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1. UVOD

Ljuska jaja otpad je poljoprivredno-prehrambene, farmaceutske i biotehnoloske industrije,
odredenih obiteljskih poljoprivrednih gospodarstava i obrta, ali isto tako restorana i
domadinstava, koja zbog svog pogodnog kemijskog sastava ima veliku mogucnost uporabe.
Tako se primjenom nenaprednih tehnika transformacije moze iskoristiti za proizvodnju hrane
za Zivotinje iz uzgoja, hrane za kuéne ljubimce, organskih gnojiva i poboljSivaca tla te za
proizvodnju komposta i bioplina, dok se primjenom naprednih tehnika moze iskoristi za
proizvodnju visokovrijednih proizvoda poput kolagena, lizozima, membrana jaja te razliCitih
kalcijevih soli (Strelec i sur., 2021). Uz navedeno, ljuska jaja pokazuje i potencijal iskoriStenja
kao biosorbens (Guru i Dash, 2014; Mashangwa i sur., 2017; Rapd i sur., 2020; Jendia i sur.,
2020), te kao nosac za imobilizaciju enzima (Makkar i Sharma, 1983; Venkaiah i Kumar, 1995;

Vemuri i sur., 1998; Chattopdhyay i Sen, 2012; Salleh i sur., 2016; Ribeiro i sur., 2018.).

Jedan od klju¢nih zahtjeva za nosace za imobilizaciju enzima je njihova kemijska stabilnost i
inertnost prema enzimu i okolini (Liu i Chen, 2016; Zdarta i sur., 2018) Sto je obzirom na
kemijski sastav ljuske jaja (Walton i sur., 1973; Waheed i sur., 2019; Zajec, 2020) i reaktivnost
sastavnog kalcijeva karbonata (Pramanpol i Nitayapat, 2006; Tsai i sur., 2006; Carvalho i sur.,
2011; Holmes i sur., 2011; Luo i sur., 2018; Buksh i sur., 2018; Phipps i Lorusso, 2018; Tomici¢,

2020) nadasve dvojbeno.

Stoga je cilj ovog diplomskog rada bio utvrditi kemijsku stabilnost i inertnost ljuske jaja kao
potencijalnog nosaca za imobilizaciju enzima. U tu svrhu ljuska jaja je podvrgnuta djelovanju
tri razli¢ita puferska sustava: Tris-HCI, Britton-Robinsonova te natrijeva fosfatnog pufera pri tri
razli¢ita pH: 6, 7 i 8 tijekom 1, 2, 3, 4, 5, 6 i 24 sata, pri ¢emu je proces potencijalne
dekalcifikacije kalcijeva karbonata praden kompleksometrijskom titracijom. Sukladno
dobivenim koli¢inama izdvojenog kalcija, procijenjena je stabilnost ljuske jaja kao
potencijalnog nosaca za imobilizaciju enzima i to sa stanovista kako njezine kemijske

stabilnosti, tako i kemijske inertnosti prema okolini.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Ljuska jaja kao otpad

Ljuska jaja otpad je poljoprivredno-prehrambene, farmaceutske i biotehnoloske industrije,
odredenih obiteljskih poljoprivrednih gospodarstava i obrta, ali isto tako restorana i
domadinstava cija se ukupna godisnje nastala koli¢ina u svijetu procjenjuje na 78.949.623 t,
od ¢ega na Europsku Uniju s Velikom Britanijom otpada oko 777.000t, a na Republiku Hrvatsku

oko 4.715 t (Slika 1) (Strelec i sur., 2021).

Svijet— 2018. EU28 - 2018. Hrvatska — 2018.

S

Slika 1 Ukupna kolic¢ina proizvedenih kokosjih jaja i procijenjena koli¢ina zaostale ljuske jaja u
2018. godini (Streleci sur., 2021)

2.1.1. Struktura i kemijski sastav ljuske jaja

Ljuska jaja se strukturno sastoji od 3 dijela: kalcificiranog matriksa koji izvana vidimo kao
»pravu” ljusku jaja i na koju je s unutarnje strane vezana membrana ljuske jaja, a na nju
prilijepljen mali dio bjelanjka zaostao nakon odvajanja bjelanjka i Zumanjka od jaja (Slika 2).
Promotri li se maseni udio pojedinih strukturnih komponenti ljuske jaja kao otpada, tada se
moze reci da od ukupne mase vlazne ljuske jaja izmedu 70 i 80 % Cini kalcificirani matriks, dok
membrana i prijanjajudi sloj bjelanjka sudjeluju u ukupnoj masi ljuske jaja izmedu 10i 15 %

svaki pojedinaéno (Strelec i sur, 2021).



Kemijski sastav ljuske jaja razlikuje se ovisno o porijeklu ljuske i na¢inu na koji je ljuska jaja
tretirana. Ljuska jaja u prosjeku sadrziizmedu 16 i 30 % vode, gdje je veéi udio vode kod svjeze
ljuske jaja koja nije suSena, dok susSena ljuska jaja sadrzi vrlo malu koli¢inu vode. U kemijskom
sastavu, najveéi udio u ljusci jaja ima kalcijev karbonat ¢iji se udio kreée izmedu 74 i 94 %
ovisno o porijeklu, vrsti i nacinu obrade ljuske jaja. Uz navedeno, ljuska jaja sadrzi i mali udio
proteina, dok su ostale komponente zastupljene u postotku manjem od 1 %. (Walton i sur.,
1973; Ray i sur., 2017; Zajec, 2020; Tomici¢, 2020; Strelec i sur., 2021). Prosjecan kemijski

sastav isprane i osuSene ljuske jaja prikazan je u Tablici 1.

prianjajuéi sloj bjelanjka membrana jaja
~10-15% ~10-15%

kalcificirani matri
~70-80%

Slika 2 Struktura i udjeli pojedinih strukturnih komponenti ljuske jaja (Strelec i sur., 2021)



Tablica 1 Prosjecan kemijski sastav bijele i smede ljuske jaja (Ray i sur., 2017)

Komponenta Bijela ljuska jaja  Smeda ljuska jaja
Vlaga (%) 0,46 0,20
Proteini (%) 3,92 5,04
Pepeo (%) 94,61 94,28
Masti (%) 0,35 0,08
Kalcij (%) 34,12 33,13
Magnezij (%) 0,29 0,36
Fosfor (%) 0,04 0,07
Kalij (%) 0,03 0,04
Natrij (%) 0,05 0,04
Bakar (mg kg?) <1 <1
Zeljezo (mg kg™) 22 <1
Mangan (mg kg?) <1 <1
Cink (mg kg?) <1 <1

2.1.2. Zbrinjavanje ljuske jaja i mogucnosti njene uporabe

Ljuska jaja zbog svog kemijskog sastava moze imati Siroku primjenu, no zakonska regulativa
nalaZe da se ljuska jaja koja nastaje kao otpad u ugostiteljskim objektima, kao $to su restorani,
slasticarne, kantine i slicno, kao i u malim obrtima i ku¢anstvima, ne mozZe iskoristiti kao
odvojena sirovina, ve¢ se moZe koristiti u sastavu komunalnog otpada za proizvodnju

komposta ili za proizvodnju bioplina.

Medutim, ukoliko ljuska jaja nastaje kao otpad nakon industrijske proizvodnje, kao $to su
farme jaja, valionice pili¢a, tvornica za preradu jaja, OPG-ovi, prehrambena, farmaceutska i
slicne industrije, ona se klasificira kao nusproizvod Zivotinjskog podrijetla kategorije Ill. koji
nije namijenjen proizvodnji proizvoda za prehranu ljudi, nego se moze sukladno Uredbi (EZ)
br. 1069/2009 iskoristiti za proizvodnju hrane za Zivotinje iz uzgoja, hrane za kuéne ljubimce,
organskih gnojiva i poboljSivaca tla, te za proizvodnju komposta i bioplina. Pri tome se za

iskoriStavanje ljuske jaja kao nusproizvoda Zivotinjskog podrijetla podrazumijeva da ljuska jaja



dolazi od kokosi koje ne pokazuju klinicke znakove bolesti te da jaja ne pokazuju znakove
kontaminacije patogenim mikroorganizmima, koji bi se preko proizvoda dodatne vrijednosti
prenijeli na konzumente. Svakako, moguénost uporabe ljuske jaja kao nusproizvoda
Zivotinjskog podrijetla mora biti propisana od strane Uprave za veterinarstvo i sigurnost hrane
koje je nadlezno tijelo, a djeluje pod Ministarstvom poljoprivrede kako se ne bi pojavio rizik za

zdravlje ljudi i Zivotinja (Strelec i sur., 2021).

Medutim, ljuska jaja kao otpad ima veliki potencijal transformacije u proizvode visoko dodane
vrijednosti. Naime, iz ljuske jaja se strukturnom transformacijom mogu dobiti membrane jaja
i kalcificirani matriks, a ovisno o izvoru i prijanjajuéi sloj bjelanjka (Strelec i sur., 2021).
Izdvajanjem prijanjajuceg sloja bjelanjka i njegovom daljnjom obradom se mogu dobiti
visokovrijedni proteini poput ovalbumina, ovotransferina, lizozima i drugih (Abeyrathne i sur.,
2013; Zajec, 2020; Strelec i sur., 2021). Membrana jaja u svom sastavu sadrzi kolagen,
hijaluronsku kiselinu i kondroitin sulfat koji imaju pozitivan ucinak na zdravlje ljudi i Zivotinja.
Ovo membranu jaja ¢ini najvrjednijom komponentom ljuske jaja, zbog ¢ega se Cesto koristi u
proizvodnji dodataka prehrani (De Vore i Long, 2013; Strelec i sur., 2021). Kalcificirani matriks
ljuske jaja sadrzi veliki udio kalcijevog karbonata te pokazuje potencijal za proizvodnju
kalcijevih soli. Kiselinskom obradom kalcificiranog matriksa ljuske jaja mogu se dobiti kalcijeve
soli poput kalcijeva acetata, kalcijeva citrata, kalcijeva dihidrogenfosfata, kalcijeva fosfata,
kalcijeva fumarata, kalcijeva glukonata, kalcijeva hidrogenfosfata, kalcijeva hidroksiapatita,

kalcijeva klorida i kalcijeva malata (Strelec i sur., 2021).

Uz gore navedene moguénosti uporabe ljuske jaja, svakako je potrebno istaknuti moguénost

uporabe ljuske jaja kao biosorbensa za uklanjanje razli¢itih oneciséujucih tvari iz tla i vode.

Biosorpcija je fizikalno - kemijski proces uklanjanja oneciS¢ujucih tvari iz otopina primjenom
materijala bioloskog porijekla kao adsorbensa (biosorbensa), pri ¢emu onecis¢ujuce tvari
mogu biti organske ili anorganske te plinovite, tekuce ili €vrste. Biosorpcija ukljucuje
mehanizme adsorpcije, apsorpcije, ionske izmjene, povrsinskog kompleksiranja i precipitacije
(Gadd, 2008.). Neka od najvaznijih svojstava dobrog adsorbensa/biosorbensa su velika
specifiéna povrsina te brzo postizanje adsorpcijske ravnoteze, jer poveéavaju ucinkovitost te
brzinu uklanjanja oneciséujuéih tvari adsorpcijom. Povrsina ljuske jaja je neravnomjerna i
porozna, Sto ukazuje na veliku specificnu povrSinu koja ljusku jaja ¢ini potencijalnim

biosorbensom za uklanjanje razli¢itih onecisc¢ujuéih tvari iz vode (Rdpd i sur., 2020). Poroznost



te time i specificna povrsina ljuske jaja moze se dodatno povecati procesom kalcinacije,
odnosno Zarenjem CaCOs pri temperaturi od 1000 °C, pri ¢em se oslobada ugljikov(IV) dioksid

(Carvalho i sur., 2013).

Prisutnost razliCitih oneciscujuéih tvari u otpadnim vodama, poput teskih metala, bojila ili
nitrata predstavlja veliki globalni problem. Navedene onecis¢ujué¢e tvari imaju negativan
utjecaj na vodene ekosustave u koje se otpadne vode ispustaju (ako se ne uklone prije
ispustanja), a dugorocno predstavljaju i zdravstveni rizik za ljude. Ljuska jaja pokazala se kao
ucinkovit biosorbens za uklanjanje razli¢itih metala iz vode i otpadne vode poput bakra i cinka
(Mashangwa i sur., 2017; Badrealam i sur., 2018), nikla (De Angelis i sur., 2017; Mashangwa i
sur., 2017), kadmija (Makuchowska-Fryc, 2019), olova, Zeljeza, aluminija, magnezija, stroncija,
arsena, kroma i drugih metala ( Mashangwa i sur., 2017). Sintetska bojila se odlikuju velikom
fizikalno-kemijskom stabilnos¢u, kao i otpornoS¢u na razgradnju mikroorganizmima, Sto
predstavlja problem prilikom njihovog uklanjanja iz otpadnih voda. Njihovo nakupljanje u
okolisu izrazito negativho utje¢e na vodene ekosustave u koje se nedovoljno obradene
otpadne vode ispustaju. Adsorpcija je najéesce koristena metoda uklanjanja sintetskih bojila,
pri ¢emu se intenzivno istrazuju razliciti otpadni bioloski materijali poput ljuske jaja (Gadd,
2008; Crini i Badot, 2008). Hevira i suradnici (2020) uspjeSno su uklonili kationsko bojilo
metilensko modrilo te anionsko bojilo indigo carmine iz vode biosorpcijom na ljusku kokosjeg
jaja. Rapé i suradnici (2020) navode kako je biosorpcijom na ljusku jaja uspjesno uklonjeno
bojilo Remazol Brilliant Violet-5R te kako se ljuska jaja moZe smatrati jeftinim, ucinkovitim i

okolisno prihvatljivim biosorbensom za uklanjanje bojila iz otpadnih voda.

Prisutnost povecanih koncentracija nitrata u povrsinskim i podzemnim vodama uzrokovana
ponajvise povedanom uporabom umjetnih gnojiva u poljoprivrednoj proizvodnji, takoder
predstavlja veliki problem s kojim se suoc¢avaju mnogi dijelovi svijeta. Jendia i suradnici (2020)
koristili su ljuske jaja kao biosorbens za uklanjanje nitrata iz uzoraka vode izuzetih u Pojasu

Gaze, pri ¢emu je postotak uklanjanja (ucinkovitost) iznosila oko 90 %.

Ljuska jaja koriStena je i za imobilizaciju teskih metala iz tla (Ok i sur., 2011; Lee i sur., 2013),
pri ¢emu autori navode kako se radi o izvrsnom materijalu na bazi vapna, koji ne zahtijeva
dodatnu obradu prije uporabe zbog prirodno porozne strukture (Pettinato i sur., 2015). Tlo

oneciséeno teskim metalima najéesce ima pH vrijednost oko 6 te dodatkom ljuske jaja pH



vrijednost tla raste i do 8,2 (Ok i sur., 2011; Lee i sur., 2013), ¢ime se pospjesuje imobilizacija

teskih metala iz tla (Bolan i sur., 1999; Hong i sur., 2010).

2.2. Imobilizacija enzima na ljusku jaja

Imobilizacija enzima je postupak ograniavanja pokretljivosti enzima, za razliku od prirodnog
okruzenja enzima, najcesée na ¢vrstu podlogu koja se naziva matriks ili nosac, a koja je kemijski
drugacija od supstrata, tj. reaktanta ili produkta. Tako se enzim koncentrira na manju povrsinu
i Zeljena reakcija se provodi znatno brze. Takoder, kada se enzim imobilizira na nosa¢ povecava
se potencijal za viSestruko koriStenje i mogu mu se poboljSavati kemijska i fizikalna svojstva
Sto u konacnici rezultira dugoro¢nim smanjenjem troskova proizvodnje (Budzaki i sur., 2020;

Kolari¢, 2020).

2.2.1. Vrste imobilizacije

Imobilizacija enzima se obzirom na povratnost, tj. reverzibilnost vezanja enzima na nosac

moze podijeliti na reverzibilnu i ireverzibilnu imobilizaciju, prikazanu na Slici 3 (Kolari¢, 2020).

l Reverzibilna imobilizacija l

Nekovalentne molekulske interakcije:

Hidrofobna interakcija
Van der Waalsove veze

Vodikova veza

lonska (elektrostatska interakcija)

E

Slika 3 Shematski prikaz vrsta imobilizacije enzima (Kolari¢, 2020)



Reverzibilna metoda imobilizacije podrazumijeva da se enzim moZe odvojiti od nosaca za koji
je vezan nekovalentnim molekulskim intrerkacijama kao sto su hidrofobna interakcija, Van der
Waalsove veze, vodikova i ionska veza. Ireverzibilna metoda imobilizacije podrazumijeva da
se vezani enzim ne moze odvojiti od nosaca bez da mu se unisti enzimska aktivnost. U
ireverzibilne metode imobilizacije ubrajaju se kovalentna imobilizacija, zarobljavanje enzima i

unakrsno povezivanje enzima (Budzaki i sur., 2020; Kolari¢, 2020).

2.2.2. Nosaci za imobilizaciju enzima

Kemijska i strukturna svojstva nosaca su kljuc¢an faktor koji odreduje vrijednost enzima kao
biokatalizatora. Pogresan izbor nosa¢a moze djelovati nepovoljno na enzim i troSak procesa,
a njegova uloga bi trebala biti upravo suprotna (Sheldon, 2007). Izbor nosaca nije jednostavan
i ovisi i 0 samom enzimu koji se imobilizira, no nosaci trebaju zadovoljavati odredene uvjete
(Slika 4).

/——

Kemijska i
termicka

m— stabilnost Jp—
Sposobnost \ Netopljivost i

regeneracije i inertnost u

ponovnog
koriStenja

Dostupnost i
cijena

Prisutnost
reaktivnih
funkcionalnih

reakcijskim
uvjetima

Visok afinitet
prema enzimu

Biokompatibilnost

skupina : \

Slika 4 PoZeljne karakteristike nosaca za imobilizaciju enzima



Tako se od nosaca ocekuju sljedece karakteristike:
1. jeftin, lako dostupan, ekoloski prihvatljiv, inertan, stabilan te da poboljSava
specificnost i reaktivnost imobiliziranog enzima;
2. otporan na promjene temperature, pH, mehanicki stres, organska otpala;
3. mogucnost regeneracije nakon odredenog vremena;
4. vezanje relativno velike koli¢ine enzima;
5

dezinfekcijska svojstva (Sirisha i sur., 2016).

Nosaci se obzirom na kemijski sastav mogu podijeliti na anorganske i organske, koji se dalje
dijele na prirodne i sintetske. U anorganske nosace se ubrajaju staklo, silika gel, glinica, metalni
oksidi i mnogi drugi materijali na bazi silicija zbog dobrih termickih i mehanickih svojstava
(Hartmann i Kostrov, 2013). Organski nosaci za imobilizaciju enzima se dijele u dvije grupe:
biopolimere i sintetske polimere. Neki organski nosaci koji se koriste za imobilizaciju enzima

su polianilin, polistiren, polipropilen, hitozan, agaroza i celuloza (Zdarta i sur., 2018).

2.2.3. Ljuska jaja kao nosac za imobilizaciju enzima

U dostupnoj literaturi postoji nekoliko radova temeljenih na imobilizaciji enzima na ljusku jaja.

Pri tome je prije imobilizacije enzima na ljusku jaja, ljusku bilo potrebno pripremiti.

Prvi korak u pripremi ljuske jaja za imobilizaciju enzima bio je obrada ljuske jaja koja je najcesce
podrazumijevala ispiranje ili kuhanje ljuske jaja u destiliranoj vodi (Salleh i sur., 2016; Makkar
i Sharma, 1983; Venkaiah i Kumar, 1995; Ribeiro i sur., 2018). S druge strane, neki su autori
ljusku jaja obradivali na nacin da su je odmah kuhali u 0,1 % otopini natrijeva dodecil-sulfata
(Vemuri i sur., 1998; Chattopdhyay i Sen, 2012), dok su Salleh i suradnici (2016) i Makkar i
Sharma (1983) nakon ispiranja ljuske jaja u vodi primijenili postupak kuhanja u 0,1 % otopini
natrijeva dodecil-sulfata. Najé¢eséi korak nakon kuhanja u 0,1 % otopini natrijeva dodecil-
sulfata bilo je ispiranje u destiliranoj vodi, slijedeno ispiranjem u acetonu, da bi se potom ljuska

jaja suSila odredeno vrijeme, te nakon susenja usitnila na Zeljenu veli¢inu Eestica.

Na ovako pripremljenu ljusku jaja provodena je imobilizacija razli¢itih enzima pri razli¢itim
uvjetima (Tablica 2), pri cemu je najcesce koriStena bila imobilizacija unakrsnim povezivanjem

enzima koji su prethodno adsorbirani na ljusku jaja.



Tablica 2 Pregled metoda i uvjeta imobilizacije enzima na ljusku jaja

Enzim Vrsta imobilizacije Koristeni pufer . Vru‘e:me“ Referenca
imobilizacije
I ilizaci "
B- m(?.bl 1zaclja adsorpu.Jom 50 mM fosfatni . Makkar i Sharma,
. slijedena kovalentnim 45 min
galaktozidaza . L pufer pH 6,5 (1983)
unakrsnim povezivanjem
Fosforilaza ln;ﬁzgfeica”i;szmiﬁm 20 mM Tris-HCI preko noci Venkaiah i Kumar
gkroba Jeqet nent pufer pH 7,6 (~12h) (1995)
unakrsnim povezivanjem
Imobilizacija adsorpcijom niie
Lipaza slijedena kovalentnim nije definirano . J Vemuri i sur. (1998)
. L definirano
unakrsnim povezivanjem
Imobilizacija adsorpcijom .
Tirozinaza slijedena kovalentnim S UE L] 8h Norouzian i sur. (2007)
. L pufer pH 7,0
unakrsnim povezivanjem
. e . M fosfatni h hyay i
Lipaza Imobilizacija adsorpcijom Sle;er p(|)-|s7a::)m 12 h ¢ attop();(t):llzl)auy Sen
1-50 mM fosfatni
Li e .. ) isur. (201
ipaza Imobilizacija adsorpcijom pufer pH 7,0 4h Salleh i sur. (2016)
Imobilizacija adsorpcijom 12h
50 mM natrijev
Inulinaza Imobilizacija adsorpcijom acetatni pufer pH Ribeiro i sur. (2018.)
slijedena kovalentnim 5,5 24 h

unakrsnim povezivanjem
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Zadatak

Zadatak ovog diplomskog rada bio je ispitati utjecaj razlicitih puferskih sustava na kemijsku
stabilnost ljuske jaja kao potencijalnog nosaca za imobilizaciju enzima. U tu svrhu je
prethodno pripremljena ljuska jaja podvrgnuta djelovanju tri razli¢ita puferska sustava: Tris-
HCI, Britton-Robinsonovom te natrijevom fosfatnom puferu pri tri razli¢ita pH: 6, 7 i 8 tijekom
1,2,3,4,5,6i24 sata. Proces potencijalne dekalcifikacije (,,curenja“ kalcija) ljuske jaja pracen
je kompleksometrijskom titracijom, te je na temelju podataka o koli¢ini izdvojenog kalcija u
puferske otopine procijenjena stabilnost ljuske jaja kao potencijalnog nosaca za imobilizaciju

enzima i to sa stanovista njezine kemijske stabilnosti i kemijske inertnosti prema okolini.

3.2. Materijali i metode

3.2.1. Uzorci

Ljuska kokosjih jaja prikupljena je iz kuéanstava i lokalnog restorana te ¢uvana pri -20 °C do
ispitivanja utjecaja puferskih sustava na njenu stabilnost kao potencijalnog nosaca za

imobilizaciju enzima.

3.2.2. Kemikalije i reagensi

U ovom radu su koristene slijede¢e kemikalije i reagensi: natrijev di-hidrogen fosfat
monohidrat, di-natrijev hidrogenfosfat, natrijev dodecil sulfat (SDS) i kalkonkarboksilna
kiselina dobavljeni su od proizvodaca Acros Organics (Spanjolska), a klorovodi¢na i o-fosforna
kiselina od proizvodaca Carlo Erba (Spanjolska). Aceton i natrijev hidroksid dobavljeni su od
Gram mol (Hrvatska), natrijev hidroksid i kompleksal Ill od proizvodaca T.T.T (Hrvatska), dok

su tris-hidroksimetil aminometan dobavljeni od proizvodaca Applichem (Njemacka). Borna
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kiselina dobavljena je od proizvodaéa Plusone (Spanjolska), kalcijev klorid od Merck-Alkaloid

(Makedonija), a octena kiselina od J. T. Baker (Njemacka).

3.3.3. Priprema ljuske jaja za analize

Ljuska jaja pripremljena je prema Salleh i sur. (2016) uz minimalne modifikacije. U uredaj za
obradu ljuske jaja (Slika 5) dodan je 1 kg ljuske jaja i 10 L destilirane vode te je ispiranje ljuske
jaja provedeno 3 x 30 min pri 300 o/min. Nakon ispiranja, ljuska jaja je kuhana 15 minuta u
0,1 % (w/V) otopini natrijeva dodecil sulfata. Zatim je ljuska jaja tri puta po 15 min ispirana s
destiliranom vodom na tresilici IKA KS 260 basic (Njemacka) pri 200 o/min kako bi se uklonio
zaostali SDS i potom acetonom tijekom 15 min. Tako obradena ljuska jaja suSena je
24 h pri 40 °C i potom samljevena u mlinu IKA WERKE M20 (Njemacka) na veli¢inu Cestica

manju od 0,5 mm.

Slika 5 Uredaj za ispiranje ljuske jaja
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3.3.4. Odredivanje koncentracije kalcija u ljusci jaja

Odredivanje koncentracije kalcija u ljusci jaja provedeno je kompleksometrijskom titracijom
pomodu di-natrijeve soli etilendiaminotetraoctene kiseline kao titranta i kalkon-karboksilne
kiseline kao indikatora prema Tomici¢ (2020). Ukratko: masi od 0,5 g uzorka ljuske jaja je
dodano 20 mL 2 M kloridne kiseline te je nakon potpunog otapanja mijeSanjem na
elektromagnetskog mijesalici Mix 1 (2Mag, Njemacka) pri 250 o/min, pH vrijednost otopine
podesSena na vrijednost pH 7 postepenim dodavanjem 2 M otopine natrijeva hidroksida.
Uzorak je potom kvantitativnho prenesen u odmjernu tikvicu od 100 mL i nadopunjen
destiliranom vodom do oznake. Alikvot (10 mL) ovako pripremljenog uzorka je prenesen u
Erlenmayerovu tikvicu volumena 250 mL, te mu je dodano 40 mL destilirane vode i4 mL8 M
otopine natrijeva hidroksida. Smjesa je ostavljena stajati 5 minuta na sobnoj temperaturi u
svrhu taloZenja magnezij hidroksida i potom joj je dodano 250 pL 0,1 % vodene otopine
kalkon-karboksilne kiseline. Smjesa je potom titrirana 25 mM di-natrijevom soli
etilendiaminotetraoctene kiseline (EDTA-2Na) do promjene boje iz ljubi¢aste u plavu.

Postupak odredivanja proveden je u 3 neovisna pokusa, a svaki pokus u 3 paralele.

3.3.5. Odredivanje utjecaja puferskih sustava na otpustanje kalcija iz ljuske jaja

Odredivanje utjecaja puferskih sustava na potencijalno otpustanje kalcija iz ljuske jaja
provodeno je tijekom 24 sata prema sljedeéoj proceduri. U 50 mL 0,1 M pufera (natrijev
fosfatni, Tris-HCI ili Britton-Robinson pufer) odgovarajuéeg pH (6, 7 ili 8) dodano je 5 g ljuske
jaja te je proces potencijalne dekalcifikacije provoden mijeSanjem na elektromagnetskoj
mijesalici Mix 6 (2Mag, Njemacka) pri 40 °C i 350 o/min tijekom 1, 2, 3, 4, 5, 6 i 24 sata. Po
isteku vremena otopina je odvojena od ljuske jaja filtracijom kroz nabrani filter papir te

koriStena za analizu koncentracije kalcija.
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3.6. Kompleksometrijsko odredivanje koncentracije kalcija u otopinama

Kompleksometrijsko odredivanje koncentracije kalcija u otopinama provedeno je pomocu di-
natrijeve soli etilendiaminotetraoctene kiseline kao titranta i kalkon-karboksilne kiseline kao
indikatora prema Tomici¢ (2020). Volumenu od 5 mL filtrata dodano je dodano 45 mL
destilirane vode i 4 mL 8 M otopine natrijeva hidroksida, te je smjesa ostavljena stajati 5
minuta na sobnoj temperaturi u svrhu taloZzenja magnezij hidroksida. Otopini je potom dodano
250 uL 0,1 % vodene otopine kalkon-karboksilne kiseline i titracija je provedena 25 mM di-
natrijevom soli etilendiaminotetraoctene kiseline (EDTA-2Na) do promjene boje iz ljubicaste
u plavu (Slika 6). Postupak odredivanja proveden je u 2 neovisna pokusa, a svaki pokus u 3

paralele.

Slika 6 Boja uzorka ljuske jaja prije titracije, nakon dodatka indikatora te nakon titracije

3.7. Statisticka obrada podataka

Srednje vrijednosti i standardne devijacije triplikatnih mjerenja i viSestrukih neovisnih pokusa

su izracunate primjenom programa Excel (Microsoft, Sjedinjene Americ¢ke Drzave).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj je ovog diplomskog rada bio ispitati utjecaj razlicitih puferskih sustava na kemijsku
stabilnost ljuske jaja kao potencijalnog nosaca za imobilizaciju enzima. Naime, jedan od
kljuénih zahtjeva za nosace za imobilizaciju enzima je njihova kemijska stabilnost i inertnost
prema enzimu i okolini (Liu i Chen, 2016; Zdarta i sur., 2018) Sto je obzirom na kemijski sastav
ljuske jaja (Walton i sur., 1973.; Waheed i sur., 2019.; Zajec, 2020.) i reaktivnost sastavnog
kalcijeva karbonata (Pramanpol i Nitayapat, 2006; Tsai i sur., 2006; Carvalho i sur., 2011;
Holmes i sur., 2011; Luo i sur., 2018; Buksh i sur., 2018; Phipps i Lorusso, 2018; Tomici¢, 2020)

nadasve dvojbeno.

Upravo je na temelju gore navedenih istrazivanja koja ukazuju na reaktivnost kalcijeva
karbonata postavljena hipoteza da je ljuska jaja, tocnije kalcijev karbonat ljuske jaja
potencijalno kemijski nestabilan i reaktivan u uvjetima kako imobilizacije enzima, tako i
uvjetima provodenja enzimski kataliziranih reakcija enzimima imobiliziranim na ljusku jaja.
Kako bi se navedeno potvrdilo, ljuska jaja je podvrgnuta djelovanju tri razli¢ita puferska
sustava: Tris-HCI, Britton-Robinsonova te natrijeva fosfatnog pufera pri tri razlicita pH: 6, 7 i 8
tijekom 1, 2, 3, 4, 5, 6 i 24 sata, pri cemu je proces potencijalne dekalcifikacije kalcijeva
karbonata pracen kompleksometrijskom titracijom. Sukladno dobivenim rezultatima o koli¢ini
izdvojenog kalcija procijenjena je stabilnost ljuske jaja kao potencijalnog nosaca za
imobilizaciju enzima i to sa stanovista kako njezine kemijske stabilnosti tako i kemijske

inertnosti prema okolini.

4.1. Koncentracija kalcija u ljusci jaja

Kako bi se procijenio udio kalcija izdvojenog otapanjem kalcijeva karbonata ljuske jaja u
ispitivanim puferskim sustavima, bilo je potrebno odrediti koncentraciju kalcija koji se nalazi
u pripremljenoj ljusci jaja (Tablica 3). lako u dostupnoj literaturi ne postoje podatci o
mnozinskoj koncentraciji kalcija ljusci jaja, to se dobiveni rezultati mogu na osnovu izra¢unatog

udjela kalcija usporediti sa literaturnim. Udio kalcija u obradenoj ljusci jaja iznosio je 33,31
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0,13 g na 100 g ljuske jaja (Tablica 3) Sto se djelomi¢no slazZe sa literaturnim podatcima. Tako
je Tomici¢ (2020) pronasla da udio kalcija u ispranoj i susenoj ljusci jaja iznosi 35,51 + 0,67 g
na 100 g ljuske jaja, Walton i sur. (1973) navode udio kalcija od 36,4 do 37,3 g na 100 g suhe
ljuske jaja, dok Waheed (2019) navodi da se udio kalcija krece od 29,95 do 37,3 gna 100 g

uzorka ljuske jaja ovisno o tome na koji nacin je tretirana ljuska jaja.

Tablica 3 Koncentracija i udio kalcija u ljusci jaja*

T Koncentracija Ca?* Udio Ca**
[mol/L] [g/100 g ljuske jaja]
Ljuska jaja (5 g) 415,46 + 1,60 33,31+0,13

*Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija dvije neovisne analize od kojih je
svaka provedena u triplikatu.

4.2. Utjecaj natrijeva fosfatnog pufera na kemijsku stabilnost ljuske jaja

Natrijev ili kalijev fosfatni pufer jedni su od najc¢esce koristenih pufera, kako u imobilizaciji
enzima na ljusku jaja, tako i u ispitivanju aktivnosti enzima imobiliziranih na istu (Makkar i
Sharma, 1983; Norouzian i sur., 2007; Chattopadhyay i Sen, 2012; Salleh i sur., 2016). Pritome
se za imobilizaciju enzima na ljusku jaja koriste puferi raspona pH od 5,5 do 7,6, a ispitivanje
aktivnosti i biokemijsku karakterizaciju imobiliziranih enzima puferi u rasponu pH od 3 do 10
(Makkar i Sharma, 1983; Venkaiah i Kumar, 1995; Vemuri i sur., 1998; Norouzian i sur., 2007;
Chattopadhyay i Sen, 2012; Salleh i sur., 2016; Ribeiro i sur., 2018).

Sam natrijev fosfatni pufer predstavlja smjesu natrijeva di-hidrogen fosfata (NaH.POa) i di-
natrijeva hidrogen fosfata (Na2HPO4) pri ¢emu se u ispitivanom rasponu pH pufera od 6 do 8
uspostavlja ravnoteza izmedu dviju ionskih vrsti o-fosforne kiseline, H,PO4™ i HPO42 (Mohan,
2006; Park i sur., 2009; Stephenson, 2016). Tako pri pH 6 dominiraju di-hidrogen fosfatni ioni
(H2POy’), dok pri pH 8 hidrogen fosfatni ioni (HPO42), ¢iji odnosi u vodenoj otopini ovise o

koncentraciji samog pufera, a kreéu se u rasponu od oko 16:1 pri pH 6 do oko 1:16 pri pH 8.

Izlaganje ljuske jaja otopinama 0,1 M natrijeva fosfatnog pufera pH vrijednosti 6, 7 i 8 u omjeru
1 g/10 mL tijekom 24 sata prikazano je Slikom 7. Vidljivo je da tijekom prvih 6 sati izloZenosti

ljuske jaja fosfatnom puferu pH vrijednosti 6 i 7 dolazi do porasta koncentracije otopljenog
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kalcija, da bi ona u 24-tom poprimila nesto nizu vrijednost od one zabiljezene pri 6 h. Tako se
nakon 6 h izlaganja ljuske jaja puferu pH 6 u otopini nalazi oko 860 umol/L kalcijevih iona, a
nakon 24 sata oko 836 umol/L, dok u sluc¢aju pufera pH 7 oko 808 umol/L kalcijevih iona nakon
6 sati te oko 762 umol/L kalcijevih iona nakon 24 sata izlaganja ljuske jaja. S druge strane,
izlaganjem ljuske jaja fosfatnom puferu pH 8 moze se zamijetiti porast koncentracije kalcijevih
iona tijekom prvih 6 sati, kojeg slijedi nesto blazi porast do 24-og sata, u kojemu je zabiljezena

koncentracija kalcijevih iona u iznosu od 744 umol/L.

Samo izdvajanje kalcija iz kalcijeva karbonata ljuske jaja izloZzenog fosfatnom puferu moze se

pojasniti putem 2 kemijske reakcije:

CaCOs + 2 NaH,PO, - Ca(H,P0,), + Na,CO4 (1)

CaCOs + Na,HPO, — CaHPO, + Na,COs (2)

Pri tome se pri pH 6 moZe pretpostaviti da je dominantna reakcija oslobadanja kalcijevih iona
reakcija (1) i to obzirom na povecani udio natrijeva di-hidrogenfosfata, pri pH 8 dominantna
reakcija (2) obzirom na povecani udio di-natrijeva hidrogen fosfata, dok se pri pH 7

oslobadanje kalcijevih iona iz kalcijeva karbonata ljuske jaja moze pripisati objema reakcijama.

Na osnovi svega gore navedenog moZe se zakljuciti da izlaganjem ljuske jaja otopinama
fosfatnog pufera u rasponima pH koristenim pri imobilizaciji enzima dolazi do djelomi¢nog
curenja kalcija, ¢ime ljuska jaja oCigledno ne zadovoljava osnovni kriterij za uporabu kao nosac,
a to je kemijska stabilnost i inertnost prema enzimu i okolini. Medutim, bitno je za napomenuti
da je udio kalcija oslobodenog iz ljuske jaja pod djelovanjem fosfatnog pufera manji od 0,2 %

ukupnog kalcija prisutnog u kalcijevu karbonatu ljuske jaja.
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Slika 7 Utjecaj natrijeva fosfatnog pufera na otpustanje kalcija iz ljuske jaja

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija tri neovisna pokusa kod kojeg je svaka
analiza provedena u triplikatu

4.3. Utjecaj Tris-HCI pufera na kemijsku stabilnost ljuske jaja

Tris-HCI pufer je jedan od najcesce koriStenih pufera u biokemijskim i medicinskim
istrazivanjima, a predstavlja otopinu tris(hidroksimetil)Jaminometana odredene koncentracije
Cija se pH vrijednost na Zeljenu podeSava dodatkom kloridne kiseline (Mohan, 2006.).
Dodatkom kloridne kiseline nastaje konjugirani kiselinskog bazni par Tris-baze, sastavljen od
disociranog i nedisociranog oblika tris(hidroksimetillaminometana $to je prikazano kemijskom

reakcijom (3).

(HOCH,)sCNH, + 2HCl + H,0 — (HOCH,);CNH} + 2Cl~ + H,0* (3)

Izlaganje ljuske jaja otopinama 0,1 M Tris-HCl pufera pH vrijednosti 6, 7 i 8 u omjeru 1 g/10 mL

tijekom 24 sata prikazano je na Slici 8.
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Vidljivo je da tijekom 24 sata izlozenosti ljuske jaja Tris-HCl puferu dolazi do porasta
koncentracije kalcija u puferskim otopinama, odnosno da dolazi do otapanja kalcijeva
karbonata ljuske jaja. Pri tome se najvise kalcija iz kalcijeva karbonata ljuske jaja oslobodi pri
pH 6, neSto manje pri pH 7, a najmanje pri pH 8. Tako koncentracija kalcijevih iona u 24-tom
satu iznosi 15476 umol/L pri pH 6, 13289 umol/L pri pH 7, te svega 5505 umol/L pri pH 8. Ovo
je bilo i za ocekivati, bududi je za nizu vrijednost pH Tris-HCI pufera potrebno u otopinu
tris(hidroksimetil)-aminometana dodati vecu koli¢inu kloridne kiseline (Mohan, 2006.), Sto
podrazumijeva i veci udio kloridne kiseline koja mozZe reagirati sa kalcijevim karbonatom ljuske

jaja, a Sto je prikazano kemijskim reakcijama (4) i (5).

CaCO; + 2 H;0* - H,CO5 + H,0 + Ca?* (4)

Ca’* + 2Cl~ - CaCl, (5)

U prvom koraku (reakcija 4) dolazi do reakcije kalcijevog karbonata ljuske jaja sa hidronijevim
ionima nastalim tijekom podesavanja pH otopine tris(hidroksimetil)Jaminometana (reakcija 3),
nakon Cega oslobodeni kalcijevi ioni reagiraju sa kloridnim ionima pri ¢emu nastaje kalcijev

klorid (reakcija 5).
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Slika 8 Utjecaj Tris-HCI pufera na otpustanje kalcija iz ljuske jaja
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija tri neovisna pokusa kod kojeg je
svaka analiza provedena u triplikatu

Na osnovi gore navedenog moze se zakljuciti da izlaganjem ljuske jaja otopinama Tris-HCI
pufera u rasponu pH od 6 do 8, a koji su najc¢esce koristene vrijednosti pH pri imobilizaciji
enzima dolazi do znatnog curenja kalcija iz kalcijeva karbonata ljuske jaja, ¢ime ljuska jaja
oCigledno ne zadovoljava osnovni kriterij za uporabu kao nosac, a to je kemijska stabilnost i
inertnost prema enzimu i okolini. Pritome je bitno za napomenuti da udio kalcija oslobodenog
iz ljuske jaja pod djelovanjem Tris-HCI pufera moze iznositi i do 4 % od ukupnog kalcija

prisutnog u kalcijevu karbonatu ljuske jaja.

4.4. Utjecaj Britton-Robinsonova pufera na kemijsku stabilnost ljuske jaja

Britton-Robinsonov pufer je univerzalni pufer sa rasponom pH djelovanja od 2 do 12. Sastoji
se od smjese borne, octene i o-fosforne kiseline, svake prisutne u vodenoj otopini u
ekvimolarnoj kolic¢ini od 0,04 mol/L, a ciji pH se podesava na Zeljeni pH dodatkom otopine
natrijeva hidroksida koncentracije 0,2 mol/L. Obzirom da mijeSanjem otopina kiselina i

natrijeva hidroksida dolazi do promjena u koncentracijama sastavnih komponenti, to se
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podeSavanje ionske jakosti ovog pufera postize dodatkom odredene koli¢ine kalijeva klorida

(Mongay i Cerda, 1974).

Utjecaj 0,1 M Britton-Robinsonovog pufera pH vrijednosti 6, 7 i 8 na otpustanje kalcija iz ljuske

jaja tijekom 24 sata prikazan je na Slici 9.
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Slika 9 Utjecaj Britton-Robinsonova pufera na otpustanje kalcija iz ljuske jaja
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija tri neovisna pokusa kod kojeg je
svaka analiza provedena u triplikatu

Iz slike je vidljivo da tijekom prva dva (pH 7 i 8) ili tri sata (pH 6) izloZenosti ljuske jaja Britton-
Robinsonovom puferu dolazi do porasta koncentracije kalcijevih iona u otopini, da bi se nakon
toga koncentracija kalcijevih iona neSto smanijila do 6-tog sata i ostala ustaljena do 24-tog sata.
Tako se pri pH 6 u otopini postize najveéa koncentracija kalcijevih iona od 889 pumol/L nakon
tri sata, pri pH 7 od 558 umol/L nakon dva sata, a pri pH 8 od 869 umol/L nakon dva sata. U
24-tom satu izlaganja ljuske jaja Britton-Robinsonom puferu biljeZze se vrijednosti
koncentracije kalcijevih iona u otopini i to kako slijedi: pri pH 6 od 604 pumol/L, pH 7 od 477
umol/L, te pri pH 8 u iznosu od 618 umol/L. Ovakve promjene u koncentraciji kalcijevih iona u
otopinama tijekom vremena dijelom se mogu pripisati reakcijama komponenti pufera koje

daju produkte razli¢itog karaktera, a koji potom mogu medusobno reagirati dajuci netopljive
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spojeve koji se vrlo vjerojatno adsorbiraju na kalcijev karbonat neizreagiranog dijela ljuske jaja.
S druge strane, na samu reaktivnost kalcijeva karbonata ljuske jaja sa komponentama pufera
ocigledno ima i utjecaj stupanj disocijacije sastavnih kiselina. Tako se u ispitivanom rasponu
pH od 6 do 8 octena kiselina nalazi gotovo u potpunosti disocirana, dok o-fosforna kiselina
sadrzi dominantno dvije ionske vrste: di-hidrogen fosfatni (H.PO4) i hidrogen fosfatni ion
(HPO42), od ¢ega pri pH 6 dominira H2PO4, pri pH 7 u otopini se nalazi gotovo podjednaka
koli¢ina H,PO4 i HPO42 iona, a pri pH 8 dominira hidrogen fosfatniion (HPO42). S druge strane
borna kiselina u ovom rasponu pH u otopini postoji dominantno u nedisociranoj H3BOs formi,
iako se ne moze iskljuéiti i postojanje male koli¢ine poliboratnih iona poput B303(OH)4,
B4Os(OH)s i BsOe(OH)s (Kabay i Bryjak, 2015). Iz svega toga moZe se pretpostaviti da se
izdvajanje kalcija u otopine Britton-Robinsonova pufera moze pripisati kemijskoj reakciji
kalcijeva karbonata ljuske jaja sa octenom kiselinom (reakcija 6) i o-fosfornom kiselinom

(reakcije 7 8).

CaCO; + 2 CH;COOH — Ca(CH;C00), + H,0 + CO, (6)
CaCO; + HsPO, — CaHPO, + H,0 + CO, (7)
CaCO; + 2 HyPO, - Ca(H,P0,), + H,0 + CO, (8)

Na temelju svega gore navedenog moze se zakljuditi da izlaganjem ljuske jaja otopinama
Britton-Robinsonovog pufera raspona pH od 6 do 8 dolazi djelomi¢nog curenja kalcija, ¢ime
ljuska jaja kao i u slucaju prethodno ispitanih pufera ne zadovoljava osnovni kriterij za uporabu
kao nosac, a to je kemijska stabilnost i inertnost prema enzimu i okolini. Medutim, i ovdje je
bitno za napomenuti da udio kalcija oslobodenog iz ljuske jaja pod djelovanjem Britton-
Robinsonovog pufera iznosi manje od 0,2 % ukupnog kalcija prisutnog u kalcijevu karbonatu

ljuske jaja.

4.5. Usporedba utjecaja puferskih sustava na otpustanje kalcija iz ljuske jaja

Kako bi se lakSe procijenio utjecaj ispitivanih pufera na kemijsku stabilnost i inertnost ljuske

jaja i to sa stanovista otpustanja kalcija iz kalcijeva karbonata ljuske jaja, koli¢ine kalcija
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otpustenog u otopine natrijeva fosfatnog, Tris-HCI i Britton-Robinsonova pufera nakon 1i 24
sata su medusobno usporedene. Slikom 10 su prikazane koncentracije kalcija u puferskim
otopinama nakon 1 i 24 sata, a Slikom 11 udjeli otpustenog kalcija u istim vremenskim

intervalima.

Evidentno je da se Tris-HCl pufer pokazao najnepovoljnijim puferom za kemijsku stabilnost i
inertnost ljuske jaja kao nosaca za imobilizaciju enzima, dok se natrijev fosfatni pufer i Britton-
Robinsonov pufer isto tako pokazuju podjednako nepovoljnima, ali znatno manje od Tris-HClI
pufera. Pri tome se nizi pH otopine pufera uglavnom pokazuje nepogodnijim od viseg. Tako se
pri pH 6 otpusta veca koli¢ina kalcijevih iona nego pri pH 8, izuzev u slu¢aju Britton-
Robinsonova pufera, gdje su najmanje koncentracije i udjeli kalcijevih iona zabiljezeni pri pH

7.

Usporede li se koncentracije i udjeli kalcijevih iona otpustenih nakon 1 sata u puferske otopine
Tris-HCI pufera sa onima otpusStenim u puferske otopine natrijeva fosfatnog i Britton-
Robinsonova pufera, tada se moze zamijetiti da su one u Tris-HCl puferu oko 12-14 puta vecée
od onih zabiljeZzenih u natrijevom fosfatnom i Britton-Robinsonovom puferu pri vrijednostima
pH 6 7, dok su u slucaju pH vrijednosti pufera 8, oko 4 puta vece u Tris-HC| puferu nego u
Britton-Robinsonovu puferu, te preko 14 puta vecée u Tris-HCl puferu u odnosu na natrijev
fosfatni pufer. Ove razlike postaju jos izrazenije nakon 24 sata izlaganja ljuske jaja puferskim
otopinama. Tako se nakon 24 sata izlaganja ljuske jaja Tris-HCl puferu pH 6 i 7 postiZe oko 18
puta veéa koncentracija i udio kalcijevih iona u odnosu na natrijev fosfatni pufer, te oko 26
puta veca koncentracija u odnosu na Britton-Robinsonov pufer. S druge strane, pri pH 8 ova
razlika je neSto manja, te se u Tris-HCl puferu postiZze oko 8 puta veéa koncentracija kalcija od

one u natrijevom fosfatnom puferu i Britton-Robinsonovom puferu iste pH vrijednosti.
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Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost * standardna devijacija tri neovisna pokusa kod kojeg je

svaka analiza provedena u triplikatu
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Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija tri neovisna pokusa kod kojeg je

svaka analiza provedena u triplikatu
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Na temelju svih gore navedenih rezultata moze se zakljuciti da se ljuska jaja pokazuje
nepogodnom kao nosac za imobilizaciju enzima, buduéi ne udovoljava zahtjevima kemijske
stabilnosti i inertnosti, na Sto definitivno ukazuju rezultati koncentracije kalcija u puferskim
otopinama pH 6, 7 i 8 nakon izlaganja ljuske jaja istim (Slike od 7 do 11). Osim Sto ovi rezultati
ukazuju na nepogodnost ljuske jaja kao potencijalnog nosaca za imobilizaciju enzima, oni
ujedno bacaju i odredenu sjenu na objavljene znanstvene rezultate istrazivanja vezane uz
imobilizaciju enzima na ljusku jaja. To se posebice odnosi na podatke biokemijske i operativne
stabilnosti imobiliziranih enzima. Naime, dok je vecina autora provodila imobilizaciju enzima
na ljusku jaja pripremljenu na relativno sli¢an nacin i u rasponu pH pufera slicnom onom koji
je ispitan u ovom diplomskom radu (Makkar i Sharma, 1983; Venkaiah i Kumar, 1995; Vemuri
i sur., 1998; Norouzian i sur., 2007; Chattopadhyay i Sen, 2012; Salleh i sur., 2016; Ribeiro i
sur., 2018), sto bi obzirom na upotrijebljeni pufer za imobilizaciju i vrijeme imobilizacije trebalo
imati relativno mali u¢inak na postotak imobiliziranog enzima, neki od njih su ispitali optimalni
pH imobiliziranog enzima, te broj ciklusa ponovne uporabe imobiliziranog enzima (Vemuri i
sur., 1998; Chattopadhyay i Sen, 2012). Obzirom da su ispitivanje pH optimuma enzima
imobiliziranog na ljusku jaja provodili u Sirem rasponu pH (3-10; Vemuri i sur., 1998; 5,0-8,5;
Chattopadhyay i Sen, 2012) velika je moguénost da su pri nizim pH dobili djelomicno krive
vrijednosti. Naime, sukladno rezultatima ovog diplomskog rada ocigledno je da se pri nizem
pH iz ljuske jaja oslobada i veca koli¢ina kalcijevih iona, Sto je onda moglo utjecati na
djelomi¢no odvajanje imobiliziranih enzima, a time i rezultat pH optimuma. S druge strane,
ispitivanje viSestrukosti uporabe imobiliziranog enzima provodi se na nacin da se imobilizirani
enzim nakon provedene reakcije odvaja od reakcijske smjese, i potom koristi za enzimsku
reakciju u sljedeé¢em ciklusu ispitivanja. To zapravo znaci da se pri svakom novom ciklusu enzim
imobiliziran na ljusku jaja izlaze novoj koli¢ini pufera u reakcijskoj smjesi, sto zapravo
dugoro¢no dovodi do sve veée i veée koli¢ine oslobodenog kalcija i ljuske jaja, a time i
potencijalne destabilizacije i otpustanja imobiliziranog enzima.

Dobiveni rezultati o izdvajanju kalcija iz ljuske jaja u otopinu mogu utjecati i na daljnja
razmatranja primjenjivosti ljuske jaja kao bisorbensa. Naime, osim Sto jeftini adsorbensi
bioloSkog porijekla, poput ljuske jaja, ¢esto imaju znadajno manji adsorpcijski kapacitet u
odnosu na konvencionalne adsorbense, moguée otpustanje organskih i anorganskih tvari
(poput kalcija) iz njihove strukture u vodu ili otpadnu vodu predstavlja sekundarno oneciséenje

vode koja se obraduje (Wan i Hanafiah, 2008).
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju dobivenih rezultata u ovom diplomskom radu mogu se izvesti sljedeci zakljucci:
e Ljuska jaja pripremljena za imobilizaciju enzima sadrZi 33,31 + 0,13 g Ca?*/100 gsx.

e Ljuska jaja se pokazuje nepogodnom kao nosaC za imobilizaciju enzima buduéi ne
udovoljava zahtjevima kemijske stabilnosti i inertnosti uslijed otapanja sastavnog kalcijeva

karbonata u puferskim otopinama.

e Najnepovoljnijim po ljusku jaja se pokazuje Tris-HCI pufer cijim se djelovanjem tijekom 24

sata u otopinu otpusta i do 4 % kalcija od ukupnog kalcija u kalcijevu karbonatu ljuske jaja.

e Natrijev fosfatni pufer i Britton-Robinsonov pufer pokazuju podjednak ucinak na
otpustanje kalcija iz kalcijevog karbonata ljuske jaja pri ¢emu udio izdvojenog kalcija iz

ljuske jaja tijekom 24 sata iznosi manje od 0,2 %.

e Primjena pufera niZze pH vrijednosti u nacelu dovodi do vece koli¢ine otopljenog kalcijeva

karbonata ljuske jaja.
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