaciju lakaze, ureaze, i proteaza,
pri cemu su dobijeni biokataliticki sistemi imali zadovoljavaju¢i prinos imobilizacije proteina i
aktivnosti, povoljniju termicku stabilnost i zadrzavali aktivnost tokom viSe uzastopnih ciklusa [4,
258-261].

GA-amino-CNC je amino-CNC nosac¢ aktiviran pomocu bifunkcionalnog umreZivaca glutaraldehida
kako bi se omogucila kovalentna imobilizacija enzima. Molekul glutaraldehida formira mostove
(mreZzu iminskih veza) izmedu amino grupa nosaca i amino grupa prisutnih na povr$ini enzima (Sema
2) pri ¢emu je enzim odmaknut od povrsine nosaca organskim mostom (eng. spacer arm) koji potice
od molekula glutaraldehida [219]. Prilikom formiranja kovalentnih (iminskih) veza enzim ostaje
udaljen od povrsine nosaca za duzinu glutaraldehidnog mosta, pa je direktan uticaj povrSine nosaca
na zauzetu konformaciju proteina prilikom vezivanja manji nego kod nosaca koji je dobijen
tretmanom perjodatom [262]. Prisustvo mosta moze doprineti tome da ve¢i udeo enzima ostane vezan
u kataliticki aktivnoj konformaciji, kao 1 boljoj dostupnosti aktivnog centra supstratu. Naime,
postojanje mosta smanjuje moguénost nastanka drugih interakcija izmedu povrsine nosac¢a i enzima,
kao 1 medusobnih interakcija molekula enzima usled gustog pakovanja, u poredenju sa direktnim
kovalentnim vezivanjem enzima na povrSinu nosaca.

Imobilizacija enzima na celulozne i nanocelulozne nosace, primenom razli¢itih metoda imobilizacije
dokumentovana je za Sirok spektar hidrolaza i oksidoreduktaza [4, 253, 258-261, 263, 264], §to pruza
osnovu za poredenje karakteristika imobilisanih enzimskih preparata, pre svega ostvarene aktivnosti,
1 kapaciteta vezivanja, dobijenith u ovoj disertaciji sa literaturnim vrednostima. U narednim
poglavljima bi¢e opisana i diskutovana imobilizacija razli¢itih enzima (ksilanaze, pektinaze i
proteaze) na nemodifikovane 1 modifikovane nanocestice celuloze.

4.3.1 Imobilizacija enzimskog preparata Rohalase® SEP-Visco na nanocelulozne nosade

Rohalase® SEP-Visco (ksilanaza) je komercijalni preparat endo-1,4-f-ksilanaze namenjen hidrolizi
arabinoksilana u procesima obrade Zita. Njegova primena dovodi do smanjenja viskoznosti smeSe,
¢ime se olakSavaju procesi mlevenja, ukomljavanja i fermentacije tokom industrijske prerade Zitarica.
Za proizvodnju ovog enzima koristi se geneticki modifikovani soj Trichoderma reesei (RF5427).
Ovaj komercijalni preparat ksilanaza ispoljava visoku enzimsku aktivnost u opsegu kiselih pH
vrednosti (4-5) 1 na poviSenim temperaturama (optimalno 50—60 °C), $to je naroCito pogodno za
primenu u industriji [265-267]. Zbog karakteristika koje poseduje preparat Rohalase® SEP-Visco je
odabran kao kandidat za imobilizaciju na nanocelulozni nosac, sa ciljem primene u dobijanju XOS,
iz frakcije ksilana izolovane iz nusproizvoda industrije proizvodnje jestivog ulja - suncokretove
satme [267, 268]. Imobilizacija ksilanaze ispitana je na sva Cetiri nanocelulozna nosaca (CNC,
amino-CNC, GA-amino-CNC i Ox-CNC), pri ¢emu su za svaki sistem enzim—nosa¢ posebno
optimizovani uslovi imobilizacije (pH, pocetna koncentracija proteina i vreme imobilizacije), 1
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dobijeni nanobiokatalizatori su medusobno uporedeni kako bi se izdvojio najefikasniji sistem za
imobilizaciju.
Da bismo precizno mapirali kako pH vrednost utice na povrSinsko naelektrisanje ksilanaze (time

predvideli njeno ponasanje tokom imobilizacije na nanocelulozne nosace), bitno je uzeti u obzir

izoelektricnu tacku (pl) enzima i prostorni raspored kao i stepen jonizacije bocnih grupa njegovih
aminokiselina prisutnih na povrsini molekula enzima.

Iz tog razloga odreden je zeta-potencijal preparata Rohalase® SEP-Visco u opsegu pH vrednosti od
2 do 8,5 (Slika 4.5.). Zavisnost zeta-potencijala od pH vrednosti pokazuje postepeno priblizavanje
nultoj vrednosti u kiselom podrucju, pri ¢emu se u oblasti oko pH 4 zeta-potencijal priblizava 0 mV.
Ova vrednost ukazuje na izoelektri¢nu tacku preparata u podrucju oko pH 4, pri kojem je neto
povrsinsko naelektrisanje priblizno neutralno. Daljim povecanjem pH vrednosti zeta-potencijal
prelazi u negativno podrucje, a pri visSim pH vrednostima poprima izraZenije negativne vrednosti, §to
ukazuje na porast neto negativnog naelektrisanja enzima iznad njegove izoelektricne tacke.
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Slika 4.5. Zeta-potencijal ksilanaze Rohalase®™ SEP-Visco u zavisnosti od pH vrednosti.

1z ovoga sledi da enzim ni pri najnizim ispitivanim pH vrednostima ne dobija izrazitije pozitivno neto

naelektrisanje, dok pri pH vrednostima iznad procenjene izoelektricne tacke nosi sve izrazZenije
negativno naelektrisanje.

Naelektrisanje enzima u zavisnosti od pH vrednosti vazno je za sam proces imobilizacije
adsorpcijom, posebno imajuéi u vidu negativno naelektrisanje CNC i amino-CNC u skoro celom pH
opsegu (> pH 3). Pored ukupnog naelektrisanja molekula enzima u rastvoru, na efikasnost procesa
adsorpcije enzima i njegovu kataliticku efikasnost nakon imobilizacije na heterogenu povrSinu nosaca
znacajno utice 1 lokalni raspored naelektrisanih grupa i hidrofobnih oblasti na samoj povrSini
molekula enzima, kao i poloZaj samog aktivnog centra. Trodimenzionalna struktura ksilanaze

Rohalase® SEP-Visco sa raspodelom naelektrisanja i polarnih/nepolarnih regija je prikazana na slici
4.6.
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Slika 4.6. Trodimenzionalna struktura molekula endo-p-(1-4)-D-ksilanaze iz Thermopolyspora
flexuosa ekspresovane u Trichoderma reesei (Rohalase®™ SEP-Visco - PDB kod 1M4W - ksilanaza)
[215]: Prednja strana molekula ksilanaze gde se vidi aktivni centar obojen u narandzasto,
negativno naelektrisane grupe obojene u crveno, a pozitivno naelektrisane u plavo (A); Rotacija
molekula ksilanaze za 180° u x-y ravni, negativno naelektrisanje molekula obojeno u crveno,
pozitivno u plavo (B); Prednja strana molekula ksilanaze gde se vidi aktivni centar obojen u
narandzasto, polarne regije molekula obojene u svetlo plavo, nepolarne u Zuto (C),; Rotacija
molekula ksilanaze za 180° u x-y ravni, polarne regije molekula obojene u svetlo plavo, nepolarne
u zuto (D).

Na slici 4.6. (A) uocava se da se u okolini aktivnog centra pretezno nalaze aminokiselinski ostaci koji
su negativno naelektrisani, dok se pozitivho naelektrisane grupe nalaze na strani suprotnoj od
aktivnog centra (Slika 4.6. (B)). PovrSina enzima je u celini dominantno polarna, sa ograni¢enim
nepolarnim regijama (Slika 4.6. (C) 1 (D)), $to ukazuje da ¢e tokom adsorpcije biti izrazenije
vodonic¢ne veze i elektrostaticke interakcije nego hidrofobne.

Raspored funkcionalnih grupa aminokiselinskih ostataka na povrSini molekula enzima ¢e imati
neposredan uticaj na efikasnost imobilizacije enzima tj. na njegovu kataliticku aktivnost nakon
imobilizacije posebno u slu¢ajevima ireverzibilne kovalentne imobilizacije. Neadekvatna orijentacija
enzima, naroCito kada se vezivanje ostvaruje preko amino grupa u neposrednoj blizini aktivnog
centra, moze dovesti do delimi¢nog ,,prekrivanja‘ aktivnog centra ili lokalnih promena u njegovoj
strukturi, §to se odrazava kroz snizen prinos imobilizacije aktivnosti i nisku koncentraciju imobilisane
aktivnosti. S obzirom na sloZzenost same imobilizacije, uslovi koji obezbeduju maksimalnu efikasnost
moraju se definisati specifi¢no za svaki odabrani par enzima i nosaca.

4.3.1.1 Imobilizacija preparata Rohalase® SEP-Visco adsorpcijom na nemodifikovanu
nanocelulozu

Mehanizam imobilizacije ksilanaze adsorpcijom na CNC $ematski je prikazan na $emi 3. Sematski
prikaz imobilizacije ksilanaze na CNC pokazuje koje sve interakcije se mogu javiti prilikom
adsorpcije ksilanaze na CNC. Njihov relativni udeo zavisi od uslova imobilizacije, pre svega od pH
vrednosti, koja istovremeno menja ukupno naelektrisanje enzima i stepen disocijacije sulfatnih grupa
nosaca, stoga razmotren je sistematski uticaj pH, pocetne koncentracije proteina i vremena kontakta
na efikasnost imobilizacije (koncentracija imobilisanih proteina (mg/g nosaca) i koncentracija
imobilisane aktivnosti (IU/g nosaca)).
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Sema 3. Sematski prikaz imobilizacije ksilanaze na CNC.

4.3.1.1.1 Uticaj pH vrednosti na efikasnost imobilizacije preparata Rohalase® SEP-Visco
adsorpcijom na CNC

U prvoj fazi ispitivanja imobilizacije adsorpcijom na CNC, pracen je uticaj pH na efikasnost
imobilizacije ksilanaze Rohalase® SEP-Visco na CNC, pri konstantnoj podetnoj koncentraciji
proteina i vremenu kontakta enzima sa nosacem. Cilj je bio da se odredi optimalna pH vrednost
imobilizacije na CNC, pri kojoj se postize §to veca koncentracija imobilisane aktivnosti. Prilikom
izbora pH opsega uzeto je u obzir da je izoelektri¢na tacka ksilanaze na pH 4,2 i da pri pH vrednostima
iznad te vrednosti enzim nosi ukupno negativno naelektrisanje, dok je CNC negativno naelektrisan u
sirokom pH intervalu (iznad pH 3). Oc¢ekivano je da ¢e se najpovoljniji uslovi za adsorpciju postié¢i u
pH opsegu bliskom izoelektri¢noj tacki enzima, gde je elektrostaticko odbijanje izmedu negativno
naelektrisanih grupa prisutnih na povrsini enzima i sulfatnih grupa CNC minimalno, dok veoma niske
ili visoke pH vrednosti nose rizik od denaturacije molekula enzima. Zbog toga je za ispitivanje
odabran opseg pH 4-7.

Naslici 4.7 prikazane su zavisnosti koncentracije imobilisanih proteina (mg/g nosaca) i koncentracije
imobilisane aktivnosti (IU/g nosa¢a) od pH vrednosti pri imobilizaciji izvedenoj u slede¢im uslovima:
pocetna koncentracija proteina od 1000 mg/g nosaca, vreme imobilizacije 0,5 h, Na-acetatni pufer
(pH 4 1 5) odnosno Na-fosfatni pufer (pH 6 1 7).
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Slika 4.7. Uticaj pH vrednosti na: koncentraciju imobilisanih proteina (A) i koncentraciju
imobilisane aktivnosti (B) prilikom imobilizacije Rohalase® SEP-Visco na CNC nosac.
Eksperimentalni uslovi imobilizacije: pocetna koncentracija proteina 1000 mg/g nosaca; 0,1 M Na-
acetatni (pH 4 i 5) ili Na-fosfatni pufer (pH 6 i 7),; vreme imobilizacije 0,5 h.

Koncentracija imobilisanih proteina na CNC dostize maksimum na pH 5 (414 mg/g nosaca), dok se
na pH 4, 6 1 7 vezuje nesto manja koli¢ina proteina (279-323 mg/g nosaca) (Slika 4.7. (A)).
Istovremeno, koncentracija imobilisane aktivnosti je slicnog profila, sa najviSom vrednos¢u na pH 5
(290 IU/g nosaca) i nizim vrednostima na pH 4, 6 1 7 (155-200 IU/g nosaca) (Slika 4.7. (B)).

Maksimalne vrednosti za koncentraciju vezanih proteina i aktivnosti na pH 5 su oc¢ekivane imajuéi u
vidu ¢injenicu da molekuli ksilanaze na ovoj pH, koja je neznatno iznad procenjene izoelektricne
tatke enzima (pl = 4,2), nose blago negativho neto naelektrisanje. Karboksilne grupe
aminokiselinskih ostataka prisutne na povrSini enzima (asparaginska kiselina, pKa = 3,5 1
glutaminska kiselina, pKa = 4,2) su preteZno jonizovane, dok amino grupe aminokiselinskih ostataka
(lizin, arginin, pKa = 10-12) ostaju pozitivno naelektrisane na pH 5 [269]. S obzirom na nisko
negativno neto naelektrisanje, odbojne elektrostatiCke interakcije izmedu negativno naelektrisanih —
OSOs3™ grupa prisutnih na CNC 1 negativno naelektrisanih aminokiselinskih ostataka prisutnih na
povrsini enzima su minimalne, a pozitivno naelektrisani aminokiselinski ostaci, koji se prema 3D
strukturi (Slika 4.6.) nalaze na strani molekula suprotnoj od aktivnog centra, stupaju u privlacne
elektrostaticke interakcije sa —OSOs™ grupama nosaca. Adsorbovani molekuli enzima se u tim
uslovima dodatno stabilizuju formiranjem vodoni¢nih veza izmedu polarnih grupa nosaca 1 enzima.
Nesto niZa koncentracija vezanih proteina na pH 4, uprkos tome §to je izmereni zeta-potencijal
preparata na toj pH vrednosti blizak nuli (Slika 4.5.), moZe se objasniti smanjenom rastvorljivoscu 1
sklono$¢u ka agregaciji molekula enzima u okolini izoelektri¢ne tacke, usled ¢ega je manji udeo
molekula dostupan za vezivanje na povrSinu nosaca.

Na pH vrednostima vi§im od 5 (pH 6 1 7) koncentracija imobilisanih proteina na CNC opada. Molekul
ksilanaze je na pH vrednostima iznad pl ukupno negativno naelektrisan, jer su karboksilne grupe
aminokiselinskih ostataka prisutnih na povrS$ini molekula enzima u potpunosti jonizovane, Sto
pojacava odbojne elektrostatiCke interakcije prema negativno naelektrisanim —OSO3™ grupama CNC
1 oteZava adsorpciju enzima na povrSinu nosaca.

Na pH 5 se ne vezuje samo najveca koli¢ina proteina, ve¢ je 1 najveci udeo enzima u kataliticki
povoljnoj konformaciji i orijentaciji (slika 4.7. (B)), §to implicira da se proporcionalno sa povec¢anjem
koncentracije proteina povecava 1 udeo molekula ksilanaze koji se vezuje u aktivnoj konformaciji.
Pad koncentracije imobilisane aktivnosti na pH vecoj od 5 ukazuje da se molekuli ksilanaze na ovim
pH vrednostima vezuju u nepovoljnoj orijentaciji, pri kojoj pozitivno naelektrisane grupe u blizini
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aktivnog centra dolaze u neposrednu blizinu negativno naelektrisanih grupa nosaca formirajuci
privlacne elektrostaticke interakcije, ¢ime je pristup supstrata aktivnom centru otezan, Sto se direktno
odrazava kroz sniZzenu koncentraciju imobilisane aktivnosti.

Na osnovu prikazanih rezultata, pH 5 je izabrana kao optimalna pH vrednost za adsorpciju ksilanaze
na CNC. Optimalna pH vrednost u skladu je sa literaturnim podacima za adsorpciju ksilanaze na
celuloznim i hitozanskim nosa¢ima jer se pokazalo da je optimalni pH za vezivanje ksilanaze na
vecinu ispitivanih nosaca u opsegu pH 4,5-6 [270-272].

4.3.1.1.2 Efikasnost imobilizacije proteina Rohalase® SEP-Visco na CNC

Posto je odabrana optimalna pH (pH 5), u narednom setu eksperimenata odredivan je kapacitet CNC
nosaca za vezivanje ksilanaze, kao 1 koji odnos izmedu potroSene koli¢ine enzima i postignutog
kapaciteta vezivanja je ekonomski isplativ. PoCetna koncentracija proteina varirana je u opsegu 200—
1000 mg/g nosaca, pri istim ostalim uslovima imobilizacije (pH 5, vreme 1 h), a rezultati za
koncentraciju imobilisanih proteina i prinos imobilizacije proteina prikazani su na slici 4.8.
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Slika 4.8. Uticaj inicijalne koncentracije proteina na: koncentraciju imobilisanih proteina (4) i
prinos imobilizacije proteina (B) prilikom imobilizacije Rohalase® SEP-Visco na CNC.
Eksperimentalni uslovi imobilizacije: inicijalna koncentracija proteina 200, 300, 500, 700 i 1000
mg/g nosaca, 0,1 M Na-acetatni pufer pH 5, vreme imobilizacije 1 h.

Na CNC nanocesticama porast po¢etne koncentracije ksilanaze od 200 do 1000 mg/g nosaca dovodi
do kontinuiranog povecanja koncentracije imobilisanih proteina (mg/g nosaca), od oko 165 mg/g
nosaca pri najmanjoj koncentraciji inicijalno ponudenih proteina (200 mg/g nosaca) do priblizno 440
mg/g nosaca pri najvisoj ponudenoj koncentraciji (1000 mg/g nosaca) (Slika 4.8. (A)). Ovakav trend
ukazuje na visok kapacitet CNC za vezivanje ksilanaze u ispitivanom opsegu, kao i na to da povrSina
nosaca pri najvisoj ponudenoj koncentraciji proteina jo§ uvek nije potpuno zasi¢ena, mada je uocljivo
da se u ispitivanom opsegu priblizavamo potpunom zasi¢enju, posto je razlika u koli¢ini vezanih
proteina izmedu pocetnih koncentracija od 700 1 1000 mg/g nosaca mala.

Istovremeno se, sa porastom pocetne koncentracije ksilanaze, prinos imobilizacije proteina (%) na
CNC smanjuje sa oko 76% pri inicijalnoj koncentraciji proteina od 200 mg/g nosaca na priblizno
43% pri pocetnoj koncentraciji od 1000 mg/g nosaca (Slika 4.8. (B)). Ovakav profil je ocekivan, jer
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pri nizim pocetnim koncentracijama gotovo svi ponudeni molekuli enzima pronalaze slobodna mesta
za vezivanje, pa je prinos imobilizacije proteina visok, dok pri visim poc¢etnim koncentracijama dolazi
do postepenog zasic¢enja povrsine nosaca, te sve ve¢i deo molekula enzima zaostaje u supernatantu
nakon zavrSene imobilizacije.

U praksi se kao optimalna pocetna koncentracija proteina bira 700 mg/g nosaca: pri toj vrednosti
vezano je oko 400 mg proteina po g nosaca, dok se pri pocetnoj koncentraciji od 1000 mg/g nosaca
vezuje svega oko 40 mg/g nosaca vise (440 mg/g nosaca). Stoga, sa stanovista efikasnog iskoris¢enja
enzima i odnosa izmedu pocetne koncentracije proteina i koncentracije stvarno vezanog proteina,
pocetna koncentracija od 700 mg/g nosaca predstavlja najpovoljniji kompromis izmedu visokog
prinosa imobilizacije i zadovoljavaju¢e ukupne koli¢ine imobilisanog enzima, pri ¢emu konacan
izbor optimalne vrednosti zahteva i procenu kataliticke aktivnosti imobilisanog preparata.

4.3.1.1.3 Efikasnost imobilizacije aktivnosti preparata Rohalase® SEP-Visco na CNC

Nakon ispitivanja uticaja inicijalne koncentracije proteina na koncentraciju vezanih proteina prilikom
imobilizacije ksilanaze na CNC, ispitivan je uticaj inicijalne koncentracije proteina na koncentraciju
imobilisane aktivnosti (IU/g nosac¢a) i prinos imobilizacije aktivnosti (%). Rezultati su prikazani na
slici 4.9. Analiziranjem zavisnosti koncentracije imobilisane aktivnosti ksilanaze od inicijalne
koncentracije proteina uocava se da imobilisana aktivnost ksilanaze na CNC ispoljava trend sli¢an
onom uoc¢enom u slucaju koncentracije imobilisanih proteina.
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Slika 4.9. Uticaj inicijalne koncentracije proteina na koncentraciju imobilisane aktivnosti (4) i
prinos imobilizacije aktivnosti (B) prilikom imobilizacije Rohalase® SEP-Visco na CNC.
Eksperimentalni uslovi imobilizacije: inicijalna koncentracija proteina: 200, 300, 500, 700 i 1000
mg/g nosaca, 0,1 M Na-acetatni pufer pH 5, vreme imobilizacije 1 h.

Koncentracija imobilisane aktivnosti ksilanaze (IU/g nosaca) na CNC raste sa porastom pocetne
koncentracije proteina od 200 do 1000 mg/g nosaca, od 145 do oko 285 IU/g nosaca (Slika 4.9. (A)).
Porast imobilisane aktivnosti, medutim, nije proporcionalan porastu pocetne koncentracije proteina
ni u jednom delu ispitivanog opsega. Povecanje pocetne koncentracije sa 200 na 1000 mg/g nosaca
(pet puta) prati porast imobilisane aktivnosti od svega dva puta. Ovakvo ponasanje karakteristi¢no je
za sisteme koji se priblizavaju zasi¢enju vezivnih mesta na nosacu, pri cemu sa povecanjem ponudene
koli¢ine proteina dolazi do progresivnho manje efikasnog iskoriS¢enja dodatih molekula enzima,
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verovatno usled ograni¢enog kapaciteta CNC 1 sternih smetnji kao posledice guSceg pakovanja
enzima na povrs$ini nosaca [271, 273].

Ovaj trend dodatno potvrduje i prinos imobilizacije aktivnosti (Slika 4.9. (B)), koji opada sa 32% pri
pocetnoj koncentraciji proteina od 200 mg/g nosaca na oko 12% pri inicijalnoj koncentraciji od 1000
mg/g nosaca. Ipak, koncentracija imobilisane aktivnosti po gramu nosaca (IU/g nosaca) u celom
ispitivanom opsegu pocetnih koncentracija raste, Sto znaci da dodatno vezani enzimi doprinose
ukupnoj aktivnosti po jedinici mase CNC, iako efikasnost iskoriS¢enja ukupno unete aktivnosti
opada. Posmatrajuéi istovremeno i kapacitet vezivanja i prinos imobilizacije aktivnosti, kao i efikasnu
potros$nje enzima, pocetna koncentracija proteina od 200 mg/g nosaca izdvojena je kao najpovoljnija
za dalje eksperimente, jer obezbeduje najvisi prinos imobilizacije aktivnosti uz zadovoljavajucu
koncentraciju imobilisane aktivnosti na CNC.

43.1.1.4 Kinetika imobilizacije preparata Rohalase® SEP-Visco na CNC

Pored pH 1 pocetne koncentracije proteina, tre¢i parametar u optimizaciji imobilizacije je vreme
kontakta enzima sa nosaCem. Ovaj parametar odreduje koliko brzo se uspostavlja ravnoteza
adsorpcije 1 u kojem trenutku dalje produzavanje procesa prestaje da donosi korist u smislu povecanja
imobilisane aktivnosti. Stoga je na optimalnoj pH vrednosti i po¢etnoj koncentraciji proteina (pH 5,
200 mg/g nosaca) pracena kinetika prinosa imobilizacije proteina i prinosa imobilizacije aktivnosti
tokom 3 h (Slika 4.10).
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Slika 4.10. Uticaj vremena imobilizacije na promenu prinosa imobilizacije proteina (A) i prinosa

imobilizacije aktivnosti (B) tokom imobilizacije Rohalase® SEP-Visco na CNC. Eksperimentalni

uslovi imobilizacije: inicijalna koncentracija proteina 200 mg/g nosaca, 0,1 M Na-acetatni pufer
pH 5; vreme 0-3 h.

Rezultati pokazuju da prinos imobilizacije proteina na CNC nosacu kontinuirano raste tokom celog
ispitivanog perioda (Slika 4.10. (A)), od oko 17% nakon 10 min do priblizno 92% nakon 3 h, pri
c¢emu je porast najizrazeniji u prvih sat vremena sa viSe od 80% vezanih proteina, dok se u kasnijoj
fazi uspostavlja ravnoteza izmedu adsorpcije i desorpcije. Nasuprot tome, maksimalan prinos
imobilizacije aktivnosti (Slika 4.10. (B)) dostiZe se veoma brzo: ve¢ nakon 30 min postize se priblizno
40% aktivnosti, a vrednost se u daljem toku eksperimenta (do 3 h) ne menja znacajno. Ovakav trend
ukazuje da se u pocetnoj fazi imobilizacije najpre vezuju molekuli ksilanaze u aktivnoj konformaciji,
dok se u kasnijim fazama adsorpcije vezuju dodatni molekuli ¢ije vezivanje ne dovodi do
proporcionalnog povecanja ukupne imobilisane aktivnosti, verovatno zbog nepovoljne orijentacije
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prilikom vezivanja ili sternih smetnji koje nastaju kao posledica gusto pakovanih molekula enzima
na povrsini nosaca. Takode, treba imati u vidu da ovaj preparat nije visokog nivoa precis¢enosti, pa
sadrzi i druge enzime pa se moze pretpostaviti i da se u drugoj fazi vise imobiliSu ovi molekuli koji
ne doprinose ksilanaznoj aktivnosti.

Kada je re¢ o postizanju maksimalne koncentracije imobilisane aktivnosti i efikasnog iskoris¢enja
enzima, moze se zakljuciti da je optimalno vreme adsorpcije na CNC u opsegu 30—60 min.
Produzavanje vremena imobilizacije preko 1 h ne dovodi do znacajnog porasta koncentracije
imobilisane aktivnosti po gramu nosaca, iako povecava koncentraciju imobilisanih proteina i prinos
imobilizacije proteina. Brza kinetika uspostavljanja adsorpcione ravnoteze, sa vise od 90% finalne
aktivnosti dostignute u prvih 30 min, konzistentna je sa vrednostima opisanim za adsorpciju enzima
na nosacima visoke specifi¢ne povrsine, gde kratke difuzione putanje izmedu nanocestica i enzima u
rastvoru ubrzavaju uspostavljanje adsorpcione ravnoteze u poredenju sa makroskopskim nosacima
[274]. Slicna brza kinetika imobilizacije opisana je i za ksilanazu imobilisanu na magnetnim
nanocesticama, gde je ravnoteza postignuta u opsegu 30—60 min [275, 276].

4.3.1.2 Imobilizacija preparata Rohalase®™ SEP-Visco adsorpcijom na amino-modifikovanu
nanocelulozu

Imobilizacija ksilanaze adsorpcijom na amino-modifikovanu nanocelulozu (amino-CNC) ispitivana
je sa ciljem da se utvrdi kako uvodenje primarnih amino grupa na povrSinu CNC uti¢e na kapacitet
vezivanja 1 katalitiCku aktivnost imobilisane ksilanaze. Posebna paznja posvecena je uticaju pH
vrednosti na formiranje elektrostatickih interakcija izmedu negativno naelektrisanih grupa na
povrsini enzima i protonovanih amino grupa nosaca, kao i uticaju pocetne koncentracije proteina i
vremena imobilizacije na koncentraciju vezanih proteina i1 aktivnost imobilisanog sistema.
Mehanizam imobilizacije ksilanaze adsorpcijom na amino-CNC Sematski je prikazan na Semi 4.
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Sema 4. Sematski prikaz imobilizacije ksilanaze na amino-CNC

Za razliku od adsorpcije na nemodifikovanu CNC, na amino-CNC se uz vodoni¢ne veze i hidrofobne
interakcije ocekuje 1 izraZenija privlanost izmedu protonovanih amino grupa nosaa i negativno
naelektrisanih povrSinskih oblasti enzima. Ova razlika u dominantnim mehanizmima trebalo bi da se
odrazi 1 na razli¢it pH optimum adsorpcije, $to je razmotreno u nastavku.
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4.3.1.2.1 Uticaj pH vrednosti na adsorpciju preparata Rohalase® SEP-Visco na amino-CNC

Prilikom ispitivanja uticaja pH vrednosti na adsorpciju ksilanaze na amino-CNC koris$¢en je isti opseg
pH vrednosti (4-7) kao 1 za CNC. U tom opsegu amino grupe na povrsini nosaca ostaju pretezno
protonovane (-NH3") [255], pa se razlike u efikasnosti adsorpcije ne mogu pripisati promeni
naelektrisanja nosaca, ve¢ promeni ukupnog naelektrisanja enzima u odnosu na njegovu izoelektri¢nu
tacku (pI oko 4,2).

Na Slici 4.11 prikazane su zavisnosti koncentracije imobilisanih proteina (mg/g nosaca) i1
koncentracije imobilisane aktivnosti (IU/g nosaca) od pH vrednosti prilikom adsorpcije ksilanaze na
amino-CNC, u istim uslovima eksperimenta kao i kod CNC nosaca.
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Slika 4.11. Uticaj pH vrednosti na: koncentraciju imobilisanih proteina (A) i koncentraciju
imobilisane aktivnosti (B) prilikom imobilizacije Rohalase® SEP-Visco na amino-CNC nosacu.
Eksperimentalni uslovi imobilizacije: pocetna koncentracija proteina 1000 mg/g nosaca; 0,1 M Na-
acetatni (pH 4 i 5) ili Na-fosfatni pufer (pH 6 i 7); vreme imobilizacije 0,5 h.

Koncentracija imobilisanih proteina je najvisa na pH 7, nesto niza na pH 5 i 6 i skoro dva puta niza
na pH 4, Sto pokazuje da sa porastom pH vrednosti raste i ukupna koli¢ina vezanog enzima.
Istovremeno, koncentracija imobilisane aktivnosti pokazuje dva izrazena maksimuma: oko 400 [U/g
nosaca na pH 4 i na pH 7, dok je na pH 5 niZa (oko 260 IU/g nosaca), a na pH 6 znacajno niZa (oko
200 IU/g nosaca). Prisustvo dve maksimalne vrednosti aktivnosti ukazuje da se na ove dve pH
ostvaruju razli¢iti dominantni mehanizmi adsorpcije ksilanaze na amino-CNC. Na pH 4, vrednosti
bliskoj izoelektri¢noj tacki ksilanaze (pI = 4,2), ukupno naelektrisanje enzima tezi nuli, pa su odbojne
elektrostatiCke interakcije izmedu enzima i amino-CNC nosaca, koji 1 posle modifikacije zadrzava
neto negativno naelektrisanje, minimalne [274]. Amino grupe na povr$ini nosaca su pri tome u celom
ispitivanom opsegu pH 47 prakti¢no potpuno protonovane (-NH3"), pa razlika u stepenu njihove
protonovanosti nije uzrok razlika u efikasnosti imobilizacije. U tim uslovima dominantan mehanizam
adsorpcije su vodoni¢ne veze[277] izmedu polarnih ostataka enzima i1 povrSine nosaca, kao i
hidrofobne interakcije, dok elektrostaticke interakcije imaju manji doprinos [256]. Na pH 7, ksilanaza
je pretezno negativno naelektrisana 1 uspostavljaju se privlacne elektrostatiCke interakcije sa
protonovanim amino grupama nosaca. Visoka imobilisana aktivnost postignuta na ovom pH (oko 400
IU/g nosaca) pokazuje da je 1 ovaj mehanizam vezivanja efikasan za povoljnu orijentaciju enzima, a
time 1 za dobru kataliticku efikasnost.
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Ipak, pH 4 je odabran kao optimum za dalju optimizaciju iz dva razloga: (1) bliza vrednost
procenjenoj izoelektri¢noj tacki enzima minimizuje ukupno elektrostati¢ko odbijanje izmedu enzima
1nosaca, 1 (2) iako je na obe pH vrednosti koncentracija imobilisane aktivnosti ista, na pH 4 je vezana
znatno niza koncentracija imobilisanih proteina. Ova razlika se najjasnije moze izraziti kao specifi¢na
aktivnost imobilisanog preparata: prilikom imobilizacije na pH 4 specificna aktivnost iznosi 1,6
IU/mg proteina, dok je na pH 7 specifi¢na aktivnost od svega oko 0,9 IU/mg proteina. Drugim recima,
na pH 4 se sli¢an nivo kataliticke aktivnosti ostvaruje uz gotovo dvostruko manju koli¢inu vezanog
enzima, Sto ukazuje na povoljniju orijentaciju i konformaciju imobilisanih molekula ksilanaze.

Na pH 4, amino grupe amino-CNC nosaca su pretezno protonovane (NH3"), $to pojacava
elektrostatiCku privlacnost izmedu nosaca i negativno naelektrisanih grupa na povrsini enzima. Na
pH 5 su amino grupe amino-CNC nosaca i dalje prakti¢no potpuno protonovane, pa se naelektrisanje
nosaca u opsegu pH 4-5 bitno ne menja; razlika u optimalnom pH adsorpcije stoga ne potice od
nosaca, ve¢ od promene naelektrisanja samog enzima. Sli¢an efekat promene optimalnog pH
adsorpcije ka nizim vrednostima nakon uvodenja amino grupa na povrSinu nosaca opisan je i u
literaturi za imobilizaciju na amino-funkcionalizovanim nanocesticama [66, 274, 275]. Na osnovu
dobijenih rezultata za koncentraciju imobilisane aktivnosti (IU/g nosaca) i koncentraciju imobilisanih
proteina (mg/g nosaca) na razli¢itim pH vrednostima, za dalju optimizaciju adsorpcije ksilanaze na
amino-CNC odabran je pH 4.

4.3.1.2.2 Efikasnost imobilizacije proteina preparata Rohalase® SEP-Visco na amino-CNC

U narednom koraku proucavan je uticaj po€etne koncentracije proteina (mg proteina po g nosaca) na
koncentraciju imobilisanih proteina (mg/g nosaca) i prinos imobilizacije proteina (%) prilikom
imobilizacije ksilanaze na amino-CNC pri ¢emu je imobilizacija trajala 1 h. Dobijeni rezultati su
graficki prikazani kao zavisnost koncentracije imobilisanih proteina (mg/g nosaca), i prinos
imobilizacije proteina (%) od pocetne koncentracije ksilanaze (Slika 4.12.).
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Slika 4.12. Uticaj inicijalne koncentracije proteina na: koncentraciju imobilisanih proteina (A) i
prinos imobilizacije proteina (B) prilikom imobilizacije Rohalase® SEP-Visco na amino-CNC.
Eksperimentalni uslovi imobilizacije: inicijalna koncentracija proteina 200, 300, 500, 700 i 1000
mg/g nosaca, 0,1 M Na-acetatni pufer pH 4, vreme imobilizacije 1 h.
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Prilikom imobilizacije ksilanaze na amino-CNC koncentracija imobilisanih proteina raste sa
porastom pocetne koncentracije ksilanaze, od priblizno 155 mg/g nosaca pri najmanjoj inicijalnoj
koncentraciji proteina (200 mg/g nosaca) do oko 263 mg/g nosaca pri najvecoj inicijalnoj
koncentraciji (1000 mg/g nosaca) (Slika 4.12. (A)). Pri tome se uocavaju tri karakteristi¢ne faze. U
prvoj fazi, u opsegu od 200 do 300 mg/g nosaca, prisutan je nagli porast vezivanja molekula enzima,
$to ukazuje na to da su dostupna mesta na nosacu jos uvek daleko od zasi¢enja. U drugoj fazi, u
opsegu od 300 do 700 mg/g nosaca, porast se nastavlja, ali postaje postepeniji 1 skoro linearan, Sto
ukazuje na stabilno vezivanje bez ograni¢enja difuzijom. U trecoj fazi, u opsegu od 700 do 1000 mg/g
nosaca, kriva se izravnava i dostize se najveca koncentracija vezanog proteina (oko 260-270 mg/g
nosaca), uz istovremeno vecu standardnu devijaciju, $to ukazuje na priblizavanje zasi¢enju nosaca.
Na osnovu prikazanih rezultata moze se zakljuciti da je maksimalni kapacitet ovog nosaca za
vezivanje ksilanaze oko 260 mg/g nosaca.

Istovremeno, prinos imobilizacije proteina na amino-CNC opada sa oko 77% pri pocetnoj
koncentraciji proteina od 200 mg/g nosaca na priblizno 27% pri inicijalnoj koncentraciji od 1000
mg/g nosaca (Slika 4.12. (B)). To znaci da se pri viSim pocetnim koncentracijama znacajan deo
ponudenih molekula proteina ne vezuje za nosaé, jer preostaje sve manje dostupnih mesta za
imobilizaciju, pa ve¢i deo molekula enzima ostaje u supernatantu nakon zavrSene imobilizacije.
Smanjenje prinosa imobilizacije sa porastom pocetne koncentracije proteina je ocekivano, ali je u
ovom slucaju izrazeno (Cetvorostruka razlika izmedu najnize 1 najviSe koncentracije ponudenih
proteina) §to dodatno potvrduje da je dostignut nivo blizak maksimalnom kapacitetu nosaca za
vezivanje ksilanaze.

4.3.1.2.3 Efikasnost imobilizacije aktivnosti preparata Rohalase® SEP-Visco na amino-CNC

Da bi se ispitalo kako koli¢ina vezanog proteina uti¢e na katalitiCku efikasnost sistema, odredene su
koncentracija imobilisane aktivnosti (IU/g nosaca) i prinos imobilizacije aktivnosti (%) u zavisnosti
od pocetne koncentracije proteina (mg/g nosaca). Na Slici 4.13. prikazane su vrednosti koncentracije
imobilisane aktivnosti ksilanaze (IU/g nosaca) i prinosa imobilizacije aktivnosti (%) za razlicite
pocetne koncentracije enzima.
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Slika 4.13. Uticaj inicijalne koncentracije proteina na koncentraciju imobilisane aktivnosti (A) i
prinos imobilizacije aktivnosti (B) prilikom imobilizacije Rohalase® SEP-Visco na amino-CNC.
Eksperimentalni uslovi imobilizacije: inicijalna koncentracija proteina: 200, 300, 500, 700 i 1000
mg/g nosaca, 0,1 M Na-acetatni pufer pH 4, vreme imobilizacije 1 h.
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Na amino-CNC nosacu koncentracija imobilisane aktivnosti ksilanaze (IU/g nosaca) raste u celom
ispitivanom opsegu pocetnih koncentracija proteina, od oko 235 IU/g nosaca pri pocetnoj
koncentraciji proteina od 200 mg/g nosaca do priblizno 420 IU/g nosaca pri inicijalnoj koncentraciji
od 1000 mg/g nosaca (Slika 4.13. (A)). Blago povecanje aktivnosti je izrazeno kroz Citav opseg
ispitivanih vrednosti, sa platoom pri koncentracijama proteina od 500 i 700 mg/g nosaca, nakon ¢ega
dolazi do skoka aktivnosti sa 310 IU/g nosaca na 420 IU/g nosaca, koliko je izmereno pri najvecoj
ponudenoj koncentraciji proteina. Prikazani trend imobilizacije ksilanaze i njene ispoljene kataliticke
aktivnosti pri razliitim inicijalnim koncentracijama proteina ukazuje da se sa porastom pocetne
koncentracije proteina do 700 mg/g nosaca blago raste i koli¢ina vezanih proteina kao 1 broj katalitic¢ki
funkcionalnih molekula na povr$ini amino-CNC pa se moze zakljuciti da vecina vezanih molekula
se nalazi u kataliticki aktivnoj konformaciji. Uoceni skok katalitiCke aktivnosti pri najvecoj
ponudenoj koncentraciji proteina, a pri ¢emu koli¢ina vezanih molekula enzima nije zna¢ajno porasla
moze biti posledica reorijentacije vezanih molekula ¢ime je prilaz supstrata aktivnom centru olaksan.
Prinos imobilizacije aktivnosti (%) opada sa porastom pocetne koncentracije proteina, sa priblizno
49% pri pocetnoj koncentraciji proteina od 200 mg/g nosaca na oko 18% pri inicijalnoj koncentraciji
od 1000 mg/g nosaca (Slika 4.13. (B)). Drugim re¢ima, ukupna koncentracija imobilisane aktivnosti
po jedinici mase amino-CNC kontinuirano raste sa porastom pocetne koncentracije proteina, ali sa
progresivno manjom efikasnos$cu iskori§éenja inicijalno unete aktivnosti na pocetku imobilizacije. 1z
ugla prakti¢ne primene, to znaci da visoke pocetne koncentracije proteina dovode do nepotrebno
velike potrosnje enzima uz relativno skroman prirast aktivnosti po gramu nosaca.

Zbog toga je, posmatrajuci istovremeno koncentraciju imobilisanih proteina, koncentraciju
imobilisane aktivnosti i prinose imobilizacije proteina i aktivnosti, pocetna koncentracija enzima od
200 mg/g nosaca izabrana kao optimalna u daljim eksperimentima za imobilizaciju ksilanaze na
amino-CNC. Ova vrednost obezbeduje relativno visok prinos imobilizacije aktivnosti i imobilisane
aktivnosti po gramu nosaca, uz 77% vezanih proteina od inicijalno ponudenih.

4.3.1.2.4 Kinetika adsorpcije preparata Rohalase® SEP-Visco na amino-CNC

Da bi se utvrdilo da li uvodenje primarnih amino grupa na povrSinu CNC ima uticaj na proces
imobilizacije ksilanaze na nanocelulozu, kinetika adsorpcije ksilanaze na amino-CNC ispitana je pri
optimalnim uslovima (pH 4, pocetna koncentracija proteina 200 mg/g nosaca) u toku 3 h. Promene
prinosa imobilizacije proteina i prinosa imobilizacije aktivnosti u zavisnosti od vremena prikazane
su na slici 4.14.
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Slika 4.14. Uticaj vremena imobilizacije na promenu prinosa imobilizacije proteina (A) i prinosa
imobilizacije aktivnosti (B) tokom imobilizacije Rohalase® SEP-Visco na amino-CNC.
Eksperimentalni uslovi imobilizacije: inicijalna koncentracija proteina 200 mg/g nosaca; 0,1 M Na-
acetatni pufer pH 4, vreme 0-3 h.

Rezultati pokazuju da se na amino-CNC ve¢ nakon 30 minuta vezuje priblizno polovina ponudenih
proteina, dok se nakon 1 h dostize prinos imobilizacije proteina od oko 77%, u saglasnosti sa
vredno$¢u dobijenom u koncentracionoj seriji pri istoj pocetnoj koncentraciji proteina i istom
vremenu imobilizacije (Slika 4.12. (B)), a posle 3 h vrednosti se priblizavaju punom zasi¢enju sa
blizu 95% vezanih proteina (Slika 4.14. (A)). Prinos imobilizacije aktivnosti takode veoma brzo
dostize maksimalne vrednosti: priblizno 50% ukupne pocetne aktivnosti je imobilisano ve¢ nakon 30
minuta, a zatim se prinos aktivnosti tokom daljeg trajanja eksperimenta prakti¢éno ne menja znacajno
(Slika 4.14. (B)).

Ovakav profil ukazuje da se u ranoj fazi adsorpcije vezuju molekuli ksilanaze koji su kataliticki
aktivni, dok se u kasnijim fazama na povrSinu amino-CNC uglavnom vezu dodatni molekuli ¢ije
prisustvo ne dovodi do proporcionalnog povecanja ukupne imobilisane aktivnosti, verovatno zbog
nepovoljne orijentacije prilikom vezivanja ili pojave sternih smetnji zbog gustog pakovanja molekula
proteina na povrsini nosaca. U kontekstu efikasnosti procesa, moze se zakljuciti da je za postizanje
maksimalne koncentracije imobilisane aktivnosti na amino-CNC dovoljno vreme imobilizacije od
30-60 minuta, dok produzavanje vremena do 3 h prvenstveno povecava koncentraciju imobilisanih
proteina, ali bez znacajnog porasta aktivnosti po gramu nosaca.

4.3.1.3 Uporedna analiza adsorpcije preparata Rohalase® SEP-Visco na CNC i amino-CNC

Imobilizacija ksilanaze na CNC 1 amino-CNC odvija se adsorpcijom, ali se mehanizmi razlikuju zbog
prisustva primarnih amino grupa na povrsini amino-CNC, koje menjaju povrSinsko naelektrisanje 1
tip dominantnih interakcija sa enzimom. Ova razlika se ogleda i u pH-zavisnosti: dok se pri
imobilizaciji na CNC maksimum imobilisane aktivnosti postize na pH 5, gde je enzim, neposredno
iznad svoje izoelektri¢ne tacke (pl oko 4,2), jo§ uvek slabo negativno naelektrisan, pa preovladuju
vodoni¢ne veze, uz doprinos hidrofobnih i van der Valsovih interakcija, preparat amino-CNC—
ksilanaza ispoljava dva maksimuma: na pH 4, vrednosti najblizoj izoelektri¢noj tacki, gde su
elektrostaticke interakcije najslabije a vezivanje se ostvaruje pretezno vodoni¢nim vezama, uz

76



doprinos hidrofobnih interakcija i na pH 7 (privlacne elektrostaticke interakcije izmedu negativno
naelektrisanih grupa enzima i protonovanih amino grupa nosaca).

Dva nosaca razlikuju se 1 po kapacitetu i po katalitickoj efikasnosti vezanog enzima. Na
nemodifikovanoj CNC ostvaruje se znatno veci kapacitet vezivanja proteina (do 440 naspram 260
mg/g nosaca) i visi prinos imobilizacije proteina u celom ispitivanom opsegu, zahvaljuju¢i homogeno
rasporedenim —OH i —OSO3" grupama koje omogucavaju veliki broj vodoni¢nih veza i povoljnih
elektrostatiCkih interakcija po celoj povrSini. Kod amino-CNC, gusto rasporedene pozitivno
naelektrisane amino grupe favorizuju jace pojedinacne interakcije, ali mogu dovesti do ranog
»Zakljucavanja* enzima u orijentacijama koje sterno blokiraju susedna vezivna mesta, ¢cime se ukupni
kapacitet smanjuje. Ostvarene koncentracije imobilisanih proteina na oba nosaca (do 260, odnosno
440 mg/g nosaca) prevazilaze literaturno opisane vrednosti za nanocelulozne nosace (tipicno 20-280
mg/g nosaca) [272, 275, 278].

Iako koncentracija imobilisane aktivnosti po gramu nosaca i prinos imobilizacije aktivnosti pruzaju
uvid u efikasnost vezivanja, oni ne razdvajaju doprinos vezivanja vece koli¢ine vezanog enzima od
doprinosa povoljnije orijentacije pojedinacnih molekula. Da bi se ova dva efekta razdvojila,
izraCunata je specifi¢na aktivnost ksilanaze (IU po mg vezanih proteina) za oba nosaca u zavisnosti
od vremena imobilizacije, ¢ime je omoguceno poredenje kataliticke efikasnosti vezanih molekula
enzima na CNC i amino-CNC (Slika 4.15).
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Slika 4.15. Promena specificne aktivnosti Rohalase® SEP-Visco imobilisane na CNC i amino-CNC

u zavisnosti od vremena imobilizacije. Eksperimentalni uslovi imobilizacije: pocetna koncentracija

proteina 200 mg/g nosaca;, CNC — 0,1 M Na-acetatni pufer pH 5; amino-CNC — 0,1 M Na-acetatni
pufer pH 4; vreme imobilizacije 03 h.

Klju¢na razlika izmedu dva nosaca najjasnije se ogleda u specifi€noj aktivnosti imobilisanog
preparata, koja razdvaja doprinos koli¢ine vezanog enzima od doprinosa njegove orijentacije.
Specifi¢na aktivnost ksilanaze adsorbovane na amino-CNC visa je nego na nemodifikovanoj CNC
(1,54 naspram 0,91 IU/mg proteina), Sto ukazuje na povoljniju orijentaciju vezanih molekula. Ovo se
moZze objasniti rasporedom naelektrisanja na povrsini enzima (Slika 4.6.): pozitivno naelektrisane
grupe nalaze se pretezno na strani suprotnoj od aktivnog centra, dok su u njegovoj neposrednoj blizini
negativno naelektrisane grupe. Na dominantno negativnoj povrsini CNC, elektrostaticko odbijanje
izmedu nosaca 1 negativnih grupa oko aktivnog centra mozZe nametnuti rigidnu konformaciju i lokalna
naprezanja, uz posledi¢ni gubitak aktivnosti. Kod amino-CNC, protonovane amino grupe ublazavaju
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to odbijanje 1 stvaraju heterogenu povrsinu sa vise tipova lokalnih interakcija, Sto omogucava veci
udeo molekula kod kojih aktivni centar ostaje pristupacan supstratu [270, 271, 279].

Kinetika adsorpcije slicna je na oba nosaca: kataliticki aktivni molekuli enzima vezuju se brzo (prinos
imobilizacije aktivnosti dostize 40% na CNC i 50% na amino-CNC ve¢ nakon 30 min i potom ostaje
prakti¢no nepromenjen), dok prinos imobilizacije proteina nastavlja da raste do 90-95% nakon 3 h.
To znaci da se u kasnijim fazama vezuju dodatni molekuli koji ne doprinose ukupnoj aktivnosti, pa
produzavanje imobilizacije preko 30 min povecava koli¢inu vezanog enzima bez proporcionalnog
porasta aktivnosti.

Poredenje dva nosaca pokazuje da CNC obezbeduje vec¢i ukupni kapacitet vezivanja, dok se na
amino-CNC dobija preparat viSe specifi¢ne aktivnosti, §to ukazuje na to da se na amino-CNC vezuje
veci udeo kataliticki aktivnih komponenti preparata. Postignute koncentracije imobilisanih proteina
na CNC (do 440 mg/g nosaca) vise su od vrednosti opisanih za funkcionalizovane grafen-oksidne
magnetne nanocestice (273 mg/g nosaca) [280] 1 za magnetne nanocestice aktivirane cijanur-
hloridom (280 mg/g nosaca) [276]. Uz uporediv ili veci kapacitet, nanocelulozni nosaci se dobijaju
iz obnovljivih sirovina, bez metalnih oksida i organskih rastvaraca, i imaju povoljniji toksikoloski i
ekoloski profil za primenu u prehrambenoj industriji [27, 276, 280].

Iako adsorpcija na CNC 1 amino-CNC omogucava visok kapacitet vezivanja i znacajnu imobilisanu
aktivnost, stabilnost ovih sistema ograni¢ena je reverzibilnom prirodom vezivanja i mogu¢om
desorpcijom enzima prilikom promene uslova procesa (pH, jonska jacina, povrSinski aktivne
supstance). Zbog toga je u nastavku ispitana kovalentna imobilizacija ksilanaze na Ox-CNC i
glutaraldehidom aktiviranu amino-CNC, radi dobijanja stabilnijih preparata u kojima je enzim vezan
ireverzibilnim kovalentnim vezama, uz $to manji gubitak kataliticke aktivnosti.

4.3.1.4 Kovalentna imobilizacija preparata Rohalase® SEP-Visco na oksidovanu nanocelulozu

Nakon detaljne analize imobilizacije ksilanaze adsorpcijom na CNC i amino-CNC, u nastavku rada
proucavana je imobilizacija ksilanaze kovalentnim vezivanjem na oksidovane nanocestice celuloze
(Ox-CNC). Cilj ovog dela istrazivanja je dobijanje stabilnog kovalentno imobilisanog preparata
ksilanaze za reakciju hidrolize ksilana 1 dobijanje XOS, sa §to ve¢im prinosom imobilisane aktivnosti
1 minimalnom mogu¢noscu desorpcije enzima, $to bi Cinilo ovaj preparat pogodnim za upotrebu u
viSe reakcionih ciklusa. Ox-CNC predstavlja modifikovanu verziju nanoceluloze na ¢ijoj povrsini se
nalaze aldehidne grupe uvedene perjodatnom oksidacijom anhidroglukoznih jedinica, koje
omogucavaju direktnu reakciju sa primarnim amino grupama na povrsini ksilanaze. Kao §to je ve¢
napomenuto, na taj na¢in formiraju se Sifove baze, odnosno iminske veze izmedu Ox-CNC i enzima,
pri ¢emu u pocetnoj fazi kontakta i dalje ucestvuju vodoni¢ne veze i druge slabe interakcije
karakteristi¢ne za adsorpciju.

Na osnovu literaturno dostupnih podataka o protokolima imobilizacije enzima na nosace sa
aldehidnim grupama, kao 1 prethodno odredene vrednosti Zeta-potencijala ovog enzimskog preparata
1 prouc¢avanjem njegove 3D strukture koja ukazuje na raspodelu lizinskih ostataka preteZzno na strani
suprotnoj od aktivnog centra, za kovalentnu imobilizaciju na Ox-CNC izabran je Na-karbonatni pufer
pH 9,5. Na ovoj pH vrednosti, zna¢ajan udeo amino grupa enzima nalazi se u deprotonovanom obliku
(-NH>), $to omogucava nukleofilni napad na aldehidne grupe nosaca i formiranje Sifove baze [18].
lako pojedinacna iminska veza u vodenom rastvoru podleze reverzibilnoj hidrolizi, stabilnost
imobilizacije ostvaruje se kroz ,,multipoint* vezivanje enzima preko viSe lizinskih aminokiselinskih
ostataka za susedne aldehidne grupe na povr$ini nosaca [18, 281, 282]. Redukcija sa NaBH4 koja se
cesto koristi je namerno izostavljena kako bi se izbegla potencijalna deaktivacija enzima izazvana
redukcionim sredstvom. Mehanizam kovalentnog vezivanja ksilanaze na Ox-CNC Sematski je
prikazan na Semi 5.
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Sema 5. Sematski prikaz imobilizacije ksilanaze na Ox-CNC

Sematski prikaz pokazuje da se imobilizacija ksilanaze na Ox-CNC istovremeno odvijaja
formiranjem dva tipa interakcija: kovalentno vezivanje preko Sifovih baza i prateée slabe interakcije
sa preostalim hidroksilnim grupama na povrsini Ox-CNC. U narednim potpoglavljima bi¢e razmatran
uticaj pocetne koncentracije proteina i vremena imobilizacije na efikasnost procesa imobilizacije
ksilanaze na Ox-CNC.

4.3.1.4.1 Efikasnost imobilizacije proteina preparata Rohalase® SEP-Visco na Ox-CNC

Posto kovalentno vezivanje preko Sifovih baza zahteva istovremeno prisustvo dovoljnog broja
molekula proteina u rastvoru i raspolozivih aldehidnih grupa na povrsini Ox-CNC, varirana je pocetna
koncentracija proteina u opsegu 200—800 mg/g nosaca pri konstantnoj pH vrednosti i vremenu
imobilizacije. Na slici 4.16 prikazane su zavisnosti koncentracije imobilisanih proteina (mg/g nosaca)
1 prinosa imobilizacije proteina (%) od pocetne koncentracije ksilanaze (mg/g nosaca).
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Slika 4.16. Uticaj inicijalne koncentracije proteina na: koncentraciju imobilisanih proteina (A) i
prinos imobilizacije proteina (B) prilikom imobilizacije Rohalase® SEP-Visco na Ox-CNC.

Eksperimentalni uslovi imobilizacije: inicijalna koncentracija proteina: 200, 400, 600 i 800 mg/g
nosaca, 0,1 M Na-karbonatni pufer pH 9,5 Ox-CNC; vreme imobilizacije 18 h.

Sa povecanjem pocetne koncentracije proteina sa 200 na 800 mg/g nosaca Ox-CNC, koncentracija
imobilisanih proteina kontinuirano raste, od priblizno 170 mg/g nosaca do oko 230 mg/g nosaca
(Slika 4.16. (A)). Povecanje inicijalne koncentracije ksilanaze omogucava dodatno popunjavanje
preostalih slobodnih mesta za vezivanje na povrsini Ox-CNC, pri ¢emu se postepeno dostize zasi¢enje
nosaca molekulima enzima sa oko 230 mg/g nosaca. Na zasi¢enje ukazuje i to $to porast koncentracije
imobilisanih proteina nije proporcionalan porastu pocetne koncentracije.

Istovremeno, prinos imobilizacije proteina opada sa oko 84% pri pocetnoj koncentraciji od 200 mg/g
nosaca na priblizno 29% pri koncentraciji od 800 mg/g nosaca (Slika 4.16. (B)). Na najnizoj pocetnoj
koncentraciji ksilanaze raspoloziva mesta na povr§ini mogu da prime gotovo sve ponudene molekule
enzima, dok pri viSim inicijalnim koncentracijama za sve ve¢i deo molekula proteina nema slobodnih
mesta za vezivanje, pa oni ostaju u supernatantu nakon zavrsene imobilizacije. Na najvis§im pocetnim
koncentracijama (600-800 mg/g nosaca) raste i verovatnoa gustog pakovanja i formiranja
viSeslojnog rasporeda molekula enzima na povrSini Ox-CNC. Pri tome jedan deo molekula, iako
dolazi u kontakt sa povrSinom nanocestica, ostaje vezan adsorpcijom bilo za sam nosac, bilo za ve¢
vezane molekule enzima pri ¢emu se na osnovu ovih rezultata jo§ uvek ne moze razdvojiti udeo
molekula vezanih kovalentno (preko aldehidnih grupa nosaca) od onih vezanih adsorpcijom, ali ovaj
odnos Ce biti analiziran u nastavku ovog rada.

Zbog toga se, sa stanovista efikasne primene enzima, kao povoljniji opseg pocetnih koncentracija za
imobilizaciju ksilanaze na Ox-CNC izdvajaju nize i srednje vrednosti, od 200 do 400 mg/g nosaca,
gde se postize visok kapacitet vezanih proteina uz relativno visok prinos imobilizacije. To znaci da
se pri nizim pocetnim koncentracijama vecina ponudenih molekula proteina vezuje na nosac, dok pri
vi§im koncentracijama sve ve¢i udeo enzima ostaje u rastvoru, usled zasi¢enja dostupnih povrsinskih
mesta 1 stvaranja gustog proteinskog sloja.
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4.3.1.4.2 Efikasnost imobilizacije aktivnosti preparata Rohalase® SEP-Visco na Ox-CNC

Da bi se utvrdilo kako se promene u koncentraciji imobilisanih proteina pri kovalentnom vezivanju
odrazavaju na kataliticku efikasnost dobijenog preparata, odredena je koncentracija imobilisane
aktivnosti 1 prinos imobilizacije aktivnosti pri konstantnim eksperimentalnim uslovima (Slika 4.17).
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Slika 4.17. Uticaj inicijalne koncentracije proteina na koncentraciju imobilisane aktivnosti (4) i
prinos imobilizacije aktivnosti (B) prilikom imobilizacije Rohalase® SEP-Visco na Ox-CNC.
Eksperimentalni uslovi imobilizacije: inicijalna koncentracija proteina: 200, 400, 600 i 800 mg/g
nosaca, 0,1 M Na-karbonatni pufer pH 9,5 (Ox-CNC), vreme imobilizacije 18 h.

Sa porastom pocetne koncentracije proteina od 200 do 800 mg/g nosaca, koncentracija imobilisane
aktivnosti ksilanaze na Ox-CNC raste od oko 245 IU/g nosaca pri inicijalnoj koncentraciji proteina
od 200 mg/g nosaca do priblizno 425 IU/g nosaca pri pocetnoj koncentraciji od 800 mg/g nosaca
(Slika 4.17. (A)). Ovaj porast koncentracije imobilisane aktivnosti je nesto izrazeniji nego u slucaju
koncentracije imobilisanih proteina, $to znaci da dodatno vezani molekuli proteina iz enzimskog
preparata doprinose ukupnoj aktivnosti enzima po gramu Ox-CNC.

Prinos imobilizacije aktivnosti opada sa oko 50% pri najnizoj pocetnoj koncentraciji (200 mg/g
nosaca) na 23% pri inicijalnoj koncentraciji od 800 mg/g nosaca (Slika 4.17. (B)). Ovakav trend
sli¢an je onome dobijenom za prinos imobilizacije proteina gde sa porastom pocetne koncentracije
sve veci deo ukupno dostupnih molekula enzima na poc€etku imobilizacije ostaje u rastvoru i ne
ucestvuje u reakciji imobilizacije. Ipak, apsolutna koncentracija imobilisane aktivnosti po jedinici
mase Ox-CNC 1 dalje raste, Sto pokazuje da je 1 na viSim pocetnim koncentracijama deo enzima se
dodatno veze i kataliticki je efikasan, iako ukupan procenat iskoris¢enja pocetno unete aktivnosti
opada.

Na osnovu uporedog posmatranja koncentracije imobilisanih proteina i koncentracije imobilisane
aktivnosti moze se zakljuciti da je kovalentnu imobilizaciju ksilanaze na Ox-CNC najpovoljnije raditi
pri nizim pocetnim koncentracijama proteina kao $to je 200 mg/g nosaca. Na niZzim inicijalnim
koncentracijama proteina postizu se visoke vrednosti imobilisane aktivnosti uz relativno visok prinos
imobilizacije aktivnosti, dok dalji porast pocetne koncentracije proteina dovodi pre svega do
smanjenja efikasnosti iskoriS¢enja unete aktivnosti slobodne ksilanaze na pocetku procesa
imobilizacije, uz umeren prirast koncentracije imobilisane aktivnosti po gramu nosaca.
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4.3.1.4.3 Kinetika kovalentne imobilizacije preparata Rohalase® SEP-Visco na Ox-CNC

Vreme imobilizacije je drugi parametar koji utice na efikasnost kovalentnog vezivanja enzima za
nosac koji na povrsini ima aldehidne grupe: prekratko vreme moZe znaditi da se Sifove baze ne stignu
formirati u dovoljnom broju, dok predugo vreme bez praktiCnog znacaja u pogledu prinosa
imobilisane aktivnosti smanjuje efikasnost procesa dobijanja imobilisanog enzimskog preparata.
Stoga je pri optimalnoj pocetnoj koncentraciji od 200 mg/g nosaca pracena kinetika prinosa
imobilizacije proteina i prinosa imobilizacije aktivnosti tokom 18 h (Slika 4.18).
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Slika 4.18. Uticaj vremena imobilizacije na promenu prinosa imobilizacije proteina (A) i prinosa
imobilizacije aktivnosti (B) prilikom imobilizacije Rohalase® SEP-Visco na Ox-CNC.
Eksperimentalni uslovi imobilizacije: inicijalna koncentracija proteina: 200 mg/g nosaca, 0,1 M
Na-karbonatni pufer pH 9,5 (Ox-CNC); vreme imobilizacije 0-18 h.

Prinos imobilizacije proteina na Ox-CNC brzo raste u prvih nekoliko sati imobilizacije. Ve¢ nakon 1
h vezano je oko 40% ukupno ponudenog proteina, nakon 3 h prinos dostize priblizno 70%, a posle 5
h prelazi 80% (Slika 4.18. (A)). ProduZavanje vremena imobilizacije sa 5 h na 18 h ne dovodi do
zapazenog povecanja prinosa proteina. Prinos imobilizacije aktivnosti ksilanaze na Ox-CNC takode
raste sa vremenom: posle 1 h iznosi oko 30%, nakon 3 h priblizno 45%, a posle 5 h dostize 50-52%
(Slika 4.18. (B)). Ni ovde produZavanje vremena imobilizacije do 18 h ne dovodi do znac¢ajnog daljeg
povecanja prinosa aktivnosti, $to znac¢i da se najve¢i deo molekula ksilanaze u kataliticki aktivnoj
konformaciji veze ve¢ u periodu od 3 do 5 h.

Poredenjem promena prinosa proteina i prinosa aktivnosti moze se zakljuciti da se kataliticki aktivni
molekuli enzima vezuju u ranijim fazama procesa, dok kasnije preovladuje vezivanje dodatnih
molekula koji u manjoj meri doprinose ukupnoj imobilisanoj aktivnosti. Vreme imobilizacije od 5 h
predstavlja dobar kompromis, jer se u tom intervalu postize visok prinos imobilizacije proteina i
gotovo maksimalan prinos imobilisane aktivnosti, dok dalje produzavanje do 18 h donosi samo
neznatan porast prinosa proteina bez znacajnog povecanja aktivnosti.

4.3.1.4.4 Desorpcija preparata Rohalase® SEP-Visco imobilisanog na Ox-CNC

Visok prinos imobilizacije proteina i aktivnosti dobijen u prethodnim eksperimentima ne govori
koliki udeo vezanih molekula enzima je formiralo kovalentne interakcije, a koliki udeo njih je samo
adsorbovan na povrSinu Ox-CNC. Da bi se ova dva doprinosa razdvojila, primenjen je standardni
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desorpcioni tretman, kombinacija visoke jonske jacine (1 M CaCly) 1 nejonskog deterdZenta (1% (v/v)
Triton X-100), koji efikasno dovodi do raskidanja slabih elektrostatickih i hidrofobnih interakcija, ali
ne utice na uspostavljene kovalentne veze [219, 281].

Tretman desorpcijom je izveden na imobilisanim preparatima dobijenim nakon 3 h i 5 h imobilizacije
ksilanaze na Ox-CNC. Nakon tretmana CaCl,/Triton X-100 rastvorom, na preparatu dobijenom posle
3 h imobilizacije detektovano je 63% pocetno imobilisane aktivnosti. Nakon tretmana ksilanaze
imobilisane na Ox-CNC tokom 5 h detektovana je visa rezidualna aktivnost od oko 90%. Ovi rezultati
pokazuju da se sa produzenjem vremena imobilizacije poveéava udeo enzima koji je ireverzibilno
kovalentno vezan na Ox-CNC, dok se udeo enzima vezan slabijim elektrostatickim i hidrofobnim
interakcijama smanjuje. Visok udeo rezidualne aktivnosti nakon desorpcije ukazuje da je dominantan
mehanizam vezivanja ksilanaze na Ox-CNC kovalentna imobilizacija. Niza rezidualna aktivnost
nakon 3 h u odnosu na 5 h imobilizacije takode ukazuje i da se u ranim fazama procesa na povrsini
nanocestica enzimi vezuju putem adsorpcije, a da se tokom vremena nesto sporije formiraju stabilnije
kovalentne interakcije ¢iji udeo raste do ¢ak 90%.

Rezultati ispitivanja efikasnosti imobilizacije proteina i aktivnosti, kao 1 kinetike procesa, pokazuju
da je Ox-CNC efikasan nosa¢ za kovalentnu imobilizaciju ksilanaze u alkalnim uslovima. Sa
porastom pocetne koncentracije proteina rastu koncentracija imobilisanih proteina i imobilisane
aktivnosti po gramu nosac¢a, dok prinos imobilizacije proteina i aktivnosti opada, §to je oCekivano
kada je broj reaktivnih mesta na nosacu konacan. Ovakvo ponaSanje moze se povezati sa gustinom
aldehidnih grupa na povrsini Ox-CNC: postignuti stepen oksidacije od 32% odgovara sadrzaju
aldehidnih grupa od priblizno 3,9 mmol/g nosaca, budu¢i da potpuna oksidacija jedne glukozne
jedinice daje dve aldehidne grupe, Sto Ox-CNC svrstava medu nosace sa visokom gustinom
reaktivnih mesta. Ova vrednost je priblizno Cetiri puta veéa od praga pri kome se, prema literaturi,
koli¢ina kovalentno vezanog enzima zasicuje sa daljim porastom stepena oksidacije (3,9 naspram
priblizno 1,0 mmol/g nosaca, odnosno oko 8 oksidovanih glukoznih jedinica na 100 jedinica glukoze)
[278], pa broj aldehidnih grupa u ovom slucaju na povrsini nije ogranicavajuci faktor za vezivanje
enzima. Drugim refima, uoceni pad prinosa imobilizacije na viSim pocetnim koncentracijama
proteina ne potic¢e od nedostatka aldehidnih grupa, ve¢ od odnosa izmedu koli¢ine ponudenog enzima
1 dostupne povrSine nosaca: na niskim koncentracijama gotovo svi ponudeni molekuli pronalaze
slobodno reaktivno mesto 1 prinos je visok, dok na visokim koncentracijama povrSina postaje
prostorno zasi¢ena molekulima enzima, uz pojavu sternih ogranicenja, nezavisno od toga $to
slobodnih aldehidnih grupa joS uvek ima [283].

Analiza kinetike imobilizacije pokazuje da se najve¢i deo kataliticki aktivnih molekula vezuje u prvih
nekoliko sati, pri cemu vreme imobilizacije od oko 5 h obezbeduje visok prinos imobilisane aktivnosti
uz efikasno iskori§¢enje enzima. Desorpcija potvrduje da vec¢i deo imobilisane aktivnosti potice od
kovalentnog vezivanja ksilanaze na Ox-CNC, posebno kod sistema dobijenih posle duzeg vremena
imobilizacije. Na osnovu toga moZze se zakljuciti da je Ox-CNC pogodan nosa¢ za formiranje
stabilnih imobilisanih biokatalitickih sistem ksilanaze sa visokim udelom kovalentno vezane
aktivnosti.

4.3.1.5 Kovalentna imobilizacija preparata Rohalase® SEP-Visco na GA-aktiviranu amino-
modifikovanu nanocelulozu

Kovalentna imobilizacija ksilanaze Rohalase® SEP-Visco na glutaraldehidom aktiviranu amino-CNC
sprovedena je sa ciljem da se ispita kako uvodenje ,,mosta* izmedu enzima i nosaca uti¢e na kapacitet
vezivanja, kataliticku aktivnost i udeo ireverzibilno vezanog enzima. Sematski prikaz mehanizma
imobilizacije ksilanaze na GA-amino-CNC dat je na Semi 6. GA-amino-CNC nastaje tretiranjem
glutaraldehidom amino-CNC nosaca, koji je ve¢ pokazao potencijal za imobilizaciju ksilanaze
adsorpcijom, pri ¢emu nastaju bifunkcionalni glutaraldehidni mostovi koji omogucavaju
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ireverzibilno povezivanje amino grupa prisutnih na povrSini nosata sa amino grupama
aminokiselinskih ostataka enzima.

Vodoni¢ne veze
—=—- Elektrostaticke interakcije
— Kovalentne veze

Sema 6. Sematski prikaz imobilizacije ksilanaze na GA-amino-CNC

Na povrsini GA-amino-CNC istovremeno su prisutne slobodne primarne amino grupe (nastale
silanizacijom) 1 glutaraldehidni mostovi sposobni da formiraju kovalentne veze sa amino grupama
proteina. Enzim se veze preko mosta koji ¢ini molekul glutaraldehida, tako da je molekul enzima
fizi€ki odmaknut od ¢vrste povrSine nosaca. Ovakav polozaj smanjuje direktan uticaj povrSine na
konformaciju proteina i1 daje vecu slobodu prilikom zauzimanja kataliticki povoljne konformacije.
Istovremeno se ublaZava preterano gusto pakovanje enzima na povr$ini i smanjuju sterne smetnje,
Sto olakSava pristup supstrata aktivnim centrima.

Kod Ox-CNC molekuli enzima vezuju se neposredno uz ¢vrstu povrsinu, preko kratkih C=N veza
koje nastaju direktnom reakcijom aldehidnih grupa nosac¢a sa amino grupama enzima, pa je molekul
enzima u bliskoj interakciji sa nosacem. U takvoj situaciji aktivni centar se lako moze naéi u
neposrednoj blizini povrSine, gde je prostor ograni¢en, posebno ako je gusto pakovanje molekula
enzima, pa se javljaju pojacane sterne smetnje i otezan pristup supstrata aktivnom centru enzima.

4.3.1.5.1 Efikasnost imobilizacije proteina preparata Rohalase® SEP-Visco na GA-amino-CNC

Imobilizacija ksilanaze na GA-amino-CNC izvedena je u 0,1 M Na-fosfatnom puferu pH 7.5, pri
c¢emu je pocetna koncentracija proteina varirana u opsegu od 200 do 800 mg/g nosaca (Slika 4.19.).
Vrednost pH 7,5 izabrana je kao kompromis izmedu nekoliko suprotstavljenih kriterijuma da bi
proces imobilizacije ksilanaze na glutaraldehidom aktiviran nosa¢ bio uspesan. Generalno prilikom
biranja pH za imobilizaciju neophodno je voditi raCuna da na toj pH enzim zadrZava visoku
konformacionu stabilnost i katalitiCku aktivnost, ¢ime se minimizuje rizik od denaturacije enzima

84



tokom imobilizacije, §to je slucaj sa ksilanazom koja ima pH optimum u blago kiselom pH opsegu
[219]. Takode, na pH vrednosti 7,5 amino grupe lizinskih aminokiselinskih ostataka molekula enzima
sa nizim lokalnim pKa nalaze se u dovoljnoj meri u deprotonovanom obliku da omogu¢i nukleofilni
napad na karbonilnu grupu molekula glutaraldehida $to rezultira formiranjem Sifovih baza [284]. S
druge strane iz ugla reaktivnosti amino grupa, ¢injenica je da na viSim pH vrednostima (> 8,5)
reaktivnost amino grupa raste i iz ugla pospesivanja formiranja iminskih veza bilo bi pozeljno izvoditi
reakciju na visim pH od 8,5. Medutim, na vis§im pH vrednostima povecava se mogucnost odigravanja
nezeljenih sporednih reakcija. Naime, aldehidne grupe vezane na povrSinu nosata mogu da
uspostavljaju i nekontrolisano umrezavanje izmedu preostalih amino grupa na povrsini nosaca [219].
Posledica je nehomogena aktivacija nosaca i sklonost Cestica ka aglomeraciji, ¢ime se smanjuje
dostupna povrsina za vezivanje enzima, ali 1 negativno uti¢e na ponovljivost postupka imobilizacije.
Iz tih razloga, pH 7,5 izabran je kao kompromis koji obezbeduje dovoljnu reaktivnost deprotonovanih
amino grupa za formiranje Sifovih baza izmedu nosaéa i molekula enzima, uz nizu verovatnoéu
odigravanja sporednih reakcija [284].
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Slika 4.19. Uticaj inicijalne koncentracije proteina na: koncentraciju imobilisanih proteina (A) i

prinos imobilizacije proteina (B) prilikom imobilizacije Rohalase® SEP-Visco na GA-amino-CNC.

Eksperimentalni uslovi imobilizacije: inicijalna koncentracija proteina: 200, 400, 600 i 800 mg/g
nosaca, 0,1 M Na-fosfatni pufer pH 7,5; vreme imobilizacije 18 h.

Nakon odabira pH za imobilizaciju ksilanaze na GA-amino-CNC, ispitivan je uticaj pocetne
koncentracije proteina na koncentraciju vezanih proteina. Koncentracija imobilisanih proteina na
GA-amino-CNC raste gotovo linearno sa porastom pocetne koncentracije proteina. Pri pocetnoj
koncentraciji od 200 mg/g nosaca vezuje se oko 130 mg proteina po gramu GA-amino-CNC, dok se
pri pocetnoj koncentraciji od 800 mg/g nosaca postize koncentracija imobilisanih proteina od
priblizno 190 mg/g nosaca (Slika 4.19. (A)). Trend ukazuje da sa veCom dostupnosc¢u proteina raste
1 stepen imobilizacije na nosac, iako porast nije potpuno linearan, §to moze ukazivati na postepeno
zasi¢enje dostupnih mesta za vezivanje na nosacu.

Istovremeno, prinos imobilizacije proteina opada sa oko 65% pri pocetnoj koncentraciji od 200 mg/g
nosaca na priblizno 24% pri pocetnoj koncentraciji od 800 mg/g nosaca GA-amino-CNC (Slika 4.19.
(B)). Ovakav trend sugeriSe da na viSim koncentracijama proteina nosac postaje zasicen, pa ve¢i udeo
proteina ostaje neimobilisan. Takode, na viS§im koncentracijama moguca je pojava sternih smetnji i
difuzionih efekata koji smanjuju efikasnost vezivanja.
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Posmatrano zajedno, rezultati ukazuju da povecanje pocetne koncentracije proteina omogucava vecu
apsolutnu koli¢inu imobilisanog enzima, ali uz smanjenje efikasnosti procesa imobilizacije izrazene
kroz prinos. Za finalni izbor optimalne inicijalne koncentracije proteina u sluc¢aju imobilizacije
ksilanaze na GA-amino-CNC nosac¢ potrebno je ispitati i uticaj pocetne koncentracije proteina na
koncentraciju imobilisane aktivnosti.

4.3.1.5.2 Efikasnost imobilizacije aktivnosti preparata Rohalase® SEP-Visco na GA-amino-CNC

Sa ciljem odredivanja optimalne pocetne koncentracije proteina za imobilizaciju ksilanaze na GA-
amino-CNC, ispitan je uticaj ovog parametra u opsegu pocetnih koncentracija od 200 do 800 mg/g
nosaca na koncentraciju imobilisane aktivnosti i prinos imobilizacije aktivnosti (Slika 4.20.). Kod
kovalentne imobilizacije posredovane glutaraldehidnim mostovima izbor pocetne koncentracije
proteina predstavlja vazan faktor, jer je pozeljno omoguditi viSestruko (,,multi-point™) vezivanje
enzima sa nosacem. Takav nacin vezivanja znacajno doprinosi povecanju stabilnosti, a ponekad i
kataliticke efikasnosti, ovog tipa nanobiokatalizatora. Medutim, treba imati na umu da previse gusto
rasporedeni molekuli enzima na povrsini nosa¢a mogu ograniciti formiranje viSestrukih interakcija
izmedu pojedinacnih molekula i nosac¢a. Zbog toga je neophodno uspostaviti optimalan balans
izmedu visokog stepena zasi¢enja nosaca proteinom i ocuvanja dovoljnog prostora za pravilnu
orijentaciju i efikasno visestruko vezivanje svakog imobilisanog molekula enzima.
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Slika 4.20. Uticaj inicijalne koncentracije proteina na koncentraciju imobilisane aktivnosti (A) i
prinos imobilizacije aktivnosti (B) prilikom imobilizacije Rohalase® SEP-Visco na GA-amino-CNC.
Eksperimentalni uslovi imobilizacije: inicijalna koncentracija proteina: 200, 400, 600 i 800 mg/g
nosaca, 0,1 M Na-fosfatni pufer pH 7,5; vreme imobilizacije 18 h.

Sa porastom pocetne koncentracije proteina od 200 do 800 mg/g nosaca, koncentracija imobilisane
aktivnosti na GA-amino-CNC raste od priblizno 185 IU/g nosaca pri pocetnoj koncentraciji proteina
od 200 mg/g nosaca do oko 250 1U/g nosaca pri pocetnoj koncentraciji od 800 mg/g nosaca (Slika
4.20. (A)). Neznatno povecanje imobilisane aktivnosti po gramu nosaca od svega 7,5% u opsegu
inicijalnih koncentracija proteina od 200-600 mg/g nosaca ukazuje da povecanje koncentracije
proteina koji su ponudeni na pocetku procesa imobilizacije nema znacajan uticaj na imobilisanu
aktivnost. Jedino je znacajniji skok od 50 IU/g nosaca uocljiv pri inicijalnoj koncentraciji proteina od
800 mg/g nosaca u odnosu na 600 mg/g nosaca, Medutim, i ovaj porast koncentracije imobilisane
aktivnosti nije proporcionalan povecanju pocetne koncentracije proteina. Naime, povecanje pocetne
koncentracije Cetiri puta (sa 200 na 800 mg/g nosaca) prati porast imobilisane aktivnosti od svega
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oko 35%, S$to ukazuje na progresivno manje efikasnu imobilizaciju molekula enzima 1 iz ugla
imobilizacije proteina (Slika 4.19) i aktivnosti (slika 4.20) sa poveéanjem inicijalne koncentracije
proteina.

Prinos imobilisane aktivnosti opada sa priblizno 39% pri pocetnoj koncentraciji od 200 mg/g nosaca
na oko 13% pri pocetnoj koncentraciji od 800 mg/g nosaca (Slika 4.20. (B)). Ovakav pad prinosa
aktivnosti ukazuje na to da pri veéim pocetnim koncentracijama raste udeo molekula cija je
orijentacija na povrsini ili dostupnost aktivnog centra ograni¢ena susednim vezanim molekulima,
zbog ¢ega ukupna kataliticka aktivnost ne raste srazmerno broju vezanih molekula [273, 285, 286].

Imaju¢i u vidu i kapacitet vezivanja i prinos imobilizacije aktivnosti, kao i efikasnu potrosnju enzima,
pocetna koncentracija proteina od 200 mg/g nosaca izdvojena je kao najpovoljnija za dalje
eksperimente, jer obezbeduje najviSi prinos imobilizacije aktivnosti uz zadovoljavajucu
koncentraciju imobilisane aktivnosti na GA-amino-CNC.

4.3.1.5.3 Kinetika imobilizacije preparata Rohalase® SEP-Visco na GA-amino-CNC

Posto reakcija formiranja Sifovih baza preko glutaraldehidnog mosta se odigrava nesto sporije, tj. za
razliku od adsorpcije koja se odigrava veoma brzo (naj¢es¢e za 30 min do 1 h), da bi se kovalentne
veze efikasno uspostavile potrebno je viSe vremena, kinetika imobilizacije ksilanaze na GA-amino-
CNC pracena je tokom 18 h pri optimalnoj pocetnoj koncentraciji proteina (200 mg/g nosaca) u 0,1
M Na-fosfatnom puferu pH 7,5. Na slici 4.21 prikazane su zavisnosti prinosa imobilizacije proteina
1 prinosa imobilizacije aktivnosti od vremena.
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Slika 4.21. Uticaj vremena imobilizacije na promenu prinosa imobilizacije proteina (A) i prinosa
imobilizacije aktivnosti (B) prilikom imobilizacije Rohalase® SEP-Visco na GA-amino-CNC.
Eksperimentalni uslovi imobilizacije: inicijalna koncentracija proteina: 200 mg/g nosaca, 0,1 M
Na-fosfatni pufer pH 7,5, vreme imobilizacije 0-18 h.

Prinos imobilizacije proteina na GA-amino-CNC u prvih nekoliko sati imobilizacije kontinuirano
raste (Slika 4.21. (A)). Najveca brzina vezivanja ostvaruje se u prvih 30 min, kada se veze oko 12%
ponudenog proteina, $to je najveci prirast prinosa po jedinici vremena u celom eksperimentu. Do 2 h
prinos dostiZe priblizno 38%, posle 3 h oko 42%, a nakon 5 h priblizno 52%. ProduZavanje vremena
imobilizacije do 18 h dovodi do daljeg, ali sporijeg porasta, tako da prinos doseze oko 61%. Ovakav
tok ukazuje na to da se vezivanje na GA-amino-CNC odvija postepeno tokom celog ispitivanog
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intervala, ali sa progresivno manjom brzinom, pa se najveci deo ukupno vezanog enzima akumulira
do 5. sata.

Prinos imobilisane aktivnosti na GA-amino-CNC raste do 5 h imobilizacije nakon ¢ega blago opada
(Slika 4.21. (B)). Posle 1 h prinos aktivnosti iznosi oko 21%, zatim se povec¢ava na 33% nakon 3 h i
39% nakon 5 h, dok posle 18 h iznosi priblizno 36%. Ova vrednost je u skladu sa prinosom od oko
39%, dobijenim u seriji sa razli¢itim pocetnim koncentracijama proteina pri istoj pocetnoj
koncentraciji od 200 mg/g nosaca i istom vremenu imobilizacije od 18 h (Slika 4.20. (B)), Sto
potvrduje ponovljivost oba eksperimenta. Ovaj profil ukazuje da se funkcionalno najefikasniji sloj
imobilisane ksilanaze formira u prvih nekoliko sati, pre svega u periodu od 3 do 5 h, dok kasnije
preovladuje vezivanje dodatnih molekula ¢ija kataliticka aktivnost nije u potpunosti o¢uvana ili su
vezani u prostorno nepovoljnijim orijentacijama.

Posmatrano iz ugla praktiéne primene, vreme imobilizacije od 3 do 5 h moZe se smatrati
najpovoljnijim za GA-amino-CNC. U tom intervalu postize se kombinacija solidnog prinosa
imobilisanih proteina i maksimalnog prinosa imobilisane aktivnosti, dok produzavanje procesa do 18
h dovodi pre svega do blagog povecanja prinosa proteina, ali ne i do daljeg poboljSanja kataliticke
efikasnosti imobilisanog sistema.

4.3.1.5.4 Desorpcija preparata Rohalase® SEP-Visco imobilisanog na GA-amino-CNC

Kao i u slu¢aju imobilizacije ksilanaze na Ox-CNC 1 u slucaju GA-amino-CNC, desorpcija, nakon
zavrSetka imobilizacije tretman 1 M CaCls 1 nejonskim deterdZzentom Triton X-100, je izvedena sa
ciljem da se odredi udeo kataliticki aktivne ksilanaze koja je ireverzibilno kovalentno vezana na
GA-amino-CNC, u odnosu na adsorbovan enzim. Tretirani su imobilisani preparati koji su dobijeni
imobilizacijom ksilanaze na GA-amino-CNC nakon 3 h i 5 h primenom optimalnih uslova (inicijalna
koncentracija od 200 mg/g nosaca, 0,1 M Na-fosfatni pufer pH 7,5). Za imobilisani preparat dobijen
nakon 3 h imobilizacije na GA-amino-CNC, posle desorpcije zadrzano je priblizno 50% pocetno
imobilisane aktivnosti. Ovaj rezultat pokazuje da se ve¢ u prvoj fazi imobilizacije formira zna¢ajan
udeo kovalentnih veza izmedu molekula enzima i nosaca, dok preostali deo aktivnosti potice od
reverzibilno adsorbovane ksilanaze. Kod sistema dobijenog nakon 5 h imobilizacije, rezidualna
aktivnost nakon desorpcije iznosi oko 78% pocetne imobilisane aktivnosti. Povecanje udela
rezidualne aktivnosti sa 50% na 78% ukazuje da se tokom produzenja vremena imobilizacije deo
adsorbovanih molekula je formirao kovalentne veze sa nosacem posredstvom glutaraldehidnih
mostova.

Desorpcija pokazuje dvofazni mehanizam imobilizacije ksilanaze na GA-amino-CNC: brzu
reverzibilnu adsorpciju (50% kovalentno imobilisane aktivnosti nakon 3 h) i sporije kovalentno
vezivanje (78% nakon 5 h). Glutaraldehidni most omoguc¢ava postepenu reorijentaciju adsorbovanih
molekula 1 formiranje kovalentnih veza, ¢ime se adsorbovani molekuli prevode u stabilno,
ireverzibilno vezano stanje.

4.3.1.6 Uporedna analiza kovalentne imobilizacije preparata Rohalase® SEP-Visco na Ox-CNC i
GA-amino-CNC

Ksilanaza imobilisana na Ox-CNC u celom ispitivanom opsegu pocetnih koncentracija proteina
dostize viSe vrednosti i koncentracije imobilisanih proteina i imobilisane aktivnosti nego na GA-
amino-CNC. Kao optimalan opseg za oba nosaca izdvaja se pocetna koncentracija od 200400 mg
proteina po gramu nosaca, u kome se postize najbolji kompromis izmedu visokog udela vezanog
enzima i ocuvane aktivnosti. Na vi§im koncentracijama dolazi do nagomilavanja molekula proteina i
ne detektuje se znaCajan porast aktivnosti usled sternih smetnji i ograni¢enog pristupa supstrata
aktivnom centru [279]. Glavna razlika koju je prvenstveno potrebno izdvojiti, pri imobilizaciji
preparata ksilanaze na ova dva nosaca, jeste ukupna koncentracija imobilisane aktivnosti koja je kod
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imobilizacije na Ox-CNC za 75% viSa nego prilikom imobilizacije na GA-amino-CNC, 1 iznosi 247
IU/g nosaca [287].

Medutim, kako bi ova analiza bila potpuna, potrebno je uporediti i specificne aktivnosti imobilisanih
preparata, i ona je predstavljena u toku vremena imobilizacije (Slika 4.22). Ovaj parametar razdvaja
doprinos koli¢ine vezanog enzima od doprinosa kataliticke efikasnosti pojedina¢nih molekula.
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Slika 4.22. Promena specificne aktivnosti kovalentno imobilisane Rohalase® SEP-Visco na Ox-CNC
i GA-amino-CNC u zavisnosti od vremena imobilizacije. Eksperimentalni uslovi imobilizacije:
inicijalna koncentracija proteina 200 mg/g nosaca; Ox-CNC — 0,1 M Na-karbonatni pufer pH 9,5;
GA-amino-CNC — 0,1 M Na-fosfatni pufer pH 7,5; vreme imobilizacije 0—18 h.

Prilikom imobilizacije na Ox-CNC specificna aktivnost enzima ostaje prakti¢no konstantna tokom
celog procesa imobilizacije (1,4—1,6 IU/mg proteina), Sto znaci da dodatno vezivanje enzima ne
dovodi do vezivanja kataliticki neaktivnih molekula. Nasuprot tome, specificna aktivnost enzima
imobilisanog na GA-amino-CNC je u prvom satu visoka (2,2 IU/mg proteina), ali potom opada:
molekuli vezani na po€etku zadrzavaju povoljnu orijentaciju aktivnog centra, dok kasnije vezivanje
na sve popunjenijoj povrSini daje veci udeo kataliticki nepovoljno orijentisanih, odnosno u
nepovoljnoj konformaciji vezanih molekula.

Desorpcioni eksperiment (jednoCasovni tretman rastvorom visoke jonske jacine i nejonskim
deterdzentom) potvrduje dvofazni mehanizam vezivanja na oba nosaca: brzu reverzibilnu adsorpciju
kao prvi korak, pra¢enu sporijim formiranjem stabilnih kovalentnih veza. Kod enzima imobilisanog
na Ox-CNC udeo kovalentno vezane aktivnosti raste sa oko 63% nakon 1 h na preko 90% nakon 5 h,
dok kod enzima imobilisanog na GA-amino-CNC raste sa 50% na oko 78%. Udeo adsorbovanih
molekula prevedenih u kovalentno vezan oblik time je znatno visi na Ox-CNC, $to je u skladu sa
njegovim viSim prinosima aktivnosti i brzom kinetikom.

Ovarazlika u performansama posledica je pre svega razli¢itih pH vrednosti imobilizacije. Formiranje
iminskih veza zahteva deprotonovane amino grupe lizinskih ostataka enzima. Za slobodan lizin pKa
iznosi oko 10,5. U proteinu lizinski ostaci izloZeni rastvaracu zadrzavaju vrednost blisku toj, dok se
kod ostataka smeStenih u manje polarnom okruZenju ili u blizini pozitivno naelektrisanih grupa pKa
najces¢e pomera nanize, pa je udeo deprotonovanih grupa na datoj pH vrednosti raspodeljen u Sirem
opsegu [269]. Vrednost od 10,5 se stoga u nastavku koristi samo kao orijentaciona. Uz orijentacionu
vrednost od 10,5, na pH 7,5, koris¢enom za GA-amino-CNC, deprotonovano je manje od 1%
lizinskih ostataka, dok na pH 9,5, koris¢enom za Ox-CNC, taj udeo raste na oko 9%, Cime se
povecavaju reaktivnost amino grupa i broj formiranih kovalentnih veza [219, 284]. Nizi pH za
imobilizaciju na GA-amino-CNC nije proizvoljan izbor, ve¢ je neophodan da bi se izbeglo nezeljeno
umrezavanje 1 aglomeracija amino-CNC Ccestica glutaraldehidom, ali po cenu smanjene efikasnosti
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kovalentnog vezivanja [219]. Duzina glutaraldehidnog mosta, koja se ¢esto navodi kao prednost
ovakvih nosaca, u slucaju ksilanaze nije dovela do veée aktivnosti imobilisanog preparata. Treba
imati u vidu da je aktivnost ovde odredena prema rastvornom supstratu male molekulske mase, kod
koga sterne smetnje na povrSini nosaca nisu izraZzene, pa se eventualna prednost prostornog
udaljavanja enzima od povrsine moze ispoljiti tek pri hidrolizi ksilana, $to je ispitano u poglavlju o
primeni [281].

Ovakvi rezultati u skladu su sa prethodnim istrazivanjima. Na glioksal-agarozi, nosacu na kome se
direktno formiraju veze sa enzimom preko aldehidnih prisutnih na povrSini nosac¢a (analognom
Ox-CNC), prinos aktivnosti je uporediv ili viSi nego na amino-nosaima aktiviranim
glutaraldehidom, Sto se pripisuje odsustvu jonskih interakcija koje na amino-nosa¢ima mogu uticati
na nepovoljnu konformaciju enzima [282]. Isto tako, kod magnetnih grafenskih nanocestica sa
polietilenglikol-bisaminskim mostom (analognim glutaraldehidnom mostu) specificna aktivnost
opada sa porastom pocetne koncentracije enzima [280]. Na osnovu dobijenih rezultata, vreme
imobilizacije od 5 h odabrano je kao optimalno za primenu na Ox-CNC, jer obezbeduje visok udeo
kovalentno vezanog enzima (oko 90%) uz maksimalnu imobilisanu aktivnost.

Specifi¢ne aktivnosti kovalentno imobilisanih preparata ksilanaze na dva nosaca su bliske. Kada se
uz njih uzme u obzir 1 apsolutna imobilisana aktivnost, Ox-CNC se izdvaja kao efikasniji nosac:
aldehidne grupe ugradene u celulozni lanac i povoljnija pH vrednost imobilizacije omogucavaju visi
kapacitet vezivanja, vis$i prinos imobilizacije aktivnosti (51% naspram 39%), stabilnu specifi¢cnu
aktivnost i ve¢i udeo enzima zadrzanog nakon desorpcije.

4.3.1.7 Poredenje imobilizacije adsorpcijom i kovalentne imobilizacije preparata Rohalase®
SEP-Visco na nanocelulozne nosace

Imobilizacija ksilanaze Rohalase® SEP-Visco ispitana je na ¢etiri funkcionalizovana nanocelulozna
nosaca: CNC i amino-CNC kao nosaci za adsorpciju, i Ox-CNC i GA-amino-CNC kao nosaci za
kovalentnu imobilizaciju. Uporedni pregled kljuénih parametara imobilizacije koris¢enjem
optimalnih uslova za svaki sistem prikazan je u tabeli 4.2.

Tabela 4.2. Poredenje parametara imobilizacije ksilanaze na CNC, amino-CNC, Ox-CNC i GA-
amino-CNC pri optimalnim uslovima za svaki nosac¢ (pocetna koncentracija proteina 200 mg/g
nosaca;, CNC pH 5, 1 h; amino-CNC pH 4, 1 h; Ox-CNC pH 9,5, 5 h; GA-amino-CNC pH 7,5, 5 h).

Koncentracija Prinos Koncentracija Prinos Specifi¢na
Nosat imobilisanih imobilizacije imobilisane imobilizacije aktivnost
proteina proteina aktivnosti aktivnosti (IU/mg

(mg/g nosaca) (%) (IU/g nosaca) (%) proteina)
CNC 161 77 153 32 0,91
amino-CNC 156 76 236 49 1,54
Ox-CNC 171 84 247 51 1,47
GA-amino-CNC 128 64 187 39 1,40

Sva Cetiri sistema postizu uporedive koncentracije imobilisanih proteina (128—171 mg/g nosaca), dok
se po katalitickim svojstvima jasno razlikuju. Najinformativniji pokazatelj je specifi¢na aktivnost
(IU/mg proteina), jer opisuje ocuvanu kataliticku efikasnost enzima nezavisno od koliine vezanog
proteina. U odnosu na slobodni enzim (2,4 IU/mg proteina), ksilanaza je zadrzala oko 38% specificne
aktivnosti na CNC, 58% na GA-amino-CNC, 61% na Ox-CNC i 64% na amino-CNC. Znatno niza
vrednost na nemodifikovanim CNC ukazuje da zna¢ajan deo enzima zauzima konformacije u kojima
aktivni centar nije lako dostupan supstratu, dok se na preostala tri nosaca postizu medusobno bliske,
viSe vrednosti zahvaljujuci povoljnijoj orijentaciji enzima na nosacu. MoZe se pretpostaviti da je to
posledica povoljnog polozaja lizinskih ostataka koji se nalaze pre svega na suprotnoj strani od
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aktivnog centra, zbog cega kovalentno vezivanje na Ox-CNC i GA-amino-CNC ne ometa pristup
supstrata aktivnom centru.

lako ksilanaza imobilisana na amino-CNC ostvaruje najvisu specificnu aktivnost (1,54 IU/mg
proteina, 64% slobodnog enzima), enzim je na njega vezan adsorpcijom, pa je podlozan desorpciji
prilikom promene jonske jacine, pH ili u prisustvu surfaktanata [273]. Nasuprot tome, enzim
imobilisan na Ox-CNC zadrzava vise od 90% aktivnosti nakon desorpcionog tretmana, uz specifi¢cnu
aktivnost (1,47 IU/mg proteina) tek neznatno nizu od amino-CNC. Zbog toga je Ox-CNC odabran
kao optimalan nosa¢ za dalju primenu: u procesima sa viSekratnim ciklusima ili tamo gde je
kontaminacija proizvoda enzimom neprihvatljiva, stabilnost kovalentnog vezivanja vazniji je
kriterijum od marginalne razlike u specificnoj aktivnosti. Ox-CNC je povoljniji izbor za imobilizaciju
ksilanaze 1 u odnosu na GA-amino-CNC jer imobilisani enzim zadrzava visi udeo kovalentno
vezanog enzima (90% naspram 78%) uz jednostavniju pripremu nosaca.

Postignute vrednosti za kovalentno imobilisanu ksilanazu na Ox-CNC (247 IU/g nosacai 1,47 IU/mg
proteina) sli¢ne su ili viSe od literaturno opisanih za alternativne nanostrukturne nosace. Postignuta
je koncentracija imobilisane aktivnosti 168 IU/g nosaa za magnetne nanocestice obloZene
hiperrazgranatim poliglicerolom [275] i 112-189 IU/g nosaca za funkcionalizovane magnetne
nanocestice [280], dok su nize vrednosti specifi¢ne aktivnosti postignute prilikom imobilizacije
f-ksilanaze na hitozanu aktiviranom glutaraldehidom, analognom GA-amino-CNC sistemu [288].
Ova prednost moZe se pripisati visokoj specificnoj povrSini nanoceluloze, povoljnijoj orijentaciji
enzima prilikom imobilizacije i nizim difuzionim ograni¢enjima.

4.3.2 Imobilizacija enzimskog preparata Pectinex® Ultra SP-L na nanocelulozne nosade

Pectinex® Ultra SP-L je komercijalni visekomponentni enzimski preparat visoke pektinoliticke
aktivnosti, dobijen mikrobnom fermentacijom plesni Aspergillus aculeatus, kod koga preovladuje
endopoligalakturonazna aktivnost (EC 3.2.1.15), ali se mogu detektovati i neki drugi pektinoliticki
enzimi kao Sto su pektin-metil-esteraza, pektin-liaza ali i manje koli¢ine hemicelulaza [289, 290].
Prema tehnickoj dokumentaciji proizvodaca, preparat je stabilan u kiselom pH opsegu 2,8-6,5 i na
temperaturama 15-55 °C, $to ga €ini pogodnim za primenu u procesima prerade voca 1 povréa,
narocito u bistrenju i depektinizaciji sokova, kao i u enoloskim i drugim prehrambenim tehnologijama
u kojima se zahteva efikasna razgradnja pektina [290]. Dominantna komponenta preparata,
endopoligalakturonaza iz A. aculeatus, ¢ija je kristalna struktura deponovana u ,,Protein Data Bank*
pod pristupnim kodom 11AS [216], predstavlja glikoprotein molekulske mase priblizno 42 kDa [291].

Da bi se sagledali raspored aktivnog centra i raspodela povrSinskih svojstava endopoligalakturonaze
koji direktno utiCu na njenu interakciju sa nanocelulozom, uraden je prikaz trodimenzionalne
strukture endopoligalakturonaze (Slika 4.23.). Prikazani su raspored pozitivho i1 negativno
naelektrisanih grupa (Slika 4.23. (A) 1 (B)) 1 polarnih/nepolarnih regija (Slika 4.23. (C) 1 (D)) na
povrsini molekula.

91



Slika 4.23. Trodimenzionalna struktura molekula endopoligalakturonaze iz Aspergillus aculeatus
(PDB kod 1145) [216] sa prikazom aktivnog centra i raspodele povrsinskog naelektrisanja i
polarnih/nepolarnih regija. Prednja strana molekula endopoligalakturonaze gde se vidi aktivni
centar obojen u magenta, negativno naelektrisanje molekula obojeno u crveno, a pozitivno
naelektrisanje u plavo (4),; Rotacija molekula endopoligalakturonaze za 180° u x-y ravni, negativno
naelektrisanje molekula obojeno u crveno, pozitivno u plavo (B); Prednja strana molekula
endopoligalakturonaze gde se vidi aktivni centar obojen u magenta, polarne regije molekula
obojene u svetlo plavo, nepolarne u zuto (C); Rotacija molekula endopoligalakturonaze za 180° u
x-y ravni, polarne regije molekula obojene u svetlo plavo, nepolarne u Zuto (D).

Na slikama 4.23. (A) 1 (C) se moze videti dugacak Zleb na povrSini S-heliksa, u kojem se nalazi
aktivni centar enzima, kao i raspodela povrSinskog naelektrisanja i polarnih odnosno nepolarnih
regija koji mogu ucestvovati u razli¢itim interakcijama enzima sa ¢vrstim nosac¢ima. Na slikama 4.23.
(A)1(B) prikazana je raspodela elektrostatickog potencijala na povr$ini enzima pri cemu su negativno
naelektrisane grupe obojene crveno, a pozitivno naelektrisane grupe plavo, dok na slikama 4.23. (C)
i (D) se vidi raspodela polarnih (plavo) i nepolarnih (zuto) regija na povrSini molekula. Ovakva
raspodela funkcionalnih grupa potvrduje da je okolina aktivnog centra pretezno negativho
naelektrisana 1 polarna, S§to pogoduje vezivanju pozitivno naelektrisanih i protonovanih grupa
supstrata, dok se potencijalne kontaktne zone za imobilizaciju na ¢vrstim nosaima nalaze na
suprotnoj strani molekula, gde su rasporedeni pozitivno naelektrisani i delimi¢no hidrofobne regije
pogodne za uspostavljanje elektrostatickih, vodoni¢nih i hidrofobnih interakcija sa povr§inom CNC,
amino-CNC, Ox-CNC i GA-amino-CNC.

Izoelektricna tacka endopoligalakturonaza iz razli¢itih sojeva roda Aspergillus nalazi se u relativno
Sirokom opsegu pH od 3,55 do 6,1, u zavisnosti od vrste i izoforme enzima [292-294]. Teorijska
vrednost pl za sekvencu enzima ¢ija je struktura deponovana pod PDB oznakom 1IAS5 izraCunata je
pomocu ,,ProtParam® alata i iznosi 4,70 [295]. Ovako niske vrednosti izoelektri¢ne tacke ukazuju da
je povrsina endopoligalakturonaze pri eksperimentalno primenjenim pH vrednostima za imobilizaciju
(pH 4-7) pretezno negativno naelektrisana ili neutralna, §to je od klju¢nog znacaja za razumevanje
mehanizma adsorpcije na nosace razlicitih povrSinskih svojstava i za racionalan izbor uslova pH na
kojima se ostvaruje povoljan odnos izmedu -elektrostatickih interakcija, vodoni¢nih veza i
hidrofobnih interakcija izmedu enzima i nosaca.
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4.3.2.1 Imobilizacija preparata Pectinex® Ultra SP-L adsorpcijom na nemodifikovanu
nanocelulozu

Imobilizacija enzimskog preparata na nemodifikovanu nanocelulozu (CNC) sprovedena je
adsorpcijom, sa ciljem da se ispita CNC kao nosa¢ za imobilizaciju i da doprinese razumevanju
dominantnih mehanizma interakcije izmedu pektinolitickih enzima, a pre svega
endopoligalakturonaze i povrSine nanoceluloze. CNC nosa¢ dobijen kiselinskom hidrolizom
mikrokristalne celuloze sumpornom kiselinom odlikuje se visokom specificnom povrSinom i
prisustvom hidroksilnih grupa, hidrofilnih i hidrofobnih regija i negativno naelektrisanih sulfatnih
poluestarskih grupa (—OSOs37) na povrsSini. Adsorpcija enzima na CNC moze se posmatrati kao
rezultat kombinovanog delovanja vodoni¢nih veza izmedu polarnih ostataka na povrSini enzima i —
OH grupa nanoceluloze, hidrofobnih interakcija izmedu nepolarnih regija proteina i kristalnih ravni
celuloze, kao i privlacnih elektrostati¢kih interakcija izmedu negativno naelektrisanih sulfatnih grupa
CNC 1 naelektrisane povrSine enzima. Glavni tipovi interakcija koje se uspostavljaju izmedu
endopoligalakturonaze i CNC nosaca analogni su interakcijama prikazanim na Semi 3 (vezivanje vise
molekula enzima preko kombinacije vodoni¢nih i elektrostatiCkih interakcija na povrSini
nanoceluloze), s obzirom na veoma mali udeo hidrofobnih regija i na povr$ini molekula enzima i na
nosacu.

U narednom delu disertacije bice ispitani parametri imobilizacije kao $to su pocetna koncentracija
enzima 1 kinetika imobilizacije endopoligalakturonaze na CNC. Aktivnost enzima, izraZzena u IU,
odredena je pomocu DNS metode, koriste¢i pektin iz jabuke kao supstrat. Stoga ova vrednost
odrazava samo aktivnost enzima koji razgraduju pektin do redukujucih Secera, dok aktivnosti enzima
koji deluju na druge supstrate ili daju strukturno drugacije proizvode nisu detektovane ovom
metodom.

4.3.2.1.1 Uticaj pH vrednosti na efikasnost imobilizacije preparata Pectinex® Ultra SP-L
adsorpcijom na CNC

Uticaj pH vrednosti pufera na adsorpciju enzimskog preparata Pectinex® Ultra SP-L na CNC nosag
ispitan je sa fiksnom pocetnom koncentracijom proteina od 100 mg/g nosaa i vremenom
imobilizacije od 0,5 h, u uslovima razli¢itih pH: 0,1 M Na-acetatnom puferu za pH 4 i 5, odnosno 0,1
M Na-fosfatnom puferu za pH 6 1 7. Dobijeni rezultati prikazani su na slici 4.24.
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Slika 4.24. Uticaj pH vrednosti na: koncentraciju imobilisanih proteina (A) i koncentraciju
imobilisane pektinoliticke aktivnosti (B) prilikom imobilizacije Pectinex® Ultra SP-L na CNC
nosacu. Eksperimentalni uslovi imobilizacije: inicijalna koncentracija proteina 100 mg/g nosaca;
0,1 M Na-acetatni pufer pH 4 i 5 i 0,1 M Na-fosfatni pufer pH 6 i 7; vreme imobilizacije 0,5 h.

Maksimalna koncentracija imobilisanih proteina od priblizno 49 mg/g nosaca postignuta je na pH 5,
dok su na pH 4, 6 1 7 zabelezene nize vrednosti, u opsegu od oko 24-38 mg/g nosaca (Slika 4.24.
(A)). Ovakav profil se moze objasniti uvidom u izoelektri¢nu tacku dominantno prisutnog enzima u
preparatu, endopoligalakturonaze (pI = 4,70). Na pH vrednostima bliskim pl neto naelektrisanje
enzima tezi nuli, Sto minimizuje elektrostaticko odbijanje prema negativno naelektrisanim sulfatnim
grupama na povrsini CNC 1 pogoduje efikasnoj adsorpciji enzima. Na pH vrednostima iznad pl
enzima, povecanje negativnog naelektrisanja povrs§ine endopoligalakturonaze dovodi do pojacanog
elektrostatickog odbijanja prema —OSOs;  grupama na CNC, §to rezultuje manjim stepenom
adsorpcije.

Koncentracija imobilisane pektinoliticke aktivnosti prati profil koncentracije imobilisanih proteina,
sa maksimumom od priblizno 73 IU/g nosac¢a na pH 5 1 neznatno niZim vrednostima na pH 6 1 7
(Slika 4.24. (B)). Podudarnost optimuma za vezivanje proteina i maksimuma imobilisane aktivnosti
ukazuje da je veca aktivnost na pH 5 pre svega posledica veCeg broja adsorbovanih molekula
endopoligalakturonaze na povrsini CNC, a ne drasticne promene u orijentaciji enzima, $to je u skladu
sa zakljuckom da pH blizak pl enzima pogoduje efikasnoj adsorpciji na slabo ili umereno
naelektrisane nosace. U tim uslovima na povrsini CNC uspostavlja se povoljan balans izmedu fizicke
adsorpcije 1 minimalnog elektrostatickog odbijanja prema negativno naelektrisanim sulfatnim
grupama, S$to rezultuje najviSom koncentracijom vezanih proteina 1 najviSom imobilisanom
pektinolitickom aktivnoscu. Polaze¢i od ovako definisanih optimalnih pH uslova, u narednom koraku
ispitan je uticaj pocetne koncentracije proteina na kapacitet vezivanja i prinos imobilizacije proteina
na CNC nosacu, kako bi se odredila koncentracija na kojoj se postiZze najpovoljniji odnos izmedu
visoke imobilisane aktivnosti i efikasne upotrebe enzima.

4.3.2.1.2 Efikasnost imobilizacije proteina preparata Pectinex® Ultra SP-L na CNC

Nakon $to je utvrdena optimalna pH vrednost za adsorpciju na CNC nosac (pH 5), ispitan je uticaj
pocetne koncentracije proteina na kapacitet vezivanja i prinos imobilizacije proteina. Inicijalna
koncentracija proteina varirana je u opsegu od 50 do 300 mg/g nosaca, sa konstantnim uslovima pH
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5, vremenu kontakta od 1 h i ostalim uslovima identi¢nim kao u ispitivanjima uticaja pH. Na slici
4.25. prikazani su promena koncentracije imobilisanih proteina i prinos imobilizacije proteina izrazen
u procentima, na CNC nosacu u zavisnosti od pocetne koncentracije proteina.
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Slika 4.25. Uticaj inicijalne koncentracije proteina na: koncentraciju imobilisanih proteina (4) i
prinos imobilizacije proteina (B) prilikom imobilizacije Pectinex® Ultra SP-L na CNC.
Eksperimentalni uslovi imobilizacije: inicijalna koncentracija proteina 50, 100, 200 i 300 mg/g
nosaca, 0,1 M Na-acetatni pufer pH 5, vreme imobilizacije 1 h.

Sa porastom pocetne koncentracije proteina sa 50 na 300 mg/g nosaca koncentracija imobilisanih
proteina na CNC raste priblizno linearno, od oko 29 mg/g nosaca pri pocetnoj koncentraciji proteina
od 50 mg/g nosac¢a do oko 109 mg/g nosaca pri pocetnoj koncentraciji od 300 mg/g nosaca, §to
ukazuje da povecanje dostupne koli¢ine enzima u rastvoru dovodi do progresivnog zasi¢enja
raspolozivih adsorpcionih mesta na povrSini nosaca (Slika 4.25. (A)). Istovremeno, prinos
imobilizacije proteina na CNC opada sa priblizno 58% pri najniZoj ispitivanoj koncentraciji na oko
36% pri najvisoj, sto je u skladu sa o€ekivanim ponaSanjem sistema imobilizacije enzima, u kojima
visak proteina u rastvoru dovodi do manje efikasnog iskoriS¢enja dodate koli¢ine proteina (Slika 4.25.

(B)).

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da se optimalan kompromis izmedu visoke
imobilisane koli¢ine proteina i prihvatljivog prinosa imobilizacije postize u opsegu pocetnih
koncentracija od 100 do 200 mg/g nosaca, gde se obezbeduje znafajno povecanje imobilisane
koli¢ine enzima u odnosu na 50 mg/g nosaca, uz jo§ uvek relativno visok procenat vezivanja.
Medutim, potrebno je uzeti u obzir i aktivnost imobilisanog enzima, kako bi se odredila optimalna
pocetna koncentracija.

4.3.2.1.3 Efikasnost imobilizacije aktivnosti preparata Pectinex® Ultra SP-L na CNC

Pored uticaja pocetne koncentracije proteina na kapacitet vezivanja, ispitan je i uticaj ovog parametra
na koncentraciju imobilisane pektinoliticke aktivnosti na CNC nosacu na optimalnoj pH vrednosti 5.
Na Slici 4.26. prikazane su zavisnosti koncentracije imobilisane aktivnosti od pocetne koncentracije
proteina, kao i odgovarajuci prinos imobilisane aktivnosti izrazen u procentima.
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Slika 4.26. Uticaj inicijalne koncentracije proteina na koncentraciju imobilisane aktivnosti (A) i
prinos imobilizacije aktivnosti (B) prilikom imobilizacije Pectinex® Ultra SP-L na CNC.
Eksperimentalni uslovi imobilizacije: inicijalna koncentracija proteina: 50, 100, 200, 300 mg/g
nosaca, 0,1 M Na-acetatni pufer pH 5; vreme imobilizacije 1 h.

Sa porastom pocetne koncentracije proteina od 50 do 300 mg/g nosaca koncentracija imobilisane
aktivnosti na CNC-u raste od priblizno 91 1U/g nosaca do oko 130 IU/g nosaca, $to je u skladu sa
povecanjem koncentracije imobilisanih proteina i ukazuje da dodatno vezivanje enzima pri vi§im
koncentracijama rezultuje i porastom ukupne kataliticke aktivnosti po gramu nosaca (Slika 4.26. (A)).

Porast imobilisane aktivnosti je umeren u ispitivanom opsegu pocetnih koncentracija enzima sa 91
na 130 [U/g nosaca, dakle za oko 39 [U/g nosaca, $to prati postepeno popunjavanje dostupne povrsine
nosaca. Medutim, prinos imobilisane aktivnosti (odnos aktivnosti imobilisanog preparata 1 ukupne
aktivnosti dodate u sistem) pokazuje opadajuci trend sa povecanjem pocetne koncentracije proteina,
opadajuci sa oko 30% pri inicijalnoj koncentraciji proteina od 50 mg/g nosaca na priblizno 7% pri
pocetnoj koncentraciji od 300 mg/g nosaca (Slika 4.26. (B)). Ovakvo ponaSanje ukazuje da, iako se
pri visokim pocetnim koncentracijama proteina postizu najveée apsolutne vrednosti imobilisane
aktivnosti, efikasnost iskoriS¢enja dodate koli¢ine enzima opada, Sto se moZe pripisati pojavi
difuzionih ogranicenja i zasi¢enju dostupnih adsorpcionih mesta na viSim pocetnim koncentracijama.
Dodatni doprinos padu prinosa imobilisane aktivnosti na vi§im po¢etnim koncentracijama proteina
moze biti 1 otezan pristup supstrata aktivnim centrima enzima koji su adsorbovani u ranim fazama
procesa, jer gusto pakovanje proteinskih molekula na povrSini CNC moze sterno ometati difuziju
supstrata do aktivnog centra. Uzimajuci u obzir i rezultate koli¢ine vezanih proteina, ovi podaci
potvrduju da pocetna koncentracija od 100 mg/g nosaca predstavlja dobar kompromis, pri kojem se
postize znacajna imobilisana aktivnost uz jo§ uvek relativno visok prinos imobilizacije, pa je ova
vrednost odabrana kao optimalna za dalje ispitivanja imobilizacije preparata Pectinex® Ultra SP-L na
CNC nosacu.

4.3.2.1.4 Kinetika imobilizacije preparata Pectinex® Ultra SP-L na CNC

lako su pH 5 i pocetna koncentracija od 100 mg/g nosaca identifikovani kao optimalni za
imobilizaciju preparata Pectinex® Ultra SP-L na CNC, jednako vaZan parametar je vreme
imobilizacije, narocito kod viSekomponentnog preparata, gde razlicite proteinske komponente mogu
postepeno zamenjivati jedna drugu na povrSini nosaca. Stoga je koriS¢enjem prethodno definisanih
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uslova imobilizacije prac¢en prinos imobilizacije proteina i prinos imobilizacije aktivnosti u opsegu
vremena 0—3 h (Slika 4.27).
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Slika 4.27. Uticaj vremena imobilizacije na promenu prinosa imobilizacije proteina (A) i prinosa
imobilizacije aktivnosti (B) tokom imobilizacije Pectinex® Ultra SP-L na CNC. Eksperimentalni
uslovi imobilizacije: inicijalna koncentracija proteina 100 mg/g nosaca; 0,1 M Na-acetatni pufer
pH 5; vreme 0-3 h.

Prinos imobilizacije proteina raste brzo u prvih 30 min, dostizu¢i maksimum od priblizno 51% nakon
0,5 h, nakon ¢ega blago opada i stabilizuje se na nivou od oko 40—46% izmedu 1 i 3 h (Slika 4.27.
(A)). Ovakav profil ukazuje da se ravnoteZno stanje adsorpcije proteina na CNC uspostavlja u prvih
30 min, nakon Cega ukupan broj vezanih proteinskih molekula ostaje relativno konstantan uz blagi
pad koji moZe biti posledica delimi¢ne desorpcije slabije vezanih molekula.

Prinos imobilizacije aktivnosti pokazuje drugaciji profil: od priblizno 13% nakon 0,5 h, preko 11%
nakon 1 h i 14% nakon 2 h, do izraZzenog pada na oko 6% nakon 3 h (Slika 4.27. (B)). Pad
pektinoliticke aktivnosti adsorbovanog preparata na CNC nakon 2 h, uprkos relativno stabilnoj
koncentraciji imobilisanih proteina, moze se objasniti Vromanovim efektom odnosno pojavom
kompetitivne zamene jednih adsorbovanih proteinskih vrsta drugima u viSekomponentnim
proteinskim sme$ama [296, 297]. Pectinex® Ultra SP-L sadrzi viSe enzima razli¢itih molekulskih
masa, izoelektri¢nih tacaka i afiniteta prema povrSini CNC. U skladu sa Vromanovim efektom, u
pocetnoj fazi adsorpcije na povrSinu nosaca vezuju se prvenstveno proteini prisutni u Vvisoj
koncentraciji, medu kojima su 1 pektinoliticki aktivni enzimi (endopoligalakturonaza, pektin liaza,
pektin esteraza). Tokom produzene inkubacije ove komponente postepeno zamenjuju proteini sa
ve¢im afinitetom prema povrSini CNC, koji ne moraju nuzno biti pektinoliti¢ki aktivni prema
koriS¢enom supstratu, Sto se na nivou ukupne aktivnosti registruje kao smanjenje prinosa
imobilizacije aktivnosti [257]. U skladu sa tim, vreme imobilizacije od 0,5 h odabrano je kao
optimalno, jer obezbeduje stabilan i reproduktibilan prinos aktivnosti na CNC nosacu pre nego §to
kompetitivna zamena adsorbovanih proteina po¢ne da uti¢e na sastav imobilisanog enzimskog sloja.

U nastavku ovog poglavlja je izvriena optimizacija adsorpcije preparata Pectinex® Ultra SP-L na
amino-CNC nosac kao 1 poredenje efikasnosti adsorpcije na CNC i amino-CNC nosace, a kako bi se
sagledao uticaj pozitivno naelektrisanih amino grupa na mehanizam adsorpcije i efikasnost
imobilizacije.
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4.3.2.2 Imobilizacija preparata Pectinex® Ultra SP-L adsorpcijom na amino-modifikovanu
nanocelulozu

Imobilizacija enzimskog preparata na amino-CNC izvedena je sa ciljem da se ispita uticaj uvodenja
pozitivno naelektrisanih amino grupa na povrSinu nosaca na efikasnost adsorpcije enzima. Na pH
vrednostima nizim od izoelektricne tacke endopoligalakturonaze amino grupe na povrsini nosaca su
protonovane u —-NH;3" oblik. Kao i kod ksilanaze, te grupe uspostavljaju elektrostati¢ke interakcije sa
negativno naelektrisanim karboksilnim ostacima enzima, uz doprinos vodoni¢nih veza koje nastaju i
pri imobilizaciji na CNC. Glavne interakcije koje se pri tome uspostavljaju izmedu
endopoligalakturonaze 1 amino-CNC nosaca (vodoni¢ne veze izmedu hidroksilnih grupa
nanoceluloze i polarnih ostataka enzima, kao i dominantne elektrostaticke interakcije izmedu
protonovanih amino grupa nosaca i negativno naelektrisanih domena na povrsini enzima) analogne
su prikazu datom na Semi 4.

Nosa¢ amino-CNC nosa¢ ima na povrsini primarne amino grupe uvedene silanizacijom pomocu
APTES, koje su na nizim pH vrednostima u protonovanom obliku (-NH3") §to omoguc¢ava dodatne
interakcije izmedu enzima i nosac¢a u odnosu na CNC. Uslovljeno tim razlikama u povrSinskom
naelektrisanju, ocekuje se da se na amino-CNC ostvaruju izrazenije elektrostaticke interakcije sa
negativno naelektrisanim karboksilnim grupama na povrSini endopoligalakturonaze na pH
vrednostima iznad pl enzima, ¢ime se istovremeno uti¢e i na ukupan kapacitet vezivanja i na
selektivnost adsorpcije pojedinih komponenti iz enzimskog preparata.

Polaze¢i od strukture endopoligalakturonaze i povrSinskih svojstava nanoceluloznih nosaca, u
nastavku je najpre analiziran uticaj pH vrednosti pufera za imobilizaciju na adsorpciju proteina i
pektinoliticke aktivnosti na amino-CNC nosac.

4.3.2.2.1 Uticaj pH vrednosti na efikasnost imobilizacije preparata Pectinex® Ultra SP-L
adsorpcijom na amino-CNC

Uticaj pH vrednosti na imobilizaciju preparata Pectinex® Ultra SP-L na amino-CNC ispitan je u
opsegu pH 4-7, pri pocetnoj koncentraciji proteina od 100 mg/g nosaca i vremenu imobilizacije od
0,5 h, koris¢enjem 0,1 M Na-acetatnog pufera za pH 4151 0,1 M Na-fosfatnog pufera za pH 61 7.
Na Slici 4.28. prikazane su zavisnosti koncentracije imobilisane pektinoliticke aktivnosti od pH
vrednosti za amino-CNC kao 1 koncentracije imobilisanih proteina.

98



B . . | )

[}
(=}
~
o
T

D
o
T

5
o

50

w
o

Koncentracija imobilisanih proteina, mg/g nosata
] [
o o
T T T : T
Koncentracija imobilisane aktivnosti, IU/g nosata
o~
o

N
o

H
5]
=

=
o

0 1 L 1 1 0
4 5 6 7

pH vrednost pH vrednost

Slika 4.28. Uticaj pH vrednosti na: koncentraciju imobilisanih proteina (A) i koncentraciju
imobilisane pektinoliticke aktivnosti (B) prilikom imobilizacije Pectinex® Ultra SP-L na amino-
CNC. Eksperimentalni uslovi imobilizacije: inicijalna koncentracija proteina 100 mg/g nosaca; 0,1
M Na-acetatni pufer pH 4 i 5 i 0,1 M Na-fosfatni pufer pH 6 i 7, vreme imobilizacije 0,5 h.

Maksimalna koncentracija imobilisanih proteina na amino-CNC nosacu, od priblizno 55 mg/g
nosaca, postignuta je na pH 6, dok su na pH 4 1 5 zabeleZene znatno niZe vrednosti (oko 25 mg/g
nosaca), a na pH 7 dolazi do blagog smanjenja u odnosu na pH 6 (Slika 4.28. (A)). Drugaciji pH
optimum adsorpcije ka vi§im pH vrednostima u odnosu na nemodifikovanu CNC (pH 5) u skladu je
sa mehanizmom adsorpcije na amino-CNC: na pH 6, koji je 1,3 jedinice iznad izoelektricne tacke
endopoligalakturonaze (pl = 4,70), Sto znaci da povrSina enzima nosi izrazenije negativno
naelektrisanje, Sto pospesuje privlacne elektrostatiCke interakcije sa protonovanim amino grupama
nosaca (-NH3").

Koncentracija imobilisane pektinoliticke aktivnosti prati profil koncentracije imobilisanih proteina,
sa maksimumom od priblizno 70 IU/g nosaca na pH 6 1 niZim vrednostima na pH 4 1 5 (Slika 4.28.
(B)). Podudarnost pH optimuma za vezivanje proteina i imobilisanu aktivnost ukazuje da visa
aktivnost na amino-CNC na pH 6 prvenstveno potice od vece ukupne koli¢ine adsorbovanog enzima,
uz povoljnu orijentaciju molekula odredenu elektrostatiCkim privlacenjem izmedu negativno
naelektrisane povrSine enzima i pozitivno naelektrisanih amino grupa nosaca. Na osnovu ovih
rezultata pH 6 je odabran kao optimalna vrednost za adsorpciju preparata Pectinex® Ultra SP-L na
amino-CNC 1 koriS¢en je u daljim eksperimentima sa ovim nosacem.

Polaze¢i od ovako definisanih optimalnih pH uslova za amino-CNC, u narednom koraku ispitan je
uticaj pocetne koncentracije proteina na kapacitet vezivanja i prinos imobilizacije proteina i aktivnosti
preparata Pectinex® Ultra SP-L, kako bi se za svaki nosa¢ odredila koncentracija na kojoj se postize
najpovoljniji odnos izmedu visoke imobilisane aktivnosti i efikasne potro$nje enzima.

4.3.2.2.2 Efikasnost imobilizacije proteina preparata Pectinex® Ultra SP-L na amino-CNC

Uticaj pocetne koncentracije proteina na imobilizaciju proteina (imobilisana koncentracija proteina i
prinos imobilizacije proteina) preparata Pectinex® Ultra SP-L na amino-CNC nosa¢u ispitan je na
optimalnoj pH vrednosti i vremenu imobilizacije od 1 h, za opseg pocetnih koncentracija od 50 do
300 mg/g nosaca, 1 graficki je prikazan na slici 4.29.
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Slika 4.29. Uticaj inicijalne koncentracije proteina na: koncentraciju imobilisanih proteina (4) i
prinos imobilizacije proteina (B) prilikom imobilizacije Pectinex® Ultra SP-L na amino-CNC.
Eksperimentalni uslovi imobilizacije: inicijalna koncentracija proteina: 50, 100, 200, 300 mg/g
nosaca; 0,1 M Na-fosfatni pufer pH 6, vreme imobilizacije 1 h.

Sa porastom pocetne koncentracije proteina od 50 do 300 mg/g nosaca koncentracija imobilisanih
proteina na amino-CNC raste od 30 mg/g nosaca do oko 95 mg/g nosaca, sto ukazuje da poveéanje
dostupne koli¢ine enzima u rastvoru vodi progresivnom popunjavanju dostupnih mesta na povrsini
amino-CNC (Slika 4.29. (A)). Istovremeno, prinos imobilizacije proteina opada sa 62% pri inicijalnoj
koncentraciji proteina od 50 mg/g nosaca na oko 31% pri pocetnoj koncentraciji od 300 mg/g nosaca,
Sto je ocekivano za sisteme imobilizacije u kojima viSak proteina u rastvoru dovodi do manjeg
iskoriS¢enja dodate koli¢ine enzima, uz ogranicen broj dostupnih veznih mesta i mogucéu kompeticiju
pojedinih enzima iz smesSe (Slika 4.29. (B)).

Sa prakti¢nog stanovista, pogodno je raditi imobilizaciju u opsegu inicijalnih koncentracija pri kojima
se postize zadovoljavaju¢i kompromis izmedu visokog kapaciteta vezivanja 1 prihvatljivog prinosa
imobilizacije, a rezultati pokazuju da je za amino-CNC takav opseg koncentracije od 100200 mg/g
nosaca. Da bi se procenilo kako promena pocetne koncentracije proteina utiCe na kataliticku
efikasnost imobilisanog preparata na amino-CNC nosacu, paralelno su odredene i koncentracije
imobilisane aktivnosti 1 prinosi imobilizacije aktivnosti pektinaza koriS¢enjem istith uslova
imobilizacije.
4.3.2.2.3 Efikasnost imobilizacije aktivnosti preparata Pectinex® Ultra SP-L na amino-CNC

Sa ciljem odredivanja optimalne podetne koncentracije proteina za adsorpciju preparata Pectinex®

Ultra SP-L na amino-CNC, ispitan je uticaj ovog parametra u opsegu inicijalnih koncentracija
proteina od 50 do 300 mg/g nosaca na koncentraciju imobilisane pektinoliticke aktivnosti i prinos
imobilizacije aktivnosti pri prethodno utvrdenoj optimalnoj pH vrednosti od 6 (Slika 4.30).
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Slika 4.30. Uticaj inicijalne koncentracije proteina na koncentraciju imobilisane aktivnosti (A) i

prinos imobilizacije aktivnosti (B) prilikom imobilizacije Pectinex® Ultra SP-L na amino-CNC.

Eksperimentalni uslovi imobilizacije: inicijalna koncentracija proteina: 50, 100, 200, 300 mg/g
nosaca; 0,1 M Na-fosfatni pufer pH 6, vreme imobilizacije 1 h.

Sa porastom pocetne koncentracije proteina od 50 do 300 mg/g nosaca koncentracija imobilisane
aktivnosti na amino-CNC raste od priblizno 85 IU/g nosa¢a do oko 104 IU/g nosaca, Sto ukazuje da
dodatno vezivanje proteina pri viSim koncentracijama dovodi do umerenog povecanja ukupne
kataliticke aktivnosti po gramu nosaca, ali da se porast aktivnosti postepeno priblizava platou (Slika
4.30. (A)). Prinos imobilisane aktivnosti, medutim, opada od oko 28% pri pocetnoj koncentraciji
proteina od 50 mg/g nosaca do 6% pri inicijalnoj koncentraciji od 300 mg/g nosaca, Sto potvrduje da
se pri viS§im pocetnim koncentracijama znacajan deo enzima ne vezuje na nosac u kataliticki aktivnoj
formi ili ostaje u rastvoru (Slika 4.30. (B)). Cinjenica da se koncentracije imobilisane aktivnosti
relativno malo menjaju, sugerisSe da ve¢i deo vezanog proteina (slika 4.29.(A)) ne doprinosi merenoj
pektinoliti¢koj aktivnosti, Sto moZe biti 1 posledica vezivanja drugih enzima iz ovog preparata.

Na osnovu dobijenih rezultata, inicijalna koncentracija proteina od 100 mg/g nosaca odabrana je kao
pogodna za dalja ispitivanja imobilizacije pektinaza na amino-CNC, jer obezbeduje visok apsolutni
nivo imobilisane aktivnosti uz jo§ uvek umerene gubitke prinosa imobilizacije aktivnosti i proteina.

43.2.2.4 Kinetika adsorpcije preparata Pectinex® Ultra SP-L na amino-CNC

Posto je u enzimskom preparatu prisutno viSe proteinskih komponenti razli¢itog afiniteta prema
amino-CNC nosacu, vreme imobilizacije moze uticati na konac¢ni sastav adsorbovanog sloja. Da bi
se utvrdilo koliko brzo se uspostavlja stabilna ravnoteZa, kinetika imobilizacije proteina i
pektinoliticke aktivnosti na amino-CNC pracena je sa prethodno odredenim optimalnim uslovima
(pH 6, 100 mg/g nosaca) u intervalu 0-3 h (Slika 4.31).

101



100 (A) T T T T T T 100 ®)

60 - 60 -

40 1 40

Prinos imobilizacije proteina, %
Prinos imobilizacije aktivnosti, %

20 1 20r

%.0 0.5 1.0 15 2.0 2.5 3.0 3.5 %.D 05 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5
Vreme, h Vreme, h

Slika 4.31. Uticaj vremena imobilizacije na promenu prinosa imobilizacije proteina (A) i prinosa
imobilizacije aktivnosti (B) tokom imobilizacije Pectinex® Ultra SP-L na amino-CNC.
Eksperimentalni uslovi imobilizacije: inicijalna koncentracija proteina 100 mg/g nosaca; 0,1 M Na-
fosfatni pufer pH 6, vreme 0-3 h.

Prilikom prac¢enja promena u prinosu imobilizacije proteina na amino-CNC u funkciji vremena,
uocava se veoma brza adsorpcija u prvoj fazi: ve¢ u prvih 0,5 h prinos imobilizacije proteina dostize
priblizno 62% (Slika 4.31. (A)). U daljem toku eksperimenta, do 3 h, vrednosti prinosa osciluju u
relativno uskom intervalu od priblizno 60—64%, Sto ukazuje da se ravnoteza adsorpcije proteina na
amino-CNC prakti¢no uspostavlja tokom prvih 30 minuta do 1 h imobilizacije, a produZenje vremena
kontakta dovodi samo do manjih lokalnih promena u raspodeli i rearanzmanu adsorbovanog sloja bez
znacajnijeg dodatnog vezivanja.

Tokom pracenog vremena beleZi se 1 postepen porast prinosa aktivnosti sa oko 11% nakon 1 h, do
16% posle 3 h imobilizacije (Slika 4.31. (B)). Ovakav profil ukazuje da se kataliticki najefikasnija
frakcija enzima vezuje 1 reorganizuje nesto sporije od ukupno vezanih proteina, odnosno da nakon
brze inicijalne adsorpcije sledi faza sporijih konformacionih prilagodavanja i moguce redistribucije
molekula na povr$ini nosaca, koja dovodi do blagog, ali kontinuiranog porasta imobilisane aktivnosti.
Imajuéi u vidu da se ve¢ nakon 1-2 h dostiZze najve¢i deo maksimalnog prinosa aktivnosti, dok
produZenje vremena imobilizacije do 3 h obezbeduje samo ograniceno dodatno povecanje aktivnosti,
kao kompromisno vreme za imobilizaciju preparata Pectinex® Ultra SP-L na amino-CNC nosacu
moze se smatrati opseg od 2 h.

Na taj nac¢in za amino-CNC nosac¢ dobijen je skup optimalnih uslova imobilizacije pektinaze, koji ¢e
u nastavku rada biti razmatrani u okviru uporedne analize sa CNC nosacem, a posle i drugim
metodama imobilizacije na modifikovane nosace od nanoceluloze.

4.3.2.3 Uporedna analiza adsorpcije preparata Pectinex® Ultra SP-L na CNC i amino-CNC

Uporedna analiza adsorpcije preparata Pectinex® Ultra SP-L na CNC i amino-CNC pokazuje obrazac
sli¢an onom uoc¢enom kod ksilanaze, ali dodatno naglasava sloZenost interakcija u viSekomponentnim
enzimskim smeSama. Optimalna pH vrednost za imobilizaciju pomera se sa pH 5 na CNC ka pH 6
na amino-CNC, §to odrazava dodatnu komponentu elektrostatickog privlacenja izmedu protonovanih
amino grupa nosaca i1 negativno naelektrisanih karboksilnih ostataka enzima. Obe optimalne pH
vrednosti su u opsegu literaturno opisanih vrednosti za slobodnu i imobilisanu pektinazu (pH 4,5—
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6,0) [298], a pomeraj ka visim pH na amino-CNC u skladu je sa efektom lokalnog pozitivnog
mikrookruZenja oko nosaca koji efektivno snizava lokalnu koncentraciju H" jona i pomera prividni
optimum enzima ka vis§im pH vrednostima [299, 300].

Kao optimalna za oba nosaca izdvojena je poCetna koncentracija proteina od 100 mg/g nosaca. Treba
imati u vidu da su eksperimenti ispitivanja uticaja pocetne koncentracije proteina i kinetike
imobilizacije izvedeni kao zasebne serije, sa nezavisno pripremljenim rastvorima enzimskog
preparata i zasebno odredenom polaznom aktivnoséu, pa se apsolutne vrednosti prinosa pri istoj
pocetnoj koncentraciji proteina razlikuju izmedu dve serije, dok su trendovi i medusobni odnosi
nosaca uporedivi. Klju¢na razlika ogleda se u toku aktivnosti tokom vremena: na CNC imobilisana
aktivnost dostize maksimum nakon 1 h i zatim opada, $to se moZe objasniti delimi¢nom desorpcijom
endopoligalakturonaze i kompetitivnim vezivanjem drugih komponenti smeSe (Vromanov efekat),
dok na amino-CNC ostaje stabilna u intervalu 2-3 h, Sto ukazuje na stabilnije vezivanje
endopoligalakturonaze 1 manju sklonost ka reorganizaciji adsorbovanih molekula enzima. Treba imati
u vidu i to da pH vrednost odreduje naelektrisanje svih proteinskih komponenti preparata, ne samo
pektinolitickih, pa se pri istim uslovima menja i udeo pratecih proteina koji se vezuju za nosac, $to
se odrazava na specifi¢nu aktivnost imobilisanog preparata.

Kao 1 kod ksilanaze, da bi se razlike izmedu CNC 1 amino-CNC razdvojile na doprinos koli¢ine
vezanog enzima i doprinos orijentacije pojedina¢nih molekula, pracena je specifi¢na aktivnost (IU
po mg vezanog proteina) u funkciji vremena imobilizacije (Slika 4.32).
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Slika 4.32. Promena specifi¢ne aktivnosti Pectinex® Ultra SP-L imobilisanog na CNC i amino-CNC

u zavisnosti od vremena imobilizacije. Eksperimentalni uslovi imobilizacije: pocetna koncentracija

proteina 100 mg/g nosaca; CNC — 0,1 M Na-acetatni pufer pH 5; amino-CNC — 0,1 M Na-fosfatni
pufer pH 6, vreme imobilizacije 0-3 h.

Na CNC specifi¢na aktivnost brzo raste 1 dostize maksimum od 2,0 [U/mg proteina nakon 2 h, nakon
¢ega naglo opada na 0,9 IU/mg proteina nakon 3 h, §to ukazuje na sterne smetnje unutar proteinskog
sloja 1 kompetitivnu zamenu endopoligalakturonaze drugim komponentama smese tokom produZene
inkubacije. Na amino-CNC specifi¢na aktivnost raste sporije ali kontinuirano, dostizu¢i 1,6 IU/mg
proteina nakon 3 h bez znakova zasi¢enja, Sto ukazuje na postepeno popunjavanje povrsine kataliticki
funkcionalnim molekulima endopoligalakturonaze. Iz ovih podataka proizilazi da je za CNC
optimalno zadrzati krace vreme imobilizacije (do 2 h), dok je za amino-CNC povoljnije produZeno
vreme do uspostavljanja ravnoteze.

Zanimljivo je da je redosled specifiénih aktivnosti na CNC 1 amino-CNC kod pektinolitickog
preparata obrnut u odnosu na preparat sa dominantnom ksilanaznom aktivnos¢u. Kod ksilanaze visa

103



specificna aktivnost postignuta je na amino-CNC (1,54 naspram 0,91 IU/mg proteina), dok se kod
preparata Pectinex® Ultra SP-L bolji rezultat ostvaruje na nemodifikovanoj CNC (2,00 naspram 1,45
IU/mg proteina). Ova razlika verovatno poti¢e od razli¢itog rasporeda naelektrisanih grupa na
povrSinama dva enzima: kod ksilanaze se pozitivno naelektrisane grupe nalaze pretezno na strani
suprotnoj od aktivnog centra, pa vezivanje na amino-CNC ne zaklanja aktivni centar, dok su kod
endopoligalakturonaze rasporedene blize aktivhom centru, odnosno dubokoj pukotini u S-heliksu, pa
elektrostatiCke interakcije sa amino grupama nosaca nose veci rizik od nepovoljne orijentacije. Na
nemodifikovanoj CNC, gde preovladuju vodoni¢ne veze i hidrofobne interakcije, ve¢i udeo vezanih
molekula endopoligalakturonaze zadrzava aktivni centar dostupan supstratu [271]. Slican trend, da
isti nosa¢ moze da obezbedi povoljniju orijentaciju za jedan enzim, a nepovoljniju za drugi, opisan je
u literaturi [219, 273], §to ilustruje princip da optimalan nosa¢ za imobilizaciju nije univerzalan, ve¢
zavisi od specificne distribucije funkcionalnih grupa na povrsini konkretnog enzima.

Adsorpcija preparata Pectinex® Ultra SP-L na CNC i amino-CNC pokazala se kao efikasan i
jednostavan nacin imobilizacije, ali nosi ograniCenje reverzibilnog karaktera. Sa ciljem
prevazilazenja ovih ograniCenja i postizanja trajnijeg vezivanja enzima, u nastavku istraZivanja
ispitana je kovalentna imobilizacija preparata Pectinex® Ultra SP-L na modifikovanim nosa¢ima, gde
se preko aldehidnih grupa nosaca i amino grupa lizinskih ostataka enzima formiraju stabilne
kovalentne veze koje sprecavaju desorpciju enzima tokom primene.

4.3.2.4 Kovalentna imobilizacija preparata Pectinex® Ultra SP-L na oksidovanu nanocelulozu

U nastavku je ispitana kovalentna imobilizacija na Ox-CNC, sa ciljem dobijanja stabilnijeg preparata
sa manjom sklonos¢u ka desorpciji i moguénoscéu visekratne upotrebe. Mehanizam vezivanja i
obrazlozenje izbora Na-karbonatnog pufera pH 9,5 istovetni su kao kod ksilanaze i detaljno su
izloZeni u odeljku o kovalentnoj imobilizaciji preparata Rohalase® SEP-Visco na Ox-CNC, pa su i
ovde primenjeni isti uslovi, uz produzeno vreme kontakta enzima i nosaca. Mehanizam kovalentne
imobilizacije endopoligalakturonaze na Ox-CNC nosa¢ analogan je prikazu datom na Semi 5
(aldehidne grupe koje stvaraju kovalentne veze sa amino grupama ostataka lizina, uz doprinosece
vodoni¢ne veze 1 elektrostaticke interakcije izmedu hidroksilnih 1 karboksilnih grupa nosaca i
naelektrisanih ostataka enzima). Treba imati u vidu da pKa amino grupa lizinskih ostataka nije ista u
svim proteinima, jer zavisi od lokalnog okruZenja svakog ostatka [269], pa procena udela
deprotonovanih grupa na datoj pH vrednosti sluzi samo kao orijentacija.

U nastavku je, u skladu sa pristupom primenjenim kod ksilanaze, najpre ispitan uticaj pocetne
koncentracije proteina na koncentraciju imobilisanih proteina, koncentraciju imobilisane
pektinolitcke aktivnosti i prinos imobilizacije proteina i aktivnosti preparata Pectinex® Ultra SP-L na
Ox-CNC nosacu sa fiksnim uslovima pH 1 vremena imobilizacije.

4.3.2.4.1 Efikasnost imobilizacije proteina preparata Pectinex® Ultra SP-L na Ox-CNC

Sa ciljem odredivanja optimalne pocetne koncentracije proteina za kovalentnu imobilizaciju
preparata Pectinex® Ultra SP-L na Ox-CNC, ispitan je uticaj ovog parametra u opsegu inicijalnih
koncentracija proteina od 75 do 300 mg/g nosaca na koncentraciju imobilisanih proteina i prinos
imobilizacije proteina koriS¢enjem prethodno utvrdenih radnih uslova imobilizacije (Slika 4.33).
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Slika 4.33. Uticaj inicijalne koncentracije proteina na: koncentraciju imobilisanih proteina (4) i
prinos imobilizacije proteina (B) prilikom imobilizacije Pectinex® Ultra SP-L na Ox-CNC.
Eksperimentalni uslovi imobilizacije: inicijalna koncentracija proteina: 75, 100, 200, 300 mg/g
nosaca, 0,1 M Na-karbonatni pufer pH 9,5; vreme imobilizacije 18 h.

Koncentracija imobilisanih proteina na Ox-CNC nosacu raste sa povecanjem pocetne koncentracije
proteina u opsegu od 75 do 300 mg/g nosaca, dostizuci vrednosti imobilisane koncentracije proteina
od 58 do 125 mg/g nosaca (Slika 4.33. (A)). Karakteristi¢no je da se izmedu 75 i 100 mg/g nosaca
prakti¢no ne uoc€ava porast koncentracije imobilisanih proteina (vrednosti oko 60 mg/g), Sto ukazuje
na privremeno zasi¢enje vecine dostupnih aldehidnih grupa na povrSini Ox-CNC na ovim uslovima.
Dalje povecanje inicijalne koncentracije na 300 mg/g nosac¢a dovodi do dodatnog porasta vezane
koli¢ine proteina, Sto verovatno odrazava kombinovani doprinos stvaranja kovalentnih veza ali i
nespecifi¢ne fizicke adsorpcije na preostalim slobodnim mestima na povrsini nosaca [219].

Prinos imobilizacije proteina na Ox-CNC pokazuje tipi¢an opadajuci trend sa porastom inicijalne
koncentracije, opadajuci sa 80% pri inicijalnoj koncentraciji od 75 mg/g nosaca na oko 40% pri
inicijalnoj koncentraciji 300 mg/g nosaca (Slika 4.33. (B)). Ovakvo ponasanje je u skladu sa time da
je ukupan broj reaktivnih mesta na povrsini nosa¢a ogranicen: na niZim pocetnim koncentracijama
gotovo svi ponudeni molekuli enzima pronalaze dostupno mesto za vezivanje, dok na viSim
koncentracijama proteina sve ve¢i deo ostaje u rastvoru nakon uspostavljanja ravnoteze [219].
Istovremeno, visoke vrednosti prinosa na niZzim inicijalnim koncentracijama (50—100 mg/g nosaca) u
odnosu na adsorpciju istog preparata na CNC i amino-CNC potvrduju visok kapacitet Ox-CNC za
kovalentnu imobilizaciju proteina [246, 258].

Posmatranjem zavisnosti koncentracije imobilisanih proteina i prinosa imobilizacije u funkciji
pocetne koncentracije proteina moze se zakljuciti da Ox-CNC obezbeduje visok kapacitet vezivanja
komponenti enzimskog preparata u celom ispitivanom opsegu (75-300 mg/g nosaca), uz oc¢ekivani
pad prinosa sa porastom pocetne koncentracije proteina [246, 258]. Medutim, sama koncentracija
imobilisanih proteina ne daje direktan uvid u kataliticku efikasnost dobijenog biokatalizatora, pa je u
narednom koraku analizirana zavisnost imobilisane pektinolitic¢ke aktivnosti 1 prinosa imobilizacije
aktivnosti preparata Pectinex® Ultra SP-L na Ox-CNC nosacu u istom opsegu pocetnih koncentracija
proteina.
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4.3.2.4.2 Efikasnost imobilizacije aktivnosti preparata Pectinex® Ultra SP-L na Ox-CNC

Posto preparat sadrzi viSe enzima razlicite kataliticke aktivnosti, sama koli¢ina imobilisanog proteina
ne pokazuje koliko je efikasno vezana bas ona kataliticka komponenta odgovorna za hidrolizu
pektina. Iz tog razloga, odredena je koncentracija imobilisane pektinoliticke aktivnosti i prinos
imobilizacije aktivnosti sa konstantnim uslovima imobilizacije (Slika 4.34).
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Slika 4.34. Uticaj inicijalne koncentracije proteina na koncentraciju imobilisane aktivnosti (4) i
prinos imobilizacije aktivnosti (B) prilikom imobilizacije Pectinex® Ultra SP-L na Ox-CNC.
Eksperimentalni uslovi imobilizacije: inicijalna koncentracija proteina: 75, 100, 200, 300 mg/g
nosaca, 0,1 M Na-karbonatni pufer pH 9,5; vreme imobilizacije 18 h.

Koncentracija imobilisane pektinoliticke aktivnosti na Ox-CNC nosacu raste sa povecanjem
inicijalne koncentracije proteina u opsegu od 75 do 300 mg/g nosaca, dostizuci vrednosti od 74 1U/g
nosaca pri inicijalnoj koncentraciji proteina od 75 mg/g nosaca do oko 200 IU/g nosaca pri pocetnoj
koncentraciji od 300 mg/g nosaca (Slika 4.34. (A)). Ovakav trend pokazuje da povecanje pocetne
koncentracije proteina dovodi do porasta broja kataliticki funkcionalnih enzima sa pektinolitickom
aktivno$¢u na povrsini Ox-CNC, pri ¢emu se pri najvisoj ispitivanoj pocetnoj koncentraciji uocava
izraZzen skok ukupne imobilisane aktivnosti, verovatno usled kombinovanog efekta kovalentnog
vezivanja preko Sifovih baza i dodatne stabilizacije fizi¢ki adsorbovanih, kataliticki aktivnih
komponenti preparata.

Vazno je ista¢i da merenjem pektinoliti€¢ke aktivnosti pratimo isklju¢ivo ponaSanje enzima koji
ispoljavaju pektinoliticko dejstvo, dok ostale proteinske komponente preparata kao S$to su
hemicelulaze, celulaze i druge pratece aktivnosti karakteristicne za enzimske preparate dobijene iz A4.
aculeatus [289, 290] doprinose izmerenim vrednostima koncentracije imobilisanih proteina, ali ne 1
pektinolitickoj aktivnosti. Zbog toga su prinosi imobilizacije aktivnosti na Ox-CNC niZi u poredenju
sa prinosima imobilizacije proteina: prinos imobilizacije aktivnosti opada sa priblizno 17% pri
inicijalnoj koncentraciji od 75 mg/g nosaca na oko 9% pri inicijalnoj koncentraciji od 190 mg/g
nosaca, uz porast na 11% pri najvisoj ispitivanoj koncentraciji od 310 mg/g nosaca (Slika 4.34. (B)).
Ovakav profil je tipi¢an za komercijalne preparate koji sadrze viSe enzima sa razlic¢itim katalitickim
dejstvom, kod kojih se ukupna koli¢ina vezanog proteina povecava brze od broja kataliticki
relevantnih molekula [285, 301]. Pored toga, na viS§im povrSinskim gustinama vezanih proteina sterni
1 konformacioni efekti opisani u literaturi kao molekularno nagomilavanje imobilisanih enzima mogu
dodatno smanjiti dostupnu aktivnost [302, 303].
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Uzimajuéi u obzir koncentraciju imobilisanih proteina i koncentraciju imobilisane pektinoliticke
aktivnosti, pocetna koncentracija proteina od 100 mg/g Ox-CNC nosaca izdvojena je kao
najpovoljnija za dalje eksperimente. Ova vrednost obezbeduje visok prinos imobilizacije proteina, uz
zadovoljavajuéi nivo imobilisane pektinoliticke aktivnosti i efikasnu potro$nju enzima.

4.3.2.4.3 Kinetika kovalentne imobilizacije preparata Pectinex® Ultra SP-L na Ox-CNC

Kinetika kovalentne imobilizacije preparata Pectinex® Ultra SP-L na Ox-CNC nosacu praéena je sa
prethodno odredenom optimalnom pocetnom koncentracijom proteina od 100 mg/g nosaca,
odredivanjem prinosa imobilizacije proteina i1 prinosa imobilizacije pektinoliticke aktivnosti u
funkeciji vremena inkubacije (Slika 4.35.).
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Slika 4.35. Uticaj vremena imobilizacije na promenu prinosa imobilizacije proteina (A) i prinosa

imobilizacije aktivnosti (B) prilikom imobilizacije Pectinex® Ultra SP-L na Ox-CNC.

Eksperimentalni uslovi imobilizacije: inicijalna koncentracija proteina: 100 mg/g nosaca; 0,1 M
Na-karbonatni pufer pH 9,5, vreme imobilizacije 0-18 h.

Prinos imobilizacije proteina na Ox-CNC raste od priblizno 45% nakon 0,5 h do oko 80% nakon 2 h,
¢ime se pokazuje da se ve¢ u prvih nekoliko sati zauzima najvec¢i deo dostupnih aldehidnih vezivnih
mesta na povrSini nosaca (Slika 4.35. (A)). Nakon toga dolazi do blagog opadanja prinosa
imobilizacije proteina, sa oko 65% u intervalu od 3—5 h do priblizno 55% nakon 18 h, Sto verovatno
odrazava delimi¢nu desorpciju reverzibilno adsorbovanih proteina ili reorganizaciju sloja na povrsini
tokom ispiranja nosaca [246]. Istovremeno, prinos imobilisane pektinolitiCke aktivnosti pokazuje
suprotan trend i kontinuirano raste tokom c¢itavog ispitivanog intervala, od oko 8% nakon 1 h do
priblizno 15% nakon 18 h, sa najve¢im porastom u prvih 5 h, dok dalje produzenje inkubacije donosi
samo marginalno povecanje (Slika 4.35. (B)).

Ovakav naizgled paradoksalan odnos (istovremeni pad prinosa proteina i rast prinosa aktivnosti) u
skladu je sa dvostepenim mehanizmom kovalentne imobilizacije koji je opisan za nosace sa
elektrofilnim aldehidnim grupama, kao Sto su glioksal-agarozni nosaci sa slicnim mehanizmom
vezivanja [299, 304]. U prvom, brzem koraku, enzimi se adsorbuju na povrsinu nosaca nespecificnim
interakcijama, pri ¢emu se samo deo molekula pozicionira u orijentaciji u kojoj su e-amino grupe
lizinskih ostataka dovoljno blizu aldehidnih mesta na Ox-CNC da bi doslo do nukleofilnog napada 1
formiranja Sifove baze. U drugom, sporijem koraku, povoljno orijentisani molekuli postepeno
formiraju stabilne kovalentne veze, dok molekuli adsorbovani u nepovoljnoj orijentaciji ostaju
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reverzibilno vezani i1 tokom ispiranja nosaca bivaju delimi¢no uklonjeni, Sto se manifestuje kao pad
ukupnog prinosa imobilisanih proteina nakon 2 h. Ako bi rast prinosa aktivnosti u istom intervalu
zaista bio posledica selektivnog zadrzavanja kataliticki aktivnih endopoligalakturonaznih molekula
sa povoljnom orijentacijom, to bi znacilo da kovalentno vezivanje deluje kao filter koji obogacuje
ovaj sistem aktivnim komponentama smeSe. Ova hipoteza se direktno proverava desorpcionim
eksperimentima, prikazanim u nastavku, kojima se kvantifikuje udeo kovalentno vezanog enzima u
ukupnoj izmerenoj aktivnosti imobilizata.

4.3.2.4.4 Desorpcija preparata Pectinex® Ultra SP-L imobilisanog na Ox-CNC

Radi kvantifikacije udela kovalentno vezanog enzima naspram reverzibilno adsorbovanog na
Ox-CNC nosacu, sprovedeni su desorpcioni eksperimenti na imobilisanim enzimima dobijenim sa
optimalnom pocetnom koncentracijom proteina od 100 mg/g nosaca, nakon 1 i 5 h imobilizacije.
Uzorci su tretirani rastvorom CaCl, 1 nejonskim deterdzentom Triton X-100, kako bi se uklonili
molekuli adsorbovani elektrostatickim i hidrofobnim interakcijama, dok kovalentno vezani molekuli
ostaju na nosacu.

Dobijeni rezultati, pokazuju da pektinaza imobilisana na Ox-CNC nakon 1 h zadrzava svega 37%
pocetne imobilisane aktivnosti posle desorpcije, §to ukazuje da je u ranoj fazi procesa dominantan
doprinos reverzibilno adsorbovanih molekula enzima slabim interakcijama sa hidrofilnom i
naelektrisanom povrS§inom nosaca. Nakon 5 h imobilizacije, udeo preostale aktivnosti posle tretmana
CaCly/Triton X-100 raste na 83%, Sto pokazuje da se tokom produzene inkubacije formiraju
kovalentne veze izmedu aldehidnih grupa Ox-CNC i amino grupa enzima, najverovatnije putem
dvostepenog procesa imobilizacije enzima na nosace sa elektrofilnim reaktivnim grupama opisanim
u literaturi [66, 219].

Imajué¢i u vidu da se pri imobilizaciji kompleksnog preparata prate isklju¢ivo komponente sa
pektinolitickom aktivnos¢u, dok ostale komponente doprinose ukupnoj imobilisanoj masi proteina
ali ne 1 pektinolitickoj aktivnosti, moZe se pretpostaviti da realni udeo kovalentno vezanih kataliti¢ki
aktivnih molekula endopoligalakturonaze na Ox-CNC nosacu ne odgovara vrednosti preostale
aktivnosti nakon desorpcije. On je verovatno i visi, jer deo neaktivnih proteinskih frakcija moze
kompetitivno zauzimati kovalentna vezivna mesta [246]. Na osnovu ovih rezultata, za dalja
ispitivanja odabran je preparat dobijen kovalentnom imobilizacijom na Ox-CNC tokom 5 h
inkubacije, koji obezbeduje visok udeo kovalentno vezanog enzima uz zadovoljavajuc¢u imobilisanu
pektinoliticku aktivnost, dok ¢e rezultati za GA-amino-CNC 1 detaljno poredenje dva nosaca biti
razmotreni u slede¢em poglavlju.

4.3.2.5 Kovalentna imobilizacija preparata Pectinex® Ultra SP-L na GA-aktiviranu amino-
modifikovanu nanocelulozu

GA-amino-CNC, dobijen aktivacijom amino-CNC glutaraldehidom, obezbeduje udaljenost izmedu
povrSine nosaca 1 enzima, Sto prema rezultatima opisanim u sekciji o ksilanazi moze doprineti
povoljnijoj orijentaciji enzima i o€uvanju kataliticke aktivnosti [219].

Mehanizam kovalentne imobilizacije endopoligalakturonaze na GA-amino-CNC nosacu odgovara
prikazu datom na Semi 6, gde glutaraldehid formira most izmedu amino-grupa nanoceluloze i amino-
grupa lizinskih ostataka na povrSini enzima putem nastanka iminskih veza, pri ¢emu duZina
glutaraldehidnog mosta i odredena konformaciona sloboda koju on omogucéava doprinose manjoj
rigidnosti vezivanja enzima za povrSinu nosaca u poredenju sa vezivanjem direktno na povrSinu
nosaca kao u sluc¢aju Ox-CNC.
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Pored dominantnih kovalentnih veza, na povrSini GA-amino-CNC mogu se uspostaviti i dodatne
vodoni¢ne veze i elektrostaticke interakcije izmedu amino grupa nosaca i naelektrisanih ostataka
enzima, koje doprinose inicijalnoj adsorpciji i orijentaciji molekula pre kona¢nog ,,zakljucavanja“ u
kovalentno vezano stanje [219, 246].

Polaze¢i od opisanog mehanizma, uslovi kovalentne imobilizacije pektinaza na GA-amino-CNC
podeseni su tako da obezbede efikasnu reakciju glutaraldehidno aktiviranih nosa¢a sa amino-grupama
enzima, uz ocuvanje stabilnosti pektinolitickih enzima iz preparata, Sto se omogucava koris¢enjem
0,1 M Na-fosfatnog pufera pH 7,5 i produzenog vremena inkubacije. U narednim potpoglavljima
detaljno su analizirani uticaj inicijalne koncentracije proteina, kinetika kovalentnog vezivanja i
desorpcija adsorbovanih enzima, sa ciljem identifikacije uslova pod kojima GA-amino-CNC
obezbeduje najpovoljniji kompromis izmedu udela kovalentno vezanog enzima i1 ocuvane
pektinoliticke aktivnosti.

4.3.2.5.1 Efikasnost imobilizacije proteina preparata Pectinex® Ultra SP-L na GA-amino-CNC

Kovalentno vezivanje na GA-amino-CNC izvodi se na niZzoj pH vrednosti (7,5) nego na Ox-CNC
(9,5), jer pri visim pH vrednostima glutaraldehid reaguje sa amino grupama susednih nanokristala
nosaca i dovodi do njihovog medusobnog umrezavanja i aglomeracije. Zbog nizeg pH manji je i udeo
deprotonovanih amino grupa enzima, pa se o¢ekuje manji broj formiranih kovalentnih veza i nizi
ukupan kapacitet vezivanja. Da bi se utvrdilo kako pocetna koncentracija proteina uti¢e na
imobilizaciju u ovim uslovima, ona je varirana u opsegu 75-300 mg/g nosaca, a rezultati su prikazani
na slici 4.36.
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Slika 4.36. Uticaj inicijalne koncentracije proteina na: koncentraciju imobilisanih proteina (A) i
prinos imobilizacije proteina (B) prilikom imobilizacije Pectinex® Ultra SP-L na GA-amino-CNC.
Eksperimentalni uslovi imobilizacije: inicijalna koncentracija proteina: 75, 100, 200, 300 mg/g
nosaca; 0,1 M Na-fosfatni pufer pH 7,5, vreme imobilizacije 18 h.

Koncentracija imobilisanih proteina enzimskog preparata Pectinex® Ultra SP-L na GA-amino-CNC
nosacu raste sa povecanjem inicijalne koncentracije proteina u opsegu od 75 do 300 mg/g nosaca, od
imobilisane koncentracije od 68 mg/g nosaca do oko 134 mg/g nosaca (Slika 4.36. (A)). Ovakav trend
pokazuje da povrSinske amino-grupe, aktivirane glutaraldehidom, obezbeduju dovoljno reaktivnih
mesta za kovalentno vezivanje proteinskih komponenti u celom ispitivanom opsegu, pri ¢emu se u
intervalu inicijalnih koncentracija proteina od 100 do 200 mg/g nosaca uocava izrazen plato gde su
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vrednosti koncentracije imobilisanih proteina dobijene sa ovim pocetnim koncentracijama prakti¢no
identi¢ne (94-95 mg/g nosaca). Dalje povecanje inicijalne koncentracije na 300 mg/g dovodi do
dodatnog porasta vezane koli¢ine proteina, $to verovatno odrazava kombinovani doprinos novih
kovalentnih veza na preostalim reaktivnim mestima i nespecificne adsorpcije na povrsini nosaca.

Prinos imobilizacije proteina na GA-amino-CNC opada sa povecanjem inicijalne koncentracije
proteina, sa 91% na 43% (Slika 4.36. (B)). Ovo je isti obrazac kao na Ox-CNC 1 posledica je
ogranicenog broja reaktivnih mesta na nosacu [299]. U narednom koraku analizirano je koliki deo
vezanog proteinskog sloja ¢ine kataliticki aktivne endopoligalakturonaze[219].

4.3.2.5.2 Efikasnost imobilizacije aktivnosti preparata Pectinex® Ultra SP-L na GA-amino-CNC

Posto sama koli¢ina vezanog proteina ne ukazuje koliko od te frakcije ¢ine kataliticki funkcionalne
endopoligalakturonaze, paralelno sa pracenjem koncentracije imobilisanih proteina odredena je i
koncentracija imobilisane pektinoliticke aktivnosti 1 prinos imobilizacije aktivnosti sa istim
eksperimentalnim uslovima (Slika 4.37).
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Slika 4.37. Uticaj inicijalne koncentracije proteina na koncentraciju imobilisane aktivnosti (A) i
prinos imobilizacije aktivnosti (B) prilikom imobilizacije Pectinex® Ultra SP-L na GA-amino-CNC.
Eksperimentalni uslovi imobilizacije: inicijalna koncentracija proteina: 75, 100, 200, 300 mg/g
nosaca; 0,1 M Na-fosfatni pufer pH 7,5, vreme imobilizacije 18 h.

Koncentracija imobilisane pektinoliticke aktivnosti na GA-amino-CNC nosacu raste sa pove¢anjem
inicijalne koncentracije proteina od 75 mg/g nosaca do 200 mg/g nosaca, od 79 IU/g nosaca do 140
IU/g nosaca, dok se pri inicijalnoj koncentraciji proteina od 300 mg/g nosaca belezi neSto niza
vrednost aktivnosti od oko 132 IU/g nosaca (Slika 4.37. (A)). Porast imobilisane aktivnosti je
izrazeniji do 200 mg/g nosaca (sa 79 na 140 IU/g nosaca, gotovo dvostruko), dok povecanje inicijalne
koncentracije na 300 mg/g nosaca ne donosi dalji porast, ve¢ blagi pad na oko 132 IU/g nosaca.
Ovakav profil ukazuje da porast pocetne koncentracije od 200 mg/g dovodi do povecanja broja
kataliticki funkcionalnih endopoligalakturonaznih molekula vezanih preko glutaraldehidnog mosta,
dok dodatno povecanje koncentracije proteina na 300 mg/g ne donosi proporcionalan porast
aktivnosti, zbog manje povoljne orijentacije i medusobnih sternih smetnji izmedu molekula enzima,
kao 1 moguce imobilizacije proteina iz preparata koji ne ispoljavaju pektinoliticku aktivnost [219].
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Prinos imobilizacije pektinoliticke aktivnosti na GA-amino-CNC opada sa porastom inicijalne
koncentracije proteina, sa 18% na oko 7% (Slika 4.37. (B)). Ovakav pad prinosa, uz istovremeno
povecanje apsolutne vrednosti imobilisane aktivnosti u opsegu nizih koncentracija, tipi¢an je za
imobilizaciju enzimskih preparata sa razli¢itim katalitickim aktivnostima, kod kojih se ukupna
koli¢ina vezanog proteina povecava brze od broja kataliticki aktivnih molekula, a na visSim pocetnim
koncentracijama raste udeo proteina vezanih u konformacijama ili mikrookruzenjima koja nisu
optimalna za katalizu ili nemaju uticaj na ispitivani supstrat [219].

Posmatrajuci istovremeno koncentraciju imobilisane aktivnosti i efikasnu primenu enzima, pocetna
koncentracija proteina od 100 mg/g GA-amino-CNC nosaca izdvojena je kao najpovoljnija za dalje
eksperimente, budu¢i da obezbeduje visok prinos imobilizacije proteina i znaCajnu imobilisanu
pektinoliticku aktivnost.

4.3.2.5.3 Kinetika imobilizacije preparata Pectinex® Ultra SP-L na GA-amino-CNC

Kinetika imobilizacije na GA-amino-CNC nosacu pracena je sa pocetnom koncentracijom proteina
od 100 mg/g nosaca, odredivanjem prinosa imobilizacije proteina i prinosa imobilisane pektinoliticke
aktivnosti u funkciji vremena (Slika 4.38.)
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Slika 4.38. Uticaj vremena imobilizacije na promenu prinosa imobilizacije proteina (A) i prinosa
imobilizacije aktivnosti (B) prilikom imobilizacije Pectinex® Ultra SP-L na GA-amino-CNC.
Eksperimentalni uslovi imobilizacije: inicijalna koncentracija proteina: 100 mg/g nosaca, 0,1 M
Na-fosfatni pufer pH 7,5, vreme imobilizacije 0-18 h.

Prinos imobilizacije proteina raste veoma brzo u prvom satu imobilizacije, dostizu¢i vrednosti bliske
potpunom vezivanju (oko 95%), Sto ukazuje da se gotovo sve proteinske komponente preparata u
pocetnoj fazi vezuju pre svega adsorpcijom 1 eventualnim brzim formiranjem kovalentnih veza (Slika
4.38. (A)). U nastavku procesa uocava se smanjenje prinosa imobilizacije proteina oko 2—-3 h, a zatim
ponovni porast do maksimalne vrednosti nakon 18 h. Ovakav profil sa inicijalnim skokom pracenim
prolaznim padom karakteristi¢an je za viSekomponentne enzimske preparate 1 moze se objasniti
kompetitivnim istiskivanjem adsorbovanih komponenti tokom imobilizacije (Vromanov efekat)
[296]. U ranoj fazi imobilizacije na nosa¢ se adsorpcijom neselektivho vezu sve proteinske
komponente preparata, dok se u kasnijoj fazi kompetitivnim mehanizmom desorbuju one
komponente koje nisu uspostavile kovalentne veze, pri ¢emu na povrsini ostaju kovalentno fiksirani
molekuli [305, 306]. Ponovni porast prinosa proteina nakon 5 h mozZe odrazavati postepeno
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formiranje dodatnih kovalentnih veza izmedu preostalih adsorbovanih molekula i aldehidnih grupa
glutaraldehidnih mostova, §to stabilizuje proteinski sloj i spre¢ava dalju desorpciju [219].

Prinos imobilizacije pektinoliticke aktivnosti na GA-amino-CNC raste sporije, ali gotovo monotono
u ispitivanom intervalu, od oko 11% nakon 1 h do 21% nakon 18 h (Slika 4.38. (B)). Suprotnost
izmedu brzog dostizanja platoa kod prinosa proteina i postepenog rasta prinosa aktivnosti u skladu je
sa dvostepenim mehanizmom imobilizacije: u prvom, brzem koraku enzimi se neselektivno
adsorbuju na povrSinu GA-amino-CNC preko razlicitih interakcija sa glutaraldehidnim mostovima i
preostalim amino grupama nosaca, dok se u drugom, sporijem koraku oni molekuli ¢ije su g-amino
grupe lizinskih ostataka prostorno dobro pozicionirane postepeno kovalentno vezuju formiranjem
Sifovih baza sa aldehidnim krajevima glutaraldehida. Kontinuirani rast prinosa aktivnosti kroz ceo
ispitivani interval sugeriSe da proces kovalentnog fiksiranja kataliticki aktivnih komponenti smese
nije zasi¢en ni nakon 18 h, mada je dinamika sporija u kasnijoj fazi.

Prikazani rezultati pokazuju da GA-amino-CNC obezbeduje brzo pocetno vezivanje komponenti
preparata, uz postepeno kovalentno fiksiranje kataliticki aktivnih molekula tokom produzene
inkubacije, preko Sifovih baza izmedu aldehidnih krajeva glutaraldehidnih mostova i amino grupa
lizinskih ostataka enzima [219].

Imaju¢i u vidu da se pektinoliticka aktivnost prati kao jedini pokazatelj kataliticke efikasnosti
imobilisanog preparata, dok ostale proteinske komponente preparata doprinose ukupnoj koncentraciji
vezanog proteina bez doprinosa izmerljivoj aktivnosti, prikazani udeo preostale aktivnosti nakon
desorpcije predstavlja samo udeo kovalentno vezanih enzima sa pektinolitickom aktivnos¢u. Na
osnovu dobijenih rezultata, za dalja ispitivanja primene odabran je preparat dobijen imobilizacijom
u trajanju od 5 h.

4.3.2.6 Uporedna analiza kovalentne imobilizacije preparata Pectinex® Ultra SP-L na Ox-CNC i
GA-amino-CNC

Na Ox-CNC 1 GA-amino-CNC vezuje se sli¢na koncentracija proteina u celom ispitivanom opsegu
pocetnih koncentracija, uz ocekivano opadanje prinosa imobilizacije proteina sa porastom inicijalne
koncentracije, kako se 1 oCekuje prilikom imobilizacije velikih molekula proteina na nosace [219].
Koncentracija imobilisane pektinoliti¢ke aktivnosti raste sa porastom pocetne koncentracije proteina
na oba nosaca, ali ne na isti nacin: u opsegu inicijalne koncentracije proteina od 100-200 mg/g
nosaca, na GA-amino-CNC se postizu viSe vrednosti imobilisane koncentracije enzima (113-139
IU/g nosaca) nego na Ox-CNC (79-106 1U/g nosaca), Sto ukazuje da glutaraldehidni most sa
umerenim inicijalnim koncentracijama proteina pogoduje kataliticki povoljnoj orijentaciji enzima,
dok se na najvi$oj inicijalnoj koncentraciji proteina odnos obrée u korist Ox-CNC. Posmatrajuci sve
parametre, kao najpovoljnija za oba nosaca izdvaja se pocetna koncentracija proteina od 100 mg/g
nosaca, koja obezbeduje visok prinos imobilizacije proteina i zadovoljavaju¢u imobilisanu aktivnost
uz efikasnu potroS$nju enzima.

Vremenski profili specificne aktivnosti (Slika 4.39) pokazuju razlike izmedu dva nosaca koje su u
skladu sa razli¢itim na¢inom vezivanja.
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Slika 4.39. Promena specificne aktivnosti kovalentno imobilisanog Pectinex® Ultra SP-L na
Ox-CNC i GA-amino-CNC u zavisnosti od vremena imobilizacije. Eksperimentalni uslovi
imobilizacije: inicijalna koncentracija proteina 100 mg/g nosaca; Ox-CNC — 0,1 M Na-karbonatni

pufer pH 9,5; GA-amino-CNC — 0,1 M Na-fosfatni pufer pH 7,5, vreme imobilizacije 0—18 h.

Specificna aktivnost se dobija kao koli¢nik imobilisane aktivnosti i koncentracije imobilisanih
proteina, pa njen tok ne prati nuzno oblik nijedne od te dve krive: maksimum u krivoj vezanih
proteina, ako nije pracen istovremenim porastom aktivnosti, u krivoj specificne aktivnosti se
ispoljava kao prevoj ili lokalni minimum. Na GA-amino-CNC specifi¢na aktivnost raste od 0,8 [lU/mg
proteina nakon 1 h na 1,7 IU/mg proteina posle 5 h, nakon ¢ega opada u intervalu od 5 do 18 h, $to
ukazuje da glutaraldehidni most pogoduje brzom formiranju kataliticki povoljnog sloja, ali da nakon
duzeg vremena inkubacije raste udeo molekula u nepovoljnoj orijentaciji usled gusceg rasporeda
vezanih proteina. Na Ox-CNC specifi¢na aktivnost raste postepeno od 0,75 IU/mg proteina nakon 1
h do 1,5 IU/mg proteina nakon 5 h i zatim ulazi u plato bez naknadnog pada, §to se moze objasniti
time da direktne kovalentne veze izmedu aldehidnih grupa nosaca i amino grupa lizinskih ostataka
enzima fiksiraju molekul u stabilnoj konformaciji 1 sprecavaju naknadne konformacione promene
nakon duZeg vremena inkubacije. Desorpcija pri vremenu imobilizacije od 5 h potvrduje visok udeo
kovalentno vezanih molekula na oba nosa¢a. Nakon tretmana sa CaClo/Triton X-100 zadrZava se 83%
pocetne pektinoliticke aktivnosti na Ox-CNC 1 79% na GA-amino-CNC, §to ukazuje na nesto veci
udeo molekula prevedenih iz adsorbovanog u ireverzibilno kovalentno vezano stanje na Ox-CNC.

Postignuti prinosi imobilizacije proteina (65% na oba nosaca) 1 aktivnosti (14% za Ox-CNC 1 19%
za GA-amino-CNC), pri vremenu imobilizacije od 5 h, uporedivi su sa literaturno opisanim
kovalentnim sistemima za imobilizaciju pektinoliti¢kih preparata, gde se prinosi imobilizacije
aktivnosti krec¢u u Sirokom opsegu zavisno od metode aktivacije nosaca [32, 307, 308]. Posmatrajuci
zajedno sve ispitivane parametre teSko je izdvojiti najadekvatniji nosa¢ izmedu Ox-CNC i GA-
amino-CNC: na GA-amino-CNC se ostvaruju nesto visi prinosi imobilizacije proteina 1 aktivnosti 1
viSe vrednosti imobilisane aktivnosti pri niZim pocetnim koncentracijama proteina, dok Ox-CNC
obezbeduje stabilniju specificnu aktivnost tokom produzene imobilizacije 1 neSto visi udeo
kovalentno vezanih molekula nakon desorpcije. Ovako bliske vrednosti klju¢nih parametara ukazuju
da oba nosaca obezbeduju kataliticki podjednako efikasne sisteme za imobilizaciju preparata
Pectinex® Ultra SP-L, pa ¢e konacan izbor biti odreden rezultatima stabilnosti prilikom visekratne
upotrebe 1 karakteristikama hidrolize realnih pektinskih supstrata, koji ¢e biti prikazani u poglavlju o
primeni imobilisanih enzima.

4.3.2.7 Poredenje adsorpcije i kovalentne imobilizacije preparata Pectinex® Ultra SP-L na
nanocelulozi
Sumirani parametri imobilizacije na CNC, amino-CNC, Ox-CNC i GA-amino-CNC prikazani su u
tabeli 4.3.
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Tabela 4.3. Poredenje parametara imobilizacije preparata Pectinex® Ultra SP-L na CNC, amino-
CNC, Ox-CNC i GA-amino-CNC pri optimalnim uslovima za svaki nosac (pocetna koncentracija
proteina 100 mg/g nosaca; CNC pH 5, 2 h; amino-CNC pH 6, 2 h; Ox-CNC pH 9,5, 5 h; GA-amino-
CNCpH 7,5, 5 h).

Koncentracija Prinos Koncentracija Prinos Specifi¢na
Nosaé imobilisanih imobilizacije imobilisane imobilizacije aktivnost
proteina proteina aktivnosti aktivnosti (IU/mg

(mg/g nosaca) (%) (IU/g nosaca) (%) proteina)
CNC 44 40 90 14 2,00
amino-CNC 69 63 100 15 1,45
Ox-CNC 60 56 85 14 1,50
GA-amino-CNC 70 64 112 19 1,70

Specificna aktivnost pektinaza imobilisanih na razli¢itim nosacima krece se od 1,45 IU/mg proteina
na amino-CNC do 2,00 IU/mg proteina na CNC, sa vrednostima 1,50 IU/mg proteina za Ox-CNC i
1,70 IU/mg proteina za GA-amino-CNC, §to u odnosu na specifi¢nu aktivnost slobodnog enzima (6,0
IU/mg proteina) odgovara udelima od 33% na CNC, 24% na amino-CNC, 25% na Ox-CNC 1 28%
na GA-amino-CNC. Razlike u specificnim aktivnostima izmedu adsorpcije 1 kovalentne imobilizacije
su znatno manje nego Sto bi se ocekivalo za precis¢ene enzime, Sto je direktna posledica sastava
preparata: dok ukupno vezana masa proteina ukljucuje sve proteinske frakcije, merenoj
pektinolitickoj aktivnosti doprinose samo komponente sa endopoligalakturonaznom aktivno$éu
prema koriS¢enom supstratu, pa prikazane specificne aktivnosti predstavljaju potcenjene vrednosti
stvarne kataliticke efikasnosti imobilisanih endopoligalakturonaznih molekula. Ovaj efekat
»razblaZzenja aktivnosti“ neaktivnim proteinskim frakcijama karakteristican je za industrijske
preparate i mora se uzeti u obzir prilikom poredenja sa literaturnim podacima za preciSéene enzime
[219, 299], zbog cega su za poredenje izmedu nosaca relevantniji pokazatelji udeo kovalentno
vezanog enzima i prinos imobilizacije aktivnosti.

Najpovoljniji kompromis za imobilizaciju preparata Pectinex® Ultra SP-L ostvaren je na GA-amino-
CNC: imobilisana aktivnost 112 IU/g nosaca (19% prinosa), specifi¢na aktivnost 1,70 IU/mg proteina
1 79% kovalentno vezane aktivnosti nakon 5 h. Ox-CNC postize neSto nizu ukupnu i specifi¢nu
aktivnost (85 IU/g nosaca; 1,50 IU/mg proteina), ali vi$i udeo kovalentno vezanog enzima (83%), pa
predstavlja efikasnu alternativu kada je prioritet maksimalna stabilnost. Ovakav obrazac, da
glutaraldehidni most pogoduje o¢uvanju kataliti€¢ke aktivnosti, dok direktno kovalentno vezivanje na
aldehidne grupe obezbeduje veci udeo stabilno vezanog enzima, u skladu je sa literaturno opisanim
trendovima za kovalentnu imobilizaciju enzima na polisaharidnim nosac¢ima [219, 307].

4.3.3 Imobilizacija proteaza na nanocelulozu

Proteaze (E.C. 3.4) katalizuju hidrolizu peptidnih veza ¢ime omogucavaju formiranje polipeptida,
oligopeptida i slobodnih aminokiselina. Zbog visoke kataliticke efikasnosti i selektivnosti ¢ine oko
60% svetskog trziSta industrijskih enzima 1 Siroko se primenjuju u prehrambenoj industriji,
deterdzentima, farmaceuticima i kozarstvu [309, 310]. Prema poziciji peptidne veze na koju deluju,
dele se na egzopeptidaze (aminopeptidaze 1 karboksipeptidaze) 1 endopeptidaze, dok se prema
mehanizmu delovanja i hemijskoj prirodi aktivnog centra klasifikuju u Cetiri grupe: serinske,
cisteinske, aspartatne proteaze i metaloproteaze [309, 310].

Jedan od klju¢nih izazova u industrijskoj primeni proteaza jeste autoliza, odnosno hidroliza enzima
katalizovana sopstvenom proteolitiCkom aktivnos$¢u, koja dovodi do progresivne inaktivacije 1 pada
stabilnosti preparata tokom primene [311]. Imobilizacija proteaza na ¢vrste nosace pruza efikasan
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nacin za reSavanje ovog problema, budu¢i da kovalentno vezivanje za nosa¢ ogranicava pokretljivost
molekula enzima i smanjuje verovatnoéu medusobnog kontakta neophodnog za autolizu, a
istovremeno povecava termicku i operativnu stabilnost uz omogucavanje visestruke upotrebe u
uzastopnim reakcionim ciklusima [262, 311].

U ovoj disertaciji ispitana je kovalentna imobilizacija dva komercijalna proteazna preparata,
Alcalase® i Flavourzyme®, na nosae Ox-CNC i GA-amino-CNC, sa ciljem dobijanja stabilnih i
viSekratno upotrebljivih biokatalitickih sistema za hidrolizu proteinskih frakcija iz nusproizvoda
prehrambene industrije, kao $to je suncokretova saéma [228, 312]. Preparat Alcalase® sadrzi
dominantno endoproteaznu aktivnost, dok preparat Flavourzyme® sadrzi sme$u endo- i
egzopeptidaza, pa kombinovana primena ova dva preparata u sekvencijalnoj hidrolizi proteinskih
supstrata daje komplementarno dejstvo: Alcalase® razlaze intaktne proteine na peptidne fragmente, a
Flavourzyme® te fragmente hidrolizuje do slobodnih aminokiselina i di-tripeptida [312, 313].

U skladu sa pristupom primenjenim u prethodnim poglavljima za ksilanazu i pektinazu, za oba
proteazna preparata inicijalno su ispitane obe strategije imobilizacije: adsorpcija (na CNC i amino-
CNC) i kovalentna imobilizacija (na Ox-CNC 1 GA-amino-CNC). Medutim, preliminarni rezultati
pokazali su da se adsorpcijom na nosace ne obezbeduju zadovoljavajuce karakteristike imobilisanih
preparata proteaza, pa su detaljne studije i karakterizacija sprovedene isklju¢ivo za kovalentnu
imobilizaciju na Ox-CNC i GA-amino-CNC.

4.3.3.1 Imobilizacija enzimskog preparata Alcalase®

Alcalase® je komercijalni proteazni preparat koji se dominantno sastoji od serinske endoproteaze
subtilizina Carlsberg (EC 3.4.21.14), izolovane iz soja bakterije B. licheniformis [314]. KarakteriSe
ga visoka proteoliticka aktivnost na visim pH vrednostima (optimum pH 7,0-9,0) i temperaturama
50-60 °C [228]. Molekulska masa aktivne forme iznosi oko 27 kDa, a kataliticki centar ¢ini klasi¢na
serinska trijada (His64, Asp32, Ser221) gde serinski ostatak vr$i nukleofilni napad na peptidne veze
[315]. Na povrsini molekula nalazi se Sest amino grupa lizina, smeStenih preteZzno na strani molekula
suprotnoj od aktivnog centra, §to je klju¢no za razumevanje mehanizma kovalentne imobilizacije na
nanocelulozne nosade [316]. Izoelektriéna tacka preparata Alcalase® iznosi pl = 9,4 pa je na pH 7.5
enzim neto pozitivno naelektrisan i1 ostvaruje privlacne elektrostaticke interakcije sa negativno
naelektrisanim grupama na povrSini CNC, dok je na pH 9,5 = pl neto naelektrisanje enzima blizu
nule, $to minimizuje globalne elektrostaticke interakcije sa nosacem. U oba slucaja, deo ¢-amino
grupa lizinskih ostataka (pKa 10,5) na ovim pH vrednostima deprotonovan je samo u maloj meri (na
pH 7,5 svega oko 0,1%), ali je i taj mali udeo dovoljan da postepeno reaguje sa aldehidnim grupama
nosaéa uz formiranje Sifovih baza.

U dosadasnjoj literaturi opisana je uspesna imobilizacija preparata Alcalase® na vise tipova nosaca:
kovalentno na glioksil-agarozu [317, 318] i1 agarozu modifikovanu glutaraldehidom [316],
adsorpcijom i kovalentno na hitozan 1 natrijum-alginat [319, 320], kao i na Fe3O4-hitozan magnetne
nanocestice [321] i poliakrilonitrilna nanovlakna [322].

Imobilizacija preparata Alcalase® na nosace znacajno zavisi od raspodele povrsinskih grupa enzima,
narocito od poloZaja lizinskih ostataka (potencijalnih mesta za kovalentno vezivanje) i raspodele
naelektrisanja u odnosu na aktivni centar. Pri tome su za kovalentno vezivanje relevantni pre svega
lizinski ostaci izlozeni na povrsini molekula, odnosno dostupni reakcionom medijumu, ¢ija je pKa
vrednost bliska vrednosti za slobodnu aminokiselinu, dok se kod ostataka smesStenih u unutrasnjosti
molekula ta vrednost pomera, najces¢e naniZe, pa oni u manjoj meri doprinose broju formiranih
kovalentnih veza [269]. Da bi se ovi parametri sagledali u kontekstu imobilizacije, izvrSena je analiza
trodimenzionalne strukture preparata Alcalase® (PDB 1SBC) sa prikazom raspodele elektrostati¢kog
potencijala 1 polarnih/nepolarnih regija na povrSini molekula (Slika 4.40).
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Slika 4.40. Trodimenzionalna struktura molekula endoproteaze iz preparata Alcalase® iz Bacillus
licheniformis (PDB kod 1SBC) [217] sa prikazom aktivnog centra i raspodele povrsinskog
naelektrisanja i polarnih/nepolarnih regija.: Prednja strana molekula gde se vidi aktivni centar
obojen u magenta, negativno naelektrisanje molekula obojeno u crveno, a pozitivno naelektrisanje
u plavo (A),; Rotacija molekula za 180° u x-y ravni, negativno naelektrisanje molekula obojeno u
crveno, pozitivno u plavo (B); Prednja strana molekula gde se vidi aktivni centar obojen u magenta,
polarne regije molekula obojene u svetlo plavo, nepolarne u zuto (C),; Rotacija molekula za 180° u
x-y ravni, polarne regije molekula obojene u svetlo plavo, nepolarne u Zuto (D).

Raspodela naelektrisanja povrSine prikazana je kvalitativno, na osnovu standardnih stanja
aminokiselinskih ostataka koja odgovaraju neutralnoj pH vrednosti, pa prikaz sluzi za poredenje
relativnog rasporeda pozitivnih i negativnih regiona, a ne za kvantitativnu procenu naelektrisanja pri
konkretnoj pH vrednosti. Elektrostaticki potencijal povrsine (Slike 4.40. (A) 1 (B)) otkriva heterogenu
distribuciju naelektrisanja: na prednjoj strani molekula, neposredna okolina aktivnog centra
(magenta) pretezno je neutralna do blago negativna (belo/svetlo crveno), dok su pozitivno
naelektrisaniegrupe (plavo), koji poticu od ostataka lizina i arginina, pretezno u donjem i bo¢nom
delu iste strane, na ve¢oj udaljenosti od aktivnog centra. Zadnja strana molekula, suprotna aktivnom
centru, pokazuje izrazeniju zastupljenost negativno naelektrisanih grupa (crveno), koji poti¢u od
karboksilnih ostataka aspartata i glutamata, sa sporadi¢nim pozitivnhim povrSinama u donjem delu.
Analiza hidrofobnosti/hidrofilnosti povrsine (Slike 4.40. (C) i (D)) pokazuje da je molekul preparata
Alcalase® pretezno hidrofilnog karaktera (tirkizno) na oba prikaza, pri ¢emu su hidrofobni regije
(zuto/zlatno) prisutni u ograni¢enoj meri, nesto izraZenije na zadnjoj strani molekula, dok je okolina
aktivnog centra izrazito hidrofilna.

Raspodela naelektrisanja na povrsini preparata Alcalase® direktno utie na adsorpciju na CNC i
amino-CNC. Zbog visoke izoelektricne tacke (pl 9,4) enzim je u opsegu pH 4-9 pozitivho
naelektrisan, a pH optimum preparata nalazi se u blago alkalnoj oblasti, oko pH 8. Na CNC to vodi
do vezivanja preko pozitivnih grupa koji se nalaze na istoj strani kao aktivni centar, pa je on Cesto
okrenut ka nosacu i slabije dostupan supstratu. Na amino-CNC, iako postoji mogucnost povoljnije
orijentacije, pozitivno naelektrisanje dovodi do elektrostati¢kog odbijanja sa protonovanim amino
grupama nosaca, pa je ukupan kapacitet adsorpcije nizak. Zbog toga je dalja karakterizacija
imobilizacije preparata Alcalase® usmerena isklju¢ivo na kovalentne nosade. Kovalentna
imobilizacija se sprovodi na pH vrednostima blizim izoelektri¢noj tacki preparata (7,5 za GA-amino-
CNC 19,5 za Ox-CNC), pa uz formiranje Sifovih baza preko deprotonovanih amino grupa lizinskih
ostataka istovremeno slabi 1 elektrostaticko odbijanje izmedu enzima 1 nosaca, §to stvara povoljnije
uslove za orijentaciju vezanih molekula. Za Ox-CNC i GA-amino-CNC optimizovani su uticaj
inicijalne koncentracije proteina i kinetika vezivanja, ¢ime je omogucena detaljna karakterizacija
kovalentno imobilisanih preparata Alcalase®.
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4.3.3.1.1 Kovalentna imobilizacija preparata Alcalase® na oksidovanu nanocelulozu

Kovalentna imobilizacija preparata Alcalase® na Ox-CNC sprovedena je u 0,1 M Na-karbonatnom
puferu pH 9,5, po istom mehanizmu opisanom za ksilanazu i pektinazu: aldehidne grupe nastale
perjodatnom oksidacijom CNC reaguju sa deprotonovanim amino grupama lizinskih ostataka
preparata Alcalase® i formiraju kovalentne (iminske) veze direktno na povrsini nosa¢a. U narednim
potpoglavljima analizirani su uticaj inicijalne koncentracije proteina, kinetika vezivanja i desorpcija
adsorbovanog dela enzima, sa ciljem identifikacije uslova pod kojima se imobilizacijom na Ox-CNC
obezbeduje najpovoljniji kompromis izmedu kapaciteta vezivanja, imobilisane aktivnosti i udela
kovalentno vezanog enzima.

4.3.3.1.1.1 Efikasnost imobilizacije proteina preparata Alcalase® na Ox-CNC

Ispitivanje uticaja inicijalne koncentracije proteina na efikasnost vezivanja preparata Alcalase®

sprovedeno je u opsegu 25-200 mg/g nosaca sa konstantim uslovima pH i temperature, a dobijeni
rezultati za koncentraciju imobilisanih proteina i prinos imobilizacije proteina prikazani su na slici
441.
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Slika 4.41. Uticaj inicijalne koncentracije proteina na: koncentraciju imobilisanih proteina (A) i
prinos imobilizacije proteina (B) prilikom imobilizacije preparata Alcalase® na Ox-CNC.
Eksperimentalni uslovi imobilizacije: inicijalna koncentracija proteina: 25, 50, 100, 150, 200 mg/g
nosaca, 0,1 M Na-karbonatni pufer pH 9,5; vreme imobilizacije 18 h.

Sa porastom inicijalne koncentracije proteina koncentracija imobilisanih proteina na Ox-CNC raste
od 10 mg/g nosaca pri pocetnoj koncentraciji proteina od 25 mg/g nosac¢a do 67 mg/g nosaca pri
pocetnoj koncentraciji od 150 mg/g nosaca, pri ¢emu sa pocetnom koncentracijom od 200 mg/g
nosaca dolazi do jasno izrazenog platoa gde vrednost ostaje gotovo nepromenjena (67 mg/g nosaca),
Sto ukazuje na zasi¢enje dostupnih aldehidnih grupa na povrSini nosaca (Slika 4.41. (A)). Prinos
imobilizacije proteina pritom opada sa 64% pri inicijalnoj koncentraciji proteina od 25 mg/g nosaca
do 37% pri pocetnoj koncentraciji od 200 mg/g nosaca, pri ¢emu je pad najizrazeniji u opsegu
inicijalnih koncentracija izmedu 25 1 100 mg/g nosaca, a potom ulazi u plato kako sve ve¢i udeo
dostupnih mesta na nosacu biva popunjen (Slika 4.41. (B)) [299, 323].
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4.3.3.1.1.2 Efikasnost imobilizacije aktivnosti preparata Alcalase® na Ox-CNC

Paralelno sa pracenjem vezivanja proteina, odredivana je i koncentracija imobilisane proteazne
aktivnosti 1 prinos imobilizacije aktivnosti u istom opsegu inicijalnih koncentracija, kako bi se
sagledala kataliticka efikasnost dobijenih preparata (Slika 4.42.).
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Slika 4.42. Uticaj inicijalne koncentracije proteina na koncentraciju imobilisane aktivnosti (A) i
prinos imobilizacije aktivnosti (B) prilikom kovalentne imobilizacije preparata Alcalase® na Ox-
CNC. Eksperimentalni uslovi imobilizacije: inicijalna koncentracija proteina: 25, 50, 100, 150, 200
mg/g nosaca, 0,1 M Na-karbonatni pufer pH 9,5, vreme imobilizacije 18 h.

Koncentracija imobilisane aktivnosti raste od 65 IU/g nosaca pri inicijalnoj koncentraciji od 25 mg/g
nosaca, do maksimuma od 214 [U/g nosaca pri inicijalnoj koncentraciji od 150 mg/g nosaca, nakon
¢ega pri koncentraciji od 200 mg/g nosaca dolazi do pada na 192 IU/g nosaca (Slika 4.42. (A)).
Najveci deo prirasta ostvaruje se do 150 mg/g nosaca, gde imobilisana aktivnost raste sa 65 na 214
IU/g nosaca, odnosno vise od tri puta, dok dalje povecanje inicijalne koncentracije ne doprinosi u
velikoj meri povecanju aktivnosti. Takode, uocava se i pad imobilisane aktivnosti pri prelasku sa
inicijalne koncentracije od 150 do 200 mg/g nosaca, iako je koli¢ina vezanog proteina u platou,
ukazuje na sterne smetnje u situaciji sa visokom gustinom vezanih enzima na povrsini nosac¢a. Gusto
pakovani molekuli medusobno otezavaju pristup supstrata aktivnim centrima susednih molekula, pa
kataliticki dostupna frakcija enzima opada [301, 303]. Pored toga, moze se pretpostaviti da je pri
visokim koncentracijama imobilisanih proteina otezan pristup supstrata molekulima koji su vezani u
ranom stadijumu imobilizacije, zbog difuzionih ogranicenja unutar gustog proteinskog sloja. Prinos
imobilizacije aktivnosti opada sa 19% pri inicijalnoj koncentraciji proteina od 25 mg/g nosaca do 6%
pri pocetnoj koncentraciji od 200 mg/g nosaca, pri ¢emu je kriva opadanja strma pri pocetnim
koncentracijama izmedu 25 1 100 mg/g, a potom se izravnjava, §to je tipicno ponaSanje za kovalentnu
imobilizaciju enzima na nosacima kada se priblizava zasi¢enju povrSine nosaca [299, 323] (Slika
4.42. (B)).

Poredenjem zavisnosti prinosa imobilizacije proteina i aktivnosti od inicijalne koncentracije moze se
zakljuciti da inicijalna koncentracija od 50 mg/g nosaca predstavlja najpovoljniji kompromis. Na ovoj
vrednosti prinos imobilizacije aktivnosti iznosi 12% uz imobilisanu aktivnost od 152 IU/g nosaca,
dok vise inicijalne koncentracije donose blag porast apsolutne aktivnosti ali uz drasti¢an pad
efikasnosti iskoriS¢avanja dodate koli¢ine enzima.
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4.3.3.1.1.3 Kinetika kovalentne imobilizacije preparata Alcalase® na Ox-CNC

Radi odredivanja minimalnog vremena inkubacije koje obezbeduje dovoljno visok udeo kovalentno
vezanog enzima uz maksimalnu kataliticku aktivnost, pracena je kinetika imobilizacije preparata
Alcalase® na Ox-CNC u vremenskom intervalu od 0,3 do 24 h pri inicijalnoj koncentraciji proteina
od 50 mg/g nosaca i pH 9,5, a rezultati su prikazani na slici 4.43.
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Slika 4.43. Uticaj vremena imobilizacije na promenu prinosa imobilizacije proteina (A) i prinosa
imobilizacije aktivnosti (B) preparata Alcalase® na Ox-CNC. Eksperimentalni uslovi imobilizacije:
inicijalna koncentracija proteina 50 mg/g nosaca, 0,1 M Na-karbonatni pufer pH 9,5 vreme 0-24 h.

Prinos imobilizacije proteina raste brzo u ranoj fazi 1 dostize 47% ve¢ nakon 0,75 h, u saglasnosti sa
vredno$¢u dobijenom u koncentracionoj seriji pri istoj po€etnoj koncentraciji proteina, nakon cega
sledi period postepenog opadanja do 28% nakon 3 h (Slika 4.43. (A)). Ovaj dvostepeni profil, koji
podrazumeva brzu inicijalnu adsorpciju pracenu delimicnom desorpcijom, u skladu je sa
mehanizmom kovalentne imobilizacije na aldehidnim nosac¢ima, gde se u prvom koraku molekuli
enzima adsorbuju na povrSinu nosaca nespecificnim interakcijama, a u drugom, sporijem koraku,
povoljno orijentisani molekuli formiraju stabilne kovalentne veze, dok reverzibilno vezani bivaju
desorbovani [299, 304]. Izmedu 5 i1 24 h prinos proteina nastavlja monotono da raste, dostizu¢i 60%
nakon 24 h. Prinos imobilizacije aktivnosti raste postepeno, od oko 2% nakon 0,3 h, preko oko 13%
nakon 3 h i oko 15% nakon 5 h, dostizu¢i maksimum od oko 17% nakon 18 h, nakon ¢ega opada na
oko 12% nakon 24 h, Sto ukazuje na postepenu inaktivaciju, koja se moze pripisati gubitku
konformacione fleksibilnosti enzima usled formiranja viSestrukih kovalentnih veza sa povr§inom
nosaca [262], kao 1 potencijalnim sporednim reakcijama aldehidnih grupa sa nukleofilnim ostacima
blizu aktivnog centra pri produzenim vremenima reakcije [316].

U skladu sa tim, moze se pretpostaviti da, dok ukupna koli¢ina vezanih proteina prolazi kroz fazu
delimi¢ne desorpcije slabije vezanih molekula, oni molekuli koji su uspostavili kovalentne veze
ostaju ireverzibilno imobilisani i doprinose porastu imobilisane aktivnosti [299, 304]. Na osnovu ovih
rezultata, vreme imobilizacije od 3 h izdvaja se kao optimalno za imobilizaciju na Ox-CNC, jer
obezbeduje zadovoljavajuci prinos aktivnosti (13%) uz nizi udeo imobilisanih proteina Sto odgovara
vi$oj specificnoj aktivnosti, a istovremeno obezbeduje krace trajanje postupka imobilizacije, ¢ime se
umanjuje i rizik od inaktivacije enzima koja se uocava nakon 24 h. Pri izabranom vremenuod 1 h13
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h u nastavku je izvedena desorpcija, ¢ime je kvantifikovan udeo ireverzibilno kovalentno vezanog
enzima u ukupnoj imobilisanoj aktivnosti.

4.3.3.1.1.4 Desorpcija kovalentno vezanog preparata Alcalase® na Ox-CNC

Radi kvantifikacije udela kovalentno vezane preparata Alcalase® naspram reverzibilno adsorbovane,
sprovedeni su desorpcioni eksperimenti, istim tretmanom kao kod prethodnih sistema (CaClo/Triton
X-100), na preparatima dobijenim nakon 1 h i 3 h imobilizacije sa optimalnom inicijalnom
koncentracijom od 50 mg/g nosaca.

Preostala aktivnost nakon desorpcije na Ox-CNC iznosi 55,33% nakon 1 h i raste na 92,46% nakon
3 h, Sto potvrduje da direktne iminske veze izmedu aldehidnih grupa nosaca i amino grupa enzima
efikasno konvertuju adsorbovane molekule u kovalentno vezane tokom prvih sati inkubacije. Visok
udeo kovalentno vezanog enzima ve¢ nakon 1 h konzistentan je sa kinetickim profilom koji pokazuje
brzo uspostavljanje stabilnih kovalentnih veza na Ox-CNC, i u skladu je sa dvostepenim
mehanizmom imobilizacije na aldehidnim nosaima gde inicijalna adsorpcija brzo prelazi u
ireverzibilno kovalentno vezivanje [282].

4.3.3.1.2 Kovalentna imobilizacija preparata Alcalase® na GA-aktiviranu amino-modifikovanu
nanocelulozu

Kovalentna imobilizacija preparata Alcalase® na GA-amino-CNC sprovedena je u 0,1 M Na-
fosfatnom puferu pH 7,5. GA-amino-CNC se dobija aktivacijom amino-CNC bifunkcionalnim
molekulom glutaraldehida, ¢ime se uvode aldehidne grupe, koje potom reaguju sa amino grupama
lizinskih ostataka na povrsini preparata Alcalase®. Za razliku od Ox-CNC, gde se kovalentna veza
ostvaruje direktno izmedu aldehidne grupe nosaca i amino grupe enzima, na GA-amino-CNC
glutaraldehidni most uvodi odredenu prostornu distancu izmedu povrS$ine nosaca i kovalentno
vezanog molekula enzima, ¢ime se smanjuje uticaj povrsine nosaca na konformaciju enzima [219].
Nizi pH imobilizacije (pH 7,5) neophodan je kako bi se izbeglo neZeljeno medusobno umrezavanje
Cestica amino-CNC glutaraldehidom, ali za posledicu ima smanjenu reaktivnost amino grupa
lizinskih ostataka (na pH 7,5 procenjuje se da je oko 0,1% lizinskih ostataka u reaktivhom
deprotonovanom obliku), $to ima direktne implikacije na kinetiku formiranja kovalentnih veza [284].
U narednim potpoglavljima analizirani su uticaj inicijalne koncentracije proteina, kinetika vezivanja
1 desorpcioni eksperimenti.

4.3.3.1.2.1 Efikasnost imobilizacije proteina preparata Alcalase® na GA-amino-CNC

Ispitivanje uticaja inicijalne koncentracije proteina na efikasnost imobilizacije proteina iz ovog
preparata na GA-amino-CNC sprovedeno je u istom opsegu inicijalnih koncentracija proteina kao za
Ox-CNC (25200 mg/g nosaa), a rezultati za koncentraciju imobilisanih proteina i1 prinos
imobilizacije proteina prikazani su na slici 4.44.
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Slika 4.44. Uticaj inicijalne koncentracije proteina na koncentraciju imobilisanih proteina (4) i
prinos imobilizacije proteina (B) prilikom kovalentne imobilizacije Alcalase® na GA-amino-CNC.
Eksperimentalni uslovi imobilizacije: inicijalna koncentracija proteina: 25, 50, 100, 150, 200 mg/g

nosaca, 0,1 M Na-fosfatni pufer pH 7,5; vreme imobilizacije 18 h.

Sa porastom inicijalne koncentracije proteina koncentracija imobilisanih proteina na GA-amino-CNC
raste kontinualno od 10 mg/g nosaca pri inicijalnoj koncentraciji proteina od 25 mg/g nosaca do 60
mg/g nosaca pri inicijalnoj koncentraciji od 200 mg/g nosaca, bez jasno izrazenog platoa (Slika 4.44.
(A)). Prinos imobilizacije proteina opada sa 64% pri inicijalnoj koncentraciji proteina od 25 mg/g
nosaca do 33% pri pocetnoj koncentraciji od 200 mg/g nosaca (Slika 4.44. (B)). Odsustvo platoa
ukazuje da i dalje postoje odredena slobodna mesta za vezivanje na najviSoj ispitivanoj inicijalnoj
koncentraciji, najverovatnije posto prostorni razmak koji uvodi glutaraldehidni most izmedu povrsine
nosaca 1 reaktivnih aldehidnih grupa povecava geometrijsku dostupnost mesta za vezivanje [219,
308].

4.3.3.1.2.2 Efikasnost imobilizacije aktivnosti preparata Alcalase® na GA-amino-CNC

Paralelno sa pracenjem vezivanja proteina odredivana je i1 kataliticka efikasnost imobilisanih
preparata GA-amino-CNC kroz merenje koncentracije imobilisane proteazne aktivnosti i prinosa
imobilizacije aktivnosti u istom opsegu inicijalnih koncentracija proteina (Slika 4.45.).
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Slika 4.45. Uticaj inicijalne koncentracije proteina na koncentraciju imobilisane aktivnosti (4) i
prinos imobilizacije aktivnosti (B) prilikom kovalentne imobilizacije Alcalase® na GA-amino-CNC.
Eksperimentalni uslovi imobilizacije: inicijalna koncentracija proteina: 25, 50, 100, 150, 200 mg/g

nosaca, 0,1 M Na-fosfatni pufer pH 7,5; vreme imobilizacije 18 h.

Koncentracija imobilisane aktivnosti raste sa povec¢anjem inicijalne koncentracije proteina od 65 IU/g
nosaca pri inicijalnoj koncentraciji od 25 mg/g nosaca do maksimuma od 225 [U/g nosaca pri
inicijalnoj koncentraciji proteina od 150 mg/g nosaca, nakon ¢ega pri pocetnoj koncentraciji 200 mg/g
dolazi do pada na 205 IU/g nosaca (Slika 4.45. (A)). Najveci deo prirasta aktivnosti ostvaruje se u
opsegu do inicijalne koncentracije od 150 mg/g nosaca, gde imobilisana aktivnost raste na 225 [U/g
nosaca, odnosno vise od tri puta u odnosu na aktivnost pri najmanjoj pocetnoj inicijalnoj koncentraciji
proteina. Pri koncentraciji od 200 mg/g nosaca sledi blagi pad, $to ukazuje na priblizavanje zasic¢enju.
Zanimljivo je uociti da je aktivnost pri inicijalnim koncentracijama od 50 i 100 mg/g nosaca gotovo
identi¢na (158 1 160 1U/g nosaca), §to sugeriSe da GA-amino-CNC u ovom opsegu dostiZe zasi¢enje
kataliticki aktivhim molekulima [323]. Prostorna distanca koja pogoduje aktivnosti na niZim
inicijalnim koncentracijama postaje izvor sternih smetnji izmedu susednih enzimskih molekula na
vi§im koncentracijama [319]. Prinos imobilizacije aktivnosti opada od 20% pri inicijalnoj
koncentraciji od 25 mg/g nosac¢a do 6% pri koncentraciji od 200 mg/g nosaca, pri ¢emu je kriva
opadanja prinosa aktivnosti strmija izmedu inicijalnih koncentracija od 25 1 50 mg/g nosaca nakon
cega se vrednosti postepeno stabilizuju, formirajuéi plato, kako se i ocekuje prilikom imobilizacije
enzima na ¢vrste nosace (Slika 4.45. (A)) [219, 285, 323].

Uzimajuéi u obzir istovremeno koncentraciju imobilisane aktivnosti i efikasnost iskoriS¢avanja
dodate koli¢ine enzima, inicijalna koncentracija od 50 mg/g nosaca izdvaja se kao najpovoljnija. Na
ovoj vrednosti prinos imobilizacije aktivnosti iznosi 13% uz imobilisanu aktivnost od 158 IU/g
nosaca, dok viSe inicijalne koncentracije donose porast apsolutne aktivnosti ali uz drastican pad
prinosa.

4.3.3.1.2.3 Kinetika imobilizacije preparata Alcalase® na GA-amino-CNC

Radi odredivanja optimalnog vremena inkubacije, pra¢ena je kinetika imobilizacije preparata
Alcalase® na GA-amino-CNC u vremenskom intervalu od 0 do 24 h koridéenjem inicijalne
koncentracije proteina od 50 mg/g nosaca i pH 7,5, a rezultati su prikazani na slici 4.46.
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Slika 4.46. Uticaj vremena imobilizacije na promenu prinosa imobilizacije proteina (A) i prinosa
imobilizacije aktivnosti (B) Alcalase® na GA-amino-CNC u funkciji viemena inkubacije.
Eksperimentalni uslovi imobilizacije: inicijalna koncentracija proteina 50 mg/g nosaca; 0,1 M Na-
fosfatni pufer pH 7,5, vreme imobilizacije 0-24 h.

Prinos imobilizacije proteina na GA-amino-CNC raste do maksimuma od oko 48% nakon 1,5 h, $to
odgovara vrednosti iz koncentracione serije pri istoj pocetnoj koncentraciji proteina, nakon cega
postepeno opada do minimuma od oko 32% nakon 5 h, da bi potom ponovo porastao do oko 54%
nakon 18 h 1 ostao na oko 52% nakon 24 h (Slika 4.46. (A)). Ovakav profil sugeriSe duzu i manje
direktnu konverziju adsorbovanih molekula u kovalentno vezano stanje: reakcija aldehidnih grupa na
kraju glutaraldehidnog mosta zahteva specifi¢nu geometrijsku orijentaciju prema lizinskim ostacima
enzima, $to produZava period u kome adsorpcija 1 desorpcija dominiraju pre uspostavljanja stabilnih
kovalentnih veza, $to je konzistentno sa heterofunkcionalnim mehanizmom imobilizacije opisanim
zanosace sa glutaraldehidom [219]. Prinos imobilizacije aktivnosti ostaje nizak do 1 h, a potom naglo
raste na 7% nakon 1 h, 9% nakon 1,5 h, dostizué¢i 15% nakon 3 h i maksimum od 17% nakon 18 h
pre nego Sto opadne na 13% nakon 24 h, $to je u skladu sa delimi¢nom inaktivacijom enzima
koriS¢enjem duzeg vremena reakcije (Slika 4.46. (B)).

Na osnovu kinetickih profila, vreme inkubacije od 18 h izdvaja se kao optimalno za GA-amino-CNC,
jer se nakon tog vremena postize maksimalni prinos imobilizacije aktivnosti (17%) 1 najvisa
koncentracija imobilisane aktivnosti, pre nastupanja inaktivacije koja se javlja nakon 24 h. Za razliku
od Ox-CNC, gde se zbog brze kinetike direktnih kovalentnih veza maksimalna aktivnost postize ve¢
nakon 3 h, sporija konverzija adsorbovanih molekula u kovalentno vezano stanje posredovana
glutaraldehidnim mostom zahteva produzeno vreme inkubacije za dostizanje ravnoteznog stanja.

4.3.3.1.2.4 Desorpcija kovalentno vezanog preparata Alcalase® na GA-amino-CNC

Radi kvantifikacije udela kovalentno vezane preparata Alcalase® na GA-amino-CNC, sprovedeni su
desorpcioni eksperimenti, istim tretmanom (CaCly/Triton X-100), na sistemima dobijenim nakon 1
h, 3 h i 18 h imobilizacije sa inicijalnom koncentracijom proteina od 50 mg/g nosaca.

Preostala aktivnost nakon desorpcije iznosi 17,6% nakon 1 h, Sto potvrduje da je u ranoj fazi
imobilizacije dominantna adsorpcija, dok kovalentno vezivanje posredovano glutaraldehidnim
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mostom postaje dominantno tek pri produzenim vremenima inkubacije. Nakon desorpcije posle
imobilizacije od 3 h udeo preostale aktivnosti iznosi 80,2%, Sto ukazuje da se ve¢ u ranijoj fazi
imobilizacije postize visok udeo kovalentno vezanih molekula preparata Alcalase® posredstvom
glutaraldehidnih mostova. Produzenjem vremena imobilizacije na 18 h, udeo kovalentno vezane
aktivnosti raste na 94,2%, Sto potvrduje da je za potpunu konverziju adsorbovanih molekula u
kovalentno vezano stanje potrebno produzeno vreme inkubacije, u skladu sa heterofunkcionalnim
dvostepenim mehanizmom imobilizacije na glutaraldehidnim nosacima [219, 304]. Detaljno
poredenje sa Ox-CNC i izbor optimalnog vremena imobilizacije prikazani su u nastavku.

Na osnovu kinetickih 1 desorpcionih rezultata, vreme inkubacije od 18 h odabrano je kao optimalno
za imobilizaciju preparata Alcalase® na GA-amino-CNC, jer obezbeduje preko 90% kovalentno
vezane aktivnosti uz zadovoljavajuce vrednosti imobilisane aktivnosti.

4.3.3.1.3 Uporedna analiza kovalentne imobilizacije preparata Alcalase® na Ox-CNC i GA-amino-
CNC

Sumirani parametri kovalentne imobilizacije preparata Alcalase® na Ox-CNC i GA-amino-CNC sa
optimalnim uslovima prikazani su u tabeli 4.4. Za oba nosaca kao optimalna inicijalna koncentracija
proteina odabrana je 50 mg/g nosaca, dok se optimalna vremena imobilizacije razlikuju: 3 h za Ox-
CNC i 18 h za GA-amino-CNC. Razlika u optimalnim vremenima imobilizacije odrazava razlicitu
kinetiku formiranja kovalentnih veza na dva nosaca. Na Ox-CNC se direktne kovalentne veze izmedu
aldehidnih grupa nosaca i amino grupa lizinskih ostataka enzima formiraju brzo i sistem dostize
maksimalnu kataliti¢ku efikasnost ve¢ pri 3 h, dok na GA-amino-CNC glutaraldehidni most zahteva
produzeno vreme inkubacije da bi se ostvarila optimalna geometrijska orijentacija reaktivnih grupa
enzima i nosaca.

Tabela 4.4. Poredenje parametara kovalentne imobilizacije Alcalase® na Ox-CNC i GA-amino-CNC
pri optimalnim uslovima i nakon desorpcionog tretmana (pocetna koncentracija proteina 50 mg/g
nosaca; Ox-CNC pH 9,5, 3 h; GA-amino-CNC pH 7,5, 18 h).

Koncentracija Prinos Koncentracija Prinos Specifi¢na
Nosaé imobilisanih imobilizacije imobilisane imobilizacije aktivnost
proteina proteina aktivnosti aktivnosti (IU/mg
(mg/g nosaca) (%) (IU/g nosaca) (%) proteina)
Ox-CNC 14 28 167 13 11,9
GA-amino-CNC 27 54 205 16 7,6

Imobilizacijom pod optimalnim uslovima, enzim imobilisan na GA-amino-CNC ostvaruje vi$i prinos
imobilizacije proteina (54% naspram 28% za enzim imobilisan na Ox-CNC) 1 vecu koncentraciju
imobilisane aktivnosti (205 naspram 167 IU/g nosaca), uz znatno visi udeo kovalentno vezanog
enzima nakon desorpcionog tretmana CaCly/Triton X-100 (94% nakon 18 h imobilizacije na GA-
amino-CNC naspram 70% nakon 3 h imobilizacije na Ox-CNC). Specifi¢ne aktivnosti imobilisanih
preparata razlikuju se izmedu dva nosaca (11,9 IU/mg proteina za enzim imobilisan na Ox-CNC 1 7,6
IU/mg proteina za preparat Alcalase® imobilisan na GA-amino-CNC), §to odgovara zadrZavanju oko
52% i 33% specifi¢ne aktivnosti slobodnog preparata Alcalase® (23 IU/mg proteina). Ove vrednosti
su u rangu sa literaturno opisanim vrednostima kao §to je imobilizacija preparata Alcalase®
koalentnim vezivanjem preko glutaraldehida na magnetne nanocestice koja je zadrzala 75-80%
pocetne aktivnosti [324].

Pored razlike u specificnim aktivnostima pri optimalnim vremenima, i dinamika njihovog
uspostavljanja bitno se razlikuje izmedu dva nosaca. Pra¢enje promene specificne aktivnosti tokom
Citavog ispitivanog intervala (0—24 h) prikazano je na slici 4.47.
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Slika 4.47. Promena specificne aktivnosti kovalentno imobilisanog preparata Alcalase® na Ox-CNC
i GA-amino-CNC u zavisnosti od vremena imobilizacije. Eksperimentalni uslovi imobilizacije:

inicijalna koncentracija proteina 50 mg/g nosaca; Ox-CNC — 0,1 M Na-karbonatni pufer pH 9,5;
GA-amino-CNC — 0,1 M Na-fosfatni pufer pH 7,5; vreme imobilizacije 0-24 h.

Na Ox-CNC specifi¢na aktivnost pokazuje rani skok na 5,5 IU/mg proteina ve¢ nakon 0,75 h, potom
osciluje izmedu 5 1 7 IU/mg proteina do 2 h, a zatim naglo raste do maksimuma od 11,9 IU/mg
proteina nakon 3 h i ostaje prakticno konstantna nakon 5 h (11,8 IU/mg proteina). Produzenjem
vremena na 18 h dolazi do izrazenog pada specifi¢ne aktivnosti na 9,1 IU/mg proteina, odnosno 5,1
nakon 24 h, §to ukazuje na inaktivaciju enzima usled produzenog kontakta sa nosa¢em i potencijalno
viSestrukih sporednih reakcija izmedu aldehidnih grupa nosaca i nukleofilnih ostataka enzima
prilikom kori$¢enja dugih vremena reakcije [228]. Na GA-amino-CNC specifi¢na aktivnost ostaje
niska u ranoj fazi (1,2—1,3 IU/mg proteina do 0,75 h), a zatim raste do maksimuma od oko 11,3 IU/mg
nakon 5 h, nakon ¢ega opada na oko 7,6 IU/mg nakon 18 h 1 oko 6,3 IU/mg nakon 24 h.

Razli¢ita dinamika promene specifi¢ne aktivnosti odrazava razli¢ite hemijske mehanizme vezivanja:
rani skok specifi¢ne aktivnosti enzima na Ox-CNC nakon 0,75 h konzistentan je sa brzom kinetikom
formiranja direktnih kovalentnih veza, gde ve¢ u ranoj fazi deo kataliticki povoljno orijentisanih
molekula biva kovalentno fiksiran, dok sporija konverzija na GA-amino-CNC odraZava potrebu da
glutaraldehidni most pronade odgovaraju¢u geometrijsku poziciju u odnosu na lizinske ostatke
enzima pre uspostavljanja stabilne kovalentne veze. Posledica ovih razlika je da se na Ox-CNC
maksimalna specifi¢na aktivnost preparata Alcalase® postize znatno brze (3 h), ali je enzim
istovremeno podlozniji inaktivaciji pri produZenim vremenima, dok je imobilizaciji na GA-amino-
CNC potrebno duze vreme imobilizacije, uz blazi pad specificne aktivnosti nakon 18 h, koji se pre
svega pripisuje padu imobilisanih proteina a ne padu ukupne koncentracije imobilisane aktivnosti.

Posmatrajuci zajedno sve ispitivane parametre, GA-amino-CNC izdvaja se kao povoljniji nosa¢ za
kovalentnu imobilizaciju Alcalase®, pre svega zbog znatno viseg udela kovalentno vezanog enzima i
vece apsolutne koli¢ine imobilisane aktivnosti, uz podjednaku specifi¢nu aktivnost kao na Ox-CNC.
Ovakav obrazac, u kojem glutaraldehidni most pogoduje o¢uvanju kataliti¢ke aktivnosti uz visok
udeo stabilno vezanog enzima, u skladu je sa rezultatima dobijenim za pektinazu (Tabela 4.3.), gde
je GA-amino-CNC takode pokazao nesto bolju efikasnost imobilizacije u odnosu na Ox-CNC po vise
parametara imobilizacije.

4.3.3.2 Imobilizacija enzimskog preparata Flavourzyme®

Flavourzyme® je komercijalni visekomponentni preparat dobijen submerznom fermentacijom soja 4.
oryzae (ATCC 42149/RIB 40), koji sadrzi smeSu endo- i egzopeptidaza [313]. Preparat ¢ini osam
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enzimskih komponenti: leucin aminopeptidaza A (LAPA, 32,5 kDa, EC 3.4.11.), leucin
aminopeptidaza II (LAP2, 51,9 kDa, EC 3.4.11.), dipeptidil proteaza IV (DPP4, 85,1 kDa, EC
3.4.14.5), dipeptidil proteaza V (DPPS5, 78,6 kDa, EC 3.4.14.), neutralna proteaza I (NP1, 42,4 kDa,
EC 3.4.24.), neutralna proteaza II (NP2, 19,0 kDa, EC 3.4.24.39), alkalna proteaza I (ALP1, 29,0
kDa, EC 3.4.21.63) i a-amilaza tipa 3 (AMY3, 52,5 kDa, EC 3.2.1.1) [313]. Optimalna aktivnost
preparata postize se u opsegu pH 5,0-7,0 i temperaturama 45-55 °C, sa dominantnom
egzopeptidaznom aktivnoscu uz prisustvo endoproteazne komponente [313].

Zarazliku od preparata Alcalase®, koja je jednokomponentni preparat sa isklju¢ivo endopeptidaznom
aktivno$éu, visekomponentna priroda Flavourzyme® predstavlja poseban izazov u optimizaciji
imobilizacije: pojedinacne proteinske komponente preparata razlikuju se u molekulskoj masi,
naelektrisanju i prostornoj organizaciji aktivnih centara, pa se njihovo vezivanje na nosa¢ odvija
selektivno i ne moze se razmatrati na isti nacin kao kod jednokomponentnih enzima. Zbog toga je
pracenje iskljucivo ukupnih proteina i jedne aktivnosti nedovoljno. U ovim eksperimentima pracene
su zasebno proteoliticka aktivnost prema azokazeinu (IU/g nosaca), koja dominantno odrazava
endopeptidaznu komponentu preparata, i egzopeptidazna (leucin aminopeptidazna) aktivnost prema
L-leucin-p-nitroanilidu (L-pNAU/g nosaca).

4.3.3.2.1 Kovalentna imobilizacija preparata Flavourzyme® na oksidovanu nanocelulozu

Kovalentna imobilizacija preparata na Ox-CNC sprovedena je u 0,1 M Na-karbonatnom puferu pH
9,5, koriéenjem istih uslova i po istom mehanizmu kao za preparat Alcalase® (formiranje Sifovih
baza izmedu aldehidnih grupa nosaca i deprotonovanih amino grupa lizinskih ostataka). Za razliku
od preparata Alcalase®, gde je vezivanje jednoznaéno definisano jednom proteazom, kod preparata
Flavourzyme® se kovalentno vezuju komponente sa razli¢itim naelektrisanjima, molekulskim
masama 1 prostornim rasporedom lizinskih ostataka, §to rezultuje selektivnim vezivanjem onih
komponenti ¢iji su lizinski ostaci geometrijski dostupni za reakciju sa aldehidnim grupama Ox-CNC.
U narednim potpoglavljima prikazani su uticaj inicijalne koncentracije proteina, kinetika vezivanja i

rezultati desorpcije adsorbovanih molekula enzima.

4.3.3.2.1.1 Efikasnost imobilizacije proteina preparata Flavourzyme® na Ox-CNC

Ispitivanje uticaja inicijalne koncentracije proteina na efikasnost vezivanja proteina ovog preparata
sprovedeno je u opsegu 25-200 mg/g nosaca na pH 9,5, a rezultati za koncentraciju imobilisanih
proteina i prinos imobilizacije proteina prikazani su na slici 4.48.
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Slika 4.48. Uticaj inicijalne koncentracije proteina na (A) koncentraciju imobilisanih proteina i (B)
prinos imobilizacije proteina prilikom kovalentne imobilizacije Flavourzyme® preparata na Ox-
CNC. Eksperimentalni uslovi imobilizacije: inicijalna koncentracija proteina: 25, 50, 100, 150, 200
mg/g nosaca, 0,1 M Na-karbonatni pufer pH 9,5, vreme imobilizacije 18 h.

Sa porastom inicijalne koncentracije proteina od 25 do 200 mg/g nosaca, koncentracija imobilisanih
proteina na Ox-CNC raste kontinualno od 8 mg/g nosaca do 41 mg/g nosaca (Slika 4.48. (A)).
Karakteristicno je da u opsegu inicijalnih koncentracija od 100 do 150 mg/g nosaca dolazi do
privremenog platoa gde su vrednosti skoro identi¢ne (koncentracija imobilisanih proteina iznosi 35
mg/g nosaca za obe koncentracije) $to ukazuje na privremeno zasi¢enje direktno dostupnih aldehidnih
reaktivnih mesta na povrSini nosaca, nakon ¢ega pri inicijalnoj kocecntraciji proteina od 200 mg/g
nosaca dolazi do daljeg porasta koncentracije imobilisanih proteina na 41 mg/g nosaca, najverovatnije
usled doprinosa nespecifi¢ne fizicke adsorpcije uz kovalentno vezivanje [304]. Prinos imobilizacije
proteina opada sa 41% pri inicijalnoj koncentraciji proteina od 25 mg/g nosaca do 19% pri pocetnoj
koncentraciji od 200 mg/g nosaca, pri ¢emu je pad najstrmiji izmedu inicijalnih koncentracija od 25
do 100 mg/g nosaca a potom se prinos postepeno stabilizuje, buduéi da se raspoloziva povrSinska
reaktivna mesta postepeno popunjavaju (Slika 4.48. (B)) [299].

4.3.3.2.1.2 Efikasnost imobilizacije proteoliti¢ke aktivnosti preparata Flavourzyme® na Ox-CNC

Paralelno sa pra¢enjem vezivanja proteina odredivana je proteoliticka aktivnost imobilisanih
preparata prema azokazeinu u istom opsegu inicijalnih koncentracija, koja dominantno odrazava
kataliticku efikasnost komponenti preparata koje imaju endopeptidaznu aktivnost (Slika 4.49).
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Slika 4.49. Uticaj inicijalne koncentracije proteina na (4) koncentraciju imobilisane aktivnosti i (B)
prinos imobilizacije aktivnosti prilikom kovalentne imobilizacije Flavourzyme® preparata na Ox-
CNC. Eksperimentalni uslovi imobilizacije: inicijalna koncentracija proteina: 25, 50, 100, 150, 200
mg/g nosaca, 0,1 M Na-karbonatni pufer pH 9,5, vreme imobilizacije 18 h.

Koncentracija imobilisane proteoliti¢ke aktivnosti raste sa 5 IU/g nosaca pri inicijalnoj koncentraciji
od 25 mg/g nosaca na 16,5 IU/g nosaca pri koncentraciji od 100 mg/g nosaca, nakon cega pri
inicijalnoj koncentraciji od 150 mg/g nosaca opada na 15,5 IU/g nosaca, da bi pri koncentraciji od
200 mg/g nosaca ponovo porasla na 18 IU/g nosaca (Slika 4.49. (A)). Najveci deo prirasta ostvaruje
se do 100 mg/g nosaca, gde imobilisana proteoliti¢ka aktivnost raste sa 5 na 16,5 IU/g nosaca,
odnosno vise od tri puta; dalje udvostrucenje inicijalne koncentracije (sa 100 na 200 mg/g nosaca)
donosi prirast od svega oko 1,5 [U/g nosaca, $to pokazuje da dodatno vezani molekuli sve manje
doprinose ukupnoj imobilisanoj aktivnosti i da se sistem priblizava zasi¢enju. Pad aktivnosti pri
inicijalnim koncentracijama izmedu 100 i 150 mg/g nosaca, uprkos kontinuiranom porastu broja
vezanih proteinskih molekula, ukazuje na pojavu sternih smetnji pri visokim povrSinskim gustinama
enzima: gusto pakovani molekuli ometaju pristup supstrata aktivnim centrima susednih komponenti,
a istovremeno mogu otezati pristup molekulima koji su vezani u ranijoj fazi imobilizacije zbog
difuzionih ograni¢enja unutar zbijenog proteinskog sloja [285, 301]. Ponovni porast aktivnosti pri
inicijalnoj koncentraciji proteina od 200 mg/g nosaca moze se pripisati kombinovanom doprinosu
kovalentno vezanih i fizicki adsorbovanih, ali kataliti¢ki aktivnih komponenti preparata na gusto
popunjenoj povrsini nosaca [304]. Prinos imobilizacije proteoliticke aktivnosti opada sa 22% pri 25
mg/g na 8% pri inicijalnoj koncentraciji od 200 mg/g nosaca, pri ¢emu se maksimalna vrednost od
28% dostize pri inicijalnoj koncentraciji od 50 mg/g nosaca, nakon ¢ega sledi pad na 15% pri 100
mg/g nosaca, nakon ¢ega se postizu priblizno konstantne vrednosti, Sto moze biti karakteristi¢no za
kovalentnu imobilizaciju viSekomponentnih proteolitickih preparata kakav je Flavourzyme®, koji
sadrzi najmanje osam razli¢itth enzima sa razli¢itim katalitickim dejstvom [313], gde je broj
reaktivnih mesta na nosacu ogranic¢en u odnosu na rastucu koli¢inu ponudenog enzima [299].

4.3.3.2.1.3 Efikasnost imobilizacije egzopeptidazne aktivnosti preparata Flavourzyme® na Ox-CNC

Egzopeptidazna aktivnost imobilisanih preparata pracena je zasebno u istom opsegu inicijalnih
koncentracija, jer se egzopeptidazne komponente preparata strukturno razlikuju od endopeptidaznih
1 mogu pokazivati drugaciji odgovor na uslove imobilizacije (Slika 4.50).
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Slika 4.50. Uticaj inicijalne koncentracije proteina na (A) koncentraciju imobilisane
egzopeptidazne aktivnosti i (B) prinos imobilizacije egzopeptidazne aktivnosti prilikom kovalentne
imobilizacije Flavourzyme® preparata na Ox-CNC. Eksperimentalni uslovi imobilizacije: inicijalna
koncentracija proteina: 25, 50, 100, 150, 200 mg/g nosaca, 0,1 M Na-karbonatni pufer pH 9,5,
vreme imobilizacije 18 h.

Koncentracija imobilisane egzopeptidazne aktivnosti na Ox-CNC raste sa 2 L-pNAU/g nosaca pri
inicijalnoj koncentraciji proteina od 25 mg/g nosa¢a do maksimuma od 15 L-pNAU/g nosaca pri
pocetnoj koncentraciji od 100 mg/g nosaca, nakon ¢ega pri pocetnoj koncentraciji od 150 mg/g
nosaca pada na 12 L-pNAU/g nosaca 1 ostaje na sliénom nivou pri inicijalnoj koncentraciji od 200
mg/g nosaca (12,5 L-pNAU/g nosaca) (Slika 4.50. (A)). Najveci porast aktivnosti ostvaruje se u
opsegu inicijalnih koncentracija od 25 mg/g nosaca do 100 mg/g nosaca, gde egzopeptidazna
aktivnost raste sa 2 na 15 L-pNAU/g nosac¢a, odnosno oko sedam 1 po puta, nakon ¢ega sledi pad koji
ukazuje da iznad ove koncentracije dodatni molekuli enzima viSe ne doprinose povecanju
egzopeptidazne aktivnosti. Ranije dostizanje maksimuma 1 pad egzopeptidazne aktivnosti sa
povecanjem inicijalne koncentracije proteina iznad 100 mg/g nosaca u poredenju sa aktivnoSc¢u koja
je postignuta u reakciji sa azokazeinom, a koja nastavlja da raste do pocetne koncentracije od 200
mg/g nosaca, ukazuje da su egzopeptidazne komponente osetljivije na sterne smetnje pri visokim
gustinama enzima na povrsini nosaca. Razlicita osetljivost na nagomilavanje molekula enzima moze
se objasniti razlikama u geometriji vezivanja supstrata: egzopeptidaze deluju iskljuc¢ivo na slobodne
krajeve polipeptidnog lanca i zahtevaju specifi¢no prepoznavanje N- ili C-terminusa supstrata u
poredenju sa endopeptidazama koje deluju na unutrasnje peptidne veze i imaju otvoreniji aktivni
centar [285, 313]. Prinos imobilizacije egzopeptidazne aktivnosti dostize maksimum od 16% pri
inicijalnoj koncentraciji proteina od 100 mg/g nosaca, a zatim opada na 8% pri pocetnoj koncentraciji
od 200 mg/g nosaca, pri cemu je pad izraZeniji nego kod proteoliticke aktivnosti prema azokazeinu,
Sto potvrduje hipotezu da je veca osetljivost egzopeptidaznih komponenti pri vi§im gustinama enzima
(Slika 4.50. (B)).

Pri odredivanju optimalne pocetne koncentracije mora se uzeti u obzir i ukupna i egzopeptidazna
aktivnost. ProteolitiC¢ka aktivnost prema azokazeinu je najefikasnija na inicijalnoj koncentraciji
proteina od 50 mg/g nosaca, dok egzopeptidazna dostize maksimum na pocetnoj koncentraciji od 100
mg/g nosaca. Posto je egzopeptidazna aktivnost klju¢na za ciljnu primenu (oslobadanje slobodnih
aminokiselina 1 peptida male molekulske mase), 100 mg/g nosaca je odabrano kao kompromis.
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4.3.3.2.1.4 Kinetika kovalentne imobilizacije preparata Flavourzyme® na Ox-CNC

Radi odredivanja optimalnog vremena inkubacije koje obezbeduje zadovoljavajuci udeo kovalentno
vezanih komponenti uz maksimalnu kataliticku aktivnost, prac¢ena je kinetika imobilizacije preparata
Flavourzyme® na Ox-CNC u vremenskom intervalu od 0 do 5 h koris¢enjem prethodno odredene
optimalne inicijalne koncentracije proteina od 100 mg/g nosaca i pH 9,5, a rezultati su prikazani na
slici 4.51.
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Slika 4.51. Uticaj vremena imobilizacije na promenu prinosa imobilizacije proteina (A), prinosa
imobilizacije proteoliticke aktivnosti prema azokazeinu (B) i prinosa imobilizacije egzopeptidazne
aktivnosti (C) Flavourzyme® preparata na Ox-CNC nosacu. Eksperimentalni uslovi imobilizacije:

inicijalna koncentracija proteina 100 mg/g nosaca; 0,1 M Na-karbonatni pufer pH 9,5; vreme
imobilizacije 0-5 h.

Prinos imobilizacije proteina na Ox-CNC pokazuje specifican profil. Raste od 25% nakon 0,15 h do
maksimuma od oko 47% nakon priblizno 1 h, nakon ¢ega sledi nagli i kontinualni pad do oko 6%
nakon 5 h (Slika 4.51. (A)). Ovako drastican pad prinosa proteina pri produZenim vremenima
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inkubacije, koji nije uocen ni za preparat Alcalase® ni za pektinazu na istom nosacu, ukazuje na
masivnu desorpciju proteinskih komponenti preparata, verovatno onih koje su u ranoj fazi
adsorbovane ali nisu formirale kovalentne veze zbog nepovoljne geometrijske orijentacije lizinskih
ostataka u odnosu na aldehidne grupe nosaca. Ovakva selektivna desorpcija karakteristi¢na je za
viSekomponentne enzimske preparate na aldehidnim nosacima, gde se nespecificno adsorbovane
komponente postepeno eliminiSu pri produzenim vremenima inkubacije, dok one koje su formirale
stabilne kovalentne veze ostaju trajno fiksirane [299, 304].

Prinos imobilizacije proteoliti¢ke aktivnosti prema azokazeinu pokazuje suprotan trend. Aktivnost
raste skoro linearno od 2% nakon 0,15 h, preko 5% nakon 0,5 h i 14% nakon 1 h, do platoa od oko
24-26% izmedu 2 i 5 h, bez naknadnog pada (Slika 4.51. (B)). Kontrast izmedu pada prinosa proteina
1 istovremenog rasta prinosa proteoliticke aktivnosti u skladu je sa selektivnim kovalentnim
vezivanjem endopeptidaznih komponenti preparata: dok se veliki udeo reverzibilno vezanih
proteinskih molekula desorpcijom uklanja, proteaze koje su formirale stabilne kovalentne veze ostaju
trajno vezane i kumulativno doprinose porastu aktivnosti [304].

S druge strane, prinos egzopeptidazne aktivnosti pokazuje vremenski pomeren profil.
Egzopeptidazna aktivnost raste od 1% nakon 0,15 h do 12% nakon 0,3 h i maksimuma od 17% nakon
1,5 h, a zatim strmo opada do 9% nakon 2 h, 4% nakon 3 h i 1% nakon 5 h, paralelno sa padom
prinosa proteina (Slika 4.51. (C)). Ovaj profil ukazuje da egzopeptidazne komponente pretezno ostaju
u reverzibilno adsorbovanom stanju i desorbuju se prilikom produzavanja vremena inkubacije, bez
efikasnog formiranja stabilnih kovalentnih veza, najverovatnije usled drugacije prostorne raspodele
lizinskih ostataka u odnosu na endopeptidazne komponente preparata [271]. Ovakav obrazac, gde
razli¢ite komponente viSekomponentnog preparata pokazuju razli¢itu sklonost ka kovalentnom
vezivanju, konzistentan je sa kinetickim profilima uocenim prilikom imobilizacije preparata
Pectinex® Ultra SP-L na Ox-CNC, §to potvrduje da se radi o opstem mehanizmu karakteristi¢cnom za
multikomponentne enzimske preparate na aldehidnim nosac¢ima.

Na osnovu ovih kineti¢kih profila, vreme inkubacije od 1,5 h izdvaja se kao optimalno za
imobilizaciju preparata Flavourzyme® na Ox-CNC. Na tom vremenu egzopeptidazna aktivnost
dostize svoj maksimum od 17%, dok je prinos proteoliticke aktivnosti 19% 1 jo§ uvek u porastu.
Produzenje vremena inkubacije iznad 1,5 h povoljno utice iskljucivo na prinos proteoliticke
aktivnosti prema azokazeinu, ali po cenu drasti¢nog gubitka egzopeptidazne aktivnosti, koja je za
planiranu primenu od primarnog znac¢aja. Vreme od 1,5 h stoga predstavlja najpovoljniji kompromis
izmedu istovremenog zadrzavanja obe kataliticke aktivnosti.

4.3.3.2.1.5 Desorpcija preparata Flavourzyme® imobilisanog na Ox-CNC

Radi kvantifikacije udela kovalentno imobilisanih komponenti preparata na Ox-CNC, sprovedena je
desorpcija istim tretmanom (CaCly/Triton X-100) na preparatima dobijenim nakon 1 h i 1,5 h
imobilizacije sa inicijalnom koncentracijom proteina od 100 mg/g nosaca.

Preostala proteoliticka aktivnost prema azokazeinu nakon desorpcije iznosi 30% nakon 1 h i raste na
70% nakon 1,5 h, §to ukazuje na intenzivno formiranje kovalentnih veza u vremenskom intervalu
izmedu 1 hi 1,5 h. Ovakav profil u skladu je sa ve¢ opisanim dvostepenim mehanizmom imobilizacije
na aldehidnim nosa¢ima, u kome brzu reverzibilnu adsorpciju prati sporije formiranje stabilnih
kovalentnih veza [299, 304].

Preostala egzopeptidazna aktivnost nakon desorpcije iznosi 18% nakon 1 h i raste na 59% nakon 1,5
h. Ovaj nagli porast udela kovalentno vezane egzopeptidazne aktivnosti u relativno kratkom
vremenskom intervalu ukazuje da se kovalentne Sifove baze sa lizinskim ostacima egzopeptidaznih
komponenti preparata postepeno formiraju tokom inkubacije, i da je za njihovo efikasno fiksiranje
neophodno produzeno vreme imobilizacije iznad 1 h. Niska vrednost nakon 1 h (18%) ukazuje da
egzopeptidazne komponente u toj fazi preteZzno ostaju u reverzibilno adsorbovanom stanju, $to je u
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skladu sa dvostepenim mehanizmom kovalentne imobilizacije viSekomponentnih preparata na
aldehidnim nosacima [299, 304].

Na osnovu kinetickih i desorpcionih rezultata, vreme inkubacije od 1,5 h odabrano je kao optimalno
za imobilizaciju preparata Flavourzyme® na Ox-CNC. Pri ovom vremenu egzopeptidazna aktivnost
dostize svoj maksimum (17% prinosa imobilizacije aktivnosti) uz znatno povecan udeo kovalentno
vezane aktivnosti (59% naspram 18% nakon 1 h), pre nego Sto nastupi nagli pad egzopeptidazne
aktivnosti zbog desorpcije pri produzenim vremenima inkubacije.

4.3.3.2.2 Kovalentna imobilizacija preparata Flavourzyme® na GA-aktiviranu amino-
modifikovanu nanocelulozu

Kovalentna imobilizacija preparata na GA-amino-CNC sprovedena je u 0,1 M Na-fosfatnom puferu
pH 7.5, primenom istih uslova i po istom mehanizmu kao za preparat Alcalase® (formiranje Sifovih
baza izmedu aldehidnih grupa na distalnom kraju glutaraldehidnih mostova i deprotonovanih amino
grupa lizinskih ostataka). U poredenju sa Ox-CNC, glutaraldehidni most uvodi prostornu distancu
izmedu povrSine nosaca i kovalentno vezanog molekula enzima, §to moZze povoljno uticati na
orijentaciju prostorno zahtevnijih komponenti viSekomponentnog proteolitickog preparata
Flavourzyme®, koji ukljucuje osam razli¢itih enzima sa molekulskim masama od 27 do 90 kDa [219,
313].

4.3.3.2.2.1 Efikasnost imobilizacije proteina preparata Flavourzyme® na GA-amino-CNC

Ispitivanje uticaja inicijalne koncentracije proteina na efikasnost vezivanja proteina ovog preparata
na GA-amino-CNC sprovedeno je u opsegu inicijalnih koncentracija od 25-200 mg/g nosaca na pH
7,5, a rezultati za koncentraciju imobilisanih proteina i prinos imobilizacije proteina prikazani su na
slici 4.52.
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Slika 4.52. Uticaj inicijalne koncentracije proteina na (A) koncentraciju imobilisanih proteina i (B)
prinos imobilizacije proteina prilikom kovalentne imobilizacije Flavourzyme® preparata na GA-
amino-CNC. Eksperimentalni uslovi imobilizacije: inicijalna koncentracija proteina: 25, 50, 100,

150, 200 mg/g nosaca, 0,1 M Na-fosfatni pufer pH 7,5, vreme imobilizacije 18 h.

Sa porastom inicijalne koncentracije proteina od 25 do 200 mg/g nosaca, koncentracija imobilisanih
proteina na GA-amino-CNC raste kontinualno od 12 mg/g nosaca do 47 mg/g nosaca, bez jasno
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izraZzenog platoa u celom ispitivanom opsegu, Sto ukazuje da kapacitet vezivanja nosaca nije iscrpljen
na najvisoj ispitivanoj inicijalnoj koncentraciji (Slika 4.52. (A)). Odsustvo platoa ukazuje da
glutaraldehidni most povecava geometrijsku dostupnost aldehidnih vezivnih mesta i smanjuje sterno
ometanje izmedu susednih proteinskih molekula pri visokim stepenima popunjenosti povrsine [219,
308]. Prinos imobilizacije proteina opada sa 59% pri inicijalnoj koncentraciji proteina od 25 mg/g
nosac¢a do 21% pri pocetnoj koncentraciji od 200 mg/g nosaca, sa najstrmijim padom izmedu
koncentracija od 25 do 100 mg/g nosaca, a potom ulazi u plato, Sto ukazuje na zasi¢enje konac¢nog
broja reaktivnih grupa na povrsini nosaca (Slika 4.52. (B)).

4.3.3.2.2.2 Efikasnost imobilizacije endopeptidazne aktivnosti preparata Flavourzyme® na
GA-amino-CNC

Paralelno sa pracenjem vezivanja proteina odredivana je proteoliticka aktivnost imobilisanih
preparata prema azokazeinu u istom opsegu inicijalnih koncentracija, koja u preparatu dominantno
odrazava kataliticku efikasnost endopeptidaznih komponenti (Slika 4.53).
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Slika 4.53. Uticaj inicijalne koncentracije proteina na (A) koncentraciju imobilisane proteoliticke
aktivnosti i (B) prinos imobilizacije proteoliticke aktivnosti prilikom kovalentne imobilizacije
Flavourzyme® preparata na GA-amino-CNC nosace. Eksperimentalni uslovi imobilizacije:
inicijalna koncentracija proteina: 25, 50, 100, 150, 200 mg/g nosaca; 0,1 M Na-fosfatni pufer pH
7,5, vreme imobilizacije 18 h.

Koncentracija imobilisane proteoliticke aktivnosti prema azokazeinu raste sa 5,2 [U/g nosaca pri
pocetnoj koncentraciji proteina od 25 mg/g nosaca kontinuirano do 23 IU/g nosaca pri pocetnoj
koncentraciji od 200 mg/g nosaca, bez pada koji bi ukazivao na sterno ometanje u ispitivanom opsegu
(Slika 4.53. (A)). U slucaju ovog nosaca, GA-amino-CNC imobilisana proteoliticka aktivnost raste
kontinuirano kroz ceo opseg, sa 5,2 na 23 1U/g nosaca, odnosno oko cetiri puta, bez nekog izraZenijeg
pada, ali sa ulaskom u plato pri inicijalnim koncentracijama viS§im od 100 mg/g nosaca. Odsustvo
pada aktivnosti pri viSim inicijalnim koncentracijama konzistentno je sa mehanizmom vezivanja u
kome prostorna distanca koju uvodi glutaraldehidni most smanjuje sterno ometanje izmedu susednih
molekula enzima i1 obezbeduje dostupnost aktivnih centara supstratu ¢ak 1 pri visokim povrSinskim
gustinama enzima na nosacu [219, 308]. Prinos imobilizacije proteoliticke aktivnosti opada sa 24%
pri inicijalnoj koncentraciji proteina od 25 mg/g nosaca na 11% pri pocetnoj koncentraciji od 200
mg/g nosaca, pri ¢emu se maksimalna vrednost od 33% dostize pri inicijalnoj koncentraciji od 50
mg/g nosaca, nakon Cega sledi pad na 18% pri 100 mg/g nosaca, nakon ¢ega se profil postepeno
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izravnava, Sto je karakteristicno za kovalentnu imobilizaciju viSekomponentnih proteolitickih
preparata [313] (Slika 4.53. (A)).

4.3.3.2.2.3 Efikasnost imobilizacije egzopeptidazne aktivnosti preparata Flavourzyme® na
GA-amino-CNC

Egzopeptidazna aktivnost imobilisanih preparata na GA-amino-CNC pracena je zasebno u istom
opsegu inicijalnih koncentracija (Slika 4.54.).
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Slika 4.54. Uticaj inicijalne koncentracije proteina na (A) koncentraciju imobilisane
egzopeptidazne aktivnosti i (B) prinos imobilizacije egzopeptidazne aktivnosti prilikom kovalentne
imobilizacije Flavourzyme® preparata na GA-amino-CNC nosace. Eksperimentalni uslovi
imobilizacije: inicijalna koncentracija proteina: 25, 50, 100, 150, 200 mg/g nosaca 0,1 M Na-
fosfatni pufer pH 7,5, vreme imobilizacije 18 h.

Koncentracija imobilisane egzopeptidazne aktivnosti raste sa 3,3 L-pNAU/g nosaca pri pocetnoj
koncentraciji proteina od 25 mg/g nosa¢a do maksimuma od 18,5 L-pNAU/g nosaca pri inicijalnoj
koncentraciji od 150 mg/g nosaca, nakon ¢ega pri pocetnoj koncentraciji od 200 mg/g nosaca naglo
opada na 8,5 L-pNAU/g nosaca (Slika 4.54. (A)). Porast imobilisane aktivnosti je izraZen u opsegu
inicijalnih koncentracija proteina do 150 mg/g nosaca, gde egzopeptidazna aktivnost raste sa 3,3 na
18,5 L-pNAU/g nosaca, odnosno oko Sest puta, nakon ¢ega pri inicijalnoj koncentraciji od 200 mg/g
nosaca naglo opada na 8,5 L-pNAU/g nosaca, dakle za oko 10 L-pNAU/g nosaca. Ovako izraZen pad
pri najvisoj ispitivanoj koncentraciji proteina sugerise da pri visokim povrSinskim gustinama enzima
na GA-amino-CNC dolazi do izraZenijeg sternog ometanja egzopeptidaznih komponenti: prostorna
distanca koju uvodi glutaraldehidni most, koja pogoduje endopeptidazama, moze istovremeno uvesti
geometrijsku slozenost koja postaje ograni¢avajuca za prostorno zahtevnije egzopeptidaze pri
visokim stepenima popunjenosti povrSine [219, 285, 313]. Prinos imobilizacije egzopeptidazne
aktivnosti opada sa 18% pri pocetnoj koncentraciji od 25 mg/g nosaca na 5% pri koncentraciji od 200
mg/g nosaca, sa najizrazenijim padom u opsegu izmedu pocetnih koncentracija od 25 do 100 mg/g
nosaca, nakon ¢ega ulazi u plato, do ponovnog strmog pada pri najvisoj po€etnoj koncentraciji (Slika
4.54. (B)).

Kombinacijom oba ispitivana parametra kataliticke efikasnosti, izbor optimalne inicijalne
koncentracije proteina na GA-amino-CNC zahteva kompromis izmedu proteoliti¢ke aktivnosti prema
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azokazeinu 1 egzopeptidazne aktivnosti. Prinos imobilizacije proteoliticke aktivnosti najpovoljniji je
pri inicijalnoj koncentraciji proteina od 50 mg/g nosaca (33%), dok egzopeptidazna aktivnost dostize
maksimum pri inicijalnoj koncentraciji od 150 mg/g nosaca (18,5 L-pNAU/g nosaca), a pri pocetnoj
koncentraciji od 100 mg/g nosaca iznosi 11,5 L-pNAU/g nosaca uz prinos od 12%. S obzirom na to
da je egzopeptidazna aktivnost od primarnog znacaja za planiranu primenu, a vrednosti pri inicijalnoj
koncentraciji od 100 mg/g nosaca predstavljaju prihvatljiv kompromis izmedu egzopeptidazne
aktivnosti 1 prinosa proteoliticke aktivnosti (18%), inicijalna koncentracija proteina od 100 mg/g
nosaca odabrana je kao optimalna za dalja ispitivanja na GA-amino-CNC.

4.3.3.2.2.4 Kinetika imobilizacije preparata Flavourzyme® na GA-amino-CNC

Kinetika imobilizacije na GA-amino-CNC pracena je u vremenskom intervalu od 0 do 5 h pri
inicijalnoj koncentraciji proteina od 100 mg/g nosaca i pH 7,5, a rezultati su prikazani na slici 4.55.
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Slika 4.55. Uticaj vremena imobilizacije na promenu prinosa imobilizacije proteina (A), prinosa
imobilizacije endopeptidazne aktivnosti (B) i prinosa imobilizacije egzopeptidazne aktivnosti (C)
Flavourzyme® preparata na GA-amino-CNC nosacu. Eksperimentalni uslovi imobilizacije:
inicijalna koncentracija proteina 100 mg/g nosaca; 0,1 M Na-fosfatni pufer pH 7,5, vreme
imobilizacije 0-5 h.

Prinos imobilizacije proteina na GA-amino-CNC raste brzo sa oko 10% nakon 0,15 h do platoa od
oko 44-50% izmedu 0,5 1 1,5 h, nakon Cega sledi nagli pad na oko 15% nakon 2 h, zatim delimi¢an
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oporavak na oko 28% nakon 3 h i oko 22% nakon 5 h (Slika 4.55. (A)). Ovakav profil sa brzim
platoom, naglim padom i delimi¢nim rastom odrazava slozenu dinamiku adsorpcije i kovalentnog
vezivanja visekomponentnog proteolitickog preparata: pocetna brza adsorpcija formira gust
proteinski sloj, koji se nakon 2 h delimi¢no reorganizuje desorpcijom slabije vezanih komponenti,

dok sporije kovalentno vezivanje preko glutaraldehidnih mostova postepeno stabilizuje deo
preostalih molekula [219, 304].

Prinos imobilizacije proteoliticke aktivnosti prema azokazeinu pokazuje kasni ali intenzivan porast.
Prinos aktivnosti ostaje nizak (2—4%) do 0,75 h, a potom naglo raste na 12% nakon 1 h i kontinuirano
do 23% nakon 3 h, uz blagi pad na 21% nakon 5 h (Slika 4.55. (B)). Nagli skok izmedu 0,751 1 h
konzistentan je sa dvostepenim mehanizmom imobilizacije na nosafima aktiviranim
glutaraldehidom, u kojem endopeptidazne komponente najpre adsorpcijom zauzimaju povoljne
pozicije, a zatim intenzivno formiraju kovalentne veze [304].

Nasuprot tome, prinos egzopeptidazne aktivnosti pokazuje izrazito drugaciji profil. Egzopeptidazna
aktivnost dostize nagli maksimum od 21% ve¢ nakon 0,3 h, a potom kontinuirano opada do 15%
nakon 0,5 h, 12% nakon 1 h i drasti¢no pada do 2% nakon 5 h (Slika 4.55. (C)). Ovakav profil sa
ranim maksimumom i kasnijim padom na vrednosti bliske nuli ukazuje da se egzopeptidazne
komponente brzo i efikasno adsorbuju u kataliticki povoljnim orijentacijama, ali su izrazito podlozne
desorpciji, pri ¢emu efikasno formiranje kovalentnih veza izostaje, kao $to je primeceno i kod
imobilizacije na Ox-CNC. Jedan od mogucih razloga je nepovoljna pozicija lizinskih ostataka u
odnosu na aktivni centar egzopeptidaznih komponenti, tako da eventualno kovalentno vezivanje
preko ovih ostataka moze ometati kataliticku aktivnost, dok adsorbovani molekuli u povoljnoj
orijentaciji ne prelaze u kovalentno vezane molekule.

4.3.3.2.2.5 Desorpcija preparata Flavourzyme® imobilisanog na GA-amino-CNC

Radi kvantifikacije udela kovalentno vezanih komponenti preparata na GA-amino-CNC, sprovedeni
su eksperimenti desorpcije istim tretmanom (CaCly/Triton X-100) na nanobiokatalitickim sistemima
dobijenim nakon 30 min i 1 h imobilizacije sa inicijalnom koncentracijom proteina od 100 mg/g
nosaca.

Preostala proteoliticka aktivnost prema azokazeinu nakon desorpcije iznosi 15,55% nakon 30 min 1
izrazeno raste na 75,77% nakon 1 h, §to ukazuje na intenzivno formiranje kovalentnih veza u
vremenskom intervalu izmedu 30 min i 1 h. Ovakav profil odgovara istom dvostepenom mehanizmu,
pri ¢emu kovalentno vezivanje posredovano glutaraldehidnim mostom zahteva neSto duze vreme
reakcije kako bi se uspostavile kovalentne vezeprema lizinskim ostacima enzima [219, 304].

Preostala egzopeptidazna aktivnost nakon desorpcije iznosi 10,70% nakon 30 min i raste na 52,90%
nakon 1 h. Nizi udeo kovalentno vezane egzopeptidazne aktivnosti u poredenju sa proteolitiCkom
aktivnos$¢u prema azokazeinu (52,90% naspram 75,77% nakon 1 h) konzistentan je sa kineti¢kim
profilom koji pokazuje da egzopeptidazne komponente na GA-amino-CNC pretezno ostaju u
reverzibilno adsorbovanom stanju i podloZne su desorpciji pri produzenim vremenima inkubacije.
Jedan od mogucih razloga je nepovoljna pozicija lizinskih ostataka u odnosu na aktivni centar
egzopeptidaznih komponenti. Kovalentno vezivanje preko ovih ostataka moZe ometati kataliticku
aktivnost, dok molekuli u povoljnoj orijentaciji ostaju adsorbovani [271, 313].

Na osnovu svih dobijenih rezultata, vreme inkubacije od 1 h odabrano je kao optimalno za
imobilizaciju Flavourzyme® preparata na GA-amino-CNC, jer obezbeduje visok udeo kovalentno
vezane proteoliticke aktivnosti prema azokazeinu (76%) uz prihvatljiv udeo kovalentno vezane
egzopeptidazne aktivnosti (53%).
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4.3.3.2.3 Uporedna analiza kovalentne imobilizacije preparata Flavourzyme® na Ox-CNC i
GA-amino-CNC

Sumirani parametri kovalentne imobilizacije preparata Flavourzyme® na Ox-CNC i GA-amino-CNC
dobijeni koris¢enjem optimalnih uslova imobilizacije prikazani su u tabeli 4.5. Za oba nosaca kao
optimalna inicijalna koncentracija proteina odabrana je 100 mg/g nosaca, pH 9,5 za Ox-CNC i pH
7,5 za GA-amino-CNC, dok se optimalna vremena imobilizacije razlikuju: 1,5 h za Ox-CNC i1 h za
GA-amino-CNC.

Tabela 4.5. Poredenje parametara kovalentne imobilizacije preparata Flavourzyme® na Ox-CNC i
GA-amino-CNC pri optimalnim uslovima i nakon desorpcionog tretmana (pocetna koncentracija

proteina 100 mg/g nosaca;, Ox-CNC pH 9,5, 1,5 h; GA-amino-CNC pH 7,5, 1 h).

Koncentr Koncentr Specifién
Koncentr acija Prinos Specifién acija Prinos a
acija Prinos imobilisa | imobiliza a imobilisa | imobiliza | egzopepti
imobilisa | imobiliza ne cije proteoliti ne cije dazna
Nosadé nih cije proteoliti | proteoliti Cke egzopepti | egzopepti | aktivnost
proteina | proteina ke ke aktivnost dazne dazne (L-
(mg/g (%) aktivnosti | aktivnosti (IU/mg aktivnosti | aktivnosti | pNAU/m
nosaca) (IU/g (%) proteina) (L- (%) g
nosaca) pNAU/g) proteina)
Ox-CNC 37 35 16,5 15 0,47 17 17 0,44
GA-
amino- 56 50 20,3 18 0,62 11 12 0,20
CNC

Pri optimalnim uslovima na dva nosaca uoCava se razliita raspodela vezanih proteolitickih
komponenti preparata izmedu endopeptidazne i1 egzopeptidazne aktivnosti. Preparat imobilisan na
GA-amino-CNC dostize viSu koncentraciju aktivnosti 1 specificnu proteoliticku aktivnost prema
azokazeinu (0,62 naspram 0,47 IU/mg proteina), Sto ukazuje da prisustvo glutaraldehidnog mosta
pogoduje kovalentnom vezivanju endopeptidaznih komponenti, dok je preparat imobilisan na Ox-
CNC ispoljio viSu egzopeptidaznu aktivnost, kao i viSu specifi¢nu egzopeptidaznu aktivnost (0,44
naspram 0,20 L-pNAU/mg proteina).

Posmatrajuc¢i odnose prinosa imobilizacije endo- i egzopeptidaznih komponenti, vidi se razliita
selektivnost dva nosaca: na Ox-CNC prinos egzopeptidazne aktivnosti (17%) je visi od prinosa
proteoliticke aktivnosti prema azokazeinu (15%), dok je na GA-amino-CNC obrazac obrnut. Naime,
prinos proteoliticke aktivnosti (18%) je visi od prinosa egzopeptidazne (12%). Ovaj rezultat ukazuje
da Ox-CNC favorizuje vezivanje egzopeptidaznih, a GA-amino-CNC endopeptidaznih komponenti
preparata, verovatno usled razli¢ite prostorne dostupnosti lizinskih ostataka za reakciju sa aldehidnim
grupama u zavisnosti od geometrije nosaca (kratke C=N veze na Ox-CNC naspram glutaraldehidnih
mostova na GA-amino-CNC).

Iako razlike u apsolutnim vrednostima imobilisane aktivnosti pokazuju izvesnu selektivnost svakog
nosaca, pracenje specifiéne egzopeptidazne aktivnosti tokom vremena imobilizacije razdvaja
doprinos koli¢ine vezanog proteina od kataliticke efikasnosti pojedina¢nih molekula (Slika 4.56).
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Slika 4.56. Promena specificne egzopeptidazne aktivnosti kovalentno imobilisanog Flavourzyme®
preparata na Ox-CNC i GA-amino-CNC u zavisnosti od vremena imobilizacije. Eksperimentalni
uslovi imobilizacije: inicijalna koncentracija proteina 100 mg/g nosaca;, Ox-CNC — 0,1 M Na-
karbonatni pufer pH 9,5; GA-amino-CNC — 0,1 M Na-fosfatni pufer pH 7,5, vreme imobilizacije 0—
5 h.

Na GA-amino-CNC specificna egzopeptidazna aktivnost dostize visoku vrednost od 1,73 L-
pNAU/mg proteina ve¢ nakon 0,15 h, nakon ¢ega naglo opada na 0,52 L-pNAU/mg proteina nakon
0,3 h i nastavlja postepeno da opada do vrednosti bliskih nuli nakon 3-5 h. Ovaj profil ukazuje da
egzopeptidazne komponente u ranoj fazi adsorpcije zauzimaju izrazito povoljne orijentacije, ali se sa
vremenom progresivno deaktiviraju, verovatno usled konformacionih promena tokom postepenog
kovalentnog vezivanja preko lizinskih ostataka u blizini aktivnog centra. Na Ox-CNC specificna
egzopeptidazna aktivnost pokazuje stabilniji profil sa vrednostima u opsegu 0,30-0,46 L-pNAU/mg
proteina kroz ceo ispitivani interval, sa blagim padom na 0,18 L-pNAU/mg proteina nakon 5 h.

Uzimajuéi zajedno sve ispitivane parametre, oba nosaca pokazuju karakteristicne 1 komplementarne
prednosti pri kovalentnoj imobilizaciji preparata Flavourzyme®: Ox-CNC obezbeduje visu i stabilniju
egzopeptidaznu aktivnost po jedinici mase vezanog proteina, dok se na GA-amino-CNC ostvaruje
viSa proteoliticka aktivnost prema azokazeinu i bolje ocuvanje endopeptidaznih komponenti.
Konacan izbor izmedu ova dva nosaca zavisi od konkretnog biokatalitickog konteksta, posebno pri
kombinovanoj primeni sa drugim proteolitiCkim enzimima u sekvencijalnoj hidrolizi proteinskih
supstrata.

4.3.3.3 Poredenje kovalentne imobilizacije preparata Alcalase® i Flavourzyme® na oksidovanoj i
GA-aktiviranoj amino-modifikovanoj nanocelulozi

Kovalentna imobilizacija dva proteoliticka preparata na Ox-CNC 1 GA-amino-CNC odvija se po
istom dvostepenom mehanizmu. Inicijalna adsorpcija pracena je postepenim formiranjem stabilnih
Sifovih baza izmedu aldehidnih grupa nosada i amino grupa lizinskih ostataka enzima, ali sa
sustinskim razlikama koje proizilaze iz jednokomponentne naspram visekomponentne prirode dva
preparata.

Alcalase®, kao jednokomponentni preparat, pokazuje pravilnije kineti¢ke profile na oba nosaca, ali
sa razli¢itim optimalnim vremenima imobilizacije (3 h za Ox-CNC 1 18 h za GA-amino-CNC), §to
odrazava brzu kinetiku formiranja direktnih C=N veza na Ox-CNC naspram sporijeg, geometrijski
zahtevnijeg vezivanja posredovanog glutaraldehidnim mostom na GA-amino-CNC. Kako je detaljno
prikazano u prethodnom poglavlju, sa optimalnim uslovima GA-amino-CNC nosa¢ se pokazao
povoljnijim po viSe parametara (viSi kapacitet vezivanja, veca apsolutna imobilisana aktivnost 1
znatno visi udeo kovalentno vezanog enzima), uz prakti¢no ekvivalentne specifi¢ne aktivnosti na oba
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nosaca. Sli¢ne specificne aktivnosti potvrduju da ni jedan ni drugi nacin vezivanja ne narusava
konformaciju aktivnog centra preparata Alcalase®, Sto je u skladu sa rasporedom lizinskih ostataka
pretezno na strani molekula suprotnoj od aktivnog centra.

Flavourzyme®, kao visekomponentni preparat sa osam enzima razli¢itih molekulskih masa,
naelektrisanja 1 polozaja aktivnih centara, ispoljava znatno kompleksnije ponasanje tokom
imobilizacije. Njegove endopeptidazne i egzopeptidazne komponente vezuju se selektivno i1 sa
razli¢itom kinetikom, pa se odnos endo- i1 egzopeptidazne aktivnosti menja u zavisnosti od nosaca:
Ox-CNC favorizuje stabilizaciju egzopeptidaznih, a GA-amino-CNC endopeptidaznih komponenti
preparata. Ova selektivnost imobilizacije, koja nije prisutna kod preparata Alcalase®, predstavlja
specifican izazov pri imobilizaciji viSekomponentnih preparata, ali i potencijalnu prednost, jer
omogucava podeSavanje proteolitiCkog profila imobilisanog preparata kroz izbor nosaca.

Zanimljiv obrazac koji se uocava poredenjem ovih preparata jeste obrnut redosled brzine kovalentnog
vezivanja na dva nosaca u zavisnosti od kompleksnosti preparata: dok kod preparata Alcalase®
imobilisane na Ox-CNC maksimalna specifi¢na aktivnost se dostize znatno brze nego na GA-amino-
CNC (3 h naspram 18 h), kod sloZenijeg Flavourzyme® preparata optimalna vremena su skoro
identi¢na, sa blagom prednosé¢u GA-amino-CNC (1 h naspram 1,5 h za Ox-CNC). Ovakav obrazac
moze se objasniti razliitim geometrijskim zahtevima za kovalentno vezivanje na dva nosaca: kod
jednokomponentnog preparata, gde su svi molekuli enzima identi¢ni i sa istim rasporedom lizinskih
ostataka, direktne i kratke C=N veze na Ox-CNC formiraju se brzo jer je geometrijska kompatibilnost
nosaca i enzima jednoznacno definisana, dok glutaraldehidni most na GA-amino-CNC zahteva duze
vreme za formiranje stabilne veze i1 povoljne orijentacije molekula enzima. Nasuprot tome, kod
visSekomponentnog preparata, gde se na nosa¢ vezuje vise razlicitih proteinskih komponenti sa
razli€itim prostornim rasporedom reaktivnth amino grupa, prostorna distanca koju uvodi
glutaraldehidni most omogucava brzu reakciju sa razli¢itim enzimskim molekulima, dok kratke
direktne veze na Ox-CNC zahtevaju stroZze geometrijsko poklapanje za svaku pojedinacnu
komponentu, $to usporava ukupnu kinetiku vezivanja.

Uzimaju¢i u obzir komplementarno delovanje ova dva preparata u sekvencijalnoj hidrolizi
proteinskih supstrata gde Alcalase® inicijalno razlaZe intaktne proteine endoproteaznom aktivno$éu
na peptidne fragmente, dok Flavourzyme® te fragmente dalje hidrolizuje kombinovanom endo- i
egzopeptidaznom aktivnoS¢u do slobodnih aminokiselina 1 di-tripeptida, kao najpogodnija strategija
za biokataliti¢ku primenu u preradi proteinskih frakcija nusproizvoda prehrambene industrije namece
se kovalentna imobilizacija oba enzima na GA-amino-CNC. Ovaj izbor opravdan je time Sto GA-
amino-CNC za preparat Alcalase® daje povoljnije karakteristike imobilisanog preparata po vise
parametara, a za Flavourzyme® visi prinos endopeptidazne (proteoliticke) aktivnosti, $to kod
viSekomponentnog preparata znaci efikasnije pocetno cepanje peptidnih veza; eventualni gubitak
egzopeptidazne aktivnosti moze se kompenzovati podeSavanjem odnosa imobilisanih preparata u
sekvencijalnoj hidrolizi. Dodatno, primena istog nosaca za oba enzima pojednostavljuje pripremu
biokataliti¢kog sistema i omogucava njegovo direktno uporedivanje u uslovima realnih supstrata, Sto
¢e biti detaljnije prikazano u poglavlju o sekvencijalnoj proteolitickoj hidrolizi.

4.4 PRIMENA IMOBILISANIH ENZIMA

Nakon detaljnog ispitivanja uticaja uslova imobilizacije na razliCite nosafe adsorpcijom i
kovalentnom imobilizacijom odabrani su optimalni uslovi imobilizacije koriS¢enih enzima. Dalje su
dobijeni nanobiokatalizatori, ispitani u enzimskoj obradi sirovina znacajnih za prehrambenu
industriju 1 dobijanje proizvoda sa dodatom vrednoscu (oligosaharida i peptida). Kriterijum za odabir
preparata za primenu bio je kombinacija visokog prinosa imobilizacije aktivnosti, zadovoljavajuce
specificne aktivnosti 1 visokog udela kovalentno vezanog enzima, budu¢i da moguénost visekratne
primene i odsustvo kontaminacije proizvoda slobodnim enzimom predstavljaju kljucne zahteve za
industrijsku primenu.
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Ispitana su tri enzimska sistema i tri klase supstrata:

e imobilisana ksilanaza iz preparata Rohalase® SEP-Visco primenjena je u hidrolizi ksilanske
frakcije suncokretove sacme radi dobijanja XOS sa potencijalnim prebiotskim dejstvom;

e imobilisana endopoligalakturonaza iz preparata Pectinex® Ultra SP-L primenjena je u
hidrolizi pektinskih frakcija sa¢éme uljane repice i pogace crne ribizle radi dobijanja POS;

e imobilisane proteaze iz preparata Alcalase® i Flavourzyme® primenjeni su sekvencijalno u
hidrolizi proteinske frakcije suncokretove saéme radi dobijanja proteinskih hidrolizata.

Za svaki enzimski sistem pracen je profil i prinos ciljnih proizvoda hidrolize, stabilnost imobilisanog
preparata kroz visekratnu primenu, kao i prebiotski potencijal dobijenih oligosaharida gde je to
primenljivo. Ovakav pristup omogucava direktnu procenu biokatalitickog potencijala dobijenih
imobilisanih bionanokatalitickih sistema u uslovima bliskim industrijskoj primeni, i pruza osnovu za
poredenje performansi imobilisanih preparata sa slobodnim enzimima kori§¢enjem istih reakcionih
uslova.

4.4.1 Primena imobilisanog preparata Rohalase® SEP Visco u hidrolizi ksilanske frakcije
suncokretove saCme

Zaprimenu u hidrolizi ksilanske frakcije suncokretove sacme odabran je enzim ksilanaza iz preparata
Rohalase® SEP-Visco imobilisan na Ox-CNC i GA-amino-CNC, koji su u prethodnom poglavlju
pokazali povoljne prinose imobilizacije aktivnosti, specificne aktivnosti i udele kovalentno vezanog
enzima. Supstrat za hidrolizu je dobijen alkalnom ekstrakcijom prema postupku opisanom u poglavlju
3.2.5.1. Cilj eksperimenta bio je dobijanje XOS stepena polimerizacije 2—6, za koje se smatra da
ispoljavaju prebiotsko dejstvo, i1 poredenje efikasnosti slobodnog i imobilisanog preparata sa
identicnom pocetnom enzimskom aktivnos¢u. U svim eksperimentima praceni su prinos i profil XOS
(HPLC analizom), kao i preostala aktivnost nakon ponovljenih ciklusa hidrolize. Nakon definisanja
optimalnih uslova hidrolize, ispitan je i prebiotski potencijal dobijenih hidrolizata.

4.4.1.1 Analiza aktivnosti i stabilnosti imobilisanog enzima

Radi sagledavanja uticaja imobilizacije na efikasnost hidrolize i profil nastalih XOS, ksilanska
frakcija suncokretove sacme hidrolizovana je sa tri enzimska sistema: ksilanazom imobilisanom na
Ox-CNC 1 GA-amino-CNC i slobodnim enzimskim preparatom, sa jednakom unetom aktivnos$¢u od
12 IU u sva tri eksperimenta pri identi¢nim reakcionim uslovima. Pracena je promena koncentracije
ukupnih XOS 1 pojedinaénih frakcija (XOS2—-X0OS6), kao i1 koncentracija slobodne ksiloze. Tok
hidrolize 1 profil nastalih XOS prikazani su na slici 4.57.
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Slika 4.57. Tok hidrolize ksilana i profil XOS (2—6 jedinica) enzimom ksilanaze (Rohalase® SEP-
Visco) imobilisanom na Ox-CNC (A), GA-amino-CNC (B) i slobodnim enzimom (C).
Eksperimentalni uslovi: ksilanska frakcija suncokretove sacme (1 % (m/v)), 100 mM Na-fosfatni

pufer pH 6,0, temperatura 60 °C, enzimska aktivnost 12 IU, agitacija 150 rpm, ukupna zapremina
20 mL.

U sva tri ispitivana sistema ukupna koncentracija XOS brzo raste tokom pocetne faze hidrolize
dostizu¢i maksimalnu vrednost nakon 5 h reakcije, nakon Cega blago opada ili ostaje prakticno
nepromenjena do kraja eksperimenta. Ovakva kinetika karakteristicna je za endo-ksilanaze koje
deluju na unutrasnje f-1,4-glikozidne veze ksilana 1 dovode do brze inicijalne depolimerizacije
supstrata, dok je dalja hidroliza nastalih kra¢ih oligosaharida znatno sporija zbog niZeg afiniteta
enzima prema kratkim lancima [325].

Najveca ukupna koncentracija XOS postignuta je primenom ksilanaze imobilisane na Ox-CNC (2,9
mg/mL nakon 5 h, slika 4.57. (A)), dok imobilisana ksilanaza na GA-amino-CNC (slika 4.57. (B)) 1
slobodna ksilanaza (slika 4.57. (C)) u istoj vremenskoj tacki ostvaruju nize vrednosti, od oko 2,5 i
2,0 mg/mL. Visi prinos XOS prilikom primene imobilisanih preparata konzistentan je sa literaturnim
podacima koji pokazuju da imobilizacija moze povoljno uticati na distribuciju i prinos oligosaharida
[326, 327]. Niske koncentracije ksiloze u svim sistemima tokom ¢itavog ispitivanog intervala (<0,4
mg/mL) potvrduju da preparat Rohalase® SEP-Visco ispoljava zanemarljivu f-ksilozidaznu aktivnost
prema koriS¢enom supstratu pri odabranim uslovima [12].

Dominantna frakcija na kraju reakcije u svim sistemima je XOS6, ali se redosled frakcija menja
tokom vremena: nakon 5 h XOS6 je najzastupljenija samo u sistemu sa ksilanazom imobilisanom na
Ox-CNC (1,3 mg/mL), dok je u preostala dva sistema u toj tacki najzastupljenija frakcija XOS4.
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Koncentracija XOS6 raste tokom prvih 5 h reakcije, nakon ¢ega kod ksilanaze imobilisane na Ox-
CNC ostaje prakticno nepromenjena do kraja pracenog intervala, dok u preostala dva sistema
nastavlja da raste do 24 h, i to znatno: sa 0,8 na 1,3 mg/mL kod GA-amino-CNC isa 0,6 na 1,2 mg/mL
kod slobodnog enzima. U prikazanim eksperimentima u pocetnim vremenima je znatno veca
koncentracija XOS6 tokom hidrolize imobilisanim enzimima. Dominacija frakcija viSeg stepena
polimerizacije (XOS5-X0OS6) u imobilisanim sistemima moze se objasniti ogranic¢enjima difuzije i
orijentacije supstrata u blizini imobilisanih molekula enzima, §to sprecava sukcesivnu hidrolizu dugih
frakcija u kratke produkte.

Frakcije XOS3, XOS4 i XOSS5 dostizu maksimalne vrednosti u intervalu od 3 do 5 h, nakon Cega se
njihovo dalje ponaSanje razlikuje izmedu sistema. Kod ksilanaze imobilisane na Ox-CNC opada samo
XOSS5 (sa 0,7 na 0,2 mg/mL), dok se koncentracije XOS3 1 XOS4 zadrzavaju ili blago rastu do 24 h.
Kod ksilanaze imobilisane na GA-amino-CNC opada XOS4 (sa 0,9 na 0,5 mg/mL), dok XOS3 i
XOSS5 ostaju prakticno nepromenjeni. Kod slobodnog enzima opadaju XOS4 (sa 0,9 na 0,4 mg/mL)
1 XOS5 (sa 0,4 na 0,1 mg/mL), dok koncentracija XOS3 raste do 24 h. Razlike u raspodeli XOS
frakcija izmedu slobodnog i1 imobilisanih preparata ukazuju na to da imobilizacija uti¢e na dalju
transformaciju nastalih oligosaharida. Ovakvo ponaSanje moze biti posledica promena u
mikrookruzenju aktivnog centra enzima i njegove konformacije, $to je i ranije opisano za imobilisane
hidroliticke enzime [326]. Stepen polimerizacije dominantnih frakcija XOS dobijenih u ovom radu
(XOS3-X0S6) odgovara frakcijama sa dokumentovanim prebiotskim efektom selektivnom
fermentacijom od strane bifidobakterija i laktobacila [196, 328].

Treba napomenuti da koriS¢ena HPLC metoda kvantifikuje isklju¢ivo frakcije do XOS6, pa
eventualno nastajanje oligosaharida viSeg stepena polimerizacije nije moguce iskljuciti. Za potpuno
razjasnjenje dinamike redistribucije frakcija bila bi potrebna dopunska analiza reakcionih smesa
metodama koje pokrivaju §iri opseg stepena polimerizacije.

Na osnovu vrednosti ukupne koncentracije XOS prikazane na slici 4.57. imajuéi u vidu pocetnu
koncentraciju koriSé¢ene ksilanske frakcije kao i njenu ¢istocu (oko 8% necistoce), preracunati su i
ukupni prinosi XOS dobijeni u toku reakcije hidrolize. Ovi rezultati su prikazani na slici 4.58.
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Slika 4.58. Ukupan prinos XOS nakon hidrolize ksilana korisc¢enjem ksilanaze: slobodnog enzima i
enzima imobilisanog na Ox-CNC i GA-amino-CNC. Eksperimentalni uslovi: ksilanska frakcija
suncokretove sacme 1% (m/v), 100 mM Na-fosfatni pufer pH 6,0, temperatura 60 °C, enzimska
aktivnost 12 1U, mesanje 150 rpm, ukupna zapremina 20 mL.

Najvisi prinos XOS u celom ispitivanom intervalu ostvaruje se primenom Ox-CNC-ksilanaze, veé¢
nakon 1 h reakcije (21%). Nakon toga, prinos nastavlja da raste do maksimuma od 31% nakon 5 h, a
zatim opada na 26% nakon 24 h. Pad prinosa nakon duzeg vremena reakcije nije praéen porastom
koncentracije ksiloze, ve¢ preraspodelom unutar XOS frakcija: smanjenje udela XOS5 (sa 0,7 na 0,2
mg/mL) praceno je porastom XOS4 i XOS3, Sto je u skladu sa endo-mehanizmom delovanja
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ksilanaze, kod koga se duzi oligosaharidi cepaju na krace, bez oslobadanja ksiloze.
GA-amino-CNC-ksilanaza nakon 1 h pokazuje najnizi prinos od sva tri sistema (12%), ali raste
kontinualno do 27% nakon 5 h gde ostaje u platou do 24 h. Slobodni enzim ispoljava najstabilniji tok
prinosa, raste od 16% nakon 3 h do 22% nakon 5 h i ostaje prakticno nepromenjen do 24 h, ali pri
svim ispitivanim vremenima ostvaruje nize vrednosti od oba imobilisana preparata. Na osnovu toka
prinosa XOS, vreme reakcije od 5 h usvojeno je kao optimalno za hidrolizu ksilana do XOS
primenom Ox-CNC-ksilanaze, dok je prinos XOS dobijen ksilanazom imobilisanom na
GA-amino-CNC jednak nakon 5 h kao i nakon 24 h, §to omogucava fleksibilnost primene ovog
sistema u izboru trajanja procesa bez znacajnog gubitka prinosa. Za ispitivanje prebiotske aktivnosti,
prikazano u nastavku, za sva tri sistema koris¢eni su hidrolizati uzorkovani nakon 5 h reakcije.

Postignuti prinos XOS od 31% se smatra izuzetno dobrim prinosom, posebno kada se uzme u obzir
da se koristi otpadna biomasa kao sirovina, §to doprinosi cirkularnoj ekonomiji i proSirenju primene
potencijalnih prebiotika u prehrambenoj 1 farmaceutskoj industriji. U poredenju sa literaturnim
podacima za hidrolizu ksilana poreklom iz razli¢itih biomasa, dobijeni prinosi bili su uporedivi sa
vrednostima prijavljenim za slobodne enzime. Naime, prinosi od 28,6%, 33,2%, 31,8% 1 34,2%
ostvareni su pri hidrolizi ksilana iz kukuruznog klipa [325], slame Secerne trske [329], otpada Se¢erne
trske [328] 1 smeSe Zitarica i1 pirincanih ljustura [330], redom. Prinos postignut u ovom radu je dakle
na nivou najboljih vrednosti opisanih za slobodne enzime, uz prednost moguce visekratne upotrebe
imobilisanog preparata. Pored toga, postignuti prinos je visi u odnosu na vrednosti opisane za
imobilizaciju ksilanaza na alternativnim nanomaterijalima: prinos XOS od 23% je postignut
koris¢enjem  FesOs@PDA@MOF-ksilanaze [327], 22% ksilanazom imobilisanom na
funkcionalizovanim ugljeni¢nim nanocevima [280] 1 23% za glioksal-agaroza-ksilanazu [326], Sto
potvrduje komparativnu prednost nosaca kori§¢enih u ovom radu, u pogledu prinosa XOS.

Buduéi da je ksilanaza imobilisana na Ox-CNC ostvarila najvisi prinos XOS, a u prethodnom
poglavlju i najveci udeo kovalentno vezanog enzima nakon desorpcije, ovaj nanobiokataliticki sistem
odabran je za ispitivanje stabilnosti u visekratnoj primeni. Svaki ciklus hidrolize trajao je 3 h na
temperaturi od 60 °C u 0,1 M Na-fosfatnom puferu pH 6, nakon ¢ega je imobilisani preparat odvojen
centrifugiranjem, ispran dva puta istim puferom i primenjen u slede¢em ciklusu. Preostala aktivnost
izrazena je relativno u odnosu na aktivnost u nultom ciklusu i prikazana je na slici 4.59.
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Slika 4.59. Ciklusi visekratne upotrebe enzima ksilanaze imobilisanog na Ox-CNC (rezidualna
aktivnost nakon svakog ciklusa). Eksperimentalni uslovi: ksilanska frakcija suncokretove sacme (1
% (m/v)), 100 mM Na-fosfatni pufer pH 6,0, temperatura 60 °C, enzimska aktivnost 12 IU, ukupna

zapremina 10 mL, mesanje 150 rpm; nakon svakog ciklusa nosac je odvojen centrifugiranjem,

ispran puferom i ponovo korisc¢en sa svezim supstratom.

Rezidualna aktivnost opada sa 100% u nultom ciklusu na oko 95% nakon Sestog ciklusa, §to
predstavlja gubitak od svega 5% ukupne aktivnosti tokom viSekratne primene. Ovako visoko
zadrZavanje aktivnosti ksilanaze posledica je kovalentnog vezivanja enzima za nosac preko Sifovih
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baza koje se formiraju izmedu aldehidnih grupa Ox-CNC i amino grupa lizinskih ostataka na povrsini
ksilanaze. Kovalentno vezivanje smanjuje konformacionu pokretljivost enzima u okolini tacke
prijanjanja 1 ogranicava lokalne strukturne promene koje mogu voditi ka denaturaciji, Sto doprinosi
ocuvanju aktivnosti tokom uzastopnih ciklusa [262, 281]. Pored toga, kovalentno vezivanje za nosac
sprecava medumolekulsku agregaciju enzimskih molekula tokom ponovljenih reakcionih ciklusa,
koja predstavlja jedan od uzroka gubitka aktivnosti slobodnih enzima prilikom visekratne primene
[273]. Odsustvo znacajne desorpcije objasSnjava zasto nema naglog pada aktivnosti ¢ak ni nakon
prvog ciklusa, kada su slabo vezane frakcije enzima obi¢no podloZne najintenzivnijem ispiranju sa
nosaca. Postignuta stabilnost za viSekratnu primenu je povoljna u poredenju sa literaturnim podacima
za imobilisanu ksilanazu na alternativnim nosac¢ima. Na primer, ksilanaza imobilisana na hitozanske
magnetne nanocestice se moze upotrebiti u tri ciklusa [331], dok ksilanaza imobilisana na magnetnim
kompozitima (Fe304@PDA@MOF) zadrzava 60% aktivnosti nakon deset ciklusa [327].
Zadrzavanje preko 90% aktivnosti enzima imobilisanog na Ox-CNC nakon Sest ciklusa stoga
predstavlja zapazenu vrednost za imobilizaciju ksilanaze, $to se moze povezati sa visokim udelom
kovalentno vezanog enzima. Ovo je znaCajan rezultat i u poredenju sa literaturnim podacima gde je
imobilisana ksilanaza na hitinskim nosa¢ima zadrzala 70-80% aktivnosti nakon sedam ciklusa
upotrebe [332].

4.4.1.2 Analiza prebiotske aktivnosti proizvoda hidrolize

PoSto su svi ispitivani preparati ksilanaze dali hidrolizate sa XOS dominantnog stepena
polimerizacije 3—6 sa minimalnim sadrzajem ksiloze, a razlike u profilu frakcija dobijenih hidrolizom
enzimima imobilisanim na Ox-CNC i1 GA-amino-CNC sugeriSu da tip nosaa menja sastav
hidrolizata, ispitano je da li se ove razlike odrazavaju i na prebiotski potencijal dobijenih XOS.
Prebiotski potencijal XOS dobijenih hidrolizom ksilanske frakcije suncokretove saéme slobodnom i
imobilisanom ksilanazom pod optimalnim uslovima ispitan je pra¢enjem rasta ¢etiri mikroorganizma:
probiotske kulture kvasca S. boulardii, indikatorskog soja patogene bakterije E. coli i probiotskih
bakterijskih kultura, L. rhamnosus i L. plantarum, u opsegu koncentracija hidrolizata od 0,0625 do
4% (Slika 4.60.). Prebiotska aktivnost predstavlja selektivnu stimulaciju rasta korisnih crevnih
mikroorganizama (u ovom sluc¢aju laktobacili, S. boulardii) u odnosu na rast indikatorske patogene
vrste E. coli [196]. Rezultati su za svaki sistem prikazani kao relativna promena rasta u odnosu na
sopstvenu kontrolu, a ne kao apsolutne vrednosti, jer se na taj nacin efekat XOS lakSe prati i1
jednostavnije se porede rezultati izmedu razli€itih sistema. Sa ovakvim prikazom kontrola ima
vrednost 1, pa vrednosti vece od 1 ukazuju na stimulaciju, a vrednosti manje od 1 na inhibiciju rasta.
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Slika 4.60. Uticaj razlicitih koncentracija XOS (dobijenih hidrolizom ksilana suncokretove sacme
ksilanazom Rohalase® SEP-Visco) na rast testiranih mikroorganizama: (A) S. boulardii; (B) E. coli;
(C) L. rhamnosus; (D) L. plantarum.

Hidrolizati dobijeni primenom sva tri ispitivana sistema u odredenom stepenu stimuliSu rast S.
boulardii, L. rhamnosus 1 L. plantarum u odnosu na sopstvenu kontrolu u ispitivanom opsegu
koncentracija. Sa druge strane, kod E. coli je primecena blaga inhibicija rasta za hidrolizate dobijene
dejstvom slobodnog enzima i enzima imobilisanog na GA-amino-CNC, kao i blaga stimulacija u
slu¢aju imobilisane ksilanaze na Ox-CNC. ZabeleZzena inhibicija u skladu je sa antimikrobnim
dejstvom koje se ksilooligosaharidima pripisuje u literaturi [205]: E. coli ne poseduje enzimski sistem
za razgradnju XOS, pa ih ne moze koristiti kao izvor ugljenika, a oligosaharidi strukturno sli¢ni
glikanima crevnog epitela mogu i kompetitivno da ometaju adheziju patogenih sojeva. Ovi rezultati
ukazuju na to da prebiotski efekat dobijenog hidrolizata bogatog XOS nije strogo selektivan: XOS
dobijeni hidrolizom ksilana suncokretove saéme prvenstveno podsticu rast korisnih
mikroorganizama, dok je stimulacija rasta E. coli izrazena samo u sistemu sa ksilanazom
imobilisanom na Ox-CNC. Uoceno je i da hidrolizat dobijen primenom ksilanaze imobilisane na Ox-
CNC ostvaruje vise vrednosti relativne stimulacije korisnih mikroorganizama u odnosu na hidrolizate
dobijene slobodnim enzimom i GA-amino-CNC sistemom, $to se moZe povezati sa profilom XOS:
hidrolizom pomoc¢u ksilanaze imobilisane na Ox-CNC dobija se veci udeo frakcija viSeg stepena
polimerizacije (XOS5 i XOS6), dok se hidrolizom slobodnim enzimom i enzimom imobilisanim na
GA-amino-CNC dobija ve¢i udeo frakcija nizeg stepena polimerizacije (XOS2-X0OS4). Sve
navedeno je u skladu sa literaturno prijavljenim prebiotskim potencijalom ksilooligosaharida [200,
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208]. Uoceno je da ksilanaza imobilisana na Ox-CNC stvara proizvode hidrolize ksilana koji
ostvaruju viSe vrednosti relativne stimulacije korisnih mikroorganizama u poredenju sa proizvodima
dobijenim hidrolizom slobodnim enzimom i GA-amino-CNC biokatalitickim sistemom, i to za sve
ispitivane mikroorganizme. Ovaj obrazac je primecen kroz ceo opseg ispitivanih koncentracija.
Medutim, neobic¢no je da hidrolizat dobijen ksilanazom imobilisanom na Ox-CNC istovremeno blago
stimuliSe i rast E. coli. lako su kratke XOS frakcije generalno opisane kao preferentni supstrat za
ve¢inu probiotskih mikroorganizama [333], prisustvo monomerne ksiloze u smeSi smanjuje
selektivnost prema probiotskim sojevima jer je ksiloza dostupna i nepozeljnim mikroorganizmima
poput E. coli [334]. Pored toga, duze XOS frakcije se sporije fermentiSu, §to moze obezbediti
produzenu stimulaciju probiotskih mikroorganizama. Ovi rezultati ukazuju da imobilizacija ksilanaze
na Ox-CNC, pored poboljSanja kataliticke efikasnosti i moguénosti primene u vise ciklusa bez
gubitka aktivnosti, pozitivno uti¢e i na bioloSku aktivnost nastalih XOS.

Pouzdaniji nacin procene prebiotske aktivnosti proizvoda jeste odredivanje njegovog prebiotskog
kapaciteta, odnosno razlike relativnog rasta probiotske i patogene vrste, koji je prikazan na slici 4.61.
Vrednost PC > 0 ukazuje na selektivnu stimulaciju probiotika (prebiotski efekat), vrednost PC <0 na
favorizovanje E. coli, dok PC = 0 oznacava izostanak selektivnog dejstva. Za svaki probiotski soj
prebiotski kapacitet odreden je pri svim ispitivanim koncentracijama hidrolizata, kako bi se utvrdila
koncentracija pri kojoj se ostvaruje optimalan uticaj na ispitivane mikroorganizme.
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Slika 4.61. Prebiotski kapacitet (PC) ksilooligosaharida (XOS) dobijenih hidrolizom ksilana
suncokretove sacme slobodnom i imobilisanom ksilanazom (Ox-CNC i GA-amino-CNC), odreden
pri svim ispitivanim koncentracijama hidrolizata za (A) S. boulardii, (B) L. rhamnosus i (C) L.
plantarum. Isprekidana linija oznacava vrednost PC = (.

Prebiotski kapacitet (PC) ksilooligosaharida dobijenih dejstvom slobodne i imobilisane ksilanaze
(Ox-CNC 1 GA-amino-CNC) odreden je za tri probiotska soja pri svim ispitivanim koncentracijama
hidrolizata. Za sva tri soja 1 sva tri hidrolizata dobijene su pozitivne vrednosti PC, $to ukazuje na
prebiotski potencijal dobijenih XOS. Za hidrolizate dobijene slobodnom ksilanazom i ksilanazom
imobilisanom na GA-amino-CNC najvisi PC postignut je pri koncentraciji hidrolizata od 4%, dok je
za hidrolizat dobijen ksilanazom imobilisanom na Ox-CNC optimalna koncentracija niZa i zavisna
od soja: 2% za S. boulardii, 0,25% za L. rhamnosus 1 0,5% za L. plantarum. Za hidrolizat dobijen
ksilanazom imobilisanom na Ox-CNC zabelezene su najvise vrednosti PC za sva tri probiotska soja.
Buduc¢i da je prebiotski kapacitet izraCunat na osnovu relativnog rasta normalizovanog u odnosu na
sopstvenu kontrolu svakog hidrolizata, dobijene vrednosti su medusobno uporedive, pri cemu se za
svaki hidrolizat uocava i koncentracija pri kojoj je uticaj na ispitivane mikroorganizme optimalan.
Ukoliko se trazi jedna koncentracija pri kojoj su vrednosti PC istovremeno povoljne za sva tri
probiotska soja, to je za hidrolizat dobijen ksilanazom imobilisanom na Ox-CNC koncentracija od

146



0,25%, pri kojoj najniZza zabeleZena vrednost PC iznosi 1,57, a za hidrolizate dobijene slobodnim
enzimom i enzimom imobilisanim na GA-amino-CNC koncentracija od 4%.

4.4.2 Primena imobilisanog preparata Pectinex® Ultra SP L u hidrolizi pektina

Za primenu u hidrolizi pektinskih frakcija odabrani su imobilisani preparati Pectinex® Ultra SP-L na
Ox-CNC 1 GA-amino-CNC nosac¢ima, budu¢i da kovalentna imobilizacija na hemijski
modifikovanim nosa¢ima u odnosu na adsorpciju na nemodifikovanim CNC obezbeduje vec¢i udeo
ireverzibilno kovalentno vezanog enzima. Primena je ispitana na tri pektinska supstrata razli¢itog
porekla i strukture, dva razli¢ito dobijena pektina same uljane repice i pektin crne ribizle, koji se
razlikuju prema stepenu esterifikacije, sadrzaju neutralnih Secera i linearnosti galakturonanske
osnove. Eksperiment je izveden tako da se sva tri supstrata hidrolizuju koris¢enjem jednakih pocetnih
pektinolitickih aktivnosti od 0,5 IU, §to omogucava direktno poredenje efikasnosti hidrolize u
zavisnosti od strukturnih karakteristika supstrata. Praceni su prinos redukuju¢ih Secera tokom
hidrolize, rezidualna aktivnost imobilisanog preparata u visekratnoj primeni i prebiotska aktivnost
dobijenih hidrolizata.

4.4.2.1 Primena imobilisanog Pectinex® Ultra SP-L u hidrolizi pektina sacme uljane repice

Pektin saCme uljane repice sadrzi razgranatu strukturu sa homogalakturonanskom osnovom i
izrazenim udelom razgranatih neutralnih Secernih boc¢nih lanaca tipa razgranatih arabinana i
arabinogalaktana tipa II [335]. Strukturno se razlikuje od komercijalnih pektina iz citrusa i jabuka, u
kojima se industrijskom ekstrakcijom u kiselim uslovima dodatno povecava udeo linearnih
homogalakturonanskih domena zbog hidrolize bo¢nih lanaca u toku ekstrakcije [336-338].

Hidroliza je sprovedena na temperaturi 50 °C u 0,1 M Na-acetatnom puferu pH 4,5, uz dodatak
enzima (slobodnog ili imobilisanog) sa ekvivalentnim pocetnim hidrolitickim aktivnostima od 0,5
IU, prema postupku opisanom u poglavlju 3.2.6.2.

4.42.1.1 Analiza efikasnosti u hidrolizi pektina iz saéme uljane repice

Pektinska frakcija izolovana iz saéme uljane repice kiselinskom hidrolizom limunskom kiselinom
odlikuje se slobodnim, neumreZenim regijama homogalakturonana sastavljenim od a-1,4-povezanih
ostataka D-galakturonske kiseline [335]. Iako pektin uljane repice sadrzi znacajan udeo razgranatih
neutralnih bocnih lanaca tipa arabinana i arabinogalaktana tipa II, neesterifikovane regije
homogalakturonanske osnove u LK-frakciji ostaju geometrijski dostupne endopoligalakturonaznoj
aktivnosti, jer enzim Xkatalizuje hidrolizu o-1,4 glikozidne veze izmedu susednih ostataka
galakturonske kiseline [339, 340]. U Ca-pektinu, sa druge strane, iste neesterifikovane oblasti
homogalakturonana ucestvuju u ,.egg-box* umrezavanju sa Ca’" jonima i formiraju gel koji
ogranicava difuziju enzima do glavnog lanca [341]. Ova kompaktna i rigidna trodimenziona mreza
koja sterno otezava pristup endopoligalakturonaze unutra$njim galakturonanskim lancima, jer su oni
stabilizovani unutar kalcijumom-koordinisane strukture [342]. Iz tog razloga proizilazi pretpostavka
da je LK-pektin sturkturno pristupacniji supstrat za endopoligalakturonazno delovanje.

Prvo je pracen profil oslobadanja redukuju¢ih Secera tokom hidrolize LK-pektina, sa slobodnim
enzimom 1 imobilisanim preparatima na Ox-CNC i1 GA-amino-CNC nosafima sa jednakim
aktivnostima, a rezultati su prikazani na slici 4.62.
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Slika 4.62. Tok hidrolize LK-pektina iz uljane repice pomocu Pectinex® Ultra SP-L: slobodnog
enzima i imobilisanog na Ox-CNC i GA-amino-CNC. Eksperimentalni uslovi: koncentracija pektina
0,5% (m/v), 0,1 M Na-acetatni pufer pH 4,5, temperatura 50 °C, enzimska aktivnost 0,5 1U, ukupna

zapremina 2 mL, mesanje 150 rpm, inaktivacija 100 °C/5 min, analiza redukujucih secera DNS

metodom.

Sve tri forme enzima pokazuju karakteristican kineticki profil hidrolize pektina. Dobijeni profil moze
se podeliti u tri faze: brz inicijalni porast tokom prvih 10-20 min, blagi pad, odnosno zastoj u intervalu
30—60 min i drugi porast nakon 60 min koji vodi ka finalnom platou u vremenskom opsegu 90-120
min. Ox-CNC-pektinaza kao i slobodan enzim efikasno katalizuju hidrolizu pektina u pocetnim
vremenima, dostizu¢i vrednosti oko 30 mM ekvivalenata glukoze, dok GA-amino-CNC-pektinaza
pokazuje nesto sporiji pocetak reakcije, dostizu¢i oko 23 mM ekvivalenata glukoze nakon 20 min.
Zatim, u periodu od 30-60 min koncentracije redukujuéih Secera u hidrolizatima dobijenim u sva tri
sistema (slobodni enzim, Ox-CNC-pektinaza i GA-amino-CNC-pektinaza) se ujednacavaju (2332
mM). Ova faza odrazava prelazni stadijum hidrolize u kojem endopoligalakturonaza postepeno
razlaze strukturu LK-pektina, ¢ime se unutrasnji galakturonanski lanci ¢ine pristupacnijim za dalju
enzimsku razgradnju. Nakon 60 min dolazi do ponovnog intenziviranja hidrolize, $to se manifestuje
drugim porastom koncentracije redukujucih Secera. Slobodan enzim najbrZe reaguje na promene u
strukturi supstrata, dostizu¢i 60 mM nakon 90 min 1 odrZavaju¢i tu vrednost do kraja eksperimenta.
Imobilisani enzimi prate slican trend sa odredenim vremenskim pomakom. Ox-CNC-pektinaza
dostiZze maksimalnu koncentraciju redukujucih Sec¢era od 52 mM nakon 90 min, uz blage oscilacije 1
konac¢nu vrednost od 49 mM, dok GA-amino-CNC-pektinaza postepeno dostize blisku finalnu
koncentraciju (47 mM) nakon 120 min. Sli¢ne finalne koncentracije redukujucih Secera u
hidrolizatima oba imobilisana sistema ukazuju da priroda nosaca ne utice znacajno na ukupni stepen
hidrolize pektina, ve¢ pre svega na kinetiku procesa.

Radi ispitivanja uticaja strukturne sloZenosti supstrata na efikasnost hidrolize, u nastavku je
primenjen Ca-pektin izolovan iz iste sirovine. Tok hidrolize Ca-pektina prikazan je na slici 4.63.
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Slika 4.63. Tok hidrolize Ca-pektina iz uljane repice pomoc¢u Pectinex® Ultra SP-L: slobodnog
enzima i imobilisanog na Ox-CNC i GA-amino-CNC. Eksperimentalni uslovi: koncentracija pektina
0,5% (m/v), 0,1 M Na-acetatni pufer pH 4,5, temperatura 50 °C, enzimska aktivnost 0,5 1U, ukupna
zapremina 2 mL, meSanje 150 rpm, inaktivacija 100 °C/5 min, analiza redukujucih secera DNS
metodom.

[u ovom slucaju, sve tri forme enzima pokazuju izrazito karakteristi¢an dvostepeni profil oslobadanja
redukujucih Secera koji se moze razdeliti na tri faze: inicijalni porast tokom prvih 10-20 min,
stagnaciju u intervalu 20—40 min 1 nagli skok koncentracije redukujucih Secera izmedu 40 i1 45 min
koji vodi ka finalnom platou u vremenskom intervalu od 45-90 min. U inicijalnoj fazi (0—10 min)
slobodan enzim pokazuje najbrzu reakciju hidrolize koja se ogleda u rastu koncentracije redukujucih
Secera, dostizuc¢i oko 30 mM nakon 10 min. GA-amino-CNC sistem prati ovaj tok sa nesto sporijim
porastom (oko 13 mM nakon 5 min, 20 mM nakon 10 min), dok pektinaza imobilisana na Ox-CNC
pokazuje najsporiji pocetak hidrolize i dostize koncentraciju redukuju¢ih Secera od svega 20 mM
nakon 15 min. Ve¢ u inicijalnoj fazi uocljiva je razlika u redosledu efikasnosti hidrolize u odnosu na
LK-pektin, gde su imobilisani preparati pokazivali podjednaku pocetnu brzinu kao slobodan enzim.
Kompaktna struktura Ca-pektina o€ito oteZava pristup pektinaze imobilisane na ¢vrste nosace, pri
¢emu je efekat izraZzeniji za Ox-CNC sa kratkim, direktnim vezama izmedu nosaca i enzima nego za
GA-amino-CNC gde je enzim odaljen od nosaca preko glutaraldehidnog mosta. U fazi od 15.—40.
min hidrolizati dobijeni slobodnim preparatom i1 preparatom imobilisanim na GA-amino-CNC
zadrZavaju priblizno konstantne vrednosti koncentracije redukujucih Se¢era od oko 30-33 mM, dok
hidrolizat dobijen Ox-CNC sistemom zadrzava nizu vrednost koncentracije redukujucih Secera od
oko 20 mM. Ovaj produzeni plato, izraZeniji nego kod LK-pektina, ukazuje da endopoligalakturonaza
inicijalno razgraduje pretezno povrSinske 1 dostupnije galakturonanske lance, dok unutrasnji lanci
ostaju zasti¢eni 1 nedostupni za enzimsku hidrolizu. Najupecatljivija karakteristika kinetickog profila
je nagli skok koncentracije redukujucih Secera izmedu 40 1 45 min, koji se simultano javlja na sve tri
krive: vrednosti koncentracija redukujucih Secera postignute koris¢enjem slobodnog enzima skacu sa
28 na 50 mM, koriS¢enjem GA-amino-CNC-imobilizata sa 33 na 42 mM, a upotrebom Ox-CNC-
imobilizata sa 21 na 34 mM. Ovakav diskontinuitet u kinetici hidrolize moZe se objasniti
specificnoscu ,,egg-box* strukture Ca-pektina: postepena hidroliza povrSinskih lanaca tokom prvih
40 min destabilizuje koordinacione veze izmedu susednih galakturonanskih lanaca i postepeno
oslobada kalcijumove jone iz strukture, §to u odredenom trenutku dovodi do kolapsa rigidne mreZze 1
naglog otkrivanja velikog broja prethodno nedostupnih a-1,4 glikozidnih veza za enzimsku hidrolizu
[342]. Nakon ovog skoka uspostavlja se finalni plato sa prakti¢no konstantnim vrednostima
koncentracija od 50 mM za hidrolizat dobijen slobodnim enzimom, 34 mM za hidrolizat dobijen
enzimom imobilisanim na Ox-CNC 1 33 mM za hidrolizat dobijen enzimom imobilisanim na GA-
amino-CNC. Finalne vrednosti redukujucih Secera dobijenih hidrolizom sa oba imobilisana preparata
su prakti¢no identi¢ne, Sto ukazuje da 1 u ovom slucaju razli¢ita struktura hemijske veze izmedu
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nosaca i enzima ne utice bitno na ukupan stepen hidrolize Ca-pektina, ve¢ samo na dinamiku procesa,
dok difuziona ograni¢enja heterogenih biokatalitickih sistema u poredenju sa slobodnim enzimom
postaju izrazenija kod ovog strukturno sloZenijeg supstrata.

Vrednosti pocetne brzine hidrolize i1 finalne koncentracije redukuju¢ih Seera za oba pektinska
supstrata iz same uljane repice prikazane su u tabeli 4.6.

Tabela 4.6. Pocetna brzina hidrolize i finalna koncentracija redukujucih secera prilikom hidrolize
LK-pektina i Ca-pektina izolovanih iz sacme uljane repice slobodnim preparatom Pectinex® Ultra
SP-L i imobilisanim preparatima na Ox-CNC i GA-amino-CNC. Uslovi hidrolize: 0,5% (m/v) pektin
u 0,1 M Na-acetatnom puferu pH 4,5, 50 °C, aktivnost enzima 0,5 IU. Pocetna brzina hidrolize
odredena je kao nagib linearnog dela krive u intervalu 0—10 min, u odnosu na koncentraciju
redukujucih secera izmerenu u nultom trenutku, koja potice od redukujucih grupa prisutnih u samom
pektinskom preparatu.

Supstrat Slobodan enzim Ox-CNC-pektinaza GA-amino-CNC-pektinaza
Pocetna Finalna Pocetna Finalna Pocetna Finalna
brzina koncentracija brzina koncentracija brzina koncentracija
hidrolize redukujucih hidrolize redukujucih hidrolize redukujucih
(mM/min) Secera (mM) (mM/min) Secera (mM) (mM/min) Secera (mM)
LK-pektin iz 1,42 60 1,34 49 0,85 47
uljane repice
Ca-pektin iz 2,44 50 1,00 33 1,35 35
uljane repice

Prilikom hidrolize LK-pektina iz sa¢me uljane repice, Ox-CNC-pektinaza ostvaruje pocetnu brzinu
prakti¢no jednaku brzini slobodnog enzima (1,34 naspram 1,42 mM/min), dok je kod GA-amino-
CNC-pektinaze ona znatno niza (0,85 mM/min). OCuvanje pocetne brzine na nivou slobodnog
enzima kod preparata imobilisanog na Ox-CNC mozZe se objasniti povoljnom orijentacijom
endopoligalakturonaze fiksirane neposredno uz povrSinu nosaca, u konformaciji u kojoj aktivni
centar ostaje dostupan linearnim galakturonanskim lancima LK-pektina, §to je u skladu sa opisanim
efektom da kovalentna imobilizacija na aldehidnim nosa¢ima moze stabilizovati kataliticki povoljnu
konformaciju enzima [273, 282]. Uprkos oCuvanoj pocetnoj brzini reakcije koris¢enjem Ox-CNC-
pektinaze, finalna koncentracija redukujucih Secera ostaje prakti¢no jednaka za oba hidrolizata
dobijena imobilisanim preparatima (49 mM za Ox-CNC 1 47 mM za GA-amino-CNC) 1 neSto niZa
od onog dobijenog slobodnim enzimom (60 mM), Sto ukazuje da difuziona ogranicenja usporavaju
hidrolizu u kasnijoj fazi reakcije, dok fizicki razmak izmedu enzima i nosaca ne uti¢e na ukupnu
efikasnost hidrolize ovog supstrata [274, 308].

S druge strane, prilikom hidrolize Ca-pektina slobodan enzim ostvaruje znatno viSu pocetnu brzinu
(2,44 mM/min) od oba imobilisana preparata, pri cemu GA-amino-CNC-pektinaza (1,35 mM/min)
ima vecu brzinu u odnosu na Ox-CNC-pektinazu (1,00 mM/min). Finalne koncentracije redukujucih
Secera prate isti trend: slobodan enzim dostize 50 mM, dok oba imobilisana preparata postiZu sli¢ne
vrednosti od 33-35 mM, bez izrazene razlike izmedu nosac¢a. Kompaktna i rigidna ,,egg-box*
struktura Ca-pektina sterno otezava pristup endopoligalakturonazi vezanoj neposredno uz povr§inu
nosaca na Ox-CNC, gde kratke kovalentne veze fiksiraju enzim blizu nosaca [308, 343]. Prostorna
distanca koju glutaraldehidni most uvodi na GA-amino-CNC nosacu ublazava ovaj efekat i
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omogucava bolji pristup enzima unutra$njim galakturonanskim lancima, S§to rezultuje viSom
pocetnom brzinom hidrolize u poredenju sa hidrolizom enzima imobilisanog na Ox-CNC [308]. Ipak,
veca udaljenost enzima u odnosu na nosa¢ GA-amino-CNC nije dovoljna da nadoknadi mobilnost
slobodnog enzima u rastvoru, $to je u skladu sa opisanim ograni¢enjima kovalentnih sistema tokom
hidrolize strukturno kompleksnih supstrata [219].

Ovi rezultati ukazuju da efikasnost imobilisanih pektinaza znacajno zavisi od strukturnih
karakteristika ciljnog supstrata, pri ¢emu se izbor optimalnog nosac¢a moze prilagoditi dominantnom
tipu pektina u sirovini. Ox-CNC nosa¢ obezbeduje povoljniju orijentaciju imobilisanog enzima za
hidrolizu linearnog LK-pektina, dok GA-amino-CNC posredstvom prostorne distance
glutaraldehidnog mosta obezbeduje optimalniju strukturu biokatalitickog sistema potrebnu za
efikasnu hidrolizu strukturno kompleksnijeg Ca-pektina.

4.4.2.2 Primena imobilisanog Pectinex® Ultra SP-L u hidrolizi pektina crne ribizle

Pektin izolovan iz pogace crne ribizle strukturno se razlikuje od pektina saéme uljane repice po
visokom sadrzaju bo¢nih lanaca ramnogalakturonana I (RGI) bogatih arabinozom i galaktozom, koji
okruzuju homogalakturonanski lanac [14, 336, 344]. Stepen metilesterifikacije (DM) pektina crne
ribizle, od oko 50% [14], klasifikuje ovaj pektin na granicu izmedu nisko- i visokoesterifikovanog
pektina. Ovakav udeo esterifikovanih  galakturonanskih ostataka moze uticati na
endopoligalakturonaznu aktivnost, kao i strukturna slozenost bo¢nih lanaca koja uvodi difuzione i
sterne smetnje. Ispitivanje ovog supstrata stoga pruza uvid u primenjivost razvijenih imobilisanih
nanobiokatalizatora na strukturno slozeniji pektinski materijal i omoguéava direktno poredenje sa
rezultatima dobijenim za pektine uljane repice.

Za hidrolizu pektina crne ribizle koris¢eni su isti imobilisani preparati pektinaze na Ox-CNC 1 GA-
amino-CNC kao i u prethodnim eksperimentima, sa jednakom pocetnom pektinolitickom aktivnosti
od 0,5 IU, uz slobodan enzim kao kontrolu, prema postupku opisanom u poglavlju 3.2.6.2.

4.4.2.2.1 Analiza aktivnosti u hidrolizi pektina crne ribizle

Tok hidrolize za sva tri ispitivana enzimska sistema prikazan je na slici 4.64.
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Slika 4.64. Tok hidrolize pektina iz pogace crne ribizle pomocu Pectinex® Ultra SP-L: slobodnog
enzima i imobilisanog na Ox-CNC i GA-amino-CNC. Eksperimentalni uslovi: koncentracija pektina
0,5% (m/v), 0,1 M Na-acetatni pufer pH 4,5, temperatura 50 °C, enzimska aktivnost 0,5 1U,

mesanje 150 rpm; ukupna zapremina 2 mL, inaktivacija 100 °C/5 min, analiza redukujucih Secera
DNS metodom.

Hidrolizat dobijen primenom slobodnog enzima pokazuje brz porast koncentracije redukujucih Secera
u prvih 30 min, dostizu¢i 31 mM, nakon cega blago osciluje oko te vrednosti 1 na kraju hidrolize
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dostize 32 mM. Hidroliza pomoc¢u Ox-CNC sistema postiZze nize vrednosti tokom ¢itavog trajanja
reakcije, sa postepenim rastom koncentracije redukujuéih Secera do ulaska u plato pri vrednostima
od 17-18 mM u intervalu 15—45 min, nakon ¢ega sledi skok na 24 mM nakon 60 min i blagi pad do
finalne vrednosti od 23 mM na kraju hidrolize. Niza ukupna aktivnost na ovom supstratu potvrduje
da strukturna sloZenost pektina crne ribizle posebno nepovoljno uti¢e na enzim vezan direktnim
Sifovim bazama uz samu povr$inu nosa¢a, gde neutralni $eéerni bo¢ni lanci pektina sterno oteZavaju
pristup endopoligalakturonaze galakturonanskom lancu. Hidrolizat dobijen koris¢enjem GA-amino-
sporo u prvih 45 min, dostizu¢i 17 mM, a zatim naglo skac¢e na maksimum od 41 mM nakon 60 min,
$to je najvisa vrednost od sva tri ispitivana sistema. Ovaj nagli porast izmedu 45 1 60 min sugerise da
je progresijom hidrolize omogucen bolji pristup enzima preostalim, galakturonanskim segmentima
smesStenim dublje u strukturi supstrata gde postepeno otvaranje strukture supstrata omogucava
ubrzanu hidrolizu u drugoj fazi reakcije. Nakon 60 min koncentracija redukujucih Secera blago opada
1 stabilizuje se na 37 mM nakon 90 min, $to je i dalje viSe od slobodnog enzima i znatno vise od
vrednosti postignutih hidrolizom sa Ox-CNC-pektinazom.

Vrednosti pocetne brzine hidrolize i finalne koncentracije redukujucih Secera za pektin crne ribizle
prikazane su u tabeli 4.7.

Tabela 4.7. Pocetna brzina hidrolize i finalna koncentracija redukujucih secera prilikom hidrolize
pektina iz pogace crne ribizle slobodnim preparatom Pectinex® Ultra SP-L i imobilisanim
preparatima na Ox-CNC i GA-amino-CNC. Uslovi hidrolize: 0,5% (m/v) pektin u 0,1 M Na-
acetatnom puferu pH 4,5, 50 °C, aktivnost enzima 0,5 IU. Pocetna brzina hidrolize odredena je kao
nagib linearnog dela krive u intervalu 0—10 min, u odnosu na koncentraciju redukujucih Secera
izmerenu u nultom trenutku, koja potice od redukujuéih grupa prisutnih u samom pektinskom
preparatu.

Supstrat Slobodan enzim Ox-CNC-pektinaza GA-amino-CNC-pektinaza
Pocetna Finalna Pocetna Finalna Pocetna Finalna
brzina koncentracija brzina koncentracija brzina koncentracija
hidrolize redukujucih hidrolize redukujucih hidrolize redukujucih
(mM/min) Secera (mM) (mM/min) Secera (mM) (mM/min) Secera (mM)
Pektin iz crne 1,11 32 0,90 23 0,57 37
ribizle

Ox-CNC-pektinaza ostvaruje niZu pocetnu brzinu od slobodnog enzima (0,90 naspram 1,11 mM/min)
1 dobijeni hidrolizati imaju najniZu finalnu koncentraciju redukujucih Secera (23 mM), $to potvrduje
da prostorna ograni¢enja enzima vezanog neposredno uz povriinu nosa¢a preko kratkih Sifovih baza
dolaze do punog izraZaja u primeni na strukturno sloZenom supstratu. Slobodan enzim ostvaruje
pocetnu brzinu od 1,11 mM/min 1 formiranje hidrolizata sa finalnom koncentracijom od 32 mM, dok
GA-amino-CNC-pektinaza, uprkos najniZzoj pocetnoj brzini od sva tri sistema (0,57 mM/min),
omogucava dobijanje hidrolizata sa najviSom finalnom koncentracijom redukuju¢ih Secera od 37
mM. Ovakav odnos izmedu pocetne brzine i finalnog prinosa ukazuje da GA-amino-CNC sistem
sporije vrsi hidrolizu, ali efikasnije iskoriS¢ava sekundarni supstrat dobijen nakon duzeg vremena
reakcije, Sto je direktna posledica prostorne udaljenosti enzima od povrSine nosac¢a koju uvodi
glutaraldehidni most. Direktno poredenje prinosa hidrolize pektina crne ribizle imobilisanom
pektinazom sa literaturnim vrednostima nije moguce, budu¢i da je vecina objavljenih radova o
imobilisanoj pektinazi ispitivana na modelnim supstratima poput pektina iz citrusa ili jabuka, dok su
radovi koji se bave enzimskom obradom pektina bobicastog voca usmereni pre svega na procese
ekstrakcije soka i ekstrakciju polifenola [345-347], modifikaciju dijetetskih vlakana iz pogace crne
ribizle [348] ili izolaciju pektinskih frakcija za primenu u kozmetici [ 14], a ne na isklju¢ivo dobijanje
oligosaharida.
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Ovo ukazuje da opisani rezultati predstavljaju jedan od prvih sistematskih pokuSaja primene
imobilisanih pektinolitickih enzima u hidrolizi pektina crne ribizle u cilju dobijanja oligosaharida,
Sto im daje poseban naucni znac¢aj uprkos ogranicenjima koja proisticu iz strukturne slozenosti ovog
supstrata. Zanimljivo je da preparat Pectinex® Ultra SP-L imobilisan na GA-amino-CNC nosaé
tokom hidrolize ovog supstrata dostize visu finalnu koncentraciju redukujucih Secera od slobodnog
enzima i enzima imobilisanog na Ox-CNC, §to potvrduje da prostorna udaljenost enzima od povrsine
nosaca koju obezbeduje glutaraldehidni most postaje kljucan faktor efikasnosti upravo u reakciji
hidrolize supstrata sa bo¢nim lancima koji sterno ometaju pristup aktivnom centru.

4.4.2.3 Analiza stabilnosti imobilisanog preparata Pectinex® Ultra SP-L

LK-pektin saéme uljane repice odabran je kao model supstrat za ispitivanje visSekratne primene
imobilisanih preparata, jer pri njegovoj hidrolizi oba imobilisana sistema postizu prakti¢no jednake
finalne koncentracije redukujucih Secera (49 1 47 mM), Sto omogucava direktno poredenje stabilnosti
dva nosaca bez uticaja razliCite efikasnosti hidrolize na rezultate ispitivanja viSekratne primene.

Stabilnost Ox-CNC-pektinaze i GA-amino-CNC-pektinaze tokom $est uzastopnih ciklusa hidrolize
pektina iz saCme uljane repice prikazana je na slici 4.65.
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Slika 4.65. Ciklusi visekratne upotrebe Pectinex® Ultra SP-L imobilisanog na Ox-CNC i GA-amino-
CNC (rezidualna aktivnost nakon svakog ciklusa). Eksperimentalni uslovi: pektin 0,5% (m/v) u 0,1
M Na-acetatnom puferu pH 4,5, temperatura 50 °C, enzimska aktivnost 0,5 1U, ukupna zapremina 2
mL, konstantno mesanje, nakon svakog ciklusa nosac je odvojen centrifugiranjem, ispran puferom i
ponovo koriséen sa sveZim supstratom.

Tokom Sest uzastopnih ciklusa hidrolize LK-pektina uljane repice, imobilisani preparat Pectinex®
Ultra SP-L na GA-amino-CNC pokazao je znatno bolju operativhu stabilnost od preparata
imobilisanog na Ox-CNC. Preostala aktivnost opada postepeno sa 92% nakon prvog na 50% nakon
Sestog ciklusa, dok Ox-CNC sistem belezi znatno intenzivniji pad, sa rezidualnom aktivno$¢u od
svega 23% nakon Sestog ciklusa. Razlika u viSekratnoj upotrebi dva imobilisana preparata zasluzuje
pazljiviju analizu, jer je na Ox-CNC udeo kovalentno vezanog enzima nakon desorpcionog tretmana
zapravo nesto visi (83% naspram 79% za GA-amino-CNC, Tabela 4.3), Sto bi sugerisalo bolju
stabilnost ovog sistema prilikom viSekratne upotrebe. Ipak, dobijeni rezultati pokazuju upravo
suprotno, §to ukazuje da stabilnost imobilizacije viSekomponentnog enzimskog preparata ne zavisi
iskljuc¢ivo od udela kovalentno vezane ukupne enzimske aktivnosti, ve¢ i od sastava enzima vezanih
na nosaC. Enzimski preparat sadrzi Sirok spektar pektinolitickih komponenti. Pored
endopoligalakturonaze, Cija je aktivnost neposredno merena u ovim eksperimentima, prisutne su i
pektinmetilesteraza, pektin liaza, kao 1 sporedne hidroliticke aktivnosti, koje zajedno doprinose
hidrolizi pektina, narocito demetilacijom karboksilnih grupa i1 razgradnjom bocnih lanaca koji
okruzuju galakturonanski lanac [302]. Na nosadu Ox-CNC, kratke direktne Sifove baze ograni¢avaju
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vezivanje enzima, pa se selektivno kovalentno vezuju pre svega one komponente preparata Ciji su
lizinski ostaci u povoljnoj orijentaciji u odnosu na povrsinu nosaca, dok ostale komponente mogu
ostati adsorbovane ali ne 1 kovalentno vezane. Kod GA-amino-CNC imobilizacija se odvija kao
dvostepeni proces: u prvom koraku dolazi do relativno brze adsorpcije enzimskih molekula na
povrsinu nosaca, posredovane elektrostatickim interakcijama i vodoni¢nim vezama, a u drugom,
sporijem koraku formiraju se kovalentne Sifove baze izmedu deprotonovanih amino grupa lizinskih
ostataka enzima 1 aldehidnih grupa glutaraldehidnog mosta. Prostorna distanca koju uvodi
glutaraldehidni most pritom ne olakSava samo kovalentno vezivanje ve¢ istovremeno povecava
geometrijsku dostupnost aldehidnih grupa i olakSava inicijalnu adsorpciju Sireg spektra proteinskih
komponenti preparata, ukljucujuéi i prate¢e enzimske aktivnosti, od kojih deo potom prelazi u
kovalentno vezano stanje tokom drugog koraka procesa imobilizacije. Na ovaj na¢in, GA-amino-
CNC sistem u viSekratnoj upotrebi zadrzava funkcionalno bogatije i stabilnije pektinoliticke enzime
od Ox-CNC sistema.

Pored toga, potrebno je uzeti u obzir i moguénost adsorpcije samog supstrata ili proizvoda hidrolize
na povrsinu nanoceluloznih nosaca tokom reakcionih ciklusa. LK-pektin, kao negativno naelektrisan
polisaharid bogat slobodnim karboksilnim grupama galakturonskih jedinica, moze se adsorbovati na
poviSinu Ox-CNC 1 GA-amino-CNC putem elektrostatickih interakcija i vodoni¢nih veza,
kompetitivno zauzimajuc¢i mesta na povrsini nosaca i ometajuéi pristup supstrata aktivnim centrima
imobilisanih enzimskih molekula. Ovaj efekat se moze pogorSavati sa svakim uzastopnim ciklusom
ukoliko ispiranje izmedu ciklusa nije dovoljno da u potpunosti ukloni adsorbovane pektinske lance
sa povrSine nosaca. Moze se pretpostaviti da je ovaj efekat izraZeniji na Ox-CNC sistemu, gde je
enzim fiksiran neposredno uz povrSinu nosaca, pa adsorbovani lanci pektina lakSe blokiraju pristup
aktivnom centru, dok glutaraldehidni most na GA-amino-CNC pravi razmak izmedu enzima i
povrsine nosaca delimi¢no ublazava ovaj kompetitivni efekat.

U poredenju sa literaturom, postignuti rezultati za GA-amino-CNC-pektinazu (50% preostale
aktivnosti nakon Sest ciklusa) nalaze se u srednjem opsegu vrednosti opisanih za kovalentno
imobilisane enzime sa pektinolitickom aktivnoS¢u. Imobilizacija pektinaze iz Aspergillus niger na
hitozanskim magnetnim nanocesticama, sa dekstran-polialdehidom kao makromolekularnim
umrezivacem, omogucila je zadrZzavanje 85% preostale aktivnosti nakon sedam uzastopnih ciklusa
[349], dok je imobilizacija na magnetnim nanocesticama dobijenim koprecipitacijom dovela do
gubitka aktivnosti od svega 21% nakon devet ciklusa [350]. Treba imati u vidu da su pomenuti sistemi
zasnovani na magnetnim nanocesticama koje omogucavaju separaciju magnetnim poljem bez
centrifugiranja, ¢ime se minimizuje mehanicki stres 1 unapreduje razdvajanje nosaca od reakcione
smese, a da su u eksperimentima koristili ¢ist komercijalni pektin iz jabuke. Sa druge strane, pektinaza
1z Aspergillus terreus imobilisana na agarozi zadrzala efektivnu aktivnost samo kroz pet uzastopnih
ciklusa hidrolize, sa manje od 50% preostale aktivnosti ve¢ nakon treceg ciklusa, prilikom hidrolize
pektina iz kore citrusa [351]. Ovi rezultati pozicioniraju GA-amino-CNC-pektinazu sa 50% preostale
aktivnosti nakon Sest ciklusa kao konkurentan sistem.

4.4.2.4 Analiza prebiotske aktivnosti proizvoda hidrolize pektina

Budu¢i da profil POS nastalih hidrolizom LK-pektina zavisi od forme enzima, a time i od stepena
polimerizacije i sastava oligosaharida, ispitano je kako ove razlike uti¢u na biolosku aktivnost,
konkretno na prebiotsku aktivnost prema crevnoj mikrobioti. Prebiotski potencijal POS dobijenih
hidrolizom LK-pektina sa¢me uljane repice slobodnom i imobilisanom pektinazom ispitan je
pracenjem rasta S. boulardii, E. coli, L. rhamnosus 1 L. plantarum u ispitivanom opsegu koncentracija
POS od 0,0078125 do 0,25% (Slika 4.66.).

154



(A) 5. boulardii

Relativni rast u odnosu na kontrolu
Relativni rast u odnosu na kontrolu

29 2° n° 2% 2 AL 2 2% o)) 25 il AL
o o 09® o0& 09‘66 Q.QQ“B o o¥ o®® o 09“’6 Q.QQ“B
Koncentracija hidrolizata (% m/v) Koncentracija hidrolizata (% m/v)
(C) L. rhamnosus (D) L. plantarum

Relativni rast u odnosu na kontrolu
Relativni rast u odnosu na kontrolu

o2 o :&1'3 o 53615

»1° <61 oo & 02° o o88?

1 o ch,éf’ 009! &t

[ oO% 08
Koncentracija hidrolizata (% m/v) Koncentracija hidrolizata (% m/v)
B Slobodan enzim mmm Ox-CNC E GA-amino-CNC === Kontrola (vrednost = 1)

Slika 4.66. Uticaj razlicitih koncentracija POS (dobijenih hidrolizom LK-pektina iz sacme uljane
repice sa slobodnim i imobilisanim enzimom Pectinex® Ultra SP-L) na rast testiranih
mikroorganizama: (A) S. boulardii; (B) E. coli; (C) L. rhamnosus; (D) L. plantarum.

Rezultati prikazani kao relativna promena rasta u odnosu na sopstvenu kontrolu pokazuju da POS
dobijeni hidrolizom LK-pektina uljane repice ispoljavaju efekat zavisan od doze, sa jasnom granicom
izmedu inhibitornih 1 stimulatornih koncentracija. Na viS§im koncentracijama (0,125-0,25%) sva tri
sistema uzrokuju smanjenje rasta svih ispitivanih mikroorganizama ukljucujuéi i probiotske
mikroorganizme (relativna promena <1), Sto ukazuje na neselektivno inhibitorno dejstvo koje se
moze pripisati osmotskom stresu na visokim koncentracijama oligosaharida ili prisustvu polisaharida
visoke molekulske mase koji ne mogu biti fermentisani od strane probiotika. Na niskim
koncentracijama (0,015625-0,03125%) sva tri sistema pokazuju selektivnu stimulaciju S. boulardii
(relativna promena 1,1-2,9) uz istovremenu inhibiciju E. coli (relativna promena =1 ili <1), §to
odgovara kriterijumu prebiotske selektivnosti [196]. Inhibicija rasta E. coli pri ovim koncentracijama
ne mora poticati samo od izostanka fermentabilnog supstrata, ve¢ i od antimikrobnog dejstva kiselih
oligosaharida bogatih galakturonskom kiselinom, koji zbog strukturne slicnosti sa glikanskim
receptorima crevnog epitela kompetitivno vezuju adhezine i toksine enteropatogenih sojeva [94, 352].
Posebno se izdvaja Ox-CNC sistem koji daje hidrolizate koji na najnizoj ispitivanoj koncentraciji
uti¢u na relativhu promenu od 2,94 za S. boulardii, $to je znatno viSe od hidrolizata dobijenih
slobodnim enzimom (1,14) 1 GA-amino-CNC sistemom (1,14) istih koncentracija. Efekat na L.
rhamnosus 1 L. plantarum je slab 1 uglavnom nije iznad kontrolnog nivoa, Sto sugeriSe da su ovi
laktobacili manje osetljivi na prisustvo POS iz LK-pektina repice u ispitivanom opsegu koncentracija.
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Kao i kod XOS primenjen je i drugi nacin procene prebiotske aktivnosti proizvoda, odredivanjem
njegovog prebiotskog kapaciteta, odnosno razlike relativnog rasta probiotske i patogene vrste, koji je
prikazan na slici 4.67. Vrednost PC > 0 ukazuje na selektivnu stimulaciju probiotika (prebiotski
efekat), vrednost PC <0 na favorizovanje E. coli, dok PC = 0 oznacava izostanak selektivnog dejstva.
Za svaki probiotski soj PC je odreden pri svim ispitivanim koncentracijama hidrolizata, kako bi se
utvrdila koncentracija pri kojoj se ostvaruje optimalan uticaj na ispitane mikroorganizme.
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Slika 4.67. Prebiotski kapacitet (PC) pektinskih oligosaharida (POS) dobijenih hidrolizom LK-
pektina iz sacme uljane repice slobodnom i imobilisanom pektinazom (Ox-CNC i GA-amino-CNC),
odreden pri svim ispitivanim koncentracijama hidrolizata za (A) S. boulardii, (B) L. rhamnosus i
(C) L. plantarum. Isprekidana linija oznacava vrednost PC = (.

Za pektinske oligosaharide dobijene iz LK-pektina uljane repice vrednosti prebiotskog kapaciteta
kre¢u se u uZem opsegu nego kod XOS. Za sva tri probiotska soja najvisi PC ostvaruje se pri
koncentraciji hidrolizata od 0,125%: za S. boulardii 0,69 (slobodan enzim), 0,69 (Ox-CNC) i 0,67
(GA-amino-CNC), za L. rhamnosus 0,83, 0,83 1 0,59, a za L. plantarum 1,01, 0,69 1 0,88. Pri
koncentracijama nizim od 0,0625% vrednosti PC opadaju i kod pojedinih sojeva prelaze u blago
negativne, Sto ukazuje na izostanak selektivnog dejstva u tom opsegu. Jedino odstupanje od ovog
trenda je pojedinacno visoka vrednost PC za S. boulardii pri koncentraciji od 0,0078% u hidrolizatu
dobijenom pektinazom imobilisanom na Ox-CNC (1,95), koja ne prati vrednosti susednih
koncentracija i verovatno je posledica varijabilnosti merenja. Koncentracija hidrolizata od 0,125%
stoga predstavlja koncentraciju pri kojoj je uticaj na ispitivane mikroorganizme optimalan, nezavisno
od primenjene forme enzima.

Posto se profil POS dobijenih hidrolizom Ca-pektina razlikuje od LK-pektin POS usled strukturnih
razlika izmedu supstrata i razlicite efikasnosti hidrolize slobodnog i imobilisanih preparata, ispitan je
1 prebiotski potencijal ovih oligosaharida prema istim mikroorganizmima 1 u istom opsegu
koncentracija. Rezultati su prikazani na slici 4.68.
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Slika 4.68. Uticaj razlicitih koncentracija POS (dobijenih hidrolizom Ca-pektina iz sacme uljane
repice sa slobodnim i imobilisanim enzimom Pectinex® Ultra SP-L) na rast testiranih
mikroorganizama: (A) S. boulardii; (B) E. coli; (C) L. rhamnosus; (D) L. plantarum.

POS dobijeni hidrolizom Ca-pektina uljane repice pokazuju izrazito razli¢it profil relativne
stimulacije izmedu sistema, pri ¢emu slobodan enzim ostvaruje znatno viSe vrednosti relativne
promene rasta korisnih mikroorganizama od oba imobilisana preparata. Na koncentracijama 0,25—
2% POS dobijen slobodnim enzimom stimuliSe L. plantarum do 6,3 puta i L. rhamnosus do 3 puta u
odnosu na kontrolu, dok istovremeno inhibira E. coli (relativna promena 0,03-0,56). IzraZenija
inhibicija u ovom sistemu u skladu je sa antimikrobnim dejstvom kiselih oligosaharida opisanim kod
POS iz LK-pektina, a prati i visi stepen hidrolize postignut slobodnim enzimom. POS dobijeni
hidrolizom sa oba imobilisana sistema na istim koncentracijama daju vrednosti relativne promene
ispod 1 za veéinu mikroorganizama, ukazuju¢i na odsustvo stimulatornog efekta. Ovaj obrazac je
konzistentan sa nalazom da slobodan enzim ostvaruje znatno viSu finalnu koncentraciju redukujuc¢ih
Secera prilikom hidrolize Ca-pektina (50 mM) u poredenju sa imobilisanim preparatima (33—-35 mM),
Sto sugeriSe direktan uticaj stepena hidrolize na bioloSku aktivnost nastalth POS. Kompaktnija
struktura Ca-pektina, ¢ija je rigidnost posledica formiranja ,egg-box“ dimera izmedu
nemetilesterifikovanih homogalakturonanskih regija i Ca®" jona [341], ogranicava difuziju glavnog
lanca pektina do aktivnog centra imobilisanih enzima koji su prostorno ograni¢eni na povrsini nosaca.
U skladu sa opstim principom da imobilisani enzimi pokazuju smanjenu efikasnost u reakciji
hidrolize makromolekularnih 1 strukturno zahtevnih supstrata zbog otezane difuzije supstrata do
aktivnog centra [353], slobodan enzim u rastvoru ima slobodu kretanja koja mu omogucava laksi
pristup nedostupnim regijama Ca-pektinske mreze, Sto rezultira viSim stepenom konverzije i
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oligosaharidima sa povoljnijim profilom za prebiotsku fermentaciju. Ovaj nalaz potvrduje da
strukturne karakteristike pektinskog supstrata direktno odreduju biolosku aktivnost nastalih POS, i
da imobilizacija ne moze da kompenzuje ograniCenu pristupacnost aktivnog centra strukturno
zahtevnijim supstratima.

Kao i kod prethodnih oligosaharida, izracunat je 1 prebiotski kapacitet, odnosno razlika relativnog
rasta probiotske i patogene vrste, pri svim ispitivanim koncentracijama hidrolizata, a rezultati su
prikazani na slici 4.69. I ovde vrednost PC > 0 ukazuje na selektivnu stimulaciju probiotika, a PC <
0 na favorizovanje E. coli.
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Slika 4.69. Prebiotski kapacitet (PC) pektinskih oligosaharida (POS) dobijenih hidrolizom Ca-
pektina iz sacme uljane repice slobodnom i imobilisanom pektinazom (Ox-CNC i GA-amino-CNC),
odreden pri svim ispitivanim koncentracijama hidrolizata za (A) S. boulardii, (B) L. rhamnosus i
(C) L. plantarum. Isprekidana linija oznacava vrednost PC = (.

Kod pektinskih oligosaharida dobijenih iz Ca-pektina uljane repice prebiotski kapacitet izrazito zavisi
1 od koncentracije hidrolizata i od soja. Pri koncentracijama od 0,5% 1 vi§im vrednosti PC su pretezno
negativne, budu¢i da u tom opsegu hidrolizat izrazeno stimuliSe rast E. coli. Za L. plantarum PC je
izrazito pozitivan u opsegu od 0,0625 do 0,25%, sa maksimumom pri 0,0625% za hidrolizate dobijene
imobilisanim preparatima (5,64 za Ox-CNC 1 5,33 za GA-amino-CNC), odnosno pri 0,125% za
hidrolizat dobijen slobodnim enzimom (5,26). Za S. boulardii 1 L. rhamnosus vrednosti PC ostaju
niske 1 pretezno oko nule ili negativne u celom ispitivanom opsegu, a najvise vrednosti (0,94, odnosno
0,84) ostvaruju se pri 0,0625% 1 to samo za hidrolizat dobijen slobodnim enzimom. Koncentracija
hidrolizata od 0,0625% stoga predstavlja koncentraciju optimalnog uticaja na ispitivane
mikroorganizme, pri ¢emu je odgovor izrazito zavisan od soja 1 najsnazniji kod L. plantarum.

Radi sagledavanja da li strukturna razlika pektina crne ribizle u odnosu na pektine uljane repice utice
1 na bioloSku aktivnost nastalih POS, ispitana je prebiotska aktivnost oligosaharida dobijenih
hidrolizom ovog supstrata slobodnom i imobilisanim pektinazama kori§¢enjem istih uslova. Rezultati
su prikazani na slici 4.70.
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Slika 4.70. Uticaj razlicitih koncentracija POS (dobijenih hidrolizom pektina iz pogace crne ribizle
sa slobodnim i imobilisanim enzimom Pectinex® Ultra SP-L) na rast testiranih mikroorganizama:
(A) S. boulardii; (B) E. coli; (C) L. rhamnosus; (D) L. plantarum.

Zarazliku od POS iz pektinskih supstrata uljane repice, gde su slobodni i imobilisani preparati davali
bitno razlicite profile bioloske aktivnosti, POS iz pektina crne ribizle pokazuju ujednacen odgovor za
sve tri forme enzima u celom ispitivanom opsegu koncentracija, Sto ukazuje da strukturne
karakteristike ovog supstrata i profil nastalih POS dominantno odreduju bioloski efekat, nezavisno
od forme enzima. Na visokim koncentracijama (0,0625-0,25%, m/v) sva tri sistema uzrokuju
smanjenje rasta svih mikroorganizama (relativna promena <1), ukljué¢ujuéi i E. coli, $to ukazuje na
neselektivno inhibitorno dejstvo na ovim koncentracijama. Na niskim koncentracijama (0,015625—
0,03125 % (m/v)) sva tri sistema pokazuju blag ali konzistentan stimulatorni efekat na S. boulardii i
L. plantarum (relativna promena 1,02—1,17), uz odsustvo stimulacije E. coli. Ujednacenost profila
rasta mikroorganizama sa POS dobijenih pomocu slobodnog enzima i oba imobilisana sistema
potvrduje da strukturne karakteristike pektina crne ribizle dominantno odreduju biolosku aktivnost
nastalih POS, nezavisno od efikasnosti enzimskog sistema koris¢enog za hidrolizu [94].

I u ovom slucaju odreden je prebiotski kapacitet, odnosno razlika relativnog rasta probiotske i
patogene vrste, pri svim ispitivanim koncentracijama hidrolizata, a rezultat je prikazan na slici 4.71.
Kao i ranije, PC > 0 ukazuje na selektivnu stimulaciju probiotika, a PC < 0 na favorizovanje E. coli.
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Slika 4.71. Prebiotski kapacitet (PC) pektinskih oligosaharida (POS) dobijenih hidrolizom pektina
iz pogace crne ribizle slobodnom i imobilisanom pektinazom (Ox-CNC i GA-amino-CNC), odreden
pri svim ispitivanim koncentracijama hidrolizata za (A) S. boulardii, (B) L. rhamnosus i (C) L.
plantarum. Isprekidana linija oznacava vrednost PC = 0.

Za pektinske oligosaharide dobijene iz pektina pogace crne ribizle vrednosti prebiotskog kapaciteta
pozitivne su za sva tri probiotska soja u opsegu koncentracija od 0,0625 do 0,25%, Sto ukazuje na
blag prebiotski efekat. Najvisi PC za ve€inu ispitanih kombinacija soja i forme enzima ostvaruje se
pri koncentraciji hidrolizata od 0,125%: za S. boulardii 0,49 (slobodan enzim), 0,51 (Ox-CNC) 10,56
(GA-amino-CNC), za L. rhamnosus 0,93, 0,851 0,92, a za L. plantarum 1,14, 0,90 1 0,99. Jedini
izuzetak je S. boulardii sa hidrolizatom dobijenim slobodnim enzimom, gde je najvisa vrednost (0,74)
zabelezena pri 0,0625%. Pri koncentracijama nizim od 0,03125% vrednosti PC se priblizavaju nuli,
odnosno selektivno dejstvo izostaje. Vrednosti su medusobno bliske kako izmedu sojeva, tako i
izmedu hidrolizata dobijenih dejstvom slobodnog i imobilisanih preparata, Sto je u skladu sa tim da
se primenom imobilisane pektinaze na ovaj supstrat ne naruSava prebiotski kvalitet dobijenih POS,
1ako je ukupan prebiotski potencijal POS iz pogace crne ribizle nizi u poredenju sa ostalim ispitivanim
supstratima. Koncentracija hidrolizata od 0,125% predstavlja koncentraciju optimalnog uticaja na
ispitivane mikroorganizme.

Identifikovani optimalni opseg prebiotskog dejstva POS iz LK-pektina uljane repice (0,007825% —
0,0625 % (m/v), §to odgovara 0,1-0,6 mg/mL) u skladu je sa opsegom opisanim u literaturi za POS
iz pektinskih supstrata razli¢itog porekla, gde se selektivni prebiotski efekti tipicno opisuju u opsegu
nizih koncentracija [94, 352]. Na viSim ispitivanim koncentracijama (iznad 0,0625 % (m/v)) dolazi
do neselektivne inhibicije rasta svih mikroorganizama, $to je opisano i za druge pektinske
oligosaharidne preparate visokog stepena polimerizacije koji na visokim koncentracijama mogu
uzrokovati osmotski stres ili direktno inhibitorno dejstvo na celijsku membranu [354]. Treba
napomenuti i da su ispitivani hidrolizati koriS¢eni bez prethodnog preciS¢avanja i frakcionisanja, Sto
je u skladu sa konceptom direktne primene sirovih hidrolizata iz nusproizvoda prehrambene
industrije, ali istovremeno znaci da su rezultati konzervativna procena prebiotskog potencijala, 1 da
bi precis¢eni i frakcionisani POS verovatno pokazali izraZeniju bioloSku aktivnost [355].

4.4.2.5 Poredenje hidrolize razlicitih pektinskih supstrata

Kada se rezultati hidrolize tri pektinska supstrata razlicite strukturne slozenosti, LK-pektina i Ca-
pektina saéme uljane repice 1 pektina iz pogace crne ribizle posmatraju zajedno, izdvaja se nekoliko
zapazanja koje se ne mogu izvesti iz pojedinacnih eksperimenata i koje definiSu logiku izbora nosaca
za imobilizaciju preparata Pectinex® Ultra SP-L.

Prvo zapazanje odnosi se na zavisnost optimalnog nosaca od strukturnih karakteristika supstrata. Ox-
CNC-pektinaza pokazuje najvisu efikasnost u toku hidrolize linearnog LK-pektina, dok GA-amino-
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CNC-pektinaza pokazuje vecu efikasnost prilikom hidrolize strukturno slozenijih supstrata. Sa
porastom strukturne sloZenosti supstrata raste i znacaj prostorne udaljenosti enzima od povrSine
nosaca, Sto sugerisSe da glutaraldehidni most nije samo sredstvo kovalentnog vezivanja, ve¢ i element
koji enzimu obezbeduje konformacionu slobodu i olakSava pristup glomaznijim molekulima
supstrata.

Drugo zapazanje odnosi se na neusaglasenost parametara optimizacije imobilizacije i ponaSanja
preparata tokom viSekratne upotrebe. Ox-CNC-pektinaza, koja u eksperimentima ispitivanja
parametara imobilizacije ostvaruje visi udeo kovalentno vezanog enzima a posle i veéu pocetnu
brzinu hidrolize linearnog supstrata, prilikom visekratne primene gubi aktivnost znatno brze od GA-
amino-CNC-pektinaze. Slobodan enzim, sa druge strane, postize vece pocetne brzine u reakciji
hidrolize LK-pektina i Ca-pektina, ali prilikom hidrolize pektina crne ribizle hidrolizat dobijen
upotrebom GA-amino-CNC sistema postize viSu finalnu koncentraciju redukujucih Secera. Ova
zapazanja zajedno pokazuju da nijedan pojedinacni parametar, bilo udeo kovalentnog vezivanja,
pocetna brzina hidrolize ili stabilnost prilikom viSekratne upotrebe, nije pouzdan za predvidanje
ponaSanja imobilisanog preparata.

Trece zapazanje iz ugla prakti¢ne primene, jeste to da ne postoji direktna korelacija izmedu prinosa
hidrolize 1 bioloSke aktivnosti nastalih oligosaharida. Imobilisani preparati koji hidrolizom postizu
nizi prinos redukujuéih Secera ne daju nuzno i POS slabije prebiotske aktivnosti. U slucaju pektina
crne ribizle GA-amino-CNC sistem ¢ak vrsi hidrolizu pektina do POS sa boljim prebiotskim efektom
od slobodnog enzima. Ovo pokazuje da je imobilizacija pektinaze biotehnoloski opravdana ne samo
kao tehnoloSko reSenje za reciklabilnost, ve¢ 1 kao sredstvo za podeSavanje profila nastalih
oligosaharida u zavisnosti od strukturnih karakteristika ciljnog supstrata.

Sintezom rezultata kroz sve tri ispitivane kombinacije supstrat-—nosac izdvaja se obrazac u kojem
strukturna sloZenost supstrata odreduje meru u kojoj forma enzima uti¢e na biolosku aktivnost
nastalih POS. U toku hidrolize linearnog LK -pektina razli¢ite forme enzima daju kvalitativno razlicite
prebiotske profile; prilikom hidrolize strukturno rigidnijeg Ca-pektina samo slobodan enzim daje
proizvod koji ima pozitivan uticaj na prebiotike; a hidrolizom strukturno najsloZenijeg pektina (iz
crne ribizle) proizvodi dobijeni koriS¢enjem slobodnih 1 imobilisanih enzima ispoljavaju slican efekat
na ispitivane prebiotike. Prakticni znacaj ovih zapaZanja je da imobilizacija pektinaza na
nanoceluloznim nosac¢ima ne naruSava biotehnoloSki potencijal dobijenih POS, ali da izbor nosaca
treba prilagoditi strukturnim karakteristikama ciljnog supstrata: Ox-CNC je nosa¢ povoljan za
imobilizaciju enzima za hidrolizu linearnih pektinskih supstrata, GA-amino-CNC za imobilizaciju
enzima koji ¢e ucestvovati u hidrolizi strukturno sloZenijih supstrata.

4.4.3 Primena imobilisanih preparata Alcalase® i Flavourzyme® u hidrolizi proteinske
frakcije suncokretove sa¢me

Za primenu u hidrolizi PFSS koris¢eni su kovalentno imobilisani i slobodni preparati Alcalase® i
Flavourzyme®. Hidroliza je sprovedena sekvencijalno najpre sa preparatom Alcalase® (slobodnom ili
imobilisanom) radi inicijalne endoproteazne razgradnje proteina, a zatim sa preparatom
Flavourzyme®(slobodnim ili imobilisanim) radi dalje egzopeptidazne hidrolize nastalih polipeptida
pri ¢emu je doza svakog preparata podeSena tako da su slobodni i imobilisani enzim u reakciju uneli
jednaku hidroliticku aktivnost: 1,51 IU za preparat Alcalase® (prema azokazeinu) i 0,074 L-pNAU
za Flavourzyme®(prema L-leucin-p-nitroanilidu). Time je omoguceno direktno poredenje toka
hidrolize izmedu slobodnih i imobilisanih sistema, kao i1 procena uticaja imobilizacije na afinitet
enzima prema supstratu. Praceni su stepen i tok hidrolize ninhidrinskom metodom, SDS-PAGE i
HPLC metodama, kao i rezidualna aktivnost oba imobilisana preparata nakon vise ciklusa.

Naime, peptidi dobijeni hidrolizom proteina mogu ispoljavati znacajne bioaktivne funkcije, kao $to
su antihipertenzivna, antioksidativna i antimikrobna svojstva, i zavise od tipa enzima [356, 357].
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Sekvencijalna primena ova dva enzima, posebno za hidrolizu proteina mahunarki poput sociva [358]
1 pasulja [359], dovodi do povecanja antioksidativne aktivnosti i ACE-inhibitornih osobina uz
istovremeno poboljSanje ukusa.

Radi sagledavanja kinetike sekvencijalne hidrolize i poredenja efikasnosti slobodnih i imobilisanih
preparata u ranoj fazi reakcije, pracen je stepen hidrolize proteinskog izolata suncokretove sa¢me u
vremenskom intervalu od 0 do 4 h, pri éemu je samo Alcalase® primenjena u prvoj fazi (0-2 h), a
Flavourzyme® dodat u drugoj fazi hidrolize (2—4 h). Tok hidrolize za slobodne i imobilisane sisteme
prikazan je na slici 4.72.
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Slika 4.72. Tok sekvencijalne hidrolize proteinske frakcije suncokretove sacme (PFSS) pomocu
Alcalase® i Flavourzyme®: slobodnih enzima i imobilisanih na Ox-CNC i GA-amino-CNC.
Eksperimentalni uslovi: PFSS 2,5% (m/v) u 0,01 M Na-fosfatnom puferu pH 7,0, temperatura 50
°C, 24 h; 1. faza: Alcalase® (1,51 IU), 2 h; 2. faza: dodatak Flavourzyme®(0,074 L-pNAU); analiza
stepena hidrolize (DH) ninhidrinskom metodom.

U svim ispitivanim sistemima prinos hidrolize raste kontinualno tokom ¢itavog trajanja reakcije bez
dostizanja platoa u okviru ispitivanog vremenskog intervala od 4 h. Slobodni enzimi ostvaruju visi
prinos u celom ispitivanom opsegu do 4 h, pri ¢emu razlika izmedu slobodnih 1 imobilisanih sistema
ostaje relativno konstantna od 0,5 h nadalje. Hidrolizom slobodnim enzimima postizu se vrednosti
od 148 meq/g proteinske frakcije nakon 4 h, hidrolizom sa Ox-CNC sistemom 138 meq/g proteinske
frakcije, a hidrolizom pomo¢u GA-amino-CNC sistema 118 meq/g proteinske frakcije. Nizi prinos
imobilisanih preparata u ranoj fazi reakcije konzistentan je sa difuzionim ograni¢enjima svojstvenim
heterogenim katalitickim sistemima u kojima supstrat mora da difunduje do povrSine nosaca pre nego
Sto dode u kontakt sa enzimom, $to usporava pocetnu brzinu hidrolize u poredenju sa slobodnim
enzimima u rastvoru [360].

Radi sagledavanja ukupnog efekta sekvencijalne hidrolize, reakcija je produzena do 24 h, a prinos
hidrolize 1 stepen hidrolize odredeni su na kraju eksperimenta za sve tri ispitivane forme enzima i
prikazani u tabeli 4.8.

Tabela 4.8. Prinos hidrolize i stepen hidrolize proteinske frakcije suncokretove sacme nakon 24 h
tretmana slobodnim i imobilisanim preparatima Alcalase® i Flavourzyme®. Eksperimentalni uslovi:
PFSS 2,5% (m/v) u 0,01 M Na-fosfatnom puferu pH 7,0, temperatura 50 °C, 24 h; 1. faza: Alcalase®,
2 h; 2. faza: dodatak Flavourzyme®, analiza prinosa hidrolize ninhidrinskom metodom.

Prinos (meq argim:i'w/g proteinske Stepen hidrolize, %
frakcije)
Slobodni enzimi 954 12,6
Ox-CNC imobilisani enzimi 1125 15,0
GA-amino-CNC imobilisani enzimi 1425 19,0
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Pri hidrolizi proteinske frakcije pomocu GA-amino-CNC imobilisanog sistema postiZze se najvisi
prinos od 1425 meq arginina/g proteinske frakcije i stepen hidrolize od 19 %, §to je znatno vise od
vrednosti hidrolizata dobijenih slobodnim enzimima i Ox-CNC sistemom. Visi stepen hidrolize
postignut primenom imobilisanih preparata u poredenju sa slobodnim enzimima zanimljiv je nalaz
koji se razlikuje od uobiCajenog ocekivanja da imobilizacija smanjuje kataliticku efikasnost.
Postignuti stepen hidrolize od 19% hidrolizom pomo¢u GA-amino-CNC sistema i 15% sa Ox-CNC
sistemom moze se porediti sa vrednostima opisanim u literaturi za hidrolizu proteinskih frakcija
suncokretove sacme slobodnim i imobilisanim proteazama. U literaturi su opisane vrednosti stepena
hidrolize od 12-16% prilikom sekvencijalne primene ova dva preparata na proteinskom izolatu
suncokretove sac¢me pri slicnim uslovima (pH 7,0, 50 °C, 24 h) [357]. Stepen hidrolize od 19%
postignut hidrolizom sa imobilisanim proteazama na GA-amino-CNC stoga ulazi u gornji deo opsega
opisanog u literaturi i direktno se moze pripisati spreCavanju autolize proteaza u toku produzene
hidrolize, §to je jedan od klju¢nih mehanizama gubitka aktivnosti slobodnog preparata. Pored toga,
postignuti stepen hidrolize je u skladu sa literaturnim preporukama za optimalan opseg za dobijanje
bioaktivnih peptida koji su rastvorljivi i odlikuju se odsustvom gorc¢ine [361, 362], i sli¢an je onom
koji je u literaturi povezan sa znac¢ajnim poboljSanjem funkcionalnih i senzorskih svojstava, i bolju
apsorpciju od strane organizma [363]. Takode, hidroliza proteinske frakcije suncokretove sa¢me
upotrebom imobilisanih proteaza omogucava proizvodnju bioaktivnih peptida sa izrazenim
antioksidativnim i antimikrobnim dejstvom [356].

Cinjenica da je nanobiokataliti¢ki sistem dobijen imobilizacijom na GA-amino-CNC optimalan za
primenu u ispitivanim uslovima hidrolize se moZe objasniti time da je proteinska frakcija
suncokretove sa¢me kompleksna smesa proteina razlicitih struktura i dostupnosti, a glutaraldehidni
most na GA-amino-CNC verovatno pozicionira molekule ovih proteaza u konformacijama koje
favorizuju pristup hidrofobnim regijama proteina, dok istovremeno sprec¢ava autolizu enzima koja je
u toku duzeg vremena reakcije merljiv uzrok gubitka aktivnosti slobodnog preparata [311, 319].

SDS-PAGE analiza hidrolizata dobijenih GA-amino-CNC imobilisanim sistemom (Slika 4.73.)
vizuelno potvrduje napredak hidrolize kroz vreme.
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Slika 4.73. SDS-PAGE analiza hidrolizata proteinske frakcije suncokretove sacme (PFSS) dobijenih
sekvencijalnom hidrolizom Alcalase® i Flavourzyme® imobilisanih na GA-amino-CNC u razlicitim
vremenskim tackama. Eksperimentalni uslovi: Bolt™ Bis-Tris Plus gel 4—12 %, NuPAGE™ MES
SDS Running Buffer, 200 V/160-70 mA, 20 min; bojenje SimplyBlue™ SafeStain; standard
SeeBlue™ Pre-stained, uzorci uzimani nakon 0, 2, 3, 4 i 24 h sekvencijalne hidrolize; PFSS 2,5%
(m/v), 0,01 M Na-fosfatni pufer pH 7,0, 50 °C.

Na pocetku reakcije (0 h) vidljive su dve dominantne proteinske trake na 38 kDa i oko 30 kDa koje
odgovaraju glavnim proteinskim frakcijama suncokreta: 11S globulinu heliantininu, ¢ije subjedinice
o (38 kDa) i f (22 kDa) formiraju heksamernu strukturu [364, 365]. Na slici 4.73. je traka S
subjedinice nesto pomerena u odnosu na teorijsku vrednost. Nakon 2 h hidrolize intenzitet trake na

163



38 kDa znacajno opada, dok se pojavljuje difuzno bojenje u oblasti ispod 14 kDa, §to ukazuje na brzu
proteoliti¢ku aktivnost preparata Alcalase® koja preferentno razlaze a-subjedinice heliantinina na
krace peptide [366] . Nakon 3 h traka na 30 kDa gotovo i§¢ezava i akumulira se intenzivno bojenje u
oblasti 6-14 kDa, §to odrazava kombinovano delovanje endo- i egzopeptidaza. Dok Alcalase®
nastavlja razgradnju p-subjedinica i preostalih frakcija, egzopeptidazna aktivnost Flavourzyme®
pocinje oslobadati kratke peptide i slobodne aminokiseline iz ve¢ nastalih fragmenata [361]. Nakon
4 h 124 h hidrolize nema vise vidljivih traka iznad 14 kDa, $to potvrduje kompletnu degradaciju svih
visokomolekularnih proteinskih frakcija, dok difuzno i homogeno bojenje u oblasti ispod 6 kDa
ukazuje na akumulaciju kratkih peptida i slobodnih aminokiselina ¢ije su funkcionalne i senzorne
osobine od interesa za primenu u prehrambenoj industriji [367, 368].

HPLC analiza hidrolizata dobijenih hidrolizom pomocu GA-amino-CNC nanobiokatalitickog
sistema pruza uvid u promene peptidnog profila tokom hidrolize i omoguéava identifikaciju frakcija
koje se akumuliraju u toku reakcije, u poredenju sa nehidrolizovanom proteinskom frakcijom sac¢me.
Dobijeni hromatogrami nakon 4h i 24h, preklopljeni sa pocetnim uzorcima proteina suncokretove
sa¢me prikazani su na slici 4.74.
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Slika 4.74. HPLC analiza hidrolizata proteinske frakcije suncokretove sacme (PFSS)
sekvencijalnom hidrolizom Alcalase® i Flavourzyme® imobilisanih na GA-amino-CNC: (4) 4 h; (B)
24 h. Eksperimentalni uslovi: BioBasic-8 kolona (150%4,6 mm, 5 um), mobilna faza: voda/TFA
0,1% (A): acetonitril (B), gradijent 0-50% B (45 min), protok 1,0 mL/min, 30 °C, detekcija UV
214/280/345 nm, crna linija — nehidrolizovana PFSS; crvena linija — hidrolizat nakon 4 h; plava
linija — hidrolizat nakon 24 h.

Crne linije u oba panela predstavljaju profil nehidrolizovanog supstrata, koji se odlikuje pikovima na
retencionim vremenima od 16-20 min koji odgovaraju dominantnim proteinskim frakcijama
suncokreta. Nakon 4 h hidrolize (slika 4.74. (A), crvena linija) intenzitet pikova u oblasti 16—20 min
je znacajno smanjen u poredenju sa nehidrolizovanim proteinima, dok se istovremeno pojavljuju novi
pikovi na ranijim retencionim vremenima (3—5 min) koji odgovaraju peptidnim frakcijama manje
molekulske mase nastalim delovanjem preparata Alcalase®. Pikovi u opsegu 25-27 min prisutni u
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nehidrolizovanim uzorcima gotovo u potpunosti iS¢ezavaju, Sto ukazuje da su hidrofobniji proteinski
fragmenti preferentni supstrat za inicijalnu endoproteaznu hidrolizu. Nakon 24 h (slika 4.74. (B),
plava linija) profil hidrolizata se dodatno menja. Intenzitet preostalog signala u oblasti 16—20 min
dalje opada, a pikovi u oblasti od 3—5 min postaju izrazeniji, Sto odrazava napredak egzopeptidazne
aktivnosti 1 oslobadanje slobodnih aminokiselina 1 kra¢ih peptida tokom reakcije. Smanjenje
hidrofobnih pikova na retencionim vremenima od 25-27 min koje je zapocelo ve¢ nakon 4 h od
pocetka hidrolize 1 koje se vidi i nakon 24 h hidrolize povoljno je iz ugla senzorskog kvaliteta
hidrolizata, budu¢i da su upravo hidrofobni peptidi srednje duzine lanca glavni uzro¢nici gorcine u
proteinskim hidrolizatima suncokretovog semena [361].

Budu¢i da je GA-amino-CNC biokataliticki sistem ostvario najvisi stepen hidrolize i prinos nakon 24
h hidrolize, stabilnost u viSecikli¢noj upotrebi ispitana je upravo za ovaj preparat u ¢etiri uzastopna
ciklusa hidrolize proteinske frakcije suncokretove sa¢me (Slika 4.75.).
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Slika 4.75. Ciklusi viSekratne upotrebe smese enzima Alcalase® i Flavourzyme® imobilisanih na
GA-amino-CNC (rezidualna aktivnost nakon svakog ciklusa). Eksperimentalni uslovi: PFSS 2,5%
(m/v) u 0,01 M Na-fosfatnom puferu pH 7,0, temperatura 50 °C; nakon svakog ciklusa nosac je
odvojen centrifugiranjem, ispran puferom i ponovo koris¢en sa svezim rastvorom, analiza
aktivnosti preko stepena hidrolize odredenog ninhidrinskom metodom.

Nakon prvog ciklusa rezidualna aktivnost ostaje prakti¢no nepromenjena (98%), Sto potvrduje da
jednokratna primena ne uzrokuje merljiv gubitak kataliticke efikasnosti. Nakon drugog ciklusa dolazi
do pada na 85%, koji se ubrzava u tre¢em (63%) 1 Cetvrtom ciklusu (50%). Ovakav gubitak aktivnosti
znatno je izrazeniji od onog zabelezenog za pektinazu imobilisanu na istom nosacu u jednakom broju
ciklusa (zadrzanih 70% aktivnosti nakon cetiri ciklusa), §to ukazuje na specificnu slozenost
sekvencijalnog dvoenzimskog sistema. Razloge ovakvog ponaSanja treba traZziti u dva
komplementarna efekta. Prvi je rizik od selektivnog gubitka jedne od dve enzimske komponente
izmedu ciklusa. Komponente sa slabijim afinitetom prema povrSini nosaca progresivno se gube, i
posledica je manja efikasnost.

Drugi efekat odnosi se na progresivnu kontaminaciju povr§ine nosaca proizvodima reakcije, koja je
svojstvena biokatalitickim sistemima koji rade sa proteinskim supstratima [369, 370]. Peptidi 1
nehidrolizovane proteinske frakcije nastale tokom hidrolize postepeno se adsorbuju na slobodne
povrsine nanocestica kroz elektrostaticke interakcije sa amino grupama nosaca i vodoni¢ne veze.
Akumulacija ovih molekula blokira pristup novom supstratu aktivnim centrima vezanih enzima, §to
se manifestuje kao progresivan pad kataliticke efikasnosti nezavisan od stvarne stabilnosti samih
imobilisanih enzima. Posebno je ovaj efekat izrazen prilikom hidrolize proteinskih supstrata jer
nastali peptidi razlicitih duzina, naelektrisanja 1 hidrofobnosti pruzaju Sirok spektar moguénosti za
nespecifi¢nu adsorpciju, $to je metodoloski izazov koji ne zavisi od izbora nosaca.
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Uprkos tome, zadrZzavanje 50% aktivnosti nakon Cetiri ciklusa povoljno je u poredenju sa literaturnim
podacima za imobilisane serinske proteaze na alternativnim nosac¢ima. Alkalaza imobilisana na
glioksil-agarozu 1 naknadno modifikovana glutaraldehidom u reakciji hidrolize kazeina zadrzava
priblizno 50% aktivnosti nakon pet uzastopnih ciklusa, dok preparat bez glutaraldehidne modifikacije
postaje gotovo neaktivan ve¢ nakon tri ciklusa [316]. Sli¢an obrazac dobijen na ovom nosacu sugerise
da glutaraldehidno umrezavanje nezavisno od tipa nosaca obezbeduje stabilnost u opsegu 50%
rezidualne aktivnosti nakon 45 ciklusa prilikom hidrolize proteinskih supstrata, §sto GA-amino-CNC
sistem pozicionira u srednjem opsegu vrednosti opisanih za kovalentno imobilisanog preparata
Alcalase®, sa dodatnom prednos$éu da je u naSem slucaju ovaj rezultat postignut u sekvencijalnom
dvoenzimskom sistemu na strukturno slozenoj proteinskoj frakciji suncokretove sac¢me.
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5 ZAKLJUCAK

U ovoj disertaciji dobijeni su i ispitani nanocelulozni nosaci za imobilizaciju hidrolitickih enzima, sa
ciljem valorizacije nusproizvoda prehrambene industrije u proizvode sa dodatom vrednoscu.
Istrazivanje je obuhvatilo pripremu i funkcionalizaciju nanoceluloze, optimizaciju adsorpcije i
kovalentne imobilizacije Cetiri enzimska preparata (Rohalase® SEP-Visco, Pectinex® Ultra SP-L,
Alcalase® i Flavourzyme®) i primenu dobijenih nanobiokatalizatora u hidrolizi hemiceluloznih,
pektinskih i proteinskih frakcija agroindustrijskih sirovina. Sistematskim poredenjem cetiri nosaca
(CNC, amino-CNC, Ox-CNC i GA-amino-CNC) pokazano je da izbor povrsinske funkcionalizacije
nanoceluloze nije univerzalan, ve¢ da zavisi od osobina i molekulske strukture enzima koji se vezuje
za nosac, kao i od strukturne sloZzenosti ciljnog supstrata. Ovaj zakljuc¢ak predstavlja klju¢nu poruku
disertacije 1 osnovu za racionalan dizajn nanobiokatalitickih sistema namenjenih preradi
nusproizvoda prehrambene industrije, odnosno frakcija dobijenih iz ovih sirovina.

Na osnovu izvedenih eksperimenata izvedeni su sledeci zakljucci:

e Kiselinskom hidrolizom mikrokristalne celuloze (MCC, 20 um) sumpornom kiselinom (98 %
H>S04, razblazenom do 45 % (m/m)) dobijeni su nanokristali celuloze (CNC) ¢iji je Stapicast
oblik potvrden TEM analizom, dok je veli¢ina Cestica u disperziji odredena metodom
dinamickog rasipanja svetlosti. Dve strategije hemijske modifikacije, perjodatna oksidacija i
silanizacija APTES-om sa naknadnom aktivacijom glutaraldehidom (amino-CNC i GA-
amino-CNC), uspesno su potvrdene FTIR spektroskopijom, pri ¢emu je osnovna morfologija
Cestica u najvecoj meri ocuvana, dok je kod Ox-CNC uocena izrazenija agregacija, kako na
TEM snimcima tako i kroz porast hidrodinami¢kog precnika.

e Analizom uticaja klju¢nih faktora i optimizacijom uslova imobilizacije utvrden je dvostepeni
mehanizam kovalentnog vezivanja na Ox-CNC 1 GA-amino-CNC: brza inicijalna adsorpcija
praéena sporijim formiranjem Sifovih baza izmedu aldehidnih grupa nosada i amino grupa
lizinskih ostataka enzima. Analiza trodimenzionalne strukture enzima (raspodela
elektrostatickog potencijala 1 poloZaj lizinskih ostataka u odnosu na aktivni centar) pruZila je
okvir za tumacenje razlika u efikasnosti imobilizacije i za predvidanje optimalnog nosaca za
svaki enzim.

e [zbor optimalnog nosaca pokazao se specificnim za svaki enzim. Za ksilanazu najbolji
rezultati postignuti su na Ox-CNC (247 IU/g nosaca, specificna aktivnost 1,47 IU/mg
proteina, odnosno 61% vrednosti za slobodni enzim, uz oko 90% kovalentno vezanog enzima
nakon 5 h imobilizacije), koji uz to omogucava jednostavniji, jednostepeni postupak
aktivacije nosaca. Za pektinazu optimalan je nosa¢ GA-amino-CNC (112 IU/g nosaca, 1,70
IU/mg proteina, 79% kovalentno vezanog enzima), kod kojeg glutaraldehidni most pogoduje
ocuvanju kataliticke aktivnosti. Kod proteaza, GA-amino-CNC obezbeduje visi kapacitet
vezivanja i otpornost na desorpciju pri imobilizaciji preparata Alcalase®, dok se pri
imobilizaciji visekomponentnog proteolititkog preparata Flavourzyme® na dva nosaca
ispoljava komplementarna selektivnost: na Ox-CNC je izraZenije vezivanje egzopeptidaznih,
a na GA-amino-CNC endopeptidaznih komponenti, ¢ime se otvara mogucnost ciljanog
podesavanja proteolitickog dejstva imobilisanog preparata izborom nosaca.

e Razvijeni nanobiokataliticki sistemi uspe$no su primenjeni u hidrolizi frakcija dobijenih iz
nusproizvoda prehrambene industrije. Ksilanaza imobilisana na Ox-CNC u hidrolizi ksilanske
frakcije suncokretove saéme omogucila je dobijanje XOS dominantnog stepena
polimerizacije 3—6, sa prinosom od 31% u odnosu na ukupnu koncentraciju ksiloze; sistem je
zadrzao 95% aktivnosti nakon Sest ciklusa, a dobijeni hidrolizati stimulisali su rast sva tri
ispitivana probiotska soja, pri ¢emu je rast E. coli bio blago inhibiran u sistemima sa
slobodnim enzimom i GA-amino-CNC preparatom.
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e Primena imobilisanog preparata sa pektinolitickom aktivnoS$¢u na tri pektinska supstrata
pokazala je da izbor nosaca zavisi od strukturne slozenosti supstrata. Pri hidrolizi linearnog
LK-pektina iz saéme uljane repice Ox-CNC-pektinaza zadrzava pocetnu brzinu na nivou
slobodnog enzima (1,34 naspram 1,42 mM/min) i znatno je nadmasSuje GA-amino-CNC-
pektinazu (0,85 mM/min), jer vezivanje neposredno uz povrs$inu nosa¢a ne ometa pristup
linearnim galakturonanskim lancima. Kod strukturno najslozenijeg pektina iz pogace crne
ribizle odnos se obrée: GA-amino-CNC-pektinaza daje najviSu finalnu koncentraciju
redukujucih Secera (37 mM, naspram 32 mM sa slobodnim enzimom i 23 mM sa Ox-CNC-
pektinazom), poSto prostorna udaljenost enzima od povrSine nosaca, koju obezbeduje
glutaraldehidni most, postaje kljucan faktor. Imobilisani preparat na GA-amino-CNC zadrzao
je 50% pocetne pektinoliticke aktivnosti nakon Sest ciklusa. Dobijeni POS iz sve tri pektinske
frakcije, mogu stimulisati sva tri ispitivana probiotska soja, 1 u slu¢aju hidrolize imobilisanim
preparatom.

e Sekvencijalnom primenom imobilisanih proteaza (Alcalase® i Flavourzyme®) na GA-amino-
CNC u hidrolizi proteinske frakcije suncokretove saéme postignut je stepen hidrolize od 19%,
visi nego sa slobodnim enzimima i sa sistemom imobilisanim na Ox-CNC. Ovakav ishod, u
kojem imobilisani sistem nadmasuje slobodne enzime, objasnjen je spreCavanjem autolize
proteaza prostorno razdvojenih kovalentnim vezivanjem za nosa¢. SDS-PAGE analiza
potvrdila je potpunu razgradnju a- i f-subjedinica 11S heliantinina uz akumulaciju peptida u
oblasti ispod 14 kDa, dok je HPLC analiza pokazala iS¢ezavanje pikova nehidrolizovanih
proteinskih frakcija i nastanak peptidnih frakcija nize molekulske mase; sistem je pritom
zadrzao 50% aktivnosti nakon cetiri ciklusa.

U celini, rezultati disertacije pokazuju da se ciljanim izborom povrsinske funkcionalizacije
nanoceluloznog nosaca, vodenim strukturnim osobinama enzima i supstrata, mogu dobiti efikasni
nanobiokatalizatori sa zadovoljavaju¢im katalitickim osobinama i moguénostima za visekratnu
upotrebu, koji se mogu koristiti za proizvodnju prebiotskih oligosaharida i funkcionalnih proteinskih
hidrolizata iz nusproizvoda prehrambene industrije.
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UsjaBa o ayTopcTBY

Mme n npesnme aytopa KatapuHa KaTtuh

Bpoj nHaekca 4024/2018

UsjaBrbyjem
0a je QOKTOpCKa ancepTtaumja nog HacnoBom

Pa3Boj umobunucaHmx OuokatanusaTopa ca HaHOoUEeNyrno3HUMM HocadyMma 33 NpUMEHY VY
BaJsiop13aLujn Hycnpou3Boda MHOYCTPUje XpaHe

e pe3ynTtat CONCTBEHOI UCTPaXMBa4Kor paaa,

e [a aucepTauvja y UeNWHU HW y AenoBMMa Huje Guna npepnoxeHa 3a cTuuakwe apyre
AvnrnomMe npema cTyamnjckum nporpammmMa Opyrux BUCOKOLLIKOIICKMX YCTaHOBA;

e [la cy pe3ynTaTy KOPEKTHO HaBedEeHN U

e [a HMcaM KpLuMo/na ayTopcka npaea U KOpUcTMo/na UHTeNeKTyarnHy CBOjUHy Apyrux nuua.

MoTtnuc aytopa

Y beorpagy,  18.08.2026




U3jaBa 0 MICTOBETHOCTU LWUITaMNaHe U eNeKTPOHCKe Bep3unje
OOKTOpPCKOr paaa

Mme n npesnme aytopa KatapuHa Katuh

Bpoj nHaoekca 4024/2018

Crtyaumjckn nporpam Broxemujcko nHxerepcTBo 1 broTtexHonoruja

Hacnoe paga Pa3Boj umobunucaHmx 6Guokaranmsaropa ca HaHOLEeNyno3HMM HocayMma 3a
NPUMEHY Y Banopusaumjn Hycnpomssoaa MHAYCTpuUje XpaHe

MeHTop __ npod. ap [ejan be3bpaguua n ap KatapuHa BanwaHaly

M3jaBrbyjemM Ada je wtamnaHa Bep3vja MOr JOKTOPCKOr paja UCTOBETHA EMNEKTPOHCKO] BEP3NjU KOjy
cam npegao/na paav noxpaweHa y urutanHom penosntopujymy YHuBep3suteTta y beorpany.

[osBorbaBam ga ce o6jaBe MojM NUYHM Nogaun Be3aHu 3a goOuvjarbe akageMCcKor Ha3nBa 4oKTopa
HayKa, Kao WTO Cy MMe 1 Npe3nme, rogmHa n mecto pohewa n gatym ogbpaHe paga.

OBM NMYHM Nogaun Mory ce 06jaBUTM Ha MPEXHUM CTpaHuMuama gurutanHe 6ubnuorteke, y
eNeKTPOHCKOM KaTtanory v 'y nybnvkaunjama YHusepauteTta y beorpagy.

MoTtnuc aytopa

Y Beorpagay, 18.08.2026




UsjaBa o kopuwherwy

Oenawhyjem YHuBepautetcky 6ubnuoteky ,Ceeto3zap Mapkosuh® ga y QurintanHyu penosnTopujym
YHuBepauTteta y beorpagy yHece mMojy JOKTOPCKY AucepTtaumjy nog HacrnoBoM:

Pa3Boj MmMobunucaHux GuokaTanusatopa Cca HaHOLENyrno3HMM HocayMma 33 MNPUMEHY Y
BanopusaLmjn Hycnpon3soaa NHOYCTpuje XpaHe

Koja je Moje ayTopCKO gero.

OucepTauujy ca cBvM Npuno3uma npegao/na cam y eniekTpoHCKoM dhopMaTy NMorogHoM 3a TpajHo
apxuBupame.

Mojy oOKTOpCKYy AncepTtaumjy noxpamweHy y urutanHom penosntopujymy YHusepauteTta y beorpaagy
N OOCTYMNHY Y OTBOPEHOM MPUCTYMy MOry Aa KOpUCTEe CBW KOju MoOwTyjy oapenbe cagpxkaHe y
ogabpaHom Tuny nuueHue KpeatmeHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oanyduo/na.

1. Aytopcteo (CC BY)

2. AyTtopcTtBo — HekomepuujanHo (CC BY-NC)

3. AyTopcTBO — HekomepuumjanHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)

4. AyTopCcTBO — HekKomepumjanHo — aenutun nog uctmum ycrosnma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTtBo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)

6. AytopcTtBo — genutn nog nctum ycnoesuma (CC BY-SA)

(MonumMo fa 3aoKpyxuTe camo jefHy Of LWeCT NOHYHEeHUX nuueHLn.

KpaTtak onuc nuueHum je cactaBHu 4e0 OBe M3jaBe).

Mornuc aytopa

Y Beorpagay, 18.08.2026




1. AyTopcTBo. [l03BOrbaBaTe yMHOXaBahe, AUCTPUOYLMjY 1 jaBHO caonLwiTaBake Aena, u npepage,
ako ce Haeefe MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH of cTpaHe ayTopa unv JaBaola nuueHue, Yak n 'y
kKomepumjanHe cepxe. OBO je HajcnoboaHuja of, CBUX NULEHUMN.

2. AyTopcTBO — HekomepuwujanHo. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBakbe, AUCTPUBYLMj)y U jaBHO
caonwitaBawe gena, v npepage, ako ce Hasefe VMe ayTopa Ha HauuH odpefeH of cTpaHe ayTopa
unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He 403BOrbaBa KomepuujanHy ynotpeby gena.

3. AyTopcTBO — HEKOMepumjanHo — 6e3 npepapa. [lo3BorbaBarte yMHOXaBake, ANCTpubyuujy n
jaBHO caonwTaBake gena, 6e3 npomeHa, NnpeobnukoBaka unm ynotpebe gena y CBoM Aeny, ako ce
HaBe[e VMe ayTopa Ha Ha4uuH oapefeH of cTpaHe ayTtopa unu gasaoua nuueHue. Oa nuueHua He
[03BOrbaBa koMepuwujanHy ynotpeby gena. Y ogHOCy Ha cBe ocTarie nuueHLe, OBOM NIULEHLOM ce
orpaHunyaBa Hajsehn 06um npasa Kopuwhera gena.

4. AyTopCcTBO — HEKOMepLMjarnHO — 4enuTU nNog UCTUM ycrioBuma. [lo3BorbaBare yMHOXaBakse,

ANCTPUOYLUMjy U jaBHO caoniuTaBake Aena, U npepaje, ako ce HaBede UMe ayTopa Ha HauuH
oapeheH og cTpaHe ayTopa Mnv Aaeaola NMULEHLE U ako ce npepaga aucTpubympa nog UCToMm Unm
crnmyHom nuueHuomM. OBa nuueHLa He J03BoSbaBa Komepuujandy ynotpeby Aena v npepaga.

5. AyTopcTBO — 6e3 npepapga. [lo3BorbaBaTte yMHOXaBawe, AUCTPUOYLIMjy 1 jaBHO caorLuTaBake
aena, 6e3 npomeHa, NnpeobnukoBakwa unu ynotpebe gena y CBOM geny, ako ce HaBege uMme aytopa
Ha HauvH ogpefeH o cTpaHe ayTopa wunuM Adasaoua nuvueHue. OBa nuueHua [03BOSbaBa
KomepumjanHy ynotpeby gena.

6. AyTOopCcTBO — AenuTu nog UCTUM ycrnoBuma. [l03BOorbaBaTe YMHOXaBawe, OUCTpubyuunjy u
jaBHO caonwiTaBakwe Aena, v npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH ogpefeH of cTpaHe
ayTopa unuv gaeaova fn1ueHLEe 1 ako ce npepaga guctpubympa nog UCTOM Uinn CIIMYHOM NULEHLIOM.
OBa nuueHua gos3eosbaBa komepuujanHy ynotpedy gena u npepaga. CnvyHa je codTBEPCKUM
nvueHuama, 0AHOCHO NuLeHLama OTBOPEHOr Koaa



OLIEHA U3BELITAJA O IPOBEPY OPUTMHAJTHOCTH JJOKTOPCKE
JTUCEPTAIIMJE

Ha ocnoBy IlpaBunHuka o mocTynky HNpoBEpe OPUTMHATHOCTU JIOKTOPCKUX JTUCEpTalija Koje ce
Opane Ha YHuBep3utery y beorpaay m Hamasza y usBemTajy u3 nporpama iThenticate kojum je
U3BpIIEHA TpOBepa OPUTHMHAIHOCTU JOKTOpPCKE Jucepraudje ,,PasBoj umoOuiaumcaHux
OMOKATAIN3ATOPA €A HAHOLEJYJI03HUM HOCAYMMAa 32 NPUMeEHY Y BAJIOPU3ALMjH HYCIIPOM3BOa
uHaAycTpuje xpane®, ayropa Karapune KaTtmh, Macrep MHXK. TeXHOJIOTHje, KOHCTaTyjeMO Jia
yTBpheHo noayaapame Tekcta u3Hocu 11%. OBaj cTeneH noayAapHOCTH MPETeKHO je mocjaeauna
ynorped/beHuX JUYHUX HMMeHa, OubJmorpadckux moaaraka o kopumheHoj Jureparypu,
AeTaJbHOI ONMCA NMPHUMEHEHUX AHAJIMTHYKUX TEXHMKA, Ka0 M NPeTX0AHO MyO0JIMKOBAHMX
pe3yJiTaTta I0KTOPAaHI0BUX HCTPAKUBAKA, KOjH CY IPONCTEK/IU U3 H>eHe AucepTanuje 1To je y
ckiany ca wianoM 9. IlpaBuiHuka.

Ha ocHoBy cBera usHeror, a y ckiaay ca wiaHoMm 8. ctaB 2. [IpaBuiHMKa O MOCTYNKY IpoOBepe
OPUTMHAIHOCTH JOKTOPCKUX JUCepTalnja Koje ce OpaHe Ha YHUBep3uTeTy y beorpany, usjasbyjemo
Ja W3BEINTaj yKa3yje Ha OPUTHHAIHOCT JOKTOPCKE OUCEpTaluje, T€ C€ IMPOMUCAHU IOCTYIaK
IpUIIPEME 32 BEHY 0A0paHy MOXKE HACTaBUTH.

05.09.2026. ronune MenTopu

Hp Hejan be3dpaauiia, penoBHu npodecop
Yuusepsuret y beorpany,
TexXHOIOMKO-MeTaNypIIKu (paKyaTeT

Jp Karapuna bamanar, BUIIM Hay4HU capaJHUK
YHuusepsuret y beorpany, MnoBanmonu LienTtap
TexHoI0MmKO-MeTaTypIIKOT (haKyITeTa
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