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1. Uvod

Lignocelulozna biomasa je Siroko rasprostranjeni organski materijal porijeklom iz Sumarske,
poljoprivredne i prehrambene industrije. Vrlo je slozene kemijske strukture koja ovisi o
porijeklu biomase koju, u najve¢em udjelu, ¢ine tri polimera, lignin (10-24 % s.), hemiceluloza
(20-40 % s1v.) 1 celuloza (40-60 % s1v.) (Mujtaba i sur., 2023). Lignin je heterogeni aromatski
biopolimer, drugi po zastupljenosti u biljnom materijalu. Sadrzi razne kemijske skupine kao Sto
su metoksi, fenolne, hidroksi skupine i druge (Petitjean i sur., 2022). Tocni sastav i struktura
ovise o izvoru biopolimera, npr. o vrsti biomase, tkiva i sloja stani¢ne stijenke u kojoj nastaje.
Prema tome, lignin moZe nastati u tvrdom drvetu, mekom ili u travama. Meko drvo moze
sadrzavati 27-32 % suw. lignina, tvrdo drvo 18-30 % stv., a trave 10-30 % s.. Hemiceluloza je
heterogeni polisaharid koji se moZe pronaci u primarnom i sekundarnom sloju stani¢ne stijenke
biljaka (Parlov Vukovi¢ 1 TiSma, 2024). Sastav hemiceluloze moze ¢{initi polisaharid
glukomanan ili ksilan (Bajpai, 2016) koji su gradeni od pentoza (arabinoza 1 ksiloza), heksoza
(galaktoza, glukoza i manoza) te kiselina (galakturonska i glukuronska) (Parlov Vukovi¢ i
TiSma, 2024). Ksilan je polisaharid kojeg €ini ksiloza kao okosnica te arabinoza, ferulinska 1
octena kiselina, p-kumarinska kiselina i glukuronska kiselina ili njezin eter (Bajpai, 2016).
Celuloza je najzastupljeniji lignocelulozni, linearni biopolimer u prirodi. Cini je mnostvo
molekula glukoze povezanih B-1,4-glikozidnim vezama. Postoje Cetiri tipa celuloze, amorfni,
amorfni obraden glicerolom pri visokim temperaturama, regenerativni i prirodni (Parlov

Vukovi¢ 1 TiSma, 2024).

Ksilan se moze katalitickim djelovanjem enzima razgraditi do jednostavnijih jedinica koje se
dalje mogu koristit za proizvodnju Sirokog spektra bioproizvoda. Endo-1,4-B-ksilanaza
katalizira hidrolizu unutarnje B-1,4-D-ksilozidne veze ksilana. Enzim endo-1,4-B-ksilanaza,
proizveden iz termofilnih mikroorganizama, ima Siroku primjenu u biotehnologiji i industriji
zbog moguénosti podnosenja visokih temperatura i pH vrijednosti. Primjenjuje se u granama
industrije kao S$to su tekstilna, papirna, prehrambena, proizvodnja krmiva 1 biogoriva (Basit 1
sur., 2021). Neki od najpoznatijih proizvodaéa ksilanaza su Penicillium rubens (Sekuljica i sur.,
2023), Aspergillus fumigatus (Ameen, 2023), Trichoderma reesei (Yan i sur.,, 2021) i
Thermomyces lanuginosus (Sibali¢, 2023).

Endo-1,4-B-ksilanaza se u industrijskom mjerilu uglavnom proizvodi metodom fermentacije
sumberznog uzgoja (SmF). Zbog visoke cijene hranjive podloge, istrazuju se mogucénosti
uporabe metode uzgoja mikroorganizama fermentacijom na &vrstim nosa¢ima (SSF) (Sibali¢,

2023). Hranjiva podloga, tj. supstrat za SSF je najceSce otpad agrokulture koji je Siroko
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dostupan i jeftin. Jo§ jedan razlog istrazivanja SSF za industrijsku primjenu je smanjen

negativni utjecaj na okolis u usporedbi sa SmF (Bajpai, 2014).

Cilj ovog rada je: a) proizvesti endo-1,4- B-ksilanazu uzgojem 7. lanuginosus na pivskom tropu,
kao hemicelulozom bogatim lignoceluloznim supstratom, metodom fermentacije na ¢vrstim
nosacima, b) djelomi¢no procistiti enzim primjenom razli¢itih metoda talozenja i dijalize; c)

ispitati utjecaj pH i temperature na stabilnost enzima; d) odrediti molekulsku masu enzima.
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2.1. Enzimi

Enzimi su molekule globularnog oblika, proteinske prirode. Kataliziraju reakcije unutar zivih
stanica, te nakon reakcije ostaju nepromijenjeni. Enzimi ne utje¢u na ravnotezu biokemijskih
reakcija nego snizavanju energiju aktivacije reaktanata (supstrata), sto za posljedicu ubrzava
biokemijske reakcije od 106 do 102 puta u usporedbi s nekataliziranim reakcijama. Jedna od
najvaznijih karakteristika enzima je selektivnost prema supstratu i vrsti biokemijske reakcije
koju katalizira. Selektivnost moze biti apsolutna, pri ¢emu enzim katalizira jednu, tocno
odredenu vrstu reakcije 1 ima afinitet prema jednom supstratu. Pojedini enzimi samostalno ne
mogu katalizirati reakcije. Potrebni su im kofaktori koji mogu biti kovalentno vezani kao Sto su
prosteticke skupine (npr. hem u citokromu) ili vezani nekovalentnim vezama kao §to su
koenzimi (npr. NADP* u dehidrogenazi). Svaki enzim sadrZi aktivno mjesto. To je regija na
koju se veze kofaktor (ukoliko postoji) i nekovalentnim vezama supstrat. Tijekom katalizirane
reakcije, enzim 1 vezani supstrat ¢ine kompleks enzim-supstrat koji se nakon zavrSetka reakcije

raspada na enzim (nepromijenjen) i produkt (reakcijom promijenjen supstrat) (Tsai, 2002).

Enzimska komisija (The Enzyme Commission) je odredila sustav za odredivanje naziva enzima.
Sastoji se od 4 broja razmaknutih tockama. Enzimi su podijeljeni u Sest razreda s obzirom na
ukupnu reakciju koju kataliziraju, te im se dodjeljuje broj ovisno kojem razredu pripadaju: 1.
oksidoreduktaze, 2. transferaze, 3. hidrolaze, 4. liaze, 5. izomeraze, 6. ligaze. Oksidoreduktaze
kataliziraju reakcije prijenosa elektrona, tj. reakcije oksidacije i redukcije. Transferaze
kataliziraju reakcije premjesStanja skupine, npr. fosfatne, metilne, amino skupine i drugih.
Hidrolaze kataliziraju reakcije cijepanja veza: ugljik-ugljik, ugljik-dusik, ugljik-kisik 1 druge,
u prisustvu vode. Liaze, kao 1 hidrolaze, kataliziraju reakcije cijepanja istih veza, ali one se
dogadaju mehanizmom eliminacije. Enzimi razreda izomeraza kataliziraju reakcije strukturnih
promjena unutar molekula ¢iji su produkti izomeri. Prema tome postoje izomeraze, epimeraze,
tautomeraze, racemaze, mutaze i cikloizomeraze. Ligaze kataliziraju reakcije nastajanja veze
izmedu dviju molekula. Kako bi to bilo moguce, kataliziraju u isto vrijeme 1 hidrolizu adenozin
trifosfata ili drugih molekula koje sadrze trifosfat (Aehle, 2004). Drugi i tre¢i broj u nazivu
enzima su karakteristi¢ni za svaki pojedini razred. Cetvrti broj ukazuje na specifi¢ni supstrat,
to jest na reaktant na koji enzim djeluje (Palmer 1 Bonner, 2007). Na primjer, za enzim endo-

1,4-B-ksilanazu se koristi oznaka Enzimske komisije EC 3.2.1.8.
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2.1.2. Enzim ksilanaza

Ksilanaze pripadaju razredu hidrolaza. Nazivaju se jo$ 1 hemicelulaze jer kataliziraju reakcije
hidrolize endo-1,4-B- D-ksiloidne veze ksilana (Aehle, 2004).

Ksilan je glavna sastavnica hemiceluloze. Njegova slozena struktura zahtjeva razliite enzime
za razgradnju (hidrolizu) do monomera ksiloze. Osim ksilanaza kao $to su endo-1,4,B-ksilanaza
i PB-ksilozidaza, potrebni su enzimi: a-glukuronidaza, o-L-arabinofuranozidaza, esteraze
fenolne kiseline 1 esteraze acetilksilana. Kako bi razgradnja bila potpuna, potrebno je

sinergisti¢no djelovanje navedenih enzima (Sunna 1 Antranikian, 1997).

Postojanje ovog enzima u prirodi nije rijetkost. MozZe se pronaci u bakterijama koje obitavaju
u vodenim i kopnenim staniStima, algama, gljivama, protozoama pa i u ve¢im organizmima kao
Sto su puzevi, insekti i preZivaci. Takoder, pronalaze se u drvenastim 1 jednogodis$njim biljkama.
Do sada je enzim pro¢iséen iz mikroorganizama kao §to su Penicillium rubens (Sekuljica i sur.,
2023), Aspergillus fumigatus (Ameen, 2023), Trichoderma reesei (Yan 1 sur.,, 2021) i

Thermomyces lanuginosus (Sibali¢, 2023).

Endo-1,4-B-ksilanaza (EC 3.2.1.8) ubrzava reakciju cijepanja unutarnjih glikozidnih veza
okosnice heteroksilana na Sto upucuje prefiks ,,endo-“. S obzirom na sloZenost strukture
supstrata, hidroliza se odvija u viSe koraka/reakcija koji za primarni produkt imaju
ksilooligosaharide te se oni daljnjim cijepanjem veza razgraduju na zavrSne produkte

ksilobiozu, ksilozu i ksilotriozu (Sunna i Antranikian, 1997).

Ksilanaze se mogu podijeliti u dvije obitelji (10 1 11) s obzirom na uvjete izoelektricne tocke,
molekularne mase, hidrofobne klaster analize i homologije sekvence amino kiselina. Ksilanaze
obitelji 10 karakterizira relativno visoka molekularna masa i niska vrijednost izoelektri¢ne
tocke, dok ksilanaze obitelji 11 imaju nizu molekularnu masu, a viSu vrijednost izoelektri¢ne
tocke. S obzirom na sve uvjete, enzim ksilanaza kojeg proizvodi 7. lanuginosus pripada obitelji

11 (Singh i sur., 2003).
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Primjena ksilanaze

Industrijska primjena enzima podrazumijeva njihovu stabilnost u razli¢itim uvjetima procesa
proizvodnje. Termostabilni enzimi (npr. ksilanaze) koje proizvode termofilni mikroorganizmi
su pogodni za industrijsku primjenu zbog stabilnosti pri visokim temeraturama, ali i stabilnosti

u organskim otapalima,, Sirokom rasponu pH vrijednosti i detergentima(Asad i sur., 2011).

Ksilanaze se najceS¢e upotrebljavaju u industriji pulpe i papira, prehrambenoj industriji i
proizvodnji biogoriva iz otpada agrokulture zbog sposobnosti katalize hidrolize ksilana,

sastavnog dijela hemiceluloze (Shahi i sur., 2016).

Ksilanaze se koriste za zamjenu klora kojim se izbjeljuje pulpa za proizvodnju papira zbog
produkata reakcije izbjeljivanja koji znatno manje utjecu negativno na okoli§ u usporedbi s
koristenjem klora. Iako se upotrebom ksilanaze ne moze u potpunosti izostaviti klor iz procesa,
smanjenjem koriStene koli¢ine klora pozitivno se djeluje na okoli§ s obzirom da klor razgraduje
lignin iz pulpe u produkte topljive u vodi ili luZznatim otapalima koji utje¢u na koli¢inu otpadnih

voda (Shahi 1 sur., 2016).

Grane prehrambene industrije u kojima je primjena ksilanaze najraSirenija su pekarska
industrija 1 proizvodnja pica. Koriste¢i ksilanazu u proizvodnji pekarskih proizvoda povecava
se nutritivni sastav, apsorpcija vode i volumen tijesta. U proizvodnji pi¢a se koristi za bistrenje
sokova 1 vina, ekstrakciju kave 1 biljnih ulja, stabilizaciju pulpe u sokovima uz druge enzime

(Shahi i sur., 2016).

Proizvodnja biogoriva (bioetanola) zahtjeva razliCite hidroliticke enzime, izmedu kojih su
ksilanaze, koji sudjeluju u razgradnji lignina iz lignoceluloze kako bi se izdvojila celuloza i

hemiceluloza potrebna za daljnje postupke dobivanja biogoriva (Shahi i sur., 2016).
2.2. Fermentacija na ¢vrstim nosacima

Fermentacija na ¢vrstim nosa¢ima (SSF) je nacin uzgoja mikroorganizama na supstratima u
¢vrstom stanju koji sadrze vezanu vodu, a vrlo malu koli¢inu slobodne vode (Khandeparkar 1

Bhosle, 2006). Najjednostavniji primjeri SSF-a su kompostiranje i siliranje.

Kao ¢vrsti nosac¢ (supstrat) u SSF metodi najcesce se koristi lignocelulozna biomasa. Tijekom
fermentacije, supstrat sluzi kao nosac i kao izvor mikro- i makroelemenata potrebnih za rast i
razvoj. Odabrani supstrat za uzgoj mikroorganizma treba biti selektivan tj. treba omoguciti

najve¢u mogucu proizvodnju ciljanog produkta, bez obzira je li to sam mikroorganizam ili
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njegovi primarni /ili sekundarni metaboliti. Primjeri takvih supstrata su trop grozda, pogace iz

proizvodnje ulja i prerade kikirikija, pivski trop, mekinje pSenice i sli¢no (Sibali¢, 2023).

Zbog povecane trziSne potraznje za sekundarnim metabolitima, SSF je postala predmet mnogih
istrazivanja kako bi se metoda mogla primijeniti na industrijskoj razini. Problemi zbog kojih
ova metoda dosada nije industrijski primjenjiva u proizvodnji visokovrijednih sekundarnih
metabolita su heterogenost sustava i problemi s uveéanjem mjerila, odrzavanje sterilnosti i
akumulacija topline nastale metabolickim procesima (Arora 1 sur., 2018). Bioreaktori koji se
najcesce primjenjuju za SSF, mogu se podijeliti u Cetiri kategorije s obzirom na nacin rada:
bioreaktor s pliticama, bioreaktor s upuhivanjem komprimiranog zraka, bioreaktori s

mijeSanjem 1 bioreaktor s fiksnim slojem (Arora 1 sur., 2018).
2.2.1. Thermomyces lanuginosus

Thermomyces lanuginosus je filamentna gljiva termofilnog karaktera, od prije poznata pod
nazivom Humicola lanuginosa. Prva izolacija ovog mikroorganizma je napravljena 1800.-ih
godina iz krumpira uzgojenog na kruhu od bijelog brasna, uz vrtnu zemlju, pri temperaturi oko
52°C. Za danaSnje potrebe se uobiCajeno izolira iz organske biomase koja raspadanjem
akumulira toplinu, a prirodna staniSta su kompost, drvenaste i1 zeljaste biljke (ukljucujuci

korjenje), izmet prezivaca 1 sli¢no (Singh 1 sur., 2003).

T lanuginosus ne pripada uobiCajenoj taksonomiji carstva gljiva. Smatra se dijelom grupe
deuteromiceta tj, nesavrsenih gljiva (fungi imperfecti) zbog jednostani¢nosti i nespolnog nacina
razmnozavanja. Kolonije su u pocetku bijele i nize od 1 mm. Daljnjim rastom kolonija postaje
siva, od srediSta prema krajevima, te u kasnijim fazama rasta tamno smeda/crna. Sojevi 7.
lanuginosus rastu u rasponu temperature od 20 do 60°C, s optimalnom temperaturom rasta 50°C

ipH 6,5 (Singh 1 sur., 2003).

T’ lanuginosus se uzgaja u industrijske svrhe za proizvodnju B-ksilanaze, invertaze, pektinaze,
lipaze, a-amilaze, glukoamilaze, B-glukozidaze, aminopeptidaze, o- glukozidaze, maltaze,

fitaze 1 proteaze (Jensen i sur., 2002).
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2.3. Metode prociS¢avanja enzima

Prilikom odabira metode pro¢iS¢avanja enzima cilj je odabrati metodu kojem je moguce postic¢i
maksimalni prinos uz odrZavanje maksimalnog stupnja €istoc¢e. Uz to, poZeljno je koristiti Sto

manji broj koraka prociS¢avanja (Bajpai, 2014).
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Metode koje se najcesce koriste za prociS€avanje enzima su: ekstrakcija, precipitacija proteina

sa soli, filtracija, ionska kromatografija, afinitetna kromatografija, dijaliza i elektroforeza.
Ekstrakcija

Postupak ekstrakcije se bazira na razlici u topljivosti tvari u razli¢itim otapalima. Ekstrakcija je
izvediva ukoliko tvar ima veéu topljivost u dodanoj fazi nego u izvornoj. Metoda Cesto ne
rezultira dovoljno Cistim produktom te se upotrebljava kao prvi korak pri viSestrukom

procis¢avanju enzima (Aehle, 2007).

Za ekstrakciju intracelularnih enzima najprije je potrebno razoriti stanicu mehanickom,
fizikalnom, kemijskom metodom ili kombinacijom istth. Nakon razaranja stanica, za
ekstrakciju enzima se najceSce koristi dvofazna ekstrakcija tekuce-tekuce gdje se faze ne
mijeSaju u potpunosti. Koriste se polimeri kao $to su dekstran i polietilen glikol ili polimer u
kombinaciji sa soli u vodenoj otopini (Aehle, 2007). Tijekom procesa, izdvojena gornja faza je

hidrofobnija od donje (Benavides i sur., 2011).

Ekstracelularni enzimi koji se nalaze u okolini stanica mogu se ekstrahirati dodavanjem otapala

(najCesce pufera), te nakon odredenog vremena centrifugiranjem izdvojiti (Asad 1 sur., 2011).
Precipitacija proteina sa soli

Ova metoda se joS naziva 1 isoljavanje. Bazira se na destabilizaciji proteina ionima soli §to
izaziva agregaciju molekula. Koriste se razliCite soli, od kojih je najucestalija amonijev sulfat
zbog visoke topljivosti, §to za rezultat daje otopinu relativno velike ionske jakosti. Takoder,

njegova trziSna cijena je niza u usporedbi s ostalim solima (Duong-Ly i Gabelli, 2014).

Vecina proteina nije topljiva u ¢istoj vodi nego zahtijevaju manju koncentraciju soli u otopini
kako bi oc¢uvali konformaciju. Anioni i kationi u relativno malim koncentracijama u otopini soli
neutraliziraju naboje na povrSini proteina, te sprjeCavaju agregaciju. S povecanjem
koncentracije soli u otopini, na povrsini proteina se ponovno javlja naboj zbog kojeg dolazi do
njihove agregacije 1 izdvajanja. Optimalna koncentracija otopine soli se utvrduje
eksperimentalno za pojedini enzim, a opce je poznato da je raspon koncentracije otopine 20-80
% (Aehle, 2007). Sposobnost razli¢itih aniona za isoljavanje proteina slijedi Hofmeister-ov niz:

P03~ >S02™ > CH,C00~ > Cl~ > Br~ > ClO; > 1~ > SCN~ (Duong-Ly i Gabelli, 2014).

Ovom metodom se moZe procistiti vecina proteina, bez obzira je li njihova sekvenca poznata.
Negativna strana ove metode je kontaminiranost ciljanog proteina s drugim proteinima, koji se

u isto vrijeme istaloze. Stoga je nakon isoljavanja, potrebno provesti druge metode
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procis¢avanja s ciljem izdvajanja kontaminanata (npr. ionska kromatografija) i zaostalih soli

(npr. dijaliza) (Duong-Ly i Gabelli, 2014).
Filtracija

Izdvajanje filtracijom se temelji na razli¢itom promjeru molekula. Koriste se razliciti filteri za

provedbu metode kao Sto su tlacni, vakuum filteri i filteri kriznog strujanja (Aehle, 2007).

Kod procesa filtracije vazni su pParametri koji utjecu na brzinu procesa filtracije su tlak pri
kojem se provodi filtracija, viskoznost medija, povrsina filtra i otpor koji pruza ,.kola¢* kojeg
¢ini zaostali ¢vrsti materijal na filtru. Takoder, potrebno je uzeti u obzir 1 kompresibilnost
bioloSkog materijala kao S§to su bakterijski fragmenti 1 stanice (Aehle, 2007).Proteini se
izdvajaju ultrafiltracijjom. Ovim nacinom se prociS¢avaju makromolekule molekulske mase
izmedu 1000 1 200 000 Da. Prema tome, smjesa proteina proc¢iS¢enih ovom metodom sadrzi i
druge tvari slicnih molekulskih masa. Metoda se izvodi provodenjem otopine/smjese koja
sadrzi proteine kriznim strujanjem kroz polupropusnu membranu pri tlaku nizem od 1000 kPa.
Nakon postupka nastane ultrafiltrat koji sadrzi tvari manjih molekulskih masa u usporedbi s

onima koje zaostaju u retentatu (Mistry 1 Maubois, 2004).
Ionska kromatografija

Metoda se bazira na razlici povrSinskog naboja molekula. Prema tome, moze se koristiti za
odvajanje gotovo svih iona i molekula s nabojem, na primjer nukleotida, aminokiselina i

proteina (Gupta i sur., 2023).

Molekule s povrSinskim nabojem se razlikuju u stupnju interakcije s kromatografskim medijem
pod nabojem. Razlog tome je razli¢it ukupni povrsinski naboj molekule, te njegova raspodjela
na povrsini 1 gusto¢a naboja. Naboj molekule proteina ovisi o pH vrijednosti okoline. Naboj je
nula pri izoelektri¢noj tocki (pri odredenoj pH vrijednosti) proteina. Ako se molekula nalazi u
puferu ¢ija je pH vrijednost viSa od izoelektricne tocke, protein je povrSinski negativno nabijen,
te se koristi pozitivho nabijen medij za kromatografiju (ionska smola). U sluc¢aju da je pH
vrijednost okoline u kojoj se molekula proteina nalazi niza od vrijednosti izoelektri¢ne tocke,
protein je pozitivno nabijen, a ionska smola za postupak kromatografije je negativno nabijena

(Gupta i sur., 2023).

Medij, to jest ionska smola za kromatografiju, treba zadovoljiti uvjete kapaciteta vezanja
molekula/iona, brzinu protoka, veli¢inu Cestica, pozitivni ili negativni naboj (anionska ili

kationska smola) i jacinu ionske izmjene (Gupta i sur., 2023.)
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Medij za kromatografiju se nabije u kolonu te €ini fiksirani sloj. Kolona se ispire puferom
(ekvilibrira), $to je najvazniji korak postupka ionske kromatografije. Nakon toga, kroz kolonu
prolazi uzorak (proteini suspendirani u istom puferu koji je koristen za ekvilibraciju). Zatim,
slijedi ponovno ispiranje kolone puferom kako bi se isprali proteini vezani nespecificno.
Gradijentnim ispiranjem, prvo izlaze iz kolone proteini slabijih naboja, pa redom do onih s
najve¢im povrsinskim nabojem. Zadnji korak je regeneracija kolone (medija) puferom velike
ionske jakosti nakon ¢ega se kolona moze ponovno koristiti za ionsku kromatografiju (Gupta i

sur., 2023).
Afinitetna kromatografija

Ova vrsta kromatografije se bazira na reverzibilnim vezama izmedu molekula koje se
analiziraju (enzimi, antitijela, nukleinska kiselina...) 1 tvari kromatografske kolone, liganada
(supstrat, antigeni, komplementarna nukleinska kiselina 1 drugo). Interakcije izmedu molekula
1 liganada mogu biti hidrofobne, elektrostatske, te mogu biti vezani vodikovim vezama ili van
der Waals-ovim vezama. Pojedine molekule koje se Zele izdvojiti, ispiru se iz kolone specifi¢no,
dodavajuci odredeni kompetitivni ligand. Ispirati se moZe i nespecifi¢no promjenom polarnosti,

pH ili ionske jakosti medija kolone (Gupta 1 sur., 2023).

Dijaliza

Postupak se temelji na principu difuzije. Naj¢eSce se uzorci otopina proteina proc¢is¢avaju od
soli koje zaostanu nakon prethodnih postupaka prociS¢avanja. Polupropusna membrana
(vrecica/crijevo za dijalizu) unutar koje se nalazi uzorak, postavlja se u posudu s puferom u
kojeg difundiraju molekule soli iz uzorka do ustanovljenja ravnoteze. Tijekom prolaza

molekula soli dolazi do kretanja pufera u suprotnom smjeru (prema uzorku). To moze

uzrokovati razrjedivanje uzorka najvise do 50 % (Andrew 1 sur., 2001).
Elektroforeza

Elektroforeza se moze definirati kao migracija nabijenih iona u elektricnom polju. Kako je ve¢
spomenuto, proteini pri odredenim pH vrijednostima imaju povrSinski naboj. Prema tome,
ovom tehnikom se mogu proc¢iS¢avati i izolirati proteini. Razdvajanje se bazira na ¢injenici da

razli¢iti ioni imaju razli¢itu mobilnost u elektricnom polju (Dennison, 2002).

Elektronska struja u otopinama putuje pomocu iona izmedu dviju elektroda, anode 1 katode.
Kada su elektrode uronjene u otopinu dolazi do razlike potencijala, te uz stabilni, jednoli¢ni

sastav otopine 1 stalni otpor, gradijent potencijala (voltaze) je linearan. Na ion, u ovakvom
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elektricnom polju djeluje elektroforetska sila. Ta sila omoguéuje ionu pokretljivost do katode

ili anode, ovisno o naboju. Na ion djeluje sila trenja ¢iji iznos u jednom trenutku postane jednak

elektroforetskoj sili, te se kretnja iona zaustavlja (Dennison, 2002).

Proteini trebaju biti suspendirani u puferu kako bi odrzavali povrSinski naboj. Odabir pufera za
elektroforezu znatno utjece na proces. pH vrijednost pufera utjece na vrstu naboja proteina koji
moze biti pozitivan ili negativan, te time utjece na smjer kretanja iona, prema anodi ili katodi.
Ionska jakost pufera utjece na brzinu migracije iona tijekom elektroforeze. Ako je pufer slabije
ionske jakosti, ioni ,,nose* ve¢inu elektronske struje 1 njihovo kretanje se ubrzava,elektroforeza
traje krace. JaCa ionska jakost pufera omogucava mu da ,,nosi* ve¢inu elektronske struje, a ioni
manji dio Sto znaci da Ce se sporije kretati, te ¢e proces elektroforeze trajati dulje. Utjecaj pufera
1 lonske jakosti je slozena pojava koja najviSe ovisi o veli¢ini molekula pufera i njihove

pokretljivosti (Dennison, 2002).

Postoje razlicite vrste elektroforeze kao Sto su: papirna, elektroendoosmoza, elektroforeza s
celulozno acetatnom membranom, s agaroznim gelom, Skrobnim gelom, poliakrilamidnim
gelom (PAGE), natrij dodecil sulfat — poliakrilamid gelom (SDS-PAGE), elektroforeza s
diskom, izotahoforeza. Razlikuju se u koriStenim materijalima, ali princip razdvajanja je isti

(Dennison, 2002).
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3.1. Zadatak

Zadatak ovog rada bio je:

metodom fermentacije na ¢vrstim nosacima uzgojiti Thermomyces lanuginosus koja

¢e proizvesti enzim endo-1,4- B-ksilanazu,

- procistiti proizvedeni sirovi enzim razliitim metodama talozenja: amonijevim
sulfatom zasi¢enosti pri sobnoj temperaturi 20-70 %; smjesom amonijevog sulfata
(zasi¢enosti 20-70 %) 1 tert-butanola u omjerima 1:1, te 1:2; acetonom volumnog

udjela 20-70 % u jednom 1 dva stupnja,

- procesom dijalize izdvojiti soli zaostale proc¢iS¢avanjem uzorka ve¢ spomenutim

metodama,

- provesti ispitivanja ovisnosti aktivnosti enzima o temperaturi (7' = 25 - 95°C) i pH

(pH = 2 - 10) u neproc¢is¢enom i proc¢is¢enom uzorku,

- odrediti molekulsku masu enzima.

3.2. Materijali i metode

3.2.1. Kemikalije

Kemikalije koriStene za provedbu eksperimenata su:

Bradford reagens, koncentrirani; Prehrambeno-tehnoloski fakultet Osijek, Osijek,
pSenicni arabinoksilan; Megazyme, Irska,

3,5-dinitrosalicilna kiselina (98 %); Thermo Scientific Chemicals, Belgija,

natrijev dihidrogenfosfat monohidrat; Thermo Scientific Chemicals, Belgija,

natrijev hidrogenfosfat; Thermo Scientific Chemicals, Belgija,

kalijev natrijev tartarat; Fisher Scientific, SAD,

volumetrijska otopina natrijevog hidroksida (1 mol/L); GRAM-MOL d.o.0., Hrvatska,
klorovodic¢na kiselina; GRAM-MOL d.o.0., Hrvatska,

tert-butilni alkohol; Fisher Scientific, SAD,

aceton; GRAM-MOL d.o.o., Hrvatska,

amonijev sulfat; Acros Organics, Belgija.
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3.2.2. Priprema otopina

Razrijedena otopina Bradfordi¢inog reagensa

Koncentrirani Bradford reagens je razrijeden destiliranom vodom u volumnom omjeru 1:4.
Otopina se priprema neposredno prije upotrebe, a koncentrirani Bradford reagens se skladisti u

hladnjaku.
Fosfatni pufer 0,1 M

Fosfatni pufer volumena 1000 mL, te koncentracije 0,1 mol/L pripremljen je mijeSanjem dviju
otopina (A 1 B). Otopina A dobivena je otapanjem 12,6952 g natrijeva dihidrogenfosfata
monohidrata u 460 mL destilirane vode. Otopina B dobivena je otapanjem 1,7034 g natrijeva
hidrogenfosfata u 60 mL destilirane vode. Volumen od 442,88 mL otopine A pomijesan je s
volumenom od 57,12 mL otopine B. Dobivena otopina volumena 500 mL je promijeSana
pomoc¢u magnetne mijeSalice nakon cega se mjerila pH vrijednost otopine pH metrom (HI 2211
pH/ORP Meter, HANNA instruments, SAD). pH vrijednost je korigirana postepenim
dodavanjem vrlo malog volumena koncentrirane klorovodicne kiseline ili otopine natrijevog
hidroksida do vrijednosti 5,95. Fosfatni pufer je prenesen u odmjernu tikvicu oznacenog

volumena 1000 mL, te je dodana destilirana voda do oznake.
1 % otopina arabinoksilana

PSenicni arabinoksilan je koriSten u obliku 1 % otopine. Pripremljeno je i koriSteno Sest otopina
pSeni¢nog arabinoksilana koje se razlikuju u otapalu i pH vrijednosti. Za otopinu pH vrijednosti
6 kao otapalo je koriSten ve¢ spomenuti fosfatni pufer pH vrijednosti 5,95, a za drugu otopinu
destilirana voda. Dodatno je za 4 otopine arabinoksilana, u fosfatni pufer otpipetirana dovoljna
koli¢ina koncentrirane klorovodi¢ne kiseline ili otopine natrijevog hidroksida kako bi se
postigle pH vrijednosti 2, 4, 8 1 10. 0,3 g pSeni¢nog arabinoksilana otopljeno je u 30 mL otapala
(fosfatni pufer razli¢ite pH vrijednosti/destilirana voda) minimalnim zagrijavanjem i
mijeSanjem.

DNS reagens

DNS reagens je pripremljen otapanjem 10,9 g 98 % 3,5-dinitrosalicilne kiseline u 400 mL 0,5
mol/mL otopine natrijevog hidroksida mijeSanjem na magnetnoj mijesalici, te zagrijavanjem na
60°C. Nakon toga, postepeno se dodaje 150 g kalijeva natrijeva tartarata dok se u potpunosti ne
otopi. Otopina se prenese u odmjernu tikvicu, te nakon hladenja na sobnu temperaturu,

nadopunjena je destiliranom vodom do oznake volumena od 500 mL.
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Otopine amonijevog sulfata

Pri sobnoj temperaturi otopina amonijevog sulfata je zasi¢ena pri 4,1 M. Ova koncentracija se
postize otapanjem 541,774 g amonijevog sulfata u 1000 mL destilirane vode. Za provedbu

zadatka ovog rada potrebne su otopine zasic¢enosti 20, 30, 40, 50, 60 i 70 %.

Masa amonijevog sulfata potrebna za ostvarivanje odredene koncentracije otopine na 1000 mL

racuna se po formuli (1):

541,774
100

(1)
gdje je:
X — masa amonijevog sulfata potrebnog za postizanje otopine odredene koncentracije [g]

y - zasi¢enost otopine koju je potrebno izracunati [%].

Na primjer, za otopinu zasi¢enosti 20 %:

541,774-20
X =—
100

x = 108,3548 g.
Formula (1) se na isti na¢in primjenjuje za otopine druge zasi¢enosti.

3.2.3. Proizvodnja enzima endo-1,4-f-ksilanaza

3.2.3.1. Mikroorganizam i supstrat

Mikroorganizam koriSten u svrhu ovog istrazivanja je gljiva 7. lanuginosus, uzgojena na

krumpirovom dekstroza agaru (Liofilchem S.r.1., Italija) u vremenskom rasponu od deset dana.

Supstrat koriSten za rast 7' lanuginosus je pivski trop (Slika 1) (Osjecka pivovara, Hrvatska).
SkladiSten je u zamrzivacu te je prije upotrebe odmrznut na sobnu temperaturu i promijesan.

Prosje¢na vlaznost uzoraka pivskog tropa za uzgoj T. lanuginosus je 79 %.
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Slika 1 Pivski trop pripremljen za proces fermentacije na ¢vrstim nosac¢ima (osobna arhiva).

3.2.3.2. Fermentacija na ¢vrstim nosa¢ima (SSF)

Proces fermentacije je proveden u standardnim staklenkama u koje je odvagano 50 g pivskog
tropa. Staklenke sa supstratom su sterilizirane u autoklavu (AMA 270, Astell Scientific Ltd) na
121°C tijekom 15 minuta. Nakon toga su ohladene na sobnu temperaturu 1 inokulirane s T
lanuginosus u sterilnim uvjetima. Inokulacija svake staklenke je provedena s pet micelijskih
diskova (promjer 1 cm) uronjenih i promijesanih u 10 mL destilirane vode. Staklenke su dobro
protresene i prekrivene polupropusnom membranom.. Nakon toga se odvija fermentacija na
45°C, pri 20 % ventilacije tijekom 10 dana u inkubatoru (KB 115, BINDER GmbH). Primjer

rasta 1. lanuginosus na pivskom tropu prikazan je na Slici 2.

Slika 2 7. lanuginosus na pivskom trupu nakon 10 dana fermentacije (osobna arhiva).
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3.2.3.3. Ekstrakcija enzima endo-1,4-pB-ksilanaza

Svakih 24 h fermentacije tijekom 10 dana, provedena je kruto-tekuca ekstrakcija enzima.
Najprije je izvagana staklenka s fermentacijskom smjesom (pivskim tropom i
mikroorganizmom) kako bi se pratila promjena mase fermentacijske smjese tijekom

fermentacije.

Reakcijska smjesa je homogenizirana, nakon ¢ega su izdvojena dva uzorka od 2 g od kojih je
jedan pomijeSan s destiliranom vodom volumena 10 mL, a drugi s fosfatnim puferom istog
volumena. Uzorci su zatim vorteksirani (Vortex MX-S, DLAB Scientific) 15 sekundi svakih 5
minuta, u vremenu od 30 minuta. Zatim su podvrgnuti centrifugiranju na centrifugi prikazanoj
na Slici 3 (Z 326 K, Hermle Labortechnik GmbH) tijekom 5 minuta, na 11000 rcf. Nakon

centrifugiranja, supernatant je izdvojen te koristen u daljnjoj analizi.

Slika 3 Centrifuga Z 326 K, Hermle Labortechnik GmbH (osobna arhiva).

3.2.4. Prociséavanje sirovog ekstrakta enzima endo-1,4-B-ksilanaza

3.2.4.1. TaloZenje u amonijevom sulfatu

Enzim endo-1,4-B-ksilanaza se istaloZi iz supernatanta volumena 2 mL, nakon procesa
ekstrakcije, dodavanjem amonijevog sulfata do zasi¢enosti 20, 30, 40, 50, 60 1 70 % (Ding i
sur., 2017). Uzorci su potom promijesani na vorteksu (Vortex MX-S, DLAB Scientific) dok se
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sav amonijev sulfat ne otopi. TaloZenje se odvija 24 h, pri +4 °C.. Nakon talozenja, uzorci su

centrifugirani (Z 326 K, Hermle Labortechnik GmbH) 15 minuta, na 9000 rcf.
3.2.4.2. TaloZenje u amonijevom sulfatu i t-butanolu

Ovaj proces procis¢avanja uzorka se provodi na isti nacin kao taloZenje u amonijevom sulfatu,
uz dodatak z-butanola. ProciS¢avanje je provedeno u omjerima; amonijev sulfat:t-butanol=1:1,

te 1:2 (Sikdar i sur., 2021).
3.2.4.3. TaloZenje u acetonu

Proc¢is¢avanje acetonom je provedeno jednostupanjski i dvostupanjski.

Za ovu vrstu proc¢iS¢avanja koristen je hladni aceton, ohladen u zamrzivacu na temperaturu od
-20°C. Koncentracije acetona ( 20, 30, 40, 50, 60 1 70 %) su izracunate na ukupni volumen
uzorka (sirovog ekstrakta) 1 acetona. Uzorku se dodaje izraCunati volumen acetona ovisno o
potrebnoj koncentraciji, te se kratko stavlja na vorteks (Vortex MX-S, DLAB Scientific). Uzorci
su skladiSteni tijekom 24 h u hladnjaku te centrifugirani(Z 326 K, Hermle Labortechnik GmbH)

na 9000 rcf, tijekom 15 minuta.

Dvostupanjsko talozenje hladnim acetonom podrazumijeva isti postupak naveden u ovom

poglavlju, nakon kojeg se dodaje ohladeni aceton (7' = -20°C) u omjeru 1:1 u supernatant.
3.2.4.4. Dijaliza

KoriSteno je crijevo za dijalizu, prethodno izrezanos obzirom na volumen uzorka i posude u
kojoj se proces odvija. Jedna strana crijeva se zaveze, te se uzorak prenese pipetom, nakon ¢ega
se zaveze 1 druga strana. Crijevo s uzorkom je postavljeno u posudu napunjenu fosfatnim
puferom pH vrijednosti 6 (Slika 4). Proces dijalize se odvijao tijekom 24 h, na magnetnoj

mijesalici, lagano mijeSajudi.
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Slika 4 Dijaliza (procesni uvjeti: ¢t = 24 h, T =20°C, uzorak enzima djelomi¢no procis¢en
metodom s 50 % amonijevim sulfatom) (osobna arhiva).

3.2.4.5. Elektroforeza

Elektroforeza proteina provedena je primjenom 16 % poliakrilamidnih gelova (Novex™ Tris-
Glycine Mini Gels) za optimalno odvajanje i rezoluciju Sirokog raspona proteina (8—250 kDa)
u uvjetima denaturirajuce gel elektroforeze. Elektroforeza proteinskog gela provedena je prema
originalnom protokolu proizvodaca za navedene gelove. Uzorak je pripremljen u epruveti u
ukupnom volumenu od 40 pL za elektroforezu, uklju¢uju¢i 10 pL uzorka proteina, 20 pL Tris-
glicina pufera za uzorak (Tris-Glycine SDS Sample Buffer, Thermo Fisher), 4 uL reducirajuceg
sredstva (NuUPAGE™ Sample Reducing Agent, Thermo Fisher) 1 6 pL ultra ¢iste vode. Uzorak
je inkubiran 10 minuta na 85 °C. Pufer za elektroforezu pripremljen je razrjedivanjem 100 mL
Tris-glicina pufera (10X Tris-Glycine Native Running Buffer, Thermo Fisher) u 900 mL ultra
¢iste vode. U svaku komoru spremnika za elektroforezu (Mini Gel Tank, Thermo Fisher) (Slika
5 a)) dodano je po 400 mL deset puta razrijedenog Tris-glicina pufera (Slika 5 a)). Gelovi su
pripremljeni uklanjanjem CeSlja, a jaZice gela isprane su tri puta s deset puta razrijedenim Tris-
glicin puferom. Zatim su uklonjene bijele trake na dnu kazeta s gelom, nakon ¢ega su gelovi

umetnuti u komore spremnika za elektroforezu.
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a) b)

Slika 5 a) Spremnik za elektroforezu, Mini Gel Tank, Thermo Fisher, b) Izvor istosmjerne
struje PowerEase Touch 120W Power Supply, Thermo Fisher (osobna arhiva).

Nakon inkubacije, uzorci su injektirani u jazice gela. U prvu jaZicu dodano je 40 pL uzorka s
proteinskim markerima (PageRuler Plus Prestained Protein Ladder, 10 to 250 kDa). U preostale
jazice dodano je 40 pL pripremljenog uzorka procis¢ene endo-1,4-B-ksilanaze u razlicitim
razrjedenjima. Nakon dodavanja uzoraka, sustav je zatvoren poklopcem i prikljuen na izvor
istosmjerne struje (Slika S b)) s konstantnim naponom (U = 200 V) (PowerEase Touch 120W
Power Supply, Thermo Fisher). Elektroforeza je trajala 40 minuta, dok se crta s uzorcima nije
spustila do dna stakala. Nakon zavrSetka elektroforeze, gel je odvojen od stakala i podvrgnut
bojanju prema metodi Sibali¢, 2023. Otopina za bojenje pripremljena je otapanjem 0,1 g
Coomassie Brilliant Blue G-250 u 50 mL metanola, 7 mL vodene otopine okten kiseline (10 %,
v/v) 1 43 mL ultra Ciste vode. Bojanje je provedeno u digestoru u trajanju od 1 sat. Nakon
bojanja, gel je odbojen tako da je otopina za bojenje uklonjena, a gel prekriven ultra Cistom

vodom uz nekoliko izmjena vode tijekom 12 sati.
3.2.5. Odredivanje koncentracije proteina

Koncentracija proteina u uzorcima je odredena Bradfordi¢inom metodom. Bojilo Coomassie
Brilliant Blue G-250 u anionskom obliku je koristen kao reagens. U dodiru s proteinima reagira
stvaranjem kompleksa boja:protein, a veZe se na bo¢ne ogranke proteina. Kompleks pri 595 nm

ukazuje na apsorpcijski maksimum (Strelec, 2009).

Spektrofotometar se nulira slijepom probom koju ¢ini destilirana voda u kiveti. U ostale kivete
se otpipetira 100 pL ekstrakta proteina i 2 mL reagensa netom pripremljenog. Osigurava se pet
minuta vremena za reakciju i nastajanje kompleksa boja:protein te se spektrofotometrom (Slika

6) (Shimadzu, UV-1280) mjeri apsorbancija pri 595 nm.
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Slika 6 Spektrofotometar Shimadzu, UV-1280 (osobna arhiva).

3.2.6. Odredivanje aktivnosti enzima endo-1,4-p-ksilanaza

Aktivnost enzima je odredena metodom po Bailey-u (1992). Metoda je provedena s 1 %

otopinama arabinoksilana u destiliranoj vodi i fosfatnom puferu pH 5.95 kao otapalima (3.2.2.).

Tijekom metode pripremljene su dvije slijepe probe, dvije epruvete za provjeru koncentracije

enzima, te Sest glavnih proba.

900 puL otopine arabinoksilana je otpipetirano u sve epruvete (5 epruveta s vodenom otopinom
15 s puferskom). Za glavne probe otpipetirano je po 100 pL ekstrakta enzima, nakon ¢ega su
promijeSane na vorteksu (Vortex MX-S, DLAB Scientific). Uzorci su zatim inkubirani u
vodenoj kupelji (Elma, Elmasonic P 120 H) pet minuta pri 65°C (Slika 7). 1,5 mL DNS
reagensa je otpipetirano nakon inkubacije, u svaku epruvetu, te dodatno 100 pL destilirane vode
ili fosfatnog pufera u epruvete za slijepe probe, ovisno o otopini arabinoksilana. 100 pL
ekstrakta enzima je otpipetirano u epruvete za provjeru koncentracije enzima. Svi uzorci su jo§
jednom kratko promijeSani na vorteksu i inkubirani u vodenoj kupelji tijekom pet minuta,
100°C. Nakon hladenja, izmjerena je apsorbancija spektrofotometrom (Shimadzu, UV-1280)
pri 540 nm.

Volumne 1 specifi¢ne aktivnosti enzima izracunate su prema sljede¢im formulama:

VR dA
edvg dt

V.A. =

U/mL (2)

gdje je:
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V.A. — volumna aktivnost enzima endo-1,4-B-ksilanaze [U/mL]
v — ukupni volumen uzorka [mL]
& — molarni ekstincijski koeficijent ksiloze [dm3/(mol - cm)]

d - promjer kivete [cm]

dA . .
3, ~ Promjena apsorpcije u vremenu [-].

S.A. je rac¢unata po formuli (3):

S.A = V.A.

U/mg

Yprotein
gdje je:
S.A. — specifi¢na aktivnost enzima [U/mg]

Yprotein — KOncentracija proteina u uzorku [mg/mkL].

3)

Slika 7 Vodena kupelj Elma, Elmasonic P 120 H (osobna arhiva).

3.2.7. Ispitivanje utjecaja temperature i pH vrijednosti na aktivnost

procis¢enog enzima endo-1,4-p- ksilanaza

Ispitivanje ovisnosti aktivnosti enzima o pH 1 temeraturi provedeno je sa sirovim enzimom i

enzimima prociS¢enima taloZenjem u amonijevom sulfatu (zasi¢enosti 50 %) 1 dvostupanjskom

metodom taloZenja s acetonom.
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Utjecaj temperature na aktivnost enzima

S ciljem dokazivanja utjecaja temperature na aktivnost enzima, pripremljeni su uzorci kako je
opisano u poglavlju 3.2.6. za odredivanje aktivnosti enzima, te su inkubirani na temperaturama
25, 35,45, 65,75, 85195°C. Kao supstrat koristena je 1% puferska otopina arabinoksilana (pH
= 5,95).

Utjecaj pH vrijednosti na aktivnost enzima

Analiza dinamicke promjene aktivnosti enzima o pH vrijednosti provedena je metodom
opisanom poglavljem 3.2.6. Uzorci su inkubirani pri 65°C. Postupak je proveden pri pH
vrijednostima pH 2, 4, 6, 8 1 10. KoriStene su 1% puferske otopine arabinoksilana pH 2, 4, 6, 8

1 10 pripremljene postupkom opisanim u poglavlju 3.2.2.
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4. Rezultati i rasprava

4.1. Proizvodnja sirovog ekstrakta enzima endo-1,4-p-ksilanaze u uvjetima

fermentacije na ¢vrstim nosa¢ima

Proces uzgoja 7. lanuginosus na pivskom tropu trajao je 10 dana. Svakodnevno je mjeren
gubitak mase fermentacijske smjese, pH te volumne i specifi¢ne aktivnosti sirovog ekstrakta
enzima ekstrahiranog u destiliranoj vodi i u fosfathom puferu (pH = 5,95). Pripremljeni

ekstrakti za mjerenje aktivnosti enzima prikazani su na Slici 8.

Slika 8 Pripremljeni ekstrakti enzima endo-1,4-3 _ksilanaze nakon prV dana fermentacije
(uvjeti ekstrakcije: omjer kruto-tekuce 5 mL/g, t = 30 min, 7= 20°C, centrifugiranje pri
11000 rcf, = 5 min) (osobna arhiva).

Nakon prvog dana fermentacije dobiveno je oko 5 mL sirovog ekstrakta enzima (ekstrakcijom
2 g fermentacijske smjese u 10 mL destilirane vode odnosno pufera). Primije¢eno je da se
volumen ekstrakta kojeg je moguce izdvojiti tijekom fermentacije smanjuje, zbog smanjenja

vlaznosti fermentacijske smjese $to je posljedica isparavanja vode.
Promjena gubitka mase fermentacijske smjese tijekom fermetancije

Masa fermentacijske smjese je mjerena svaki dan tijekom fermentacije. Rezultati aritmeticke

sredine mjerenja (2 ili 3 teglica) prikazani su na Slici 9.
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Slika 9 Srednje vrijednosti mase fermentacijske smjese u ovisnosti o vremenu fermentacije.

1z Slike 9 vidljivo je da dolazi do smanjenja mase fermentacijske smjese tijekom fermentacije.

Nakon 10 dana fermentacije gubitak na masi je bio 20,84 %. Smanjenje mase fermentacijske

smjese se dogada zbog gubitka vlaznosti i razgradnje supstrata i oslobadanja CO., uslijed

kataliticke aktivnosti enzima iz. 7. lanuginosus.

Promjena pH vrijednosti

pH vrijednost sirovog ekstrakta enzima endo-1,4-B-ksilanaze odredivana je u uzorcima

ekstrahiranim destiliranom vodom 1 fosfatnim puferom (pH = 5,95). Na Slici 10 prikazana je

promjena pH vrijednosti tijekom fermentacije.

3]

PH [-]

w

t[dan]

@ voda

pufer

Slika 10 Srednja vrijednost pH fermentacijske smjese u ovisnosti o vremenu fermentacije.
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4. Rezultati i rasprava

Vrijednost pH u oba uzorka pocinje rasti tre¢i dan fermentacije, te se smanjuje postepeno i
priblizno do pocetne vrijednosti od 7,04 za uzorak s destiliranom vodom i 6,09 za uzorak s
fosfatnim puferom desetog dana, kada je fermentacija prekinuta. Tijek promjene vrijednosti se
moze povezati s fazama rasta mikroorganizma. Metaboliti koji nastaju rastom mikroroganizama
(npr. amino kiseline, lipidi, ugljikohidrati i slicno) mogu utjecati na pH vrijednost okoline
mikroorganzima (Kumar i sur., 2021). Za veéinu sojeva 7. lanuginosus, optimalna vrijednost
pH za rast i razvoj je 6,5 (Singh 1 sur., 2003). Prema tome, pretpostavlja se da ¢e se postici vece
aktivnosti s enzimom koji je ekstrahiran u puferu, o odnusu na onaj koji je ekstrahiran u vodi.
Ova pretpostavka je dokazana, a rezultati mjerenja specificne aktivnosti dvaju ekstrakata

(ekstrakt u vodi 1 ekstrakt u puferu) su prikazaniu sljede¢em poglavlju
Volumna i specificna aktivnost sirovog ekstrakta enzima endo-1,4-p-ksilanaze

Enzim je ekstrahiran u destiliranoj vodi 1 u fosfatnom puferu (pH = 5,95). Provedene su dvije
paralelne probe. Mjerene su volumna 1 specificna aktivnost prema prethodno opisanim
metodama. Volumna aktivnost je izraCunata pomocu baZzdarne krivulje prikazane na Slici 11 1

ekstincijskog koeficijenta €.

0,800
0,700
0,600
y =0,0466x
0,500 R?=0,9979

0,400

540 nm

0,300

A.

0,200
0,100

0,000
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€ gsmoza [Mmol/mL]

Slika 11 BaZzdarna krivulja za izra¢un volumne aktivnosti enzima
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Slika 12 prikazuje usporedbu volumnih aktivnosti, a Slika 13 usporedbu specifi¢nih aktivnosti
sirovog ekstrakta enzima endo-1,4-B-ksilanaze ekstrahiranog destiliranom vodom (plava boja)
i fosfatnim puferom (narandzasta boja) tijekom 10 dana fermentacije. Izmjerene su vece
aktivnosti, i volumne i specifi¢ne, s uzrokom koji je ekstrahiran u fosfatnom puferu. Budu¢i da
je najveca specificna aktivnost izmjerena nakon osmog dana, svi ostali pokusi provedeni su s
enzimom ekstrahihranom u puferu nakon 8 dana fermentacije. 3 mL sirovog ekstrakta enzima

endo-1,4-B-ksilanaze dobije se ekstrakcijom 2 g materijala u 10 mL fosfatnog pufera.

4500,00
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3500,00

3000,00 °
2500,00 °

® voda

2000,00 ®
e pufer

V.A. [U/mL]

1500,00
1000,00 a
500,00 $

0,00

t [dan]

Slika 12 Ovisnost volumne aktivnosti enzima o vremenu fermentacije.
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Slika 13 Ovisnost specifi¢ne aktivnosti enzima o vremenu fermentacije
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4.2. ProciS¢avanje sirovog ekstrakta enzima endo-1,4-p-ksilanaze taloZenjem

u amonijevom sulfatu

Sirovi ekstrakt enzima, ekstrahiran u puferu nakon osmog dana fermentacije 7. lanuginosus
djelomicno je proc¢is¢en metodom taloZenja razli¢itim koncentracijama (20-70 %) amonijevog

sulfata u uzorku.

TaloZenjem proteina (enzima) amonijevim sulfatom u uzorku nastanu dva sloja, gornji i donji
sloj (Slika 14). Koncentracija proteina u gornjem sloju (proteinskom) je ve¢a s obzirom na
donji sloj. Za analizu je otpipetiran gornji sloj, dok je donji sloj analiziran kao neformalna

provjera rezultata analize gornjeg sloja.

Slika 14 Uzorci sirovog ekstrakta enzima endo-1,4-B-ksilanaze podvrgnuti ekstrakeiji
taloZenjem amonijevim sulfatom (uvjeti ekstrakcije: 20-70% amonijev sulfat, t =24 h, T'=
4°C, centrifugiranje pri 9000 rcf, # = 15 minuta) (osobna arhiva).

Rezultati su prikazani u Tablici 1. Najveci stupanj prociS¢avanja i prinos enzima endo-1,4-3-
ksilanaze postigut je koristeci otopinu uzorka s 50 %-im amonijevim sulfatom. Relativno male
koncentracije soli, u ovom slu¢aju amonijevog sulfata, u otopini proteina sprje¢ava njegovu
aglomeraciju, te time i taloZzenje (Duong-Ly 1 Gabelli, 2014). Vece koncentracije soli u uzorku
rezultiraju relativno velikim stupnjem proc¢iS¢avanja, ali daju manje prinose. Za ovaj primjer
mogu se usporediti rezultati iz Tablice 1 za uzorke proci¢ene s 50 1 70 % amonijevog sulfata

u uzorku. Razlika u stupnju prociS¢avanja je 0,97, dok je razlika u prinosu 49,20 %.
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Tablica 1 Rezultati procis¢avanja sirovog ekstrakta enzima endo-1,4-p-ksilanaze talozenjem u
amonijevom sulfatu (uvjeti ekstrakcije: 20-70% amonijev sulfat, t =24 h, 7= 4°C,
centrifugiranje pri 9000 rcf, # =15 minuta)

Stupanj Koncentracijski
Uzorak procis¢avanja Prinos (%) faktor
20 % amonijevog sulfata 0,47 4,56 10
30 % amonijevog sulfata 0,58 5,05 10
40 % amonijevog sulfata 7,76 62,36 10
50 % amonijevog sulfata 11,06 124,67 10
60 % amonijevog sulfata 8,52 80,10 10
70 % amonijevog sulfata 10,08 75,47 10

4.3. ProciS¢avanje sirovog ekstrakta enzima endo-1,4-p-ksilanaze taloZenjem

u amonijevom sulfatu i zert-butanolu

Omjer amonijev sulfat : ~butanol = 1:1

U usporedbi s postupkom talozemnja s amonijevim-sulfatom, primjenom #-butanola na kraju
procesa prociS¢avanja nastanu tri sloja: gornji sloj (sadrzi ¢-butanol), srednj sloj (sloj proteina)

1 donji sloj (sadrzi amonijev sulfat) (Slika 15)

TTE e

|

Slika 15 Uzorci sirovog ekstrakta enzima endo-1,4-B-ksilanaze podvrgnuti ekstrakceiji
taloZenjem amonijevim sulfatom i fer#-butanolom (uvjeti ekstrakcije: amonijev sulfat:#-
butanol=1:1, # = 24 h, T = 4°C, centrifugiranje pri 9000 rcf, # =15 min) (osobna arhiva).

Rezultati su prikazani u Tablicom 1. ProciS¢avanje uzorka s 50 % amonijevim sulfatom i #-

butanolom rezultira najveéim stupnjem procis¢avanja od 2,85 u usporedbi s uzorcima
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proc¢is¢avani drugim udjelom amonijeva sulfata (uz #-butanol). Uzorak procis¢en s 60 %
amonijevim sulfatom i #-butanolom rezultira najve¢im prinosom od 59,86 %, sto je razlika od
1,80 % u usporedbi s prethodno spomenutim uzorkom. Razlika stupnja proc¢is¢avanja ova dva
uzorka je 0,54.

Tablica 2 Rezultati procis¢avanja sirovog ekstrakta enzima endo-1,4-p-ksilanaze talozenjem u

amonijevom sulfatu i #-butanolu (uvjeti ekstrakcije: amonijev sulfat:z-butanol=1:1, r =24 h, T
= 4°C, centrifugiranje pri 9000 rcf, # =15 min).

Stupan;j Koncentracijski
Uzorak procis¢avanja Prinos (%) faktor
20 % amonijevog sulfata 0,16 1,17 10
30 % amonijevog sulfata 1,13 5,83 10
40 % amonijevog sulfata 1,56 16,34 10
50 % amonijevog sulfata 2,85 58,06 10
60 % amonijevog sulfata 2,31 59,86 10
70 % amonijevog sulfata 1,64 56,89 10

Omjer amonijev sulfat : ~butanol = 1:2

Metoda se razlikuje od prethodne u koristenom volumenu #-butanola za analizu koji se odreduje

prema omjeru amonijev sulfat:z-butanol = 1:2. Udjeli amonijevog sulfata ostaju isti (20-70 %).

Zavrsetkom metode prociS¢avanja, nastanu tri sloja (Slika 16) koja se ne razlikuju znacajno od

onih u prethodnoj metodi.

Slika 16 Uzorci sirovog ekstrakta enzima endo-1,4-B-ksilanaze podvrgnuti ekstrakeiji
taloZenjem amonijevim sulfatom i fert-butanolom (uvjeti ekstrakcije: amonijev sulfat:#-
butanol=1:2, t =24 h, T = 4°C, centrifugiranje pri 9000 rcf, = 15 min) (osobna arhiva).
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Rezultati su prikazani u Tablici 3. Najveci stupanj procis¢avanja (5,44) postignut je koriStenjem
50 % amonijevog sulfata i #-butanola (1:2). Koristenje 70 % amonijevog sulfata i #-butanola
(1:2) rezultira najve¢im prinosom od 163,81 %. Razlika u stupnju proc¢is¢avanja u ova dva
uzorka je 2,30, a u prinosu je 8,91 %.

Tablica 3 Rezultati pro¢is¢avanja sirovog ekstrakta enzima endo-1,4-B-ksilanaze taloZenjem u

amonijevom sulfatu i -butanolu (uvjeti ekstrakcije: amonijev sulfat:f-butanol=1:2, t =24 h, 7=
4°C, centrifugiranje pri 9000 rcf, £ = 15 min).

Stupan;j Koncentracijski
Uzorak prociséavanja Prinos (%) faktor
20 % amonijevog sulfata 0,81 4,77 10
30 % amonijevog sulfata 0,86 5,51 10
40 % amonijevog sulfata 3,09 32,24 10
50 % amonijevog sulfata 5,44 154,90 10
60 % amonijevog sulfata 3,09 156,55 10
70 % amonijevog sulfata 3,14 163,81 10

4.4. ProciS¢éavanje sirovog ekstrakta enzima endo-1,4-p-ksilanaze taloZenjem
u acetonu
Jednostupanjsko proci§¢avanje u hladnom acetonu

Prikaz uzoraka nakon ekstrakcije u hladnom acetonu, odlezavanja i centrifugiranja, prikazan je

na Slici 17.

Slika 17 Uzorci sirovog ekstrakta enzima endo-1,4-B-ksilanaze podvrgnuti ekstrakeiji
taloZzenjem hladnim acetonom (uvjeti ekstrakcije: jednostupanjsko, 7(aceton) = -20°C, t =24
h, T(taloZenje) = 4°C, centrifugiranje pri 9000 rcf, # = 15 min) (osobna arhiva).
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4. Rezultati i rasprava

Razlika u supernatantima nastalih koriStenjem 20 i 70 % acetonom vidljiva je u njihovoj boji i

bistrini (Slika 18).

20% 70%

Slika 18 Supernatanti nastali proc¢iS¢avanjem sirovog ekstrakta enzima endo-1,4- B-ksilanaze
hladnim acetonom (uvjeti ekstrakcije: jednostupanjsko, 7(aceton) = -20°C, t =24 h,
T(talozenje) = 4°C, centrifugiranje pri 9000 rcf, 15 minuta) (osobna arhiva).

Prema tome, ocekivan je najvisi stupanj proc¢iS¢avanja u uzorku tretiranim sa 70 % acetonom.
Medutim, rezultati analiza prikazani u Tablici 4 ukazuju na najvisi stupanj procis€avanja i
najve¢im prinosom koriste¢i 60 % aceton. Zanimljivi su rezultati raspona od 20 do 50 % acetona
koji se znatno ne razlikuju u stupnju procis¢avanja i prinosu, dok usporedujuci uzorke za koje
je koristeno 50 1 60 % acetona, razlika u stupnju procis¢avanja je 1,35, a u prinosu ¢ak 72,36
%.

Tablica 4 Rezultati procis¢avanja sirovog ekstrakta enzima endo-1,4-p-ksilanaze hladnim

acetonom (uvjeti ekstrakcije: jednostupanjsko, 7(aceton) = -20°C, ¢ =24 h, T(talozenje) = 4°C,
centrifugiranje pri 9000 rcf, = 15 min).

Stupanj Koncentracijski
Uzorak procis€avanja Prinos (%) faktor
20 % acetona 0,05 0,70 20
30 % acetona 0,05 115 20
40 % acetona 0,04 1,10 20
50 % acetona 0,16 4,24 20
60 % acetona 1,51 76,60 20
70 % acetona 1,26 69,93 20
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4. Rezultati i rasprava

Dvostupanjsko prociS¢avanje u hladnom acetonu

Prvi korak ove metode je jednostupanjsko procis¢avanje hladnim acetonom (7'=-20°C). Zatim,
u supernatant iz prvog koraka, otpipetira se hladni aceton u omjeru 1:1. Uzorci nakon provedbe
metode (Slika 19) izgledaju identicno s obzirom na faze, dok se razlikuju u prozirnosti

supernatanta u usporedbi s metodom jednostupanjskog procis¢avanja acetonom.

Slika 19 Uzorci sirovog ekstrakta enzima endo-1,4-p-ksilanaze podvrgnuti ekstrakciji
talozenjem hladnim acetonom (uvjeti ekstrakcije:dvostupanjsko, T(aceton) =-20°C, ¢ =24 h,
T(talozenje) = 4°C, centrifugiranje pri 9000 rcf, # = 15 minuta) (osobna arhiva).

U Tablici 5 prikazani su rezultati drugog stupnja prociS¢avanja ovom metodom, te ukazuju na
najveci stupanj prociS¢avanja od 123,78 1 prinosa od 82,36 % koristec¢i 50 % aceton. 20-40 %
acetonom se u ovom koraku stupanj prociS¢avanja i prinosa uvelike povecalo kako je i
ocekivano s obzirom na niske vrijednosti u prvom koraku koje upucuju na relativno malu
koli¢inu procis¢enih proteina. Suprotni je slucaj koriste¢i 60 1 70 % aceton, gdje se u prvom
koraku metode procisti ve¢a koli¢ina proteina od drugog koraka usporedujuci rezultate prinosa.
Prvi korak metode rezultira s 76,60 % prinosa, a drugi s 1,44 % za 60 % aceton 1 69,93 %

prinosa u prvom koraku za 70 % aceton, a u drugom 0,05 %.

35



4. Rezultati i rasprava

Tablica 5 Rezultati procis¢avanja sirovog ekstrakta enzima endo-1,4-p-ksilanaze hladnim
acetonom (uvjeti ekstrakcije: dvostupanjsko, 7(aceton) = -20°C, ¢ =24 h, T(taloZenje) = 4°C,

centrifugiranje pri 9000 rcf, £ = 15 min).

Stupan;j Koncentracijski
Uzorak procis¢avanja Prinos (%) faktor
20 % acetona 46,04 69,61 40
30 % acetona 65,81 63,24 40
40 % acetona 65,61 72,63 40
50 % acetona 123,78 82,36 40
60 % acetona 2,25 1,44 40
70 % acetona 0,21 0,05 40

4.5. Rezultati provedbe elektroforeze: odredivanje molekulske mase enzima

endo-1,4-p-ksilanaze

Sirovi uzorak enzima endo-1,4-B-ksilanaze podvrgnut je metodi prociS¢avanja koriste¢i 50 %
amonijev sulfat, te dijalizi kojom su uklonjene zaostale soli u uzorku. Kako bi se dokazalo
prisutstvo enzima endo-1,4-B-ksilanaze, uzorak je ispitan SDS-PAGE elektroforezom. Nakon
postupka odbojavanja i dodatnog ispiranja ultra ¢istom vodom, dobiven je gel prikazan Slikom
20. Na Slici 20 oznacene su molekulske mase proteinskih markera (kDa) u lijevom stupcu, dok

je u desnom stupcu oznacena molekulska masa enzima endo-1,4-p-ksilanaze.
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4. Rezultati i rasprava

Sing!

“‘

Slika 20 Gel nakon postupka SDS-PAGE elektroforeze za enzim endo-1,4-B-ksilanazu;
molekulske mase standarda proteina (Thermo Fisher Scientific) izrazene u kDa (lijevi stupac),
molekulska masa enzima endo-1,4-B-ksilanaze izrazena u kDa (desni stupac) (uvjeti SDS-
PAGE elektroforeze: ¢ (elektroforeza) = 40 min, 7 (inkubacija) = 85°C, ¢ (inkubacija) = 10
min, U=200V, ¢ (bojanje) = 1 h, # (odbojavanje) = 12 h) (osobna arhiva).

Koriste¢i ljestvicu ,,26619 za standarde proteina (10 — 250 kDa) dostupnu na sluzbenim
stranicama proizvodaca opreme (Thermo Fisher Scientific), procijenjena je molekulska masa

enzima endo-1,4-B-ksilanaze od 12,5 kDa.

Milagres 1 sur. (2005) navode molekulsku masu enzima endo-1,4-B-ksilanaza porijeklom iz

gljiva u rasponu od 7 do 60 kDa.

4.6. Utjecaj temperature i pH vrijednosti na aktivnost prociSéenog enzima

endo-1,4-pB-ksilanaza
Utjecaj temperature na aktivnost prociS¢enog enzima endo-1,4-p-ksilanaza

Uzorci enzima endo-1,4-B-ksilanaza procis¢eni metodama s 50 % amonijevim sulfatom i
dvostupanjski, acetonom, te sirovi ekstrakt tijekom metode su podvrgnuti inkubaciji pri
temperaturama u rasponu od 25 do 95°C. Ispitan je utjecaj temperature na aktivnost enzima.
Rezultati su prikazani na Slici 21 a) i b). Najve¢a V.A. 1 S.A. uzoraka je odredena pri
temperaturi od 85°C za sirovi ekstrakt (Uzorak 1) enzima (V.A. = 4265,55 U/mL, S.A. =
6310,09 U/mg) i uzorak procis¢en metodom 50 % amonijevim sulfatom (Uzorak 2) (V.A. =
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4. Rezultati i rasprava

20859,44 U/mL, S.A. = 7193,63 U/mg). Analizom uzorka proc¢iS¢enog dvostupanjskom
metodom acetonom (Uzorak 3) uocena je najvisa vrijednosti V.A. 1 S.A. pri 75°C (V.A. =
10210,30 U/mL, S.A. =2915,04 U/mg). Rezultati su dosljedni ¢injenici da enzim endo-1,4-f-
ksilanaza potjeCe iz termofilnog mikroorganizma, 7. lanuginosus. Stabilnost enzima endo-1,4-
B-ksilanaze (s obzirom na uvjete temperature) ovisi o vrsti mikroorganizma koji ga proizvodi.
Prema tome, enzim moze biti aktivan u relativno velikom temperaturnom rasponu od 50 (izvor
enzima termofilni bacili) do 110°C (izvor enzima hipertermofilne bakterije). 7. lanuginosus
tipi¢no proizvodi endo-1,4-B-ksilanazu koja je termostabilna u rasponu od 50 do 80°C (Shahi i

sur., 2016).
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Slika 21 a) Ovisnost volumne aktivnosti enzima endo-1,4-B-ksilanaze o temperaturi; Uzorak 1 = sirovi
ekstrakt, Uzorak 2 = uzorak procis¢en 50 % amonijevim sulfatom, Uzorak 3 =uzorak procis¢en
acetonom (dvostupanjski).
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Slika 21 b) Ovisnost specifi¢ne aktivnosti enzima endo-1,4-B-ksilanaze o temperaturi; Uzorak 1 =
sirovi ekstrakt, Uzorak 2 = uzorak procis¢en 50 % amonijevim sulfatom, Uzorak 3 = uzorak procis¢en
acetonom (dvostupanjski).
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4. Rezultati i rasprava

Utjecaj pH vrijednosti na aktivnost prociS¢enog enzima endo-1,4-p-ksilanaza

Rezultati ovisnosti aktivnosti enzima (3 uzorka: sirovi, uzorak procis¢en 50 % amonijevim
sulfatom, uzorak prociséen acetonom (dvostupanjski)) o pH prikazani su na Slici 22 a) i b). Iz
dobivenih rezultata moze se zakljuciti da je optimalna pH vrijednost 6 za sva tri uzorka. Ovu
tvrdnju potvrduju i literaturni podaci (Jiang i sur., 2021; Sunna i Antranikian, 1997). Promjena
V.A. i S.A. sva tri uzorka slijedi isti obrazac. Pri pH 2, vrijednosti su najnize, te povecanjem
pH vrijednosti do 6, V.A. 1 S.A. rastu. Povecanje vrijednosti pH od 6 pa nadalje, rezultira
postepenim smanjenjem vrijednosti V.A. i S.A. enzima. Uzorak 1 (sirovi ekstrakt) pri pH 6 ima
najnizu volumnu, a najvisu specifi¢nu aktivnost enzima (V.A. =3600,32 U/mL, S.A. =5325,99
U/mg). Obrnuto, uzorak 3 (dvostupanjska metoda acetonom) pri pH 6 ima najvisu volumnu, a

najnizu specifi¢nu aktivnost enzima (V.A. = 9729,61 U/mL. S.A. =2777,81 U/mg).
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Slika 22 a) Ovisnost volumne aktivnosti enzima endo-1,4-B-ksilanaze o temperaturi; Uzorak 1 = sirovi
ekstrakt, Uzorak 2 = uzorak procis¢en 50 % amonijevim sulfatom, Uzorak 3 =uzorak procis¢en
acetonom (dvostupanjski).
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Slika 22 b) Ovisnost specificne aktivnosti enzima endo-1,4-B-ksilanaze o temperaturi; Uzorak 1 =
sirovi ekstrakt, Uzorak 2 = uzorak proc¢iséen 50 % amonijevim sulfatom, Uzorak 3 = uzorak proc¢is¢en
acetonom (dvostupanjski).
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5. Zakljucci

Na osnovi obrade eksperimentalnih podataka doneseni su zakljucci:

tijekom fermentacije s 7. lanuginosus, masa fermentacijske smjese se smanjila za

20,84% (s pocetnih 50 g na 10,41 g desetog dana fermentacije),

u pokusima ekstrakcije enzima nakon fermentacije, ispitivanjem utjecaja vrste otapala
na aktivnost enzima, pokazano je da se veca aktivnost enzima postize nakon ekstrakcije
fermentacijske smjese u puferu (V.A. =3816,78 U/mL, S.A. =29630,87 U/mg) nego u
vodi (V.A. =3556,13 U/mL, S.A. =20734,87 U/mg),

najveca specifi¢na aktivnost enzima postignuta je nakon osmog dana fermentacije (S.A.

=29630,87 U/mg),

prociS€avanje enzima s amonijevim sulfatom rezultira najviSom specifi¢nom aktivnosti
(S.A. = 35432,67 U/mg), prinosom (124,67 %) 1 stupnjem prociS¢avanja (11,06)

koriste¢i 50 % amonijev sulfat,

procCis€avanje enzima s amonijevim sulfatom i #-butanolom (1:1) rezultira najviSom
specificnom aktivnosti (S.A. = 4776,24 U/mg), prinosom (58,06 %) 1 stupnjem

procis¢avanja (2,85) koriste¢i 50 % amonijev sulfat,

procCis€avanje enzima s amonijevim sulfatom i #-butanolom (1:2) rezultira najviSom
specificnom aktivnosti (S.A. = 18980,27 U/mg), i stupnjem prociS¢avanja (5,44)

koriste¢i 50 % amonijev sulfat, a najvisi prinos (163,81 %) s 70 % amonijevim sulfatom,

procCis¢avanje enzima s hladnim acetonom (7 = -20°C, jednostupanjski) rezultira
najviSom specificnom aktivnosti (S.A. = 9593,80 U/mg), prinosom (76,60 %) 1

stupnjem prociS¢avanja (1,51) koriste¢i 60 % aceton,

proc¢iS¢avanje enzima s hladnim acetonom (7 = -20°C, dvostupanjski) rezultira
najviSom specificnom aktivnosti (S.A. = 463035,75 U/mg), prinosom (82,36 %) i

stupnjem prociS¢avanja (123,78) koriste¢i 50 % aceton,

usporedbom svih provedenih metoda proc¢iS¢avanja enzima, zakljueno je da se
dvostupanjskom metodom s 50 % hladnim acetonom ostvaruje najvisa vrijednost
specificne aktivnosti enzima (S.A. = 463035,75 U/mg), prinosa (82,36 %) 1 stupnja
procis¢avanja (123,78),

enzim endo-1,4-B-ksilanaza ima molekulsku masu 12,5 kDa,
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analiziraju¢i ovisnost aktivnosti enzima o temperaturi, najviSe vrijednosti volumne i
specifi¢ne aktivnosti svih uzoraka enzima postignute su pri temperaturi 7= 85°C i pH
= 6 (1. sirovi ekstrakt: V.A. = 4265,55 U/mL, S.A. = 6310,09 U/mg; 2. ekstrakt
procis¢en 50 % amonijevim sulfatom: V.A. = 20859,44 U/mL, S.A. =7193,63 U/mg, 3.
ekstrakt proc¢iséen dvostupanjskom metodom hladnim acetonom: V.A. = 10210,30

U/mL, S.A. =2915,04 U/mg),

analiziraju¢i ovisnost aktivnosti enzima o pH vrijednosti, najvise vrijednosti volumne i
specificne aktivnosti svih uzoraka enzima postignute su pri pH = 6 i temperaturi 7' =
65°C (1. sirovi ekstrakt: V.A. = 3600,32 U/mL, S.A. = 5325,99 U/mg; 2. ekstrakt
procis¢en 50 % amonijevim sulfatom :V.A. = 9118,56 U/mL, S.A. = 3144,64 U/mg; 3.
ekstrakt prociS¢en dvostupanjski hladnim acetonom: V.A. = 9118,56 U/mL, S.A. =
2777,81 U/mg).
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