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Proizvodnja i imobilizacija mikrobnih
[-galaktozidaza za primenu u transgalaktozilacionim reakcijama

IZVOD

U okviru ove doktorske disertacije ispitan je veliki broj mikroorganizama iz
kolekcije kultura TehnoloSko-metalurSkog fakulteta Univerziteta u Beogradu u
cilju izbora najefikasnijeg producenta f-galaktozidaze. Kao najbolji producent sa
aspekta aktivnosti, ali i karakteristika dobijenog enzima izdvojila se probiotska
vrsta Lactobacillus acidophilus. Stoga, u cilju poboljSanja procesa produkcije [-
galaktozidaze, u nastavku rada izvrSena je detaljna optimizacija sastava hranljivih
podloga, parametara procesa proizvodnje, kao i izolovanja enzima. Okarakterisana
su najbitnija svojstva izolovane f-galaktozidaze iz L. acidophilus (tremperaturna i
pH aktivnost/stabilnost, kineticki parametri) na osnovu c¢ega je potom uporedena
sa komercijalnim preparatom f-galaktozidaze iz A. oryzae. Oba enzima primenjena
su u reakciji transgalaktozilacije za sintezu galakto-oligosaharida. Imajuci u vidu
kompleksnost ove reakcije, identifikovani su i ispitani uticaji klju¢nih reakcionih
parametara: koncentracije enzima i laktoze, kao i vremena trajanja reakcije. Pored
optimizacije prinosa, odredena je i detaljna struktura dobijenih galakto-
oligosaharida. U tu svrhu razvijena je brza i efikasna jednostepena metoda
primenom spektrometrije jonske pokretljivosti spregnute sa masenom
spektroskopijom (IMS/MS). Ustanovljeno je da galakto-oligosaharidi dobijeni u
reakcijama katalizovanim pomocu f-galaktozidaze iz A. oryzae uglavnom sadrze
B(1-6) i B (1-3) glikozidne veze, dok galakto-oligosaharidi dobijeni pomoc¢u £-
galaktozidaze iz L. acidophilus sadrze [(1-6) i f(1—4) veze. Takode, utvrdeno je
da su dobijeni proizvodi razliCitih stepena polimerizacije, ali i Sto je najbitnije da se
udeo pojedinih veza menja sa vremenom reakcije. U cilju poboljSanja stabilnosti
ispitivanih enzimskih preparata, i njihove implementacije u kontinualnim
reaktorskim sistemima, izvrSena je imobilizacija enzima na ¢vrste nosace. Ispitano
je vise modifikovanih i nemodifikovanih nosaca za imobilizaciju razli¢itih
karakteristika posredstvom razlic¢itih mehanizama vezivanja, pri Cemu je pokazano
da su za imobilizaciju oba enzima najpogodniji nosa¢i sa primarnim amino

grupama, koje omogucavaju adsorbciju enzima elektrostatickim interakcijama.



Najbolji rezultati u sluCaju komercijalnog enezima iz A. oryzae postignuti su sa
komercijalnim nosaCem Purolite® A109, pri Cemu je postignuto znatno
unapredenje procesa hemijskom aktivacijom karboksilnih grupa na povrsini
enzima, Sto je dovelo do formiranja kovalentnih veza izmedu nosaca i enzima.
Ovom imobilizacijom postignuto je znaCajno povecanje termicke i operativne
stabilnosti, ali i povecanje specificnosti prema reakciji transgalaktozilacije. Sa
druge strane, izolovani enzim iz L. acidophilus uspeSno je imobilisan na
komercijalni nosac Lifetech ECR8409. Imobilisani preparati f-galaktozidaza potom
primenjeni su u SarZnom i bioreaktoru sa fluidizovanim slojem enzima i
recirkulacijom supstrata. U oba reaktora izvrSena je optimizacija relevantnih
procesnih parametara, a rezultati su pokazali da se reakcije u oba enzima odvijaju
priblizno jednakom brzinom, ali je stabilnost enzima i reaktoru sa fluidizovanim
slojem povecana, pa se imobilisani enzim moZe koristiti u ve¢em broju reakcionih
ciklusa. U poslednjem delu ove doktorske disertacije, ispitana je mogucnost
koriS¢enja alternativnih akceptora galaktozil ostataka, salicina i sorbitola, u
reakciji transgalaktozilacije, pri ¢emu kao proizvod reakcije nastaju nova fizioloski
aktivna jedinjenja. Oba enzima pokazala su visok afinitet prema sintezi novih
proizvoda, a osnovni parametri reakcije optimizovani su primenom metode
statistickog planiranja eksperimenata, pri cemu su ustanovljeni najznacajniji uticaji
Kljucnih parametara, ali i njihove medusobne interakcije. U oba slucaja utvrdeno je
da su najbolji prinosi postignuti pri visokim koncentracijama laktoze, kao i u

prisustvu akceptora (salicina ili sorbitola) u visku.
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transgalaktozilacije, galakto-oligosaharidi
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UDK broj: 577.15:664.165



Production and immobilization of microbial #-galactosidases for

implementation in transgalactosylation reactions

ABSTRACT

In this thesis, a vast number of different microorganisms from culture collections
of Faculty of Technology and Metallurgy was examined, with aim to choose the
most efficient producer of [-galactosidase. The best producer, in terms of both
activity and enzyme characteristics, proved to be a probiotic bacteria Lactobacillus
acidophilus. Therefore, in order to improve the f-galactosidase production process,
the detailed optimizations of the culture media composition and the fermentation
parameters, as well as the methods and conditions for enzyme isolation, were
carried out. Thereafter, obtained L. acidophilus enzyme preparation was
thoroughly characterized, and compared to the commercially available preparation
of B-galactosidase from A. oryzae. Later on, both enzymes were assessed for their
transgalactosylation activity in galacto-oligosacharide synthesis reaction. Given the
complexity of these reactions, the key reaction parameters (enzyme and lactose
concentration, and reaction time) have been identified and consequently optimized
in order to achieve maximum product yields. Moreover, complete elucidation of
galacto-oligosaccharides structure was accomplished using a novel one-step
method, based on ion-mobility spectrometry-tandem mass spectrometry (IMS-
MS/MS). Interestingly, it was observed that galacto-oligosaccharides synthesized
by different enzymes comprised of different degrees of polymerization and types
of linkages. It was shown that f-galactosidase from A. oryzae has the highest
affinity towards formation of f(1—3) and f(1—6) linkages, while f-galactosidase
isolated from L. acidophilus prefers f(1—6) and (1—4) glycosidic linkages. Also, it
was concluded that the occurrence of different linkages varies during the reaction
course. In the next set of experiments, in order to improve the stability of the
abovementioned enzyme preparations, and thus ensure their implementation in
continuous reactor systems, immobilization of enzymes on solid supports was
performed. Therefore, several modified and unmodified immobilization carriers

and immobilization methods were assayed. Nevertheless, the commercial carriers



bearing primary amino groups, hence favoring enzyme adsorption through
formation of electrostatic interactions, proved to be immobilization carriers of
choice for both enzymes. The best results in the case of f-galactosidase from A.
oryzae were achieved with the commercial carrier Purolite A109, whereby a
substantial improvement of the immobilization process was achieved owing to
chemical activation of the carboxyl groups on the surface of the enzyme, leading to
the formation of covalent bonds between the carrier and the enzyme. This
immobilized preparation showed a significant increase in both thermal and
operational stability, and more importantly in specificity towards the
transgalactosylation reaction. On the other hand, the enzyme isolated from L.
acidophilus was successfully immobilized on a commercial carrier Lifetech
ECR8409. Immobilized preparations of -galactosidase were subsequently applied
in a batch and fluidized bed bioreactors. After the optimization of relevant process
parameters, galacto-oligosaccharide synthesis was carried out, and the results
showed that reaction kinetics was similar in both bioreactor systems, although the
stability of the immobilized preparation was better in fluidized bed reactor. has
been increased, however, the immobilized enzyme can be used in a number of
reaction cycles. In the final part of this thesis, the possibility of using alternative
galactosyl acceptors, namely salicin and sorbitol was examined, with aim of
producing two novel physiologically active compounds. Finally, both enzymes
showed a high affinity towards the synthesis of new products. Therefore, the main
reaction parameters were optimized using the response surface methodology,
ensuring the insight in the most significant parameter influences, as well as their
mutual interactions. In both cases it has been found out that the best yields were
achieved at high concentrations of lactose, as well as in the presence of an excess of

acceptors (salicin or sorbitol).

Keywords: -galactosidase, enzyme production, immobilization,
transgalactosylation, galacto-oligosaccharides

Academic Expertise: Engineering technology

Major in: Biochemical Engineering and Biotechnology

UDC number: 577.15:664.165
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1.UVOD

Enzim [-galaktozidaza (EC 3.2.1.23, [(-D-galaktozid-galaktohidrolaza), poznatija
pod trivijalnim nazivom laktaza, predstavlja enzim koji katalizuje hidrolizu
terminalnih, neredukujucih pB-D-galaktozidnih ostataka u razli¢itim jedinjenjima.
lako nije strogo specificna, njena primarna bioloSka funkcija jeste hidroliza laktoze
do monomernih jedinica (glukoze i galaktoze), Sto je ¢ini izuzetno vaznim enzimom
u prehrambenoj industriji, pre svega u industriji mleka i mle¢nih proizvoda.
Hidrolizom laktoze, osnovnog konstitutivnog Secera mleka i surutke, omoguceni su
znacajni pozitivni efekti na zdravlje ljudi i Zivotnu sredinu. Medutim, pod
odredenim reakcionim uslovima (visoka koncentracija Setera, niska aktivnost
vode, visoka temperatura), ona moZe Kkatalizovati i reakciju sinteze razli¢itih
galaktozida. Na ovaj nacin nastaje Sirok spektar funkcionalno aktivnih jedinjenja
medu kojima su najpoznatiji galakto-oligosaharidi (GOS). Galakto-oligosaharidi
obuhvataju raznorodnu grupu nesvarljivih ugljenih hidrata najcesce izgradenih od
glukozne i nekoliko galaktoznih jedinica, koji su prepoznati kao prebiotici
zahvaljuju¢i tome Sto su nesvarljivi, i podsticu proliferaciju i aktivnost korisnih
bakterija mikrobiote creva, dok sa druge strane vrSe inhibiciju rasta loSih bakterija
onemogucavaju¢i njihovu adheziju na zidove creva. U skladu sa tim, oni imaju
klju¢nu ulogu u omogucéavanju normalnog funkcionisanja ljudskog organizma, pre
svega u olakSavanju varenja laktoze, poboljSanju resorpcije mineralnih materija,
sniZavanju nivoa holesterola, smanjenju rizika od raka debelog creva, kao i u
unapredenju imunog sistema domacina. Ova jedinjenja dobijena su u reakcijama
konverzije laktoze kao jedinog supstrata, medutim ukoliko su u reakcionoj smesi
prisutna i druga jedinjenja sa slobodnim hidroksilnim grupama (drugi Seceri,
SeCerni ili drugi alkoholi, aromati¢na jedinjenja i drugo) f-galaktozidaze ce
sintetisati i druge funkcionalno aktivne galaktozide poboljSanih karakteristika.
Poslednjih godina sve viSe paZnje posvecuje se razvoju galaktozida kratkog lanca
kod kojih su akceptori galaktoze alkoholi ili aromati¢na jedinjenja sa slobodnim
hidroksilnim grupama, za koje se veruje da predstavljaju inhibitore galektina, ¢ija

je povecana sekrecija u korelaciji sa nastankom brojnih bolesti kao Sto su razliciti



tumori, bolesti srca i hematoloski problemi. Ipak, ova polja upotrebe su joS uvek u

pocetnoj fazi istrazivanja.

Enzim f-galaktozidaza moZe biti razli¢itog porekla - biljnog, Zivotinjskog ili
mikrobnog. Medutim, najznacajniji medu njima su mikrobni postupci proizvodnje,
zbog lake fermentacije, velike brzine rasta i razmnoZavanja Celija, visokih prinosa,
aktivnosti, kao i stabilnosti enzima. Kao posledica velikog komercijalnog interesa
za ovaj enzim, opisane su razliite metode dobijanja i preliS¢avanja dobijenih
enzima iz razli¢itih mikroorganizama. Narocito vaZznim potencijalnim izvorima f-
galaktozidaza smatraju se bakterije mleCne kiseline, koje privlaCe paZnju najvise
zahvaljujuci svom statusu bezbednih za upotrebu u prehrambenoj i farmaceutskoj
indistriji, ¢ime se omogutava neometano KkoriS¢enje enzima bez primene
komplikovanih metoda preciS¢avanja. Takode, smatra se da su jedinjenja, a pre
svega galakto-oligosaharidi, sintetisani pomoc¢u ovako dobijenih enzima 'skrojeni'
po meri korisnih bakterija mikrobiote creva i kao takvi poseduju veci prebiotski

potencijal.

U okviru ove doktorske disertacije bi¢e izvrSeno ispitivanje mogucnosti
proizvodnje f(-galaktozidaze pomocu razli¢itih komercijalnih mikrobnih sojeva iz
kolekcije kultura katedre za Biohemijsko inZenjerstvo i biotehnologiju Tehnolosko-
metalurskog fakulteta. Po izvrSenom odabiru odgovaraju¢ih proizvodnih
mikroorganizama, pristupi¢e se optimizaciji sastava hranljive podloge i uslova
gajenja u cilju poboljSanja proizvodnje enzima. StatisticCka obrada dobijenih
rezultata pruzi¢e uvid u uticaj svakog od ispitivanih parametara na biosintezu
enzima, kao i u njihove medusobne interakcije. Imaju¢i u vidu da su g-
galaktozidaze intracelularni enzimi bi¢e primenjene razlicite mehanicke i
nemehanicke metode izolovanja, kao i metode preciS¢avanja enzima. Dobijeni
enzim Ce biti detaljno okarakterisan, i uporeden sa dostupnim komercijalnim
preparatima, kako bi u narednim fazama ove disertacije bio primenjen za dobijanje

funkcionalno aktivnih jedinjenja.

lako je f-galaktozidaza na prvom mestu poznata kao izuzetno vazan hidroliticki

enzim, fokus ove disertacije bi¢e na iskoriS¢enju njene transgalaktozilacione



sposobnosti, za razvoj procesa proizvodnje funkcionalno aktivnih galakto-
oligosaharida. U cilju postizanja Sto boljih prinosa, bi¢e izvrSena detaljna
optimizacija klju¢nih reakcionih parametara (koncentracija enzima i laktoze, pH,
temperatura, trajanje reakcije). U ovom delu doktorske disertacije posebna paznja
bi¢e obra¢ena na razvoj nove adekvatne metode za karakterizaciju stukture

dobijene kompleksne smeSe proizvoda i tumacenje dobijenih rezultata.

U narednoj fazi bice ispitana mogucnost imobilizacije -galaktozidaza, na nekoliko
komercijalnih i modifikovanih nosaca, primenom razlic¢itih tehnika, a aktivnosti
dobijenih imobilsanih enzima bice ispitane u reakciji sinteze galakto-oligosaharida.
Najbolji enzimski preparati, sa aspekta postignutog prinosa bice upotrebljeni u dva
reaktorska sistema (SarZni reaktor i reaktor sa fluidizovanim slojem). S obzirom na
to da je u proto¢nim reaktorskim sistemima moguce posti¢i ve¢u produktivnost po
masi upotrebljenog enzima, u ovom delu istraZivanja bi¢e optimizovan reaktorski
sistem i operativni uslovi za izvodenje prethodno navedenih reakcija.
Produktivnost imobilisanog sistema bi¢e ispitana pri razli¢itim rezimima rada

bioreaktora i uporedena sa performansama Sarznog postupka.

Imajuc¢i u vidu izuzetan prebiotski potencijal jedinjenja kao sto su galakto-
oligosaharidi, laktuloza i laktitol, kao i njihovih analoga, u poslednjoj fazi ovog rada
je bice ispitana mogucnost koriS¢enja alternativnih akceptora galaktozil ostatka u
cilju sintetisanja novih raznovrsnijih smesa potencijalnih prebiotika (galakto-
oligosaharida i alkohol-galaktozida), koji ¢e zahvaljuju¢i razliCitoj prirodi

akceprora imati i dodatna fizioloska dejstva.



2. TEORIJSKI DEO

2.1. p-Galaktozidaza

Enzim  f-galaktozidaza ili  f-D-galaktozid-galaktohidrolaza (EC.3.2.1.23),
predstavlja enzim koji katalizuje hidrolizu terminalnih, neredukuju¢ih S-D-
galaktozidnih ostataka u razliCitim B-D-galaktozidima (Slika 2.1). Osnovni prirodni
supstrati ovog enzima jesu laktoza, disaharidi (alolaktoza i galaktobioza) i polimeri
galaktoze (galaktani).l3 Medutim, f-galaktozidaze mogu katalizovati hidrolizu i
drugih jedinjenja koja sadrZe galaktozu, kao Sto su sinteticki supstrati o-NPG i X-

gal, ili pak sfingolipidi, glukoproteini, muko-polisaharidi, gangliozidi. -6
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Slika 2.1. Reakcija hidrolize katalizovana f-galaktozidazama

Interesantno je istaci da je u ovu grupu enzima svrstano i nekoliko S-galaktozidaza
koje ne Kkatalizuju reakciju hidrolize laktoze ili su pak inhibirani u njenom
prisustvu. 7 Pored hidrolazne aktivnosti, pod specificnim uslovima sredine (visoka
koncentracija supstrata, poviSena temperatura, smanjena aktivnost vode) -
galaktozidaze pokazuju sposobnost transgalaktozilacije, odnosno sinteze jedinjenja
prenoSenjem molekula galaktoze na slobodnu hidroksilnu grupu Secera, alkohola

ili pak nekih aromaticnih jedinjenja umesto na molekul vode (Slika 2.2).
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Slika 2.2. Reakcija transgalaktozilacije katalizovana f-galaktozidazama

Nastala jedinjenja uglavnom poseduju izraZena funkcionalna svojstva, a medu

njima najznacajnija i najbolje ispitana grupa jedinjenja su galakto-oligosaharidi.



f-Galaktozidaze su veoma rasprostranjene u prirodi, i mogu biti biljnog,
zivotinjskog i mikrobnog porekla, od ¢ega u mnogome zavise i njihova svojstva.
Pokazano je da u biljnim tkivima imaju funkciju regulisanja rasta i zrenja plodova,
a dosada su izolovane iz badema, breskvi, kajsija, jabuka, jagoda, paradajza, soje i
kafe. 2.8-10 Kod Zivotinja prisutne su prisutne u digestivnom traktu pasa, zeceva,
ovaca, pacova, prisutne su i kod coveka. & Ipak, sa aspekta komercijalne
proizvodnje najznacajniji su mikrobni izvori p-galaktozidaza, zbog lake
fermentacije, velike brzine rasta i razmnoZavanja celija, visokih prinosa, aktivnosti,
kao i stabilnosti enzima. Kao posledica velikog komercijalnog interesa za ovaj
enzim, opisane su razli¢ite metode dobijanja i preciS¢avanja dobijenih enzima iz
razli¢itih mikroorganizama.l! Nekolicina ovih S-galaktozidaza su sekvencionirane i
klonirane, a izvrSena je i njihova ekspresija u drugim domacinima. 12 13
Zahvaljuju¢i razvoju genetickog inZenjeringa, omoguéena je manipulacija
proizvodnog mikroorganizma u cilju lakSeg dobijanja enzima poboljSanih
karakteristika adaptiranih za specificnu primenu i odredene reakcione uslove. 14
Poslednjih godina, sve vecu paznju naucne zajednice dobija eksploatacija
termostabilnih i mikroorganizama aktivnih na niskim temperaturama, kao
potencijalnih producenata f-galaktozidaza poboljSanih karakteristika. 1415 Jako je
najduze i najpodrobnije izucavana pf-galaktozidaza iz bakterije Echerichia coli,
njena Sira komercijalna upotreba ogranicena je zbog toksi¢nosti samog
mikroorganizma. Stoga, komercijalno prisutni preparati f-galaktozidaze dobijeni
su iz sigurnih izvora, pre svega kvasaca Kluyveromyces lactis i Kluyveromyces
fragilis, plesni Aspergillus acidulans i Aspergillus oryzae i Bacillus vrsta koje imaju
GRAS status (Generally Recognized As Safe) Sto podrazumeva da su sigurne za

koris¢enje u industriji hrane i farmaceutika.

2.1.1. Svojstva mikrobnih fS-galaktozidaza

f-Galaktozidaze imaju Sirok spektar producenata medu mikroorganizmima, $to za
sobom povlaci veliku raznovrsnost po pitanju njihovih svojstava (Tabela 2.1).
Vecina mikrobnih f-galaktozidaza (bakterije, kvasci) su intracelularni enzimi,

medutim nekolicina f-galaktozidaza, uglavnhom poreklom iz plesni, mogu biti



ekstracelularni enzimi. Karakteristike enzima, poput temperaturnog i pH
optimuma, kao i njihova stabilnost, diktiraju polja primene ovih enzima. Tako su,
na primer, fungalne f-galaktozidaze pogodnije za hidrolizu kisele surutke, ¢iji je pH
manji od 5, imajudi u vidu da im je optimum ovih enzima u kiselom opsegu (pH 2,5-
5). Ponasaju se kao termostabilni enzimi, sa relativno Sirokim temperaturnim
optimumom, ali se na temperaturama visim od 60 °C inaktiviraju i denaturisu. Zato
se industrijski procesi koji koriste ovaj enzim projektuju za temperature do 50 °C.
Fungalne f-galaktozidaze su sklone inhibiciji proizvodima reakcije. U ve¢oj meri
zastupljena je kompetitivna inhibicija galaktozom, ali se ovaj nedostatak moze
prevazi¢i kontinualnim uklanjanjem proizvoda iz reakcione smese ili poviSenom
koncentracijom enzima. Za njihovo delovanje nije neophodno prisustvo jona kao
kofaktora, dok sa druge strane u prisustvu jona Ca?*i jona teSkih metala, kao i kod
svih ostalih f-galaktozidaza, uostalom, dolazi do njihove inhibicije. Najznacajniji
producenti fungalnih f-galaktozidaza su A. oryzae, A. niger i A. aculeatus, Ciji su

preparati danas komercijalno dostupni (npr. Tolerase, Lactase F, Biolactase F,

Rapidase, Pectinex Ultra i drugi).

[B-Galaktozidaze izolovane iz kvasaca i bakterija imaju pH optimum u neutralnim
sredinama (pH 6-7), Sto ih ¢ini pogodnim za hidrolizu laktoze iz mleka i slatke
surutke (pH oko 7). B-Galaktozidaze iz kvasaca imaju nizi temperaturni optimum
izmedu 30-35 °C, a na temperaturama viSim od 55 °C se brzo inaktiviraju. Za
njihovu aktivnost, neophodno je prisustvo kofaktora, najces¢e dvovalentnih
katjona. Naime, p-galaktozidaza iz Kluyveromyces lactis pokazuje poveéanu
aktivnost u prisustvu Mn?*i Na*, dok su za aktivaciju (-galaktozidaza K. marxianus
neophodni Mg2*, Mn2+i K*. Kao i kod fungalnih f-galaktozidaza zastupljena je
inhibicija glukozom i galaktozom, ali je inhibicija galaktozom viSe izraZena.
Najznacajniji producenti pB-galaktozidaza kvasaca poti¢u iz roda Kluyveromyces
(Maxilact, Lactozym, Lactase NL i drugi). Bakterijske f-galaktozidaze, medutim,
pokazuju visoku aktivnost i dobru stabilnost enzima. Mnoge bakterije proizvode
ovaj enzim, ali se tek mali broj smatra bezbednim za humanu upotrebu. Najbolje
izuCena bakterijska f(-galaktozidaza je poreklom iz E. coli, koja je posluzila kao

model za razumevanje dejstva ovih enzima, ali nema narociti industrijski znacaj.



Tabela 2.1 Karakteristike mikrobnih (-galaktozidaza

Mikrooreanizmi T ti2 H Km M Aktivatori Inhibitori Sp. akt Ref.
g (°C) | (min) P¥ | (mM) | (kDa) (IU/mg)
Bakterije
Arthrobacter 10 | 60(30°C) | 8 | 421 | 130 : : 204 | 1
psychrolactophilus
Bacillus circulans 50 - 5-6 - 67 - - 51 17
Bacillus licheniformis 50 - 6,5 - - - - - 18
Bacillus megaterium 40 - 6-9 12,6 120 - - 59,9 19
Bacillus Fe2+, Zn2+, Cu2*
fo) _ ) 1) 1) 20
stearothermophilus 70 |540(70°C) 7 2,96 70 Pb2+, Sn2* 125
Bacillus subtilis Na+, K+, Mg2+, Mn2+, e (s
35 |120(35°C) 8 - 120 Caz+, Fe?+, EDTAAHig I-’ Cus, 5,79 21
acetilcistein 5"
Lactobacillus sakei 55 | 60(42°C) | 6,5-7,5 20 110 Mg2+ - 83 22
Lactobacillus plantarum Na+, K+, Mg2+, Mn2+ EDTA
55-60 - 7 29 107 10 mM urea, DTT, {100mM urea, DTT, - 23
merkaptoetanol | merkaptoetanol
Lactobacillus pentosus 60-65 - 7 38 105 Mg2+ - 97 24
Lactobacillus bulgaricus 45-55| 45 (50 °C) 7-8 19,1 230 Na+, K* Ca?+, Zn2+ 193 25
Lactobacillus fermentum 45-50 - ~7 27 105 |Na+, K+, Mg?+, etanol - - 26
Lactobacillus reuteri 50 - 6-8 31 105 Na+, K+, Mn?+ - 180 27
Lactobacillus acidophilus o i i 28
(LacZ) 37 | 40(45°C) 6 88,9 76,5 43,2
Lactobacillus acidophilus o ) 4,04 Mg2+ - 29
(LacLM) 55 [2880(30°C)| 6,5-8 105 230
1 A- 2+ 2+ + 30
Lac_tobaczllqs 50 i 6,5 1,27 107 a merk.apt.oetanol Hg?+, Fe2+, Ag i
kefiranofaciens cistein
Lactobacillus crispatus 45 - 6,5 14,3 - Fe2+, Mn2+ Znz+ - 31
Lactobacillus helveticus 42 - 6,5 - 250 - - - 32
Lactobacillus salivarius 50 | 10(65°C) 5 - 30 Caz+, Zn2+ Cu?*, Mn2+, Fe2+ | 5,312 | 33




e L , o . . dvovalentni joni, 24
Bifidobacterium infantis 50 [120(60°C) 7.5 73,8 470 Na+, K Cr3 EDTA, urea 569
Bifidobacterium adultus 50 | 10(50°C) 6,0 60 235 - - 35
Bifidobacterium bifidum 45 | 40(45°C) 6,5 - 36
Enterobacter cloacae 50 - 9 2,805% | 44237 Mg+, CTAB EDTA 14,35 38
Echerichia coli 40 - 7,2 - 540 - - - 39
Kvasci
Sulfolobus solfataricus 75 [180(85 °C) 6,5 - - - - 116 40
Kluyveromyces lactis 40 - 7 20 |236/472Mg?+, Mn?+, Co?+, Fe2+ - - 41
Kluyveromyces marxianus 37 - 6,8 4,0 251 - - 790,6 | 2
Kluyveromyces fragilis 50 |180(55°C)| 6.5 1,70 - - - 1028 | 8
'e - 2+ + -
Cryptococcus laurentii 60 |10 (58°C) 43 11,4 200 Hg?+, Ag*, 2 12 "
merkaptoetanol
Bullera singularis 50 [120(45°C) 5 0,58 53 - Ag*, SDS 56 45
Plesni
Aspergillus aculeatus 55-60 - 5,4 - - - - 24 46
Aspergillus fonsecaeus - - 2,6-4,5 61 126 - - - 47
Aspergillus oryzae 50 - 4,5 - - - - 40,02 | *8
Aspergillus niger 70 - 35 85-125|124/150 - i i 19
/173

Penicillium chrysogenum 30 - 4 1,81 270 - - 5,84 50
Penicillium canescens - - 4,2-4,5 1,0 110 - - - 51
Thermomyces lanuginosus | 47-50 - 6,7-7,2 | 18,2 220 - - - 52
Teratosphaeria - - 180 - i i 53
acidotherma 70/80 10/4,5




Komercijalno su dostupne f-galaktozidaze iz B. circulans (Biocon NTL 3000), ali -
galaktozidaze bakterije mleCne kiseline, sve viSe dobijaju na znacaju poslednjih
godina.Zahvaljujuci Cinjenici da poseduju GRAS status, one se mogu se koristiti bez
potrebe za dodatnim metodama preciS¢avanja. Takode, imaju¢i u vidu da su
dobijene iz probiotskih izvora, mogu posluziti za dobijanje fizioloski aktivnih
jedinjenja specificne strukture, koje poseduju poveéan prebiotski potencijal.
Garman i saradnici su izucavali f-galaktozidaze iz razlic¢itih vrsta bakterija mlecne
kiseline i tom prilikom su zakljucili da dvovalentni katjoni (Mg%* i Mn2*) imaju
pozitivan uticaj na aktivnost f-galaktozidaze, dok uticaj jednovalentnih katjona (K*
i Na*) mozZe biti pozitivan ili negativan, Sto zavisi od soja bakterije. Jos jedna od
vaznih karakteristika bakterijskih f-galaktozidaza jeste postojanje viSe tipova
enzima, koji poseduju razli¢ita svojstva, a samim tim imaju i razli¢ita polja
primene. Tako, na primer, postoje 4 tipa [f-galaktozidaza iz B. circulans, a bakterije
mlecne kiseline L. acidophilus i Bif. bifidum produkuju dva, odnosno tri tipa (-
galaktozidaza, redom. Poslednjih godina, sve viSe paZnje se posvecuje izolovanju i
preciS¢avanju termostabilnih f-galaktozidaza i f-galaktozidaza aktivnih na niskim
temperaturama. Prednost primene termostabilnih pS-galaktozidaza (Aspergillus
niger, Bacillus stearothermophilus, Pyrococcus woesei, Thermus sp.) jesu visoke
operativne temperature (i do 80 °C), pri ¢emu dolazi do smanjenja viskoznosti
reakcionog medijuma, kao i smanjenja potencijalne mikrobne kontaminacije u toku
procesa. Zbog ispoljavanja visokog stepena transgalaktozilacione aktivnosti, nasle
su primenu i u proizvodnji galakto-oligosaharida.>* Sa druge strane, fS-
galaktozidaze aktivne na niskim temperaturama ili pak, adaptirane na niske
temperature (0-25 °C), koje vode poreklo iz psihrofilnih mikroorganizama
(Arthrobacter psychrolactophilus, Pseudoalteromonas haloplanktis) omogucavaju
efikasnu obradu mleka i mle¢nih proizvoda u blagim reakcionim uslovima, ¢ime ne
dolazi do promene ukusa i nutritivnih vrednosti.>* Takode, imaju ulogu i u
bioremedijaciju surutke i proizvodnji bioetanola. Razvojem genetickog
inZenjeringa omogucena je ekspresija i optimizacija proizvodnje S-galaktozidaze

......

efikasnoj produkciji heterologih proteina (E. coli, Saccharomyces cerevisiae, Pichia



pastoris, Lactococcus lactis). Ovim se postiZe znacajna tehnicka i ekonomska
isplativost procesa sinteze enzima, a pored toga mogu se dobiti enzimi poboljSanih
osobina: ekstracelularne prirode, pogodnijih za preciS¢avanje, smanjene

podloZnosti inhibiciji i povecane aktivnosti.

2.1.2. Struktura i mehanizam dejstva S-galaktozidaza

Uprkos cinjenici da su poznate joS od sredine proSlog veka, ta¢an mehanizam
dejstva f-galaktozidaza, kao i njihova struktura, dugo su bile nepoznanica za

naucnike. 14

domen 2

kataliticki domen
(TIM bure)

PB-naborane plocice

Slika 2.3 Struktura f-galaktozidaze iz E. Coli3%: (a) tetramer p-galaktozidaze, (b)
monomerna subjedinica sa istaknutim domenima, (c) karakteristican kataliticki domen [-

galaktozidaza - (a/f)s bure (TIM bure)

Razvojem bioinformatickih i savremenih kristalografskih tehnika, medutim,
odredene su strukture i sekvence ovih molekula, ¢ime je omogucen jasniji uvid u
svojstva i mehanizme delovanja f-galaktozidaza. Prvi podaci o sekvenci enzima S-

galaktozidaze datiraju iz 1970. godine, kada je sekvencionirana iz f-galaktozidaza
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E. coli, ali je za isti enzim struktura utvrdena tek 1994. godine.3? Tada je utvrdeno
da je p-galaktozidaza tetramer (464 kDa) sa 222 tacke simetrije, koji se sastoji iz
Cetiri polipeptidna lanca sa po 1023 amino kiselina (Slika 2.3a). Svaki od
monomera sastoji se iz pet domena, od kojih treci predstavlja kataliticki domen
(Slika 2.3b). Utvrdeno je da kataliticki domen poseduje karakteristi¢nu strukturu -
(a/B)s bure, takozvanu TIM bure strukturu, Sto predstavlja supersekundarnu
strukturu izgradenu od osam centralno postavljenih paralelnih f-naboranih
plocica okruzenih sa osam a-spirala (Slika 2.3c). 55 Interesantno je da su f-
galaktozidaze nekoliko drugih vrsta mikroorganizama, koje su do sada ispitane,
pokazale postojanje visokog stepena homologije i o¢uvanosti ovog regiona, pa se
moZe reci da je TIM bure struktura katalitickog domena opsta karakteristika svih

f-galaktozidaza.
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Slika 2.4. Prikaz aktivnog centra komercijalnih (-galaktozidaza: (a) Aspergillus oryzae 56,

(b)Kluyveromyces lactis 57 i (c) Bacillus circulanas 58

U okviru TIM bure domena nalazi se aktivno mesto enzima, u okviru koga je
identifikovana vecina aktivnih ostataka aminokiselina koje direktno ili indirektno

ucestvuju u vezivanju i konverziji supstrata. U starijoj literaturi kao aktivni ostaci
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aminokiselina najceS¢e se spominju cistein i histidin, 569 dok je novim saznanjima
o strukturi enzima potvrdeno da sve poznate fS-galaktozidaze sadrze dva ostatka
glutaminske kiseline koje imaju ulogu proton donora i nukleofila/baze u enzimskoj
reakciji i medusobno su udaljeni do 0,55 nm. 57-59.61,62 Pored ostataka glutaminske
kiseline, kao Sto se sa slike 2.4 moZe videti, ulogu u vezivanju supstrata imaju i
grupe koje ucestvuju u stvaranju vodoni¢nih veza, eletrostaticki vezan Na* jon, kao

i bo¢ni ostaci aromati¢nih aminokiselina. 14 63

Ova saznanja vezana za funkcionalnost i strukturu aktivnog centra omogucila su
rasvetljavanje mehanizma reakcija katalizovanih f-galaktozidazama. Veruje se,
naime, da se reakcije hidrolize i transgalaktozilacije odigravaju prema slicnom
viSestepenom mehanizmu. 6465 Mehanizmu hidrolize laktoze, kao vaznoj bioloskoj
reakciji, bilo je posveceno dosta paZnje, dok su sa druge strane sva saznanja o
mehanizmu reakcije transgalaktozilacije izvedena posredno, oslanjajuci se na ve¢

postojeca saznanja o mehanizmu hidrolize.14

Slika 2.5 Mehanizam stvaranja enzim-galaktozil kompleksa®6

Naime, ukoliko se pogledaju ove reakcije moze se primetiti da je prvi korak
reakcija zajednicki. U prvom koraku reakcije dolazi do ulaska molekula laktoze u
aktivni centar enzima. Tom prilikom dolazi do formiranja kovalentne veze izmedu
glukozil ostatka i nukleofila (bofnog ostatka glutaminske kiseline) enzima i
stvaranja enzim-galaktozil kompleksa. Istovremeno, drugi bocni ostatak
glutaminske kiseline predaje proton molekulu glukoze, pri ¢emu dolazi do njenog
oslobadanja (Slika 2.5). U drugom koraku dolazi do nukleofinog napada molekula
akceptora na enzim-galaktozil kompleks, pri ¢emu u zavisnosti od prisutnih

akceptora molekula galaktoze zavisi u kom ¢e se smeru reakcija dalje odigravati.
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Naime, ukoliko je akceptor galaktoze molekul vode, odigrace se reakcija hidrolize i

osloboditi molekul galaktoze (Slika 2.6).
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Slika 2.6. Mehanizam nukleofinog napada molekula vode u reakciji hidrolize 66

U drugom slucaju, ukoliko je akceptor galaktoze neko drugo jedinjenje sa
slobodnom hidroksilnom grupom (u ovom slucaju laktoza) nastupice reakcija

transgalaktozilacije (Slika 2.7).

Slika 2.7. Mehanizam transgalaktozilacijes
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lako ovaj mehanizam delovanja f-galaktozidaza dobro objasSnjava nastajanje
galakto-oligosaharida, joS uvek nije u potpunosti razjaSnjena pojava nastajanja
strukturno razli€itih proizvoda i razlike u afinitetu enzima prema odredenim
vezama. Pojedini naucnici su pokusali da ustanove vezu izmedu strukture enzima i
njegovog afiniteta prema akceptoru primenom genetickih manipulacija. ¢7-6° Tako
su Jorgensen (Jgrgensen) i saradnici delecijom sekvence gena koja kodira C-
terminalni kraj f-galaktozidaze iz Bif. bifidum, homologan poznatim galaktoza-
vezuju¢im domenima, dobili enzim sa neznatnom hidrolitickom, ali zato izrazenom
transgalaktozilacionom aktivno$¢u. Ovakav razvoj situacije bi se mogao objasniti
¢injenicom da je delecijom ovog domena omogucen laksi pristup molekulima
SeCera aktivnhom centru enzima, a samim tim i povetan potencijal
transgalaktozilacije. 68 69 Medutim, pod identi¢nim uslovima, razliCite p-
galaktozidaze daju razliCite prinose proizvoda, kao i razli¢ite smeSe galakto-
oligosaharida, koji se medusobno razlikuju po sastavu, stepenu polimerizacije i
vrstama veza unutar molekula. Ovakvo ponaSanje moZe se objasniti razlikama u
selektivnosti S-galaktozidaza razli¢itog porekla, a koje se mogu javiti kao posledica
strukturnih razlika medu njima. Na osnovu slicnosti u sekvencama kojima su
kodirane, utvrdeno je da sve p-galaktozidaze spadaju u superfamiliju GH-A
glikozidaza, odnosno glikozid-hidrolaza, dok se dalje mogu podeliti u subfamilije:
GH-1, GH-2, GH-35 i GH-42. 70 U prve tri subfamilije svrstani su i pojedini enzimi
koji nemaju aktivnost f-galaktozidaze, dok se u subfamiliji GH-42 nalaze iskljucivo
f-galaktozidaze. Subfamiliju GH-1 ¢ine fosfo-f-galaktozidaze i f-glukozidaze koje
katalizuju hidrolizu laktoze. 7! Vecina bakterijskih f-galaktozidaza svrstava se
subfamiliju GH-2. Pored njih u ovu grupu svrstane su joS i f-galaktozidaze iz K.
lactis, K. fragilis i A. nidulans. Ovi enzimi prevashodno koriste laktozu kao supstrat,
ali mogu hidrolizovati i p-(1-3) i B-(1—6) galaktozide. U prisustvu visokih
koncentracija laktoze S-galaktozidaze GH-2 subfamilije imaju izraZenu sposobnost
sinteze galakto-oligosaharida, 7273 a u pogledu akceptora galaktozil-ostataka nisu
strogo specificne.’* U subfamilije GH-35 i GH-42 ubrajaju p-galaktozidaze
eukariota, kao i nekih bakterija ¢ija staniSta nisu vezana za prisustvo laktoze. Tako

f-galaktozidaze ovih subfamilija imaju veci afinitet prema supstratima razli¢itim
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od laktoze. Recimo, Xanthomonas campestris preferira -(1—3) glikozidne veze u
odnosu na f-(1-4) glikozidnu vezu prisutnu u molekulu laktoze, dok p-
galaktozidaze iz B. subtilis svrstana u subfamiliju GH-42 ucestvuje u hidrolizi
atabinogalaktana. Nekoliko f-galaktozidaza iz subfamilije GH-42 ¢ak ne hidrolizuje

laktozu. 35

2.1.2.1. B-Galaktozidaza iz A. oryzae

p-Galaktozidaza iz A. oryzae predstavlja komercijalno dostupnu i jednu od
industrijski najceSc¢e koris¢enih f-galaktozidaza za hidrolizu laktoze iz mleka i
surutke. Otkako je u studiji Prenosila i saradnika ¢ pokazano da poseduje najbolji
transgalaktozilacioni potencijal medu komercijalnim preparatima kvasaca i plesni,

sve CeSce se koristi i u reakcijama transgalaktozilacije, pogotovo za sintezu galakto-

oligosaharida. 75 76

Slika 2.8. Struktura f-galaktozidaze iz A. oryzae.>¢ (a) raspored domena u molekulu (-
galaktozidaze (b) raspored ugljenohidratnih ostataka na povrsini molekula, raspored kiselih
(Glu i Asp) i baznih (Arg i Lys) bo¢nih ostataka aminokiselina: (c) frontalna projeksija, (d)

projekcija dobijena rotacijom za 180°

Struktura p[-galaktozidaze iz A. oryzae odredena je tek 2013. godine u
kristalografskoj studiji Maksimainena i saradnika. Molekul pf-galaktozidaze
predstavlja veliki monomerni molekul (14,6x14,6x13,6 nm) sa 1005 ostataka
aminokiselina i molarnom masom 110 kDa. Sastoji se iz 6 domena, od kojih je prvi

kataliticki domen sa karakteristicnom strukturom- TIM bure, na slici 2.8a oznacen

15



crvenom bojom. Ostali domeni (2-6) formiraju strukturu potkovice sa pet
antiparalelnih  f-sendvi¢ struktura oko Kkatalitickog domena. Kljucni
aminokiselinski ostaci u aktivhom centru su ostaci glutaminske kiseline na
pozicijama 200 i 298 (Slika 2.9). Prva ima ulogu kiselo/baznog katalizatora, a
druga nukleofila. U formiranju enzim-supstrat kompleksa vaZnu ulogu imaju
vodonic¢ne veze u ¢ijem formiranju ucestvuju ostaci tirozina (96 i 364), asparagina
(140), glutaminske kiseline (142). Ove vodoni¢ne veze su prikazane crvenim
linijama na slici 2.9. Pored ovih ostataka odredenu ulogu ima i tirozin 342 koje se
orijentiSe paralelno piranoznom prstenu galaktoze u acil-enzim kompleksu.
Poznato je i da triptofan u poloZaju 806, iako ne stvara interakcije sa f-galaktozom
u kompleksu, ima odredenu ulogu u sintezi oligosaharida pa se smatra da je deo

dodatnog aktivnog centra.

Slika 2.9. Aktivni centar f-galaktozidaze iz A. oryzae 56

Na slici 2.8b se takode moZe primetiti da se na povrSini enzima nalazi i znacajna
koli¢ina ugljenohidratnih ostataka. PoSto se ovi ostaci nalaze uglavnom iznad
aromati¢nih i hidrofobnih aminokiselinskih ostataka, smatra se da je njihova
funkcija da Stite enzim od dejstva proteolitickih enzima koji katalizuju hidrolizu
peptidnih veza upravo izmedu ovakvih aminokiselina. ¢ Ovaj enzim, kao i veéina f3-
galaktoza poreklom iz plesni, pripada kiselim fS-galaktozama, sa pH optimumom
3,6-4,8. Kada je re¢ o temperaturnom optimumu, podaci znacajno variraju u

zavisnosti od kori$éene literature, i kre¢u se u opsegu 37-55 °C. 56.77
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2.1.2.2. B-Galaktozidaza iz Lactobacillus acidophilus

L. acidophilus predstavlja jednu od najpoznatijih i komercijalno najeksploatisanijih
probiotskih vrsta. 78 Izolovana je 1900. godine i okarakterisana kao
homofermentativna, Stapi¢asta Gram pozitivna bakterija (2-10 um) koja raste
optimalno na umerenim temperaturama 37-42 °C. Prisutna je u
gastrointestinalnom traktu ¢oveka, gde ispoljava probiotsku aktivnost i ublazava
simptome netolerancije na laktozu. Sa druge strane, u prehrambenoj industriji
koristi se za dobijanje fermentisanih proizvoda od mleka ili se pak koristi kao
jedan od probiotskih dodataka funkcionalnoj hrani.28 lako predstavljaju vrlo
potentne producente f-galaktozidaze, tek od skoro, vlada interesovanje za njihovu
eksploataciju u tom smislu. Kompletno sekvencioniranje genoma L. acidophilus
izvrSeno je 2005. godine od srane Altermana i saradika. 78 Ovi podaci, pruzili su
uvid u postojanje dva razlic¢ita gena (LacZ i LacLM) zaduZena za sintezu f-
galaktozidaze kod L. acidophilus. Pokazano je da se u prisustvu laktoze vrsi
pojaCana ekspresija oba gena, Sto je ukazalo na ¢injenicu da su oba aktivna kao -
galaktozidaze. Enzimi kodirani ovim genima, medutim, pokazuju brojne razlike u
strukturi, kao i u aktivnosti. Naime, S-galaktozidaze LacLM tipa iz L. acidophilus
predstavljaju heterodimere sa molekulskom masom 105 kDa, sastavljene iz dve
subjedinice LacL (72 kDa) i LacM (35 kDa). 7° Ovi enzimi pokazuju izuzetnu
slicnost sa ve¢ ranije izolovanim LacLM p-galaktozidazama iz L. reuteri 27 i L.
helveticus 8° i zajedno sa njima mogu se Kklasifikovati u subfamiliju GH-2
galaktozidaza. Poredenjem sekvenci razli¢itih sojeva L. acidophilus (NCFM,
JCM1229 i R22) pokazalo je da je velika subjedinica (LacL) 100% identi¢na i sastoji
se od 628 ostataka. Takode, utvrdeno je da ona sama pokazuje aktivnost (-
galaktozidaze. Sa druge strane, mala subjedinica (LacM) je pokazala slicnost od
99% (Sto je posledica varijabilnosti aminokiselinskog ostatka u polozaju 302), a
sastoji se od 316 ostataka i samostalno ne ispoljava aktivnost f-galaktozidaze.
Optimalna pH vrednost LacLM f-galaktozidaze L. acidophilus krec¢e se u opsegu
6,5-8 za oba supstrata (0-NPG, laktoza), dok je najveca stabilnost zabeleZena pri pH
6,5, gde je enzim zadrzao c¢ak 80% aktivnosti tokom inkubacije od 48 sati na

temperaturi od 37 °C. Optimalna temperatura za oba supstrata iznosi 55 °C.
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Najveca stabilnost enzima zabeleZena je na temperaturi od 4 °C. LacLM enzim je u
potpunosti zadrZzao aktivnost nakon skladiStenja od 30 dana i viSe od 90%

aktivnosti nakon skladistenja od 45 dana na 4 °C. 79

Sa druge strane, LacZ [-galaktozidaza L. acidophilus pripada subfamiliji GH-42.
Izgradena je od 667 amino kiselina koje grade monomer sa molekulskom masom
od 76,5 kDa. Optimalna temperatura ovog enzima iznosi 37 °C. Ispitivanja
stabilnosti enzima pokazala su da enzim na optimalnoj temperaturi gubi 50%
aktivnosti nakon jednog sata, dok je na temperaturama 10-25 °C enzim pokazao
veliku stabilnost (zadrzano 95-98% aktivnosti). Ovo nije neocekivano imajuci u
vidu sli¢nost sa GH-42 enzimima vrsta prilagodenih niskim temperaturama kao $to
su Carnobacterium piscicola BA (BgaB) i Planococcus sp. L4 (BgaP). Naime, da li ¢e
neki enzim biti termolabilan i aktivan na niskim temperaturama zavisi od
fleksibilnosti samog proteina, odnosno aminokiselina koje ulaze u njegov sastav, a
poredeci ove enzime moze se primetiti da im je ovo zajednicka osobina.28 Pored
razli¢itih optimalnih uslova za ispoljavanje maksimalne aktivnosti, ukoliko
uporedimo njihove kineticke parametre, moze se uociti da LacLM f-galaktozidaza
(Km=4 mM) ima znatno visi afinitet prema laktozi od LacZ f-galaktozidaze (Km=
88,9 mM). Pored ovoga vazno je ista¢i i da LacLM f-galaktozidaze pod odredenim
reakcionim uslovima poseduju i znatno izraZeniji potencijal katalizovanja reakcje

transgalaktozilacije.

2.1.3. Primena f-galaktozidaza

2.1.3.1. Hidroliza laktoze mleka

Laktoza (f-D-galaktopiranozil-(1—4)-a-D-glukopiranoza) predstavlja disaharid
koji je prisutan kao osnovna ugljenohidratna komponenta mleka vecine sisara (2-
10%). Prosecan sadrzaj laktoze u kravljem mleku, na primer, krece se izmedu 4,4 i
5,2%.81 Shodno tome, hidroliza laktoze mleka predstavlja jedan od najznacajnijih
biotehnoloskih procesa u prehrambenoj industriji. Sa jedne strane hidrolizom
laktoze nastaju proizvodi koje moZe konzumirati i deo populacije netolerantne na

laktozu, a sa druge strane znacajno se popravljaju biotehnoloske i senzorne
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karakteristike proizvoda mlec¢ne i prehrambene industrije. Naime, laktoza je Secer
male rastvorljivosti (oko 180 g/l na sobnoj temperaturi),82 ¢iju upotrebu u
zaledenim i kondezovanim mle¢nim proizvodima znacajno ogranicava njena brza
kristalizacija. Pored toga, laktoza je Secer niskog stepena slatkoc¢e (16% u odnosu
na saharozu), a kada je prisutna u prekomernoj koli¢ini dovodi do kvarenja ukusa i
teksture proizvoda. Sa druge strane produkti njene razgradnje: glukoza i galaktoza
znatno su sladi, Sto za posledicu ima bolji ukus hidrolizovanih proizvoda. Tako se,
na primer, kvalitet sladoleda se znacajno poboljSava dodavanjem enzima pS-
galaktozidaze, Cime se sprecava pojava peskaste strukture. Dodavanje p-
galaktozidaze omogucava zamenu 75% suve materije mleka demineralizovanom
surutkom u prahu Sto proizvodu daje poboljSanu kremastost, a takode ga cini
prihvatljivim za konzumiranje od strane osoba netolerantnih na laktozu.83 Pored
toga, koriScenje hidrolizovanog mleka u proizvodnji sireva i jogurta dovodi do
ubrzavanja procesa acidifikacije, jer hidroliza laktoze obi¢no predstavlja
limitirajuci korak tom u procesu. Time se skracuje vreme proizvodnje i ubrzava
razvoj strukture i ukusa u jogurtu i sirevima. Narocito je znacajna upotreba -
galaktozidaza za poboljSanje produkcije i starenja ¢edar sira. Hidrolizom laktoze
proizvodnja sira postaje brza, jeftinija i, Sto je jo$ bitnije, sir poseduje poboljSana

organolepticka svojstva.

2.1.3.2. Netolerancija na laktozu

tolerantni

4

Indijanci Spanci

Evm};l'jani Afrikanci
nema
podataka

netolerantni

Azijati
Slika 2.10. Raspodela zastupljenosti netolerancije na laktozu Sirom sveta
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Interes prehrambene industrije za intenzivno razvijanje procesa hidrolize laktoze
posledica je Cinjenice da viSe od 70% svetske populacije pati od neke vrste
netolerancije na laktozu. 8% Netolerancija na laktozu predstavlja fizioloski
poremecaj koji se javlja usled nedostatka ili potpunog prestanka sinteze enzima -
galaktozidaze u sluzokozi tankog creva ljudi. Starenjem dolazi do smanjenja
koli¢ine produkovane p-galaktozidaze, a pojava netolerancije varira od 5% do
priblizno 100% u zavisnosti od dela sveta (Slika 2.10). Kod osoba netolerantnih na
laktozu, zbog nedostatka ili pak nedovoljne koli¢ine [-galaktozidaze u tankom
crevu laktoza se nece razgraditi, kao u organizmu zdravih osoba, ve¢ ce
nepromenjena do¢i do debelog creva. Nesvarena laktoza dovodi do povecanja
kolicine vode i elektrolita u lumenu debelog creva, Sto dovodi do ubrzanog

praznjenja creva i pojave dijareje.85

TOLERANTNINA LAKTOZU NETOLERANTNI NA LAKTOZU

laktoza glukoza laktoza

voda

tanko crevo

galaktoza
laktoza
fermentacij
bakterijama
organske kiseline
+
gasovi

+

voda

v

simptomi
netolerancije
na laktozu

debelo crevo

Slika 2.11. Metabolizam laktoze kod zdravih i osoba netolerantnih na laktozu

Laktozu do glukoze i galaktoze, kod ovakvih osoba, potom razgraduje -
galaktozidaza bakterija gastrointestinalnog trakta, da bi se kasnije oni fermentisali
do organskih kiselina kratkog lanca i gasova (CO2, Hziponekad CH4,) koji uzrokuju
simptome, kao S$to su nadutost, mucnina, grcevi, i drugo (Slika 2.11).
Konzumiranjem proizvoda sa smanjenim udelom laktoze, ali i fermentisanih
mlecnih proizvoda mogu se izbe¢i nelagodnosti vezane za konzumiranje mlec¢nih

proizvoda kod osoba netolerantnih na laktozu.

20



2.1.3.3. Hidroliza laktoze surutke

Najvazniji sporedni proizvod u mlekarskoj industriji je surutka, koja u velikim
koli¢inama nastaje u proizvodnji sira i kazeina. I pored ogromnih potencijala koje
surutka ima, veliki deo prozvedene surutke, narocito u nerazvijenijim zemljama,
ispusta se u reke i jezera Sto predstavlja veliki ekoloski problem. Visoka
koncentracija laktoze u surutki je jedna od osnovnih prepreka odlaganju u lokalne
vodene tokove jer povecava bioloske zahteve za kiseonikom (BOD 30000-50000
ppm),8¢ odnosno dovodi do zagadenja Zivotne sredine. Hidrolizom laktoze surutke,
koris¢enjem f-galaktozidaze, ne samo da se reSava ekoloski problem, ve¢ nastaje
sirup koji svoju primenu nalazi u prehrambenoj industriji za proizvodnju slatkisa i

sokova (Slika 2.12).86.87

surutka

Fina separacija
Uklanjanje masti

Pasterizacija, hladenje na
temperaturu hidrolize

Demineralizacija

Podesavanje pHsa
KOH

[ B-galaktozidaza ]

Hidroliza do 80%

Podesavanje pH
=5,7 saKOH
Pasterizacija

Koncentrisanje
uparavanjemdo 70-75%

Hladenje do 10-15°C

Slika 2.12. Sematski prikaz dobijanja sirupass

Pored hidrolize laktoze surutke i njenog prevodenja u sirup podesan za upotrebu u

prehrambenoj industriji, laktoza surutke se hidrolaznom aktivnoséu pS-
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galaktozidaze moZe konvertovati i do drugih vrednih proizvoda, recimo

bioetanola® 89 i funkcionalno aktivnog zasladivaca tagatoze.6¢ 88 89

CH,OH
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Slika 2.13. Hemo-enzimska i enzimska konverzija laktoze do tagatoze 66

Alkoholna fermentacija laktoze surutke predstavlja alternativni pristup
bioremedijaciji surutke koja zaostaje nakon odvajanja proteina. Ovaj proces je prvi
put opisan cetrdesetih godina proslog veka.?® Naime, ovim procesom znatno se
smanjuje zagadenje Zivotne sredine, a pri tome se dobija etanol koji je pogodan za
primenu u prehrambenoj, hemijskoj, farmaceutskoj i kozmetickoj industriji. Broj
mikroorganizama koji su u stanju da direktno fermentisu laktozu do etanola je
ogranicen (K. lactis, K. fragilis, K. marxianus, C. pseudotropicalis).®t 92 Direktna
fermentacija laktoze surutke do etanola, medutim, nije ekonomski isplativa zbog
niskog sadrzaja laktoze, a samim tim i niskih prinosa etanola. Stoga su razvijeni
procesi fermentisanja koncentrovanih rastvora surutke, sto je dovelo do povecanja
prinosa etanola, kao i smanjenja troskove njegove separacije. Prinosi u ovim
procesima, uglavnom su rasli sa pove¢anjem koncentracije laktoze (5-20%) kretali
su se u opsegu 10-86 g/l etanola.?’ 92 Medutim, koriS¢enje koncentrovanih
rastvora Secera, kao i visoka koncentracija etanola ¢esto su uzrokovale inhibiciju
ovih vrsta mikroorganizama. Kako bi se prevazisle ove prepreke, pojedini nauc¢nici
su se opredelili za koriS¢enje proverenih fermentativnih mikroorganizama kao Sto
je S. cerevisiae. Imajuci u vidu da S. cerevisiae nema mehanizme za fermentisanje

laktoze, kako bi se fermentacija odigrala potrebno je izvrSiti hidrolizu laktoze
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posredstvom [-galaktozidaza do glukoze i galaktoze, a potom zapoceti
fermentaciju.?3 94 Postoje brojni primeri kuplovanja ovih procesa,
koimobilizacijom p-galaktozidaze ili permeabilizovanih ¢elija K. marxianus i S.
cerevisiae u razliCitim konfiguracijama bioreaktora, gde je postignuto povecanje
prinosa. 95 % Sa razvojem genetickog inZenjerstva, razvijeni su rekombinantni
sojevi S. cerevisiae u koje su ubaceni geni koji kodiraju B-galaktozidaze iz E. coli
(LacZ)??, A. niger (LacA) 98 ili pak f-galaktozidazu (LAC4) i laktoza permeazu
(LAC12) K lactis.®® 100 Prinosi etanola sa rekombinantnim kvascima su
obecavajudi, ali joS uvek treba dosta uraditi po pitanju povecavanja razmere
procesa u cilju buduce industrijske implementacije. Do sada, industrijski procesi
proizvodnje etanola iz surutke razvijeni su u Irskoj, Novom Zelandu, Sjedinjenim

Americkim Drzavama i Danskoj.101

2.1.3.4. Biosenzori

Biosenzori predstavljaju analiticke uredaje koje brzo, lako i pre svega selektivno
odreduju koncentraciju Zeljenih supstanci. Sastoje se iz bioloski aktivne
komponente (enzima, peptida, nukleinskih kiselina, mikroorganizama, antitela),
fizicko-hemijskog pretvaraca i procesora elektronskog signala. Prvi komercijalni
biosenzori razvijeni su u biomedicini, za odredivanje glukoze u krvi, a danas se
koriste u Sirokoj oblasti reSavanja analitickih problema: u medicini, ekologiji,

prehrambenoj i procesnoj industriji, forenzickim istraZivanjima i drugo.

Enzimski biosenzori su najkoriS¢enija vrsta biosenzora, kod kojih se kombinuje
selektivnost enzima i osetljivost rali¢itih vrsta detektora. Odredivanje sadrzaja
laktoze predstavlja vazno polje kontrole kvaliteta u mle¢noj i prehrambenoj
industriji, koje zahteva primenu osetljivih, brzih i pre svega preciznih analitickih
metoda. Stoga, u cilju unapredenja konvencionalnih metoda, razvijeni su
biosenzori na bazi f(-galaktozidaze. Dosada su opisane razli¢ite vrste laktoznih
biosenzora, uglavnhom prve i druge generacije. Vecina njih razvijena je na bazi
amperometrijskih merenja, a koriS¢eni su uglavnom ko-imobilisani enzimi:
glukoza oksidaze i f-galaktozidaze,192 galaktoza oksidaze i [-galaktozidaze,103

peroksidaza iz rena, glukoza oksidaza i f-galaktozidaza,104 105 glukoza oksidaza, -
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galaktozidaza i mutarotaza. 194 Na slici 2.14. je prikazana Sema biosenzora koji se
koristi za detekciju laktoze u mleku, koji se zasniva na dve reakcije koje katalizuju

p-galaktozidaza i glukoza oksidaza.

ITO —

glukono-lakton

laktoza

PB

difuzija

Slika 2.14. Primer biosenzora za odredivanje koncentracije laktoze 106

U prvom koraku hidrolizuje se laktoza dejstvom f-galaktozidaze, a drugom koraku
se indirektno kvantifikuje ova reakcija tako Sto se oslobodena glukoza oksiduje
pomocu glukoza oksidaze, a elektrohemijski se meri oslobodeni vodonik-peroksid.
p-Galaktozidaza je imobilisana u viSeslojni film sa polielektrolitima poli-
etileniminom (PEI) i poli-vinilsulfonatom (PVS) na indijum-kalaj-oksidnoj (ITO)
elektrodi modifikovanoj slojem Prusko plavog (PB), tako da sveukupna struktura
ovog biosenzora izgleda ITO/PB/(PEI/PVS):(PEI/S-Gal)zo. Glukoza oksidaza je
smestena unutar elektrohemijske Celije u rastvoru elektrolita. Reakcija detekcije se
odigrava prema mehanizmu prikazanom na slici 14., a koncentracija laktoze
odreduje se amperometrijskim merenjem sa osetljivoséu 0,31 mA/mmol-cm? i sa
granicom detekcije 1,13 mmol/l, Sto je dovoljno za detektovanje laktoze u

mleku.106

2.1.3.5. Sinteza galakto-oligosaharida i drugih funkcionalnih galaktozida

f-Galaktozidaza se tradicionalno koristi kao enzim za hidrolizu laktoze, ali se
poslednjih godina sve viSe paZnje obraca na njenu transgalaktozilacionu aktivnost,
koja omogucava proizvodnju niza funkcionalno aktivnih jedinjenja, koje

potencijalno mogu na¢i primenu u prehrambenoj, farmaceutskoj i kozmetickoj
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industriji. Transgalaktozilacijom katalizovanom f-galaktozidazama koja se odvija
pod posebnim uslovima (visoka koncentracija laktoze, visoke temperature i niska
aktivnost vode) dolazi do formiranja S-glikozidne veze izmedu galaktoze i drugih
jedinjenja sa slobodnom hidroksilnom grupom (Seceri, alkoholi, aromati¢na
jedinjenja i drugi).
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Slika 2.15. Sinteza nekih funkcionalno aktivnih jedinjenja transgalaktozilacijom pomocu [3-

galaktozidaza

Najbolje koji nastaju

prenoSenjem galaktoze na molekule laktoze. Galakto-oligosaharidi predstavljaju

ispitana grupa jedinjenja jesu galakto-oligosaharidi,

nesvarljiva jedinjenja koji uticu na sastav i aktvnost mikrobiote creva, Cime
doprinose sveukupnom zdravlju Coveka i kao takvi smatraju se prebioticima.
Meduti, poslednjih godina transgalaktozilacijom nastaju i druga funkcionalno
laktuloza, laktosaharoza, laktitol],

kao S$to su galakto-

aktivna jedinjenja,
oligosaharidi laktuloze i druga. U narednim poglavljima bic¢e viSe reci o ovim

jedinjenjima, njihovom dobijanju i primeni.
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2.2. Proizvodnja mikrobnih f-galaktozidaza

Povecanje komercijalog interesa za [-galaktozidaze, uzrokovano intenzivnim
razvojem novih polja njene primene, neminovno je dovelo do porasta proizvodnje
enzima. Sa ciljem Sto efikasnije proizvodnje enzima definisanih svojstava, sve viSe
se teZi pronalaZenju novih producenata i razvoju efikasnijih postupaka proizvodnje
enzima. Kada je re¢ o producentima f-galaktozidaza, postoji Sirok spektar
potencijalnih producenata medu mikroorganizmima, biljkama i Zivotinjama.
Medutim, zahvaljuju¢i kratkim vremenima produkcije, jeftinim sirovinama za
proizvodnju i visokim prinosima enzima, najcesce se primenjuju mikrobni postupci
proizvodnje enzima.3 5> Takode, imaju¢i u vidu da se mikrobna proizvodnja
najceSce odigrava u kontrolisanim uslovima, moguce je dobiti enzime ustaljenih
svojstava i prinosa. Na koli¢inu i kvalitet dobijenih enzima znacajno se moZe uticati
odabirom adekvatnog proizvodnog soja i optimizacijom uslova fermentacije, ali i
primenom genetickih manipulacija, u cilju oplemenjavanja sojeva, kao i dobijanja

enzima Zeljenih svojstava i povecane aktivnosti.>>

2.2.1. Odabir proizvodnog mikroorganizma

Mikroorganizmi generalno proizvode enzime u skladu sa svojim potrebama, pa se
tako medusobno razlikuju po koli¢inama produkovanih enzima kao i njihovim
svojstvima. Stoga, u cilju odabira odgovarajuceg, treba ispitati Sto veci broj
potencijalnih producenata. Osnovni kriterijumi za izbor pogodnog soja za
proizvodnju enzima podrazumevaju pre svega visinu produkovane enzimske
aktivnosti i karakteristike samog enzima, ali posebnu paZnju treba obratiti i na
mogucénost rasta na jeftinim podlogama, adaptiranost na procesne uslove,
geneticku stabilnost, brz i obilan rast u Zeljenom morfoloSkom obliku i
netoksicnost, odnosno da je siguran i pouzdan za upotrebu (poseduje GRAS status).
55 Do sada za proizvodnju f-galaktozidaza isprobani su brojni mikroorganizmi
(Tabela 2.2). Tradicionalno se koriste producenti iz rodova Kluyveromyces i
Aspergillus, ali poslednjih godina, zbog GRAS statusa, narocito su znacajne bakterije
mlecne kiseline, za koje je dokazano da proizvode aktivne i stabilne enzimske

preparate, koje nije potrebno dodatno preciS¢avati, Sto u mnogome pojeftinjuje
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sam proces proizvodnje. Pored toga, interesantni su sa jedne strane psihrofilni i

psihrotropni mikroorganizmi, a sa druge strane termotolerantni mikroorganizmi,

Ciji su temperaturni optimumi skrojeni za odredene primene.

Tabela 2.2. Mikrobni producenti -galaktozidaze > 19 20,26,29,30, 35,39, 40, 44, 50, 107-124

Bakterije

Kvasci

Plesni

Bacillus circulans
Bacillus licheniformis
Bacillus megaterium
Bacillus stearothermophilus
Lactobacillus sakei
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus pentosus
Lactobacillus bulgaricus
Lactobacillus fermentum
Lactobacillus reuteri
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus
kefiranofaciens
Lactobacillus crispatus
Lactobacillus helveticus
Bifidobacterium infantis

Bifidobacterium
adolescentis

Bifidobacterium longum
Bifidobacterium bifidum
Streptococcus thermophilus
Enterobacter cloacae
Escherichia coli

Propionibacterium
shermanii

Sulfolobus solfataricus

Kluyveromyces lactis
Kluyveromyces marxianus
Kluyveromyces fragilis
Cryptococcus laurentii
Candida pseudotropicalis

Aspergillus aculeatus
Aspergillus oryzae
Aspergillus niger
Penicillium chrysogenum

Penicillium canescens
Thermomyces
lanuginosus

Chaetomium thermophile

Nakon odabira adekvatnog proizvodnog organizma, u cilju poboljSanja proizvodnje

enzima, dodatno se mogu izazvati mutacije mikroorganizma (fizickim ili hemijskim

stedstvima), nakon €ega se izoluju mutanti sa najboljim osobinama, ili se pak moze

izvrsiti njihova ekspresija u nekom od domacdina sa izrazenom moc¢i produkcije

heterologih proteina.>>
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2.2.2. Optimizacija sastava hranljive podloge

Nakon odabira proizvodnog mikroorganizma, u cilju potpunog iskoriS¢enja
njegovog proizvodnog potencijala, treba pristupiti optimizaciji sastava podloge i
uslova kultivacije. Ovo predstavlja jako kompleksan zadatak, ali adekvatnom
optimizacijom fermentacionih faktora, moguce je viSestruko povecati prinose
Zeljenog enzima, ali i znatno doprineti racionalizaciji njegove proizvodnje.
Prvenstveno treba dobro sagledati fizioloSka svojstva producenata, njihove
specificne nutritivne zahteve, kao i svojstva enzima koji Zelimo proizvesti. Kao
najvaznije parametre pri optimizaciji hranljive podloge treba ista¢i vrstu i
koncentraciju ugljenih hidrata, proteina, neorganskih soli, induktora, vitamina i
faktora rasta u hranljivoj podlozi. Pored njihovih pojedinacnih uticaja, od presudne
vaZznosti za visok prinos enzima mogu biti i njihovi medusobni odnosi. Sa druge
strane, u regulaciji ukupne postignute produktivnosti mikroorganizma, ucestvuju i
procesni parametri produkcije, kao Sto su pH sredine, temperatura, mesanje,
koncentracija rastvorenog kiseonika, kao i niz drugih faktora. Pored toga Sto treba
da obezbedi dobar rast mikroorganizma, optimizacija treba da omoguci i visok
prinos enzima. Ipak, ovde treba napomenuti da optimalni uslovi za kultivaciju
mikroorganizama ne moraju odgovarati optimalnim uslovima za produkciju

enzima, $to je narocito izraZzeno kod sinteze nekonstitutivnih enzima.

Brojni naucnici su se bavili optimizacijom uslova za maksimalnu proizvodnju f-
galaktozidaze.125-128 Njihovi rezultati, kao $to je i oCekivano, znacajno variraju u
zavisnosti od upotrebljenih producenata, medutim moguce je ustanoviti nekoliko
opstih trendova koji se pre svega ticu formulisanja optimalnih sastava hranljivih
podloga. Naime, opSte je prihvaceno da je f-galaktozidaza inducibilan enzim, Sto
podrazumeva da se dodavanjem supstrata ovog enzima (laktoza, galakto-
oligosaharidi, izopropil-f-D-tiogalaktopiranozid (IPTG), razliCiti galaktozidi,
nekada i sama galaktoza) moze pospesiti produkcija enzima.125 129 Stoga, najcesci
pristup u optimizaciji hranljive podloge predstavlja dodavanje razlic¢itih izvora
ugljenika, primarno laktoze, u hemijski definisane, sinteticke podloge i ispitivanje

uticaja svakog od pojedinacnih jedinjenja na prinos i aktivnost enzima.
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U radu Hsua i saradnika jasno se vidi uticaj razlicitih Secera, glukoze, galaktoze i
laktoze, na rast Bif. longum i produkciju -galaktozidaze. Naime, iako su se glukoza
i laktoza pokazale podjednako dobrim izvorima ugljenika sa aspekta rasta
mikroorganizama, laktoza se pokazala daleko boljim izborom ugljenika sa aspekta
produkcije enzima, dok je glukoza, kao lako fermentibilan izvor ugljenika,

ocigledno represor sinteze enzima (Slika 2.16). 125
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Slika 2.16. Uticaj dodatka 1% razlicitih Secera (a) i razlicitih koncentracija laktoze (b) u

komercijalnu MRS podlogu na rast B. longum i aktivnost -galaktozidaze 125

Sli¢no, u radu Citija i saradnika su ispitivali uticaj inducera na aktivnost dobijene S-
galaktozidaze iz S. lactis. Najbolji induktor bila je laktoza, dok su metil-3-D-
tiogalaktopiranozid, izopropil-f-D-tiogalaktopiranozid i galaktoza imali ulogu
induktora, ali znatno manje efikasnu. Pored toga, melibioza, maltoza i kalcijum-
laktobionat su se pokazali kao slabi induktori, a dodata glukoza ponasala se kao
represor sinteze enzima.l?? Kim i Rajagopal, sa druge strane, zakljucili su da
dodavanje laktoze u podlogu dovodi do inhibicije sinteze [-galaktozidaze iz L.
crispatus, 3! a Laksmi (Laxmi) i saradnici da je maksimalna produkcija enzima
pomocu B. animalis i L. delbrueckii ssp. bulgaricus postignuta u prisustvu
galaktoze.130 Uprkos ovome, laktoza ostaje najkoriséenije jedinjenje koje se koristi
za stimulaciju mikrobne proizvodnje p-galaktozidaza.l3l Pored vrste izvora
ugljenika, znacajan uticaj na produkciju enzima ima i koncentracija jedinjenja. Kao
Sto se sa slike 2.16. moZe videti, najviSa aktivnost $-galaktozidaze u radu Hsua i
saradnika produkovana je pri koncentraciji laktoze od 4 %.125 Nakon dodavanja

5% laktoze, aktivnost enzima znaCajno opada, Sto se javlja kao posledica

29

(Tu1/n1) @zepizop{e[Es-g 1souAl{e 1



nagomilavanja visoke koncentracije glukoze, Sto moZe dovesti do represije sinteze
enzima.l32 Za razlic¢ite mikroorganizme varira i maksimalna koncentracija laktoze,
Sto se objaSnjava razli¢itim afinitetom prema induktoru, kao i razli¢itoj
sposobnosti mikroorganizma da se odupre katabolickoj represiji glukozom. Ovo se
jasno moZze videti na primeru sinteze [-galaktozidaze iz L. reuteri i S. thermophilus
(Slika 2.17), gde su optimalne koncentracije laktoze pri identicnim uslovima

gajenja iznosile 6% i 10%, redom.133
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Slika 2.17. Uticaj koncentracije laktoze na produkovanu aktivnost 3-galaktozidaze iz L.

reuteri i S. thermophilus 133

Kao zamena za cistu laktozu u sintetske hranljive podloge se mogu dodati razlic¢ita
jedinjenja, kao Sto su slatka i kisela surutka, permeat surutke, surutka u prahu,
Cime se moZe znatno povecati isplativost procesa. Obrano mleko se pokazalo kao
najbolji medijum za proizvodnju S-galaktozidaze za L. bulgaricus u radu Tarija i
saradnika, u poredenju sa surutkom, surutkom sa dodatkom MRS podloge i
surutkom sa dodatkom kvaSc¢evog ekstrakta.l26 Optimizacijom uslova za
produkciju p-galaktozidaze iz L. acidophilus bavili su se Ismail i saradnici.l34
Variranjem izvora ugljenika (glukoza, galaktoza, laktoza, kisela surutka, slatka
surutka i obrano mleko) utvrdeno je da je najbolji prinos intracelularne p-
galaktozidaze dobijen koriS¢enjem kisele surutke kao izvora ugljenika nakon 48 h
fermentacije, pri temperaturi od 40 °C (Slika 2.18). U istom radu, dodatno

poboljSanje prinosa je postignuto koris¢enjem neorganskih izvora azota (3,5 %) i
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dodavanjem 0,02% MnCl;. Maksimalna aktivnost f-galaktozidaze dostizala je
vrednost od 51,46 IU/g celija. 13 Kao izvori azota najceSce se Koriste razli¢ita
organska i neorganska jedinjenja: amonijumove soli, aminokiseline i razliciti
proteinski preparati. amonijum sulfata). Treba imati u vidu da lako fermentabilni
izvori azota, na slican nacin kao i lako fermentabilni ugljeni hidrati, mogu izazvati
represiju gena za sintezu Zeljenog enzima. Za produkciju f-galaktozidaze iz S.
thermophilus, stimulativan efekat imaju pepton (2%) i ekstrakt kukuruza (2,8%),

pri ¢emu se aktivnost enzima moZe povecati ¢ak 30 puta.
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Slika 2.18. Prikaz uticaja izvora ugljenika i azota, redom, na koncentraciju Celija (plavo) i

aktivnost p-galaktozidaze (crveno)

Takode, porast u produkciji ovog enzima postiZze se dodavanjem neorganskog
izvora azota i fosfora. Jokar i Karabasi (Karabassi) su u svom radu kao osnovnu
podlogu koristili permeat surutke za gajenje L. delbrueckii ssp. lactis u cilju
optimizacije uslova. Porede¢i uticaj dodavanja kvasc¢evog ekstrakta (1, 2 i 3%),
ekstrakta pSenice (1, 2 i 3%) i surutke u prahu (0,5, 1i 1,5%), dosli su do zakljucka
da uticaj na produkciju f-galaktozidaze, i to u znacajnoj meri, imaju kvascev
ekstrakt i surutka u prahu. Najveca aktivnost pf-galaktozidaze (4,924 1U/ml)
postignuta je kada je u permeat surutke dodato 3% kvascevog ekstrakta, 1,5%
surutke u prahu i 2% ekstrakta pSenice. 135 Ovi rezultati slazu se sa rezultatima
Laksamijai saradnika, koji su poredili uticaj izvora azota (kvas¢evog ekstrakta,
peptona, hidrolizata kazeina, triptona i amonijum-sulfata) na produkciju -
galaktozidaze L. delbrueckii ssp. lactis. Najvec¢a aktivnost dobijena je u prisustvu

hidrolizata kazeina (46,6 IU/ml) i kvaS¢evog ekstrakta (46,3 IU/ml). U istom radu,
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za B. animalis, pokazano je da se najbolja aktivnost postiZe u prisustvu peptona
(46,25 TU/ml) i kvaScevog ekstrakta (43,44 U/ml) uz obavezno dodavanje L-
cisteina (0,05%).130 Pored surutke i njenih derivata, koje se mogu smatrati jeftinim
i lako dostupnim supstratima, za produkciju ekstracelularnih fungalnih f-
galaktozidaza kao izvor ugljenika moZze biti kori$¢en i drugi agro-industrijski otpad
(pirin¢ana prekrupa, pSeni¢ne mekinje, melasa i drugo) uz optimizovanje dodatka
izvora azota. Tako je f-galaktozidaza iz A. niger dobijena na podlozi koriS¢enjem
pSeni¢nih mekinja kao izvora ugljenika. Visoki prinosi dobijeni su dodavanjem
0,246% koncentrovanog kukuruznog ekstrakta, ribljeg brasna ili uree, dok su se
neorganska jedinjenja (amonijum-sulfat i diamonijum-fosfat) pokazali kao losi
izvori azota. U drugom radu, Nizamudin (Nizamuddin) i saradnici uspeli su da
dobiju maksimalnu aktivnost f-galaktozidaze pri fermentaciji na ¢vrstoj podlozi,
smeSi pSeni¢ne i pirincane prekrupe u koju je dodato 12,5% glukoze i 1%

natrijum-nitrata.121

U cilju dobijanja maksimalne aktivnosti p-galaktozidaze iz Kluyveromyces
marxianus, Kumari i saradnici su pored optimizacije hranljive podloge (izvori
azota i ugljenika) u obzir uzeli u uticaje drugih procesnih parametara (pH,
temperatura, aeracija, meSanje). Kao osnovna podloga u njihovom radu koriséen je
permeat surutke sa dodatkom kvasScevog ekstrakta, kome su u cilju poboljSanja
produkcije f-galaktozidaze dodavani razli¢iti suplementi. Poredenjem razlicitih
izvora azota (amonijum-nitrat, amonijum-sulfat, natrijum-nitrat, L-aspartat, L-
glutamat i urea), utvrdeno je da se najbolja aktivnost S-galaktozidaze postiZze u
prisustvu uree i to u koncentraciji do 0,1%. Sto se prisustva soli ti¢e, najbolja
aktivnost je postignuta dodavanjem magnezijum-sulfata. Daljim optimizovanjem
uslova, pri pH 5,5, i temperaturi od 30 °C, nakon 28 h fermentacije postignuta je
maksimalna aktivnost S-galaktozidaze 1,71 IU/mg.13¢ Rek (Rech) i saradnici dobili
su fS-galaktozidazu (10 IU/ml) iz K. marxianus u aerisanom bioreaktoru sa 210 g/1
surutke, na 37 °C, pri meSanju (500 rpm).137 Pinjeiro (Pinheiro) i saradnici pratili
su uticaj pritiska na produkciju g-galaktozidaze, pri cemu su dobili da se aktivnost
poveca skoro tri puta koristec¢i pritisak od 6 bar umesto atmosferskog.138 Pojedini

autori koristili su principe statistickog planiranja eksperimenata kako bi ustanovili
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uticaj razli¢itih parametara na proces biosinteze [-galaktozidaze, ali i kako bi
utvrdili njihove medusobne uticaje. > 139140 Tako je Braga sa saradnicima ispitujuci
produkciju S-galaktozidaze iz K. marxianus dosao do sledeceg optimalnog sastava
podloge: koncentracija laktoze (iz surutke) 120 g/l, kvasCevog ekstrakta 5 g/l,
peptona 15 g/l, amonijum sulfata 15 g/l i otpadna voda od prerade pirinca 30 g/I,
pri pH 4, kako bi se dobila maksimalna aktivnost -galaktozidaze od 10,4 1U/ml.13?
Sa druge strane Dagbagli i Gonskur, u optimizaciju produkcije S-galaktozidaze iz K.
lactis ukljucili su i parametre procesa, kao $to su vreme i brzina mesanja, pri cemu
su dobili da se maksimalna aktivnost enzima (4,218 1U/mg) dobija pri pH 7,35,

brzini meSanja 179,2 rpm, koncentraciji Se¢era 24,9 g/1 u trajanju od 50,9 h.140

2.2.3. 1zolovanje i preciS¢avanje enzima

Nakon optimizacije proizvodnje enzima, kako bi dobijeni enzimi bili u Zeljenom
obliku i potrebnog nivoa Cistoc¢e, neophodno je da produ kroz niz operacija

izolovanja i precis¢avanja. (Slika 2.19)

Intracelularni Periplazmatic¢ni Ekstracelularni
enzimi enzimi enzimi

Separacija ¢elija od medijuma centrifugiranjem ili mikrofiltracijom
pasta celija

mehani¢ka/nemehani¢ka | | uglavnom nemehanicka
dezintegracija ¢elija dezintegracija Celija

separacija enzima od medijum
unutarcelijskih membrana

preci§cavanje centrifugiranjem ili mikrofiltracijom

uklanjanje nukleinskih kiselina (po potrebi) i koncentrovanje rastvora enzima

dalje prediS¢avanje enzima primenom hromatografskih tehnika

Slika 2.19. Opsta Sema izolovanja i preliséavanja enzima 55
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Pri odabiru adekvatnih metoda treba imati u vidu izvor i lokaciju enzima,
koncentraciju produkovanog enzima, njihove fizicko-hemijske karakteristike, kao i
polje primene enzima.>> 141 Ve¢ina mikrobnih f-galaktozidaza (bakterije, kvasci)
su intracelularni enzimi i ne mogu biti oslobodeni iz ¢elija pod normalnim
uslovima fermentacije,3 vec¢ je potrebno izvrsiti njihovo izolovanje, razaranjem ili
ekstrakcijom iz Celija, a potom, ukoliko je potrebno, izvrsiti njihovo preciséavanje.
Dok sa druge strane, f-galaktozidaze poreklom iz plesni, nekih bakterija i geneticki
manipulisanih organizama predstavljaju ekstracelularne enzime, kod kojih se
enzim izoluje iz profermentisanog medijuma. Enzimi se potom, u zavisnosti od
polja primene i osobina producenta, mogu koristiti kao sirovi preparati, ili se pak
moraju podvrgnuti metodama koncentrovanja i eventualno dodatnog

preciS¢avanja.

2.2.3.1. Metode razaranja celije

Ukoliko je enzim intracelularne prirode, prvi stupanj u procesu njegovog
izolovanja podrazumeva dezintegraciju ¢elija. Celije su od okoline odvojene
¢elijskom membranom, a mnoge i Celijskim zidom, pri ¢emu su funkcije ovih
komponenata cCelije visestruke. Naime, Celijske membrane odrzavaju konstantnim
sadrzaj celije i omogucavaju razmenu materija sa spoljaSnjom sredinom, dok
Celijski zid ¢ini ¢eliju elastichnom i obezbeduje joj svojevrsnu mehanicku
otpornost.1#1 Stoga, prilikom odabira odgovaraju¢ih metoda za razaranje Ccelije,
potrebno je poznavati gradu Celijskog zida i imati u vidu specificnost komponenata
koje obezbeduju njegovu cvrstinu (Slika 2.20). Osnovni otpor razaranju celijskog
zida Gram pozitivnih bakterija, na primer, ¢ini mreZa peptidoglukana. Cvrstina ove
mreZe zavisi od ucestalosti sa kojom se peptidne jedinice javljaju na glukanskim
lancima, kao i od stepena njihove umreZenosti. Sa druge strane, kod Gram
negativnih bakterija ¢elijski zid je tanji i manje Cvrst, ali je zato njegova struktura
sloZenija, kako u konfiguraciji, tako i u broju makromolekularnih komponenti.
Naime, Celijski zid Gram negativnih bakterija izgraden je od dva razlicita sloja, gde
lipopolisaharidi, lipoproteini i fosfolipidi Cine sastav spoljne membrane, dok je

tanki unutrasnji sloj sastavljen od mukopeptida i tehojnih kiselina. Konac¢no,
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osnovne strukturne komponente celijskog zida kvasaca predstavljaju glukani,
manani i proteini. Ukupna debljna celijskog zida kvasaca je veca nego u slucaju

bakterija, ali nasuprot tome, njihovo razaranje je generalno jednostavnije.142
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Slika 20. Grada Celijskog zida bakterija i kvasaca 143

Treba imati u vidu, medutim, da je grada Celijskog zida sklona promenama, i da u
velikoj meri zavisi od vrste organizma, fizioloSkog stanja i starosti ¢elije, ali i od
spoljasnjih uslova ukljucujué¢i temperaturu kultivacije, prisustva odredenih
hemijskih jedinjenja u okolini Celije, sastava hranljive podloge, faze rasta, kao i
specificne brzine rasta.141 Utvrdeno je, naime, da je lakSe izvrsiti razaranje Celija u
logaritamskoj, nego u stacionarnoj fazi Celijskog rasta, jer je u stacionarnoj fazi
brzina rasta niZa, a deo energije se preusmerava sa Celijske reprodukcije na sintezu
komponenata i jacanje strukture Celijskog zida. 142 Stoga, u cilju izbora adekvatne

metode za dezintegraciju Celija, treba obratiti paznju i na ove faktore.
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U najSirem smislu metode razaranja celije mogu se klasifikovati u dve grupe:
mehanicke i nemehanicke metode. Mehanic¢ke metode su pogodnije za industrijsku
primenu i imaju ve¢i komercijalni znacaj, dok su nemehanicke metode, kao Sto su
hemijska i enzimska liza C¢elije, osmotski Sok, uzastopno odmrzavanje i
zamrzavanje, desikacija i druge fizicke metode specifi¢nije i manje agresivne, ali
nepogodne za industrijsku primenu, jer su hemikalije i enzimi koji mogu da razore
¢eliju skupi ili je njihovo prisustvo u proizvodu nepozZeljno. 55 U svakom slucaju
krajnji ciljevi razaranja ¢elija su isti, i to: oslobadanje Sto vece koli¢ine enzima uz
maksimalno ocuvanje aktivnosti, izbegavanje naknadnih promena strukture
proizvoda (denaturacije, oksidacije, proteolize) i smanjenje negativnhog uticaja

ovog na naredne separacione korake.141
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Slika 2.21. Metode razaranja Celija

2.2.3.2. Mehanicke metode dezintegracije éelija

Zajednicki princip ove grupe metoda je izloZenost celija visokom stresu, a
mehanizmi razaranja cCelija podrazumevaju fenomene Kkavitacije, smicanja,
sudaranja, ili pak njihove kombinacije.1¥2 Tokom primene ovih metoda dolazi do
oslobadanja velike koli¢ine energije, te je neophodno intenzivno hladenje

suspenzije tokom rada kako ne bi doSlo do inaktivacije enzima. U ove metode
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spadaju: homogenizovanje pod visokim pritiskom, mlevenje u mlinu sa dodatkom

abrazivnih sredstava, ultrazvucna dezintegracija i dezintegracija primenom presa.
2.2.3.2.1. Homogenizatori pod visokim pritiskom

Homogenizatori pod visokim pritiskom predstavljaju najcesSce koriS¢ene uredaje za
dezintegraciju Celija na industrijskom nivou. Uredaj se sastoji iz pumpe visokog
pritiska koja potiskuje suspenziju celija kroz ventil za praZnjenje sa suZenim
izlaznim otvorom u cilindar pumpe (Slika 2.22). Prilikom prolaska suspenzije ¢elija
pod pritiskom velikom brzinom kroz uski otvor celije se razaraju usled delovanja
smicajnih sila, pada pritiska i kavitacionog fenomena. Operativni parametri kojima
se moZe manipulisati jesu radni pritisak i vrsta ventila, a optimalni uslovi rada
homogenizatora moraju se prilagoditi vrsti celija i lokaciji enzima u njoj.
Povecanjem operativnog pritiska moguce je smanjiti potreban broj prolaza da bi se
postigao Zeljeni stepen dezintegracije, medutim pri takvim uslovima dolazi i do
povecanja oslobodene toplote, Sto se moZe negativno odraziti na aktivnost enzima,

narocito ukoliko su termolabilni.

GO0

suspenzija felija

500

)

i ledidte ventila
40

_ udarni prsten
-
300

12 9% viaZne biomase (135 MFa)
239 viaine bicmase (135 MPa)
46% vlaine biomase (135 MFa)
239k viasne biomase (135 MPa)
bez hladenja

23% viaine blomaze (230 MPa)

aktivnost beta-galaktozidaze (1U/g
|3
F_4

| = - |

L

ventil

0 1 2 3

Broj prolaza

Slika 2.22. Sematski prikaz homogenizatora pod visokim pritiskom. (a) Uticaj razlicitih
faktora na razaranje L. delbrueckii ssp. bulgaricus pomo¢u homogenizatora pod visokim

pritiskom (b) 144

Tako na primer, u sluCaju razaranja L. delbrueckii ssp. Bulgaricus (Slika 2.22b),

povecCanjem operativnog pritiska sa 135 MPa na 200 MPa dolazi do znacajnog
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povecanja u oslobodenoj aktivnosti f-galaktozidaze, tako da se veC pri prvom
prolazu ostvaruje produktivnost uporediva sa tri prolaza pri niZzem pritisku.
Takode, moZe se primetiti da sa izostankom hladenja dolazi do gubitka dela
oslobodene aktivnosti, najverovatnije usled termicke denaturacije.1** U svom radu
Kunija (Coonia) i Lele takode primenjuju ovaj vid razaranja u cilju oslobadanja
intracelularne (-galaktozidaze iz L. acidophilus pri ¢emu je postignuta maksimalna

aktivnost 0,912 IU/ml nakon 9 prolaza pri pritisku od 55,4 MPa.145

2.2.3.2.2. Mlevenje celija uz dodatak abrazivnih sredstava

Mlevenje ¢elija uz dodatak abrazivnih sredstava predstavlja jednostavnu i efikasnu
metodu dezintegracije Celija koja moZe biti primenjena na laboratorijskom, ali i
industrijskom nivou. Dostupan je Sirok spektar potencijalnih konstrukcija uredaja,
a najceS¢e se prave sa horizontalno ili vertikalno postavljenom komorom sa

plastom za hladenje u koju su smeStene kuglice.

Suspenzija celija
L odbojnici

rotirajuca osovina

plast ‘l'
celijski ekstrakt

Slika 2.23. Sematski prikaz mlina sa abrazivnim sredstvima

U komori se nalazi i rotiraju¢a osovina na koju su postavljeni odbojnici (Slika 2.23).
Obrtanjem osovine, energija sa odbojnika prelazi na kuglice koje mehanicki
razbijaju celije, ali uspeSnom razaranju doprinose i smicajne sile koje se javljaju
kretanjem kuglica kroz suspenziju.l4l Kao punjenje najcesc¢e se koriste staklene
kuglice ili kvarcni pesak, a izbor precnika i koli¢ine punjenja su osnovni parametar

za optimizaciju procesa razaranja. Njihov izbor zavisi od lokacija Zeljenog enzima u

38



Celiji, tako na primer, za razaranje bakterija i oslobadanje enzima lokalizovanih u
citoplazmi pogodnije su sitnije Cestice (0,1-0,15 mm), dok se za oslobadanje
periplazmati¢nih enzima i razaranje kvasca preporucuje upotreba krupnijih cestica
(0,25-0,75 mm).142 Stepen efikasnosti razaranja celija povecava se sa povetanjem
kolicine punjenja, ali istovremeno povecavaju se koli¢ina oslobodene toplote i
ukupna potrosnja energije. Pronadeno je da je optimalna koncentracija punjenja
80-85%.142, 146 Na efikasnost procesa razaranja pozitivno utiCe i povecanje brzine
mesanja, ¢ime se takode povecavaju i potroSnja energije i produkcija toplote.
Primeri razaranja celija ovim metodom u cilju izolovanja f-galaktozidaze su
brojni.2> 33,138,146 Prj trecem prolasku kroz komoru mlina napunjenu (85%) sa
Cesticama pre$nika 0,5 mm pri brzini od 2000 rpm, Garido (Garrido) i saradnici
uspeli su da u potpunosti izoluju S-galaktozidazu iz S. cerevisiae. U laboratorijskim
uslovima, Cesto je koriS¢ena pojednostavljena metoda razaranja pomocu
abrazivnih sredstava, Sto najceS¢e podrazumeva intenzivno vorteksiranje

suspenzije Celija sa abrazivnim sredstvima.134 147,148

2.2.3.2. Ultrazvucna dezintegracija Celija

Razaranje cCelija moZe se izvrSiti primenom ultrazvuka (iznad 18 kHz) u

ultrazvu¢nom dezintegratoru.
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Smatra se da se ovo razaranje odvija zahvaljujuc¢i fenomenu kavitacije, odnosno
stvaranju lokalnih razlika u pritisku usled Cega nastaju kavitacioni mehuri koji
vremenom rastu i pucaju. Parametri od kojih zavisi efikasnost ove metode su jacina
ultrazvuka, duzina trajanja razaranja, kao i zapremina suspenzije Celija koja se
tretira. Osnovni nedostaci ove metode su lokalno oslobadanje velike koli¢ine
energije koja moZe dovesti do inaktivacije enzima, kao i osetljivost pojedinih
enzima na ultrazvucne talase. lako postoje primeri koriS¢enja ove metode za
razaranje Celija u cilju oslobadanja intracelularne galaktozidaze, ova metoda nema

veci industrijski znacaj.135 149-151

2.2.3.3. Nemehanicke metode razaranja éelija

2.2.3.3.1. Fizicke metode razaranja ¢elija

Fizicke metode razaranja Celija su izuzetno jeftine, jednostavne i blage u odnosu na
mehanicke metode, ali ¢esto zametne, neefikasne i sa ogranicenom primenljivos¢u
u veéim razmerama.’> Jedna od ovih metoda je metoda dekompresije koja
podrazumeva rastvaranje gasa unutar Ccelija pod visokim pritiskom u
odgovaraju¢em sudu. Nakon otpuStanja pritiska, gas se naglo oslobada u vidu
mehuri¢a koji uzrokuju pucanje i oslobadanje sadrzaja celije. Potom, u fizicke
metode ubraja se metoda koja podrazumeva primenu osmotskog Soka, gde se Celije
prvo suspenduju u puferima visokog osmotskog pritiska, a potom prebace u
rastvor niskog osmotskog pritiska, usled Cega dolazi do difundovanja molekula
vode, pucanja membrana i oslobadanja sadrzaja Celija. Od fiziCkih metoda joS se
primenjuju metode razaranja celija uzastopnim zamrzavanjem/odmrzavanjem i
suSenje zamrzavanjem.>> Medutim, ove metode retko su koriS¢ene za izolovanje S-
galaktozidaza, a i u slucajevima kada su koriS¢ene pokazale su se krajnje

neefikasnim.127, 152

2.2.3.3.2. Enzimska liza celija

Najstariji metod razaranja Celije bila je metoda autolize, koja se javlja kao posledica

produkovanja endogenih enzima. Ovaj nacin razaranja cesto se primenjuje kod
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kvasaca, medutim, primeceno je da kod bakterija mle¢ne kiseline takode dolazi do
autolize cCelija, Sto objaSnjava prisustvo slobodne f-galaktozidaze u jogurtu i
drugim mlec¢nim proizvodima. U svom radu Montanari i saradnici dokazali su da L.
brevis tokom fermentacje ispusta odredenu koli€inu intracelularne f-galaktozidaze
u fermentacioni medijum.153 Medutim, ova metoda je izuzetno spora i Cesto
nedovoljno efikasna. Kako bi se prevazisli ovi nedostaci, naucnici su dosli na ideju
tretiranja Celija enzimima u cilju postizanja efikasnijeg razaranja. Enzimska liza
¢elija kvasaca zbog kompleksne grade (Slika 2.20) zahteva upotrebu smeSe
enzima: proteaza za razaranje spoljnog proteomananskog sloja i -(1,3)-glukanaza
koji razlaZzu unutrasnji glukanski sloj, pa je najc¢eSce koris¢eni enzimski preparati
za razgradnju Celija kvasaca su zimolaza i litikaza.141.142 Sa druge strane, kada je
re¢ o bakterijama, najceS¢e koriS¢eni enzim je lizozim. Ovaj enzim razlaze (-(1,4)
veze izmedu N-acetil-muraminske kiseline i N-acetil-D-glukozamina prisutne u
peptidoglukanskom sloju, usled ¢ega dolazi do degradacije peptidoglukanske
stukture, ¢ime se povecava propustljivost Celijskog zida i omogucéava ekstrakcija
intracelularnog sadrZaja.l*! Njegovim delovanjem efikasno se razara celijski zid
Gram pozitivnih bakterija, dok kod gram negativnih bakterija prepreku
maksimalnoj efikasnosti predstavlja spoljasnji lipoproteinski sloj koji Stiti sloj
peptidoglukana. Stoga se, za razaranje gram negativnih bakterija, enzim najceSc¢e
koristi zajedno sa heliraju¢im sredstvom (EDTA). 141 [ako se ova metoda pokazala
izuzetno efikasnom, ve¢i komercijalni znaCaj ove metode onemogucen je

ograni¢enom dostupnos$cu i izrazito visokom cenom enzima.

2.2.3.3.3. Hemijska permeabilizacija celija

Upotreba hemijskih sredstava (organski rastvaraci, deterdZenti, baze, antibiotici ili
haotropni reagensi) za izolovanje intracelularnih proizvoda zasniva se
prvenstveno na povecanju permeabilnosti ¢elijske membrane mikroorganizama.
Ove metode su Siroko aplikativne, a uslovi permeabilizacije zavise od vrste i
karakteristika tretiranih celija, ali i osobina Zeljenog proizvoda. Prilikom primene
ove metode, narocitu paZnju treba obratiti na stabilnost enzima u prisustvu

sredstava za permeabilizaciju. NajceS¢e koriS¢eni hemijski agensi su organski
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rastvaraci. Za izolovanje f-galaktozidaza isprobani su: toluen, hloroform, etanol,
metanol, izopropil alkohol. 154-156 Pinjo (Pinho) i saradnici su oslobodili priblizno
90% intracelularne aktivnosti (2,2 IU/g celija) nakon inkubacije celija sa 2%
hloroformom u 0,1 M fosfatnom puferu (pH 7) u trajanju od 9 h.154 Sli¢ne metode
ekstrakcije rastvarac¢ima sproveli su i drugi nauc¢nici.127.157.158 Becera (Becerra) i
saradnici ispitali su delovanje razlicitih rastvaraca u cilju ekstrakcije enzima S-
galaktozidaze iz Kluyveromyces lactis. U prvoj fazi eksperimenta suspenzija ¢elija (2
g Celija vlazne mase u 20 ml 0,5 M fosfatnom puferu, pH=9,5) je tretirana 1%
hloroformom na 37 °C u toku 3h. U drugoj fazi eksperimenta ekstrakcija je vrena
pomocu Cetiri razli¢ita organska rastvaraca (etanol, metanol, izopropanol i t-
butanol), pri razli¢itim vremenima ekstrakcije (nakon 5 h i 21 h).158 Pored
organskih rastvaraca, nejonski deterdZenti takode se koriste za oslobadanje
enzima [-galaktozidaza u spoljasnju sredinu, rastvaranjem celijske membrane.
Najcesce se koriste: Triton X-100, SDS, digitonin i saponin, sami ili u kombinaciji sa

organskim rastvaracima.155 156

2.2.2.3.4. Permeabilizacija mikrobnih ¢elija

Utvrdeno je da je industrijska upotreba pf-galaktozidaze oteZzana zbog velikih
troSkova potrebnih za postizanje dovoljnog prinosa pri oslobadanju aktivnog
enzima iz Celija kao i troSkova preci$¢avanja, Sto se narocito odnosi na dobijanje f-
galaktozidaze iz bakterija i kvasaca. Stoga, upotreba celih Celija kao izvora -
galaktozidaze predstavlja interesantnu alternativu. Osnovni problem koriS¢enja
celih celija jeste slaba permeabilnost membrane za laktozu, pa su u cilju povecanja
permeabilnosti ispitan uticaj razli¢itih hemijskih (organski rastvaraci i
deterdZenti) 159 160 i mehanickih metoda (razaranje abrazivnim sredstvima i
primenom presa)l6l . DeterdZenti kao Sto su digitonin i cetiltrimetilamonijum-
bromid (CTAB) su se pokazali uspesno u povecanju permeabilnosti ¢elija kvasaca
Sto je rezultovalo i nekoliko puta vecom aktivno$S¢u permeabilizovanih celija u
odnosu na netretirane celije. Oksigal i Triton X-100 pokazali su se pogodnim u
permeabilizaciji ¢elija Streptococcus sp. pri cemu je postignut visok nivo enzimske

aktivnosti.162 Medu razli¢itim rastvaraCima testiranim za permeabilizaciju celija
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kvasaca hloroform, etanol, smeSa hloroform-etanol i smesSa etanol-toluen
rezultirale su dobrim permeabilizacionim prinosom.163-166 Etanol u koncentraciji
30-55% uzrokuje 15 puta povecanje aktivnosti f-galaktozidaze tokom
permeabilizacije sa S. thermophilus i L. delbrueckii ssp. bulgaricus.167 Hidroliza
laktoze surutke i mleka, koriS¢enjem etanolom permeabilizovanih c¢elija, u
bioreaktoru sa pakovanim slojem, pokazala je da pemeabilizacija povecava brzinu
hidrolize laktoze, pri ¢emu 99,5% laktoze iz surutke mleka hidrolizuje za 30 min na
30°C.168 Permeabilizovane cCelije sve se viSe koriste i u sintezi galakto-
oligosaharida.165 169, 170 J radu Gobinata (Gobinath) i saradnika, nakon
permeabilizacije ¢elija L. plantarum sa SDS-om, postignut je prinos galakto-
oligosaharida od 34%, pri pocetnoj koncentraviji laktoze od 40% na temperaturi

50 °C nakon 12 h.165

2.2.3.2 PreciS¢avanje mikrobnih f-galaktozidaza

PreciS¢avanje enzima iz fermentacione tecnosti ili ¢elijskog ekstrakta, dobijenog
primenom neke od metoda iz poglavlja 2.2.3, varira od jednostavne jednostepene
precipitacione procedure do skupih i hromatografskih tehnika visoke rezolucije,
kojima se enzimi razdvajaju na osnovu minimalnih razlika u svojim fizicko-
hemijskim osobinama. Cesto je potrebno vise koraka da bi se dostigla Zeljena
Cistoc¢a enzimskog preparata, a klju¢ uspesSnog i efikasnog preciS¢avanja enzima je
u odabiru najpogodnija tehnike i optimizaciji njenog ucinka. Cilj precis¢avanja je
dobijanje preparata Zeljene CistoCe u $to manjem broju primenjenih koraka, zato je
od izuzetne vaznosti pre definisanja protokola za preciS¢avanje imati jasan cilj

primene Zeljenog enzima, odnosno ciljani nivo ¢isto¢e enzima.

Prvu fazu preci$¢avanja, narocito kod ekstracelularnih enzima, ¢ini koncentrovanje
enzima. Na ovaj nacin, smanjuju se troskovi hemikalija zbog dalje obrade manjih
zapremina, kao i operativni troskovi usled manipulacije manjim zapreminama.
NajceS¢e metode koje se koriste za koncentrovanje proizvoda su: ultrafiltracija,
taloZenje (solima, rastvaracima, polielektrolitima), izmena jona, vakuum dijaliza i

liofilizacija.>> Za vec¢inu komercijalnih primena mikrobnih g-galaktozidaza, ukoliko
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su dobijene pomoc¢u producenata sa GRAS statusom, nisu potrebni narocito
preciS¢eni enzimski preparati, pa su ove metode i viSe nego dovoljne. Na primer, u
radu Makara (Makkar) i saradnika opisano je preciS¢avanje enzima p-
galaktozidaze iz Lb. bulgaricus primenom isoljavanja.l’l Naime, supernatant
zaostao nakon centrifugiranja razorenih Celija L. bulgaricus, u kome se nalazi enzim
f-galaktozidaza tretira se dodavanjem amonijum-sulfata do 60% zasicenja, pri
¢emu dolazi do taloZenja enzima. Talog se potom odvaja centrifugiranjem i
resuspenduje u 0,05 M fosfatnom puferu (pH 6,5), nakon ¢ega se dijalizira u vodi u
toku 24 h na 4 °C. Nakon ispitivanja aktivnosti ovako preciS¢enog preparata
utvrdeno je da se specifitna aktivnos enzima povecala ¢ak sedam puta.l7! Imajuéi u
vidu da se radi o bakteriji mlecne kiseline koja je sigurna za upotrebu, dalje
preciS¢avanje nije bilo neophodno. Slicno, u svom radu Sad (Saad) je opisao
jednostavan postupak preciS¢avanja ekstracelularne f-galaktozidaze iz A.
japonicus.172 Prvi korak u preciS¢avanju predstavljalo je taloZenje enzima hladnim
etanolom, u odnosu 1:1. Etanol je doveo do sniZenja dielektricne konstante
rastvora enzima, ¢ime je doSlo do povecanja interakcija izmedu naelektrisanih
molekula enzima i smanjenja interakcija sa vodom, odnosno taloZenja. Talog je
potom rastvoren u kalijum-fosfatnom puferu (pH 6,8) i rastvoru je dodato 0,5%
bentonita, koji se ponasa kao katjonski izmenjivat. Nakon mesSanja enzim pS-
galaktozidaza zaostaje u rastvoru, potom se vrsi njegova dijaliza i liofilizacija.
Faktor preciS¢avanja ovog enzima iznosio je 6,42, dok je prinos aktivnosti bio oko
25%.172

lako je nekada dovoljno samo izvrSiti koncentrovanje enzima, postizanje viSeg
stepena preciS¢enosti omogucava efikasniju upotrebu, a i neophodan je za dodatno
karakterisanje (odredivanje molarne mase, izoelektricne tacke i sli¢no), pa se dalje
precCiSCavanje  vrSi  naj¢eS€e  razliitim  hromatografskim  tehnikama:
jonoizmenjivackom, gel-filtracionom, adsorpcionom, i afinitetnom
hromatografijom i hromatofokusiranjem. Za preciS¢avanje p-galaktozidaza
koriS¢ene su i tehnike razdvajanja u dvofaznim vodenim sistemima (ATPS),
nastalim najceS¢e meSanjem vodenih rastvora dva medusobno nekompatibilna

polimera (PEG i dekstran) ili pak polimera i soli (PEG i kalijum-fosfat).173-175 De
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Silva i Franko (de Silva i Franco) su opisali proces bioafinitetnog razdvajanje S-
galaktozidaze iz K. fragilis u vodenom dvofaznom sistemu (ATPS) sa hemijski
modifikovanim PEG-om.17# Kako je u prethodnim eksperimentima utvrdeno da se
f-galaktozidaza iz K lactis ne moZe od svojih kontaminenata razdvojiti
komercijalnim vodenim dvofaznim sistemima, oni su razvili novi sistem u cilju
postizanja bolje i efikasnije separacije. Razvijen je novi afinitetni sistem hemijskom
modifikacijom PEG 4000, vezivanjem biospecificnog liganda p-aminofenil-1-tio-S-
D-galaktopiranozida (APGP). Zamenom konvencionalnog PEG u sistemu 6% PEG
4000 i 8% dekstrana sa sintetisanim PEG-APGP, uoceno je da je faktor
preciS¢avanja porastao sa 2,8 na 9,7. U drugom koraku sistem 13% PEG-APGP i 9%
fosfata koriS¢en je za izmenu vrednosti Koeficijenta raspodele, odnosno u cilju

dobijanje enzima iz donje faze bogate solima.174
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2.3. Galakto-oligosaharidi (GOS)

Galakto-oligosaharidi (GOS) predstavljaju kompleksnu smeSu nesvarljivih ugljenih
hidrata, najcesce izgradenih od 2-8 monosaharidnih jedinica, terminalne glukozne i
nekoliko preostalih galaktoznih jedinica ili pak dve galaktozne jedinice, koji nastaju
transgalaktozilacijom laktoze katalizovanom f-galaktozidazama. Ova jedinjenja
medusobno se razlikuju po sastavu, vrstama veza, kao i stepenu polimerizacije
(Slika 2.25), Sto znacajno uticCe i na razlicitost fizickih, hemijskih i funkcionalnih

svojstava ovih jedinjenja.
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Slika 2.25. Raznovrsnost strukture galakto-oligosaharida: (A) sastav, (B) vrste veza, (C)

stepen polimerizacije 14

Kada su prvi put detektovani, tokom procesa hidrolize laktoze, smatrani su
nepoZeljnim nusproduktima, koji zbog svog niskog stepena slatkoce i nesvarljivosti
negativno uticu na kvalitet dobijenih proizvoda.l7¢ Medutim, slicnost sa
oligosaharidima humanog mleka (HMO), i sposobnost oponasanja njihovih osobina
i funkcija, obnovila je interesovane za ova jedinjenja. Imajuci ovo u vidu, ne cudi
Cinjenica da se galakto-oligosaharidi u najvecoj meri koriste kao dodatak mle¢nim
formulama za ishranu beba.1* 177 Tokom prethodnih nekoliko decenija, ispitani su i
opisani brojni nacini dobijanja galakto-oligosaharida, a oni se danas komercijalno
proizvode u Japanu i Evropi i smatra se da njihov udeo u svetskom trZzistu
prebiotika za 2013. godinu iznosio 94100 t, dok se do 2020. godine predvida rast
na oko 175500 t. 178
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2.3.1. Proizvodnja galakto-oligosaharida

Galakto-oligosaharidi su prisutni u razli¢itim prirodnim izvorima kao Sto su mleko,
voce, povrce i med, ali se uglavnom dobijaju konverzijom laktoze zahvaljujuci
transgalaktozilacionom delovanju f-galaktozidaza. Postoje primeri hemijske
sinteze galakto-oligosaharida pod dejstvom neorganskih kiselina,179 180 kao i
primeri sinteze pod dejstvom glikoziltransferaza (EC 2.4.X),181 182 3]i oni nisu
Siroko rasprostranjeni. Glikoziltransferaze su jako efikasne, poseduju visoku
stereo- i regiospecificnost, medutim, njihovu Siru upotrebu ograni¢ava njihova
visoka cena, nedostupnost, kao i potreba za koriS¢enjem specificnih supstrata
(Se¢ernih nukleotida). [-Galaktozidaze sa druge strane, predstavljaju slabo
selektivne, primarno hidroliticke enzime, ali su veoma dostupne i ne zahtevaju
nikakve dodatne korake pripreme supstrata, ve¢ koriste Siroko dostupan supstrat
- laktozu. Interesantno je da se za sintezu galakto-oligosaharida mogu koristiti ne

samo rastvori laktoze, ve¢ i mleko, surutka, derivati surutke, jogurt itd.

Reakcija transgalaktozilacije

=@
=)+ @D

reakcija hidrolize

Slika 2.26. Mehanizam reakcija katalizovanih [-galaktozidazama83

Sinteza galakto-oligosaharida pomoc¢u p-galaktozidaze odigrava se prema vec
definisanom mehanizmu transgalaktozilacije. Reakcija zapocinje formiranjem

enzim-galaktozil kompleksa, nakon ¢ega enzim vrsi prenosenje galaktozil grupe na
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neki od akceptora prisutnih u smesi. PoSto svi Seceri u reakciji mogu da reaguju
kao akceptori, finalni proizvod predstavlja meSavinu di-, tri-, tetra- i viSih saharida
sa f3-glikozidnim vezama izmedu monosaharidnih jedinica. U zavisnosti od osobina
i porekla upotrebljenog enzima, kao i reakcionih uslova enzimske sinteze, dobijaju
se razli¢iti prinosi i tipovi formiranih galakto-oligosaharida. Efikasnost
transgalaktozilacije je kineticki kontrolisana, jer su i sami galakto-oligosaharidi
podloZni procesu hidrolize, pa maksimalni prinosi reakcije nisu narocito visoki i

krecu se uglavnom u opsegu 20-40% galakto-oligosaharida,1’”? sa retkim

izuzecima.184
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Slika 2.27. Karakteristican dijagram toka reakcije transgalaktozilacije

U prvoj fazi reakcije primetan je pad koncentracije laktoze, koja se trosi na sintezu
galakto-oligosaharida, ali i manjim delom na hidrolizu (Slika 2.27). U ovoj fazi
oCigledno preovladava reakcija transgalaktozilacije. Medutim, kako reakcija
napreduje, odnosno kako je koncentracija laktoze manja, samim tim manje
dostupna kao akceptor glukozil-jedinica, tako sinteza galakto-oligosaharida
usporava, dok sa druge strane dolazi do konstantnog prirasta produkata hidrolize.
Ukoliko reakcija traje dovoljno dugo, u jednom trenutku ¢e doc¢i do potpune
hidrolize laktoze i galakto-oligosaharida do glukoze i galaktoze. Sa ovog aspekta,
od izuzetnog je znacaja vreme prekidanja reakcije u cilju dobijanja maksimalnog
prinosa proizvoda. Medutim, pored izraZenog uticaja na prinos, primeceno je da

vreme utice i na sastav smeSe dobijenih galakto-oligosaharida (Slika 2.27b). Naime,
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vreme potrebno za sintezu duzih galakto-oligosaharida, moZe biti znatno duZe od
vremena potrebnog za sintezu kracih galakto-oligosaharida, prvenstveno imajuci u
vidu da je za njihovu sintezu neophodno prisustvo kracih galakto-oligosaharida.
Pored toga, vaZzno je ista¢i da se reakcije sinteze i hidrolize razlicitih S-glikozidnih
veza odvijaju razliitim brzinama, pa tako vreme trajanja reakcije utiCe i na
strukturu molekula prisutnih u smeSi galakto-oligosaharida. Stoga, prilikom
odabira optimalnog vremena trajanja reakcije treba treba na¢i kompromis izmedu

prinosa i Zeljenog sastava smeSe galakto-oligosaharida.

lako su do sada u literaturi opisani brojni primeri dobijanja galakto-oligosaharida,
veliki broj faktora koji istovremeno utiCu na prinos i strukturu galakto-
oligosaharida onemogucava definisanje opStih optimalnih uslova za sintezu
galakto-oligosaharida.177.185 186 Potencijalne strategije za dobijanje visokih prinosa
smeSe galakto-oligosaharida Zeljenih svojstava obuhvataju odabir adekvatnog
mikroorganizma, koji ima visoku transgalaktozilacionu aktivnost, izvodenje
reakcije na viSim temperaturama, potom koris¢enje koncentrovanih rastvora

laktoze ili pak rad u sistemima sa sniZenom aktivnos¢u vode.

2.3.1.1. Uticaj reakcionih faktora na sintezu galakto-oligosaharida

2.3.1.1.1. Izbor enzima

Kao Sto je prethodno receno, primarna funkcija -galaktozidaza jeste katalizovanje
reakcije hidrolize laktoze, a afinitet enzima prema reakciji transgalaktozilacije, u
znacajnoj meri zavisi od prirode koriS¢enog enzima. Smatra se da klju¢nu ulogu u
tome igra struktura enzima, Sto je donekle potvrdeno u eksperimentima sa
geneticki manipulisanim enzimima.6’- 68 Pored afiniteta enzima prema samoj
reakciji transgalaktozilacije, na prinos i sastav galakto-oligosaharida uticu i afinitet
enzima prema stvaranju i hidrolizi odredenih tipova veza, afinitet prema sintezi
galakto-oligosaharida sa ve¢im stepenom polimerizacije, afinitet prema razgradnji
galakto-oligosaharida, kao i inhibicija glukozom i galaktozom. Do sada, sinteza
galakto-oligosaharida je isprobana sa velikim brojem enzima.l% 177 Kao najbolji

producenti medu kvascima i plesnima pokazala se [-galaktozidaza iz A. oryzae,®0
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dok je medu bakterijskim p-galaktozidazama najceS¢e koriSceni producent g-
galaktozidaza iz B. circulans. U komercijalnoj proizvodnji galakto-oligosaharida
zastupljeni su joS i f-galaktozidaze iz Cryptococcus laurentii, S. thermophilus i B.
bifidum.1% 177 Do sada, najbolji prinos galakto-oligosaharida u smesi (63%)
postignut je koriS¢enjem [-galaktozidaze iz Bifidobacterium infantis3* dok je
najvisa postignuta koncentracija (315 g/1) dobijena konverzijom koncentrovanog
rastvora laktoze (600 g/1) pomocu termostabilne f-galaktozidaze iz Sulfolobus
solfataricus.18* Utvrdeno je da galakto-oligosaharidi sintetisani pomocu pS-
galaktozidaza bakterija mle¢ne kiseline poseduju izraZenu fizioloSku aktivnost, pa
se sve viSe radi na njihovoj eksploataciji u reakcijama njihovog dobijanja. Takode je
primeceno da su f-galaktozidaze subfamilije GH-42 bakterija mle¢ne kiseline
inhibirane visokim koncentracijama laktoze, i shodno tome imaju znatno niZe

prinose od f3-galaktozidaza subfamilije GH-2 iz istih organizama.187

Tabela 2. 3. Uticaj porekla enzima na strukturu galakto-oligosaharida* 74177

Mikroorganizam Vrsta veza Stepen polimerizacije

Bacillus circulans B-(1-4), rede f-(1-2), (di-, tri-, tetrasaharidi
B-(1=3)if-(1-6)

Geobacillus B -(1-3) -
strearothermophilus
Bifidobacterium infantis B-(1-3) di-, tri-, tetrasaharidi
Bifidobacterium bifidum B-(1-3)iB-(1-6) di-, tri-, tetrasaharidi
Lactobacillus reuteri f-(1-3)if-(1-6) di-, tri-, tetrasaharidi
Lactobacillus sp. f-(1-3)if-(1-6) di-, tri- i tetrasaharidi
Streptococcus thermophlus B-(1-3)iB-(1-6) Disaharidi
Kluyveromyces lactis f-(1-4) uglavnom tri-, tetrasaharidi
Cryptococcus laurentii B -(1-4) uglavnom trisaharidi
Aspergillus oryzae B -(1-6), -(1-4) uglavnom tri-, tetrasaharidi

Pored uticaja na prinos enzima, izvor enzima takode ima znacajan uticaj i na
strukturu dobijenih galakto-oligosaharida. Naime, pojedine f(-galaktozidaze imaju
ve(i afinitet prema stvaranju, odnosno hidrolizi odredenih glikozidnih veza, pa
tako nastaju smeSe galakto-oligosaharida u kome su prisutne razlicite §-glikozidne
veze. Takode, od porekla enzima zavisi i stepen polimerizacije galakto-

oligosaharida. Ova svojstva, medutim, nisu nepromenljiva, jer deluju u sprezi sa
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drugim reakcionim faktorima, a podloZna su promeni u slucaju imobilizacije

enzima, o ¢emu Ce biti viSe rec¢i u narednim poglavljima.

2.3.1.1.2. Uticaj koncentracije laktoze

Iz samog mehanizma reakcije transgalaktozilacije (Slika 2.26) moZe se uociti da
pocetna koncentracija laktoze predstavlja klju¢ni faktor u procesu optimizacije
sinteze galakto-oligosaharida. Njen uticaj moZe se tumaciti dvojako. Sa jedne
strane, poveéanjem koncentracije laktoze raste i koncentracija dostupnog
supstrata za reakciju transgalaktozilacije, ¢cime se povecava verovatnoca da ce
molekuli galaktoze biti preneti na molekule laktoze umesto na molekule vode. Sa
druge strane, visoke koncentracije laktoze smanjuju aktivnost vode, ¢ime se
istovremeno smanjuje brzina reakcije hidrolize laktoze, ali i hidrolize galakto-
oligosaharida. Takode, postoje indicije da se povecanje koncentracije povoljno
odrazava i na stabilnost samog enzima.l88 Bez obzira na poreklo koriS¢enog
enzima, literaturni podaci o uticaju laktoze su konzistentni. Naime, smatra se da se

pri koncentracijama laktoze iznad 30%, favorizuje reakcija transgalaktozilacije.”®
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Slika 2.28. Uticaj pocetne koncentracije laktoze na prinos galakto-oligosaharidal8®

U radu Albejraka (Albayrak) i Janga (Yang), na primer, sa povecanjem
koncentracije laktoze sa 50 g/l na 500 g/l, maksimalan prinos galakto-

oligosaharida u smesi povecava sa 10,5% na 27%.1°° Sli¢ni rezultati dobijeni suiu
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radu Hsua i saradnika (rezultati prikazani na slici 2.28) pri sintezi galakto-
oligosaharida pomocu f-galaktozidaze iz Bif. longum. Kao Sto se sa slike 2.28 moZe
videti, pri niZim koncentracijama laktoze dominira reakcija hidrolize, dok se pri
radu sa koncentrovanim rastvorima ravnoteza pomera u smeru
transgalaktozilacije. Najbolji prinos 32,5% postignut je pri koncentraciji od 40%,
nakon cega prinos galakto-oligosaharida opada verovatno zbog taloZenja laktoze
usled previsoke koncentracije.’8? Poznato je, naime, da osnovnu prepreku
koris¢enju koncentrovanih rastvora laktoze, predstavlja njena izuzetno slaba
rastvorljivost (oko 250 g/l na 40°C).7¢ Medutim, kori$¢enjem zasi¢enih
metastabilnih rastvore laktoze,’¢ 191 koji su prethodno predgrejani kako bi doSlo
do rastvaranja SeCera, moguce je ostvariti poCetne koncentracije ¢ak i iznad 60%.
Kako bi se problem slabe rastvorljivosti prevaziSao sve viSe se radi na izolovanju
novih enzimskih preparata [-galaktozidaza koje e biti aktivne na visokim
temperaturama, $to ¢e omoguciti rad sa koncentrovanijim rastvorima laktoze. Do
sada su za sintezu galakto-oligosaharida ispitane f-galaktozidaze iz Thermys sp.
(prinos 30% u ukupnoj smesi Secera)192, Pyrococcus furiosus (22%)193, Sulfolobus

solfataricus (53%)190, Thermotoga maritima (18,2%)1%4.

2.3.1.1.3. Uticaj temperature i pH na reakciju transgalaktozilacije

Uticaj temperature na sintezu galakto-oligosaharida, nije narocito izraZen, a
literaturni podaci pokazuju razlicite trendove. lako sa povefanjem temperature
dolazi do povecane rastvorljivosti laktoze, ovo nema nekog narocitog znacaja kod
rada sa mezofilnim enzimima. Nekoliko studija pokazalo je da se povecanjem
temperature moZe favorizovati reakcija transgalaktozilacije, jer je uticaj
temperature na brzinu reakcije sinteze izrazeniji nego na brzinu reakcije hidrolize,
medutim uticaj na prinos galakto-oligosaharida je zanemarljiv. 119 195 [vasaki
(Iwasaki) i saradnici su dosli do zakljucka da je uticaj temperature izuzetno vazan
faktor kada poredimo transgalaktozilacione aktivnosti enzima razli¢itog porekla,
ali da je za pojedinacne enzime oblast temperatura za postizanje maksimalnih
prinosa prilicno Siroka i najeS¢e se poklapa sa optimalnom temperaturom za

reakciju hidrolize. 196
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Slicna situacija je i sa pH vrednoS¢u reakcione smeSe. Uticaj pH na reakciju
transgalaktozilacije moZe biti znacajan i zavisi pre svega od prirode enzima.
Postoje indicije da se sa promenom pH moZe uticati na povecanje selektivnosti

enzima prema reakciji transgalaktozilacije. 14 189

Tabela 2.4. Proizvodnja galakto-oligosaharida pomocu mikrobnih p-galaktozidaza

. . o Laktoza GOS3,% Produktivnost
Mikroorganizam t(°C) | pH (/1) (Conc, g/1) (a/Ih) Ref.
Bakterije
Bacillus circulans 40 6,0 46 24 2.2 197
Enterobacter agglomerans 50 7,5 125 38[47] 3.9 198
Geobacillus stearothermophilus 37 6,5 180 23[41] 6.9 199
Lactobacillus reuteri 30 6,5 205 38 3.9 112
Lactobacillus acidophilus 30 6,5 205 39 7.9 79
Lactobacillus pentosus 30 6,5 205 31 - 24
Lactobacillus sakei 30 6,5 215 44 - 22
Lactobacillus plantarum 37 6,5 205 41 - 23
Lactobacillus fermentum 45 6,5 400 31 - 26
Bifidobacterium bifidum 39 6,8 500 20199] 65 200
Bifidobacterium longum 45 6,8 400 33 13 189
Bifidobacterium infantis 60 7,5 300 63[190] 13 34
Bifidobacterium infantis 47,6
Bifidobacterium adolescentis 43,1
Bifidobacterium angulatum 55 7,5 300 43,8 - 201
Bifidobacterium pseudolongum 26,8
Bifidobacterium bifidum 37,6
Pyrococcus furiosus 80 5,0 270 22[60] - 202
Sulfolobus solfataricus 80 6,0 600 53[315] 5.6 203
Thermotoga maritima 80 6,0 500 19[97] 18 204
Thermus sp. 70 7,0 300 30[91] - 205
Saccharopolyspora rectivirgula 60 6,5 600 44[264] - 206
Kvasci
Kluyveromyces lactis 40 7.0 400 25[99] 25 207
Rhodotorula minuta 60 6.0 200 38[76] 3.2 208
Sterigmatomyces elviae 60 5.0 200 39[78] 3.2 209
Sirobasidium magnum 50 - 360 67[242] 5.8 210
Cryptococcus laurentii 40 4.3 200 40[80] 3.6 211
Sporobolomyces singularis 55 5.0 600 40[242] 8.7 212
Plesni
Aspergillus oryzae 40 4.5 380 32 24 196
Penicillium sp. 55 4.0 400 40[160] - 213
Penicillium simplicissimum 50 6.5 600 31[183] 11 214
Talaromyces thermophilus 40 6.5 200 50[100] 13 215
Bullera singularis 45 3.7 300 54[120] 4.8 216
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Medutim, u literaturi je sve zastupljeniji podatak da su pH optimumi za reakcije

sinteze i hidrolize pribliZzno jednaki. 77. 196

2.3.1.1.4. Alternativni nacini povecanja prinosa galakto-oligosaharida

Optimizacijom uslova donekle se moZe povecati prinos galakto-oligosaharida, ali
pri koriS¢enju divljih sojeva mikroorganizama ovi prinosi i dalje ostaju relativno
skromni. U cilju prevazilaZenja ovog problema i povecanja afiniteta enzima prema
reakciji transgalaktozilacije, pojedini naucnici primenili su metodu genetickog
inZenjerstva. Tako su Jorgensen i saradnici skratenjem N-terminalnog kraja f-
galaktozidaze iz Bif. bifidum uspeli da povecaju afinitet prema reakciji
transgalaktozilacije 10 puta i ujedno znacajno smanje inhibitorno delovanje
galaktoze.® Slicni rezultati mogu se posti¢i i ciljanim mutacijama, odnosno
zamenom aminokiselina u lancu proteina. Recimo, zamena Arg109 u Trp ili Val u
molekulu f-galaktozidaze iz G. stearotermophilus, dovela je do povecanja prinosa f-
Gal(1-3)-Lac deset puta.l®® Takode, na osnovu poznavanja ponaSanja drugih
glikozidaza, moZe se pretpostaviti da ¢e genetickim inZenjerstvom ubuduce biti

moguce uticati i na strukturu, a ne samo na prinos proizvoda.’4

Buduci da je raspolozivost laktoze i smanjenje aktivnosti vode klju¢ni parametri u
optimizaciji procesa sinteze galakto-oligosaharida, koriS¢enje = veoma
koncentrovanih rastvora predstavlja siguran put do postizanja visokih prinosa. Da
bi ovo bilo moguce potrebno je reakcije izvoditi na jako visokim temperaturama,
Sto iziskuje pronalaZenje novih termostabilnih -galaktozidaza koje ¢e biti aktivne
u takvim uslovima. Smanjenje aktivnosti vode, medutim, moZe se posti¢i i
primenom drugih metoda: zamenom vode (ili dela vodene faze) organskim
rastvaracima,?17-219 radom u jonskim tecnostimaZ220 ili dodatkom razlicitih soli.221
Radom u dvofaznim vodenim sistemima, na primer, koriS¢enjem dodatka PEG-a,
De-Val i Otero sa komercijalnim preparatom Pectinex Ultra-SP, dobili su povecanje
prinosa f-Gal(1-6)-Lac za 33% u odnosu na istu reakciju izvedenu u vodenoj
sredini.222 Sin (Shin) i saradnici ispitali su moguénost sinteze galakto-oligosaharida
u dvofaznim sistemima cikloheksan/voda. Maksimalan prinos proizvoda (45%)

dobijen je u sistemu sa 5% vode, dok je pod identicnim uslovima u vodenoj sredini
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dobijen prinos od 38%.217 Uprkos obecavaju¢im rezultatima, ograni¢enja u primeni
organskih rastvaraCa predstavljaju slaba rastvorljivost laktoze i nestabilnost

enzima u prisustvu rastvaraca.’4

Proizvodi reakcije cesto mogu predstavljati inhibitore sinteze galakto-
oligosaharida, pa se smatra da se njihovim uklanjanjem moZe spreciti inhibicija, a
ujedno postici znacajno poboljSanje procesa jer Ce se dobiti Cistiji krajnji proizvodi..
Postoje razlicite strategije koje se ticu uklanjanja monosaharida iz smeSe. U radu
Cenga (Cheng) i saradnika sinteza galakto-oligosaharida pomo¢u f-galaktozidaze iz
B. circulans pracena je kontinualnim uklanjanjem nastale glukoze pomoc¢u enzima
glukoza oksidaze i katalaze. Prinos disaharida u ovoj reakciji bio je znacajno
smanjen, ali je zato koncentracija tetrasaharida bila znatno ve¢a u odnosu na
kontrolnu reakciju. Sa druge strane, prinos trisaharida ostao je nepromenjen.223
Cest primer uklanjanja glukoze podrazumeva i selektivnu fermentaciju pomocu
kvasaca. NajceS¢e se u ovu svrhu Koriste kvasci iz roda Kluyveromyces, pri ¢emu
dolazi do znacajnog preciS¢avanja proizvoda.223 224 Danas, sve ceS¢e se umesto
skupih komercijalnih i preciS¢enih enzimskih preparata koriste permeabilizovane
¢elije. Njihovom upotrebom znatno se smanjuju troskovi izolovanja i preciS¢avanja
enzima, ali i omogucava viSekratno kori$¢enje sto dodatno dovodi do pojeftinjenja
procesa. Ove Celije mogu zadrzati svoju vijabilnost, i kao takve mogu istovremeno
vrsiti proces trangalaktozilacije, kao i proces fermentacije glukoze, Sto dovodi do
povecanja prinosa reakcije. Takode, enzim f-galaktozidaza je smeStena unutar
Celije tako da je zaSticena od uslova spoljasnje sredine, pa i u odredenoj meri od
inhibicije proizvodima reakcije.l* 225 Inhibicija proizvodima reakcije moze se
smanjiti primenom imobilizacije enzima, kao i adekvatnim izborom reaktorskih

sistema, o cemu Ce biti reci u narednim poglavljima.14 177
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2.4. Imobilizacija f-galaktozidaze

Uprkos razvijenoj industrijskoj upotrebi enzima p-galaktozidaze, znacajnu
prepreku u Siroj industrijskoj implementaciji predstavlja visoka cena, kao i
promenljiva stabilnost enzima pri definisanim uslovima procesa. Stoga, u cilju
potpunog iskoriS¢enja potencijala ovog biokatalizatora, primenjuju se razlicite
metode stabilizacije enzima, a najeSCe njegova imobilizacija, odnosno
ogranicavanje slobodnog kretanja enzima u odredenom prostoru uz zadrZavanje
njegove Kkataliticke sposobnosti.>> Pored sprecavanja naglog gubitka aktivnosti
enzima, odnosno povecanja temperaturne ili pH stabilnosti, pravilnim odabirom
metode imobilizacije moZe do¢i do smanjenja podloZnosti inhibiciji supstratom ili
proizvodima reakcije, kao i povecanja selektivnosti biokatalizatora, Sto moze biti
od izuzetnog znacaja u slucaju reakcije sinteze galakto-oligosaharida. Sa aspekta
industrijske primene treba ista¢i mogucnost upotrebe imobilisanih enzima u
kontinualnim sistemima, jer omogucavaju lakSe pracenje, kontrolu i automatizaciju

procesa.

) 3

(© (d)

Slika 2.29. Metode imobilizacije!83: fizi¢ka adsorpcija (a), kovalentno vezivanje (b),

umreZavanje (c) i obuhvatanje enzima nosacem (d)
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Po zavrSetku reakcionog ciklusa enzim se moze jednostavno i efikasno ukloniti iz
reakcione smeSe, pri ¢emu se eliminiSe potencijalna kontaminacija proizvoda i
dodatni troSkovi preciS¢avanja proizvoda. Imobilisani enzim se potom moZe
ponovo Koristiti, ¢ime se znac¢ajno umanjuju troskovi procesa. Uprkos nabrojanim
prednostima, imobilizacija enzima nije uvek tehnoloski i ekonomski opravdana, jer
enzim gubi aktivnost tokom imobilizacije, a ¢esto dolazi i do pojave difuzionih
limitacija pri upotrebi imobilisanih enzima. Medutim, ovi problemi mogu se
prevazi¢i poznavanjem svojstava enzima i adekvatnim izborom metode
imobilizacije.

Prvi primer imobilizacije S-galaktozidaze datira iz 1969. godine, kada su Sarp i
saradnici izvr$ili imobilizaciju enzima na porozne DEAE celulozne ploce. 226 U
literaturi je, od tada, opisan veliki broj metoda imobilizacije: adsorpcija, kovalentna
imobilizacija, umreZavanje enzima i obuhvatanje enzima nosa¢em. (Slika 2.29)
lako su podaci o primeni imobilisanih preparata u realnim industrijskim uslovima
retki (SnamProgetti (Italija) i Sumitomo Chemicals (Japan), Valio (Finska) i drugi) i

uglavnom vezani za hidrolizu laktoze iz mleka i surutke 8 227,

2.4.1. Imobilizacija adsorpcijom

Najstariji, i ujedno najcesSce koris¢en metod imobilizacije je adsorpcija, pri kojoj se
eznim zadrzava na povrsini nerastvornih nosaca formiranjem slabih privlacnih sila
(Van der Valsovih sila, vodoni¢nih veza, hidrofobnih interakcija i elektrostatickog
privlaCenja). Prednosti ove metode jesu niski troskovi, jednostavnost i brzina
izvodenja. Blagi reakcioni uslovi uzrokuju neznatno narusSavanje konformacije
samog enzima, pa su aktivnost i specificnost adsorbovanog enzima uglavnom
nepromenjene. Nosaci koriS¢eni za ovu metodu su jeftini i dostupni, a zahvaljuju¢i
reverzibilnosti metode po zavrSetku rada mogu se regenerisati i iznova koristiti. U
literaturi su opisani brojni primeri primene razliCitih nosaca za imobilizaciju f-
galaktozidaza, koji mogu biti neorganske (oksidi aluminijuma 228 i cinka 229 230,
silika 228,231 celit 228,232 zeolit 233) i organske prirode (celuloza, hitozan 234, aktivni
ugljenik 23> i jonoizmenjivacke smole 236-238), Na jacCinu i stepen vezivanja

biokatalizatora uti¢u kako priroda nosaca, tako i temperatura, pH rastvora i jonska
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jac¢ina. Karakteristike nosac¢a kao Sto su veli¢ina Cestica, specificna povrsina,
veli€ina i raspored pora, hidrofilnost/hidrofobnost mogu da imaju veliki uticaj na
koli¢inu i raspodelu biokatalizatora na povrSini nosaca, a samim tim i na aktivnost,
specificnost i stabilnost imobilisanog sistema. Husain i saradnici doSli su do
zakljuc¢ka da je velicina Cestica, odnosno njihova specificna povrsina od izuzetne
vaznosti za efikasnost procesa imobilizacije. 22° Naime, oni su izvr$ili imobilizaciju
na Cestice cink-oksida i nano-cCestice cink-oksida, pri ¢emu su prinosi aktivnosti
60% i 85%, redom. Takode, enzim imobilisan na nano-cestice pokazao je znatno
vecu stabilnost na pH 7, u prisustvu galaktoze, kao i ve¢u operativnu stabilnost 231.
Do sli¢nog zakljucka dosSla je Klajn (Klein) sa saradnicima, pri imobilizaciji na
Cestice hitozana milimetarskih dimenzija i nano-Cestice hitozana. Veca specifi¢na
povrSina nano-Cestica omogucila je znatno vecu koncentraciju vezanih proteina,
kao i vecu aktivnost imobilsanih enzima, dok je izraZenija poroznost makro-cestica
omogucila vec¢u termicku stabilnost imoblisanog preparata. 234

Ova metoda, medutim, ima i niz nedostataka, pre svega formiranje slabih veza
izmedu enzima i nosaca, Sto moZe dovesti do desorpcije enzima, kao i osetljivost na
spoljasnje faktore kao $to su temperatura i jonska ja¢ina. U velikom broju slucajeva
hemijski ili fizicki predtretman nosa¢a moze doprineti jacem i specificnijem
vezivanju biokatalizatora za nosa¢, a Cesto se izvodi i naknadni tretman
imobilisanog enzima hemijskim reagensom radi post-imobilizacionog
umrezavanja.239218 J svom radu Gudini sa saradnicima izvrSila je optimizaciju
procesa adsorpcije f-galaktozidaze iz A. oryzae na jonoizmenjivacki smolu Duolite
A568 primenom metode statisticki planiranog eksperimenta, a potom dobijeni
imobilsani enzim dodatno stabilisala umreZavanjem glutaraldehidom. ZadrZzana
aktivnost nakon 30 ciklusa neumreZenog imobilsanog enzima iznosila je 51%, dok
je zadrzana aktivnost dodatno umreZenog preparata iznosila 90% pocetne
vrednosti.239 Slicno, f-Galaktozidaza iz A. oryzae imobilisana adsorpcijom i
umrezZavanjem na konkanavalin A-celulozu zadrzala je 78% pocetne vrednosti
aktivnosti i pokazala znacajnu stabilnost u odnosu na slobodan enzim pri
skladistenju. Aktivnost nakon jednog meseca iznosila je 93% pocetne vrednosti za
imobilisanu, a 63% pocetne vrednosti za slobodnu pf-galaktozidazu.24? Liu i

saradnici razvili su novi nosa¢, magnetne nanocestice obloZene polietilenom, sa
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izraZzenom sposobnos$c¢u adsorpcije (3,2 puta vec¢a od komercijalnog nosaca DEAE-
Sepharose). Imobilisana f-galaktozidaza iz K. lactis pokazala je izuzetno visoku
kataliticku aktivnost i operativnu stabilnost u reakciji sinteze galakto-
oligosaharida. Nakon 15 ciklusa, zadrzana aktivnost na enzimu iznosila je 84,6%, a
tokom tih 15 ciklusa sintetisano je 4,5 kg galakto-oligosaharida/g nosaca. Nosac se
moZe regenerisati i ponovo koristiti, a nakon dvadeset desorpcija, njegov kapacitet
se smanjio za samo 7%. 241

Nosaci za imobilizaciju ne moraju biti iskljucivo cestice. Imobilizacija se moZe
izvrsiti i na povrSinu membrana. Tako je u radu Engela [-galaktozidaza iz K. lactis
imobilisana na jonoizmenjivacku membranu u cilju uspostavljanja kontinualnog
procesa sinteze galakto-oligosaharida. Sto se hidrodinami¢kih parametara tice,
ovaj proces je bio zadovoljavaju¢i, medutim nije doveo do promena u prinosu

galakto-oligosaharida u odnosu na slobodan enzim.242

2.4.2. Obuhvatanje enzima nosa¢em

Obuhvatanje enzima nosacem predstavlja fizicko ograni¢avanje kretanja enzima
unutar odredenog zatvorenog prostora. Pod ovim pojmom podrazumevaju se
procesi smestanja enzima u matrice polimera, u/iza polupropustljive membrane,
ukljucujuci i mikroinkapsulaciju.3>> Osnovne prednosti ovog nacina imobilizacije
jesu jednostavnost dobijanja Cestica, kao i njihova mehanicka stabilnost, a mana
mogucnost postepenog gubitka imobilisanog enzima curenjem kroz pore u toku
kontinualne upotrebe. Medutim, ovo se moZe prevazi¢i koriS¢enjem posebnih
tehnika umrezavanja enzima bifunkcionalnim ili multifunkcionalnim agensima.
Matrice koje se koriste za imobilizaciju najceS¢e predstavljaju polimerne
materijale, kao Sto su alginat, agar, x-karaginan, pektin, Zelatin, poliakrilamid i
kolagen i drugi. Jovanovi¢-Malinovska sa saradnicima imobilisala je fS-
galaktozidazu iz A. oryzae u PVA Cestice za sintezu galakto-oligosaharida.
Imobilisani enzim zadrZao je ¢ak 95% pocetne aktivnosti nakon 7 ciklusa u
reaktoru sa pakovanim slojem. Maksimalan postignut prinos iznosio je 30% (w/w)
pri pocetnoj koncentraciji laktoze od 40%, Sto je odgovaralo produktivnosti od

117g/h.243 U svom radu Sen i saradnici uporedili su mikroinkapsulirane cestice (-
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galaktozidaze iz B. circulans u proto¢nom reaktoru sa slobodnim enzimom, pri
¢emu su dobili znatno povecanje u prnosu galakto-oligosaharida.244 Ovaj nacin
imobilizacije veoma je zastupljen i u imobilisanju celih c¢elija.24> Nasuprot
inkapsulaciji enzima i Ccelija, zadrZavanje [-galaktozidaze ultrafiltracionim
membranama predstavlja metodu imobilizacije koja omogucava efikasniju sintezu
galakto-oligosaharida zahvaljuju¢i izostajanju difuzionih limitacija i promene
enzima usled vezivanja za Cestice. Brojni su primeri primene ovakvih membrana u
reaktorima za sintezu galakto-oligosaharida,207.246 o ¢emu Ce biti reci u narednom

poglavlju.

2.4.3. Kovalentna imobilizacija

Kovalentna imobilizacija podrazumeva zadrZavanje enzima na povrSini nosaca
formiranjem kovalentnih veza izmedu funkcionalnih grupa enzima i ¢vrstih nosaca.
Enzim se za nosac vezuje preko svojih amino (a- i e-lizin), karboksilnih grupa,
sulfthidrilnih grupa ostataka cisteina, imidazolnih grupa, hidroksilnih grupa i
fenolnog jezgra tirozina.>> Ovim postupkom imobilizacije, usled stvaranja stabilnih
hemijskih veza sa nosalem, ostvaruje se velika stabilnost u Sirokom opsegu
spoljnih uslova i ne dolazi do spiranja enzima. Sa druge strane nedostaci ove
metode su visoka cena i gubitak aktivnosti uzrokovan izlaganjem enzima najcesce
agresivnim hemijskim supstancama, kao i nepovoljnim uslovima reakcije.3 55
Razli¢iti materijali mogu biti koriS¢eni kao nosaci za kovalentnu imobilizaciju, a
pre same imobilizacije neophodno je aktivirati funkcionalne grupe nosaca
odgovaraju¢im hemijskim agensima (cijanogen bromid, karbodiimid i
glutaraldehid). Pod aktiviranjem nosaca se podrazumeva hemijska reakcija izmedu
nosaca i aktivatora pri ¢emu se na povrsini nosaca stvaraju nove grupe (obicno
elektrofilne) koje imaju veliku reaktivnost prema funkcionalnim grupama u
molekulu enzima (obi¢no nukleofilne). Kovalentna imobilizacija se zato najceSce
sastoji iz dve faze: aktiviranje i modifikacija nosaca i vezivanje enzima za aktiviran
nosac.>> 247 Do sada je opisan veliki broj metoda za kovalentnu imobilizaciju S-
galaktozidaze, medutim kao i u prethodnim slucajevima, dobijeni imobilizati

uglavnom su koris$¢eni u reakcijama hidrolize laktoze. Medutim, postoji i nekoliko
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primera imobilizacija koji se vrSe sa ciljem upotrebe u reakcijama
transgalaktozilacije. 248 Najinteresantniji su svakako rezultati postignuti u
studijama Albajraka i Janga koji su izvrSili kovalentno vezivanje f-galaktozidaze iz
A. oryzae na pamucnu tkaninu funkcionalizovanu p-toluensulfonil hloridom koju su
potom upotrebili u proto¢nom reaktoru. PoluZivot ovako dobijenog enzima iznosio
je 48 dana na temperaturi od 50 °C, $to je ¢ak 25 viSe od slobodnog enzima. 190 U
svom narednom radu isti autori izvrSili su agregaciju enzima pomocu
polietilenamina i dodatnim umreZavanjem pomoc¢u glutaraldehida u cilju
postizanja bolje specificne aktivnosti enzima. 249 Imaju¢i u vidu prednosti
viSetackastog kovalentnog vezivanja enzima Huerta i saradnici izvrs$ili su
imobilizaciju S-galaktozidaze na gluoksil agarozu. Dobijeni preparat primenjen je u
deset konsekutivnih reakcija sinteze galakto-oligosaharida, pri ¢emu je dobijen
biokatalizator znatno poboljSanih karakteristika (vece stabilnosti i otpornosti na
imobilizaciju), ali i znacajna koli¢ina proizvoda po jedinici mase biokatalizatora
(8,5 kg/g nosaca).1?1 Sa sruge strane, kako bi dodatno unapredili proces separacije
biokatalizatora Pan i saradnici razvili su proces kovalentne imobilizacije na
magnetne Fe30s nanocCestice. Ovako dobijeni imobilisani preparati pokazali su
izuzetnu pH i termalnu, ali i operativnu stabilnost budu¢i da su zadrzali vise od
90% aktivnosti nakon 15 ciklusa produkcije galakto-oligosaharida. U reakciji
sinteze galakto-oligosaharida postignut je prinos od 15%. 250 Sli¢no, enzim iz K.
lactis imobilisan je na magnetne kompozite u radu Nerija i saradnika pri cemu je u
reakciji sinteze galakto-oligosaharida potvrdeno odsustvo difuzionih limitacija iz
znatno povecanu stabilnost imobilisanog preparata.2>1.252 Do sada, samo je u dva
rada prijavljena imobilizacija p-galaktozidaza dobijenih iz bakterija roda
Lactobacillus. Naime, p-galaktozidazu iz L. plantarum nedavno su Benavente i
saradnci viSetackasto imobilisali na gluoksil agarozu i primenili u sinteze galakto-
oligosaharida, pri ¢emu je prinos iznosio oko 35%.253 U drugom radu, isti enzim
imobilisan je na nanocestice ZnO, ali je imobilsani enzim koriS¢en u reakciji

hidrolize laktoze.254
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2.4.4. Imobilizacija umreZavanjem enzima

Imobilizacija enzima umreZavanjem zasniva se na formiranju intermolekulskih
veza izmedu molekula enzima i bifunkcionalnog agensa (glutaraldehid,
dimetilsuberimidat, bis-diazobenzidin i drugi). Poslednjih decenija, sve viSe se radi
na razvoju enzima umreZenih bez bifunkcionalnog agensa, formiranjem
intramolekulskih veza unutar samog enzima (formiranjem Sifovih baza izmedu
dialdehida glutarne kiseline i slobodnih amino grupa molekula). Na taj nacin
nastaju umreZeni enzimi (cross-linked enzymes - CLE) ili pak umreZeni enzimski
kristali (cross-linked enzyme crystals - CLEC). Ovako imobilisani enzimi imaju
veliku aktivnost po jedinici zapremine, ali nisu primenljivi za industrijsku
upotrebu zbog slabih mehanickih osobina. Osnovna prednost umreZavanja enzima
je to Sto u tom slucaju nije potrebno kori$¢enje nosaca za imobilizaciju, mogu se
primenjivati nepreciS¢eni enzimski preparati, a koprecipitacijom sa polimerima
moZe se podesavati mikrookruzZenje enzima. Tek nedavno je utvrdeno je da se
aktivne imobilisane p-galaktozidaze mogu dobiti i umreZavanjem agregata
(crosslinked enzyme aggregates-CLEA.>> U radu Lija i saradnika pokazano je da
CLEAs poseduju izuzetnu termicku i operativnu stabilnost u radu sa dvofaznim
sistemima. Naime, nakon deset ciklusa vrednost zadrZane aktivnosti iznosila je
52%, dok je sa druge strane postignuto povecanje prinosa u odnosu na slobodan
enzim. 255 Sa druge strane, u radu Gaura i saradnika, pokazano je da CLEAs (-
galaktozidaze iz A. oryzae u vodenoj imaju vedi afinitet prema reakciji hidrolize

laktoze (78% hidrolize za 12 h) u odnosu na reakciju transgalaktozilacije.232
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2.5. Reaktori za sintezu galakto-oligosaharida

Enzimska sinteza galakto-oligosaharida do sada je isprobana u razli¢itim
reaktorskim konfguracijama i pri razli¢itim reZimima rada. Industrijska
proizvodnja galakto-oligosaharida u veéini slucajeva odvija se koriS¢enjem
slobodne f-galaktozidaze u SarzZnim bioreaktorima sa meSanjem.256 Medutim, u
literaturi opisano je vise razli¢itih konstrukcija reaktora koji uklju¢uju upotrebu
slobodnih, imobilisanih enzima ili pak koriS¢enje permeabilizovanih ¢elija. Kao
najcesce KkoriSceni tip reaktora sa imobilisanim enzimima javljaju se SarZni
bioreaktori sa mesSanjem. 191,232,251,252 Prinosi u ovom tipu reaktora su uporedivi
sa prinosima u SarZznim reaktorima sa slobodnim enzimom. Takode, ovaj tip
izvodenja reakcije favorizuje nastajanje viSih galakto-oligosaharida, ali nakon
odredenog vremena dolazi do naglog pada u prinosu proizvoda usled
preovladavanja reakcije hidrolize.257 Bilo je pokuS$aja izvodenja sinteze galakto-
oligosaharida koriS¢enjem Sarznih bioreaktora sa recirkulacijom,258 kao i dolivnih
postupaka?>9, Takode, Mogard (Maugard) i saradnici pokusali su da iskoriste
prednosti mikrotalasnog zra¢enja nad konvencionalnim nacdinom izvodenja
eksperimenata, u cilju poboljSanja procesa sinteze galakto-oligosaharida pomoc¢u
p-galaktozidaze iz K. lactis imobilisane na jonoizmenjivacku smolu Duolite A-568.
[zvodenjem reakcije u uslovima smanjene aktivnosti vode, dodatkom organskog
rastvaraca (heksana), postignuto je znacajno povecanje (217 puta) u selektivnosti
imobilisanog preparata prema reakciji transgalaktozilacije.?38 Medutim, u cilju
razvoja kontinualnog izvodenja procesa, i prevazilaZzenja problema vezanih za
inhibiciju proizvodima reakcije, najCeSce su ispitivani bioreaktori sa pakovanim
slojem.249, 260 Prednosti ovih reaktora u odnosu na Sarzne ogledaju se u postojanju
visoke koncentracije enzimske aktivnosti, Sto rezultira visokom produktivnos$¢u
sistema. Medutim, imaju¢i u vidu sklonost laktoze ka kristalizaciji, u ovim
reaktorima potrebno je koristiti niZe pocetne koncentracije laktoze (5-20%) u
poredenju sa SarZnim sistemima, $to moZe dovesti do smanjenja prinosa. Netipi¢ni
predstavnik ove grupe reaktora, sa postignutom najve¢om produktivnoséu (6000
g/lh) u poredenju sa do sada koriS¢enim reaktorima (i do 50 puta), jeste reaktor sa

p-galaktozidazom  imobilisanom na  pamucnu tkaninu  modifikovanu
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polietileniminom, i potom dodatno umreZenu glutaraldehidom. Parc¢ic¢i tkanine
uvijeni su u obilku valjaka i jedan na drugi poredani unutar reaktora. Visoka
poroznost, nizak pad pritiska, i visoka mehanicka snaga tkanine omogudili su
stabilnu konverziju napojne smese (rastvor laktoze koncentracije 400 g/1 u 0,1M
puferu pH 4,5) pri protoku 37 ml/min u toku tri dana. Prinos galakto-oligosaharida
iznosio je 25-26% u odnosu na ukupne Secere u smesi (70% trisaharida i 25%
tetrasaharida), pri konverziji laktoze od 50%. Takode dobar rezultat postignut je u
proto¢nom reaktoru sa pakovanim slojem opisanim u radu Sina (Shin) i saradnika,
koji su koriste¢i f-galaktozidazu iz Bullera singularis imobilisanu prostom
adsorpcijom na hitozanske Cestice postigli je prinos galakto-oligosaharida od 55%
(od Cega je 84% trisaharida) i uspeli da odrZe kontinualnu proizvodnju u toku 15

dana. 261

» GOS
(6000 g/lh)

:] rastvor laktoze
L =40° o \ (400¢g/1)
[Ctesoe Joct] [ Z/"‘\/

A

Slika 2.30. Sematski prikaz bioreaktora sa B-galaktozidazom imobilisanom na pamucnu

tkaninu 249

Kao Sto se iz opisanh primera moZze videti, kao glavni proizvodi reakcije nastaju
trisaharidi, Sto je generalno odlika svih proto¢nih reaktora. Pored primene
imobilisanih  enzima, postoje primeri koriS¢enja 1 imobilisanih celih
permeabilizovanih ¢elija u bioreaktoru sa pakovanim slojem.262

Takode znacajna, i ¢esto koriS¢ena grupa reaktora za sintezu galakto-oligosaharida
jesu membranski reaktori. Osnovna prednost ove grupe reaktora je mogucnost

istovremenog odigravanja procesa i separacije produkata. Membrane koje se
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koriste mogu biti od razli¢itih materijala i razli¢itih oblika i razli¢itog stepena
poroznosti. NajceSc¢e se koriste polimerne membrane jer se one mogu dobijati u
najrazliitijim oblicima i mogu se lako modifikovati tako da poseduju tacno
odredene karakteristike koje su bitne za odredenu namenu.263 Enzimi mogu biti
zadrzani membranama,207. 264 jli pak imobilisani na povrSini membrana.258 263 UJ
zavisnosti od veli¢ine pora membrane, enzim se zadrZava u okviru sistema dok se
supstance male molekulske mase (supstrati i proizvod reakcije) odvode iz sistema.
U slucaju sinteze galakto-oligosaharida najces¢e se u tu svrhu Koriste
ultrafiltracione membrane.* Foda i saradnici utvrdili su da je primenom ove
tehnologije moguce proizvesti galakto-oligosaharide iz permeata surutke.265
Generalno, osnovni nedostaci ovog tipa reaktora jesu posojanje visokih
tangencijalnih napona i koriS¢enje visokih pritisaka koji se mogu negativno
odraziti na aktivnost enzima.l* Medutim, studija Matele (Matella) i saradnika
pokazala je da su efekti pritiska na aktivnost enzima zanemarljivi u odnosu na
slobodan enzim u SarzZnom sistemu, ali i da je meSanje klju¢ni parametar ovog
procesa jer omogucava bolju rastvorljivost Secera i bolji kontakt sa enzimom, ¢ime

se poboljsavaju njegove performanse.
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Slika 2.31. Sarzni reaktor kuplovan sa membranom za tangencijalnu filtraciju: (1) ledeno
kupatilo, (2) kontejner za supstrat, (3) peristalti¢ka pumpa, (4) vodeno kupatilo, (5)
bioreaktor, (6) membrana za tangencijalnu filtraciju, (7) pumpa, (8) odvod sistema, (10)

ventil za uzorkovanje 266
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Maksimalan prinos (20-22%) u njihovoj studiji postignut je nakon 15-17 minuta,
Sto je odgovaralo maksimalnom prinosu u SarZznom reaktoru. 267 Sa druge strane, u
eksperimentu sa komercijalnom [-galaktozidazom iz K lactis, paralelno
izvededenom u SarZnom bioreaktoru i ultrafltracionom reaktoru pokazano je da se
produktivnosti u ova dva sistema znacCajno razlikuju. Naime, pri pocetnoj
koncentraciji laktoze od 31%, maksimalan prinos u SarZznom reaktoru postignut je
nakon 1 h i iznosio je 7,6 mg galakto-oligosaharida/IU, dok je u kontinualnom
procesu postignuto 16-26 mg galakto-oligosaharida/1U.207 Zanimljivo je da
konfiguracija reaktora ne uti¢e samo na prinos, ve¢ i na sastav sintetisane smese
galakto-oligosaharida. Poredenjem kontinualnog reaktora sa meSanjem sa
spoljnom membranom za tangencijalnu filtraciju (Slika 2.31) i klasi¢nog Sarznog
reaktora sa meSanjem primeceno je da nakon konverzije preko 65% laktoze prinos
galakto-oligosagarida bio niZi u kontinualnom sistemu, zahvaljuju¢i niZem udelu
GOS3 i GOS4. Takode, [-galaktozidaza iz L. reuteri pokazala je vecu specificnost
prema formiranju -(1—6) veza imajuci u vidu da su osnovni proizvodi reakcije bili
pB-D-Gal- f-(1-6)-D-Glc i §-D-Gal- f-(1—-6)-D-Gal.266 Membrane sa manjim veliine
pora se mogu istovremeno Kkoristiti za sintezu i preciS¢avanje galakto-
oligosaharida od monosaharida (glukoze i galaktoze) nastalih hidrolizom laktoze.
Tako, na primer, primenom nanofiltracionih membrana moguce je dobiti proizvod

koji sadrzi 88% laktoze i galakto-oligosaharida.

66



2.6. Primena galakto-oligosaharida

2.6.1. Fizioloska aktivnost galakto-oligosaharida

Galakto-oligosaharidi predstavljaju kompleksnu grupu ugljenih hidrata, izgradenih
od glukoze i galaktoze medusobno povezanih pf-glikozidnim vezama, koji
zahvaljujuéi strukturi i izraZenoj stabilnosti u kiseloj sredini uglavnom ne podleZu
razgradnji u gornjem delu gastrointestinalnog trakta coveka, vel stiZu
nepromenjeni do debelog creva gde ostvaruju svoju prebioticku funkciju. Uticaj
galakto-oligosaharida na zdravlje Coveka ostvaruje se putem dva osnovna
mehanizma. Prvenstveno, oni omogucavaju selektivnu proliferaciju korisnih
bakterija mikrobiote (narocito bifidobakterija i laktobacila),177.268 koji dalje Stite
organizam od kolonizacije patogena i poboljSavaju imuni sistem domacina, ¢ime

sprecavaju pojavu razlicitih zapaljenskih infekcija.269
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Slika 2.32. Mehanizmi delovanja galakto-olgosaharidaZ?7?

Sa druge strane, fermentacijom galakto-oligosaharida dolazi do sinteze
kratkolancanih karboksilnih kiselina u crevnom traktu domacina, ¢ije se prisustvo
povezuje sa brojnim pozitivnim efekatima po zdravlje coveka, ukljucujuci

smanjenje rizika od pojave raka, povecanje resorpcije minerala, poboljSanje rada
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creva, kontrolu nivoa masti i holesterola u serumu, i suzbijanja infekcija i

zapaljenskih bolesti creva.268, 271

2.6.1.1. Zdravstveni benefiti konzumiranja galakto-oligosaharida

Gastrointestinalni trakt coveka nastanjuje kompleksna zajednica bakterija,
eukariotskih mikroorganizama, arhea, virusa i bakteriofaga, medu kojima
najbrojniju grupu predstavljaju bakterije. Kolonizacija gastrointestinalnog trakta
odigrava se odmah nakon rodenja i neznatno se menja tokom ostatka Zivota.
Prosetan broj organizama koji ¢ine mikrobiotu zdravog odraslog coveka

procenjuje se na 1014, a identifikovano je 300-500 razlicitih vrsta bakterija.177. 256
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Slika 2.33. Sastav i efekti dominantnih bakterija mikrobiote gastro-intestinalnog trakta

Coveka 256

Ove bakterije moZemo podeliti na one koje imaju pozitivan efekat na zdravlje
coveka (bifidobakterije i laktobacili) i one koje mogu imati Stetan uticaj ukoliko se
njihov broj poveca (npr. Clostridia), zato je za zdravlje ¢oveka od izuzetne vaznosti
odrzavanje ravnoteze medu ovim mikroorganizmima.26° Bifidobacterium i neke
Lactobacillus vrste igraju vaznu ulogu u fiziologiji mikrobiote digestivnog trakta

ljudi. One povecavaju otpornost na infekcije i bolesti koje prouzrokuju dijareju,
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stimuliSu imuni sistem i Stite od kancera (Slika 2.33). 269 Tokom Zivota sastav
intestinalne mikroflore je najve¢im delom nepromenljiv, ali moZe se menjati pod
uticajem starenja, ishrane i opSteg zdravstvenog stanja. Primeceno je da je
intestinalna mikrobiota beba koje se hrane maj¢inim mlekom mnogo bogatija
bifidobakterijama od onih koje se hrane mle¢nim formulama, Sto je posledica
bifinogenog efekta oligosaharida humanog mleka ukljuCujué¢i i galakto-
oligosaharide. Zahvaljuju¢i ovim saznanjima, sprovedena su brojna in vitro i in vivo
istrazivanja, o uticaju unosa galakto-oligosaharida na proliferaciju mikrobiote
creva, kako beba, tako i odraslih. U studiji Harmana (Haarman) i Knola dokazano je
da hranjenjem beba smeSom koja sadrzi 90% galakto-oligosaharida i 10% frukto-
oligosaharida dugog lanca, dolazi do povecanja koncentracije bifidobakterija i
laktobacila, pri ¢emu ukupan sastav mikrobiote jako slican onome kod beba
hranjenih maj¢inim mlekom, €ak i bogatiji laktobacilima.2’2 Do sli¢nih zaklju¢aka
dosli su Moro i saradnici, koji su takode primetili pozitivan uticaj na konzistenciju i
pH vrednost stolice beba.273 Posmatranjem uticaja galakto-oligosaharida na sastav
mikrobiote zdravog odraslog ¢oveka naucnici su zakljucili da je dnevni unos od 10
g galakto-oligosaharida dovoljan da se uoci znacajan bifidogeni efekat, dok je kod
starijih, i ljudi srednjih godina, kod kojih je populacija ovih bakterija manje brojna
dovoljno uneti 2,5 g dnevno da bi se ta brojnost povecala.18¢ U jednom klinickom
ispitivanju, pacijentima sa sindromom iritabilnog creva davane su razli¢ite doze
galakto-oligosaharida u trajanju od 12 nedelja. Broj bifidobakterija se znatno
uvecao, a nadimanje u crevima je oslabilo.?274 Kako se aktivnost galakto-
oligosaharida zasniva na selektivnom koriS¢enju od strane bakterija creva, novija
ispitivanja su pokazala da na funkcionalnu aktivnost, a pogotovu na bifidogeni
efekat, znacajno utiCe struktura galakto-oligosaharida, pre svega stepen
polimerizacije i vrste veza imedu monosaharidnih jedinica. Tako je u radu
Depejnta (Depeinta) i saradnika utvrdeno da unoSenje 3,6 g/dan smesSe galakto-
oligosaharida koja se sastoji pretezno od -(1—3) i, u manjem obimu, B-(1-4) i g-
(1-6) veza dovodi do znacajnijeg prebiotickog (bifinogenog) efekta u odnosu na
unosenje vecih koncentracija (4,9 g/d) smeSe galakto-oligosaharida sa f-(1—4)
i/ili B-(1-6) vezama.2’> Kardel-Kobas (Cardelle-Cobas) i saradnici odredili su da

smeSe galakto-oligosaharida sa pretezno [-(1—6) vezama imaju neznatno
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izraZeniji bifidogeni efekat od precisS¢enih preparata sa iskljucivo f[-(1-4)
vezama.2’6 Komercijalno dostupni preparati, danas, uglavnom predstavljaju smese
galakto-oligosaharida koji poseduju f-(1—4) i f-(1-6), zbog cega se poslednjih
godina intenzivno radi na razvoju procesa sinteze galakto-oligosaharida pomocu
bakterija mlec¢ne kiseline u cilju sinteze galakto-oligosaharide Zeljene strukture (sa
ve¢im udelom S-(1-3) veza). Medutim u odnosu na druge komercijalne prebiotske
preparate (frukto-oligosaharide i laktulozu), pokazano je da korisne bakterije

znatno selektivnije metaboliSu galakto-oligosaharide.

OdrZavanje ravnoteZe mikrobiote creva, kljuc¢ni je faktor normalnog funkcionisanja
crevne barijere, preko koje je omogucena regulacija transporta materija, ali i
mehanizama odbrane od patogena. Brojne studije na Zivotinjama su pokazale da
galakto-oligosaharidi poboljsavaju funkciju crevne barijere, i to na viSe nacina.
Naime, povec¢anjem broja korisnih bakterija vrsi se supresija neZeljenih bakterija i
virusa.26® Potom, povec¢avanjem koncentracije sekretovanih imunoglobulina dolazi
do njihove smanjene adhezije na zidove sluzokoZe creva, a fermentacijom galakto-
oligosaharida nastaju masne kiseline kratkog lanca koje dovode do snizavanja pH
sredine, Sto dovodi do inhibicije normalne funkcije patogena. Sa druge strane,
galakto-oligosaharidi mogu i direktno da inhibiraju delovanje unutrasnjih
patogena zahvaljujuc¢i sposobnosti da imitiraju mesta za vezivanje na povrsini
patogena pomocu kojih se oni vezuju na povrsinu epitelijalnih ¢elija. Tako umesto
da se veZe za povrSinu creva domacina i izazove infekciju, patogen Ce se vezati za
galakto-oligosaharid.18¢ VaZnost ovog mehanizma odbrane, vidi se na primeru
izostanka gastrointestinalnih infekcija kod beba u narocito osetljivom periodu
dojenja.2>¢ Pokazano je u brojnim studijama da su galakto-oligosaharidi, kao i drugi
poznati prebiotici (frukto-oligosaharidi, inulin i laktuloza) inhibitori vezivanja
bakterije E. coli za Celije tkiva, pri cemu je utvrdeno da galakto-oligosaharidi imaju
najvecu moc inhibicije.2’7 U drugim studijama pokazano je da galakto-oligosaharidi
imaju sposobnost inhibiranja kolonizacije i Sirenja S. typhimurium,18¢ L.
monocytogenes,?’8 ali i adheziju toksina kolere (enterotoksina produkovanom od

strane Vibrio cholera) za kolonocite coveka.27?
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Mikrobiota creva jako je bitna u razvoju i odrZzavanju imunog sistema domacina. U
crevnom sistemu Coveka nalazi se ve(i deo imunog sistema Coveka nazvan
limfoidno tkivo sluzokoZe creva (60% ukupnog limfnog tkiva). PoSto su neprestano
u kontaktu, smatra se da sastav mikrobiote creva utice na sastav ovog limfoidnog
tkiva, odnosno promena sastava mikrobiote odrazava se i na nastanak promena u
ovom tkivu, a samim tim i promena u imunom sistemu domacina. Tacan
mehanizam ovih promena nije u potpunosti ispitan, ali smatra se da postoje dva
puta regulacije: direktan interakcijom sa receptorima imunih ¢elija i indirektan
delovanjem na Kkorisne bakterije mikrobiote.26° U novijoj studiji Vulevi¢ i
saradnika, pokazano je da konzumiranje galakto-oligosaharida ne dovodi samo do
povecanja broja korisnih i smanjenja broja manje korisnih bakterija, ve¢ dovodi do
pozitivnih efekata na imunitet domacina. Ovo se moZe videti kroz povecanje
aktivnosti i fagocitoze celija ubica, povecanje sekrecije anti-inflamatornih citokina,
interleukina-10 (IL-10) i sniZenje koncentracije pro-inflamatornih citokinina (IL-6,
IL-1f i TNF-).280 Imajudi u vidu uticaj galakto-oligosaharida na imunitet, veruje se

da oni igraju klju¢nu ulogu i u prevenciji alergija.

Fermentacijom galakto-oligosaharida u crevnom traktu nastaju kratkolancane
karboksilne kiseline, uglavnom sir¢etna, propionska i buterna kiselina. Najvec¢i deo
ovih kiselina se resorbuje u crevnom traktu omogucavaju¢i domacinu da iskoristi
energiju iz hrane koja nije svarena u gornjim delovima sistema za varenje. One
uticu na Celijski transport i prenos energije u epitelijalnim celijama creva, rast i
diferencijaciju Celija. Njihovim oslobadanjem u lumen creva dolazi do sniZavanja
pH vrednosti sredine, Sto omogucava povecanje koncentracije joniziranih
minerala, posebno kalcijuma i magnezijuma ¢ime se omogucava njihova laksa
resorpcija. Ovo je narocito vazno kada je re¢ o kalcijumu koji je klju¢an za gustinu
koStane mase. Pojedinacne funkcije kratkolancanih karboksilnih kiselina su
razliCite. Butirat ima klju¢nu ulogu u detoksikaciji lumena debelog creva i samim
tim ulogu u prevenciji kolorektalnog karcinoma i brojnih drugih inflamacija. Sa
druge strane, propionat omogucava kontrolu jetre nad lipidnim i ugljenohidratnim
metabolizmom, obezbeduje energiju misi¢ima, bubrezima, srcu i mozgu. Osim toga

vazna je i potencijalna uloga propionata kao izazivaCa osecaja sitosti, Sto u
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mnogome doprinosi smanjenju gojaznosti. Pojedine studije su pokazale da
proizvodi prebioticke fermentacije mogu da spreCe rast i pospeSe smrt
kancerogenih celija u debelom crevu, dok druge ovu funkciju opovrgavaju. Osim na
mikrofloru crevnog trakta, prebiotici, pa tako i galakto-oligosaharidi uticu i na
poboljSanje stolice, resorpciju minerala i regulisanje telesne mase. Medutim, vece
doze galakto-oligosaharida (do 5g/d), ako se konzumiraju sedam dana, povecéavaju

ucestalost defekacije.186

2.6.1.2. Industrijska proizvodnja galakto-oligosaharida

Uprkos Cinjenici da su galakto-oligosaharidi, nusprodukti dobijeni hemijskom ili
enzimskom Kkonverzijom laktoze, bili poznati jos pre 60 godina, znacajnija
industrijska proizvodnja otpocCinje tek osamdesetih godina proslog veka, nakon
obnovljenog interesovanja za sintezu ovih jedinjenja sa potencijalnom fizioloSkom
aktivno$¢u. Pionirom na polju komercijalne proizvodnje galakto-oligosaharida
smatra se japanska kompanija Yakult Honsha, u ¢ijim se postrojenjima galakto-
oligosaharidi sintetiSu upotrebom f-galaktozidaza iz Sporobolomyces singularis i
Kluyveromyces lactis (reakcija transgalaktozilacije i hidrolize zaostale laktoze,
respektivno) od 1989. godine. 2°¢ Do 1995. godine u Japanu razvijen je Sirok
spektar komercijalno dostupnih proizvoda ukljucuju¢i hranu za bebe, klinicke
nutritivne proizvode, kao i brojne proizvode koji se mogu podvesti pod pojam

funkcionalne hrane.

PRODUKTI KOJI SADRZE PREBIOTIKE PRODUKTI KOJI SADRZE GOS

HEvropa

B Amerika

¥ Afrika i Srednjilstok
B Pacificka Azija

Slika 234. Proizvodnja proizvoda koji sadrZe prebiotike (a) i galakto-oligosaharide (b) u

razli¢itim delovima sveta 256
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Danas, najznacajnijim proizvodacem galakto-oligosaharida na svetskom trzistu
smatra se Holandska kompanija FrieslandCampina Domo, a najve¢i deo
proizvodnje odvija se u Evropi i Japanu (Slika 2.34). Sa druge strane, proizvodnja
galakto-oligosaharida na teritoriji Amerike gotovo je zanemarljiva. Vecina
kompanija bavi se sintezom galakto-oligosaharida u cilju formulisanja sopstvenih
proizvoda sa dodatom funkcionalnom vrednosc¢u, dok je komercijalna proizvodnja
galakto-oligosaharida za plasman na trZiSte retka. Ovakva proizvodnja najceSce
podrazumeva konverziju koncentrovanih rastvora rafinisane laktoze ili permeata
surutke (20-40 g/100 g laktoze) pomocu slobodnog enzima pS-galaktozidaze
(tabela 2.4) u Sarznim ili kontinualnim reaktorima sa mesanjem, nakon Cega se
reakcija zaustavlja, a proizvod obezboji pomoc¢u aktivnog uglja i demineraliSe u

narednom koraku jonoizmenjivackom hromatografijom (Slika 2.35).

Rastvor laktoze

f-galaktozidaza
GOS
laktoza

glukoza
galaktoza

dekolorizacija

demineralizacija

filtracija
koncentracija susenje
GOS sirup GOS u prahu

Slika 2.35. Sema dobijanja galakto-oligosaharida 185

Proizvod se potom filtrira i koncentriSe do 67-74 g/100 g suve materije za
proizvodnju sirupa, ili do koncentracije 50 g/100 g suve materije za proizvodnju

praskastih preparata, koji se dobijaju naknadnim susenjem rasprsivanjem.186
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Dobijeni preparati, bilo da je re¢ o sirupima ili praskastim preparatima,
predstavljaju kompleksne smeSe oligosaharida razli¢itog stepena polimerizacije,
neproreagovale laktoze i monomernih Secera (glukoze i galaktoze). Koncentracije
galakto-oligosaharida u komercijalnim proizvodima variraju izmedu 20 i 90% suve
materije (Tabela 2.5). Vazno je, medutim, istaci da se ovi proizvodi medusobno ne
razlikuju samo u stepenu Cistoce, ve¢ i u sastavu galakto-oligosaharida, pre svega
stepenu polimerizacije, kao i vrsti prisutnih veza. Kao Sto je ve¢ ranije receno, ovo
je najverovatnije posledica razlike u koriS¢enim enzimima. Tako je dominantna
vrsta veza prisutna u galakto-oligosaharidima proizvoda Oligomate (-(1-6), u
galakto-oligosaharidima proizvoda Bimuno $-(1—3), dok Vivinal GOS, Cup Oligo i
Purimune uglavnom sadrze galakto-oligosaharide u kojima dominiraju S-(1—4)

glukozidne veze.177.186

Tabela 2.5. Komercijalni proizvodi galakto-oligosaharida

Proizvod Proizvodac Mikroorganizam ((;0(/1 §
Vivinal GOS FrieslandCampina Domo Bacillus circulans 44,3-69
Oligomate 55 Yakult Pharmaceutical Industry Sporobolomyces singularis

‘ 50-60
Co. ,Ltd Kluyveromyces lactis
Bimuno Clasado BioSciences Bifidobacterium bifidum 48-55
Cup Oligo Kowa Company Ltd./ Nissin Sugar | Cryptococcus laurentii
52-70
Co., Ltd.
Promovita GOS | Corn Products Inc. Bacillus circulans
Purimune GTC Nutrition Bacillus circulans 90 sm
Floraid GOS Wright Agri Industries Limited Aspergillus oryzae 28,5

2.6.1.2.1. Primena galakto-oligosaharida u mle¢nim formulama za bebe

Poznato je da se kolonizacija digestivnog trakta beba vrsi neposredno po rodenju, a
za uspostavljanje zdrave, bifidobakterijama bogate, mikrobiote odgovorni su
oligosaharidi humanog mleka.268 281 Qni predstavljaju dominantnu funkcionalnu
komponentu humanog mleka,?81 ¢ija se koncentracija krece u proseku oko 8-12 g/1
(najviSa je u kolostrumu i opada tokom perioda laktacije).177. 282 Tradicionalne
mlecne formule, medutim, u svom sastavu ne sadrZe ove oligosaharide, pa je
crevna mikrobiota ovako hranjenih beba raznovrsnija, sa vedim brojem

potencijalno Stetnih organizama kao Sto su Klostridije i enterokoke. U cilju
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poboljSanja funkcionalnih svojstava mle¢nih formula, u njih su inkorporirana
jedinjenja koja imaju sposobnost replikacije funkcionalne aktivnosti oligosaharida
humanog mleka u crevnom traktu beba. Imajuéi u vidu da su u izvesnoj meri vec
prisutni u mleku i da dokazano imaju prebiotske sposobnosti, galakto-
oligosaharidi predstavljaju idealne dodatke mle¢nim formulama, jer pored
dokazanog prebiotskog dejstva, oni omogucavaju uspostavljanje i odrZzanje imunog
sistema, i Stite od kolonizacije patogena tokom ovog osetljivog perioda.269 283
Mlecne formule obi¢no sadrZze 6-8 g/l galakto-oligosaharida, a Cesto se koriste u
smeSi zajedno sa drugim prebioticima kao Sto su frukto-oligosaharidi i/ili

oligosaharidi pektina.

2.6.1.2.2. Primena galakto-oligosaharida u prehrambenoj industriji

lako se u najvecoj meri koriste kao dodaci razli¢itim mle¢nim formulama, galakto-
oligosaharidi, zahvaljuju¢i svojim prebiotskim i dobrim fizickim svojstvima, nasli
su primenu u Sirokom spektru prehrambenih proizvoda: fermentisani mlec¢ni
proizvodi, sokovi, peciva, dZzemovi, slatkiSi. Zahvaljuju¢i dokazanoj prebiotskoj
sposobnosti galakto-oligosaharida, ovi proizvodi mogu se smatrati funkcionalnom
hranom, jer se pod funkcionalnom hranom podrazumeva hrana koja ima povoljan
uticaj na ljudsko zdravlje, mimo uobicajenih nutritivnih funkcija. Pored prethodno
opisanih fizioloSkih svojstava galakto-oligosaharida, koja se prevashodno odnose
na njihovu prebiotsku aktivnost, Siru upotrebu galakto-oligosaharida
omogucavaju, a ujedno i odreduju i njihova izuzetno povoljna fizicko-hemijska
svojstva, kao Sto su: niska slatkoc¢a, dobra rastvorljivost, stabilnost i druge. Naime,
galakto-oligosaharidi su potpuno rastvorljivi u vodi, mleku i drugim mle¢nim
proizvodima, i $to je joS vaznije ne utiCu na viskozitet samih proizvoda. Neutralnog
su, slabo slatkog ukusa (30-60% saharoze), pa ne menjaju ukus proizvoda.l86
Izuzetno su stabilni u kiseloj sredini (na 37 °C nekoliko meseci pri pH 2) $to nije
slucaj sa drugim prebioticima, pa se kao takvi mogu primeniti kao zasladivaci u
voénim sokovima. Stabilni su i do 10 minuta na temperaturi od 160 °C pri pH 7,
kao i 10 minuta na temperaturi od 100 °C pri pH2.186 Idealni su za upotrebu u

hlebu i pecivima, jer se prilikom fermentacije i pecenja ne razgraduju. Oni imaju
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funkciju zadrzavanja vlage, odnosno spreavanju isuSivanja proizvoda, a dodatno
doprtinose njegovom ukusu i poboljSanoj teksturi. Budu¢i da su nerazgradivi u
gornjem delu digestivnog trakta poseduju jako malu energetsku vrednost (1-2
kcal/g), mogu se Kkoristiti i u dijetetskim proizvodima kao zamena za Secere, a
imajudi u vidu njihovu strukturu nerazgradivi su za bakterije usne duplje, pogodna

su zamena veStackim zasladivaCima jer ne izazivaju karijes.

2.6.1.2.3. Ostale primena galakto-oligosaharida

Pored prehrambenih proizvoda, galakto-oligosaharidi se koriste i u farmaceutskim
i kozmeti¢kim proizvodima. Njihovo prebiotsko dejstvo, odnosno stimulacija rasta
i aktivnosti korisnih i supresija rasta losih bakterija, moZe se primentiti i na
bakterije koZe. Na primer, kod pacijenata kod kojih je doSlo do proliferacije
bakterije Propionibacterium acnes, konvencionalne kozmetiCke strategije za
reSavanje ovog problema podrazumevale bi koriS¢enje antibakterijskih agenasa,
koji su efikasni u smanjivanju broja P. acnes, ali bi ujedno smanjile i broj korisnih
bakterija poput S. epidermidis. Nasuprot tome, tretiranje prebioticima (npr.
galakto-oligosaharidima) dovelo bi do ponovnog uspostavljanja balansa bakterija

kozZe, suzbijajucdi rast P. acnes, ali ne na ustrb korisnih bakterija.284

Upotreba galakto-oligosaharida u industriji sto¢ne hrane i hrane za ljubimce
takode je u porastu. Naime, galakto-oligosaharidi se sve viSe koriste za ishranu
Zivine,285-287 svinja,288 riba28% 2% i to u cilju poboljSanja opsteg zdravlja i rasta
Zivotinja, poboljSanja balansa crevne mikrobiote, smanjivanje upotrebe antibiotika,
sprecavanje rane smrtnosti, kao i smanjenje fekalnih mirisa i produkcije metana

kod prezivara.268
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2.7. Transgalaktozilacija u prisustvu alternativnih akceptora

U prethodnim poglavljima, kad je rec¢ o transgalaktozilacionoj aktivnosti, akcenat je
bio na sintezi galakto-oligosaharida iz laktoze, kao najznacajnijoj i najbolje
ispitanoj grupi funkcionalno aktivnih galaktozida. Medutim, kao akceptori
galaktozil grupe, koja potice od laktoze ili pak nekog jednostavnog galaktozida (na
primer o0-NPG), mogu se javiti i druga jedinjenja sa slobodnom hidroksilnom
grupom. U zavisnosti od prirode akceptora mogu nastati: hetero-oligosaharidi iz
drugih Secera2°l 292 jli Secernih alkohola, glukokonjugati2?3 i alkilgalaktozidi.”*
Efikasnost reakcija transgalaktozilacije, kao Sto je ve¢ receno, u mnogome zavisi od
prirode enzima, kao i od primenjenih reakcionih uslova. Kao i u slucaju galakto-
oligosaharida, struktura sintetisanih jedinjenja i njihova svojstva znatno variraju u
zavisnosti od primenjenog enzima. Medutim, iako nisu strogo specificni kao
glukozidaze, pravilnom odabirom enzima i paZljivom optimizacijom procesa
moguce je dobiti Zeljene izomere razli¢itih jedinjenja.2% 295 Takode, ovde treba
ista¢i da pri primeni alternativnih galaktozil-akceptora dolazi do promene
specificnosti enzima. Bududi da su dobijeni proizvodi podloZni hidrolizi u toku
reakcije, prinosi ovako dobijenih proizvoda nisu narocito visoki.

Gal-Akceptor

Aktivno mesto G()S 4,5

-Donor
Enzim Gal-Donor "Q | En21m Akceptor _» GOS 3

Gal

Slika 2.36. Sema dobijanja razli¢itih galaktozida: (1) alternativni akceptor, (2) galakto-
oligosaharid, (3) laktoza, (4) voda

U cilju optimizacije procesa sinteze, primenjeni su razliciti prisupi. Generalno,
moZe se zakljuciti da je u optimizaciju neophodno ukljuditi i novi parametar, a to je
molarni odnos laktoze i akceptora.’* Teoretski, u cilju postizanja boljih prinosa, i
favorizovanja reakcije sinteze galaktozida, trebalo bi raditi u sistemima sa visokim

koncentracijama laktoze i Sto viSim molarnim odnosima, medutim potencijalni
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akceptori Cesto deluju inhibitorno na aktivnost enzima, dovodec¢i do pada prinosa
proizvoda.221 [nteresantno je da se Cesto pristupa koriS¢enju organskih rastvaraca i
dvofaznih sistema (voda-organski rastvarac)??¢ ili pak dodavanju razliCitih
supstanci (soli, silika) u cilju smanjenja aktivnosti vode, $to nije bio Cest slucaj kod
sinteze galakto-oligosaharida.221. 297 Najpoznatije jedinjenje, koje se dobija
transgalaktozilacijom u prisustvu alternativnih akceptora pomoc¢u f-galatozidaza,
svakako je laktuloza. Laktuloza je sintetski, nesvarljivi slabo sladak Secer koji se
koristi za treatman hroni¢ne konstipacije i hepaticke encefalopatije, komplikacija
bolesti jetre.81 U intestinalnom traktu ljudi, slicno galakto-oligosaharidima obavlja
prebiotsku aktivnost. Medutim, postoji joS Ccitav niz jedinjenja (laktitol,
laktosaharoza, galaktozidi laktuloze) preteZno slicnih osobina i polja primene, c¢ija
je sinteza pomocu f-galaktozidaze joS uvek u povoju.8l 298 Naime, u reakciji
transgalaktozilacije mogu ucestvovati razliCiti SecCeri (fruktoza, saharoza,
laktuloza) i Secerni akloholi (manitol, ksilitol, eritritol i sorbitol), pri ¢emu se
dobijaju raznovrsne smeSe jedinjenja, koja imaju poboljSana prebiotska, ali i
organolepticka svojstva.22L 299 Pored toga, joS uvek se intezivno radi na
pronalaZenju Sto boljih supstituenata za humane oligosaharide mleka koji ¢e biti
inkorporirani u mlefne formule za bebe. Stoga, postoje brojne studije
galaktozilovanja fukoze, N-acetilglukozamina, N-acetilgalaktozamina i manoze.2%
Galaktozilovanjem se postiZe povecanje rastvorljivosti, fizioloski aktivnih lipofilnih
jedinjenja, ¢ime se povecava njihova dostupnost, aktivnost i poboljSavaju hemijske
osobine.2?3 Sa druge strane, glikokonjugati (glikoproteini i glikolipidi) takode
predstavljaju vazne cinioce u procesu prepoznavanja u bioloSkim procesima, kao
Sto su tumori, bakterijske i virusne infekcije i drugo. Stoga ne cudi Cinjenica da su
cesto aktivne komponente lekova sa ciljanim delovanjem.2%7 Tako, zahvaljujuci
strukturnoj sli¢nosti sa funkcionalno aktivnim jedinjenjima, sve viSe paZnje
posvecuje se i dobijanju galaktozida niske molarne mase koji ispoljavaju
interesantne funkcionalne osobine. Na primer, galaktozilglicerol i amini laktuloze
ispoljavaju anti-tumornu aktivnost, dok galaktozil-aldoksimi imaju funkciju
inhibicije galektina. Ovo saznanje je od izuzetne vaZnosti jer se preterana
ekspresija ljudskog galektina 3 moZe dovesti u vezu sa brojnim bolestima, kao Sto

su karcinom, bolesti srca i hematoloSka oboljenja. Na taj nacin galaktozidi aglikona
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mogu naci ulogu u farmaceutskoj industriji kao perspektivan lek za le¢enje ovih
bolesti.2%* Kada su pitanju alkoholi duZeg lanca, alkil galaktozidi mogu imati ulogu i
u drugim granama industrije, osim u prehrambenoj i farmaceutskoj. Naime,
alkilgalaktozidi predstavljaju prirodne, netoksi¢ne, nejonske surfaktante, sa
poboljsanim karakteristikama u odnosu na konvencionalne surfaktante. Malo pene,
netoksi¢ni su, ne izazivaju iritaciju koZe i oka, a pored toga su i biodegradabilni i
biokompatibilni. Uglavnom se koriste kao komponente u formulacijama za ¢iS¢enje
i kozmetickim preparatima, ali zahvaljuju¢i izuzetnim karakteristikama mogu se

koristiti i u druge svrhe, kao emulgatori, vlaZioci i drugo.85 300
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

3.1. Materijali

U ovoj doktorskoj disertaciji ispitani su sledeéi mikroorganizmi za proizvodnju enzima f-
galaktozidaze: Lactobacillus reuteri ATCC 23271, Lactobacillus acidophilus ATCC
4356, Lactobacillus paracasei ssp. paracasei NRRL B 4564, Lactobacillus casei ssp.
casei NRRL B 441, Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469, Lactobacillus helveticus
ATCC 15009, Lactobacillus helveticus NRRL B 734, Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus ATCC 11842, Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis NRRL-B-1924,
Streptococcus termophilus S3, Propionibacterium shermanii, Kluyveromyces lactis
NRRL-YB-3678, Rhizopus oryzae, Aspergillus oryzae DMS 1862 (Katedra za
Biohemijsko inZenjerstvo i biotehnologiju TehnoloSko-metalurSkog fakulteta,

Univerzitet u Beogradu).

Kao komponente za pripremu hranljivih podloga za rast mikroorganizama i
produkciju enzima koriS¢eni su: Pepton-1, Mesni ekstrakt, Ekstrakt kvasca, De
Man, Rogosa, Sharpe (MRS) bujon, Hranljivi bujon, Agar, Glukoza, Galaktoza,
Laktoza (Torlak, Srbija), surutka i mleko u prahu (Lenic Laboratories, Srbija).
Pored navedenog, potrebni mikronutrijenti su obezbedeni u vidu dodatka sledecih
soli: ~ KH2PO4, CH3COONa, MgS04:7H20, MnSOs (Centrohem, Srbija),
HOC(CO2NH4)(CH2C02NH4)2 (Kemika, Hrvatska), NaCl (Lach-ner, Ceska) i Tween
80® (DIFCO®, SAD).

Za izolovanje enzima koriS¢eni su organski rastvaraci: toluen, hloroform, aceton,
etanol, SDS (Sigma Aldrich, SAD), kvarcni pesak razlicite granulacije (Kopovi Ub,
Srbija) i laktozim iz ljuske jajeta (Sigma Aldrich, SAD). PreCiS¢avanje enzima vrSeno

je primenom DEAE sefaroze i Sefadex 250G (Sigma Aldrich, SAD).

Odredivanje aktivnosti enzima vrSeno je hidrolizom o-nitrofenol-g-D-
galaktopiranozida, o-NPG (TCI Europe, Belgija), a koncentracija proteina
koriS¢enjem Comassie Brilliant Blue G-250 i albumina iz govedeg seruma, BSA

(Sigma Aldrich, SAD).
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Kao nosaci za imobilizaciju f-galaktozidaza koriS¢eni su:

- Purolite® A109 (Purolite, SAD)

- Lifetech nosaci, i to: ECR8305F, ECR8309F, ECR8404F, ECR8409F, ECR8285F,
ECR1508, ECR1604, ECR8806 (Purolite, SAD)

- Eupergit® C i Eupergit® C250L (R6hm GmbH & Co., Degussa, Nemacka)

- Aerosil® 380 (Evonik Industries, Nemacka)

Hemikalije koriS¢ene u reakcijama transgalaktozilacije: laktoza (Sigma Aldrich,
SAD), salicin (TCI Europe, Belgija) i sorbitol (Sigma Aldrich, SAD). A za analizu
uzoraka HPLC metodom Kkorisc¢eni su rastvaraci HPLC cisto¢e (voda, metanol) (JT

Baker, SAD).

Od uredaja u ovom radu koris¢eni su:

- analiti¢ka vaga (Mettler AJ100, Svajcarska)

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

- autoklav (Sutjeska, Srbija)

- termostat za rast mikroorganizama (Memmert, Nemacka)

- centrifuga (MiniSpin Eppendorf, SAD i Sigma® 2-16, Eppendorf, Engleska)
- vorteks (REAX 7000, Heidolph, Nemacka)

- ultrazvucno kupatilo, tip USK 28, radna frekvencija 40 kHz (EI Nis, Srbija)
- UV-spektrofotometar (Ultrospec™ 3300 pro, Amersham Biosciences, UK )
- magnetna mesalica (IKA, Nemacka)

- roler mikser (IKA, Nemacka)

-HPLC (Dionex Ultimate 3000 Thermo Scientific, Thermo Scientifics, SAD)
- RI detektor (RefractoMax 520, ERC, Nemacka)

- orbitalna tresilica (KS 4000i control, IKA, Nemacka)

- pH metar (inoLab pH 720, WTW, Nemacka)
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3.2. Metode

3.2.1.Preliminarna selekcija mikrobnih producenata f-galaktozidaza

Selekcija proizvodnog mikroorganizma izvrSena je zasejavanjem razli¢itih kultura

u sintetskim podlogama i pri uslovima koji su odredeni na osnovu pregleda

literature. (Tabela 3.1)

Tabela 3.1. Uslovi gajenja mikroorganizama i produkcije enzima

Mikroorganizam |

Uslovi gajenja

Bakterije

Lactobacillus reuteri ATCC 23271, Lactobacillus
acidophilus ATCC 4356, Lactobacillus rhamnosus ATCC
7469, Lactobacillus helveticus ATCC 15009,
Lactobacillus helveticus NRRL B 734, Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus ATCC 11842,
Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis NRRL-B-1924,

MRSL bujon (pH 6,5), 37
°C, mikroaerofilno, bez
mesanja

Lactobacillus paracasei subsp. paracasei NRRL B 4564,
Lactobacillus casei subsp. casei NRRL B 441,
Streptococcus termophilus S3, Propionibacterium

shermanii

MRSL bujon (pH 6,5), 30
°C, mikroaerofilno, bez
mesanja

Kvasac

Kluyveromyces lactis NRRL-YB-3678

YPL bujon, 30 °C, aerobno,
sa meSanjem 150 rpm

Plesni

Aspergillus oryzae DMS 1862

PLA bujon, 30 °C, aerobno,
sa meSanjem 150 rpm

Tabela 3.2. Sastav koris¢enih podloga

MRSL bujon YPL bujon PLA bujon
Pepton 10 g/1 | Pepton 20 g/1 | Infuzija krompira 4g/l
Mesni ekstrakt 10 g/1 | Kvascev ekstrakt 10 g/l | Laktoza 20 g/l
KvaScev ekstrakt 5 g/l | Laktoza 20 g/1
Laktoza 20 g/1
Tween 80 1 g/l
Natrijum acetat 5 g/l
Amonijum citrat 2 g/l
Magnezijum sulfat 0,1 g/l
Mangan sulfat 0,05 g/l
di-Kalijum 2 g/l
hidrogenfosfat
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Sve podloge (Tabela 3.2.) su sterilisane na 121 °C, u trajanju od 30 minuta. Za
zasejavanje je koriS¢ena 24 satna mikrobna kultura (2%) u odgovaraju¢em bujonu
(Tabela 3.1.). Fermentacija je izvodena u erlenmajerima sa zapreminom bujona od
200 ml u termostatu ili na orbitalnom Sejkeru pri brzini od 150 rpm, na
odgovarajuc¢oj temperaturi u trajanju od 2 dana. Nakon fermentacije, celokupna
zapremina erlenmajera je centrifugirana (12000 rpm). U slucaju bakterija i kvasca
odvojene celije su resuspendovane u 0,1 M natrijum-fosfatnom puferu (pH 7) i
podvrgnute razaranju u cilju ekstrakcije intracelularne aktivnosti. Nakon
razaranja, ostaci Celija su uklonjeni centrifugiranjem, a u supernatantu je potom
odredena aktivnost (poglavlje 3.2.2). U slucaju plesni, dobijeni supernatant testiran

je na prisustvo ekstracelularne $-galaktozidaze (poglavlje 3.2.2).

3.2.2. Odredivanje aktivnosti f-galaktozidaze

Metoda za odredivanje hidroliticke aktivnosti [-galaktozidaze se zasniva na
hidrolizi o-nitrofenil-$-galaktozida (o-NPG) do o-nitrofenola i p-galaktoze. o-
Nitrofenol je jedinjenje sa apsorpcionim maksimumom na 410 nm, stoga se koristi

se za spektrofotometrijsko odredivanje aktivnosti enzima.

| =
e
NO,
f-galaktozidaza E
HO
& + =
NO,
OH
galaktoza o-NP

Slika 3.1. Reakcija hidrolize o-NPG

Aktivnost f-galaktozidaze odredivana je hidrolizom 10 mM o-NPG u 0,1 M
odgovaraju¢em puferu. Tok reakcije je pracen u toku 2 minuta merenjem

koncentracije oslobodenog o-NP spektrofotometrijski na 410 nm. Aktivnost
enzima se racuna iz nagiba konstruisane prave (AA/ A¢) @ jedna internacionalna

jedinica (IU) se definiSe kao koli¢ina enzima koja katalizuje oslobadanje 1 pumol o-

NP u minutu pod definisanim uslovima.
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AA/At'Vrs

Akt (IU/ml) = —A¢

‘R (3.1)

gde je AA/At nagib konstruisane prave (min1), V¢ zapremina reakcione smese
(ml), V, zapremina enzima (ml), € molarni ekstincioni koeficijent (mM-1).
Molarni ekstincioni koeficijent za 0o-NP (€) je odreden iz nagiba standardne prave

za 0-NP u opsegu koncentracija (0-1 mM).
16 -

1.4 - A=17357«c
13 RZ=0.9982

1 4
0.8 A

06 -+

Apsorbanca

04 +

0.2 -

0

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
Koncentracija o-NP({mM)

Slika 3.2. Standardna prava za odredivanje molarnog ekstincionog koeficijenta

3.2.3. Odredivanje koncentracije proteina

Koncentracija proteina u uzorcima odredena je primenom metode po Bredfordu
(Bradeford). 301 SmeSa se sastojala iz 2 ml Bredfordovog reagensa i 40 pl
ispitivanog uzorka, a merenja su vrSena nakon 5 min spektrofotometrijski na 595
nm. Sam reagens pripreman je ne slede¢i nacCin: 100 mg Coomassie Brilliant Blue
G-250 se rastvori u 50 ml 95% etanola, doda se 100 ml 85% fosforne Kkiseline i
razblaZi do 1 1 destilovanom vodom. Nakon toga se rastvor filtrira i Cuva u tamnoj
boci, ne duze od jednog meseca. Standardna prava konstruisana je za svaku novu
koli¢inu pripremljenog Bredfordovog reagensa primenom albumina iz govedeg

seruma (BSA) u opsegu koncentracija 0,1-1 mg/ml.

Koncentracija proteina u uzorcima se racuna prema jednacini:

A (595 nm)
0,6416

Cproteina (mg/ml) = (3.2)
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Slika 3.3. Standardna prava za odredivanje koncentracije proteina po Bredfordu

3.2.4. Optimizacija uslova fermentacije

Eksperimenti optimizacije razli¢itih uslova fermentacije (duZine trajanja, nacina
gajenja, brzine mesSanja, sastava podloge) izvode se na isti nacin, submerznim
gajenjem u erlenmajerima sa 200 ml modifikovanog bujona (MRSL osim u
eksperimentima gde se varira vrsta i koncentracija Secera). Frementacija zapocinje
dodavanjem 2% inokuluma 24 satne mikrobne kulture L. acidophilus i izvodi se u
termostatu ili vazdusnoj tresilici sa meSanjem (u zavisnosti od faktora koji se
ispituje) na 37 °C. Vrednosti variranih parametara naglaSene su za svaki
pojedinacni eksperiment. Nakon definisanog vremena trajanja fermentacije,
biomasa je odvojena centrifugiranjem (10 min na 12000 rpm), dva puta isprana
0,1 M natrijum fosfatnim puferom (pH 7) i resuspendovana u istom puferu (0,2 g
suve mase celija/10 ml pufera). Suspenzija Celija je dalje podvrgnuta procesu
razaranja Celija vorteksiranjem sa staklenim kuglicama (33% w/v) u trajanju od 10
min. Nakon razaranja, suspenzija je centrifugirana 10 min na 12000 rpm, a
dobijeni supernatant dalje je podvrgnut ispitivanju aktivnosti -galaktozidaze i

koncentracije proteina.
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3.2.5. Odredivanje broja celija

U cilju pracenja kinetike rasta L. acidophilus u toku 4 dana, na svakih 24 h
odredivan je broj ¢elija indirekthom metodom brojanja kolonija na ¢vrstoj podlozi.
U =zavisnosti od pretpostavljene koncentracije bakterija u fermentacionom
medijumu odabiraju se tri razblaZenja iz kojih se prenosi po 1 ml u Petri Solje.
RazblaZenja su pravljena tako Sto se 1 ml fermentacionog medijuma pomesa sa 9
ml sterilnog 0,85% rastvora NaCl (fizioloski rastvor), Sto predstvalja razblaZenje
10 puta. Uzastopnim prenoSenjem 1 ml dobijenog razblaZenja u novih 9 ml
sterilnog 0,85% rastvora NaCl nekoliko puta dobija se serija razblaZenja pri cemu
je svako sledece deset puta vece. Uzorci se u Petri kutijama prelivaju hranljivom
podlogom MRS agar. Po ocvrS¢avanju prvog sloja MRS agara, Petri kutije se
prelivaju jos jednim slojem MRS agara, kako bi se obezbedili mikroaerofilni uslovi
za rast L. acidophilus. Nakon obeleZavanja, Petri Solje se inkubiraju u termostatu na
37 °C u trajanju od 48 h. Broj izraslih kolonija je odredivan Kohovom metodom.
Ukupan broj zivih ¢elija u 1 ml fermentacione podloge dobija se mnoZenjem
ukupnog broja kolonija izraslih na Petri Solji sa odgovaraju¢im razblaZenjem. U
slucaju da postoje prisutne celije na viSe Petri kutija uzima se srednja vrednost

broja Celija.

3.2.6. Centralni kompozitni rotatabilni plan i metoda odzivnih povrsina

Za ispitivanje uticaja i optimizaciju procesnih parametara tokom izrade ove
doktorske disertacije upotrebljeno je statisticko planiranje eksperimenata, a za
analiziranje rezultata metoda odzivnih povrsina. Uticaj tri (u slucaju oprimizacije
proizvodnje enzima [-galaktozidaze), Cetiri (u slucaju sinteze salicin galaktozida), i
kona¢no pet (u slucaju sinteze galaktzida sorbitola) eksperimentalnih faktora
ispitan je pomocu centralnog kompozitnog rotatabilnog eksperimentalnog plana
na pet nivoa vrednosti ispitivanih faktora. Rotatabilni planovi su veoma cesti u
eksperimentalnom istraZzivanju, modelovanju i adaptivhom upravljanju
viSefaktornim procesima. Osnovna karakteristika ovih planova je da je disperzija
modela dobijenog pomocu ovog plana konstantna u svim tackama hipersfere

radijusa, i da ne zavisi, dakle, od pravca u viSefaktornom eksperimentalnom
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prostoru, ve¢ samo od radijusa faktornog prostora. To znaci da sve tacke koje su
jednako udaljene od centralne tacke eksperimentalnog plana imaju istu koliinu
informacija koje sadrzi model dobijen na osnovu ovog plana. Formiranje
ortogonalnih planova je ilustrovano na slici 40. na primeru formiranja trofaktornih

planova.
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Slika 3.4. Centralni kompozitni rotatabilni eksperimentalni plan u trofaktornom prostoru 302

Dobijeni rezultati su modelovani jednaCinom drugog reda koja ukljucuje ¢lanove

koji opisuju interakciju izmedu razlic¢itih faktora:
Y = Bro + 2itq Bra Xi + Zimy BraXi® + Tt ieiv Brij XiX;  (3.3)

gde je n broj faktora, Y odzivna veli¢ina, fro, i, fxii i Puij koeficijenti za odsecak,
linearni, kvadratni i interaktivni koeficijenti regresije, a Xi i Xj nezavisne varijable.
Adekvatnost modela je testirana disperzionom analizom modela. Vrednosti
koeficijenata i njihova statisti¢ka signifikantnost su odredeni metodom najmanjih
kvadrata koriS¢enjem programa Matlab 7.0. Adekvatnost regresionog modela, tj.
adekvatnost matematickog ispitivanja datog objekta ispitivanja (predstavljenog
skupom eksperimentalnih rezultata), sastoji se u uporedivanju disperzije
eksperimentalnih rezultata u odnosu na krivu regresije, i disperzije

eksperimentalnih rezultata u tackama eksperimentalnog plana.302
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3.2.7. Optimizacija uslova fermentacije primenom centralnog kompozitnog

rotatabilnog eksperimentalnog plana i metode odzivnih povrsina

U cilju optimizacije i sagledavanja medusobnih interakcija odabranih parametara
procesa fermentacije izvedeni su eksperimenti koriS¢enjem centralnog
kompozitnog rotatabilnog eksperimentalnog plana za tri eksperimentalna faktora:
temperatura, X1 (26,6 - 43,4 °C), koncentracija inokuluma, Xz (2,8 - 11,2%) i
koncentracije laktoze, X3 (1,48 - 6,52%), na pet nivoa vrednosti (Tabela 3.3). Sve
fermentacije se izvode u erlenmajerima sa modifikovanim MRSL bujonom (sa
odgovaraju¢om koncentracijom laktoze) na vazdusnoj tresilici sa meSanjem (150

rpm) na odgovarajucoj temperaturi.

Tabela 3.3. Eksperimentalni plan sa kodiranim i realnim vrednostima

Faktori Kodirane vrednosti
-1,682 -1 0 1 1,682
Temperatura, X1 (°C) 26,6 30 35 40 43,4
Koncentracija inokuluma, Xz (%) 2,8 4,5 7,0 9,5 11,2
Koncentracija laktoze, X3 (%) 1,48 2,5 4.0 5,5 6,52

3.2.8. Metode za razaranje celija

Nakon odvajanja Celija centrifugiranjem, Celije se isperu dva puta u 0,1 M natrijum
fosfatnom puferu (pH 7) i resuspenduju u istom puferu kao u poglavlju 3.2.4.
Nakon toga suspenzija Celija podvrgava se razli¢itim metodama izolovanja enzima

opisanim u nastavku.

3.2.8.1. Ekstrakcija B-galaktozidaze lizozimom

U spremljenu suspenziju Celija dodaje se lizozim iz ljuske jajeta koncentracije 10
mg/ml nakon ¢ega se smesa inkubira na 37 °C u toku 15 min. U sme$u se potom
dodaje 0,5 ml 4 M rastvora NaCl i sme$a se ponovo inkubira na 37 °C u toku 50
min.393 Nakon inkubacije, smeSa se centrifugira (10 min na 12000 rpm), a u
dobijenom supernatantu se odreduje aktivnost f-galaktozidaze i koncentracija

proteina.

88



3.2.8.1.Permeabilizacija organskim rastvarac¢ima

Suspenziji ¢elija dodato je 0,1 ml hloroforma i 0,05 ml 0,1% rastvora SDS. Rastvor
je promes$an i odtavljen da stoji 5 min na 37 °C. Nakon toga sme$a je centrifugirana

i u supernatantu je ispitana aktivnost -galaktozidaze.156

Suspenziji ¢elija (5 ml) dodato je 0,1 ml toluena. Rastvor se inkubira do 1h, uz
povremeno mesanje i povremeno otvaranje boce. Smesa je ostavljena na sobnoj

temperaturi sedam dana, a uzorci za ispitivanje aktivnosti uzimani su svakog dana.

Suspenziji Celija dodata je ekvivalentna zapremina 40 % (v/v) rastvora etanola i
acetona (u dva odvojena eksperimenta). Smesa se intenzivno meSana 10 minuta na
sobnoj temperaturi. Nakon toga smesa je centrifugirana i u supernatantu, ali i u

Celijskom ostatku je ispitana aktivnost -galaktozidaze.

3.2.8.3. Mehani¢ke metode za razaranje Celija

Suspenziji ¢elija dodat je kvarcni pesak (33% w/v). Smesa je potom intenzivno
mesana na vorteksu u trajanju od 10 minuta. Nakon toga smesa je centrifugirana i

u supernatantu, je ispitana aktivnost -galaktozidaze.

Suspenziji ¢elija dodat je kvarcni pesak (33% w/v). SmeSa je potom intenzivno
mlevena u avanu u trajanju od 10 minuta. Nakon toga smeS$a je centrifugirana i u

supernatantu, je ispitana aktivnost -galaktozidaze.

Suspenzija Celija se stavlja u ultrazvu¢no kupatilo i razaranje traje 10 minuta, sa
povremenim pauzama za hladenje u ledenom kupatilu na 30 s. Nakon toga smesa

je centrifugirana i u supernatantu, je ispitana aktivnost $-galaktozidaze.

Suspenziji Celija dodat je kvarcni pesak (33% w/v). SmeSa se potom stavlja u
ultrazvuc¢no kupatilo i razaranje traje 10 minuta, sa povremenim pauzama za
hladenje u ledenom kupatilu na 30 s. Nakon toga smeSa je centrifugirana i u

supernatantu, je ispitana aktivnost S-galaktozidaze.

Suspenzija Celija se zaledi na sat vremena u zamrzivacu (-4 °C). Zaledena

suspenzija potom se uranja u ultrazvuc¢no kupatilo i razaranje traje dok se
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suspenzija ne otopi (oko 1 min). Ovakva procedura ponavlja se 5 puta. Nakon toga

smesa je centrifugirana i u supernatantu, je ispitana aktivnost -galaktozidaze.

3.2.9. Ispitivanje temperaturnog profila dobijenog enzima

Da bi se odredio temperaturni profil dobijenih enzima, primenjena je modifikacija
prethodno opisane metode za odredivanje aktivnosti (-galaktozidaze. Rastvor
supstrata (10 mM o0-NPG) i enzim su odvojeno inkubirani na ispitivanim
temperaturama (30-60 °C), a zatim su pomeSani i reakcija je pracena

spektrofotometrijski na ve¢ opisan nacin.

3.2.10. Ispitivanje pH profila dobijenog enzima

Da bi se odredio pH profil dobijenih enzima, primenjena je modifikacija prethodno
opisane metode za odredivanje aktivnosti [-galaktozidaze. Rastvor supstrata 10
mM o-NPG u 0,1 M puferima u opsegu pH 4-8 (acetatni i fosfatni) i enzim su
odvojeno inkubirani na optimalnoj temperaturi, a zatim su pomesSani i reakcija je

pracena spektrofotometrijski na ve¢ opisan nacin.

3.2.11. Ispitivanje temperaturne stabilnosti enzima

U svrhu odredivanja termicke stabilnosti enzima rastvori enzima inkubirani su na
razli¢itim temperaturama (50, 55 i 60 °C) u toku 24 h. Inaktivacija enzima pracena
je merenjem aktivnosti u odgovaraju¢im vremenskim intervalima (u pocetku na

petnaest minuta, a kasnije prema potrebi) na ve¢ opisan nacin.

Dobijeni rezultati fitovani su ekspenencijalnim modelom inaktivacije:

Akt

— o—kat
yrratl at (3.4.)

Gde je Akto pocetna vrednost aktivnosti (IU/ml), Akt vrednost aktivnosti (IU/ml)

nakon vremena t (h), a kq vrednost konstante brzine inaktivacije (h-1).

Nakon sto je odredena vrednost kqodredjeno je i t12 vreme polu-Zivota enzima na

datoj temperaturi (h) i Eq energija inaktivacije (J/mol), pomo¢u jednacina:
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—1n(0,5)
kq

t1/2 = (35)

Eq 1

ln(kd) = - ry ' T +c (36)

3.2.12. Ispitivanje pH stabilnosti enzima

U svrhu odredivanja termicke stabilnosti enzima rastvori enzima inkubirani su u
razli¢itim 0,1 M puferima (pH 4-8) na 55 °C u toku 24 h. Inaktivacija enzima
pracena je merenjem aktivnosti u odgovaraju¢im vremenskim intervalima na ve¢

opisan nacin.

3.2.13. Ispitivanje aktivnosti enzima u prisustvu jona metala

Da bi se odredio uticaj razli¢itih jona metala (K*, Na*, Ca%, Ba2*, Mg2*, Mn2*, Zn2+) na
aktivnost enzima, primenjena je modifikacija prethodno opisane metode za
odredivanje aktivnosti [-galaktozidaze. Rastvor supstrata (o-NPG) u
odgovaraju¢em 0,1 M puferu, rastvor soli (hlorida) odgovarajuce koncentracije (1
mM, 10 mM i 100 mM) i enzim su odvojeno inkubirani na optimalnoj temperaturi,

a zatim su pomesani i reakcija je pra¢ena spektrofotometrijski na ve¢ opisan nacin.

3.2.14. Ispitivanje Kinetickih parametara enzima

U svrhu odredivanja kinetickih parametara hidrolize o-NPG i laktoze rastvori
enzima dodati su rastvorima supstrata razlicitih koncentracija (1-50 mM u slucaju
0-NPG i 1-500 mM u slucaju laktoze) u odgovaraju¢im 0,1 M puferima i praceno je
nastajanje proizvoda reakcije (brzina hemijskih reakcija). Rezultati su fitovani

Mihaelis-Mentenovom:

_ vm[S]
Vo =— S (3.7)
i Lajnviver-Burkovom jednacinom:
—=Im 4 1 (38)

Vo vm [S]  Vvm
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3.2.15. Odredivanje koncentracije glukoze GOD-PAP reagensom

Metoda odredivanja glukoze se zasniva na spektofotometrijskom merenju
intenziteta boje nastalog kompleksa (hinonimin) na 505 nm, koji je proporcionalan
koncentraciji glukoze u uzorku. Odredivanje glukoze je u skladu sa sledecom

reakcijom:
HO

o o._ OH o 0.0
" GOD H,O
. L +0 . R0, HO
HO™ “'OH HO™ “'OH
OH

OH

Slika 3.5. Reakcija odredivanja koncentracije glukoze

Prvu reakciju katalizuje enzim glukoza-oksidaza (GOD) i u njoj dolazi do oksidacije
aldehidne grupe p-D-glukoze pri ¢emu nastaje glukonska kiselina i vodonik-
peroksid. U prisustvu peroksidaze indikatorska boja iz leuko- neobojenog oblika

oksidacijom pomoc¢u H20: prelazi u obojeni oblik.

Priprema uzoraka za merenje apsorbance se vrsi na sledeci nacin - u prvu kivetu
koja predstavlja slepu probu sipa se samo reagens (1 ml), u drugu 100 pl internog
standarda (rastvor glukoze) i 1 ml reagensa, a u ostale se rasporeduje po 100 pl
uzorka i 1 ml reagensa. Apsorbanca ovako pripremljenih uzoraka nakon

temperiranja 10 min na 37 °C se meri na 505 nm.

Koncentracija nastale glukoze se izracunava prema sledecoj jednacini:

Avuzorka

Cglukoze = " Cstandarda  (3.9)

Astandarda
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3.2.16. Precis¢avanje enzima i odredivanje molarne mase enzima

Nativna i SDS elektroforeza radene su na 12%-tnom poliakrilamidnom gelu.
Proteinske trake detektovane su bojenjem CBB-om (Coomassie Brilliant Blue) i

srebrom.

3.2.17. Enzimska sinteza galakto-oligosaharida

Sve reakcije sinteze galakto+oligosaharida izvodene su u erlenmajerima na
termostatiranoj orbitalnoj tresilici na 50 °C (u slucaju A. oryzae i 45 °C u slucaju L.
acidophilus) pri meSanju (200 rpm). U erlenmajere se odmeri definisana koli¢ina
enzima i doda se 20 ml rastvora laktoze koncentracije 400 g/1. Uzorci su uzimani u
odredenim vremenskim intervalima, kuvani 10 min na 100 °C da bi se zaustavila
reakcija, razblazeni u skladu sa potrebama, filtrirani kroz 0,2 mm filter i dalje
analizirani HPLC-om. Kontrolni uzorak, bez enzima, podvrgnut je istom tretmanu i

u njemu nisu detektovani proizvodi.

U cilju optimizacije parametara sinteze galakto-oligosaharida u pojedina¢nim
eksperimentima varirani su temperatura (40-60 °C), pH (4-7), pocletna
koncentracija laktoze (100-600 g/1), dok su ostali parametri drzani na konstantnim

vrednostima. Svi eksperimenti praceni su u toku vremena.

3.2.18. HPLC kvantitativna analiza proizvoda reakcije

Analiza prethodno pripremljenih uzoraka je vrSena na Dionex Ultimate 3000
Thermo Scientific HPLC uredaju. Za razdvajanje galakto-oligosaharida, kao i
galaktozida drugih SeCera koriS¢ena je kolona za SeCere (Hyper REZ XP
Carbohydrate Ca2+, 300 mm x 7.7 mm, 8um) na 80 °C. Kao mobilna faza koriS¢ena
je voda sa protokom od 0,6 ml/min. Detekcija proizvoda je vrSena pomocu RI

detektora (RefractoMax 520).

3.2.19. Karakterizacija proizvoda spektrofotometrijom jonske pokretljivosti

Odredivanje molekulske mase proizvoda reakcija transgalaktozilacije je izvedeno

spektrometrijom jonske pokretljivosti pomo¢u Synapt G2 Si masenog
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spektrometra visoke rezolucije (Waters Corp., Manchester, UK). U ovom uredaju
joni se razdvajaju na osnovu razlike u brzinama kretanja u medijumu koji se sastoji
od azota i helijuma. Reakciona smeSa je razblazena 1000 puta u smesi
methanol/voda (1:1, v/v), centrifugirana 10 min na 10000xg i supernatant je
injektiran u instrument brzinom 5 pl/min. Instrument je koris¢en u pozitivnom

jonizacionom rezimu.

3.2.20. Imobilizacija enzima

3.2.20.1. Imobilizacija enzima na makroporozne nosace

Imobilizacija na makroporozne nosace podrazumevala je inkubiranje 20 mg nosaca
i 1 ml rastvora enzima odredene koncentracije (u slucaju L. acidophilus
koncentracija enzima je bila konstantna, a varirana je zapremina dodatog enzima)
u odgovaraju¢em puferu na 25 °C uz mesanje na roler Sejkeru. Nakon definisanog
vremena, imobilisani enzim je odvajan od supernatanta, ispiran tri puta sa po 1 ml
pufera u kome je vrsena imobilizacija i suSen na 37 °C. Uslovi za svaki pojedinac¢ni

slucaj opisani su prilikom komentarisanja rezultata)

3.2.20.2 Priprema i modifikacija nosaca za imobilizaciju

3.2.20.2.1. Priprema Purolite A109 za imobilizaciju

Nosac¢ je potrebno pripremiti za imobilizaciju, odnosno modifikaciju. Potrebna
kolicina se odmeri u erlenmajer, a potom joj se doda 5% (v/v) rastvor sumporne
kiseline, tako da tecnost prekriva kuglice nosaca. Erlenmajer se potom ostavlja u
ultrazvu¢nom kupatilu 15 minuta, nakon ¢ega se nosac odvaja vakuum-filtracijom i
ispira sa velikom koli¢cinom destilovane vode. Ovako profiltriran, nosac se vraca u
erlenmajer i mesa sa rastvorom natrijum-hidroksida koncentracije 1 M, vraéa se u
ultrazvucno kupatilo na 15 minuta. Sledi filtracija uz ispiranje vodom, nakon cega
se dodaje acetonitril i nosac se vrac¢a na 15 minuta u ultrazvucno kupatilo. Nosac se
opet profiltrira, ispira vodom i na kraju suSi. Nakon ove procedure, moze se

smatrati da je nosaC ociS¢en i spreman za imobilizaciju enzima, odnosno dalju

modifikaciju.
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3.2.20.2.2. Modifikacija nosaca cijanuril hloridom

1g oCis¢enog Purolite® A-109 sa 5 g cijanuril hlorida rastvorenog u 250 ml acetona
i par kapi trietilamina. SmeSa se ostavlja na magnetnoj meSalici na 2h, na
temeparturi od 0 °C. Nakon zavrSene reakcije, nosac se dva puta spira acetonom i
susi u vakuum susilici na 40 °C, 24h. Ovako pripremljen nosa¢ koristimo za

imobilizaciju enzima.

3.2.20.2.3. Modifikacija nosaca uvodenjem epoksi grupa

Inkubira se 1g ociS¢enog Purolite® A-109 sa 3 ml 1M rastvora NaOH i 330 ul
epihlorhidrina. Reakcija se odvija na orbitalnoj mesalici (100 rpm), pola sata, na
temperaturi od 55 °C. Zatim se nosac profiltrira, ispere acetonom dva puta i osusi u
vakuum susilici na 40 °C, 24h. Ovako pripremljen nosac koristimo za imobilizaciju

enzima.

3.2.20.2.4. Modifikacija nosaca cisteinom i glutaraldehidom

Da bi se nosac, aktivirao pomocu cisteina, odmeri se 2,0 g nosaca i doda 20 ml 1M
rastvora cisteina. Po dodavanju rastvora, nosa¢ se ostavlja na tresilici da se
termostatira na 25 °C tokom 48 sati. Potom se nosac ispira, kako bi se uklonio
nevezani cistein. Na 2,0 g nosaca, dodaje se 33,6 ml 25% rastvora glutaraldehida i
22,4 ml 0,2M fosfatnog pufera (pH 7), a potom se termostatira na tresilici naredna
24 casa. Nakon termostatiranja, rastvor sa nosaCem se filtrira i ispira da bi se
uklonio nevezani glutaraldehid. Rastvor je potrebno dugo ispirati, kako bi se

isprala Zuta boja rastvora koja potice od glutaraldehida.

3.2.20.2.5. Modifikacija nosaca etilendiaminom i glutaraldehidom

Da bi se nosac, Eupergit®C 250L, aktivirao pomoc¢u etilendiamina (EDA), 1 g
nosaca se tretira sa 10 ml rastvora koji sadrzi 1M etilendiamina (EDA) na 60 °C pri
pH 10 tokom 4 CcCasa. Aktivirani nosa¢ se ispere puferom i dalje aktivira

glutaraldehidom na ve¢ opisan nacin.
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3.2.20.3. Modifikacija enzima

Enzim je rastvoren u 0,1M natrijum-acetatnom puferu (pH=4,75) i koncentracija
ovog rastvora iznosi 2Zmg/ml. U 10 ml ovog rastvora dodaje se 0,0155g EDC-a, a
zatim se se smesSa ostavlja 1,5 h uz orbitalno meSanje. Nakon toga, u smesu se
dodaje 2,2 ml 0,5 M hidroksilamina i smeSa se dijalizira preko no¢i, u odnosu na
0,1M natrijum-acetatni pufer, na temepraturi od 4 °C. Rastvor modifikovanog

enzima se odmah potom Kkoristi za imobilizaciju.

3.2.20.4. Imobilizacija enzima na silika nano-cestice

Imobilizacija na silika nano-Cestice podrazumevala je inkubiranje 1 mg nosaca i 1
ml rastvora enzima koncentracije proteina 230 mg/g nosaca u odgovarajuem
puferu na 25 °C uz meSanje na roler Sejkeru. Nakon definisanog vremena,
imobilisani enzim je odvajan od supernatanta centrifugiranjem, ispiran tri puta sa

po 1 ml pufera u kome je vrSena imobilizacija i suSen na 37 °C.

3.2.20.5 Modifikacija silika nano-¢estica

3.2.20.5.1. Modifikacija APTMS-om

U balon od 50 ml je stavljeno je 300 mg nanosilika Cestica i 1,18 ml aminosilana
(maseni odnos izmedu nanocestica i silana 1:1). Potom, dodato je 36 ml toluena, 50
pl trietilamina i kontinuirano je dovoden je azot tokom trajanja reakcije
modifikacije. Reakcija modifikacije je izvodena na sobnoj temperaturi u trajanju od
48 h i uz meSanje na magnetnoj mesalici pri brzini 600 min-l. Nakon zavrSene
modifikacije, modifikovana silika je filtrirana, ispirana sa 3 puta po 5 ml toluena i
podvrgnuta ultrazvuku u trajanju od 5 min kako bi se uklonio neproreagovali

aminosilan. PreciS¢ena modifikovana silika je dispergovana u etanolu.

3.2.20.5.2. Modifikacija nanosilika-APTMS cestica cijanurilhloridom

Amino grupe koje se nalaze na povrsini ovih Cestica reagovace sa atomima hlora s-

triazin prstena cijanurilhlorida, pri cemu dolazi do reakcije supstitucije. U balon je
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stavljeno 200 mg nosaca, 1g cijanurilhlorida, 70 ml acetona i 50 pl trietiamina.
Pripremljena reakciona smesa je ostavljena tokom 2 h na 0 °C i pri brzini obrtaja
meSalice od 400 rpm. Nakon zavrSetka reakcije aktivacije, nosac je izdvojen na
vakuum-filtracijom i ispran tri puta sa po 5 ml acetona. Ovako pripremljeni nosac

nakon suSenja u vakuum susnici korisS¢en je za imobilizaciju enzima.

3.2.21. Sinteza galakto-oligosaharida sa imobilisanim enzimom

Sve reakcije sinteze galakto-oligosaharida izvodene su u erlenmajerima na
termostatiranoj orbitalnoj tresilici na 50 °C (u slucaju A. oryzae i 45 °C u slucaju L.
acidophilus) pri meSanju (200 rpm). U erlenmajere se odmeri definisana koli¢ina
enzima i doda se 20 ml rastvora laktoze koncentracije 100-600 g/l. Uzorci su
uzimani u odredenim vremenskim intervalima, kuvani 10 min na 100 °C da bi se
zaustavila reakcija, razblaZeni u skladu sa potrebama, filtrirani kroz 0,2 mm filter i
dalje analizirani HPLC-om. Kontrolni uzorak, bez enzima, podvrgnut je istom

tretmanu i u njemu nisu detektovani proizvodi.

3.2.22. Odredivanje operativne stabilnosti biokatalizatora

Eksperimenti su izvodeni pod definisanim reakcionim uslovima u toku odredenog
vremenskog perioda (3 h) i za to vreme uzimani su uzorci za kvantitativnu analizu.
Nakon definisanog vremenskog perioda, imobilisani enzim je odvajan od ostatka
reakcione smeSe vakuum-filtracijom, ispiran tri puta sa po 20 ml 0,1 M
odgovarajuceg pufera, prosuSen na 37 °C i nakon toga je koriS¢en u narednom
reakcionom ciklusu. Rezultati su izraZeni kao relativna aktivnost imobilisanog

enzima u odnosu na prvi reakcioni ciklus.

3.2.23. Sinteza galakto-oligosaharida u reaktoru sa fluidizovanim slojem

Kada je reakcija sinteze galakto-oligosaharida izvodena u semi-kontinualnom
sistemu, primenjen je stakleni cevni bioreaktor dimenzija 136 mm (duZina) x 9
mm (unutrasnji pre¢nik) sa ukupnom zapreminom od 8,7 ml opremljen plaStom
kroz koji je proticala voda predgrejana na 50 °C. Kolona je punjena razli¢itim

kolicinama imobilisanog enzima, dok je zapremina reakcione smese (400 g/1) koja
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je zagrevana do 50 °C uz meSanje u erlenmajeru na magnetnoj mesalici iznosila 80
ml. Ova smeSa je upumpavana u reaktor sa biokatalizatorom posredstvom
peristalticke pumpe pri razlictim protocima, a smeSa je semi-kontinualno
recirkulisana tako Sto je nakon izlaska iz reaktora povratnim tokom odvodena u
rezervoar sa mesSanjem i ponovo upumpavana na pocetak kolone.

Uzorci su uzimani u odredenim vremenskim intervalima, kuvani 10 min na 100 °C
da bi se zaustavila reakcija, razblaZeni u skladu sa potrebama, filtrirani kroz 0,2
mm filter i dalje analizirani HPLC-om. Kontrolni uzorak, bez enzima, podvrgnut je

istom tretmanu i u njemu nisu detektovani proizvodi.

3.2.24. Sinteza galaktozida salicina

Sve reakcije sinteze su izvedene u Slifovanim erlenmajerima na vazdusnoj tresilici
na 150 rpm na temperaturi optimalnoj za dati enzim. Salicin, laktoza i enzim,
koncentracija navedenih u Tabeli 11, su rastvoreni u 5 ml acetatnog pufera (pH
4,5). Vreme reakcije je takode predvideno eksperimentalnim planom. Reakcija je
prekinuta kuvanjem 10 minuta na 100 °C, uzorci su adekvatno razblaZeni,

centrifugirani i zatim analizirani koriS¢enjem HPLC metode.

Tabela 3.4. Eksperimentalni plan sa kodiranim i realnim vrednostima

Faktori Kodirane vrednosti
-2 -1 0 1 2
Koncentracija laktoze, X1 (mM) 40 180 320 460 600
Koncentracija salicina, X2 (mM) 10 35 60 85 105
Koncentracija enzima, X3 (IU) 40 120 200 280 360
Vreme, X4 (h) 2 4,5 7 9,5 12

3.2.25. HPLC analiza uzoraka galaktozida salicina

Za analizu salicin galaktozida koriS¢ena je reverzno-fazna kolona (Hypersil gold
C18, 150 mm x 4.6 mm, 5 um). Metoda je razvijana utvrdivanjem optimalnog
protoka i sastava mobilne faze variranjem ovih parametara u cilju postizanja
odgovarajuceg razdvajanja jedinjenja. DoSlo se do slede¢ih vrednosti, koje

obezbeduju najpogodniji rezim rada: U toku prva dva minuta sastav mobilne faze
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je bio konstantan, i to: 90% vode (A) i 10% metanola sa 0,1% mravlje kiseline (B).
U narednih 6 min uspostavljen je gradijent 10-90% (B), a naredna 3 minuta sastav
mobilne faze je ponovo konstantan (90% B). U toku analiza, protok je bio
konstantan (1 ml/min). Retenciona vremena i povrSine pikova, u vidu
hromatograma, dobijeni su UV detekcijom na 210 nm. Prinos proizvoda je izraZen

u odnosu na iskoris¢enje salicina.

3.2.26. Sinteza galaktozida sorbitola

Sve reakcije sinteze su izvedene u Slifovanim erlenmajerima na vazdusnoj tresilici
na 150 min! na temperaturi optimalnoj za dati enzim. Salicin, laktoza i enzim,
koncentracija navedenih u Tabeli 12, su rastvoreni u 5 ml acetatnog pufera (pH
4,5). Vreme reakcije je takode predvideno eksperimentalnim planom. Reakcija je
prekinuta kuvanjem 10 minuta na 100 °C, uzorci su adekvatno razblaZeni,

centrifugirani i zatim analizirani koriS¢enjem HPLC metode.

Tabela 3.5. Eksperimentalni plan sa kodiranim i realnim vrednostima

Faktori Kodirane vrednosti
-2 -1 0 1 2
Koncentracija enzima, X; (mg/ml) 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Koncentracija laktoze, Xz (mM) 100 200 300 400 500
Molarni odnos sorbitol:laktoza, X3 1 3 5 7 9
Koncentracija NaCl, X4 (M) 0 0,2 0,4 0,6 0,8
Vreme, X5 (h) 2 4,5 7 9,5 12
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

Cilj ove disertacije je da se razvoju novih transgalaktozilacionih procesa
katalizovanih f-galaktozidazama doprinese na viSe nivoa: 1) mikrobnom
proizvodnjom, izolovanjem i primenom u transgalaktozilaciji enzima koji nije
ranije primenjivan, 2) optimizacijom uslova transgalaktozilacije sa aspekta prinosa
proizvoda i strukture dobijenih proizvoda, 3) dobijanjem imobilisanih f-
galaktozidaza visoke transgalaktozilacione aktivnosti i stabilnosti, 4) izborom
optimalne reaktorske konfiguracije za primenu ovih imobilisanih enzima, 5)

sintezom novih f-galaktozida sa potencijalnom fizioloSkom aktivno$cu.

4.1. Proizvodnja mikrobnih f-galaktozidaza

4.1.1. Preliminarna selekcija mikrobnih producenata $-galaktozidaza

U prvoj fazi izrade ove doktorske disertacije ispitan je veliki broj mikroorganizama
iz kolekcije Katedre za biohemijsko inZenjerstvo i biotehnologiju (Tabela 4.12) u
cilju izbora potencijalnih producenata p-galaktozidaza. Primarni eksperimenti
obuhvatili su gajenje mikroorganizama na odgovarajucim sintetskim podlogama u
toku 24 h, pri uslovima (temperatura, pH podloge, meSanje) koji su opisani u
literaturi kao optimalni za rast i produkciju enzima pojedinacnih mikroorganizma.
Odabir najboljih producenata izvrsen je prvenstveno sa aspekta prinosa aktivnosti

(IU/ml), a potom i sa aspekta svojstava dobijenih enzimskih preparata.

Rezultati ovih preliminarnih eksperimenata, kao Sto se moze videti u tabeli 4.1,
pokazali su da su bakterije nesumnjivo efikasniji producenti u odnosu na ostale
ispitane grupe mikroorganizama. Naime, bakterija mlec¢ne Kkiseline L. acidophilus
predstavlja daleko najefikasnijeg producenta enzima p-galaktozidaze (0,671
[U/ml) medu ispitanim mikroorganizmima. NeSto manju aktivnost enzima
produkovale su L. reuteri (0,420 1U/ml), L. helveticus ATTC 15009 (0,344 IU/ml),
potom P. shermanii (0,257 1U/ml) i S. termophilus (0,110 IU/ml). Ostali
mikroorganizmi nisu produkovali enzim, ili su pak dobijene aktivnosti enzima

zanemarljive, te su oni iskljuc¢eni kao potencijalni producenti f-galaktozidaza.
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U skladu sa ovim rezultatima, u nastavku eksperimentalnog rada ispitana su
najvaznija svojstva (temperaturni i pH optimum) dobijenih enzimskih preparata za
dalju primenu u reakcijama hidrolize i transgalaktozilacije. Imaju¢i u vidu da su
dobijeni enzimski preparati slicnih svojstava, te da se polja njihove primene nece
bitno razlikovati, vodili smo se kriterijumom visine produkovane aktivnosti, kao i

atraktivnosti proizvodnog mikroorganizma.

Tabela 4.1. Produkovane aktivnosti f-galaktozidaze

Mikroorganizam Aktivnost
(1IU/ml)
Bakterije
Lactobacillus reuteri ATCC 23271 0,420
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 0,671
Lactobacillus paracasei ssp. paracasei NRRL B 4564 -
Lactobacillus casei ssp. casei NRRL B 441 -
Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 -
Lactobacillus helveticus ATCC 15009 0,344
Lactobacillus helveticus NRRL B 734 -
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ATCC 11842 0,011
Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis NRRL-B-1924 -
Streptococcus termophilus S3 0,110
Propionibacterium shermanii 0,257
Kvasac
Kluyveromyces lactis NRRL-YB-3678 0,049
Plesni
Rhizopus oryzae -
Aspergillus oryzae DMS 1862 -

Naime, poslednjih godina bakterije mlecne kiseline privlace sve viSe paznje kao
potencijalni izvori f-galaktozidaza najviSe zahvaljuju¢i svom statusu sigurnih za
upotrebu u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji, ¢ime se omogucava

neometano koriS¢enje enzima bez primene komplikovanih metoda preciS¢avanja.

Stoga, u nastavku eksperimentalnog rada ove doktorske disertacije, bi¢e izvrSena

detaljna optimizacija procesa proizvodnje enzima f-galaktozidaze pomocu
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bakterije mle¢ne kiseline L. acidophilus, variranjem sastava fermentacione podloge

i parametara produkcije koji pozitivno utic¢u na regulaciju biosinteze enzima.

Tabela 4.2. Svojstva dobijenih f-galaktozidaza iz razli¢itih mikroorganizama

Mikroorganizam t Op(toi:)mm pH optimum
Lactobacillus reuteri ATCC 23271 45 6,8
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 45 6,8
Lactobacillus helveticus ATCC 15009 45 6,8
Propionibacterium shermanii 45-50 7,0
Kluyveromyces lactis 45-50 6,5

4.1.2. Ispitivanje kinetike mikrobnog rasta i biosinteze -galaktozidaza

U cilju definisanja optimalnih uslova fermentacije sa aspekta maksimalne
proizvodnje enzima f-galaktozidaze, prvi eksperimenti su obuhvatili proucavanje
kinetike rasta L. acidophilus i proizvodnje [-galaktozidaze. Za potrebe ovog
eksperimenta L. acidophilus je gajen u tetnom medijumu (MRSL bujon), u
termostatu na 37 °C pri mikroaerofilnim uslovima. Fermentacija je trajala 4 dana, a
uzorci za odredivanje broja Celija i produkovane enzimske aktivnosti uzimani su
svakih 24h. Kao Sto je prikazano na slici 42., krive kinetike ¢elijskog rasta i
proizvedene aktivnosti enzima pokazale su slican trend. Naime, produkovana
aktivnosti dostiZe maksimalnu aktivnost (0,718 IU/ml) posle dva dana, kada je
ujedno i broj ¢elija najveéi (2,5x10° ¢elija). Nakon toga, primeceno je postupno
smanjenje enzimske aktivnosti, $to je verovatno blisko povezano sa ¢injenicom da
je kultura usla u stacionarnu fazu rasta nakon dva dana. Sli¢ni rezultati, odnosno
maksimalan prinos aktivnosti enzima na pocetku stacionarne faze, prijavljeni su i
ranije u literaturi za razliCite mikroorganizme. 127. 304 Qvakvo ponaSanje L.
acidophilus se najverovatnije moZe objasniti ranijim nalazima da tokom
stacionarne faze rasta dolazi do znacajnih promena u sastavu, a samim tim i

strukturi Celijskog zida. 142
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Naime, pri prelasku u stacionarnu fazu dolazi do drasti¢nog povecanja umreZenosti
peptidoglukana, ¢ime se povecava gustina i debljina ovog sloja, Sto dalje rezultira
oteZanim oslobadanjem intracelularnih enzima. 142
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Slika 4.1. Kinetika rasta i produkcije -galaktozidaze iz L. acidophilus u tecnom medijumu

(MRSL bujon), 37 °C pri dodatku 2% inokuluma.

Takode, jedan od potencijalnih razloga za smanjenje aktivnosti enzima predstavlja
i smanjenje koncentracije laktoze (induktora ovog enzima), odnosno sa druge
strane, povecanje koncentracije njenih produkata razgradnje, pre svega glukoze u
fermentacionom medijumu. Naime, dokazano je da glukoza, kao lako iskoristivi
izvor ugljenika u podlozi, dovodi do represije proizvodnje [-galaktozidaze kod
nekih mikroorganizama. 113 Konatno, smanjenje aktivnosti enzima, mozZe biti
povezano i sa porastom produkcije proteaza, koje mogu dovesti do nestabilnosti i

inaktivacije enzima. 127,133

Ovde treba napomenuti da je istovremeno sa merenjem oslobodene intracelularne
aktivnosti enzima, tokom pracenog perioda fermentacije, merena i potencijalna
ekstracelularna aktivnost u uzorcima fermentacionog medijuma. Naime,
pregledom literature primeceno je da pojedine bakterije mlecne kiseline (L. brevis i
L. plantarum) mogu da produkuju ekstracelularno enzim S-galaktozidazu,1>3 Sto je
objasnjeno navodnom autolizom celija u stacionarnoj fazi rasta bakterija. Medutim,

u nasem eksperimentu, ekstracelularna aktivnost nije detektovana, te ¢e stoga u
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narednim poglavljima posebna paznja biti obraena na pronalaZenje Sto

ucinkovitijih nac¢ina ekstrakcije intracelularne -galaktozidaze.

4.1.3. Optimizacija uslova gajenja

Imajudi u vidu da su za gajenje bakterija iz roda Lactobacillus povoljniji stati¢ni
uslovi zbog mikroaerofilnih uslova rasta ovog roda, usled negativnog efekta
aeracije medijuma do koje dolazi meSanjem, preliminarni eksperimenti su
podrazumevali gajenje mikroorganizma u stacionarnim uslovima u termostatu na
37 °C, temperaturi optimalnoj za njegov rast. Medutim, Cesto optimalni uslovi za
proizvodnju mikrobne biomase ne odgovaraju optimalnim uslovima za produkciju
razliCitih Celijskih produkata, u ovom slucaju enzima f-galaktozidaze. Stoga, u cilju
utvrdivanja optimalnih uslova za maksimalnu proizvodnju enzima f-galaktozidaze
pomocu L. acidophilis, u narednim eksperimentima, ispitan je uticaj meSanja kao

vaznog procesnog parametra na produkovanu aktivnost -galaktozidaze.

Aktivnost g-galaktozidaze (IU/ml)

stacionarno 50 rpm 100 rpm 150 rpm 200 rpm

Brzina me$anja

Slika 4.2. Aktivnost -galaktozidaze (IU/ml) produkovana pri razli¢itim brzinama mesanja u
toku fermentacije. Proizvodnja [5-galaktozidaze iz L. acidophilus u tecnom medijumu (MRSL

bujon), 37 °C pri dodatku 2% inokuluma.

Neocekivano, imajuci u vidu mikroaerofilnu prirodu mikroorganizma bolji prinos
enzima bio je kod kultura gajenih na termostatiranoj tresilici nego u stacionarnim
uslovima. Sa aspekta proizvodnje ovo je veoma znacajan podatak koji ce omoguciti

pojednostavljenje procesa proizvodnje enzima. Medutim, iako meSanje igra
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znacajnu ulogu, jer omogucava bolje snabdevanje mikroorganizama kiseonikom i
hranljivim materijama, u naSem sluaju brzina meSanja pokazala se kao
nesignifikantan faktor. Kulture gajene pri brzinama mes$anja u opsegu 50-200 rpm

produkovale su gotovo identi¢ne vrednosti aktivnosti enzima (0,8-0,85 [U/ml).

4.1.4. Optimizacija sastava podloge

U studijama koje su obuhvatile veliki broj razli¢itih mikroorganizama prijavljen je
znacajan uticaj izvora ugljenika na prinos f-galaktozidaze. Medutim, zakljuceno je
da je uloga izvora ugljenika u ovoj biosintezi moZe znatno da varira u zavisnosti od

vrste, pa ¢ak i soja koriS¢enih mikroorganizama 31,113,125,

Literaturni podaci o uticaju izvora ugljenika na rast i produkciju enzima L.
acidophilus su prilicno oskudni. 134 Imaju¢i ovo u vidu, u ovoj disertaciji su testirani
razli¢iti ugljeni hidrati (glukoza, galaktoza, laktoza i njihove smeSe) u cilju izbora

najboljeg izvora ugljenika, sa aspekta produkovane aktivnosti -galaktozidaze.

0.8
0.7 4
0.6

0.5

Aktivnost p-galaktozidaze (IU/ml)

glukoza glukozal/laktoza galaktoza galaktoza/laktoza laktoza

Slika 4.3. Uticaj razli¢itih izvora ugljenika na produkovanu aktivnost -galaktozidaze

Fermentacione podloge KkoriS¢ene u ovom eksperimentu predstavljaju
modifikovani MRS bujon gde je glukoza zamenjena odgovaraju¢im Secerom
(galaktoza, laktoza) ili pak smeSom SeCera iste koncentracije (2%). Rezultati
prikazani na Slici 4.3 nesumnjivo ukazuju na to da laktoza znacajno doprinosi
povecanju produkovane aktivnosti f-galaktozidaze, jer su sva tri medijuma koja

sadrZe laktozu pokazala izraZeniju enzimsku aktivnost. Pokazalo se da je najviSa

105



aktivnost f-galaktozidaze (0,819 1U/ml) produkovana u slucaju koriScenja laktoze
kao jedinog izvora ugljenika, dok su kulture gajene na smeSama laktoze sa
glukozom i galaktozom rezultovale umerenom aktivnoS¢u [-galaktozidaze 0,385
[U/ml i 0,401 IU/ml, redom. Ovi rezultati su u skladu sa dosada objavljenim
rezultatima u literaturi za razliCite sojeve bakterija mle¢ne kiseline. 113.125127 Hsy i
saradnici su detektovali najvecu aktivnost f-galaktozidaze upravo na podlogama
koje sadrZe laktozu kao jedini izvor ugljenika, zatim galaktozu, a najniZe aktivnosti
produkovane su na glukozi kao jedinom izvoru ugljenika. 125 Naime, opSte je
poznata Cinjenica da bakterije u toku propagacije prvenstveno troSe jednostavnije
SeCere prisutne u podlozi, Sto ocigledno ne dovodi do znacajne indukcije
proizvodnje f(-galaktozidaze. Sa druge strane, pri viSim koncentracijama laktoze
dolazi do indukcije, samim tim i do povecane sinteze f(-galaktozidaze. Nakon
dostizanja odredenog stepena produkcije enzima, aktivnost produkovanog enzima
poCinje da se postepeno smanjuje, Sto se moZe objasniti postojanjem katabolicke
represije u cemu glavnu ulogu ima glukoza, koja nastaje i akumulira se unutar

¢elije usled troSenja, odnosno hidrolize laktoze 133.

D.B—.
D,T-
0.6—‘
D.5-
D.4-
0.3—.

0.2 4

Aktivnost g-galaktozidaze (IU/ml)

0.1 4

0.0 4

laktoza surutka u prahu mleko u prahu

Slika 4.4. Uticaj izvora laktoze na produkovanu aktivnost -galaktozidaze

U eksperimentima kada smo laktozu u modifikovanom MRSL bujonu zamenili
odgovaraju¢im koncentracijama mleka u prahu i slatke surutke u prahu (da se
dobije 2% laktoze u podlozi), dobili smo niZe rezultate aktivnosti (Slika 4.4), Sto je
verovatno posledica oteZanog izdvajanja, a potom i razaranja Celija usled prisustva

proteina iz mleka i surutke.
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Osim prirode izvora ugljenika u fermentacionom medijumu, pokazalo se da je sa
aspekta prinosa pf-galaktozidaze podjednako vaZzna i koncentracija izvora
ugljenika. 133 134 Zbog toga, izvrSili smo fermentaciju u modifikovanom MRSL
bujonu sa razli¢itim pocCetnim koncentracijama laktoze (1-4%). Fermentacija je
kao i u prethodnim eksperimentima vrSena 2 dana, na vazdusnoj tresilici sa
meSanjem (150 rpm) na 37 °C. Produkovana aktivnost -galaktozidaze postepeno

se povecavala sa rastom pocetnih koncentracija laktoze do 2,5% (Slika 4.5).
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Slika 4.5. Uticaj koncentracije laktoze u podlozi na produkovanu aktivnost enzima

Dalji rast sadrzaja laktoze doveo je do smanjenja aktivnosti f-galaktozidaze, Sto
ukazuje na cinjenicu da je zajedno sa povecanjem sadrZaja laktoze, doSlo i do
povecanja koncentracije njenih produkata razgradnje koji, kako je navedeno i
ranije, dovode do represije proizvodnje [-galaktozidaze. SliCan fenomen primetili
su Murad i saradnici, u eksperimentu koji je podrazumevao gajenje L. reuteri i S.
termophilus. 133 Njihovi rezultati su pokazali da aktivnost enzima povecava sa
povecanjem koncentracije laktoze (do 6%), dostizu¢i 2,54 [U/ml i 2,59 [U/ml],
redom. Daljim povecanjem koncentracije laktoze do 10% doSlo je do drasticnog
smanjenja produkcije enzima u slucaju L. reuteri, dok je u slucaju S. termophilus
doslo do neznatnog povecanja proizvodnje enzima (3,01 IU/ml). 133 Ovi rezultati
ujedno pokazuju i da je L. acidophilus koris¢en u ovoj doktorskoj disertaciji

pri znatno niZim pocetnim koncentracijama laktoze.
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Ovi rezultati sugeriSu da postoji jasan obrazac, bez obzira na vrstu
mikroorganizma koji se koristi za proizvodnju f-galaktozidaze, da f-galaktozidaza
predstavlja inducibilan enzim ¢iji prinos aktivnost predstavlja kompromis izmedu

laktozne indukcije i intracelularne represije glukozom.

4.1.5. Optimizacija uslova fermentacije primenom centralnog kompozitnog

rotatabilnog eksperimentalnog plana i metode odzivnih povrsina

U prehodnim fazama ove doktorske disertacije primenjena je konvencionalna
metoda optimizovanja uslova proizvodnje f-galaktozidaze variranjem jednog po
jednog parametra fermentacije pri fiksiranim vrednostima ostalih parametara. U
cilju detaljnije optimizacije procesa i dobijanja uvida u interakcije izmedu
parametara, u nastavku rada koristili smo centralni kompozitni rotatabilni

eksperimentalni plan i metodu odzivnih povrsina (RSM).

Eksperimentalni dizajn i RSM predstavljaju vazan alat koji se danas Siroko koristi u
definisanju optimalnih uslova procesa, jer pokazuje brojne prednosti u odnosu na
konvencionalne metode, posto je u stanju da utvrdi, ne samo efekte razlicitih
faktora na proizvodnju, ve¢ u isto vreme i njihove medusobne interakcije. U ovoj
studiji RSM se Kkoristi za odredivanje optimalne vrednosti relevantnih faktora
fermentacije (temperature, koncentracije inokuluma i koncentracije laktoze) u
pogledu proizvodnje maksimalne aktivnosti, kao i specificne aktivnosti S-
galaktozidaze, uzimajué¢i u obzir pojedinacne i kombinovane efekte ovih

parametara.

Eksperimentalni plan se sastoji od 20 nasumic¢no izvedenih eksperimenata (Tabela
4.3) u cilju izbegavanja sistemske greSke eksperimenta, a tokom izrade
eksperimenta, pracene su dve izlazne vrednosti: aktivnost -galaktozidaze (1U/ml)

i specificna aktivnost -galaktozidaze (IU/mg proteina).
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Tabela 4.3. Kodirane i stvarne vrednosti faktora u eksperimentalnom planu

Temperatura Koncentracija Koncentracija Aktivnost Spef:ifi(“:na
Eksp. 0) inokuluma laktoze (%) (IU/ml) aktivnost
(%) (IU/mg prot)
1 -1(30) -1(4,5) -1(2,5) 2,892 2,419
2 1(40) -1(4,5) -1(2,5) 1,882 0,827
3 -1(30) 1(9,5) -1(2,5) 1,561 1,350
4 1(40) 1(9,5) -1(2,5) 2,295 1,116
5 -1(30) -1(4,5) 1(5,5) 1.974 1,233
6 1(40) -1(4,5) 1(5,5) 1,469 0,985
7 -1(30) 1(9,5) 1(5,5) 1,606 0,906
8 1(40) 1(9,5) 1(5,5) 1,239 0,584
9 -1,682(26,6) 0(7) 0(4) 2,341 1,224
10 1,682(43,4) 0(7) 0 (4) 0,837 0,352
11 0(35) -1,682(2,8) 0(4) 2,662 1,396
12 0(35) 1,682(11,2) 0(4) 2,387 1,247
13 0(35) 0(7) -1,682 (1,48) 2,570 1,322
14 0(35) 0(7) 1,682 (6,52) 1,515 0,761
15 0(35) 0(7) 0(4) 1,974 1,205
16 0(35) 0(7) 0(4) 2,111 1,111
17 0(35) 0(7) 0(4) 2,295 1,069
18 0(35) 0(7) 0(4) 2,092 1,419
19 0(35) 0(7) 0(4) 1,882 0,97
20 0(35) 0(7) 0(4) 2,360 1,350

4.1.5.1. Uticaj parametara fermentacija na aktivnost f3-galaktozidaze

Najveca aktivnost (2,890 IU/ml) je postignuta u eksperimentu 1 pri koncentraciji

inokuluma od 2,80%, na temperaturi 26,6 °C, a pri koncentraciji laktoze 1,48%,

dok je najmanja aktivnost (0,837 IU/ml) postignuta u eksperimentu br. 10 pri

koncentraciji inokuluma 7%, na temperaturi 43,4 °C, a pri koncentraciji laktoze

4%.

Adekvatnost regresionog modela je procenjena primenom FiSerovog testa.

[zracunata vrednost ovog parametra za ovaj eksperiment iznosi Fr=2,12, dok

teorijska vrednost FiSerovog testa za nivo znacajnosti 5% iznosi Ft=4,58. Posto je

izraCunata vrednost manja od teorijske, moze se zakljuciti da je model adekvatan.
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Signifikantnost parametara modela je potom ispitana Studentovim testom, a
izraCunate vrednosti su uporedene sa tablicnim vrednostima Studentovog testa.
Nakon statisticke analize ustanovljeno je da su signifikantni koeficijenti regresije:

Bo, B1, Bz, B3, P11 1 P12, odnosno dobijen je regresioni model sledeceg oblika:
Y(IU/ml) = 1,870 — 0,244X, — 0,124X, — 0,267X5 — 0,220X,% + 0,230X, X, (4.1

Kao $to se iz jednacine moZe videti, rezultati Studentovog testa pokazali su da svi
linearni regresioni koeficijenti signifikantni, ali i da je signifikantan i kvadratni
regresioni koeficijenti f1;. Vrednost koeficijenta [;» ukazuje na postojanje

pozitivne interakcije izmedu koncentracije inokuluma i temperature.
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Slika 4.6. Uticaj koncentracije laktoze i koncentracije inokuluma na ukupnu produkovanu

aktivnost (-galaktozidaze (X1=0)
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Uticaji parova faktora na prinos aktivnosti enzima su ilustrovani dijagramima
odzivnih povrSina i konturnim dijagramima. Koeficijent 11 uz kvadratni ¢lan ima
negativnu vrednost (-0,220) Sto znali da se uticaj temperature moZe opisati

kvadratnom funkcijom sa maksimumom. Ovo se moZe uociti na slikama 4.7 i 4.8.
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Slika 4.7. Uticaj temperature i koncentracije laktoze na ukupnu produkovanu aktivnost [5-

galaktozidaze (X>=-2)

S druge strane, koncentracija inokuluma i koncentracija laktoze imaju samo
negativne linearne koeficijente pa prinos enzimske aktivnosti linearno opada sa
povecanjem ova dva eksperimentalna faktora. Interesantno je i da postoji i

pozitivna interakcija izmedu dva faktora: temperature i koncentracije inokuluma.
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Slika 4.8. Uticaj temperature i koncentracije inokuluma na ukupnu produkovanu aktivnost 3

galaktozidaze (X3=0)

Na grafiku 49. se iz tog razloga moze uociti pomeranje temperaturnog optimuma.
Pri najnizim vrednostima koncentracije inokuluma temperaturni optimum je na 28
°C, dok se povecanjem koncentracije inokuluma temperaturni optimum pomera ka

znacajno visSim vrednostima.

Kada se sumiraju ovi rezultati moZe se izvesti zaklju¢ak da su u posmatranom
opsegu optimalni uslovi za postizanje visoke produkovane aktivnosti f-
galaktozidaze: koncentracija inokuluma 2,8%, koncentracija laktoze 1,48% i

temperatura 28 °C.

112



4.1.5.2. Uticaj parametara fermentacija na specifi¢nu aktivnost -galaktozidaze

Najveca specificna aktivnost (2,419 IU/mg proteina) takode je postignuta u
eksperimentu 1. pri koncentraciji inokuluma od 2,80%, na temperaturi 26,6 °C, a
pri koncentraciji laktoze 1,48%, dok je najmanja aktivnost (0,352 IU/mg proteina)
postignuta u eksperimentu 10 pri koncentraciji inokuluma 7%, na temperaturi

43,4 °C, a pri koncentraciji laktoze 4%.

[zracunata vrednost FiSerovog testa za ovaj eksperiment iznosi 1,76, Sto je takode
manje od teorijske vrednosti FiSerovog testa za dati nivo znacajnosti (4,58).
Shodno tome, moZe se zakljuciti da je i ovaj model adekvatan. Signifikantnost
parametara modela, kao u i prethodnom delu, ispitana je Studentovim testom, a
izraCunate vrednosti su uporedene sa tablicnim vrednostima. Nakon Sto je
odredeno da su signifikantni koeficijenti regresije: So, f1, Bz 3 P11, f12 i 13 dobijen

je regresioni model sledeceg oblika:
Y(IU/mg proteina) = 0,993 — 0,237 - X; — 0,110 - X, — 0,185 - X5 —
0,085-X,%2+ 0,137 X, - X, + 0,135 X, - X5 (4.2)

Rezultati Studentovog testa pokazuju da su svi linearni regresioni koeficijenti
signifikantni i da je pri tom signifikantan i kvadratni regresioni koeficijenti f1;.
Vrednosti koeficijenata f:21 13 ukazuju na postojanje pozitivne interakcije izmedu
koncentracije inokuluma i temperature, i koncentracije laktoze i temperature,

respektivno.

Uticaji parova faktora na produkovanju specificnu aktivnost enzima ilustrovani
trodimenzionalnim dijagramima odzivnih povrsSina (slike 4.9-4.11). Koeficijent S1;
uz kvadratni ¢lan ima negativhu vrednost (-0,085) Sto znacCi da se uticaj
temperature moze opisati kvadratnom funkcijom sa maksimumom. Ovo se moZe

uociti na slikama 4.101i 4.11.
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Slika 4.9. Uticaj koncentracije laktoze i koncentracije inokuluma na specifi¢nu aktivnost [3-

galaktozidaze (X1=0)

S druge strane, koncentracija inokuluma i koncentracija laktoze imaju samo
negativne linearne koeficijente, pa prinos specificne enzimske aktivnosti linearno

opada sa povecanjem ova dva eksperimentalna faktora.

Kada je re¢ o interakciji izmedu razliCitih faktora, postoji pozitivna interakcija
izmedu: temperature i koncentracije inokuluma, kao i temperature i koncentracije
laktoze. Na slici 4.10 se iz tog razloga moZe uociti pomeranje temperaturnog
optimuma. Pri najniZim vrednostima koncentracije inokuluma temperaturni

optimum je na najniZoj temperaturi u posmatranom intervalu (25 °C), dok se
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povecanjem koncentracije inokuluma temperaturni optimum pomera ka znacajno

visSim vrednostima (37 °C).
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Slika 4.10. Uticaj temperature i koncentracije inokuluma na specificnu aktivnost B-
galaktozidaze (X3=0).

Sli¢no, na slici 4.11 se moZe uociti da je pri najniZim vrednostima koncentracije
laktoze temperaturni optimum na 25 °C, a da se sa povecanjem koncentracije

laktoze pomera ka viSim vrednostima (oko 35 °C).

Kada se sumiraju ovi rezultati moZe se izvesti zaklju¢ak da su u posmatranom
opsegu optimalni uslovi za postizanje visoke intracelularne specifi¢ne aktivnosti -
galaktozidaze, kao i u prethodnom slucaju koncentracija inokuluma 2,8%,

koncentracija laktoze 1,48%, a pogoduje nesSto niZa temperatura od 25 °C.
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Slika 4.11. Uticaj temperature i koncentracije laktoze na specificnu aktivnost f3-

galaktozidaze (X2=0)

Ocigledno su optimalne vrednosti ispitivanih faktora su vrlo slicne sa aspekta obe
izlazne veliCine. Ispitivanje uticaja faktora na specificnu aktivnost je pokazalo da
rast temperature pokazuje puno intenzivnije smanjenje prinosa, nego kada je
ispitivan uticaj na ukupnu produkovanu aktivnost, verovatno zato $to se na visSim
temperaturama produkuju i ekstrahuju bolje ostali intracelularni proteini L.
acidophillus, pa nadalje treba izbegavati temperature kultivacije viSe od 28 °C. U
cilju ocene adekvatnosti modela, izveden je dodatan eksperiment pod optimalnim
vrednostima ispitivanih parametara: temperatura (28 °C), koncentracija
inokuluma (2,8%) i koncentracija laktoze (1,48%). Ukupna proizvedena aktivnost

p-galaktozidaze u ovom eksperimentu iznosila je 3,12 IU/ml, Sto predstavlja
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odstupanje rezultata manje od 5% od predvidenih vrednosti, pa se stoga moZze

zakljuciti da model obezbeduje dobro predvidanje.

4.1.6. Ekstrakcija intracelularne aktivnosti

Budu¢i da su rezultati preliminarnih eksperimenata pokazali da se znacajna
aktivnost p-galaktozidaze moZe iskljucivo izolovati iz unutrasSnjosti celija L.
acidophilus, u sledecoj seriji eksperimenata fokus je bio na odabiru adekvatne
metode i optimizaciji procesa izolovanja enzima. Ovom segmentu rada posvecena
je narocita paznja, pa je izvedena opsezna studija koji obuhvata Sirok izbor metoda
koje su poredene sa aspekta efikasnosti, odnosno prinosa aktivnosti dobijenog
enzima, ali i smanjenja razli¢itih primesa u dobijenim enzimskim preparatima.
Metode obuhvacene ovom studijom, u najSirem smislu, moZemo podeliti na

mehanicke, nemehanicke (fizicke, hemijske, enzimske) i kombinovane metode.

4.1.6.1. Hemijska ekstrakcija B-galaktozidaze

Celijski zid mikroorganizama moze biti permeabilizovan velikim brojem razlicitih
hemijskih jedinjenja (antibioticima, heliraju¢im sredstvima, haotropnim
sredstvima, deterdZentima, organskim rastvaraima, hidroksidima i
hipohloritima), 141,142 koje se medusobno razlikuju po selektivnosti i efikasnosti
prema razli¢itim vrstama. KoriSéenje organskih rastvaraca je Siroko primenjeno u
permeabilizaciji kvasca i nekih bakterijskih ¢elija za izolovanje f-galaktozidaze 154
163,167,305-307 ]pak, izvestaji o uspesnoj permeabilizaciji Gram pozitivnih bakterija
su veoma oskudni, imajuci u vidu izuzetan otpor permeabilizaciji koji pruza debeo
sloj peptidoglukana. 167. 306, 307 J ovom radu isprobani su razliCiti organski
rastvaraci: toluen, etanol, aceton, kao i hloroform u kombinaciji sa natrijum-
dodecilsulfatom (SDS). Primenjeni rastvaraci, njihove koncentracije, kao i duZina
trajanja i uslovi permebilizacije odabrani su na osnovu podataka iz relevantne
literature. 167.306 UJ prvom eksperimentu ispitan je toluen (2% v/v), kao najcesce
koriS¢eno sredstvo za permeabilizaciju celija. Toluen dovodi do rastvaranja

fosfolipidnih membrana i kao takav pokazao se kao jako efikasno sredstvo za

permeabilizaciju kvasaca, ali i pojedinih bakterija. Medutim, aktivnost enzima
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nakon tretmana toluenom nije detektovana ni u ¢elijskom ekstraktu, ni u suspenziji
Celija. Potom, ispitana je permeabilizacija ¢elija etanolom i acetonom (40% v/v).
lako su ovi organski rastvaraci dali izuzetno dobre rezultate u radu sa L. plantarum
306, kao i sa S. termophilus,167 u naSem radu aktivnost nije detektovana. Na samom
kraju ovog eksperimenta ispitano je i delovanje hloroforma u kombinaciji sa
nejonskim deterdZentom SDS-om, €ija je funkcija bila da potpomogne ekstrakciju
enzima denaturiSu¢i proteine membrane i omogucavaju¢i time laksi transport
molekula kroz membranu. 397 Kao ni u prethodnim slucajevima, ova metoda nije
dala ocekivane rezultate, pe aktivnost nije detektovana ni unutar celija ni u

Celijskom ekstraktu.

4.1.6.2. Enzimska ekstrakcija f3-galaktozidaze

Enzimska liza ¢elija predstavlja specificnu i blagu metodu za razaranje Celija, pa je
kao takva jako primenljiva na laboratorijskom nivou. U na$oj studiji primenili smo
komercijalni lizozim iz ljuske jajeta, koji je ujedno i nacece koriS¢eni enzim za lizu
Celija, a cija je ucinkovitost najizraZenija upravo kod Gram pozitivnih bakterija.
Ovaj enzim razlaze (-1,4 veze izmedu N-acetil-muraminske kiseline i N-acetil-D-
glukozamina prisutne u peptidoglukanskom sloju, usled ¢ega dolazi do degradacije
peptidoglukanske stukrure, ¢ime se povecava propustljivost Celijskog zida i
omogucava ekstrakcija intracelularnog sadrzaja, u nasem slucaju enzima f-
galaktozidaze. Primenom ove metode izolovana aktivnost -galaktozidaze iznosila

je 0,608 IU/ml, dok je specificna aktivnost bila 0,122 IU/mg proteina.

4.1.6.3. Mehanicke metode ekstrakcije B-galaktozidaze

Za razliku od prethodnih, mehanicke metode za razaranje Celije, obuhvataju skup
nespecificnih metoda ¢iji je opSti princip izlaganje ¢elija visokom stresu koji moZe
biti posledica kavitacije, trenja, sudaranja ili pak njihove kombinacije. 142 U nasem
radu Kkoristili smo dva principa: razaranje upotrebom abrazivnih sredstava i

ultrazvucno razaranje.
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U toku ispitivanja Celijskog razaranja upotrebom abrazivnih sredstava koristili smo
dve vrste abrazivnih sredstava: kvarcni pesak (150 um) i staklene kuglice (30 pm).
Kvarcni pesak se pokazao kao znatno efektivnije sredstvo (2,1 IU/ml) u odnosu na
staklene kuglice (0,678 IU/ml). Takode, razliCiti tipovi mehanickih sila su
primenjeni u cilju ispitivanja uticaja jacine trenja izmedu abraziva i suspenzije
¢elija. Naime, oko 4 puta veca aktivnost f-galaktozidaze dobijena je putem
vorteksiranja cCelijske suspenzije sa abrazivnim sredstvima, nego mlevenjem u
avanu, pod identi¢nim uslovima. Kombinovanjem koriS¢enja abraziva sa metodom
ultrazvucne dezintegracije, oslobodena aktivnost -galaktozidaze iznosila je 0,322

IU/ml.

Mehanicke i kombinovane metode koje nisu ukljucivale upotrebu abraziva bile su,
medutim, manje efikasne. Tako je upotrebom ultrazvucne dezintegracije dobijena
aktivnost 0,157 IU/ml, a kombinacijom metode uzastopnog zamrzavanja i

odmrzavanja i ultrazvu¢ne dezintegracije dobijena je aktivnost od 0,245 IU/ml.

2.0 4

Aktivnost p-galaktozidaze (1U/ml)

MSK VSK VKP uz UZ+KP UZ+0Z
Metoda razaranja celija

Slika 4.12. Uticaj razli¢itih mehanickih metoda na oslobadanje intracelularne [-
galaktozidaze iz L. acidophilus: MSK-mlevenje u avanu sa staklenim kuglicama, VSK-
vorteksiranje sa staklenim kuglicama, VKP- vorteksiranje sa kvarcnim peskom, UZ- razaranje
u ultrazvucnom kupatilu, UZ+KP- razaranje u ultrazvucnom kupatilu u prisustvu kvarcnog

peska, UZ+0Z- metoda uzastopnog odmrzavanja i zamrzavanja u ultrazvucnom kupatilu.

Imajuci u vidu dobijene rezultate, moZe se zakljuciti da su znacajno veci prinosi
aktivnosti dobijeni koriS¢enjem mehanickih metoda, Sto je u skladu sa rezultatima

brojnih studija koje ukazuju superiornost mehanickih metoda kada je izolovanje
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intracelularnih enzima iz bakterija mlec¢ne kiseline u pitanju 142 150, Naime, osnovni
uslov za efikasno izolovanje intracelularnih enzima je da metode treba da budu
dovoljno robusne da se integritet Celijskog zida naru$i i samim tim omoguci
neometano oslobadanje intracelularnih enzima, ali u isto vreme dovoljno blage da
se Sto viSe saCuva aktivnost enzima 127. U skladu sa ovim zahtevima, moguce je
objasniti relativno slabe rezultate postignute ultrasonikacionim metodama. Naime,
moguce je da je doSlo do nepotpunog razaranja Celijskog zida, Sto dalje ne
omogucava slobodan prolaz enzima, kao i inaktivacijom enzima usled prevelikog
zagrevanja suspenzije i potencijalnog nastanka slobodnih radikala. Sli¢ni rezultate
objavili su Buri i saradnici, koji su ispitivali efikasnost metoda razaranja L.
delbrueckii ssp. bulgaricus u cilju dobijanja p-galaktozidaze. U njihovom radu,
mlevenje kuglicama i primena homogenizatora visokog pritiska dale su uporedive
rezultate, dok je ultrazvucna metoda bila najmanje efikasna. Isto tako, Dagbagli i
Goksungur nasli su da je ultrazvu¢na metoda mnogo manje efikasna od metode
mlevenja staklenim kuglicama 127. Treba ista¢i da je ovakav rezultat vrlo pogodan
sa aspekta scale-up-a procesa proizvodnje ovog enzima poSto su ultrazvucne
metode tesko izvodljive na industrijskom nivou, dok je mlevenje celija pomocu
abrazivnih sredstava u mlinovima sa odbojnicima Siroko prihva¢ena metoda
razaranja Celija na industrijskom nivou, koja je generalno poznata kao efikasnija za

razaranje Gram pozitivnih bakterija od homogenizatora.141

PoSto je razaranje Ccelija vorteksiranjem sa kvarcnim peskom dala najbolje
rezultate u preliminarnom eksperimentu, pri uslovima odabranim na osnovu
literaturnih podataka, u nastavku rada izvrSena je dodatna optimizacija
parametara procesa, imajuci u vidu da na proces razaranja uticu brojni faktori kao
Sto su: brzina mesanja, koli¢ina abrazivnog sredstva, veli¢ina abrazivnog sredstva,

vreme razaranja. 308

U prvom setu eksperimenata ispitan je uticaj veliine abrazivnih Cestica na prinos
aktivnosti, jer je izbor velicCine Cestica od izuzetne vaznosti za efikasnost procesa
razaranja. 3% Pri izboru veliCine Cestica, najvazniju ulogu imaju vrsta
mikroorganizama i pozicija enzima unutar Celije. Za razaranje bakterijskih celija

obicno se koriste Cestice precnika 100-150 um na laboratorijskom nivou, medutim
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u industrijskim uslovima, u cilju olakSanja procesa separacije mogu se koristiit i
Cestice 400-600 pm. 142 Generalno, brZe i efikasnije razaranje se postiZe upotrebom
Cestica manjeg precnika, ali to ¢esto dovodi do prekomernog zagrevanja smeSe Sto

iziskuje hladenje u toku rada.
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Slika 4.13. Uticaj veli¢ine Cestica kvarcnog peska na produkovanu aktivnost (IU/ml) i

specificnu aktivnost (IU/mg proteina)

U ovom eksperimentu koriS¢ene su Cestice kvarcnog peska pre¢nika 53 pum, 150
um i 350 um, a eksperimenti su izvedeni pod jednakim ostalim uslovima. Kao
rezultat ovih eksperimenata merene su dve veli¢ine: aktivnost [-galaktozidaze
(IU/ml) i specificna aktivnost (IU/mg proteina), kao pokazatelj specificnosti
razaranja. Kao Sto se sa slike 4.13 moZe videti, sa aspekta oslobodene aktivnosti,
najefikasnije razaranje postignuto je sa Cesticama kvarcnog peska od 150 pm (2,25
[U/ml), dok je sa aspekta oslobodene specificne aktivnosti neznatno efikasnija
metoda sa Cesticama od 300 um (0,695 IU/mg proteina). Medutim, kako razlike u
oslobodenoj specificnoj aktivnosti zanemarljive, odli¢ili smo se za dalju upotrebu

Cestica prec¢nika 150 pm, jer je oslobodena aktivnost -galaktozidaze znatno veca.

Preliminarni eksperimenti razaranja Celija su podrazumevali vorteksiranje Celijske
suspenzije u prisustvu kvarcnog peska kao abrazivnog sredstva u trajanju od 10
minuta. Medutim, poznato je da efektivnost razaranja u mnogome zavisi od
vremena trajanja (kontinualni proces) ili broja ciklusa (SarZni proces) u procesu
razaranja. Stoga, varirali smo vreme trajanja vorteksiranja u intervalu 2-20 min, sa

cilijem odredivanja optimalne duZine procesa razaranja.
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Slika 4.14. Uticaj duZine trajanja procesa razaranja Celija na oslobodenu aktivnost (IU/ml) i

specificnu aktivnost (IU/mg proteina)

Kako bismo ocenili efikasnost razaranja, pratili smo, kao i u prethodnim
eksperimentima oslobodenu aktivnost i specificnu aktivnost S-galaktozidaze. U
toku prvih 10 minuta primecen je nagli rast oslobodene aktivnosti, kao i specificne
aktivnosti enzima. Nakon daljeg povecanja trajanja razaranja aktivnost neznatno
raste do 15 minuta, nakon ¢ega sledi nagli pad, dok se kod specifi¢ne aktivnosti pad

javlja ve¢ nakon 10 minuta razaranja. Shodno ovim rezultatima, usvojena je duZina

trajanja procesa vorteksiranja od 10 minuta.

Aktivnost SIUImI) )
Sp. aktivnost (IU/mg proteina)
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I Sp. aktivnost
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Slika 4.15. Uticaj nacina izvodenja procesa razaranja Celija na oslobodenu aktivnost (IU/ml)

i specifi¢nu aktivnost enzima (IU/mg enzima)
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Primenjeni metod podrazumevao je kontinualan proces razaranja Celija, pa je u
sledecem koraku optimizacije ispitan i diskontinualni proces koji je podrazumevao
10 ciklusa (1 minut) razaranja, sa hladenjem u ledenom kupatilu izmedu svakog
ciklusa. Kako u toku procesa razaranja dolazi do oslobadanja velike koli¢ine
toplote, Sto moZe dovesti do inaktivacije enzima, proces hladenja bi trebalo da
doprinese oCuvanju aktivnosti enzima. Medutim, u slu¢aju ispitanog
diskontinualnog procesa oslobodena aktivnost je bila znacajno manja (skoro
upola), dok je specifi¢na aktivnost bila neznatno manja. Ovakvi rezultati ukazuju na
to da u kontinualnom procesu nije doSlo do znacajnog oslobadanja toplote Sto bi
moglo da uti¢e negativno na aktivnost enzima, ve¢ je taj uticaj izraZen tek nakon

tretmana duzih od 15 min (Slika 4.15).
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Slika 4.16. Uticaj odnosa kvarcnog peska i suspenzije Celija na na oslobodenu aktivnost

(1U/ml) i specifi¢nu aktivnost (IU/mg proteina)

Tokom procesa razaranja efikasnost razaranja raste sa povecanjem koncentracije
Cestica abrazivnog sredstva zahvaljujudi izraZenijoj interakciji izmedu Cestica. Ovo,
medutim, utice i na povecanje oslobodene toplote, Sto dalje nepovoljno utice na
aktivnost oslobodenog enzima, jer dolazi do termalne denaturacije enzima. U
naSem eksperimentu je utvrdeno da je optimalna koncentracija kvarcnog peska

(150 um) 33% (w/v) kvarcnog peska u smesi.
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Shodno dobijenim rezultatima u nastavku eksperimentalnog rada primenjeni su
usvojeni optimalni uslovi: razaranje se vrsi vorteksiranjem 10 minuta u prisustvu

33% kvarcnog peska (150 um).

4.1.7. Karakterizacija B-galaktozidaze iz L. acidophilus

Jedan od onovnih zahteva pri odabiru enzima za primenu u odredenim reakcijama
jeste utvrdivanje karakteristika enzima, poput pH i temperaturnog optimuma, kao i
stabilnosti za date parametre sredine. Na osnovu poznavanja ovih podataka
moguce je izvrsiti pravilan odabir enzima, kao i optimizaciju Zeljenog procesa. Kao
Sto je vel receno, karakteristike p-galaktozidaza mogu varirati u Sirokim

intervalima u zavisnosti od porekla.

4.1.7.1. Temperaturni i pH optimum enzima

Temperatura ima izraZzen uticaj na brzinu enzimskih reakcija. Naime, utiCe na
brzinu razlaganja enzim-supstrat kompleksa na slobodan enzim i proizvode
reakcija, tj. na konstantu brzine reakcije. Potom, utiCe na afinitet enzima prema
supstratu, odnosno na specificnost enzima, ali i na stepen disocijacije svih
komponenata u reakcionoj smeSi. Sa druge strane, prekomernim povecanjem
temperature dolazi do termalne denaturacije enzima usled raskidanja veza koje
¢ine nativnu konformaciju enzima (sekundarne, tercijarne i kvaternarne), sto za
posledicu ima gubitak njegove aktivnosti. 5>
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Slika 4.17. Zavisnost aktivnosti enzima od temperature
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Imajuci ovo u vidu, kriva temperaturnog profila enzima predstavlja kompleksnu
sumarnu krivu koja opisuje efekte temperature na veliki broj razlic¢itih faktora. Na
slici 4.17 prikazan je temperaturni profil dobijene f-galaktozidaze iz L. acidophilus.
Sa slike se jasno vidi da je optimalna temperatura ovog enzima 45 °C. Ovakav
rezultat je u skladu sa literaturnim podacima o optimalnoj temperaturi -
galaktozidaza iz bakterija mlecne kiseline (40-55 °C). 3 Ngujen (Nguyen) i saradnici
su odredili da optimalna temperatura f-galaktozidaze iz L. acidophilus R22 iznosi
55 °C za reakcije hidrolize laktoze i 0-NPG. 2° S druge strane, rezultati koje su

objavili Ismail i saradnici su pokazali da je temperaturni optimum oko 40 ° C 134,
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Slika 4.18. Zavisnost aktivnosti enzima od pH

Uticaj pH na aktivnost enzima takode odrazava slozZeni karakter buduc¢i da pH utice
na stanje jonizacije svih ucesnika u reakciji (enzima, supstrata, enzim-supstrat
kompleksa, aktivatora, inhibitora), a samim tim uticaj na afinitet enzima prema
supstratu i na brzinu reakcije. Takode, u pojedinim reakcijama joni
vodonika/hidroksilni joni neposredno ucestvuju u enzimskoj reakciji, cime se utice
i na ravnoteZzni sastav reakcione smeSe. Kao i u slucaju temperature, pri
ekstremnim pH vrednostima moZe do¢i do naruSavanja nativne strukture enzima,
koje se javlja kao posledica protonovanja, odnosno deprotonovanja odredenih
jonizujucih grupa koje uc€estvuju u obrazovanju intramolekulskih veza u strukturi

enzima, Sto dovodi do ireverzibilnog gubitka aktivnosti.
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Kada je re¢ o pH profilu enzima, kao i kod temperature, karakteristike enzima
prilicno variraju zavisnosti od njihovih izvora. Generalno, (-galaktozidaze mogu
biti podeljene u dve grupe na osnovu njihovih pH profila: kisele (-galaktozidaze
(najces¢e vode poreklo iz plesni) i neutralne pB-galaktozidaze (vode poreklo iz
kvasaca i bakterija). 3 131 Kao Sto se ocekivalo, dobijenu fS-galaktozidaza iz L.
acidophilus je jako aktivna u Sirokom intervalu pH 6,5-7,5 (aktivnost preko 90%
maksimalne aktivnosti), sa optimalnom vrednos¢u na pH 6,8 (Slika 4.18). Samim
tim, ova f3-galaktozidaza moZe se svrstati u grupu neutralnih S-galaktozidaza, sto
¢ini ovaj enzim narocito primenljivim za hidrolizu i transgalaktozilaciju laktoze iz

mleka i slatke surutke.

4.1.7.2. Temperaturna i pH stabilnost

Pored podataka o vrednostima temperaturnog i pH optimuma, nezavisno od vrste
enzimskog procesa, vazan kriterijum pri izboru enzima predstavlja i termicka i pH

stabilnost enzima.
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Slika 4.19. Temperaturna stabilnost §-galaktozidaze iz L. acidophilus: ZadrZana aktivnost u
funkciji od vremena za razlicite temperature: 60 °C (crna), 55 °C (zelena), 50 °C (siva).

Aktivnost je praéena pri pH 7.

Narocito je vaZna termicka stabilnost, uzimajué¢i u obzir da se optimalna
temperatura, pri kojoj enzim ima najvecu aktivnost, kao i specificnost, najceS¢e ne
poklapa sa temperaturom pri kojoj je on najstabilniji. Iz dobijenih podataka uocljiv

je nagli pad stabilnosti sa porastom temperature u intervalu 50-60 °C. Kao Sto se sa
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grafika vidi, najveCu stabilnost (u ispitanom opsegu) enzim pokazuje na
temperaturi od 50 °C, gde je i nakon 12 sati aktivnost gotovo nepromenjena. S
druge strane, enzim se drasti¢no brZe inaktivirao na temperaturi od 60 °C, gde ve¢

nakon 2 ¢asa dolazi do potpunog gubitka aktivnosti.

Poznavanje kinetickog modela inaktivacije enzima je od velikog znacaja pri razvoju
enzimskog postupka u bioreaktoru jer se ostali uslovi odvijanja enzimske reakcije
(protok, temperatura) mogu u kasnijem delu reakcije prilagoditi smanjenju
aktivnosti radi potpunog iskoriS¢enja kataliticke moc¢i enzima. Inaktivacija se

obi¢no odigrava u skladu sa kinetikom prvog reda.
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Slika 4.20. Kineticki modeli termicke inaktivacije enzima: (a) 50 °C, (b) 55 °C, (c) 60 °C

Odstupanja se javljaju samo kada se tokom inaktivacije enzim transformise u
drugaciju konformaciju koja se dalje inaktivira drugacijom brzinom, Sto se
manifestuje kao viSestepena inaktivacija u skladu sa kinetikom prvog reda. Ovakvi

slucajevi, medutim, retki su kod slobodnih enzima.

Na slici 4.19 moZe se primetiti da se inaktivacija f-galaktozidaze iz L. acidophilus
odigrava u jednom stupnju. Fitovanje eksponencijalnim modelom inaktivacije je

dalo dobro slaganje na sve tri ispitivane temperature. Kineticki modeli su prikazani

127



na slici 4.20, a vrednosti kinetickih konstanti, poluZivota enzima i koeficijenta
korelacije su prikazani u tabeli 4.5. Kao Sto se iz tabele moZe videti, vremena polu-
zivota dobijenog enzima na 50°C, 55°C i 60 °C su 138,6 h, 6,42 h i 0,45 h, redom.
Ovi rezultati su veoma znacajni jer pokazuju da dobijeni enzim na optimalnoj
temperaturi moZe biti izuzetno dugo aktivan, za razliku od ranije izolovanih S-

galaktozidaza iz L. acidophilus koje je vreme polu-Zivota na 45 °C iznosilo 24 h.

Tabela 4.4. Vrednosti konstante inaktivacije enzima (kaq), poluZivota enzima (ti/2) i

odgovarajucih koeficijenata korelacije za razlicite temperature

Kq (h'?) t1/2 (h) R?
50 °C 0,005 138,6 0,9801
55°C 0,108 6,42 0,9887
60 °C 1,542 0,45 0,9872

Kada se dobijene vrednosti uporede sa literaturnim vrednostima za enzime
dobijene pomoc¢u drugih bakterija mle¢ne kiseline, moZe se izvuéi zakljuc¢ak da se
radi o enzimu koji se sporije inaktivira na povi§enim temperaturama (55 i 60°C). 27
306,310 Naime, f-galaktozidaza iz L. bulgaricus na 37 °C ima vreme polu-Zivota 146
h, ali se pri vi§im temperaturama 50 °C i 60 °C inaktivira za znatno krac¢e vreme
(vremena polu-zivota su 0,75 i 0,045 h, redom) pod identi¢nim uslovima 310, Sli¢na
situacija je i sa f-galaktozidazom iz L. reuteri, koja se bez dodavanja stabilizatora

inaktivira nakon inkubacije od 2 h na 50 °C. 27

Ovaj podatak o stabilnosti enzima na viSim temperaturama od izuzetne je vaznosti
sa aspekta potencijalne primene, prvenstveno u kontroli kotaminacije, ali i
favorizovanju reakcije transgalaktozilacije, imaju¢i u vidu da se pri visSim
temperaturama povecava rastvorljivost laktoze, Sto dalje pozitivno uti¢e na prinos

galakto-oligosaharida.

Kada je o pH stabilnosti rec¢, f-galaktozidaza iz L. acidophilus pokazuje najbolju
stabilnost na pH 7 (nakon osam sati na 55 °C relativna aktivnost je i dalje iznad
50%), Sto predstavlja i njegovu optimalnu pH vrednost sa aspekta aktivnosti.
Umerenu zadrzanu aktivnost, ovaj enzim pokazuje na pH 6, medutim, kako se

udaljavamo od ove vrednosti stabilnost opada. Na pH 8 enzim se inaktivirao u
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potpunosti ve¢ nakon 15 minuta, dok se na pH 5 enzim inaktivira za manje od 2

sata.
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Slika 4.21. pH stabilnost -galaktozidaze iz L. acidophilus: Zaostala aktivnost u funkciji od
vremena za razlicite pH vrednosti: pH 5 (crna),pH 6 (zelena), pH 7 (siva). Aktivnost je

pracena na 55 °C.

4.1.7.3. Stabilnost B-galaktozidaze iz L. acidophilus u prisustvu razlic¢itih jona

Joni metala imaju vaznu ulogu u bioloSkoj funkciji enzima. Oni deluju kao akceptori
ili donori elektrona, i dovode do aktivacije ili inhibicije aktivnosti enzima tokom
reakcije. Uticaj jona metala pracen je dodavanjem hlorida jona metala (K*, Na*, Ca?,

Ba?*, Mg?+, Mn?+, Zn?*) u razli¢itim koncentracijama (1 mM, 10 mM i 100 mM).

Kao sto se sa slike 4.22 moZe videti Ca?*, Ba%* i Cu?* imaju izraZen inhibitorni efekat
na aktivnost -galaktozidaze iz L. acidophilus, narocito Cu?* koji dovodi do potpune
inaktivacije enzima ve¢ pri koncentraciji od 10 mM, dok se kod ostalih sa
povecanjem koncentracije povecava i inhibitorni efekat. Sa druge strane, Mg2+ pri
niskim koncentracijama dovodi do neznatne aktivacije enzima. Ovakvo ponaSanje
nije neuobicajeno, imaju¢i u vidu da je jon Mg2* identifikovan unutar aktivnog
centra enzima gde dolazi do vezivanja supstrata, analoga supstrata i inhibitora. 311
U radu Ngujen i saradnika posebno su istaknuti joni Mg2+ i Mn2* kao aktivatori
enzima, Ciji uticaj raste sa porastom koncentracije, Sto u naSem radu nije bio
slucaj.2? Takode, bitno je ista¢i da joni Na* nemaju izraZen uticaj na aktivnost f-

galaktozidaze cak ni pri visokim koncentracijama. Ovaj podatak jako je znacajan sa

129



aspekta potencijalne primene u transgalaktozilacionim reakcijama, gde ¢e biti
ispitano dodavanje soli NaCl u cilju smanjenja aktivnosti vode, i samim tim

favorizovanjem reakcije transgalaktozilacije u odnosu na reakciju hidrolize.
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Slika 4.22. Relativna aktivnost enzima nakon inkubacije enzima sa razlic¢itim jonima metala

[ako postoji mnostvo podataka o uticaju razlic¢itih jona na aktivnost p-
galaktozidaze, tacni mehanizmi inhibicije i aktivacije jonima metala do danas nisu

detaljnije objaSnjeni.

4.1.7.4. Odredivanje kinetickih parametara

Enzimska kinetika proucava efekat razlic¢itih faktora (koncentaracije enzima,
supstrata, pH, temperature i dr.) na brzinu enzimske reakcije. Osnovni cilj ovakve
analize je definisanje zakona brzine reakcije na osnovu koga se moZe odrediti
vreme odigravanja reakcije i prinos pod definisanim uslovima, $to omogucava
projektovanje enzimskih reaktora i optimizaciju enzimskih procesa. U prvom
eksperimentu ispitana je reakcija hidrolize o-NPG. Na slici 4.23 prikazana je
zavisnost poCetne brzine reakcije hidrolize od pocetne koncentracije 0-NPG, pri
cemu je opseg ispitivanih koncentracija 0,1-20 mM bio odreden ograniCenom
rastvorljivos¢u supstrata. Iz oblika krive koja opisuje ovu zavisnost (pocetna
brzina-koncentracija supstrata) moze se videti da reakcija prati klasicnu Mihaelis-
Mentenovu kinetiku. Kako bi se odredile vrednosti kinetickih parametara, u
nastavku je konstruisan i Lajnviver-Burkov dijagram (Slika 4.23b). 1z odsecka na y-

osi (1/Vm) ovog dijagrama moZe se odrediti vrednost maksimalne brzine Vmax,
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dok se iz nagiba (Km/ Vmax) izracunava vrednost Mihaelis-Mentenove konstante,
Km (Jednacina 8.). Brojcane vrednosti ovih parametara za reakciju hidrolize o-NPG

za B-galaktozidazu iz L. acidophilus su 25,64 mM/h i 0,44 mM, redom.
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Slika 4.23. Odredivanje kinetickih konstanti za reakciju hidrolize o-NPG fitovanjem
eksperimentalnih rezultata Mihaelis-Mentenovom jednacinom (a), primenom sekundarnog

Lajnviver-Burkovog dijagrama (b)

U narednom eksperimentu odredene su vrednosti kinetickih parametara i za
reakciju hidrolize laktoze, na identi¢an nacin, a rezultati su prikazani na slici 4.24.
U slucaju hidrolize laktoze vrednosti kinetickih parametara Km i Vm iznose 3,97
mM i 3,10 mM/h, redom. Sli¢cne rezultate za p-galaktozidazu iz L. acidophilus
prijavili su Ngryen i saradnici, koji su odredili da je vrednost Km L. acidophilus

0,73£0,07 mM za o-NPG, dok je vrednosti Km za laktozu 4,04+0,26 (mM). 2°

Na osnovu ovakvih parametara se moZe zakljuciti da dobijena galaktozidaza ima
veci afinitet prema o0-NPG u poredenju sa laktozom. Medutim, bitno je ista¢i da su
vrednosti Km za laktozu dobijenog enzima znatno niZe u poredenju sa drugim
bakterijama mlecne kiseline, Cije se vrednosti Km za laktozu krecu u opsegu 10-40
mM, 24.27,31,108,310 j]j pak drugih komercijalno dostupnih preparata kao Sto su A.
oryzae (36-180 mM), K. fragilis (15-52 mM) i K lactis (35 mM).312 Ovakvi rezultati
upucuju na zakljucak da dobijeni enzim moZe imati znaCajnu primenu u reakciji
hidrolize laktoze, u cilju postizanja niskih koncentracija laktoze, Sto je Cesto

nemoguce posti¢i primenom postoje¢ih komercijalnih preparata. 1429 Takode, u
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oba slucaja, moZe se primetiti da ne dolazi do inhibicije supstratom u visku, Sto je

Cest slucaj kod B-galaktozidaza dobijenih pomoc¢u bakterja mlec¢ne kiseline.27.29
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Slika 4.24. Odredivanje kinetickih konstanti za reakciju hidrolize laktoze fitovanjem
eksperimentalnih rezultata Mihaelis-Mentenovom jednacinom (a), primenom sekundarnog

Lajnviver-Burkovog dijagrama (b)

4.1.7.5. Odredivanje molekulske mase enzima

Kao $to je ranije istaknuto, -galaktozidaza iz L. acidophilus predstavlja enzim koji
se zahvaljuju¢i svom poreklu (L. acidophilus ima GRAS status), moZe neometano
koristiti u prehrambenoj i farmaceutskoj indistriji bez primene komplikovanih
metoda preciS¢avanja, koje dodatno poskupljuju proces produkcije enzima. Stoga,
nakon pronalaZenja optimalnih uslova za maksimalnu produkciju f-galaktozidaze
pokuSali smo da precistimo dobijeni enzim isklju¢ivo u cilju njegove
karakterizacije, odnosno odredivanja veliCine molekula enzima. U tu svrhu
primenjeno je nekoliko uobicajenih metoda za preciS¢avanje enzima: frakciono
taloZzenje amonijum-sulfatom, taloZenje etanolom i acetonom, trofazno
raslojavanje pomocu t-butanola i amonijum sulfata. Medutim, ove metode nisu
omogucile valjano preciS¢avanje enzima, ve¢ su dovele do njegove inaktivacije.
Stoga, u nastavku rada primenjene su dve hromatografske metode:
jonoizmenjivacka i  gel-filtraciona metoda koriS¢enjem odgovarajucih

komercijalnih nosaca (DEAE sefaroza i Sefadeks G-150, redom).
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U prvom eksperimentu primenjena je jonoizmenjivacka hromatografija. Kako bi
bili odredeni optimalni uslovi za preciS¢avanje, sirovi enzim se nakon podeSavanja
jonske jacine i pH (dijaliziranjem u 0,1M odgovaraju¢em puferu pH 3-8 ), nanoSen

na DEAE sefarozu, prethodno ekvilibrisanu u odgovaraju¢em puferu.

Slika 4.25. Elektroforeza precis¢avanja B-galaktozidaze jonoizmenjivackom
hromatografijom na DEAE sefarozi: traka 1- protein markeri, traka 2- sirovi uzorak, traka 3-
frakcija koja nije vezana za kolonu, traka 4- desorbovana frakcija sa kolone (preciséen
enzim)

[spitivanjem pada aktivnosti i proteina u supernatantima, odredeno je da se enzim
u potpunosti vezao za nosa¢ u 0,1 M natrijum-acetatnom puferu pH 4,5. U
narednom koraku enzim je ispran sa nosaca upotrebom 1 M rastvora NaCl
Rezultati eluiranih proteina i aktivnosti prikazani su u tabeli 4.6, a

elektroforegrami na slici 4.25.

Tabela 4.5. Razlicite metode precis¢avanje enzima

Faza Aktivnost | Proteini | Sp.aktivnost Faktor Prinos
precisavanja (10) (mg) (IU/mg prot) | preciScavanja | (%)
sirovi enzim 9,561 8,775 1,09 1 100
jonoizmenjivacka | g o0 3,612 2,45 2,25 92,56
hromatografija
gel filtracija 3,455 1,78 1,94 1,78 36,14

U drugom eksperimentu isprobano je preciS¢avanje f-galaktozidaze gel filtracijom
koristec¢i Sefadeks G-150. Nakon nanoSenja uzorka proces eluiranja izvrsen je 0,1

M natrijum fosfatnim puferom (pH 6,8) pri minimalnom protoku 0,1 ml/min u cilju
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Sto boljeg razdvajanja proteina. U sakupljenim frakcijama odredena je aktivnost

enzima, kao i koncentracija proteina, a dobijeni rezultati prikazani su na slici 4.26a.
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Slika 4.26. Tok gel filtracije (a), elektroforegram frakcije 25 (b)

Kao Sto se sa slike 4.26 jasno uocava, maksimalna specificna aktivnost enzima se
postiZe u frakciji 25, ¢iji je elektroforegram prikazan na slici 4.26b. Kao Sto se sa
elektroforegrama moze videti, dobijen je preciS¢en preparat na kome se jasno
mogu uociti karakteristi¢cne trake za -galaktozidazu LacML tipa iz L. acidophilus.
Naime, poznato je da LacML pf-galaktozidaze iz bakterija mle¢ne Kkiseline
predstavljaju dimere (35 kDa i 72 kDa), ukupne molarne mase 105 kDa.2? Ovi
rezultati dobijeni su elektroforezom u nekoliko navrata za razlicite -galaktozidaze
iz bakterija mlecne Kiseline 27.29 80,313-315 3]j takode su dobijeni i racunski na
osnovu poznatih aminokiselinskih sekvenci. 2% 316 [maju¢i u vidu rezultate
predstavljene u ovom poglavlju disertacije, jasno je da je dobijen i detaljno
okarakterisan izuzetno aktivan i stabilan enzimski preparat koji je spreman za
upotrebu u reakcijama hidrolize laktoze iz mleka i slatke surutke, ali i reakcijama
sinteze potencijalno znacajnih fizioloSki aktivnih jedinjenja - galaktozida. U
nastavku ove doktorske disertacije, medutim, posebna paZnja bice posvecena
ispitivanju i optimizaciji njegove transgalaktozilacione sposobnosti. Imajuci u vidu
da se radi o enzimu izolovanom iz jednog od najpoznatijih i najznacajnjih
probiotika, u znacajnom broju prisutnih u mikrobioti ¢oveka, postoji osnovano
verovanje da se dobijeni galakto-oligosaharidi i galaktozidi-aglikona imati izuzetan

prebiotski potencijal.
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4.2. Karakterizacija p-galaktozidaze iz A. oryzae

U okviru preliminarnih eksperimenata proucavanja sinteze galakto-oligosaharida
koris¢en je komercijalni preparat -galaktozidaza iz plesni A. oryzae. Ovaj preparat
odabran je sa aspekta dostupnosti, niske cene, visoke specificne aktivnosti i Sto je
najznacajnije visoke transgalaktozilacione modi. 77 317 Zahvaljujuéi svom GRAS
statusu postao je predmet brojnih istrazivanja koji se bave imobilizacijom i
primenom f-galaktozidaza, a Sto je joS bitnije ovaj enzim nasao je primenu i u
industrijskoj proizvodnji galakto-oligosaharida. 26 268 Od nedavno je poznata i
struktura ovog enzima >¢, Sto je dodatno doprinelo njegovoj atraktivnosti.

U prvoj fazi eksperimentalnog rada sa ovim enzimom, bi¢e izvrSena njegova
karakterizacija. lako se radi o komercijalnom preparatu, vrednosti pojedinih
parametara mogu znacajno varirati u zavisnosti od uslova izvodenja
eksperimenata, pa je neophodno izvrsiti njegovu detaljnu karakterizaciju. Kako je
veC poznato da se ovaj enzim dobar producent galakto-oligosaharida, u narednom
setu eksperimenata (poglavlje 4.3) bic¢e izvrSena optimizacija sinteze galakto-
oligosaharida, njegova imobilizacija i primena u razli¢itim reaktorskim
konfiguracijama. Ova saznanja, biCe osnov za dalju optimizaciju proizvodnje
galakto-oligosaharida i drugih galaktozida pomoc¢u f-galaktozidaze iz L.
acidophilus, ali sa druge strane primer za poredenje, obzirom da su podaci vezani

za sintezu galakto-oligosaharida pomoc¢u S-galaktozidaze iz L. acidophilus retki.

4.2.1. Temperaturni i pH optimum enzima

U prvom eksperimentu ispitani su temperaturni i pH optimumi enzima. Kao Sto se
sa slike 4.27 moZe videti optimalna temperatura je 50 °C. Sa druge strane, pH
optimum ovog enzima je 4,5, Sto ga svrstava u grupu kiselih -galaktozidaza i ¢ini
ga optimalnim izborom za hidrolizu laktoze iz surutke, za razliku od enzima
dobijenog pomocu L. acidophilus. Ovakvi rezultati su u skladu sa literaturnim

podacima.
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Slika 4.27. Zavisnost aktivnosti enzima od temperature (a) i pH (b)

4.2.2. Temperaturna i pH stabilnost

Kao i u slucaju f-galaktozidaze iz L. acidophilus, u narednom eksperimentu ispitane
su temperaturna i pH stabilnosti, kako bi mogli da pretpstavimo ponaSanje u
realnim eksperimentalnim okolnostima. U cilju jednostavnijeg poredenja
stabilnosti komercijalnog enzima sa dobijenim enzimom iz L. acidophilus izabrani
isti opsezi vrednosti parametara. Inaktivacija enzima iz A. oryzae takode se
odigrava u jednom stupnju, pa je fitovanje eksponencijalnim modelom inaktivacije

dalo dobro slaganje na sve tri ispitivane temperature.
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Slika 4.28. Temperaturna stabilnost B-galaktozidaze iz A. oryzae: ZadrZana aktivnost u
funkciji od vremena za razli¢ite temperature: 60 °C (crna), 55 °C (zelena), 50 °C (siva).

Aktivnost je pracena pri pH 4,5
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Kineticki modeli toplotne inaktivacije prikazani su na slici 4.29, a vrednosti
kinetickih konstanti, vremena polu-Zivota enzima i koeficijenta korelacije su
prikazani u tabeli 4.6. Kao Sto se sa grafika vidi, uocljiv je nagli pad stabilnosti sa
porastom temperature. Najvecu stabilnost enzim pokazuje na temperaturi od 50
°C, gde i nakon 30 sati joS uvek pokazuje aktivnost iznad 60%. S druge strane,
enzim se drasticno brZe inaktivirao na temperaturi od 60 °C, gde ve¢ nakon dva

Casa aktivnost pada ispod 10%.
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Slika 4.29. Kineticki modeli termicke inaktivacije enzima: (a) 50 °C, (b) 55 °C, (c) 60 °C

Kada uporedimo rezultate temperaturne stabilnosti komercijalnog preparata sa
enzimom dobijenim iz L. acidophilus, imajuci u vidu viSu vrednost temperaturnog
optimuma, bilo je ocekivano da ¢e i stabilnost biti bolja na ispitivanim
temperaturama. Medutim, to nije bio slu¢aj na niZim ispitivanim temperaturama.
Naime, vreme polu-Zivota enzima na 50 °C iznosi 26,7 h, Sto je oko 5 puta manje od
vremena polu-Zivota f-galaktozidaze iz L. acidophilus. lako je na temperaturi od 55
°C razlika bila manje izraZena, vreme polu-Zivota (-galaktozidaze iz L. acidophilus i
dalje je bilo dva puta duZe. Tek na temperaturi od 60 °C, enzim iz A. oryzae pokazao

je neznatno viSu stabilnost. Ovakvi rezultati mogu biti posledica cinjenice da
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dobijeni enzim predstavlja sirovi Celijski ekstrakt, Sto se u brojnim slucajevima

pokazalo da poseduje ve¢u temperaturnu stabilnost od preciS¢enih preparata 318,

Tabela 4.6. Vrednosti konstante inaktivacije enzima (kq), poluZivota enzima (ti2) i

odgovarajucih koeficijenata korelacije za razliCite temperature

ka (h1) t1/2 (h) R2
50°C 0,025 26,70 0,9880
55°C 0,224 3,10 0,9907
60 °C 1,207 0,58 0,9860

Sa druge strane, kada je re¢ o pH stabilnosti komercijalnog preparata, pokazalo se
da optimalna vrednost pH, sa aspekta aktivnosti enzima, ne odgovara optimalnoj
pH vrednosti za koriS¢enje enzima, sa aspekta stabilnosti. Naime, pri pH vrednosti
od 4,5 enzim je najaktivniji, ali je znacajno manje stabilan nego pri pH 5 i pH 6.
Medutim, pri pH vrednostima iznad 6, dolazi do njegove inaktivacije za manje od

sat vremena (Slika 4.30).
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Slika 4.30. pH stabilnost f-galaktozidaze iz A. oryzae: Zaostala aktivnost u funkciji od
vremena za razlicite pH vrednosti: pH 5 (crna),pH 6 (zelena), pH 7 (siva). Aktivnost je

pracena na 55 °C.
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4.2.3. Stabilnost enzima u prisustvu razlicitih jona

Kad je u pitanju stabilnost enzima u prisustvu jona metala, -galaktozidaza iz A.
oryzae pokazala je znacajnu stabilnost u poredenju sa f(-galaktozidazom iz L.
acidophilus. Naime, na aktivnost enzima nakon inkubacije, u celom ispitivanom
opsegu, velina ispitanih jona nije imala znacajan uticaj. Primetna je jedino
inaktivacija u prisustvu jona Cu?*, gde se ve¢ pri najniZoj koncentraciji (1mM)

aktivnost redukuje na 50% pocetne vrednosti aktivnosti.
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Slika 4.31. Relativna aktivnost enzima nakon inkubacije enzima sa razlicitim jonima

metala

Daljim povecanjem koncentracije ovih jona dolazi do potpune inaktivacije enzima.
Dobijeni rezultati su uporedivi sa rezultatima ranijih studija koji su se bavili
karakterizacijom A. oryzae. 36:31° Pored inaktivacije jonima Cu?*,u ovim radovima,
izdvojeni su jo$ i joni Ag* i Hg* kao izraziti inhibitori aktivnosti f-galaktozidaza iz

A. oryzae.

4.2.4. Odredivanje kinetickih parametara

Podaci o vrednostima kinetickih konstanti za f-galaktozidazu iz A. oryzae u
literaturi, znatno variraju u zavisnosti od izvora. Naime, vrednosti Km i Vm za
reakciju hidrolize o-NPG se krecu u opsegu 1,6-2,6 mM, 232,320,321 3 73 reakciju

hidrolize laktoze 36-180 mM 312,
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U eksperimentu izvedenom u okviru ove disertacije, u cilju odredivanja kinetickih

parametara varirana je pocCetna koncenracija 0o-NPG u opsegu 1-50 mM, kao i

laktoze 0,1-500 mM, pri prethodno odredenim optimalnim uslovima za aktivnost

enzima i pri koncentraciji enzima 1 mg/ml.
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Slika 4.32. Odredivanje kinetickih konstanti za reakciju hidrolize o-NPG fitovanjem

eksperimentalnih rezultata Mihaelis-Mentenovom jednacinom (a), primenom sekundarnog

Lajnviver-Burkovog dijagrama (b)

Rezultati su pokazali dobro slaganje sa Mihaelis-Mentenovom jednacinom, pa su

vrednosti Km i Vm za obe reakcije izracunate pomocu Lajnviver-Burkovih

dijagrama.
8 [ ] -
5
= -
E 6
QL /’
g /
8 "
g4 =
=
o
©
2 |
g 21w
o
o [ ]
.
0 T T T T T
0 100 200 300 400 500

Koncentracija laktoze (mM)

1V (WmM)

3.0

25+

204

0.5 4

0.0 4

y=7,084x + 0,108
R'=0,9986

0.1

U!Z 03 0.4
1/S] (1/mM)

Slika 4.33. Odredivanje kinetickih konstanti za reakciju hidrolize laktoze fitovanjem

eksperimentalnih rezultata Mihaelis-Mentenovom jednacinom (a), primenom sekundarnog

Lajnviver-Burkovog dijagrama (b)

140



IzraCunate vrednosti Km i Vm za reakciju hidrolize 0-NPG su 2,96 mM i 12,5 mM/h,
redom. Sa druge strane, vrednosti parametara Km i Vm za reakciju hidrolize
laktoze su 65,59 mM i 9,26 mM/h. Kao Sto se moZe primetiti, ovi rezultati pokazuju
dobro slaganje sa literaturnim podacima. Uocljiva je znacajna razlika u
vrednostima Km, Sto nesumnjivo ukazuje na veci afinitet enzima prema o-NPG,
nego prema laktozi. Takode, kada ove vrednosti uporedimo sa vrednostima
dobijenim za enzim iz L. acidophilus, moZe se videti da su vrednosti Km za obe
reakcije znatno visi, Sto ukazuje na veliki potencijal enzima iz L. acidophilus jer

pokazuje visok afinitet prema ovim supstratima.

Nakon karakterizacije enzima i odredivanja kinetickih parametara za reakcije
hidrolize, u nastavku eksperimentalnog rada ispitatemo transgalaktozilacionu

sposobnost enzima.
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4.3. Enzimska sinteza galakto-oligosaharida

Kao Sto je ve¢ naglaSeno, f-galaktozidaza se tradicionalno koristi kao enzim za
hidrolizu laktoze, ali se poslednjih godina sve viSe paznje obra¢a na njenu
transgalaktozilacionu aktivnost, koja omogucava proizvodnju niza jedinjenja sa
funkcionalnom aktivnoS$¢u, od kojih su najpoznatiji galakto-oligosaharidi. Ove
reakcije se odigravaju istovremeno, naime, prva faza je zajednicka i ona predstavlja
formiranje enzim-galaktozil kompleksa, koji potom moZe predati galaktozu
molekulu vode, u slucaju hidrolize, odnosno nekoj drugoj slobodnoj hidroksilnoj
grupi (laktozi ili niZem galakto-oligosaharidu) u slucaju sinteze galakto-

oligosaharida (Slika 4.34).

E + Gal
+H,0
Gle +L _» GOS3
E+L <= E Gal +GOS 3
+Ga| GOS4
E + GalGal

Slika 4.34. Mehanizam sinteze galakto-oligosaharida pomocu (-galaktozidaze

Stoga, da bi transgalaktozilaciona aktivnost [-galaktozidaze dominirala nad
hidrolitickom aktivnoS¢u u reakciji sa laktozom, potrebno je izvrSiti detaljnu
optimizaciju = reakcionih  parametara u cilju favorizovanja reakcije
transgalaktozilacije. Pregledom literature kao najznacajniji izdvojeni su, i bice
ispitani sledec¢i reakcioni parametri: temperatura, pH, koli¢ina enzima, poCetna

koncentracija laktoze, kao i vreme trajanja reakcije.
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4.3.1. Sinteza galaktooligosaharida pomocu f-galaktozidaze iz A. oryzae

4.3.1.1. Odredivanje sastava dobijenih galakto-oligosaharida

Proizvodi reakcije u ovom poglavlju razdvojeni su i detektovani koriS¢enjem
hromatografije visokih performansi (HPLC) opremljenom kolonom za Secere

HyperRez Ca2* koja omogucava njihovo razdvajanje (Slika 4.35).

glukoza

galaktoza

Slika 4.35. Karakteristican hromatogram sinteze galakto-oligosaharida katalizovane -

galaktozidazom

Na ovaj nacin detektovani i kvantifikovani su galakto-oligosaharidi razli¢itog
stepena polimerizacije, ali ne i pojedinacni strukturni izomeri koji su potencijalno
prisutni u reakcionoj smeSi. Prvi put karakterizaciju dobijenih galakto-
oligosaharida izvrsSio je Toba sa saradnicima. 322 Od tada dosta je radova je bilo

posveceno ovoj temi. 323

4.3.1.2. Tok reakcije sinteze galakto-oligosaharida

Prethodno je definisano da reakcija sinteze galakto-oligosaharida predstavlja
izuzetno kompleksan skup medusobno zavisnih paralelnih reakcija. Stoga, u cilju
boljeg sagledavanja toka ove reakcije prikazani su profili svih ucesnika u reakciji.
Kao Sto se sa slike 4.26 moZe videti, koncentracija galakto-oligosaharida naglo
raste u prvim fazama reakcije, pri svim prikazanim koncentracijama. Za to vreme
primetan je i znacajan pad koncentracije laktoze, koja se troSi na sintezu galakto-
oligosaharida, ali i manjim delom na hidrolizu, $to se vidi iz profila koncentracije

dobijenih proizvoda hidrolize (glukoze i galaktoze).
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U ovoj fazi oCigledno preovladava reakcija transgalaktozilacije. Medutim, kako
reakcija napreduje, odnosno kako je koncentracija prisutne laktoze manja, samim
tim manje dostupna kao akceptor glukozil-jedinica, tako sinteza galakto-
oligosaharida usporava, dok sa druge strane dolazi do konstantnog prirasta

produkata hidrolize.
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Slika 4.36 Tok reakcije sinteze galakto-oligosaharida. Reakcija je izvedena pri
koncentraciji laktoze od 50 g/I (a), 100 g/I (b), 200 g/I (c) 400 g/ (d) u 0,1M
natrijum acetatnom puferu (pH 4,5) i koncentraciji enzima 1 mg/ml 5-galaktozidaze

iz A. oryzae na temperaturi 50 °C.

Razlike izmedu koncentracije glukoze i galaktoze su posledica sinteze galakto-
oligosaharida, jer se molekuli galaktoze inkorporiraju u molekule galakto-
oligosaharida, pa se stoga moze videti da je ova razlika izraZenija u ranijim fazama
reakcije. Ovde treba ista¢i da galakto-oligosaharida ne predstavljaju Kkrajnji

proizvod reakcije, i da oni podloZni reakciji hidrolize i upravo iz tog razloga vreme
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predstavlja jedan od klju¢nih faktora u reakciji sinteze galakto-oligosaharida 185. U
skladu sa tim, na kraju posmatranog perioda reakcije preovladava reakcija
hidrolize, pa koncentracija galakto-oligosaharida opada, dok koncentracije glukoze
i galaktoze nastavljaju da rastu. Njihove vrednosti poCinju da se priblizavaju i na

kraju se izjednacavaju, Sto se najbolje moZe videti na slici 4.36a.

Uticaj vremena na sintezu galakto-oligosaharida jo§ se bolje moZe objasniti na
primeru sinteze galakto-oligosaharida razliCitog stepena polimerizacije (Slika
4.37). Naime, pod galakto-oligosaharidima se podrazumeva kompleksna smeSa
galakto-oligosaharida razli¢ite duzine (najces¢e 2-8 monosaharidnih jedinica), tipa
veza i razgranatosti lanca. Analizom uzoraka utvrdeno je da su nasem slucaju u
ovoj smeSi prisutni trisaharidi (GOS3) i tetrasaharidi (GOS4), dok je sinteza

disaharida (razli¢itih od laktoze) i visih galakto-oligosaharida gotovo zanemarljiva.
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Slika 4.37. Tok reakcije sinteze galakto-oligosaharida razlicite duZine lanca. Reakcija je
izvedena pri koncentraciji laktoze od 400 g/l u 0,1M natrijum acetatnom puferu (pH 4,5) i

koncentraciji enzima 1 mg/ml f-galaktozidaze iz A. oryzae na temperaturi 50 °C.

Sa slike 4.37 se jasno moZe videti da se tok sinteze galakto-oligosaharida moze
podeliti u tri faze. Prva faza bi obuhvatala prvih 20 minuta reakcije tokom kojih se
galakto-oligosaharidi sastoje samo od trisaharida (GOS3), dok je sinteza
tetrasaharida (GOS4) zanemarljiva. Ovo ima smisla imajuéi u vidu da su upravo
trisaharidi supstrat neophodan za sintezu tetrasaharida. U drugoj fazi, koja

obuhvata period 20-90 minuta, pocinje intenzivna sinteza GOS4, dok se
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koncentracija GOS3 umereno povecava. Naime, sinteza GOS3 je i u ovoj fazi
izraZena, ali u manjoj meri, imajuci u vidu da se jedan deo GOS3 ujedno troSi na
sintezu GOS4. Ukoliko pogledamo profil ukupnih galakto-oligosaharida, intenzivan
rast ukazuje na cinjenicu da u ovom periodu nastaju novi molekuli galakto-
oligosaharida. Upravo prestanak rasta koncentracije ukupnih galakto-
oligosaharida predstavlja nagovestaj nastupanja nove faze. Tokom ove trece faze
sinteza GOS3 postaje zanemarljiva dok se sinteza GOS4 joS uvek odvija, Sto

rezultira stagnacijom u rastu koncentracije ukupnih galakto-oligosaharida.

4.3.1.3. Odredivanje strukture dobijenih galakto-oligosaharida

Bududi da je uoCeno da na efikasnost galakto-oligosaharida uti¢u ne samo stepen
polimerizacije ve¢ i odredena struktura, odnosno prisustvo odredenih tipova veza,

fokus istraZivanja danas prebacen je na optimizaciju sinteze ciljanih proizvoda.
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Slika 4.38. Jonski mobilogrami za GOS3
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Stoga, neophodno je razviti jednostavnu i brzu metodu koja omogucava
analiziranje kompletnih reakcionih smeSa u jednom koraku, bez potrebe za
prethodnim hromatografskim izolovanjem pojedinih proizvoda reakcije. U ovoj
disertaciji, stoga, razvijena je metoda detekcije proizvoda pomocu spektrometrije
jonske pokretljivosti kuplovane sa masenom spektometrijskim pristupom (IMS-
MS/MS). Zahvaljujuci jednostavnosti metode, pored detekcije strukturnih izomera
galakto-oligosaharida, pokusali smo da utvrdimo da li postoje razlike u strukturi

dobijenih galakto-oligosaharida u razli¢itim fazama reakcije transgalaktozilacije.
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Slika 4.39. MS/MS spektri pojedinacnih strukturnih izomera GOS3

Na slici 4.39. su prikazana tri jonska mobilograma za trisaharide nastala u tri
razli¢ita vremena u toku reakcije (5, 20 i 150 min). Na ovim mobilogramima jasno
se vidi postojanje tri izomera GOS3, i to: f-Gal(1—6)-$-Gal(1—-4)-Glc, f-Gal(1-3)-
p-Gal(1—-4)- Glc i f-Gal(1-4)-4-Gal(1—4)-Glc. MS/MS spektri ovih pikova, pomocu
kojih je i razjaSnjena struktura izomera, prikazani su na slici 4.40 Nomenklatura

fragmentacija je protumacena na osnovu prethodno objavljenih studija Domona
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(Domon) i Kostela (Costello) za glukokonjugate, a identifikacija veza je odredena
na bazi fragmentacionih pravila opisanih u ranijim radovima. 324325 Q¢igledno je
da je [-Gal(1—6)-p-Gal(1—4)-Glc izomer najprisutniji strukturni izomer medu
GOS3 u svakom od tri posmatrana trenutka. Sa druge strane, f(-Gal(1—4)-£-Gal
(1-4)-Glc je detektovan na samom pocetku reakcije, dok se kasnije u potpunosti
konvertuje do f-Gal(1—3)-B-Gal(1—-4)-Glc. Ovaj fenomen se moZe objasniti na dva
nacina: da je f(1—4) veza vise sklona hidrolizi od ostalih veza, ili pak da je S-
Gal(1-4)-B-Gal izomer narocito pogodan kao supstrat za prihvatanje nove

galaktozil-jedinice tokom reakcije transgalaktozilacije.
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Slika 4.40. Jonski mobilogrami za GOS4

U svakom slucaju, ve¢ nakon nekoliko minuta dolazi do uspostavljanja konstantnog
odnosa izmedu izomera koji se zadrzava tokom celog toka reakcije, sa neznatnim

pomeranjem u stranu stvaranja -(1-3) veza.

Pri detekciji strukturnih izomera GOS4 u istim reakcionim vremenima vodili smo
se istim pravilima za odredivanje prisutnih veza. lako su nakon 5 min detektovane
neznatne koli¢ine GOS4, to je bilo nedovoljno za jasnu diferencijaciju prisutnih
veza, a MS/MS spektri su pokazali da se najverovatnije radi o Cetiri izomera u

kojima su prisutne $(1-6), B(1-3), f(1—-4)veze.
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U uzorcima nakon 20 i 150 min, medutim, nije bilo problema i MS/MS spektrima je
pokazano postojanje: f-Gal(1-6)-p-Gal(1-6)-F-Gal(1-4)-Glc (dt=80), -
Gal(1-6)-p-Gal(1—-4)-£-Gal(1-4)-Glc (dt=80), p-Gal(1-3)-p-Gal(1-6)-6-
Gal(1-4)-Glc (dt=85).
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Slika 4.41. MS/MS spektri strukturnih izomera GOS4

Na osnovu ovako dobijenih rezultata, moZe se izvesti nekoliko veoma vaZnih
zakljuc¢aka. Prvo, bitno je ista¢i da su njvisSe prisutni izomeri kod kojih je poslednja
galaktoza vezana f-(1—6) vezom, dok su izomeri kod kojih je poslednja galaktoza
vezana f-(1-3) vezom neSto redi. Takode, postojanjem najmanjeg pika pf-
Gal(1—-6)-p-Gal(1—4)-£-Gal(1—4)-Glc objasnjen je izostanak tranzitnog molekula
p-Gal(1—4)-$-Gal(1—-4)-Glc sa jonskih mobilograma GOS3 nakon 20 i 150 minuta.
U slucaju GOS3 odnos razlicitih izomera nije se menjao sa vremenom, medutim,
kod GOS4 dolazi do inverzije u pogledu zastupljenosti izomera tokom vremena

(Slika 4.40). Tako da sa vremenom dolazi do pomeranja ravnoteze u smeru
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stvaranja f-(1-3) veza. Ovaj fenomen najverovatnije moZemo pripisati i vecoj
sklonosti [-galaktozidaze iz A. oryzae ka hidrolizi f-(1-6) veza. Konacno,
poredenjem izomera GOS3 i GOS4 mozZe se uociti da se drugi po prisutnosti izomer
GOS3 B-Gal(1-3)-B-Gal(1—4)-Glc ne javlja kao akceptor galaktozil ostatka u sintezi
GOS4, sto navodi na razmiSljanje da se dalja reakcija polimerizacije zaustavlja
stvaranjem fS-(1-3) veza. Ovaj zaklju¢ak dodatno je potkrepljen i slabim prinosom
GOS5, imaju¢i u vidu da je [-(1—3) veza dominantna na redukuju¢em Kkraju
galakto-oligosaharida. Dobijeni rezultati nisu vazni isklju¢ivo sa aspekta
objasnjenja postojanja razlic¢itih strukturnih izomera, ve¢ je po prvi put primeceno
da se udeo pojedinih veza menja sa vremenom, $to ¢e u buducnosti omoguditi
dobijanje ciljanih izomera, Zeljenih funkcionalnih svojstava, = adekvatnom

kontrolom reakcijonih uslova.

4.3.1.4.Uticaj temperature na sintezu galakto-oligosaharida

Imaju¢i u vidu literaturne podatke, temperatura odigravanja reakcije se moZze
smatrati potencijalno znacajnim faktorom koji utice na prinos galakto-
oligosaharida. Sa jedne strane, radom na poviSenim temperaturama omogucen je
rad sa koncentrovanim rastvorima laktoze, Sto je od izuzetnog znacaja imajuc¢i u
vidu slabu rastvorljivost laktoze (18 i 37 g laktoze na 20 i 60 °C, redom)82 326, Rad
sa koncentrovanim rastvorima dalje utiCe na favorizovanje sinteze galakto-
oligosaharida 177, 191, 327 Sa druge strane, nekoliko studija pokazalo je da se
poveCanjem temperature moZe favorizovati reakcija transgalaktozilacije, jer je
uticaj temperature na brzinu reakcije sinteze izraZeniji nego na brzinu reakcije

hidrolize. 119,195

U cilju utvrdivanja uticaja temperature na sintezu galakto-oligosaharida, u naSem
reakcionom sistemu, pri fiksiranim ostalim parametrima izabranim na osnovu
pregleda literature i prethodnih saznanja o enzimu (koncentracija laktoze 400 g/I,
0,1 M natrijum-acetatni pufer i koncentracija enzima [-galaktozidaze iz A. oryzae
1mg/ml) ispitan je prinos galakto-oligosaharida (g/l) u funkciji vremena za

temperature u opsegu 40-60 °C (slika 4.42).
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Kao Sto se sa slike 4.42 moze videti, uticaj temperature u ispitanom opsegu nije se
pokazao kao znacajan faktor. Naime, razlika u prinosima galakto-oligosaharida u
intervalu temperatura 45-55 °C gotovo da nema (97,9-100,6 g/l), pa ¢emo u
nastavku rada ispitivanje uticaja preostalih reakcionih faktora nastaviti na 50 °C,
temperaturi pri kojoj je ostvaren najvisi prinos galakto-oligosaharida (100,6 g/1), a

pri kojoj je enzim, kao Sto je utvrdeno u prethodnom poglavlju, izuzetno stabilan.
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Slika 4.42. Uticaj temperature na sintezu galakto-oligosaharida. Reakcija je izvedena pri
koncentraciji laktoze od 400 g/1 u 0,1M natrijum acetatnom puferu (pH 4,5) i koncentraciji

enzima 1 mg/ml B-galaktozidaze iz A. oryzae

Optimalne vrednosti temperature za sintezu galakto-oligosaharida pomocu g-
galaktozidaze iz A. oryzae u literaturi su razli¢ite i najc¢ece se kre¢u u opsegu 40-50
°C, Sto je u skladu sa dobijenim rezultatima. 259 Iwasaki i saradnici su ¢ak dosli do
istog zakljucka da je uticaj temperature izuzetno vazan faktor kada poredimo
transgalaktozilacione aktivnosti enzima razliCitog porekla, ali da je za pojedinacne

enzime oblast temperatura za postizanje maksimalnih prinosa prili¢no Siroka. 196

4.3.1.5. Uticaj pH na sintezu galakto-oligosaharida

Reakcije transgalaktozilacije naj¢eS¢e se odigravaju u vodenoj sredini, zbog slabe
stabilnosti enzima u organskim rastvaracima 328, iako je bilo nekoliko pokusaja
sinteze galakto-oligosaharida u Cistim organskim rastvaracima, kao i u dvofaznim

sistemima 219, 238,329,330, Shodno tome, uticaj pH na reakciju transgalaktozilacije
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moZe biti znacajan i zavisi pre svega od prirode enzima. Postoje indicije da se sa
promenom pH moZe uticati na povecanje selektivnosti enzima prema reakciji
transgalaktozilacije 14189, Medutim, u literaturi je sve zastupljeniji podatak da su

pH optimumi za reakcije sinteze i hidrolize pribliZno isti. 77. 196
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Slika 4.43. Uticaj pH na sintezu galakto-oligosaharida. Reakcija je izvedena pri koncentraciji

laktoze od 400 g/1 i koncentraciji enzima 1 mg/ml -galaktozidaze iz A. oryzae na 50 °C.

Da bismo ispitali uticaj pH na sintezu galakto-oligosaharida laktoza i enzim su
rastvoreni u odgovaraju¢im puferima (pH 4-5 natrijum-acetatni i pH 6 natrijum-
fosfatni pufer). Ostali reakcioni parametri bili su nepromenjeni: koncentracija
laktoze 400 g/, koncentracija enzima 1 g/l i temperatura 50 °C. Kao Sto se sa slike
84. moze videti najbolji prinos galakto-oligosaharida dobijen je pri pH 4,5, Sto

predstavlja optimalnu vrednost pH za ovaj enzim i sa aspekta hidrolize.

[spitivanje uticaja preostalih reakcionih faktora je u nastavku ovog rada vrSeno pri
pH vrednosti od 4,5, pri kojoj enzim ima najbolju stabilnost, ali i pri kojoj je

ostvaren najvisi prinos galakto-oligosaharida.

4.3.1.6. Uticaj koncentracije enzima na sintezu galakto-oligosaharida

Koncentracija enzima koja katalizuje odredenu reakciju znacajno utice na brzinu
reakcije. Naime, opSte je prihvacena Cinjenica da pod uslovima kineticki
kontrolisane reakcije, koncentracija enzima nema uticaja na maksimalni prinos

galakto-oligosaharida, osim u slucaju inaktivacije enzima, ve¢ ima uticaj na vreme
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za koje se taj maksimum postiZe. U cilju ispitivanja uticaja koncentracije enzima na
sintezu galakto-oligosaharida varirali smo koncentraciju enzima u opsegu 0,5-2

mg/ml.
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Slika 4.44. Uticaj pH na sintezu galakto-oligosaharida. Reakcija je izvedena pri koncentraciji

laktoze od 400 g/l i koncentraciji enzima 1 mg/ml B-galaktozidaze iz A. oryzae na 50 °C

Sa slike 4.44 se moZe videti da sa porastom koncentracije enzima raste pocetna
brzina reakcije u celom opsegu, medutim postignuti prinosi galakto-oligosaharida
su nesrazmerni povecanju koncentracije enzima. Sa druge strane, kada pogledamo
produktivnosti reakcije izrazene kao koncetracija galakto-oligosaharida po masi
enzima, vidimo da je trend suprotan, i da sa porastom koncentracije enzima opada
produktivnost reakcije. Stoga imajuc¢i u vidu da cena enzima predstavlja najvecu
stavku u ukupnim troSkovima enzimskih reakcija, neophodno je pri optimizaciji
napraviti kompromis izmedu suprotstavljenih zahteva. U naSem slucaju pri
koncentraciji enzima od 1 mg/ml, postiZe se neznatno manji prinos galakto-
oligosaharida nego u slucaju koncentracije 2 mg/ml, ali je zato produktivnost po
masi enzima bila znatno viSa. Stoga, u narednim eksperimentima bice bice

koriS¢ena koncentracija 1 mg/ml.

4.3.1.7. Uticaj pocetne koncentracije laktoze na sintezu galakto-oligosaharida

Poznato je da pocetna koncentracija supstrata predstavlja klju¢ni fakctor u
optimizaciji procesa sinteze galakto-oligosaharida. Njen uticaj moZemo sagledati sa
dva aspekta. Naime, sa povecanjem koncentracije laktoze raste i koncentracija

dostupnog supstrata za reakciju transgalaktozilacije, odnosno veca je verovatnoca
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da ¢e molekuli galaktoze biti preneti na molekule laktoze umesto na molekule
vode. Sa druge strane, visoke koncentracije laktoze smanjuju aktivnost vode, ¢ime
se ujedno smanjuje i brzina reakcije hidrolize. 1 Brojni radovi na ovu temu,
pokazuju da je povecanje koncentracije laktoze pra¢eno porastom koncentracije

galakto- oligosaharida, bez obzira o kom biokatalizatoru je rec. 177,191,195, 327
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Slika 4.45. Uticaj poletne koncentracije laktoze na sintezu galakto-oligosaharida. Reakcija je
izvedena pri u 0,1M natrijum acetatnom puferu (pH 4,5) pri koncentraciji f-galaktozidaze iz

A. oryzae 1 mg/ml na temperaturi 50 °C.

Kako bi se ispitao uticaj koncentracije laktoze na prinos galakto-oligosaharida,
koncentracija laktoze je varirana u opsegu 50-600 g/l. Ostali reakcioni parametri
bili su konstantni (1 mg/ml enzima, temperatura 50 °C i pH 4,5). Kao §to se vidi sa
slike 4.45, porast pocetne koncentracije laktoze dovodi do porasta sinteze galakto-
oligosaharida. Najveci prinos dobijen je koriS¢enjem rastvora laktoze koncentracije
600 g/l. Ovako koncentrovan rastvor nije moguce dobiti jednostavnim
rastvaranjem laktoze u puferu, veC je potrebno rastvor predgrejati (do
temperature od 90 °C), a zatim ohladiti do optimalne temperature za reakciju
sinteze galakto-oligosaharida. Buducdi da je cilj ove disertacije razvijanje enzimskih
procesa u reaktorima, ovaj rastvor ne bi mogao da bude primenjen za sintezu
galakto-oligosaharida u reaktorima sa fluidizovanim slojem, jer bi najverovatnije
dosSlo do procesa kristalizacije laktoze u toku rada reaktora. Stoga, u cilju

pojednostavljenja procesa, a i kasnijeg lakSeg poredenja, za rad je odabrana
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koncentracija laktoze od 400 g/l, pri kojoj je dobijena znacajna koncentracija

galakto-oligosaharida (oko 100 g/1).

4.3.2. Sinteza galakto-oligosaharida pomocu f-galaktozidaze iz L. acidophilus

Kao S$to je prethodno opisano, pod odredenim uslovima f-galaktozidaze iz
razli¢itih izvora mogu katalizovati reakciju sinteze galakto-oligosaharida. Medutim,
nisu svi enzimi jednako efikasni u tom procesu 14177.331 Do sada, najveca paznja
bila je poklonjena dostupnim komercijalnim preparatima [-galaktozidaza iz plesni
i kvasaca. Medutim, poslednjih godina sve veca paznja poklanja se f-
galaktozidazama probiotskih kultura. Razlog za interesovanje leZi u Cinjenici da
razli¢iti enzimi imaju sklonosti ka gradenju specificnih strukturnih izomera
galakto-oligosaharida, o ¢emu je vec¢ bilo reci, pa se pretpostavlja da ¢e na ovaj
nacin dobijeni galakto-oligosaharidi imati izraZeniji prebiotski potencijal. Postoji
dosta radova sa razli¢itim sojevima Bifidobacterium, 7-201.332-335 pa ¢ak i industrijski
razvijena proizvodnja, 33¢ dok je sinteza galakto-oligosaharida pomocu g-
galaktozidaza sojeva Lactobacillus joS uvek u povoju. Stoga, u narednim
eksperimentima bice ispitana transgalaktozilaciona aktivnost f-galaktozidaze

izolovane iz L. acidophilus.

4.3.2.1. Sastav galakto-oligosaharida dobijenih pomocu f-galaktozidaze iz L.

acidophilus

Sastav galakto-oligosaharida (stepen polimerizacije, vrsta veza i razgranatost
lanca), kao Sto je prethodno istaknuto umnogome zavisi od prirode enzima. To je
upravo jedan od osnovnih razloga zbog kojih smo se i opredelili za L. acidophilus
kao proizvodni mikroorganizam iz koga ¢emo izolovati enzim. Naime, imajudi u
vidu da se radi o probiotskoj kulturi prisutnoj u crevnom traktu coveka, cilj rada je
bio sintetisati galakto-oligosaharide specificne strukture koji ¢e biti favorizovani
od strane dobrih bakterija mikrobiote creva. Stoga ¢e u ovom poglavlju detaljno
biti odredene strukture dobijenih galakto-oligosaharida primenom razlicitih

analitickih metoda.
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Na ESI-MS spektaru jasno se moze videti da transgalaktozilacijom pomocu
dobijenog enzima, slicno kao i u slucaju komercijalnog enzima iz A. oryzae, ne
nastaju galakto-oligosaharidi veceg stepena polimerizacije od tetrasaharida DP2

([M-H]-, m/z 341), DP3 ([M-H]-, m/z 503) i DP4 ([M-H]", m/z 665).

ditri tetra_5h_20%L_dilution 1/1000 mode NEG H3PO4 adduct
SY00038870R 10 (0.186) Cm (2.27) F MS ES-
1

100 439.0885 8308

Cladduct sot1484

377.0835

6832297

Slika 4.46. ESI-MS spektar galakto-oligosaharida sintetsanih pomocu B-galaktozidaze iz A.

oryzae shimljen u negativnom reZimu

Da bi se detaljnije odredila struktura pojedinacnih jedinjenja i izdvojili strukturni
izomeri, uzorci su dalje podvrgnuti analiziranju ve¢ opisanom IMS-MS/MS
metodom. Tom prilikom je utvrdeno da se u smesi jedinjenja pojavljuje samo jedan
izomer disaharida (dt=45), dva izomera trisaharida (dt=61 i dt=70) i jedan izomer
tetrasaharida (dt=83). Izdvojeni pikovi prikazani su na slici 4.46, a njihovi MS/MS
spektri na slici 4.47. Kada se na ove spektre primene pravila nomenklature
fragmentacija Domona i Kostela za glukokonjugate, 337 a identifikacija veza isvrsi
na bazi fragmentacionih pravila opisanih u ranijim radovima 324325 dolazimo do
zakljucka da prisutni disaharid u ispitanoj reakcionoj smesi ne predstavlja molekul
laktoze, vec jedinjenje kod koga je galaktoza vezana (-(1—6) vezom za redukujuci
kraj druge heksoze (f-Gal(1—6)-Hex). Ovo je znacajna razlika u odnosu na galakto-
oligosaharide dobijene u reakciji sa f-galaktozidazom iz A. oryzae, koji se uglavnom

sastoje iz GOS3 i GOS4 i kod kojih ne dolazi do nastanka novih disaharida.
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Medutim, ovakva jedinjenja prijavljena su i ranije u reakcijama sintetisanim

pomocu S-galaktozidaza iz razlic¢itih bakterija mlecne kiseline. 110-112

100 83
' \

— — — m/z341(GOS DP2)
m/z 503 (GOS DP3)
—..— m/z665 (GOS DP4)

1 VAR

10 30 50 70 90 110 130 150 170 190  Scan

Slika 4.47. Preklopljeni jonski mobilogrami DP2, DP3 i DP4. Najdominantniji maseni izomeri

svake vrste prikazani su sa intezitetom od 100%.

Naime, najzastupljeniji disaharid u smesi galakto-oligosaharida predstavlja
alolaktoza (f-Gal(1—6)-Glc). U radu Ikbala (Igbal) i saradnika, alolaktoza
predstavlja 29% ukupnih galakto-oligosaharida dobijenih pomocu fS-galaktozidaze
iz L. plantarum. 23 Ngujen i saradnici, medutim, utvrdili su postojanje viSe izomera
disaharida (alolaktoza, fGal 1-6Gal i fGal 1-3Gal) u smeSi ukupnih galakto-
oligosaharida dobijenih pomocu f-galaktozidaza iz L. reuteri. 2 Udeo ovih
disaharida u ukupnim galakto-oligosaharidima iznosio je ¢ak 41,5 i 55,5% za (3
galaktozidaze iz L. reuteri L103 i L461, redom. Sa druge strane, pomocu f-
galaktozidaze iz L. pentosus var. plantarum identifikovani su samo galakto-

oligosaharidi viSeg stepena polimerizacije DP3-DP5. 196

Daljom analizom MS/MS spektara naseg uzorka, utvrdeno je da strukturni izomeri
trisaharida koji odgovaraju pikovima na dt=61 i dt=70 predstavljaju §-Gal(1—6)-8-
Gal(1—4)Hex i f-Gal(1—-4)-p-Gal(1—4)Hex, redom. I konacno, utvrdeno je da je
jedini prisutni tetrasaharid p-Gal(1—-6)-£-Gal(1—6)-$-Gal(1—4)-Hex. Imajuci ovo u
vidu jasno je da je laktoza, budué¢i da nije identifikovana u naSem uzorkuy,

evidentno jednim delom potroSena u reakciji hidrolize, kako bi nastali molekuli

157



galaktoze koji ¢e potom biti vezani na druge molekule, a drugim delom kao

gradivna jedinica viSih galakto-oligosaharida.
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Slika 4.48.. MS/MS spektri GOS2, GOS3 i GOS4
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Kao Sto se za slike 4.47 moze videti zastupljeniji je izomer sa galaktozom vezanom

p-(1-6) glukozidnom vezom za srediSnji molekul galaktoze, Sto verovatno ukazuje

na veci afinitet dobijene [-galaktozidaze ka formiranju fB-(1—-6) veza. Ovakvi

rezultati u skladu su sa saznanjima o drugim galaktozidazama iz bakterija mle¢ne

kiseline. 318,338 One ne samo da imaju sklonost ka sintezi -(1—6) veza, ve¢ galakto-

oligosaharidi sa ovim vezama dokazano selektivno podsti¢u njihov rast u mesanim

kulturama bakterija. Ovo je izuzetno vaZan podatak, imajuc¢i u vidu da je vecina

dostupnih proizvoda sadrZi galakto-oligosaharide sa f-(1—4) vezama.

158

miz



4.3.2.2. Optimizacija sinteze galakto-oligosaharida pomocu f-galaktozidaze iz L.

acidophilus

U cilju odredivanja optimalnih reakcionih uslova u prvom eksperimentu odreden
je uticaj temperature i pH na reakciju sinteze galakto-oligosaharida. U prvom
eksperimentu temperatura je varirana u intervalu 45-55 °C, dok je u drugom

eksperimentu varirana vrednost pH u intervalu pH 5-7.
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Slika 4.49. Uticaj temperature i pH na reakciju sinteze galakto-oligosaharida

Reakcionu smesSu u oba sluc¢aja Cinio je rastvor laktoze (koncentracije 400 g/1) u
sirovom rastvoru enzima. Kao i u sluc¢aju f-galaktozidaze iz A. oryzae, pokazalo se
da su optimalni uslovi za sintezu galakto-oligosaharida podudarili sa optimalnim
vredostima za hidroliticku aktivnost ovog enzima. Naime, najvisi prinos galakto-
oligosaharida dobijen je pri optimalnoj temperatura iznosila je 45 °C. Kada je rec o
optimalnoj pH vrednosti, imajuci u vidu da u opsegu ispitivanih vrednosti pH nije
bilo znacajnih razlika u prinosu galakto-oligosaharida, dalji eksperimenti ¢e se
odvijati pri pH 7 (pH vrednost bezcelijskog ekstrakta), u cilju pojednostavljenja
procesa.

Kao i u slucaju komercijalnog enzima evidentno je da sa porastom pocetne
koncentracije laktoze dolazi do favorizovanja reakcije transgalaktozilacije i samim
tim do porasta prinosa galakto-oligosaharida. Tako se najviSa koncentracija
galakto-oligosaharida (115,43 g/I) dobija pri pocetnoj koncentraciji laktoze od

445 g/l. Ovde je bitno napomenuti da je nemoguce bilo posti¢i viSe pocetne
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koncentracije laktoze, jer je laktoza rastvarana u tecnom enzimskom preparatu, pa
je bilo neizvodljivo izvrSiti predtretman izlaganja rastvora visokim
temperaturama, kao u sluc¢aju komercijalnog enzima.
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Slika 4.50. Uticaj pocetne koncentracije laktoze na sintezu galakto-oligosaharida

Ukoliko uporedimo maksimalne prinose galakto-oligosaharida (g/l) moze se
primetiti da je [-galaktozidaza izolovana iz L. acidophilus potentniji producent

galakto-oligosaharida od komercijalnog preparata iz A. oryzae.
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4.4. Imobilizacija p-galaktozidaza

Jedan od ciljeva ove doktorske disertacije je bio da se doprinese Siroj primeni £-
galaktozidaza razvijanjem novih metoda imobilizacije i dobijanjem efikasnih i
jeftinih imobilisanih preparata, koji bi kasnije bili uspeSno upotrebljeni u
reakcijama transgalaktozilacije. U toku rada ispitana je moguénost imobilizacije
komercijalne -galaktozidaze iz A. oryzae, kao i dobijene -galaktozidaze izolovane
iz L. acidophilus na viSe nosaca primenom razli¢itih tehnika. Primenjene su metode
adsorpcije na komercijalne jonoizmenjivacke smole, potom kovalentnog vezivanja
na komercijalne makroporozne nosace, nosace dobijene uvodenjem razlicitih
funkcionalnih grupa (modifikacijom sa epihlorhidrinom, cijanuril hloridom,
glutaraldehidom, etilendiaminom i glutaraldehidom, kao i cisteinom i
glutaraldehidom) i na nanocestice silike modifikovane uvodjenjem razlicitih
funkcionalnih grupa (amino i hloridnih). Najve¢i deo istrazivanja i detaljna
optimizacija je izvedena sa [-galaktozidazom iz A. oryzae, a najvaznija iskustva iz
ovog dela istraZivanja su primenjena u sledecoj seriji eksperimenata sa Celijskim
ekstraktom L. acidophilus. Nakon optimizacije procesa imobilizacije, odabrani

imobilsani enzimi ispitani su u reakciji sinteze galakto-oligosaharida.

4.4.1. Imobilizacija -galaktozidaze iz A.oryzae

4.4.1.1. Imobilizacija B-galaktozidaze na Eupergit

U prvoj fazi eksperimenata ispitana je imobilizacija na komercijalne nosace
Eupergit® C i Eupergit® C 250L, kao i na nosace dobijene njihovom modifikacijom.
Eupergit je makroporozni kopolimer metakrilamida, glicidilmetakrilata i alilglicidil
etra, umreZen N,N’-metilen-bis(metakrilamidom), sa prosenom veli¢inom
makroporoznih cestica od 100-250 um. Zahvaljujuéi svojoj strukturi, poseduje
veliku hemijsku i mehanicku stabilnost. Takode, ne podleZe bubrenju i skupljanju u
Sirokom opsegu pH vrednosti. 332 Smatra se kompatibilnim sa ve¢inom reaktorskih
sistema. Na povrSini ovih nosaca nalaze se epoksidne grupe, i to 600 umol/g

nosaca (Eupergit® C) 3391 200 umol/g nosaca (Eupergit® C 250L). 340 Upravo preko
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ovih grupa nosac reaguje prvenstveno sa amino grupama, ali moZe reagovati i sa

sulfhidrilnim i karboksilnim grupama na enzimu.

Eupergit je prethodno uspeSno koriS¢en za imobilizaciju [-galaktozidaza iz
Kluyveromyces lactis, 3*1 K. marxianus 342 i Bacillus circulans, 188 343 medutim nema
podataka o imobilizaciji f-galaktozidaza iz A.oryzae i L.acidophilus (o ¢emu ce biti
re¢i u drugom delu rada). Takode, u ovim radovima nije ispitana moguénost

modifikacije ovih nosaca u cilju postizanja aktivnijih i stabilnijih imobilisanih

preparata.
& e ’!" l,' -\I
metakrilamid [ 4
H3C - »>-CO NHa
oo H  H| O
alilglicidiletar o -C-0-C+E-CHy
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Slika 4.51. Hemijska struktura Eupergit ® C 339

Eupergit je pogodan nosa¢ i za uvodenje drugih funkcionalnih grupa daljim
reakcijama sa reaktivnim oksiranskim grupama. U ovom setu eksperimenata
ispitana je mogucnost uvodenja karbonilne grupe na povrSinu ovih nosaca,
prevashodno zbog visoke stabilnosti koju pokazuju enzimi kovalentno imobilisani
na nosace sa karbonilnim grupama. Takode, modifikacijom nosaca dolazi do
formiranja vece udaljenosti izmedu enzima i povrSine nosaca uvodenjem ,noZice",
Sto dodatno doprinosi stavaranju aktivnijeg i stabilnijeg imobilisanog preparata.
55Uvodenje karbonilne grupe u okviru ovog eksperimenta izvedeno je na dva
nacina: primenom metode hemijske modifikacije nosa¢a pomocu etilendiamina i
glutaraldehida, odnosno cisteina i glutaraldehida. Modifikacija ovih nosaca
podrazumeva primenu aktivacije nosaca pre uvodenja karbonilnih grupa pomocu
glutaraldehida. U slucaju EDA-GA modifikacije, aktivacija se odvija pomocu
etilendiamina, ¢ime se na ,noZici“ formiraju dve sekundarne amino grupe koje

omogucavaju imobilizaciju kovalentnim vezama, ali je neminovna i adsorpcija
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enzima elektrostatickim interakcijama jer je povrSina nosaca neto pozitivno

naelektrisana zbog prisustva sekundarnih amino grupa (slika 4.52).

OHC._

§ OH N+ —
HyN /’g}_LNH/\‘/ S 4 g

W

L
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%

Slika 4.52. Sematski prikaz aktivacije nosaca sa epoksidnim grupama etilendiaminom i

glutataldehidom i imobilizacije enzima na modifikovanom nosacu 392

Sa druge strane, aktiviranjem nosaca cisteinom (uspostavlja se veza izmedu
epoksidne i sulfhidrilne grupe cisteina) na povrsini ostaje slobodna amino grupa
koja reaguje sa glutaraldehidom. Prednost ove metode je u tome $to na noZici
preostaju jedno pozitivno i jedno negativno naelektrisanje u neposrednoj blizini,
¢ime se suzbija elektrostaticko privlacenje i omogucava iskljucivo kovalentno

vezivanje enzima.

a COoOH QHC.,
Ve o - GOOH y
I"_ HN j —* §—‘—S—I—NH2 + /
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Slika 4.53. Sematski prikaz aktivacije nosaca sa epoksidnim grupama cisteinom i

glutataldehidom i imobilizacije enzima na modifikovanom nosacu 392

Imobilizacija je izvedena pri uslovima prethodno optimizovanim na Katedri za
biohemijsko inZenjerstvo i biotehnologiju: 1 ml rastvora enzima koncentracije 5
mg/ml u 0,1 M ili 1M natrijum-fosfatnom puferu (pH 7) inkubira se sa 20 mg
odgovarajuceg nosaca na roler Sejkeru u toku 24 h na temperaturi od 25 °C.
Rezultati dobijenih aktivnosti imobilisanih enzima su prikazani na slici 95. Bolji
rezultati, porede¢i i nemodifikovane i modifikovane nosace, postignuti su sa
Eupergit C 250L nosaCem, koji se odlikuje manjom koncentracijom oksiranskih

grupa na povrsini nosaca i ve¢im precnikom pora. 340
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Cinjenica da se pogodnijim za imobilizaciju pokazao Eupergit C 250L verovatno je
posledica veceg prosecnog precnika pora ovog nosaca (100 nm) poSto je (-
galaktozidaza iz A. oryzae prilicno krupan molekul (14,6x14,6x15,3 nm)>¢, pa
precnik pora od 10 nm na Eupergitu C ne omogucava potpuno iskoriScenje

povrsine nosaca.

I 0,1 M
B 1M

Aktivnost imobilizata (IU/g nosaca)

WG G Gk v Gk el
gupe’ = €O O o ® e \OF
ot esot upef® 250 o2
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E\)@e‘tg E_\.)?e

Slika 4.54. Aktivnosti imobilisanog enzima na nemodifikovane i modifikovane komercijalne

nosace Eupergit C i Eupergit C 250L

Takode, kao opSti zakljucak moZe se izvu¢i da je imobilizacija uglavnom bila
uspesnija ukoliko se izvodila u puferima vece jonske jacine, Sto je jako znacajno,
imaju¢i u vidu da se pri tim uslovima imobilizacije favorizuje formiranje
kovalentnih veza izmedu enzima i nosaca, Sto dalje povoljno uti¢e na stabilnost

imobilisanog enzima.

Nedvosmisleno je pokazano, poSto je slican trend primeéen kod Eupergita C i
Eupergita C 250 L, da je hemijska modifikacija povrSine nosaca dovela do pada
imobilisane enzimske aktivnosti. PoSto i karbonilna i oksiranska grupa najvecu
reaktivnost pokazuju prema amino grupama na povrsini enzima, verovatno se ova
razlika moZe pripisati stabilizuju¢em dejstvu interakcija izmedu enzima i grupa na
povrSini nosaca. Najveéu aktivnost p-galaktozidaza je pokazala prilikom
imobilizacije na nemodifikovane nosace Eupergit C i Eupergit C 250L, redom 8,02
[IU/g nosaca i 12,54 IU/g nosaca. Zbog toga su u nastavku rada ova dva imobilsana

enzima isprobana u reakciji sinteze galakto-oligosaharida.
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4.4.1.2. Imobilizacija na Purolite® A-109

Purolite® A-109 predstavlja makroporoznu polistirensku jonoizmenjivacku smolu
sa slabo baznim funkcionalnim (amino) grupama C¢ija je primarna funkcija
uklanjanje organskih materija iz vodenih i organskih rastvora u farmaceutskoj,
hemijskoj i prehrambenoj industriji. Shodno tome, moZemo =zakljuciti da je
netoksicna i biokompatibilna, i da se kao takva moZe koristiti za imobilizaciju
enzima koji ¢e dalje biti koriS¢eni u sintezi funkcionalnih jedinjenja. Prisustvo
slabo bazne primarne amino grupe obezbeduje veliki kapacitet polimera za neke
specificne anjone, ali i veliku sposobnost obnavljanja. Pored znacajne hemijske i
termicke stabilnosti, Purolite® A-109 se odlikuje i izuzetnim mehanickim
osobinama, kao S$to su otpornost prema usitnjavanju i osmotskom Soku. Sferian
oblik Cestica sa prose¢nim pre¢nikom oko 400 nm, sa aspekta hidrodinamike, ¢ine

ga idealnim za upotrebu u razli¢itim reaktorskim sistemima. 344
4.4.1.2.1 Adsorpcija enzima na Purolite® A-109

U prvom setu eksperimenata izvedenih u 0,1 M acetatnom puferu (pH 4,5) sa
pocCetnom koncentracijom enzima 5mg/ml, ispitana je kinetika adsorpcije na
Purolite® A109, pracenjem aktivnosti imobilisanog enzima, prinosa imobilizacije,
kao i specificne aktivnosti imobilsanog enzima u toku 24 h. Sa slike 96. moze se
videti nagli rast prinosa imobilizacije u ranoj fazi imobilizacije (skoro 90% od
ponudenih proteina se adsorbuje ve¢ nakon 3 sata), nakon Cega dolazi do
postepenog usporavanja, i kona¢no uspostavljanja ravnoteZe nakon 7 h. Sli¢an
trend uocava se i kod ostvarene aktivnosti imobilisanog enzima. NajviSa aktivnost
imobilisanog enzima (33,79 IU/g nosaca) postignuta je nakon 7 h, Sto ukazuje na
Cinjenicu da i u drugom, sporijem stupnju imobilizacije, dolazi do vezivanja enzima
u aktivnoj konformaciji. Ovo je dodatno potvrdeno skoro konstantnom vrednoc¢u
specificne aktivnosti tokom celokupnog toka imobilizacije. Obzirom da vreme
imobilizacije znacajno uti¢e na ispitane faktore, u svim slede¢im eksperimentima
tokom optimizacije procesa imobilizacije, bite usvojeno vreme trajanja
imobilizacije od 7h. U slede¢em setu eksperimenata bice ispitani uticaji pH i jonske

jaCine puferskih rastvora na proces imobilizacije. Imaju¢i u vidu da se nosac
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Purolite® A-109 sastoji od hidrofobnog skeleta sa primarnim amino grupama na
povrSini, imobilizacija se moZe uspostaviti putem razliith mehanizama:
formiranjem hidrofobnih interakcija, putem uspostavljanja jonskih i dipol-dipol

interakcija i formiranjem vodonicnih veza.
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Slika 4.55. Tok imobilizacije B-galaktozidaze: (m) aktivnost imobilisanog enzima (1U/g
nosaca), (A ) prinos imobilizacije (%) i (®) specificha aktivnost imobilsanog enzima (1U/mg
proteina). Imobilizacija je izvodena u 0,1 M acetatnom puferu (pH 4,5) sa pocetnom

koncentracijom enzima 5mg/ml.

Pre svega, moze se primetiti (Slika 4.55) da su aktivnosti imobilsanog enzima, u
sluaju kada je imobilizacija sprovedena u puferima viSe jonske jaCine u
celokupnom ispitanom opsegu (pH 4-7), znatno niZe u u odnosu na one dobijene
pri imobilizaciji u puferima niskog molariteta. Stoga, moZe se pretpostaviti da do
imobilizacije doSlo uglavnom uspostavljanjem jonskih interakcija izmedu pozitivno
naelektrisanih primarnih amino grupa na nosaCu i negativno naelektrisanih
karboksilnih grupa na povrSini enzima, jer je stvaranje ovih interakcija
favorizovano u uslovima niske jonske jacine. U cilju potvrde ove hipoteze, u
nastavku rada izvrSena je desorpcija imobilisanog enzima pomoc¢u 1M rastvora
CaClz i 1% rastvora Triton X-100 (Slika 4.57). Kao Sto je i pretpostavljeno,
desorpcijom pomocu rastvora visoke jonske jacine (CaClz) doSlo je do spiranja
80% aktivnosti sa imobilsanog enzima, Sto je posledica narusenih elektrostatickih

interakcija, ¢ime smo dokazali da se imobilizacija skoro iskljuc¢ivo odvija po ovom
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mehanizmu. Nakon desorpcije surfaktantom (Triton X-100), aktivnost na
imobilsanom enzimu je ostala gotovo nepromenjena (smanjena je za manje od
3%), ¢ime smo dokazali da uprkos izraZenoj hidrofobnoj prirodi nosaca, nije doslo

do hidrofobne adsorpcije enzima.
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Slika 4.56. Uticaj jonske jacine i pH pufera u kome se izvodi imobilizacija na ostvarenu
aktivnost imobilsanog enzima (1U/ g nosaca). Imobilizacija je izvedena sa po¢etnom

koncentracijom enzima 5 mg/ml u toku 7h.

U skladu sa ovim rezultatima, jasno je da ¢e uticaj pH u slucaju izvodenja
imobilizacije u puferima niske jonske jaCine biti signifikantan (Slika 4.56), jer da bi
doSlo do interakcija sa pozitivno naelektrisanim funkcionalnim grupama na
nosacu, enzim mora biti negativno naelektrisan, Sto se deSava kada je pH iznad
izoelektricne tacke enzima. Stoga, prva pretpostavka je da enzim [-galaktozidaza iz
A. oryzae, Cija je izoelektri¢na tacka oko 4,6, interaguje sa pozitivno naelektrisanim
primarnim amino grupama, ukoliko se imobilizacija izvodi u puferima ¢iji je pH

iznad 4,6. 345

Maksimalna dobijena aktivnost imobilsanog enzima u ovom eksperimentu (34,1
IU/g nosaca) postiZze se pri imobilizaciji na pH 5, nakon ¢ega vezana aktivnost
drasticno opada. Ovakav rezultat u skladu je sa literaturnim podacima, koji
prijavljuju da se maksimalna zadrzana aktivnost jonskom adsorpcijom na
razli¢itim nosac¢ima postiZe u opsegu izmedu pH 4 i pH 5, Sto je objaSnjeno ne samo
vezivanjem velikih koli¢ina enzima, ve¢ i vezivanjem enzima u aktivnhim

konformacijama. 236,239
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Dakle, jasno je da uticaj naelektirisanja enzima u celosti nije jedini faktor koji
doprinosi efikasnosti imobilizacije, jer raspored naelektrisanih ostataka
aminokiselina na povrSini enzima takode doprinosi efikasnosti imobilizacije,
diktiraju¢i orijentaciju vezivanja enzima. Stoga, uticaj pH pufera na efikasnost
procesa imobilizacije moZe se detaljnije objasniti sa aspekta rasporeda ostataka

amino Kiselina, relevantnih za adsorpciju, na povrsini enzima. (Slika 99.)
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Slika 4.57. Desorpcija enzima izvedena u prisustvu 0,1M rastvora CaCl;i 1% Triton X-100

PoSto je povrSina nosaCa pozitivno naelektrisana u celokupnom ispitivanom
opsegu pH, zbog postojanja primarnih amino grupa, moZe se pretpostaviti da
efikasnost procesa imobilizacije zavisi od broja i rasporeda negativno
naelektrisanih ostataka aminokiselina na povrSini enzima, ali i svojstva grupa
prisutnih u njihovoj blizini, pri razli¢itim pH vrednostima. Na osnovu prethodnih
saznanja o pK vrednostima jonizujucih grupa u proteinima, moZe se pretpostaviti
da ¢e asparaginski i glutaminski ostaci biti naelektrisani u celom ispitivanom
opsegu pH vrednosti. 346350 ProseCne pK vrednosti ovih ostataka su oko 4,
medutim bitno je ista¢i da pK vrednosti pojedina¢nih ostataka mogu varirati u
Sirokom opsegu pK (1-9) u zavisnosti od efekata okoline. Na primer, pK vrednosti
rastu u slucaju hidrofobne okoline, Sto se obi¢no desava kada su zaklonjene u
unutrasnjosti proteina 346, Sa druge strane, prisustvo pozitivno naelektrisanih

grupa dovodi do smanjenja pK karboksilnih grupa.

Ukoliko ove podatke, koji ukazuju na diferencijaciju pK vrednosti kiselih

aminokiselinskih  ostataka, primenimo na analizu gustine pojedinih
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aminokiselinskih ostataka na povrSini f-galaktozidaze iz A. oryzae pomocu
programa PyMol, moZemo objasniti nacin vezivanja enzima za nosac pri razli¢itim

pH vrednostima.

Slika 4.58. Raspored baznih (Lys i Arg), kiselih (Asp i Glu) i hidrofobnih (Phe, Tyr, Val, Leu i
Ile) ostataka na povrsini f-galaktozidaze iz A. oryzae. Bazni ostaci su oznaceni plavom, kiseli
crvenom, hidrofobni svetlo plavom, aktivni centar Zutom. (a) frontalna projekcija, (b)

projekcija dobijena rotacijom za 180°.

Prvo, karboksilne grupe u regionu nasuprot aktivnom centru nalaze se na povrsini
i okruZene su brojnim amino grupama (Slika 4.58), Sto dalje implicira da su njihove
pK vrednosti niZe od Cetiri, odnosno da su one negativno naelektrisane u okviru
celog ispitanog opsega pH. Medutim, postojanje amino grupa u velikom broju u
njihovoj okolini donekle ometa proces vezivanja. Sa druge strane, u okolini
aktivnog centra gustina karboksilnih ostataka je znatno vec¢a nego amino grupa, ali
je takode i njihova okolina hidrofobnija, Sto dovodi do porasta u vrednostima pK
ovih grupa iznad prosecnih vrednosti. Stoga, moguce je da su ove grupe
naelektrisane tek pri pH vrednostima iznad 5, i u tom slucaju vezivanje enzima se
moZe ostvarti preko ovog regiona, zahvaljujuc¢i nedostatku odbojnih sila, zbog male
koncentracije amino grupa. lako postoji mogu¢nost davezivanjem enzima za nosac
na ovaj nacin dode do zaklanjanja aktivhog centra i smanjenja aktivnosti
imobilisanog enzima, rezultati i prethodna razmatranja upucuju na zakljucak da je
ovakva orijentacija vezivanja enzima pogodna za njegovu aktivnost. U skladu sa
ovim rezultatima, utvrdeno je da je optimalan pufer za imobilizaciju niske jonske

jaCine i pH 5, cega ¢emo se pridrzavati u narednim eksperimentima.
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U narednom eksperimentu ispitan je uticaj koncentracije ponudenih proteina na
efikasnost procesa imobilizacije. Kao i u prethodnim eksperimentima, praceno je
nekoliko parametara: aktivnost imobilsanog enzima (IU/g nosaca), prinos

imobilizacije (%) i koncentracija vezanih proteina (mg/g nosaca).
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Slika 4.59. Uticaj ponudene koncentracije proteina na: (m) aktivnost imobilsanog enzima
(1U/g nosaca), ( A ) prinos imobilizacije (%) i (®) koncentraciju vezanih proteina (mg/g

nosaca). Imobilizacija je izvodena u 0,1 M acetatnom puferu (pH 5)

Kao Sto se sa slike 4.59 moZe videti, ponudena koncentracija proteina pokazuje
znacajan uticaj na svaki od ispitanih faktora. Naime, sa povecanjem ponudene
koncentracije proteina dolazi do porasta aktivnosti imobilisanog enzima i
koncentracije proteina na nosaCu u celom ispitanom opsegu. U pocetku (do
ponudene koncentracije proteina od 10 mg/g nosaca), javlja se nagli porast u
aktivnosti imobilisanog enzima, nakon €ega se ovaj rast usporava. U skladu sa ovim
rezultatima, primetan je i drastican pad u prinosu imobilizacije nakon ponudenih
10 mg/g nosaca. Dalje povecanje koncentracije ponudenog proteina dovodi do
znacajnog smanjenja efikasnosti imobilizacije, Sto se verovatno moZe povezati sa
priblizavanjem koncentraciji zasi¢enja proteina na nosacu, Sto verovatno iznosi
oko 20 mg/g nosaca (Slika 4.59).

Poredenjem rezultata imobilizacije na Eupergit i Purolite (slike 4.52 i 4.57) moze
se zakljuciti da je makroporozna polistirenska jonoizmenjivacka smola Purolite A-

109 pogodniji nosa¢ za imobilizaciju f-galaktozidaze iz A.oryzae jer se postizu
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znaCajno vece aktivnosti imobilisanog enzima. Iz tog razloga je dalji tok
istrazivanja posvecen unapredenju imobilizacije enzima na ovaj nosa. Rezultati
prethodnih istrazivanja ukazuju da se najbolji rezultati postiZzu adsorpcijom
enzima u 0,1 M natrijum-acetatnom puferu na pH 5 nakon sedam sati dobija
izuzetno aktivan imobilisan enzim. Medutim, uprkos visokoj aktivnosti dobijenog
imobilisanog preparata i brojnim pozitivhim stranama imobilizacije adsorpcijom
na ¢vrste nosace, usled postojanja slabih veza izmedu nosaca i enzima, postoji
mogucnost desorpcije enzima sa nosaca u realnim radnim uslovima. Stoga, u
nastavku rada su, sa ciljem ispunjenja klju¢nog cilja imobilizacije, postizanja
zadovoljavajuce stabilnosti imobilisanog preparata, primenjene razli¢ite metode:
modifikacija enzima ili nosaca u cilju uvodenja funkcionalnih grupa pomocu kojih
moZe do¢i do uspostavljanja kovalentne imobilizacije ili naknadnog umrezavanja

adsorbovanog enzima pomocu glutaraldehida.

4.4.1.2.2. UmreZavanje enzima glutaraldehidom posle imobilizacije

Posto je pregledom literature ustanovljeno da se jednostavnim umreZavanjem
pomocu razli¢itih bifunkcionalnih agenasa (na primer, glutaraldehida) moze
znacajno povecati stabilnost enzima adsorbovanih na razli¢itim nosac¢ima, ova

strategija je primenjena i u ovom radu. 239 345,351
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Slika 4.60. Uticaj koncentracije glutaraldehida i viemena umreZavanja na aktivnost

imobilisanog enzima
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Imobilisan enzim dobijen adsorpcijom, na nacin opisan u prethodnom poglavlju,
tretirani su glutaraldehidom razli¢itih koncentracija (5 mg/ml, 10 mg/ml i 25
mg/ml) u neutralnoj sredini, kako ne bi doslo do sporednih reakcija, 345 u toku 5 h.
Kao Sto se sa slike 4.60 moze videti, efekti umrezavanja postiZzu se ve¢ nakon
jednog sata, a dalji tretman nema narocitog uticaja na aktivnost imobilisanog
enzima. Koncentracija glutaraldehida, u analiziranom opsegu nije pokazala veliki

uticaj posto se aktivnost imobilsanih enzima u sva tri slucaja smanjila za oko 50%.
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Slika 4.61. Relativna aktivnost nakon tretmana glutaraldehidom (1h) i desorpcije CaCl;

Medutim, uticaj koncentracije glutaraldehida pokazao se kao izuzetno znacajan sa
aspekta zadrZane aktivnosti nakon desorpcije enzima kalcijum hloridom. Naime,
relativna aktivnost nakon desorpcije u wuzorcima umreZenih pri manjim
koncentracijama glutaraldehida je izmedu 30 i 35%, dok se nakon tretmana sa 25
mg/ml povecava ukupna zadrzana aktivnost na 50%. U svakom slucaju jasno je
vidljivo da tretman glutaraldehidom vrlo pozitivno utic¢e na stabilnost imobilisanog
enzima, jer je u kontrolnom uzorku koji nije tretiran glutaraldehidom nakon
desorpcije zadrZzano manje od 10% pocetne aktivnosti.

U nastavku rada imobilzat dobijen adsorpcijom enzima na Purolite A-109 i tretiran
glutaraldehidom koncentracije 25 mg/ml u toku 1 h bi¢e primenjen u reakciji

sinteze galakto-oligosaharida.
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4.4.1.2.3. Kovalentna imobilizacija na modifikovane derivate Purolite® A-109

Kao S$to je u prethodnim poglavljima ve¢ receno, usled nedovoljne jacine
uspostavljenih veza izmedu enzima i nosaca, moZe do¢i do znacajnog gubitka
aktivnosti enzima u toku rada usled neminovnog spiranja enzima. Kako bi se ovaj
proces predupredio, neophodno je omoguciti ostvarivanje Sto ¢vrSce veze izmedu
enzima i nosaca. Nekada je ovo nemoguce uraditi sa postoje¢im nosacima, usled
nedostatka odgovaraju¢ih funkcionalnih grupa na povrsSini nosaca koje mogu
stupiti u reakciju sa funkcionalnim grupama na enzimu i obezbediti bolje i
stabilnije vezivanje. U tu svrhu razvijene su brojne metode hemijske modifikacije
nosaca za uvodenje razli¢itih funkcionalnih grupa na povrSinu nosaca za

imobilizaciju.

U ovoj disertaciji primenjeno je nekoliko razli¢itih metoda hemijske modifikacije
Purolite A-109 u cilju uvodenja razli¢itih funkcionalnih grupa (epoksi, hloridnih,

karbonilnih) koje ¢e omoguciti kovalentnu imobilizaciju enzima f-galaktozidaze.
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Slika 4.62. Proces modifikacije Purolite A-109 u cilju uvodenja epoksi grupa na povrsinu
nosaca i imobilizacije B-galaktozidaze. Svetlo sivom bojom oznacene su karboksilne, a tamno

sivom amino grupe na enzimu.

U prvom setu eksperimenata primenjena je metoda hemijske modifikacije nosaca
Purolite A-109 epihlorhidrinom. Cilj aktivacije nosaca epihlorhidrinom je da se
amino grupe, kojima je bogata povrSina nosaca, zamene epoksi grupama. Ova
modifikacija je ranije optimizovana i opisana na Katedri za Biohemijsko

inZenjerstvo i biotehnologiju, pri ¢emu je utvrdeno da koncentracija uvedenih
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epoksi grupa iznosi 563 pmol/g nosaca. 3% Modifikovani nosa¢ potom moze
reagovati sa primarnim amino grupama proteina, ali isto tako i sa sulfhidrilnim,
karboksilnim, kao i sekundarnim amino grupama. Na taj nacin se izmedu nosaca i
enzima mogu uspostaviti prave kovalentne hemijske veze koje dovode do
povecanja stabilnosti imobilisanog enzima. Kako ovaj nosa¢ do sada nije bio ispitan
za imobilizaciju S-galaktozidaze iz A. oryzae, ispitali smo uticaj razli¢itih faktora
(pH i jonska jaCina rastvora, ponudjena Kkoncentracija enzima, trajanje

imobilizacije) na proces imobilizacije.

Stoga je u prvom eksperimentu ispitan uticaj pH i jonske jaine u imobilizaciji na
epoksi-Purolite. Naime, nakon modifikacije nosa¢ pored uvedenih epoksidnih
grupa na povrSini sadrzi neproreagovale amino grupe, kao i sekundarne amino

grupe nastale nakon vezivanja epihlorhidrina (Slika 4.63).

-

Activnost imobilzata ([LUFg nosaca)

Slika 4.63. Uticaj pH i jonske jaline rastvora na imobilizaciju 3-galaktozidaze nakon 24h.

Imobilizacija je izvrsena pri poletnoj koncentraciji enzima 5 mg/ml

Poznato je da se imobilizacija na ovakve epoksi nosace odvija u dva koraka: u
prvom koraku dolazi do adsorpcije enzima putem amino grupa na povrSini nosaca,
koje u drugom koraku omogucavaju lakSe formiranje kovalentnih veza izmedu
epoksi grupa nosaca i reaktivnih (najces¢e amino) grupa enzima. 352 Ukoliko se
imobilizacija vr$i pri viSim jonskim jac¢inama, ova jonska adsorpcija u prvom
koraku ce biti suzbijena, a nasuprot njoj bice favorizovana hidrofobna adsorpcija,
kao prethodnica kovalentne imobilizacije. Imobilizacija je u tu svrhu izvrSena u

razli¢itim 0,1M i 1M puferima (pH 4,5-10), a tokom procesa imobilizacije merene
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su aktivnosti i koncentracije proteina u supernatantu i na imobilsanom preparatu.
Medutim, aktivnost imobilisanog enzima, u svim eksperimentima, pa ¢ak u u
najboljem slucaju (1M fosfatni pufer pH 6) bila je drasticno niZa nego u

eksperimentu sa nemodifikovanim nosa¢em Purolite A-109.
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Slika 4.64. Pad aktivnosti i proteina u supernatantu tokom imobilizacije na epoxy-Purolite.

Imobilizacija je izvodena u 1 M fosfatnom puferu (pH 6)

Kada se pogledaju profili pada proteina u aktivnosti u supernatantu na pH 6 (Slika
4.64) tokom imobilizacije, moZe se zakljuciti da do znacajnog vezivanja enzima za
nosac dolazi, ali mala izmerena aktivnost imobilisanog enzima verovatno potice od
stvaranja neZeljenih interakcija ili veza koje nepovoljno uti¢u na konformaciju

enzima i smanjuju njegovu aktivnost.

Daljim povecavanjem ponudene koncentracije proteina, nije postignuto znacajno
povecanje aktivnosti imobilisanog enzima (Slika 4.65). U svakom slucaju, dobijena
aktivnost imobilisanog enzima je jako mala u odnosu na nemodifikovani Purolite. U
nastavku rada, ispitana je mogucnost uvodenja karbonilne grupe na povrsinu
dobijenog epoksi nosaca. Uvodenje karbonilne grupe je izvedeno na dva nacina:
primenom metode hemijske modifikacije nosata pomocu etilendiamina i
glutaraldehida (Slika 4.52), odnosno cisteina i glutaraldehida (Slika 4.53), kao Sto
je opisano u prethodnom poglavlju. Medutim, kao i u slucaju imobilizacije na

modifikovane nosace Eupergit C i Eupergit C 250L, aktivnost je bila zanemarljiva.
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U sledecoj seriji eksperimenata primenjena je metoda hemijske modifikacije
nosaca Purolite® A-109 cijanurilhloridom. Osnovni cilj ove modifikacije je da
susptituisani atomi hlora na povrSini nosata omoguce stvaranje veceg broja
kovalentnih veza izmedu enzima (tiolne, amino ili hidroksilne grupe enzima) i

nosaca, koje mogu pozitivno uticati na stabilnost imobilisanih enzima.
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Slika 4.65 Uticaj ponudene koncentracije proteina na aktivnost imobilisanog enzima (1U/g

nosaca) i prinos imobilizacije. Imobilizacija je izvodena u 1 M fosfatnom puferu (pH 6)

Uprkos detaljnoj optimizaciji uslova imobilizacije, kao i u prethodno opisanom
slucaju postignuta je zanemarljiva aktivnost imobilisanog enzima (2,53 IU/g
nosaca) u poredenju sa aktivno$¢u adsorbovanog enzima na nemodifikovani nosac

pri sli¢cnim uslovima (33,89 IU/g nosaca).

Pretpostavlja se da je imobilizacija enzima na modifikovane nosace bar delimi¢no
izvedena putem kovalentne imobilizacije u svim navedenim slucajevima, preko
amino grupa na povrSini enzima, Sto se pokazalo kao nepozeljno imajuci u vidu da
je aktivnost imobilisanog enzima bila zanemarljiva (Slika 4.66). Sa druge strane,
ocigledno je da se imobilizacija enzima na nemodifikovani nosa¢ odvija preko
drugog regiona na enzimu, bogatog karboksilnim grupama, $to se pokazalo kao

poZeljno, obzirom da je dobijena visoka aktivnost imobilisanog enzima.
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Stoga, u nastavku eksperimentalnog rada primenjen je drugaciji pristup, odnosno
modifikacija enzima u cilju uspostavljanja kovalentnih veza i dodatne stabilizacije
enzimskog preparata.
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Slika 4.66. Imobilizacija na nemodifikovane i modifikovane nosace Purolite A-109

4.4.1.2.4. Kovalentna imobilizacija modifikovanog enzima na Purolite® A-109

U cilju kovalentnog vezivanja enzima za nosac¢ koje ¢e omoguditi istovetnu
orijentaciju i vezivanje enzima na nosacu, bilo je potrebno aktivirati karboksilne
grupe na enzimu, da bi one mogle da stupe u reakciju sa amino grupama na nosacu.
To smo postigli koriS¢enjem 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimida (EDAC).

pri ¢emu je hemijska modifikacija vrSena na pH=4,75 (Slika 4.68).
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Slika 4.67. Relativne aktivnosti nemodifikovane i modifikovanih B-galaktozidaza iz A.oryzae
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Imaju¢i u vidu da hemijska modifikacija karboksilnih grupa na enzimu moze
dovesti do znacajnog gubitka aktivnosti, u preliminarnom eksperimentu ispitali
smo uticaj koriS¢ene koncentracije EDAC-a (102 M za potpunu modifikaciju i 10-3
M za delimi¢nu modifikaciju) na aktivnost enzima. Sa slike 4.67 jasno se moZe
videti da hemijska modifikacija nije negativno uticala na aktivnost -galaktozidaze,
¢ak ni u sluc¢aju primene viSe koncentracije EDAC-a. Stoga, dobijeni enzim sa
aktiviranim karboksilnim grupama dalje je primenjen za imobilizaciju na

nemodifikovani Purolite A-109.
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Slika 4.68. Modifikacija f-galaktozidaze pomocu EDAC-a i njena imobilizacija na Purolite

178



Nakon izvrSene imobilizacije hemijski modifikovane f-galaktozidaze na
nemodifikovani nosac, pri ve¢ odredenim optimalnim uslovima za adsorpciju,
utvrdeno je da aktivnost imobilisanog modifikovanog enzima gotovo identi¢na
aktivnosti imobilisanog nemodifikovanog enzima.

U cilju utvrdivanja uspesSnosti procesa modifikacije enzima i eventualnog
uspostavljanje pravih kovalentnih veza sa nosaCem, izvrSena je desorpcija, kao i u
slu¢aju adsorbovanog nemodifikovanog enzima. Imobilisani enzim je tretiran
rastvorima visoke jonske jacine (1M CaClz) i surfaktantima (Triton X-100) radi
desorpcije nekovalentno vezanog enzima i merena je aktivnost enzima nakon
tretiranja.Tretiranjem rastvorom visoke jonske jacine i rastvorom povrsinski
aktivne supstance, imobilisani enzimi nisu pokazali znacajno odstupanje od
kontrolnog uzorka. Time je dokazano postojanje jakih i stabilnih veza izmedu
nosaca i enzima - kovalentnih veza, $to nam je i bio cilj. Masa imobilisanog enzima
tretirana rastvorom kalcijum-hlorida pokazuje gubitak aktivnosti za oko 5% Sto
ukazuje na minorni uticaj rastvora visoke jonske jafine na kovalentnu vezu, dok

masa tretirana rastvorom Triton X-100 ne odstupa od kontrolnog uzorka.
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Slika 4.69. Desorpcija enzima izvedena u prisustvu 0,1M rastvora CaCl;i 1% Triton X-100

Cilj ovog dela rada bio je da se postigne poboljSanje stabilnosti imobilisanog
enzima putem uspostavljanja kovalentne imobilizacije, Sto je postignuto
uvodjenjem jednostavne metode aktivacije karboksilnih grupa na povrsini enzima.
U nastavku rada, obzirom na zanacajnu aktivnost preparata, ispitatemo njegovu

stabilnost i isprobati u reakciji sinteze galakto-oligosaharida.
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4.4.1.3. Imobilizacija (-galaktozidaze iz A.oryzae na nano-Cestice SiO;

Poslednjih godina sve viSe paZnje posvecuje se razvoju nano-materijala, pa se tako
sve ceSc¢e srece upotreba nano-Cestica za imobilizaciju razli¢itih enzima.353-355
Imajuc¢i u vidu da silicijum- dioksid predstavlja jedan od najceS¢e primenjivanih
neorganskih materijala u imobilizaciji industrijskih enzima, prevashodno zbog
izraZene biokompatibilnosti, potom dobrih mehanickih i termalnih karakteristika,
ali i izuzetne otpornosti prema kontaminaciji i organskim rastvaracima, sve vece
interesovanje vlada za razvoj nano-Cestica silike kao nosata za imobilizaciju
enzima. Naime, prednosti nanosilike nad ranije koricenom mezoporoznom silikom
su brojne. Generalno, poseduju znatno vecu specificnu povrSinu koja omogucava
vezivanje vecih koli¢ina enzima i samim tim omogucavaju visoke vrednosti
aktivnosti imobilisanog enzima. Potom poseduju uniformniju veli¢inu i raspodelu
pora, 356 osim u slucaju pirogene nanosilike (FNS). Medutim, ovi nedostaci FNS, sa
druge strane su nadomesteni izostankom difuzionih limitacija, jer je enzim vezan
isklju¢ivo za povrSinu nosaca. Takode, imobilizacija na ove nosace omogucava
izrazenu stabilizaciju enzima u prisustvu razlic¢itih denaturisu¢ih agenasa, visokih
temperatura i organskih rastvaraca. 3¢ Uprkos navedenim prednostima
imobilizacije na nano-Cestice silike, primeri imobilizacije p-galaktozidaze na

ovakve Cestice su retki. 354 355

Imajuci u vidu inertnost nano-cCestica silike, koja preko svojih silanol grupa (Si-OH)
sa molekulima enzima moZe da uspostavi samo slabe vodonic¢ne ili elektrostaticke
interakcije, neophodno je prvo izvrsiti funkcionalizaciju povrSine silika nano-
Cestica. NajceSc¢e koriS¢ena metoda funkcionalizacije silike jeste rekcija silanizacije
u kojoj se nosacC tretira razliCitim agensima, naj¢eS¢e aminoalkiltrimetoksi (ili
etoksi) silanima u cilju uvodenja reaktivne amino grupe, koja se u narednom
koraku moZe dalje aktivirati razliCitim agensima (glutaraldehid, cijanuril-hlorid,
tresil-hlorid i drugi) i na taj na¢in omoguciti uvodenje grupa koje mogu dovesti do

uspostavljanja kovalentnih veza sa funkcionalnim grupama na povrsini enzima.

180



U ovoj disertaciji koriCena je pirogena nano-silika Aerosil 380 (FNS).
Funkcionalizacija ovih nano-Cestica izvedena je u dva koraka: uvodenjem amino-
grupe na povrsinu nosaca u reakciji sa 3-aminopropiltrimetoksi-silanom (APTMS),
pa potom u drugom koraku aktivacijom amino grupa cijanuril-hloridom (Slika

4.70).
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Slika 4.70. Funkcionalizacija pirogene nanosilike u dva koraka: uvodenje amino-grupe na

povrsinu nosaca u reakciji sa APTMS-om i aktivacija cijanuril-hloridom

Imobilizacija [-galaktozidaze iz Aspergillus oryzae na nemodifikovanu (FNS),
amino-modifikovanu (AFNS) i cijanuril-hloridom aktiviranu amino-modifikovanu
(CCAFNS) nanosiliku je izvedena pri uslovima optimizovanim ranije na Katedri za
biohemijsko inZenjerstvo i biotehnologiju (u 0,1 M natrijum acetatnom puferu (pH
4,5), pri ponudenoj koncentraciji proteina 230 mg/g nosaca i u trajanju od 3h). Na
slici 112. prikazani su parametri efikasnosti imobilizacije: prinos imobilizacije (%),
prinos aktivnosti (%), aktivnost imobilisanog enzima (IU/g nosaca), kao i

specificna aktivnost imobilisanog enzima (IU/mg proteina).

Kao Sto se sa slike 4.71 moZe videti, funkcionalizacija FNS pokazala se
opravdanom, jer je u oba slucaja kada je koris¢en funkcionalizovan nosa¢ dobijena
viSa aktivnost imobilisanog enzima, kao i viSi prinosi aktivnosti i imobilizacije.
Najveca aktivnost enzima dobijena u sljuCaju kada je koriS¢en nosac¢ aktiviran
samo APTMS-om (1856 IU/g nosaca), dakle kada se na povrSini nalaze amino
grupe, Sto je u skladu sa rezultatima imobilizacije ovog enzima na makroporozne
nosace. Sa druge strane, iako znacajno manje, aktivnosti enzima imobilisanih na

FNS (596 IU/g nosaca) i CCAFNS (656 1U/g nosaca), pokazuju znacajno viSu
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aktivnost u odnosu na do sada imobilisane makroporozne nosace, Sto je posledica
izuzetno razvijene spoljasnje povrSine. Kada uporedimo vezane proteine, i
specificne aktivnosti na imobilisanom enzimu, moZe se primetiti da na sva tri
ponudena nosaca dolazi do vezivanja znacajnih koli¢ina proteina (45-70%)

proteina
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Slika 4.71. Uticaj metode funkcionalizacije nano-silike na parametre imobilizacije -
galaktozidaze iz A.oryzae: prinos aktivnosti (a), prinos imobilizacije (b), aktivnost

imobilisanog enzim (c) i specifi¢na aktivnost enzima (d)

Medutim, male specifi¢ne aktivnosti u slucaju FNS i CCFNS upucuju na ¢injenicu da
oni nisu vezani u svom aktivhom obliku. Medutim, kako su ovi imobilisani enzimi
pokazali znacajnu hidrolitiCku aktivnost, u slede¢em koraku efikasnost ovih

imobilisanih preparata bice ispitana i u reakciji sinteze galakto-oligosaharida.

4.4.1.4. Selekcija imobilisanog preparata za sintezu galakto-oligosaharida

U prethodnom poglavlju ispitana je moguénost imobilizacije f-galaktozidaze na

nekoliko komercijalnih, modifikovanih i nemodifikovanih, nosaca. Nakon detaljne
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optimizacije procesa imobilizacije, najaktivniji preparati sa aspekta hidroliticke
aktivnosti ispitani su u reakciji transgalaktozilacije, pri prethodno definisanim
optimalnim uslovima za dobijanje galakto-oligosaharida. U svrhu lakSeg poredenja
u reakciju je unet isti broj jedinica hidroliticke aktivnosti (4 IU u reakciji hidrolize
0-NPG), osim u slucaju imobilisanih preparata nanosilike (FNS, AFNS i CCAFNS)
kada je stavljeno 100 mg nosaca, kako bi uslovi mesanja bili sli¢ni kao kod ostalih
imobilisanih enzima. Prinos galakto-oligosaharida (g/1) pracen je u toku 12 h, a

graficki su predstavljene maksimalne vrednosti prinosa.

Eupergit C 250L

Eupergit C

Purolite A109

Purolite A109-GA

mod. Enzim Purolite A109
FNS

AFNS

CCAFNS

0 20 40 60 80 100
Koncentracija Gos (g/l)

Slika 4.72. Maksimalan prinos galakto-oligosaharida u reakciji transgalaktzilacije

katalizovanom B-galaktozidazom iz A. oryzae imobilisanom na razliite nosace

Kao Sto se sa slike 4.72 moZe videti, svi odabrani imobilisani enzimi pokazali su
odredenu transgalaktozilacionu aktivnost. [ako je u reakcije sa imobilisanim
preparatima nanosilike uneto daleko viSe aktivnosti, prinos galakto-oligosaharida
bio je medu najviSima (80-90 g/l), ali bio je uporediv sa prinosima nekolicine
drugih makroporoznih nosaca. Naime, Purolite A-109 sa nemodifikovanim
enzimom i Purolite A-109 sa modifikovanim enzimom produkovali su gotovo
identi¢ne koncentracije galakto-oligosaharida (oko 80 g/1). U reakciji sa Purolite A-
109-GA, koji predstavlja glutaraldehidom dodatno umreZeni Purolite A-109,
postignut je manji prinos nego kod neumreZenog Purolite A-109, Sto verovatno
ukazuje na cinjenicu da uvodenjem dodatnog koraka u imobilizaciji

(umreZavanjem pomocu glutaraldehida) dolazi do blokiranja i oteZanog prilaska
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molekula supstrata aktivnom centru enzima. NajloSije su se pokazali komercijalni
epoksi nosaci kod kojih se prinos kretao izmedu 30 i 40 g/I. Interesantno je da su
kod Eupergit nosaca, bez obzira na pribliZzno jednaku pocetnu aktivnost,
imobilisani enzimi nisu ispoljili istu transgalaktozilacionu sposobnost. Visu
aktivnost ispoljio je Eupergit C (43 g/1), u odnosu na Eupergit C 250L (31 g/l), Sto
je verovatno posledica olakSanog pristupa molekula supstrata enzimu koji je
imobilisan na povrsini nosaca, buduci da se zbog postojanja jako sitnih pora enzim

imobiliSe iskljucivo na povrSinu ovog nosaca.

Konacno, kao optimalan imobilisani preparat koji ¢e u nastavku eksperimentalnog
rada biti koriS¢en za reakciju sinteze galakto-oligosaharida u reaktorskim
sistemima odabran je preparat dobijen imobilizacijom modifikovanog enzima na
jonoizmenjivacku smolu Purolite A-109. Pored visokog prinosa postignutog u ovim
preliminarnim eksperimentima, on je izabran i zbog svojih jako povoljnih fizickih
karakteristika (veli¢ina i oblik cestica) koje omogucavaju laksi rad i u Sarznim i u

semi-kontinualnim uslovima.

4.4.1.5. Karakterizacija modifikovane -galaktozidaze imobilisane na Purolite A-109

Dobijeni imobilisani preparat koji je odabran u prethodnom poglavlju za koris¢enje
u sintezi galakto-oligosaharida bic¢e okarakterisan u ovom poglavlju. Imajuci u vidu

da se imobilizacijom na nosace mikrookolina enzima menja u odnosu na slobodan
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Slika 4.73. Temperaturni profil slobodne i imobilisane -galaktozidaze iz A.oryzae
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enzim, nije redak slicaj da dode do promene u karakteristikama enzima poput pH i
temperaturnog optimuma. Stoga, u prvom setu eksperimenata bi¢e odredene
optimalne vrednosti temperature i pH i uporedene sa svojstvima slobodnog
enzima. Kao Sto se sa slike 4.73 mozZe videti, nema razlike u temperaturnim

optimumima za slobodnu i imobilisanu S-galaktozidazu iz A. oryzae.

Naime, optimalna temperatura u oba slucaja iznosi 50 °C, to je u skladu sa
literaturnim podacima za [-galaktozidazu iz A. oryzae. Medutim, sa slike 4.73 se
takode moZe uociti i neznatno proSirenje optimalnog temperaturnog opsega kod

imobilisan enzima, koje se najverovatnije javlja kao posledica stabilizacije enzima.

100 4 A o =— imobilisan enzim

\ ® slobodan enzim

AR

70 4 -—

i N

35 4.0 45 5.0 5.5 6.0
pH

Relativna aktivnost (%)

Slika 4.74. pH profili slobodne i imobilisane -galaktozidaze iz A.oryzae

Kada je o pH optimumu re¢, sa slike 4.74 se jasno vidi pomeranje temperaturnog
optimuma imobilisanog enzima ka kiselijim vrednostima (izmedu pH 3,5 i pH 4),
dok je pH optimum slobodnog enzima pH 4,5. Literaturni podaci koji pokazuju
slicne pojave su retki, ¢eS¢i slu¢aj su pomeranja optimuma ka baznoj sredini.
Recimo, u radu Gurdasa (Giirdas) i saradnika optimalna vrednost pH imobilisanog
enzima pomerena je za 0,5 jedinica ka baznoj sredini. 236 Medutim, Mohi Eldin
(Mohy Eldin) i saradnici su u radu prijavili pomeranje pH optimuma kovalentno
vezane f3-galaktozidaze na amino-funkcionalizovane PVC mikrosferi¢ne cestice ka
kiseloj sredini u odnosu na slobodan enzim. 357 U svakom slucaju, pomeranje pH
optimuma ka kiselijim vrednostima moZe biti vredan doprinos imobilizacije,

imajuci u vidu da kiseliji uslovi omogucavaju bolju kontrolu kontaminacije, Sto je
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od izuzetne vaznosti kada se radi u proto¢nim reaktorskim sistemima sa

rastvorima visoke koncentracije Secera.

Vet je bilo rec¢i o tome da uslove upotrebe enzima u realnim procesima ne
ogranicavaju samo optimalne vrednosto pH i temperature, ve¢ je daleko znacajniji
podatak o temperaturnoj i pH stabilnosti enzima. Shodno tome, odredena je i
termicka stabilnost imobilisane f-galaktozidaze. Odredivanje termostabilnosti
slobodnog enzima i imobilisanog preparata vrseno je na 60 °C, shodno prethodnim
saznanjima o termostabilnosti -galaktozidaze iz A. oryzae. Sa slike 116.a jasno se

moZe videti da se imobilizacijom dolazi do znatnog povecanja termostabilnost

enzima.
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Slika 4.75. Temperaturna stabilnost imobilisane i slobodne (-galaktozidaze iz A.oryzae

ispitana na 60 °C

Naime, imobilisani preparat se inaktivirao nakon 7 h, dok je inaktivacija slobodnog
enzima bila znacajno brza (oko 3h). Poredeci vrednosti konstante inaktivacije i
vremena polu-Zivota imobilisanog preparata koje iznose 0,375 h-1i 1,85 h, redom,
sa prethodno utvrdenim parametrima za slobodan enzim (1,207 h-1i 0,57 h),

moZemo zakljuciti da je imobilisani enzim tri puta stabilniji.

Osnovna prednost imobilisanih enzima nad slobodnim enzimima je u tome Sto se
daleko lakSe odvajaju iz reakcione smeSe i mogu se ponovo upotrebiti. Stoga je
ispitivanje operativne stabilnosti enzima, odnosno ispitivanje stabilnosti i
mogucnosti ponovnog koriS¢enja u konsekutivnim reakcionim ciklusima vazan

parametar koji pokazuje valjanost i ekonomsku opravdanost procesa imobilizacije.
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Imobilisani preparat testiran je u deset uzastopnih ciklusa sinteze galakto-
oligosaharida, pri koncentraciji laktoze 400 g/l u 0,1 M natrijum acetatnom puferu
pH 4,5 na temperaturi 50 °C. Relativne vrednosti prinosa galakto-oligosaharida u

ovim reakcijama prikazane su graficki (slika 4.76).

Relativna aktivnost (%)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Broj ciklusa

Slika 4.76. Operativna stabilnost modifikovanog enzima imobilisanog na Purolite A-109

Kao S$to se sa grafika moZe videti, u toku ispitanih deset ciklusa dolazi do gotovo
linearnog, ali blagog pada aktivnosti enzima, pa zadrZana aktivnost enzima nakon
desetog ciklusa iznosi oko 50% pocetne vrednosti. Na ovom mestu treba
napomenuti da je uporedo sa pracenjem prinosa galakto-oligosaharida u
konsekutivnim reakcionim ciklusima pracena i koncentracija proteina sa ciljem
utvrdivanja potencijalnog spiranja enzima sa nosaca, odnosno kontaminacije
prizvoda proteinom. Medutim, utvrdeno je da do spiranja enzima nije doSlo, te da
se kontinualno smanjenje aktivnosti pripisati inaktivaciji enzima usled meSanja i

postojanja smicajnih sila, o ¢emu ¢e biti reci u narednim poglavljima.

4.4.2. Imobilizacija f-galaktozidaze iz L. acidophilus

4.4.2.1. Imobilizacija na Eupergit, Purolite i nano-SiO; nosace

Za razliku od komercijalnog preparata f-galaktozidaze iz A. oryzae cija je
imobilizacija bila predmet brojnih studija, 190,191, 239,251, 345,351, 354 jmobilizacija S-
galaktozidaze iz L. acidophilus do sada nije ispitivana. Takode, njena struktura jo$

uvek nije razjaSnjena u potpunosti, Sto onemogucava postavljanje razlicitih

187



pretpstavki o mogucem rasporedu aminokiselina na povrSini ovog enzima i
potencijalno odgovaraju¢im nosacima. Stoga, ispitana je imobilizacija na sve
prethodno definisane nosace (Poglavlje 5.1). Za razliku od komercijalnog enzima, u
preliminarnom skriningu potencijalnih nosa¢a za imobilizaciju broj variranih

imobilizacionih faktora bio je ogranicen.

Tabela 4.7. Imobilizacija f-galaktozidaze iz L. acidophilus na razli¢ite nosace

Nosac SAo Yi A Ya SA SP
(IU/mg) | (%) | (1U/gn) | (%) | (1U/mgp)
Eupergit C 4,671 4,07 | 10,233 3,05 3,499 0,75
Eupergit C 250L 4,671 3,56 22,324 6,66 1,871 0,4
Eupergit C-EDA-GA 4,671 | 25,58 | 8,025 2,39 0,437 0,093
Eupergit C-Cys-GA 4,671 49,83 3,256 0,97 0,091 0,019

Eupergit C 250L-EDA-GA | 4,671 8,16 13,014 | 3,88 2,220 0,48

Eupergit C 250L-Cys-GA 4,671 23,22 | 16,875 5,03 1,012 0,22

Purolite A-109 4,671 8,11 4,495 1,34 0,772 0,17
Purolite-epoxy 4,671 7,45 3,095 0,92 0,578 0,12
Purolite-cc 4,671 8,5 0 0 0 0

Purolite-epoxy-EDA-GA 4,671 15,16 1,393 0,41 0,128 0,027

Purolite-epoxy-Cys-GA | 4,671 | 519 | 9211 | 2,74 | 2472 0,53

FNS 4,211 0 0 0 0 0
AFNS 4,211 0 0 0 0 0
CCAFNS 4,211 0 0 0 0 0

* SAo- pocetna specificna aktivnost enzima, Yi-prinos imobilizacije, A-aktivnost
imobilisanog enzima, Ya-prinos aktivnosti, SA-precificna aktivnost imobilisanog
enzima, SP-stepen prciS¢enosti

Naime, dobijena p-galaktozidaza iz L. acidophilus predstavlja sirovi ekstrakt
definisanih parametara: aktivnost enzima, koncentracije proteina (Tabela 4.7), koji
¢e u prvom eksperimentu ostati fiksni. Imobilizacija je izvrSena inkubiranjem 1 ml
dobijenog enzima i 20 mg makroporoznih nosaca, odnosno 5 mg u sluc¢aju nano-
silike, na roler Sejkeru na temperaturi od 25 °C. Vrednosti aktivnosti supernatanta i
imobilisanog enzima, kao i koncentracije proteina su praceni kroz vreme u cilju
odredivanja optimalne duZine trajanja svake pojedina¢ne imobilizacije. U tabeli 4.7
dat je pregled nosaca koji su primenjeni u imobilizaciji, kao i odgovarajuce
vrednosti parametara efikasnosti imobilizacije: prinosa imobilizacije (%),

aktivnosti imobilisanog enzima (IU/g nosaca), prinosa aktvnosti (%) i specificne
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aktivnosti imobilisanog enzima (IU/mg proteina). U tabeli su takode date i
vrednosti pocetne specificne aktivnosti kao i stepena precis¢enosti. Budu¢i da ovaj
enzim predstavlja sirovi bezcelijski ekstrakt, imobilizacija bi imala i dodatnu
funkciju da enzim u nekoj meri i precisti. 1z tabele se jasno moZe uociti da se
dobijeni rezultati u velikoj meri razlikuju od onih dobijenih u imobilizaciji g-
galaktozidaze iz A. oryzae. Prinos aktivnosti je zna¢ajno manji, a i drugaciji je trend
po pitanju afiniteta enzima prema razli¢itim nosacima. Primetno je da se enzim
uopste nije imobilisao na nano-Cestice silike, kako modifikovane tako i
nemodifikovane. Takode, sa nosacem Purolite A-109, koji je bio najpogodniji za
imobilizaciju (-galaktozidaze iz A. oryzae, postignuti su vrlo mali prinosi aktivnosti
(oko 1%). Ovakvi rezultati ukazuju na velike razlike u strukturi ove dve f-
galaktozidaze i potrebu da se za imobilizaciju B-galaktozidaze iz L. acidophilus
pronadu drugacija reSenja. Zato smo u dodatnoj seriji eksperimenata ispitali
imobilizaciju na seriju novih nosaca ,Lifetech”, od istog proizvodaca koji proizvodi
i nosacCe Purolite, ali sa pogodnijim karakteristikama povrSine za primenu u

imobilizaciji.
4.4.2.2. Imobilizacija na Lifetech™ ECR nosace

Nosali za imobilizaciju Lifetech™ ERC serije predstavljaju grupu stirenskih,
odnosno metakrilatnih biokompatibilnih nosaca za imobilizaciju koji se mogu

koristiti u farmaceutskoj i prehrambenoj industriji.

Tabela 4.8. Osobine nosaca iz Lifetech™ ERC serije koris¢enih u radu

Nosac Tip nosaca Funkcionalna grupa | Veli¢ina pora
ECR8305F amino C2 metakrilat NH; (kratka nozica) 300-600
ECR8309F amino C2 metakrilat NH; (kratka nozica) 600-1200
ECR8404F amino C6 metakrilat NH; (duga noZica) 300-600
ECR8409F amino C6 metakrilat NH; (duga noZica) 600-1200
ECR1508F tercijarni amino stiren -NR> -
ECR1604F kvaternarni amino stiren -NR3+ -
ECR8806F Oktadecil metakrilat Oktadecil 500-700
ECR8285F Epoksi/butil metakrilat Epoksi -

189




Ovi nosaci su fizicki, hemijski i mehanicki veoma stabilni, sa zanemarljivom
tendencijom ka bubrenju, bilo da se radi u vodenim rastvorima ili organskim
rastvaracima. Lako se odvajaju iz reakcione smesSe i kompatibilni su sa razlic¢itim
konfiguracijama reaktora. U okviru ove disertacije ispitali smo osam nosaca
razlicitih svojstava, Cije su osobine date u tabeli 4.8. Lifetech nosaci sa primarnim
amino grupama (ECR8303F, ECR8305F, ECR8404F, ECR8409F) pokazali su se kao

najbolji nosaci za imobilizaciju.

Tabela 4.9. Imobilizacija f-galaktozidaze iz L. acidophilus na Lifetech nosace

Nosac SAo Yi A Ya SA SP
(IU/mg) | (%) | (1U/gn) | (%) | (IU/mgp)

Lifetech ECR8305F 3,217 16,62 9,956 14,34 2,351 0,73
Lifetech ECR8309F 3,217 27,75 | 12,756 | 18,37 2,129 0,66
Lifetech ECR8404F 3,217 23,16 | 11,569 | 16,54 0,914 0,714
Lifetech ECR8409F 3,217 17,23 | 16,411 | 23,67 4,421 1,37
Lifetech ECR1508F 3,217 17,13 0,019 0,03 0,005 0
Lifetech ECR1604F 3,217 12,92 0,354 0,51 0,127 0,039
Lifetech ECR8806F 3,217 28,04 0,987 1,42 0,163 0,05
Lifetech ECR8285F 3,217 35,03 5,173 7,45 0,684 0,21

Interesantno je, medutim, ista¢i da dolazi do znacajnih razlika u aktivnostima
imobilisanog enzima. Naime, kada pogledamo tabelu sa podacima o svojstvima
ovih nosaca (Tabela 4.8), moZemo videti da se oni medusobno razlikuju u veli¢ini
pora, kao i u duZini noZice sa funkcionalnom grupom. Po svemu sude¢i enzimu iz L.
acidophilus najvisSe odgovara nosac sa ve¢im porama i duzom noZzicom (ECR8409).
Pored amino nosaa znacajnu aktivnost pokazao je i nosaC sa epoksi grupama
(ECR8285F), a kako je jedan od osnovnih ciljeva imobilizacije dobiti Sto stabilniji
imobilisani enzim, u nastavku rada detaljnije je optimizovana imobilizacija na

ovom nosacu koji omogucava formiranje kovalentnih veza izmedu enzima i nosaca.

U prvom setu eksperimenata ispitali smo detaljnije optimalne uslove za
imobilizaciju enzima iz L. acidophilus na ECR8409 koji se u preliminarnom
ispitivanju pokazao kao najbolji nosac. Imajuci u vidu da se imobilizacija u ovom
slucaju najverovatnije odvija uspostavljanjem jonskih interakcija izmedu pozitivno

naelektrisanih primarnih amino grupa na nosacu i negativnho naelektrisanih
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karboksilnih grupa na povrSini enzima putem jonske adsorpcije, od velike je

vaznosti ispitati uticaj pH rastvora enzima na proces imobilizacije.

Aktivnost imobilizata
[ Prinos imobilizacije |
Prinos aktivnosti

I Sp. aktivnost
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Slika 4.77. Uticaj vrednosti pH na imobilizaciju $-galaktozidaze L. acidophilus

PodeSavanje odgovaraju¢e vrednosti pH u rastvoru enzima postignuto je
dijaliziranjem rastvora enzima u niskomolarnim puferima odgovaraju¢ih pH
vrednosti u opsegu pH 4-7. Nakon podeSavanja pH, 1 ml rastvora enzima inkubiran
je sa 20 mg nosaca, kao u preliminarnom eksperimentu. U skladu sa o€ekivanjima,
pokazalo se da pH vrednost rastvora enzima, zaista ima ogroman uticaj na proces
imobilizacije. NajviSa aktivnost imobilisanog enzima dobijena je pri pH 4 (29,705
IU/g nosaca), Sto je znacajan porast (skoro dvostruko) u odnosu na vrednost
aktivnosti imobilisanog enzima u preliminarnom eksperimentu (16,411 IU/g
nosaca). Znacajna koli¢ina proteina vezuje se u celom ispitivanom opsegu
vrednosti pH, ali sa porastom vrednosti pH znacajno opada aktivnost imobilisanog
enzima. Ovakvo ponaSanje u skladu je sa zaklju¢cima izvedenim u poglavlju o
imobilizaciji komercijalnog enzima, a niZe optimalne vrednosti posledica su niZih
vrednosti izoelektricne tacke ovog enzima. Naime, podaci o vrednostima
izoelektricne tacke B-galaktozidaza iz bakterija mlec¢ne kiseline krec¢u se u opsegu

3,8-4,8. 27,29

Izrazito visoki postignuti prinosi imobilizacije u celokupnom opsegu pH,
najverovatnije upucuju na cinjenicu da smo u oblasti koncentracija ponudenih

proteina znatno ispod zasi¢enja nosaca. U cilju provere ove hipoteze, u narednom
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eksperimentu variran je odnos nosaca i enzima (1:25-1:250) u cilju povecanja
ponudene koncentracije proteina. Sa slike 4.78 se jasno vidi da sa povetanjem
ponudene koncentracije proteina raste i aktivnost na imobilzatu. U pocetku dolazi
do naglog rasta, ali nakon dostizanja koncentracije od oko 15 mg/g nosaca dolazi
do znacajnog usporavanja rasta aktivnosti. Sa druge strane, prinos aktivnosti i
prinos imobilizacije opadaju u celom ispitivanom opsegu, pa nema smisla

povecavati koncentraciju iznad 30 mg proteina po gramu nosaca.
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Slika 4.78. Uticaj ponudene koncentracije proteina na aktivnost imobilisanog enzima (1U/g

nosaca), prinos imobilizacije (%) i prinos aktivnosti (%). Imobilizacija je izvodena pri pH 4

Nakon optimizacije parametara imobilizacije (-galaktozidaze iz L. acidophilus
dobijen je imobilisani preparat aktivnosti 33,45 IU/g nosaca koji ¢e kasnije biti

upotrebljen u reakciji sinteze galakto-oligosaharida.

Na osnovu iskustva sa imobilizacijom komercijalnog enzima, u cilju povecanja
stabilnosti imobilisanog preparata, u narednom eksperimentu isprobana je
modifikacija enzima zarad aktivacije karboksilnih grupa na povrSini enzima, kako
bi bilo moguce uspostaviti kovalentnu imobilizaciju na nosa¢ ECR8409. Medutim,
tretiranje dobijenog enzima, ¢ak i niZom koncentracijom EDAC-a, dovelo je do

potpune inaktivacije enzima.

Nakon optimizacije imobilizacija na amino nosacu, u narednom eksperimentu je

izvrSena imobilizacija enzima na komercijalni nosa¢ sa epoksi grupama
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(ECR8285). Imaju¢i u vidu da se radi o nosaCu za viSetackastu kovalentnu
imobilizaciju, u prvom eksperimentu ispitan je uticaj jonske jacine na proces
imobilizacije. Kada se pogleda dijagram, jasno je da imobilizacija pri viSim jonskim
ja¢inama dovodi do vezivanja vece koli¢ine enzima, ali i dobijanja aktivnijeg

preparata (oko 15 IU/g nosaca).

I ~ktivnost imobilizata
Prinos aktivnosti
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Slika 4.79. Uticaj jonske jacine na proces imobilizacije

U narednom koraku izvrSen je pokusaj povecanja aktivnosti imobilisanog enzima
dodavanjem vece pocetne koncentracije proteina za imobilzaciju. Koncentracija
proteina varirana je u opsegu 6,25-66,52 mg/g nosaca. Kao i u prethodnom slucaju,
povecavanje koncentracije dovodi do drasticnog smanjenja prinosa imobilizacije i
prinosa aktivnosti, dok sa druge strane ne dolazi do znacajnog povecanja

aktivnosti imobilisanog enzima.
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4.5. Sinteza galakto-oligosaharida u razlicitim reaktorskim sistemima

Ispitivanja u prethodnom delu ove doktorske disertacije bila su fokusirana na
sintezu galakto-oligosaharida katalizovanu slobodnim enzimom. Kako smo u
prethodnom poglavlju optimizovali proces imobilizacije slobodnih enzima iz A.
oryzae i L. acidophilus i izvrSili odabir najefikasnijih i najpogodnijih imobilisanih
preparata za sintezu Zeljenih jedinjenja, u ovom poglavlju posebna paZnja bice
posvecena razvoju razli¢itih imobilisanih reaktorskih sistema. Imaju¢i u vidu da se
pravilnim izborom reaktorske konfiguracije znaCajno moZe uticati na prinos
proizvoda, u prvom delu eksperimentalnog rada bice izvrSena optimizacija reakcije
u okviru Sarznog reaktora sa imobilisanim enzimima, dok ¢e u drugom delu biti
obradena primena imobilisanog enzima u semi-kontinualnom rezimu u reaktoru sa

fluidizovanim slojem.
4.5.1. Sinteza galakto-oligosaharida u Sarznom reaktoru

Sarzni reaktor predstavlja najstariji i najjednostavniji tip reaktora. Jednostavno
rukovanje i kontrola procesa, kao i jednostavna konfiguracija reaktora, ¢ine ga i
danas najkoris$¢enijim tipom reaktora u biotehnologiji. U ovom radu, pod Sarznim
reaktorom podrazumevan je erlenmajer bez odbojnika smeSten u temperiranom

orbitalnom Sejkeru.

U okviru ovog eksperimenta, ispitana je transgalaktozilaciona aktivnost odabranog
imobilisanog preparata (modifikovani enzim imobilisan na Purolite A-109) u
poredenju sa slobodnim enzimom. Ovaj eksperiment je pogodan za testiranje
potencijalne promene specifi¢nosti enzima i moZe nam dati uvid o tome koja ¢e
reakcija biti favorizovana u zavisnosti od upotrebljenog enzima (slobodnog ili
imobilisanog). Takode, imajuci u vidu da pri imobilizaciji na ¢vrste nosace pored
brojnih prednosti - kao Sto su povecana stabilnost, mogu¢nost ponovne upotrebe, u
toku rada sa imobilisanim biokatalizatorima - moZe doc¢i i do pojave difuzionih
limitacija pri prolasku supstrata do aktivnog centra na enzimu. Kako bismo ovo
bolje sagledali, izvedene su paralelne reakcije transgalaktozilacije pomocu
slobodnog i imobilisanog enzimskog preparata, pri istim uslovima. Kao supstat za

dobijanje galaktooligosaharida korisS¢en je rastvor laktoze koncentracije 400 g/1 u
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0,1 M natrijum-acetatnom puferu (pH 4,5), a reakcija je izvedana na orbitalnom
Sejkeru na 50 °C. Kako bismo lakSe uporedili reakcione sisteme unete su jednake
aktivnosti enzima (4 IU u hidrolizi o-NPG). Imajuci u vidu da su molekuli galakto-
oligosaharida ve¢i od uobicajenih supstrata za -galaktozidazu, ovu reakciju ¢emo
ujedno iskoristiti i za proveru postojanja sternih smetnji prolasku supstata do

aktivnog centra na enzimu koji mogu nastati kao posledica imobilizacije.
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Slika 4.80. Tok reakcije sinteze GOS sa slobodnim i imobilisanim enzimom

Dobijeni su sli¢ni oblici krive formiranja galakto-oligosaharida u zavisnosti od
vremena za slobodan i imobilisan enzim. Medutim, u sistemu sa imobilisanim
enzimom dostignuta je koncentracija galakto-oligosaharida oko 87 g/l nakon 14
¢asova, dok je u reakciji sa slobodnim enzimom produkovana znacajno manja
koncentracija galakto-oligosaharida nakon 14 casova, koja iznosi oko 67g/l. U
slucaju slobodnog enzima primecujemo nagli porast koncentracije galakto-
oligosaharida u prvih sat vremena reakcije, zatim sledi sporiji stupanj reakcije i na
kraju postizanje ravnoteznog stanja, dok kod reakcije sa imobilisanim enzimom
dolazi do daljeg rasta prinosa. Evidentno je da imobilizacijom enzima dostupnost
supstrata nije naruSena, odnosno da prilikom sinteze galakto-oligosaharida nije
doSlo do ocekivanih ograni¢enja u prenosu mase. Obzirom da su uslovi
eksperimenta tako podesSeni da je u sistem uneta ista hidroliticka aktivnost enzima,
rezultati nam ukazuju na ¢injenicu da je reakcija transgalaktozilacije favorizovana

u odnosu na reakciju hidrolize u slucaju imobilisanog enzima. Naime, u reakcijama
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koje su katalizovane f-galaktozidazom prvi korak predstavlja nastajanje enzim-
galaktozil kompleksa, a tip reakcije je odreden akceptorom galaktozil-ostatka
(Slika 4.34). Ukoliko je dostupniji akceptor voda doc¢i ¢e do reakcije hidrolize, u
suprotnom, ukoliko je akceptor laktoza ili pak neki drugi Secer dolazi do reakcije
transgalaktozilacije. U skladu sa tim, pretpostavlja se da je u mikrookolini
imobilisanog enzima, prevashodno zbog hidrofobne prirode nosaca, niska
koncentracija vode, pa je samim tim veéa dostupnost ostalih akceptora (laktoze,
nizih  galakto-oligosaharida), Sto  rezultuje favorizovanjem  reakcije

transgalaktozilacije.

Da bi transgalaktozilaciona sposobnost modifikovane f-galaktozidaze dominirala
nad hidrolitickom u reakciji sa laktozom, kao Sto je vel ranije napomenuto,
potrebno je podesiti odredene parametre u njenu korist. Kako je kod slobodnog
enzima ve¢ odredeno da su temperatura i pH nesignifikantni parametri, u
nastavku rada ispratiCemo uticaj koncentracije imobilisanog enzima i
koncentracije supstrata (laktoze), u cilju postizanja Sto veceg prinosa, odnosno

vece koncentracije galakto-oligosaharida.

Koncentracija GOS (g/L)

10mg 25mg 50 mg 100 mg 150 mg

Koli¢ina enzima

Slika 4.81. Koncentracija galakto-oligosaharida u zavisnosti od koliCine enzima

U sledecem eksperimentu smo pratili reakciju sinteze galakto-oligosaharida pri
identicnim reakcionim uslovima (400 g/l laktoze rastvorene u 0,1 M natrijum

acetatnom puferu, pH4,5, na 50 °C) koristec¢i razli¢ite koncentracije imobilisanog
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enzima (0,1 mg/ml, 2,5 mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml, 15 mg/ml). Dobijeni rezultati,
prikazani na slici 4.81, predstavljaju maksimalne postignute koncentracije galakto-
oligosaharida. Utvrdeno je da se najviSa koncentracija galakto-oligosaharida
postize pri koriS¢enju najvece mase imobilisanog enzima (odnosno najvece
koli¢ine enzima) u reakcionoj smeSi, koja iznosi 100 mg. Stoga, u daljim

eksperimentima koristicCemo ovu koli€inu enzima.

4.5.2. Sinteza galakto-oligosaharida u reaktoru sa fluidizovanim slojem

Nakon optimizacije SarZnog postupka dobijanja galakto-oligosaharida, dobijeni
imobilisani preparat primenjen je u kontinualnom sistemu rada. Poznato je da se u
kontinualnim reaktorskim sistemima, postizu vece produktivnosti po masi enzima
u poredenju sa Sarznim reaktorima, Sto je posledica znatno kraceg vremena
zadrZavanja supstrata u reaktoru u odnosu na vremena zadrZavanja enzima. Do
sada najceSce koriS¢eni kontinualni reaktori sa imobilisanim ¢esticama za sintezu

galakto-oligosaharida bili su reaktori sa pakovanim slojem. 244 262,358

Slika 4.82. Sematski prikaz bioreaktora sa fluidizovanim slojem: erlenmajer sa reakcionom
smeSom (a), magnetna mesalica sa grejanjem (b), peristalticka pumpa (c), bioreaktor sa

plastom (d)
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Medutim, u okviru ove disertacije odabran je reaktor sa fluidizovanim slojem zbog
brojnih prednosti nad ostalim tipovima reaktora. Naime, ovaj tip reaktora
obezbeduje bolji prenos mase i toplote sa uniformnijom raspodelom protoka
reakcione smeSe. Sa druge strane, ovi reaktori zahtevaju nosace i mehanizam
vezivanja enzima koji ¢e izdrzati trenje, sudare i vee smicajne napone pri
fluidizaciji, Sto e biti odlian test za proveru stabilnosti dobijenog imobilisanog
enzima. Reaktor sa fluidizovanim slojem koriS¢en u ovom radu predstavljao je
cilindricnu staklenu kolonu dimenzija 136x9 mm, sa plastom za odrzavanje
konstantne temperature u reaktoru (Slika 4.82), a reakcija je izvodena pri uslovima

optimizovanim za Sarzni reaktor.
4.5.2.1. Ispitivanje uticaja zapreminskog protoka na prinos galakto-oligosaharida

Na pocetku rada sa bioreaktorom sa fluidizovanim slojem ispitan je optimalan
rezim rada variranjem zapreminskog protoka reakcione smese (6-12 ml/mn). Ovaj
podatak od velike je vaZnosti za optimizaciju procesa sinteze galakto-oligosaharida
imajudi u vidu da brzina proticanja uti¢e na visinu fluidizovanog sloja, kao i na
vreme zadrzavanja supstrata, odnosno na vreme kontakta izmedu enzima i
supstrata. Pri odabiru idealne brzine protoka treba imati vidu da pri suviSe niskim
protocima, uprkos duZem vremenu kontakta, moZe do¢i do povecanja otpora
prenosu mase uzrokovanih povecanjem debljine difuzionog sloja koji okruzuje
imobilisane Cestice, i samim tim nizih prinosa reakcije. U suprotnom, kada je
protok reakcione smeSe suvise visok, do¢i ¢e do odnosenja imobilisanih Cestica, ili
pak inaktivacije enzima uzrokovanog pojavom jakih smicajanih sila. Uticaj brzine
zapreminskog protoka na prinos galakto-oligosaharida u reaktoru predstavljen je
na slici 124. MoZe videti da zapreminski protok, odnosno vreme kontakta u
ispitanom opsegu nema znacajan uticaj na prinos galakto-oligosaharida. Ovde
treba napomenuti da opseg ispitanih brzina protoka nije nasumic¢no izabran, ve¢
da predstavlja grani¢ne vrednosti koje se u ovom sistemu mogu uspostaviti
(minimalnom brzinom koja se moZe ostvariti pomocu pumpe i maksimalnom
brzinom koja ne dovodi do odnosSenja cestica). Imaju¢i ovo u vidu, mozZe se
pretpostaviti da su nepromenjeni prinosi posledica postojanja zanemarljivih

difuzionih limitacija u reaktoru, ¢ak i pri najmanjem zapreminskom protoku. Sa
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druge strane, moZe se primetiti da je reakcija sinteze galakto-oligosaharida izrazito
brza buduéi da smanjenje vremena zadrzavanja ne uzrokuje smanjenje prinosa u

ispitanom opsegu.

o
o
|

—=— 6 ml/min
70 —eo— 9ml/min _—4
A 12ml/min P
_. 60 4
2
W 50
@]
o
@ 40
5 ]
o
T 30
8
5
S 204
4
10 4
0 L T T T E T . T : T
0 5 10 15 20 25

Vreme (min)

Slika 4.83. Uticaj zapreminskog protoka na prinos galakto-oligosaharida

Stoga, u nastavku rada bice koriS¢ena najniZa brzina protoka (6 ml/min) u cilju Sto

duZeg oc¢uvanja aktivnosti imobilisanog preparata i smanjenja smicajnih napona.

4.5.3. Hidrodinamika i prenos mase u reaktorima

4.5.3.1. Sarzni reaktor

Kao SarZzni reaktor u okviru ove disertacije koriS¢en je erlemajer zapremine 100
ml, precnika dna 6,5 cm, postavljen na tresilicu na 50°C, prethodno utvrdenoj
optimalnoj temperaturi za sintezu galakto-oligosaharida pomocu f-galaktozidaze
iz A. oryzae i pri brzini od 200 rpm.

Kako bi bila ispitana priroda kretanja fluida (reakcione smese) i smicajni naponi
koji u njoj vladaju, bitno je da prvo odredimo Rejnoldsov broj (Re):

N d?

(4.1)
p (kg/m3)- gustina reakcione smese
N (s'1)- brzina obrtaja tresilice

d (m3)- prec¢nik erlenmajera
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u (Pa-s) - kinematska viskoznost
Hidrodinamic¢ki parametri za rastvor laktoze, neophodni za proracun

hidrodinamike, kao i prenosa mase dati su u tabeli 4.10.

Tabela 4.10. Vrednost razli¢itih parametara za rastvor laktoze 400 g/1 na 50°C

Parametar Vrednost Referenca
gustina, p (kg /1) 1,164 359
dinamicka viskoznost, # (Pa-s) | 3,395x103 359
kinematska viskoznost, v (m2/s) | 2,92x10-¢ -
Difuzivnost (m?2/s) 1x10-9 360,361

Koristec¢i podatke iz tabele 20., kao i prethodno definisane parametre vezane za
uslove rada u SarZznom reaktoru dobijeno je da je vrednost Rejnoldsovog broja,
Re=4828,6. Imaju¢i u vidu da taj broj premasuje grani¢nu vrednost, Re>1000,
zakljutujemo da je u erlenmajeru na orbitalnom Sejkeru kretanje fluida
turbulentno.

Kako bi snaga meSanja (P) u erlenmajeru na orbitalnom Sejkeru bila izraCunata,
definiSe se modifikovani Njutnov broj (Ne') 362, 363:

Ne: = 70Re™! + 25Re™%¢ + 1,5Re™ %2  (4.2)

P
Ne=——  (43)
pN3d*V, /3

Iz jednacina 13. i 14. Dobija se da snaga (P) iznosi 9,24 - 1073 W. Pomocu snage,
dalje se moZe izracunati disipacija energije (€) i kona¢no tangencijalni napon (t)

pomocu jednacina 15.1 16. 364

P
= 0,629 - — 4.4
: = @

rs
T=Ap-(e-d)* (4.5

Gde su : v (m?/s) - kinematska viskoznost

d¢ (m) - precnik Cestice

1 (m) - dimenzija najmanjeg mikrovrtloga

A,a - konstante koje zavise od 1.
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Na osnovu izracunate vrednosti disipacije energije (0,25 m?/s3) pomocu
Kolmogorovog modela izotropne turbulencije, izracunava se dimenzija najmanjeg

mikro-vrtloga ( Jednacina 17.) 364

e
n= (;) (4.6)

Kako je izracunata vrednost dimenzije najmanjeg mikrovrtloga (1x10-4#m), moZe se
smatrati da je sistem u podoblasti disipacije u okviru turbulentne oblasti
(3m<dp<127), i u tom slucaju se tangencijalni napon kome su izloZene cestice

moZe izraCunati iz sledec¢e korelacije:

T=246-p-(e-d)*s (47)
Vrednost tangencijalnog napona u ovom sluc¢aju iznosi 6,16 Pa.

Prenos mase tecnost-Cestica najc¢eSée se opisuje teorijom filma, koja pretpostavlja
da je celokupan otpor prenosu mase skoncentrisan u tankom filmu te¢nosti koji se
formira oko Cestice. Kako se debljina filma teCnosti ne moZe precizno odrediti,
koeficijent prenosa mase teCno-cvrsto, k moZe se odrediti koriS¢enjem
bezdimenzionih parametara koji uz izvesne empirijske korelacije omogucavaju
procenu prenosa mase i uporedivanje razli¢itih sistema. Tako je uveden Servudov
bezdimenzioni broj (Sh) kojim se izraZava odnos izmedu konvektivnog i difuzionog

prenosa mase.

sh=lb% 4
- D (')

Servudov broj zavisi od brzine proticanja, geometrije, fluida i osobina Cestica
(Jednacina 4.8). Za sfericne cCestice u fluidu koji miruje Sh=2. Sa povec¢anjem brzine
proticanja fluida, debljina filma oko Cestice se smanjuje, Sto dovodi do povecanja
koeficijenta prenosa mase, odnosno Servudovog broja. Pri razli¢itim reZimima
strujanja, u razliCitim sistemima cestica i reakcionih smesSa, postavljene su
odgovarajuce empirijske korelacije koje povezuju vrednost Servudovog broja sa
rezZimom strujanja (preko Rejnoldsovog broja, Re) i kinematskom viskoznoScu i

difuzivno$¢éu reakcionog medijuma (preko Smitovog broja, Sc). Tako dobijen
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Servudov broj se koristi za odredivanje koeficijenta transporta mase koji je
jedinstven parametar za procenu transfera mase u bioreaktorskom imobilisanom

sistemu.

1/ A2 4 2/3
Sh—2+035-(A—p) 3<M) s (4.9)
' p Vs - 3 '
Pri cemu je:

%
Sc = D= 2920 (4.10)

D
k= (4.11)

Ap (kg/m?) = pe-p

D (m?2/s) - difuzivnost supstrata

Na osnovu jednadina 21. i 20. izra¢unavamo da je vrednost Servudovog broja 286,
Sto Ce dalje biti iskoriS¢eno u jednacini 22. za racunanje koeficijenta prenosa mase,

k ¢ija vrednost iznosi 7,15x10-%.

Imobilizacijom enzima na ¢vrste nosace, pri ¢emu se on prevodi iz rastvorljivog u
nerastvorljiv oblik, naj¢esce dolazi do smanjenja brzine, koja se javlja kao posledica
pojave difuzionih limitacija. Efekat difuzionih limitacija na brzinu reakcije
imobilisanih enzima zavisi od velikog broja faktora: metode imobilizacije,
poroznosti nosaca, distribucije enzima u/na nosacu, kao i hidrodinamickih uslova
reakcije >°. On se kvantitativno moZe odrediti izracunavanjem Damkelerovog broja,

Da (Jednacine 4.12i4.13)

Vm”
Da = W' (412)

pri éemu je Vm' = % (4.13)
b

Vm'"' (mol/m?2s) -maksimalna brzina reakcije po jedinici povrSine biokatalizatora,
k (m/s) - koeficijent prenosa mase te¢no-cvrsto

C (mol/m3) - koncentracija supstrata u rastvoru.

Vm (mol/m3s) - maksimalna vrednost pocetne brzine reakcije

Vis (m3) - zapremina reakcione smese

Ay (m?) - povrSina biokatalizatora
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Ukoliko su izrac¢unate vrednosti za Da << 1 efekat otpora prenosu mase je
zanemarljiv (kineticki kontrolisana reakcija), i obratno, kada je Da >> 1 proces se
usled difuzionih limitacija ne moZe smatrati kineticki kontrolisanim (difuziono
kontrolisana reakcija). U slucaju da je Da=1 brzina reakcije i brzina kojom supstrati

dolaze do aktivnog centra su pribliZno jednake.

Tabela 4.11. Vrednosti Da broja za reakcione smese razli¢ite koncentracije

Koncentracija supstrata Dax104
(mM)
146 2,51
292 2,20
584 1,87
876 1,41
1169 1,21
1753 0,91

Kao Sto se iz tabele 4.11 moZe videti za sve ispitivane koncentracije laktoze Da«1,
pa mozemo zakljuciti da otpora spoljasnjem prenosu mase ne postoji. Medutim, da
bi se difuzione limitacije potpuno mogle zanemariti, mora se ispitati postojanje
difuzionih limitacija i unutar pora imobilisanog preparata. Naime, difuzione
limitacije su zanemarljive ukoliko su zadovoljeni uslovi: da faktor efektivnosti (1 -
odnos ostvarene brzine reakcije i brzine u sistemu bez limitacija) bude pribliZzno
jednak jedinici, a vrednost Tielovog modula manja od 0,3. Kako je prvi uslov
ispunjen, potrebno je izraCunati i vrednost Tielovog modula pomocu jednacina

4.141i4.15.
b= L(E)Z (4.14)
DesC\6 ’

gv
D =D 7 (4.15)

€ - poroznost Cestica

T - tortuoznost ili uvijenost unutrasnjih pora (odredena na osnovu korelacije
predlozene na osnovu Bolcmanovog modela reSetki 365). Kona¢no kako je
izraCunata vrednost Tielovog modula (8,52x10-#4) zaista manja od 0,3 moze se

zakljuciti da je pojava difuzionih limitacija u ispitivanom sistemu zanemarljiva.
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4.5.3.2. Reaktor sa fluidizovanim slojem

Kao i kod SarZnog bioreaktora, kod bioreaktora sa fluidizovanim slojem potrebno
je odrediti reZim strujanja i vrednost smicajnog napona, kako bi bilo izvrSeno
poredenje ovih reaktora. Prvo je trebalo izraCunati hidraulicki dijametar
intersticijalnih praznina u fluidizovanom sloju (Dn), a potom i brzinu reakcione
smeSe (U) imajudi u vidu da ovi paramerti figuriSu u izrazu za Rejnoldsov broj
(Jednacina 4.16)

U-D, -
Re:—hp

(4.16)
U (m/s)- brzina reakcione smese

Dh (m) - hidraulicki dijametar intersticijalnih praznina

Dakle, da bismo izracunali brzinu reakcione smesSe, a potom i Rejnoldsov broj,
potrebno je izracunati nekoliko veli¢ina: povrSinske brzine, poroznosti
fluidizovanog sloja i stvarnog zapreminskog protoka (Jednacine 4.17—4.22).

U
U= ?p (4.17)

Vr—%-(l—sé)
e=—2—— (418)

dy,
Vr = Tﬂ.’ ‘h (419)

vV
T

ph=2. 2% (4
= -y (42D

M=142. 2 de 42
T 3 1—¢gdy (4.22)
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Gde su: Up (m/s)-povrsinska brzina,

- poroznost fluidizivanog sloja,

V: (m3) - zapremina reaktora,

m (kg) - masa imobilisanog preparata,

pe (kg/m3)- gustina Cestice,

€¢- poroznost Cestice,

dx (m) - prec¢nik reaktora,

h (m)-visina reaktora,

M-korekcioni faktor kojim se utvrduje uticaj zidova kolone na veli¢inu hidraulickog
dijametra.

Nakon izracunavanja jednacina 4.17-4.22, i uvrS¢avanja rezultata u jednacinu 4.16,
dobija se vrednost Renojldsovog broja 0,976 Sto je manje od grani¢ne vrednosti za
laminaran tok u reaktoru sa fluidizovanim slojem. Na osnovu ovoga moZemo
zakljuciti da je u reaktoru sa fluidizovanim slojem ostvaren laminaran protok
reakcione smese. U skladu sa ovim zakljuckom, tangencijalni napon za reaktor sa
fluidizovanim slojem moZemo izracunati na osnovu jednacine 4.23, pri ¢emu se

dobija vrednost 4,1x10-2 Pa.
8-u-U
Dh

Kao i kod proracuna koeficijenta prenosa mase za Sarzni reaktor, koristi¢emo

T= (4.23)

vrednost Servudovog broja i odgovarajuéi empririjskih jednacina (jednacine 4.8,

4.10,4.2414.25)

Sh=023-Ar/3-5c%  (4.24)

_g-dep-(pe—p)
- -

Zamenom vrednosti u prethodne jednacine dolazi se do podatka da je koeficijent

Ar (4.25)

prenosa mase u reaktoru sa fluidizovanim slojem 1,2x10-2 m/s.
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4.5.4. Poredenje prinosa galakto-oligosaharida u SarZznom reaktoru i reaktoru sa

fluidizovanim slojem

Pravilnim odabirom reaktorske konfiguracije i odgovarajucih uslova rada, moguce
je posti¢i visoke prinose Zeljenih prozvoda, produZiti operativno vreme
imobilisanog preparata i na taj nacin ostvariti isplative industrijske enzimske
procese. Stoga, u nastavku ove disertacije izvrSiemo poredenje ispitanih
reaktorskih sistema pod optimizovanim uslovima rada, sa aspekta produktivnosti,
odnosno prinosa galakto-oligosaharida, kao i operativne stabilnosti imobilisanog
preparata. Na slici 4.84. Prikazani su tokovi reakcija sinteze galakto-oligosaharida
u oba tipa reaktora, pri identi¢nim uslovima (400 g/1 laktoze u 0,1 M acetatnom
puferu, pri koncentraciji enzima 0,4 IU/ml). Sa slike 4.84 se jasno vidi da su prinosi
u reaktoru sa fluidizovanim slojem za oko 30% bolji, nego u SarZnom reaktoru pri
identi¢nim uslovima. Ovo se moZe pre svega objasniti boljim prenosom mase u
bioreaktoru sa fluidizovanim slojem. Ukoliko se uporede koeficijenti prenosa mase
za ova dva reaktorska sistema, izracunata u prethodnom poglavlju, moZe se uociti
da je koeficijent prenosa mase u reaktoru sa fluidizovanim slojem skoro dva puta

vedi.
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Slika 4.84. Tok reakcije u SarZnom reaktoru i reaktoru sa fluidizovanim slojem. Reakcije su
izvodene sa 10 mL (Sarzni) i 80 mL (fluidizovani) rastvora laktoze koncentracije 400 g/l u

0,1 M acetatnom puferu, pri koncentraciji enzima 0,4 IlU/ml.

206



Takode, kao posledica razli¢itih rezima strujanja, verovatno je da u SarZnom
reaktoru zbog jakih smicajnih sila dolazi do inaktivacije jednog dela enzima, Sto
potencijalno moZe uticati na ukupni prinos galakto-oligosaharida. U cilju potvrde
ove hipoteze uporedene su operativhe stabilnosti enzima u obe reaktorske
konfiguracije. Operativna stabilnost je ispitana u deset uzastopnih reakcionih
ciklusa pri optimalnim reakcionim uslovima, a rezultati poredenja prinosa u

svakom ciklusu predstavljeni su graficki.
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Slika 4.85. Operativna stabilnost imobilisanih enzima u SarZnom reaktoru i reaktoru sa
fluidizovanim slojem. Reakcija je izvodena 12 h, pri koncentraciji laktoze 400 g/l u 0,1 M

acetatnom puferu na temperaturi od 50°C.

Kao Sto se sa slike 4.85 moze jasno videti, imobilisani enzim pokazuje bolju
operativnu stabilnost u reaktoru sa fluidizovanim slojem. Tokom 10 ciklusa
njegova aktivnost pada na oko 80% pocetne vrednosti. Za to vreme, u SarZznom
reaktoru, dolazi do znacajnijeg pada aktivnosti (oko 50%). Ovakvi rezultati nisu
iznenadujuc¢i bududi da je u prethodnom poglavlju pokazano da su tangencijalni
naponi znatno izraZeniji u SarZnom reaktoru (¢ak 1000 puta). Ovi rezultati
izuzetno su znacajni kao pokazatelji efikasnosti imobilizacije i moguc¢nosti Sto
ekonomicnije proizvodnje galakto-oligosaharida. Nakon wuzimanja u obzir
mogucnosti koris¢enja imobilisanog preparata u samo deset ciklusa (iako su

aktivnosti i dalje jako visoke), vidi se da je postignut znacajan doprinos u
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proizvodnji galakto-oligosaharida. Naime, kada izrazimo kolika je masa dobijenog
proizvoda nakon jednog ciklusa sa slobodnim enzimom, kao i deset ciklusa sa
imobilisanim enzimom u oba reaktorska sistema, pri ¢emu je unet isti broj jedinica
aktivnosti, moZe se uociti da se postiZu viSe nego desetostruko vedi prinosi i da je

imobilizacija enzima znacajno doprinela unapredenju produktivnosti procesa.

14 4
12 4

104

Prinos GOS (g)

jem
. o WO
g S
52 1\\1'\*3‘10\"a
sl
rea¥!

AU . qot
a0t a1

Slika 4.86 Poredenje prinosa (g) galakto-oligosaharida dobijenih u reakciji sa slobodnim
enzimom, imobilisanim enzimom u Sarznom i bireaktoru sa fluidizovanim slojem
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4.6. Sinteza novih bioaktivnih galaktozida koris¢enjem alternativnih
galaktozil akceptora

4.6.1. Sinteza galaktozida salicina

Galaktozidi su grupa jedinjenja koja je poslednjih godina u fokusu naucne zajednice
zahvaljujuéi svojoj izraZenoj fizioloskoj aktivnosti. lako su galaktooligosaharidi
najpoznatija i najviSe istraZena jedinjenja ove grupe, u poslednje vreme sve se viSe
pazZnje obraca na galaktozide aglikona. Naime, pronadeno je da se galaktozidi niske
molekulske mase, a pre svega fenil-galaktozidi, najviSe zahvaljujuéi svojoj
hidrofilnosti i specificnoj konformaciji, mogu smatrati inhibitorima galektina. Ovo
saznanje je od izuzetne vaznosti jer se prevelika ekspresija ljudskog galektina 3
moZe dovesti u vezu sa brojnim bolestima, kao Sto su karcinom, bolesti srca i
hematoloska oboljenja. Na taj nacin galaktozidi aglikona mogu naci ulogu u
farmaceutskoj industriji kao perspektivan lek za lecenje ovih bolesti. U ovoj
doktorskoj disertaciji pozabavi¢emo se optimizacijom sinteze galaktozida salicina
kao potencijalno fizioloski znacajnog jedinjenja, imajuc¢i u vidu njegovu izrazitu

sli¢cnost sa inhibitorima galektina.

U prvom delu rada izvrSena je detaljna optimizacija naj vaznijih parametara
procesa sinteze galaktozida salicina pomocu komercijalnog enzima iz A. oryzae,
dok ¢e u drugom delu za sintezu ovog jedinjenja pri usvojenim optimalnim

uslovima biti iskoriS¢ena izolovana f-galaktozidaza iz L. acidophilus.

4.6.1.1. Sinteza galaktozida salicina pomocu f-galaktozidaze iz A. oryzae

4.6.1.1.1. Detekcija i karakterizacija proizvoda

Na samom pocetku izveden je preliminarni eksperiment u cilju optimizovanja
metoda za detekciju i karakterizaciju samog proizvoda. Eksperiment je izveden pri
slede¢im uslovima: koncentracija laktoze 100 mM, koncentracija salicina 100 mM,
koncentracija enzima p-galaktozidaze iz A. oryzae 40 IU, u 0,1M natrijum

acetatnom puferu (pH 4,5) na 50 °C. Uzorak pocetne smeSe (kontrola) i uzorak
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nakon 1 h analizirani su reverzno faznom hromatografijom visokih performansi
(RP-HPLC). RP-HPLC analiza je pokazala da u uzorku dolazi do smanjenja pika
salicina (R¢ =6,070 min) u odnosu na kontrolni uzorak, kao i do pojave pika

proizvoda na Rt =6,577 min, koji u kontrolnom uzorku nije detektovan.
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Slika 4.87 Karakteristican dijagram RP-HPLC analize reakcione smese

Uzorak je potom analiziran IMS-MS/MS metodom kako bi se odredila struktura
proizvoda. Slika 129.a prikazuje jonski mobilogram za jon na 471 m/z koji
odgovara [M+Na]* jonu ocekivanog proizvoda, galaktozidu salicina. Kao $to se sa
slike 4.88 moZe videti na dt=69 bins izmeren je uzak i simetri¢an pik, Sto nam
ukazuje da je u pitanju samo jedinstven izomer. Kako bi ovo dodatno potvrdili, a
ujedno i odredili njegovu strukturu, snimljem je i MS/MS spektar (Slika 4.88b). Na
osnovu nomenklature predloZene od strane Domona i Kostela za glukokonjugate
*7 uradena je nomenklatura fragmentacije jona za uzorak reakcione smese. Tako je
na osnovu fragmenata B2 (347 m/z) i C2(365) utvrdeno da je galaktozil jedinica
vezana za glukozil grupu na salicinu. Takode, 94A2 (245 m/z) fragment potvrduje
da p-galaktozidaza iz A.oryzae katalizuje transfer glukozilnog ostatka na primarnu
hidroksilnu grupu glukozne jedinice salicina, pre nego na ostale sekundarne

hidroksilne grupe (Slika 4.88c).
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Slika 4.88. Jonski mobilogram jona na 471 m/z (a). MS/MS spektar jona na 471 m/z (b) i

predloZena struktura na osnovu fragmentacije (c).

4.6.1.1.2. Optimizacija eksperimentalnih faktora

Kao i u slucaju sinteze galakto-oligosaharida, posebnu paznju treba obratiti na
optimizaciju uslova imaju¢i u vidu veliki broj reakcija katalizovanih (-
galaktozidazom, koje se odigravaju paralelno. Naime, paralelno sa sintezom
galaktozida salicina dolazi i do reakcija u koje salicin i nije ukljucen, a kao to su
hidroliza laktoze i sinteza/hidroliza galaktooligosaharida (Slika 4.89). Brzine ovih
reakcija zavise od velikog broja faktora kao Sto su priroda i koncentracija enzima,
koncentracija supstrata, duzina trajanja reakcije, temperatura i karakteristike
reakcionog mediuma 77 185 366, Imajuci u vidu prethodno dobijene rezultate da
temperatura i pH ne uti¢u znaCajno na transgalaktozilacionu aktivnost S-
galaktozidaze iz A.oryzae, u narednom eksperimentu ispitatemo uticaj
koncentracije oba supstrata (salicin i laktoza), enzima i vreme trajanja reakcije na

dve izlazne veliCine koncentraciju proizvoda (mM) i produktivnost (mM/h).
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Slika 4.89. Sematski prikaz reakcija koje se odigravaju u toku sinteze galaktozida

salicina

5.1.2.1. Uticaj eksperimentalnih faktora na prinos galaktozida salicina

Plan primenjen u ovom istrazivanju ukljucuje 30 eksperimentalnih tacaka: 16
faktorskih, 8 aksijalnih i 6 centralnih. U tabeli 4.12 su prikazane kodirane i stvarne
vrednosti eksperimentalnih faktora, kao i rezultati izvedenih eksperimenata.
Eksperimenti su izvodeni nasumicno u cilju eliminisanja eventualnih sistematskih
greSaka eksperimenta. Dobijeni rezultati su modelovani jedna¢inom drugog reda

koja ukljucuje clanove koji opisuju interakciju izmedu razli¢itih faktora.

4.6.1.1.2.1. Uticaj faktora na prinos galaktozida salicina

U ovom eksperimentu, kao Sto se moze videti iz tabele 4.12, najveci prinos
proizvoda (galaktozida salicina) se postiZe u eksperimentu 23 (18,884 mM), pri
koncentraciji laktoze 180 mM, koncentraciji salicina 85 mM, koncentraciji enzima
280 za 4,5 h. Sa druge strane, najnizi prinos (0,0667 mM) se postiZze u
eksperimentu 25, pri koncentraciji laktoze 320 mM, koncentraciji salicina 10 mM i

koncentraciji enzima 200 IU za 7 h.

[zracunata vrednost FiSerovog testa (Fr) iznosi 3,75. Teorijska vrednost FiSerovog
testa za nivo znacajnosti 5% iznosi 4,58. Posto je izraCunata vrednost manja od

teorijske, moZe se zakljuciti da je model adekvatan.

212



Tabela 4.12. Kodirane i stvarne vrednosti eksperimentalnih faktora

Konc. Konc. Konc. Vreme Prinos Produktivnost
Uzorak | laktoze salicina enzima (h) proizvoda (mM/h)
(mM) (mM) (10) (mM)
1 0(320) 0 (60) 0(200) -2 (2) 0,781 0,390
2 -1 (180) 1 (85) -1 (120) -1 (4,5) 6,049 1,350
3 -1 (180) -1 (35) 1 (280) 1(9,5) 3,058 0,322
4 1 (460) 1 (85) 1(280) 1(9,5) 12,23 1,290
5 -2 (40) 0 (60) 0 (280) 0(7) 3,839 0,549
6 1 (460) -1 (35) 1 (280) -1 (4,5) 1,741 0,385
7 2 (600) 0 (60) 0(200) 0(7) 3,862 0,550
8 1 (460) -1 (35) -1(120) 1(9,5) 1,875 0,197
9 1 (460) 1 (85) -1 (120) -1 (4,5) 1,920 0,424
10 1 (460) 1 (85) 1 (280) -1 (4,5) 7,634 1,69
11 -1 (180) 1 (85) 1 (280) 1(9,5) 15,335 1,61
12 0(320) 0 (60) 0(200) 0(7) 7,500 0,943
13 0 (320) 0 (60) 2 (360) 0(7) 9,286 1,33
14 1 (460) -1 (35) -1 (120) -1 (4,5) 2,076 0,462
15 0 (320) 0 (60) 0(200) 0(7) 7,924 1,06
16 -1 (180) -1 (35) -1 (120) 1(9,5) 2,054 0,217
17 0 (320) 0 (60) 0 (200) 0(7) 7,991 1,22
18 0 (320) 0 (60) 0 (200) 0(7) 7,879 1,18
19 0 (320) 0 (60) -2 (40) 0(7) 1,429 0,203
20 -1 (180) 1 (85) -1 (120) 1(9,5) 17,098 1,81
21 -1 (180) -1 (35) 1 (280) -1 (4,5) 5,313 1,18
22 0 (320) 2 (110) 0(200) 0(7) 13,884 1,98
23 -1 (180) 1 (85) 1 (280) -1 (4,5) 18,884 4,19
24 1 (460) 1(85) -1 (120) 1(9,5) 4,732 0,498
25 0 (320) -2 (10) 0 (200) 0(7) 0,067 0,00839
26 0 (320) 0 (60) 0 (200) 2(12) 6,429 0,536
27 0 (320) 0 (60) 0 (200) 0(7) 9,219 1,34
28 1 (460) -1 (35) 1 (280) 1(9,5) 3,125 0,329
29 0 (320) 0 (60) 0(200) 0(7) 6,272 0,795
30 -1 (180) -1 (35) -1 (120) -1 (4,5) 3,973 0,882

Signifikantnost parametara modela je ispitana Studentovim testom i nakon

odbacivanja nesignifikantnih parametara dobijen je regresioni model sledeceg

oblika:
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Y = 7,90 — 1,52 - X; + 3,68 X, + 1,81 X5 + 0,969 - X, — 0,686 - X,2 — 0,626 - X, 2
- 1,59 .Xl 'XZ + 1,32 'XZ 'X3 + 1,12 'XZ 'X4_ - 0,725 'X3 ' X4_ (4‘.26)

Rezultati Studentovog testa pokazali su da su svi linearni regresioni koeficijenti: f;,
B2, B3, s+ signifikantni. Oba signifikantna kvadratna regresiona koeficijenta f11 i 4
imaju negativhu vrednost, $to ukazuje na to da se njihov uticaj na prinos
galaktozida salicina moZe opisati kvadratnom funkcijom sa maksimumom. Takode,
utvrdeno je da postoji pozitivna interakcija izmedu koncentracije salicina (X2) i
koncentracije enzima (X3), kao i izmedu koncentracije salicina (X2) i vremena
reakcije (X4). Negativna interakcija je uocena izmedu koncentracije laktoze (X1) i
koncentracije salicina (Xz) i koncentracije enzima (X3) i vremena reakcije (Xa4).
Uticaji najinteresantnijih parova faktora na prinos galaktozida salicina su

ilustrovani trodimenzionalnim odzivnim povrsinama i/ili konturnim dijagramima.

16— .
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Slika 4.90. Odzivna povrsina uticaja koncentracije enzima i vremena na prinos galaktozida.

Ostali eksperimentalni faktori su fiksirani na X;=-2 i X;=2

Efekti koncentracije enzima i vremena reakcije predvidene po modelu su prikazani
na slici 490 MoZe se uociti da oba faktora imaju pozitivan uticaj na prinos
galaktozida salicina. Poveéanje koncentracije enzima dovodi do linearanog
povecanja prinosa proizvoda u celom vremenskom opsegu. Povecanje prinosa sa
koncentracijom enzima je izraZenije pri niZim vremenima reakcija, ali se sa druge

strane pri ve¢im vremenima postizu veci prinosi. Uticaj vremena reakcije (X4) se
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zbog negativnog kvadratnog koeficijenta moze opisati graficki kao funkcija sa
maksimumom. Tacan trenutak dostizanja maksimalnog prinosa zavisi od
koncentracije enzima, zahvaljuju¢i negativnoj interakciji izmedu ovih faktora (f34),
tako da pri minimalnoj koncentraciji enzima konstantan porast u prinosu
proizvoda je primecena, dok pri maksimalnoj koncentraciji enzima dolazi do
dostizanja platoa nakon ve¢ 6 h. Ovde je vaZno naglasiti da u celom ispitivanom
opsegu nije doSlo do smanjenja prinosa proizvoda, $to mnogo govori o stabilnosti
ovog proizvoda. Naime, produkti transgalaktozilacije najcece nisu finalni produkti
reakcije, jer nakon nekog vremena pocinje da preovladava reakcija hidrolize i oni
bivaju hidrolizovani. Ovo, medutim, nije slucaj sa galaktozidom salicina, za Sta je
najverovatnije zasluzna njegova struktura koja oteZava pristup aktivhom centru

enzima.

Konc. galaktozida (g/L)

400

300
Konc. salicina {(mM) ~Konc. laktoze (mM}/

Slika 4.91. Odzivha povrsina uticaja koncentracije oba supstrata na prinos galaktozida

salicina. Ostali eksperimentalni faktori su fiksirani na X3=2 i X4=2

Uticaj koncentracije supstrata (laktoze i salicina) na prinos reakcije prikazan je na
slici 4.91. Sa grafika se moZe videti da zahvaljujuc¢i negativnoj interakciji izmedu
ovih faktora (f12) povecanje koncentracije laktoze uzrokuje povecanje prinosa
galaktozida salicina samo pri izuzetno niskim koncentracijama salicina, dok je pri
visim koncentracijama salicina primetan samo pad prinosa proizvoda. Najveci
prinos galaktozida salicina se uocava pri najviSim koncentracijama salicina i

najniZim koncentracijama laktoze, odnosno kada je salicin u visku. Ovakva pojava
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moZe se objasniti ¢injenicom da je verovatnoca vezivanja galaktoze na salicin veca
ukoliko je povecana koncentracija salicina u okolini enzim-galaktozil kompleksa
(Slika 4.89). Sa druge strane, u slucaju povecanja koncentracije laktoze, dolazi do
povecanog stvaranja galakto-oligosaharida. Kako bismo dokazali ovu tvrdnju
uraden je dodatni eksperiment pri dve fiksirane koncentracije laktoze i razlicitim
molarnim odnosima salicin/laktoza. U toku reakcije pracene su koncentracija GOS-

a i koncentracija galaktozida salicina.
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Koncentracija galaktozida salicina (mM)
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Molarni odnos salicin/laktoza

Slika 4.92. Uticaj molarnog odnosa salicin/laktoza na koncentraciju produkovanog

galaktozida salicina pri fiksiranim koncentracijama laktoze: (m) 60 mM (e) 180 mM

Pokazalo se da je koncentracija GOS-a nezavisna od molarnog odnosa salicin/
galaktoza i samim tim konstantna u celom ispitanom opsegu, odnosno da zavisi
isklju¢ivo od pocetne koncentracije laktoze. Tako su ostvarene koncentracije GOS-a
iznosile 23,99+1,0 mM u slucCaju koncentracije laktoze 60 mM i 40,64+1,78 mM u
slucaju koncentracije laktoze 180 mM. Medutim, koncentracija galaktozida salicina
znacajno raste sa povecanjem molarnog odnosa, Sto je joS izraZenije pri ve¢im

koncentracijama laktoze.

Konacno, poredenjem prinosa dobijenih u eksperimentalnom dizajnu i rezultata
predvidenih regresionim modelom, primetno je da model predvida znatno veci

prinos galaktozida salicina od onog ostvarenog u eksperimentalnom dizajnu, Sto
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ukazuje na Cinjenicu da eksperimentalnim planom nije bio obuhvacen eksperiment
pod optimalnim uslovima. Predvideni optimalni uslovi za ovu reakciju su:
koncentracija laktoze 40 mM, koncentracija salicina 110 mm, koncentracija enzima
360 IU i vreme reakcije 12 h. Pri ovim uslovima predvideni prinos iznosi 31,875
mM, Sto je viSestruko vece od najboljeg prinosa 18,884 mM u eksperimentu 23. Da
bismo ocenili ta¢nost predikcije ovog modela uraden je dodatni eksperiment, pod
optimalnim uslovima. Koncentracija proizvoda u ovom dodatnom eksperimentu
iznosila je 30,8 mM, $to je samo 3,2% manje od predvidene vrednosti, i ukazuje na

Cinjenicu da je izvedeni model valjan.

4.6.1.1.2.2. Uticaj faktora na produktivnost proizvodnje galaktozida salicina

Cilj ovog eksperimenta bio je da se oceni produktivnost enzimskog procesa sinteze
galaktozida salicina, kao i da se proceni uticaj faktora. Kao Sto se moZe videti iz
tabele 22., najveca produktivnost sinteze galaktozida salicina (4,19 mM/h) postiZe
se u eksperimentu 23, na najmanja (0,00839 mM/h) u eksperimentu 25., kao i u

prethodnom slucaju.

IzraCunata vrednost FiSerovog testa (Fr) iznosi 4,12, i kao u prethodnom slucaju
moze se zakljuciti da je model adekvatan. Signifikantnost parametara modela je
ispitana Studentovim testom i nakon odbacivanja nesignifikantnih parametara

dobijen je regresioni model sledeceg oblika:

Y =1,11— 0,262 - X; + 0,535 X, + 0,311 - X5 + 0,168 - X, — 0,0862 - X,% — 0,239
" X1 " X2 + 0,268 ' Xz ) X3 + 0,188 ' X1 b X4_ - 0,22 b X3 b X4_ (4‘27)

Rezultati Studentovog testa pokazali su da su svi linearni regresioni koeficijenti: £;,
B2, 3, P4 signifikantni. Kvadratni regresioni koeficijent 44 ima negativnu vrednost,
Sto ukazuje na to da se negov uticaj na produktivnost moZe opisati kvadratnom
funkcijom sa maksimumom. Takode, utvrdeno je da postoji pozitivna interakcija
izmedu koncentracije salicina (Xz2) i koncentracije enzima (X3), kao i izmedu
koncentracije laktoze (X1) i vremena reakcije (X4). Negativna interakcija je uocena
izmedu koncentracije laktoze (X1) i koncentracije salicina (Xz) i koncentracije

enzima (X3) i vremena reakcije (X4). Uticaji najinteresantnijih parova faktora na
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prinos galaktozida salicina su ilustrovani trodimenzionalnim odzivnim povrSinama

i/ili konturnim dijagramima.

Product concentration (mg/ml)

Time (h)

Enzyme concentration (mg/ml)

Slika 4.93 Odzivha povrsina uticaja koncentracije vremena i koncentracije enzima na
produktivnost procesa sinteze galaktozida salicina. Ostali eksperimentalni faktori su

fiksirani na X;=-2 i X;=2

Porede¢i ova dva modela moZe se zakljuCiti da vreme pokazuje uticaj na
produktivnost, jer se maksimalna produktivnost postize ve¢ nakon 2h. Zahvaljujuci
negativnoj interakciji izmedu ovih faktora (f534) uticaj vremena je znatno izraZeniji
pri viSim koncentracijama enzima. U cilju provere ta¢nosti predvidanja modela,
izveden je dodatni eksperiment pri optimalnim uslovima (koncentracija laktoze 40
mM, koncentracija salicina 110 mM, koncentracija enzima 360 IU i reakciono
vreme 2h). Rezultat produktivnosti u ovom eksperimentu iznosio je 7,2 mM/h, Sto
je 4,5% viSe od predvidene vrednosti. Kako bismo utvrdili efikasnost ove reakcije,
uporedili smo dobijenu produktivnost sa literaturnim podacima za slicne
akceptore, kao Sto su: vanilil i homovanilil alkohol 367, hlorfensin 368, aciklovir 369 i
hidrohinon 370, Prose¢ne vrednosti produktivnosti u ovim reakcijama kretale su se

u opsegu 0,7-3,7 mM/h Sto je znacajno niZe nego u ovom radu.
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4.6.1.2. Sinteza galaktozida salicina pomocu f-galaktozidaze iz L. acidophilus

Nakon detaljne optimizacije sinteze galaktozida salicina pomo¢u komercijalnog
enzima, saznanja o uticajima Kklju¢nih reakcionih uslova iskoris¢éena su za
ispitivanje reakcije sinteze ovog jedinjenja pomocu izolovanog enzima iz L.
acidophilus. Naime, u ovoj reakciji usvojene su optimalne vrednosti koncentracije
reaktanata: koncentracija laktoze 40 mM, koncentracija salicina 110 mM, dok je
uneta enzimska aktivnost bila znatno manja (30 IU), Sto je posledica ¢injenice da su
svi reaktanti u reakciji rastvoreni u odgovarajucoj zapremini te¢nog enzimskog

preparata (pH 6,8).

E+GOS

+Lac RN 0 s
P
Glc o

\ o sallc:ln
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HO
HO
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HO
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Slika 4.94. Sematski prikaz reakcije sinteze galaktozida salicina pomocu (-galaktozidaze L.

+E

+H,0

acidophilus

Prilikom analize rezultata detektovana su dva proizvoda (Slika 4.94), kod kojih je
molekul galaktoze bio vezan za primarne grupe glukoze (Gal-Glc-Sal), odnosno
fenola (Gal-Sal-Glc). Interesantno je da u reakciji sa komercijalnim enzimom
dobijen samo jedan proizvod, i to onaj kod koga je galaktoza vezana za molekul
salicina preko primarne grupe galaktoze (Gal-Glc-Sal), a koji u ovom slucaju
predstavlja manje dominantan proizvod. Naime, medusoban odnos koncentracija
proizvoda pri najviSoj ostvarenoj (3,6 mM) jeste 4,2 u korist dominantnijeg

prozvoda. Iako je prinos znacajno manji u odnosu na prinose dobijene pomocu
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komercijalnog enzima, ova reakcija je dala doprinos u sagledavanju razlicitih

specificnosti ovih enzima.

4.6.2. Sinteza galaktozida sorbitola

Rastuce trziSte prebiotika zahteva stalna istrazivanja mogucnosti dobijanja novih
raznovrsnijih smesSa prebiotika poboljSanih funkcionalnih, ali i fizicko-hemijskih
karakteristika koji ¢e potom imati primenu u Sirokoj paleti proizvoda
prehrambene i farmaceutske industrije. Galaktozidi Sec¢ernih alkohola, formirani
tokom reakcije transgalaktozilacije, predstavljaju izuzetno zanimljiva jedinjenja
zahvaljujuéi cinjenici da kombinuju funkcionalna dejstva Selernih alkohola i
galaktozida. U ovom radu opredelili smo se za koriS¢enje Secernog alkohola
sorbitola, kao supstance sa priznatim GRAS statusom. Sorbitol se uglavnom koristi
kao niskokalori¢ni zasladivac u slatkiSima i Zvaka¢im gumama bez Secera, ali i u
hrani za dijabeticare. U kombinaciji s drugim Selerima sorbitol menja
organolepticka svojstva hrane, stabilizuje rastvore i sprecava kristalizaciju drugih
supstanci u toku ¢uvanja. Takode se moZe koristiti kao sredstvo za vezivanje vode i
sprecavanje preteranog susenja proizvoda. Ne razgraduju ga bakterije usne duplje,
pa spreCava pojavu Karijesa. Zahvaljuju¢i navedenim osobinama, sorbitol
predstavlja  izuzetno atraktivno jedinjenje za primenu u reakciji
transgalaktozilacije. Takode, vazno je ista¢i da galaktozid sorbitola predstavlja
strukturni izomer potvrdenog funkcionalno aktivnog jedinjenja laktitola, koji je do

sada bilo moguce dobiti isklju¢ivo organskom sintezom.

4.6.2.1. Sinteza galaktozida sorbitola pomocu f-galaktozidaze iz A. oryzae

4.6.2.1.1. Optimizacija sinteze galaktozida sorbitola

Buduci da se u prethodnim poglavljima nedvosmisleno pokazalo da je optimizacija
uslova reakcije transgalaktozilacije veoma zahtevan =zadatak, prevashodno
zahvaljujuci postojanju brojnih interakcija medu klju¢nim parametrima reakcije, i
u ovom slucaju primenjena je metoda statistiCkog planiranja eksperimenta sa

ciljem postizanja maksimalnog prinosa i produktivnosti reakcije sinteze
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galaktozida sorbitola. Pre primene eksperimentalng plana, izvedeni su
preliminarni eksperimenti kako bi utvrdili adekvatnost ve¢ opisane metode za
detekciju Secera za detekciju ovog proizvoda. Eksperiment je izveden pri slede¢im
uslovima: koncentracija laktoze 200 mM, koncentracija sorbitola 400 mM (Sto
odgovara molarnom odnosu sorbitol/laktoza 2), koncentracija enzima (-
galaktozidaze iz A. oryzae 0,75 mg/ml, u 0,1M natrijum-acetatnom puferu (pH 4,5)
na 50 °C, a uzorci su uzimanina 1, 2, 4 i 6 h (Slika 4.95).

uRIU
sorbitol

|

|

Slika 4.95. Hromatogram reakcione smese nakon: 1 h (crvena linija), 2 h (zelena linija), 4 h

(crna inija) i 6 h (plava linija)

Kao S$to se sa slike 4.95 jasno moZe primetiti svi pikovi su jasno razdvojeni i ova
metoda bi¢e dalje primenjena pri analiziranju rezultata. Kao S$to je od ranije
poznato koncentracija enzima, laktoze, alternativhog akceptora i vreme
predstavljaju kljutne parametre za optmizaciju sinteze galaktozida. Medutim, u
ovom eksperimentu uveden je jo$ jedan faktor (koncentracija NaCl), koji bi mogao
da doprinese poboljSanju prinosa proizvoda. Naime, smatra se da je dodatkom
NaCl moguce smanjiti aktivnost vode i na taj naCin omoguciti favorizovanje
reakcije transgalaktozilacije u odnosu na reakciju hidrolize. U cilju testiranja ove
hipoteze, uradeni su dodatni eksperimenti, variranjem pocetne koncentracije NaCl

u opsegu 0-1,0 M. Rezultati ovog eksperimenta (slika 4.96) pokazali su da sa
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povecanjem koncentracije do koncentracije od 0,8 M NaCl dolazi do znacajnog
povecanja prinosa galaktozida sorbitola i da ima smisla uvrstiti ga medu ispitivane

faktore u nastavku optimizacije reakcije sinteze galaktozida sorbitola.

Dalja optimizacija sinteze galaktozida sorbitola izvrSena je primenom centralnog
kompozitnog rotatabilnog eksperimentalnog plana (Tabela 4.13), a za tumacenje
rezultata i odredivanje optimalnih vrednosti ispitivanih parametara (koncentracija
enzima, koncentracija laktoze, molarni odnos laktoze i sorbitola, koncentracija

NaCl i duzina trajanja reakcije) koriS¢ena je metoda odzivnih povrsina.

22 -

20 r

Koncentracija galaktozida sorbitola (g/1)

. : ; , r - .
0.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0
Koncentracija NaCl (M)

Slika 4.96. Uticaj koncentracije NaCl na prinos galaktozida sorbitola

Eksperimentalni faktori su ispitani u slede¢im opsezima vrednosti: koncentracija
enzima, X1 (0,2-1,0 mg/ml), koncentracija laktoze, X> (100-500 mM), molarni
odnos sorbitola i laktoze, X3 (1-9), koncentracija NaCl, X4 (0-0,8 M) i vreme
reakcije, X5 (0,5-6,5 h). Eksperimentalni plan se sastojao iz 32 eksperimenta
izvedena slucajnim redosledom, a tokom eksperimenta pracene su dve izlazne
veli¢ine: koncentracija galaktozida sorbitola (g/l) i produktivnost galaktozida

sorbitola (g/g enzima).

4.6.2.1.1.1. Uticaj reakcionih parametara na koncentraciju galaktozida sorbitola

Najve¢i prinos proizvoda (41,86 g/l) dobijen je u eksperimentu br. 10, pri
koncentraciji enzima od 0,8 mg/ml, pocetnoj koncentraciji laktoze od 400 mM,

molarnom odnosu sorbitola i laktoze 7, koncentraciji NaCl 0,6 M nakon 5 h.
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Nasuprot tome, minimalan prinos (1,5 g/1) postignut je u eksperimentu br. 6 pri

pri koncentraciji enzima od 0,6 mg/ml, pocetnoj koncentraciji laktoze od 300 mM,

molarnom odnosu sorbitola i laktoze 5, koncentraciji NaCl 0,4 M nakon 0,5 h.

Tabela 4.13. Kodirane i stvarne vrednosti faktora u eksperimentalnom planu

Konc. Konc. | Molarni | Konc. Vreme Prinos Produktivnost
Eksp.| enzima | laktoze | odnos NaCl (h) proizvoda (g/g enz)
(mg/ml) (mM) Supstrata (M) (g/1)
1 0(0,6) 0 (300) 0(5) 0(0,4) 1 0(3,5) 32,36 53,93
2 0 (0,6) 0 (300) 0(5) 0(0,4) | 0(3,5) 29,65 49,42
3 0 (0,6) 0 (300) 0(5) 0(0,4) | 0(3,5) 25,46 42,43
4 -2 (0,2) 0 (300) 0(5) 0(0,4) 1 0(3,5) 7,91 39,54
5 -1(0,4) |-1(200) | -1(3) 1(0,6) | -1(2) 18,76 46,90
6 0 (0,6) 0 (300) 0(5) 0(0,4) |-2(0,5) 1,50 2,50
7 -1(0,4) |-1(200) 1(7) 1(0,6) | 1(5) 22,40 56,00
8 -1(0,4) |-1(200) 1(7) -1(0,2) | -1(2) 15,09 37,73
9 1(0,8) -1(200) | -1(3) 1(0,6) | 1(5) 19,58 24,48
10 1(0,8) 1 (400) 1(7) 1(0,6) | 1(5) 41,86 52,32
11 0(0,6) 2 (500) 0(5) 0(0,4) 10(3,5) 27,84 46,40
12 0 (0,6) 0 (300) 0(5) 0(0,4) | 2(6,5) 32,17 53,62
13 -1 (0,4) 1 (400) -1 (3) 1(0,6) | 1(5) 38,75 96,89
14 1(0,8) -1 (200) 1(7) -1(0,2) | 1(5) 22,35 27,94
15 -1 (0,4) 1 (400) 1(7) 1(0,6) | -1(2) 5,75 14,38
16 1(0,8) -1(200) | -1(3) [-1(0,2) | -1(2) 15,69 19,61
17 0 (0,6) 0 (300) 0(5) 0(0,4) | 0(3,5) 27,84 46,39
18 -1 (0,4) 1 (400) 1(7) -1(0,2) | 1(5) 37,90 94,76
19 1(0,8) 1 (400) -1 (3) 1(0,6) | -1(2) 27,69 34,61
20 1(0,8) -1 (200) 1(7) 1(0,6) | -1(2) 19,11 23,89
21 1(0,8) 1 (400) 1(7) -1(0,2) | -1(2) 4,03 5,04
22 0 (0,6) 0 (300) -2 (1) 0(0,4) | 0(3,5) 21,43 35,71
23 0(0,6) -2 (100) 0(5) 0(0,4) | 0(3,5) 11,01 18,34
24 -1(0,4) |-1(200)| -1(3) |-1(0,2) | 1(5) 7,21 18,02
25 0(0,6) 0 (300) 0(5) 2(0,8) 1 0(3,5) 19,38 32,30
26 1(0,8) 1 (400) -1(3) |-1(0,2) | 1(5) 35,63 44,53
27 0(0,6) 0 (300) 2(9) 0(0,4) | 0(3,5) 38,81 64,68
28 0(0,6) 0 (300) 0(5) 0(0,4) | 0(3,5) 33,67 56,11
29 2(1,0) 0(300) 0(5) 0(0,4) | 0(3,5) 34,26 34,26
30 0(0,6) 0(300) 0(5) 0(0,4) | 0(3,5) 27,69 46,16
31 -1 (0,4) 1 (400) -1(3) |-1(0,2) | -1(2) 16,60 41,50
32 0 (0,6) 0 (300) 0 (5) -2(0,0) | 0 (3,5) 28,27 47,11

Adekvatnost regresionog modela je procenjena primenom FiSerovog testa, pri

¢emu izraCunata vrednost ovog parametra iznosi 2,74, pa se moZe zakljuciti da je
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model signifikantan. Signifikantnost parametara modela je ispitana Studentovim
testom, a izraCunate vrednosti su uporedene sa tablicnim vrednostima
Studentovog testa. Nakon ove statisticke analize utvrdeno je da su signifikantni
koeficijenti regresije Bo, B1, B2, B3, B4 L5, B23, B2s, B35, P11, B22, P55, odnosno dobijen je

regresioni model sledeceg oblika:

Y(g/D) =29,59+3,17 - X, + 4,24 - X, + 0,97 - X3+ 1,13 - X, + 6,93 - X5 — 2,93 -
Xy X34+6,07 X, X+ 3,63 X5 Xs — 1,96 X,% — 2,37 - X,° — 3,14 - X* (4.28)

Kao Sto se iz jednacine moZe jasno uociti, rezultati Studentovog testa pokazali su
da su svi linearni regresioni koeficijenti signifikantni, dok su od kvadratnih
regresionih koeficijenata signifikantni f11, 5221 Bss. Sva tri kvadratna koeficijenta
imaju negativnu vrednost, Sto upucuje na to da se njihov uticaj na prinos proizvda
moZe opisati kvadratnom funkcijom sa maksimumom. Takode, moZe se primetiti
da su signifikantni i koeficijenti 23, fz5, 35, odnosno da postoje interakcije izmedu
koncentracije laktoze (X:z) i molarnog odnosa (X3), koncentracije laktoze (X2) i
vremena (Xs), i molarnog odnosa supstrata (X3) i vremena (Xs), redom. Uticaji
parova faktora na prinos proizvoda predstavljeni su dijagramima odzivnih

povrsina.

Koncentracija Gal-S (g/L)

/1
o7 08 2
06 -

Koncentracija NaCl { m) A 03 04 Koncentracija enzima (giL)

Slika 4.97. Uticaj koncentracije enzima i koncentracije NaCl na prinos galaktozida sorbitola

prikazan kao odzivna povrsina. Ostali faktori su fiksirani na X>=2, X3=2 i X4=2.

Uticaj koncentracije enzima (X1) opisuje kvadratna funkcija koja ima negativan

kvadratni koeficijent (f11), pa se graficki ona moZe predstaviti kvadratnom
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funkcijom sa maksmumom (slika 4.97). MoZe se videti da se maksimalan prinos
galaktozida sorbitola postize pri koncentraciji enzima od 0,76 mg/ml, kada su
ostali parametri: koncentracija laktoze 500 mM, molarni odnos sorbitola i laktoze
9, koncentracija NaCl 0,8 M i za vreme 6,5 h. Kada se posmatra uticaj koncentracije
NaCl (X4), moZe se uociti da sa porastom koncentracije NaCl dolazi do neznatnog,
ali konstantnog linearnog rasta prinosa proizvoda, $to je posledica pozitivnog
linearnog regresionog koeficijenta za ovaj faktor. Pozitivan efekat NaCl nije
iznenadujuci, imajuci u vidu njegovu osnovnu fukciju, a to je da smanji dostupnost

vode kao akceptora galaktozil grupe, ¢ime se suzbija reakcija hidrolize.

Uticaj poCetne koncentracije laktoze (X2) takode se moZe predstaviti kao kvadratna
funkcija sa maksimumom, zbog negativnog kvadratnog koeficijenta (/522). Medutim,
uticaj laktoze na prnos galaktozida sorbitola u mnogome je sloZeniji od uticaja
koncentracije enzima jer dolazi do lokalnog pomeranja maksimuma zbog
postojanja interakcija sa drugim faktorima, i to negativne interakcije sa molarnim

odnosom supstrata (f23) i pozitivne interakcije sa vremenom trajanja reakcije

(B2s).
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Slika 4.98. Uticaj koncentracije laktoze i molarnog odnosa supstrata na prinos galaktozida

sorbitola prikazan kao odzivna povrsina. Ostali faktori su fiksirani na X1=0,8, X4=2 i X5=2.

Ove interakcije prikazane su na slikama 4.98 i 4.99. Generalno, sa porastom

pocetne koncentracije laktoze dolazi do porasta prinosa proizvoda u ispitivanom

225

500




opsegu parametara, Sto je u saglasnosti sa literaturnim podacima da sa
povecanjem pocetne koncentracije laktoze dolazi do favorizovanja reakcije
transgalaktozilacije, a samim tim i do porasta koncentracije dobijenih

galaktozida.”# 177

Sa slike 139. se moZe uociti da oba faktora imaju pozitivan uticaj na prinos
galaktozida sorbitola u celokupnom ispitivanom opsegu. Povecanje prinosa sa
molarnim odnosom supstrata je izraZenije pri nizim pocetnim koncentracijama
laktoze, nego pri viSim, ali se sa druge strane pri viSim koncentracijama laktoze
postiZu veci prinosi. Ovakvo ponaSanje sistema moZe se objasniti ¢injenicom da u
uslovima jako visokih koncentracija laktoze, a narocito visokog molarnog odnosa
sorbitola i laktoze dolazi do smanjenja aktivnosti enzima, dok je sa druge stane
moguca Kkristalizacija supstrata usled slabe rastvorljivosti, ¢ime je smanjena
njihova dostupnost za reakciju. Sa druge strane, povecanje koncentracije laktoze
dovodi do linearanog povecanja prinosa, ali se moZe primetiti da pri visokim
molskim odnosima, prinos pocinje da ulazi u plato povecanjem koncentracije

laktoze iznad 400 mM.
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Slika 4.99. Uticaj koncentracije laktoze i viemena na prinos galaktozida sorbitola prikazan

kao odzivna povrsina. Ostali faktori su fiksirani na X;=-2, X3=-2 i X4=2.

Da se uticaj koncentracija laktoze moZe opisati kvadratnom funkcijom sa

maksimumom jo$ jasnije se vidi na slici 4.99 na kojoj je predstavljen uticaj pocetne
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koncentracije laktoze i vremena reakcije (Slika 4.99) Naime, pri kratkim
vremenima reakcije, moZe se primetiti da sa porastom koncentracije laktoze dolazi
do smanjenja prinosa proizvoda reakcije, te da je optimalna koncentracija laktoze
100 mM ukoliko reakcija traje krace. Sa povecavanjem duZine trajanja reakcije,
zbog pozitivnog koeficijenta interakcije, dolazi do pomeranja optimalne vrednosti
pocetne koncentracije laktoze ka viSim vrednostima, tako da maksimum izlazi iz

ispitivanog okvira.

Uticaj vremena (Xs) takode se moZe opisati kvadratnom funkcijom sa
maksimumom, zbog postojanja negativhe vrednosti kvadratnog regresionog
koeficijenta. Ovaj maksimum jasno se moZe uociti na slici 4.99, gde je takode zbog
postojanja interakcije izmedu vremena i koncentracije laktoze primetno
pomeranje lokalnih maksimuma. Naime, vidi se da pri nizim koncentracijama
laktoze optimalno vreme iznosi oko 4h, dok se pri viSim koncentracijama laktoze
zahvaljujuci pozitivnoj interakciji izmedu ovih faktora maksimum pomera izvan
ispitivanog opsega. Ovakvi rezultati su logi¢ni, imaju¢i u vidu da je reakcija
transgalaktozilacije kineticki kontrolisana i da nakon odredenog vremena, kada se
konvertuje odredena Kolicina supstrata dolazi do preovladavanja reakcije
hidrolize. Iz modela se moze uociti postojanje joS jedne interakcije, i to izmedu
molarnog odnosa supstrata i vremena. Ova interakcija opisana je pozitivhim
regresionim koeficijentom, Sto slicno prethodnom slucaju, znaci da sa povec¢anjem
molarnog odnosa supstrata dolazi do povecanja duZine trajanja reakcije u cilju

postizanja maksimanog prinosa proizvoda.

Sumiranjem ovih rezultata dolazi se do zakljucka da su za postizanje visokih
vrednosti prinosa galaktozida sorbitola optimalni sledeci uslovi: koncentracija
enzima 0,76 mg/ml, koncentracija laktoze 500 mM, molarni odnos sorbitola prema
laktozi 9, koncentracija NaCl 0,8 M i duZina trajanja reakcije 7h. PoSto eksperiment
pod ovim optimalnim uslovima faktora nije izveden u okviru eksperimentalnog
plana, uraden je dodatni eksperiment sa ciljem provere adekvatnosti modela. U
ovom eksperimentu postignut je prinos galaktozida sorbitola od 68,41 g/], Sto je u

skladu sa predvidenom vrednos$¢u prinosa proizvoda po modelu koja iznosi 66,18

g/l
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4.6.2.1.1.2. Uticaj reakcionih parametara na produktivnost sinteze galaktozida
sorbitola

Najveca produktivnost proizvoda (96,89 g/g enzima) dobijena je u eksperimentu
br. 13, pri koncentraciji enzima od 0,4 mg/ml, pocetnoj koncentraciji laktoze od
400 mM, molarnom odnosu sorbitola i laktoze 3, koncentraciji NaCl 0,6 M nakon 5
h. Sa druge strane, minimalan prinos (2,5 g/g enzima) postignut je u eksperimentu
br. 6 pri pri koncentraciji enzima od 0,6 mg/ml, pocetnoj koncentraciji laktoze od
300 mM, molarnom odnosu sorbitola i laktoze 5, koncentraciji NaCl 0,4 M nakon

0,5 h.

Kao i kod prethodnog odziva, adekvatnost regresionog modela je procenjena
primenom FiSerovg testa, pri ¢emu izraCunata vrednost ovog parametra iznosi
3,12, pa se moZe zakljuciti da je i ovaj model signifikantan. Signifikantnost
parametara modela je ispitana Studentovim testom, a izraCunate vrednosti su
uporedene sa tablicnim vrednostima Studentovog testa, pri cemu je utvrdeno da su
signifikantni sledeci koeficijenti regresije Bo, B1, B2, 3, B4, B5, 523, B25, B3s, B11, B22, Bss,

odnosno dobijen je regresioni model sledeceg oblika:

Y(g/ g enz) = 45,05 — 7,68+ X, + 7,73 X, — 1,25 - X5 + 1,60 - X, + 12,337 - X5 — 5,47
Xy Xz + 1217 Xy - X5 — 7,66+ X - Xy + 6,07 - X3+ X5 — 4,37 - X5 (2.29)

Kao S$to se iz jednacine moZe jasno uociti, rezultati Studentovog testa pokazali su
da su svi linearni regresioni koeficijenti signifikantni, dok je medu kvadratnim
regresionim koeficijenatima signifikantan samo fss. Kao i kod prethodnog odziva,
kvadratni koeficijent ima negativnu vrednost, $to upucuje na €injenicu da se njegov
uticaj na produktivnost reakcije moZe opisati kvadratnom funkcijom sa
maksimumom. Takode, moze se primetiti da su signifikantni i koeficijenti f23, fzs,
P34, B35, odnosno da postoje interakcije izmedu koncentracije laktoze (Xz) i
molarnog odnosa (X3), koncentracije laktoze (Xz) i vremena (Xs), molarnog odnosa
supstrata (X3) i koncentracije NaCl (Xi4), i molarnog odnosa supstrata (X3) i
vremena (Xs), redom. Uticaji parova faktora na prinos proizvoda predstavljeni su

dijagramima odzivih povrsina.
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Uticaj koncentracije enzima (X1) na produktivnost sinteze galaktozida sorbitola
moZe se predstaviti opadaju¢om funkcijom, zahvaljuju¢i negativnom linearnom
regresionom koeficijentu (f1). Sa slike X se jasno vidi da u celom ispitivanom
opsegu produktivnost opada sa porastom koncentracije enzima. Uticaj
koncentracije laktoze (X2), sa druge strane, znatno je kompleksniji. Naime, pored
pozitivnog linearnog koeficijenta (f2), iz modela se moZe uociti postojanje
interakcija sa drugim faktorima, i to negativne interakcije sa molarnim odnosom
supstrata (f23) i pozitivne interakcije sa vremenom trajanja reakcije (f2s), kao i u

sluc¢aju modela za prinos proizvoda.

Produktivnost (g Gal-Sig enzima)

04
03
Koncentracija NaCl (giL) 02

06
05

03
0 02 Koncentracija enzima (giL)

Slika 4.100. Uticaj koncentracije NaCl i koncentracije enzima na produkctivnost sinteze
galaktozida sorbitola prikazan kao odzivna povrsina. Ostali faktori su fiksirani na X>=2, X3=2

i Xs=2.

Sa slike 4.101 se vidi da je uticaj koncentracije laktoze izraZeniji pri duZim
vremenima reakcije, dok je pri kratkim vremenima uticaj laktoze na produktivnost
procesa gotovo zanemarljiva. Ovo se moZe objasniti ¢injenicom da u kratkom
vremenskom intervalu stigne da proreaguje jako niska koncentracija laktoze, pa
dodavanje laktoze u visku ne dovodi do povecanja niskih produktivnosti reakcije

sinteze proizvoda.

Slicno kao u slucaju ispitivanja uticaja parametara na prinos proizvoda, izmedu
koncentracije laktoze i molarnog odnosa supstrata postoji negativna interakcija,

medutim, u ovom slucaju ona je znatno izraZenija. Naime, sa slike 4.101 moZe se
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jasno uociti da povecanje koncentracije laktoze u ispitivanom opsegu kontinualno

raste, dok se uticaj molarnog odnosa ponasa dvojako.

Produktivnost (g Gal-Sig enzima)

4 400 450 =
<o 300 350
Vreme (h) 1 150 200

0 100 Koncentracija laktoze (giL)

Slika 4.101. Uticaj koncentracije laktoze i vremena na produkctivnost sinteze galaktozida

sorbitola prikazan kao odzivna povrsina. Ostali faktori su fiksirani na X;=-2, X3=-2 i X4=2.

Produktivnost (g Gal-Sig enzima)
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Slika 4.102. Uticaj koncentracije laktoze i molarnog odnosa supstrata na produktivnost
sinteze galaktozida sorbitola prikazan kao odzivna povrsina. Ostali faktori su fiksirani na

X2=2, X3=2 iX5=2.

Pri niskim pocetnim koncentracijama laktoze, produktivnost reakcije raste sa
povecanjem molarnog odnosa supstrata, dok se pri viSim koncentracijama laktoze

produktivnost smanjuje sa porastom molarnog odnosa. Buduc¢i da su postignute
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viSe vrednosti produktivnosti pri viSim koncentracijama laktoze (500 mM),
optimalan molarni odnos sorbitola i laktoze sa aspekta produktivnosti procesa je 1.
Sumiranjem ovih rezultata dolazi se do zakljucka da su za postizanje visokih
vrednosti prinosa galaktozida sorbitola optimalni sledeéi uslovi: koncentracija
enzima 0,8 mg/ml, koncentracija laktoze 500 mM, molarni odnos sorbitola prema
laktozi 1, koncentracija NaCl 0,8 M i duzina trajanja reakcije 7h. PoSto eksperiment
pod ovim optimalnim uslovima faktora nije izveden u okviru eksperimentalnog

plana, uraden je dodatni eksperiment sa ciljem provere adekvatnosti modela.

U ovom eksperimentu postignuta produktivnost reakcije sinteze galaktozida
sorbitola izvosila je 161,33 g/g enzima, Sto pokazuje dobro slaganje sa

predvidenom vredno$¢u produktivnosti od 164,14 g/g enzima.

4.6.2.2. Sinteza galaktozida sorbitola pomocu B-galaktozidaze iz L. acidophilus

Nakon detaljne optimizacije sinteze galaktozida sorbitola pomoc¢u komercijalnog
enzima, odredeni optimalni reakcioni uslovi sa aspekta prinosa proizvoda
(koncentracija enzima oko 2 IU/ml, koncentracija laktoze 500 mM, molarni odnos
sorbitola i laktoze 9, koncentracija NaCl 0,8 M i vreme trajanja reakcije 7h)
primenjeni su za sintezu galaktozida sorbitola pomocu enzima izolovanog iz L.
acidophilus. Postignuta je koncentracija od 43 g/l, Sto ukazuje na ¢injenicu da se

ovaj enzim mozZe koristiti i u sintezi novih galaktozida.
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5. ZAKLJUCAK

Na osnovu prikazanih rezultata eksperimentalnog rada mogu se izvesti sledeci

najvazniji zakljucci.

- Ispitan je veliki broj mikroorganizama (bakterija, kvasaca i plesni) iz
kolekcije kultura TehnoloSko-metalurSkog fakulteta Univerziteta u Beogradu u
cilju izbora najefikasnijeg producenta $-galaktozidaze, nakon ¢ega je za producenta

odabrana probiotska vrsta L. acidophilus.

- IzvrSena je detaljna optimizacija sastava hranljivih podloga i parametara
procesa proizvodnje enzima u cilju poboljSanja produkcije enzima. Takode,
ispitano je nekoliko razli¢itih postupaka izolovanja enzima, a najefikasnija metoda
mehanickog razaranja ¢elija je optimizovana sa aspekta postizanja maksimalne
aktivnosti, ali i specificne aktivnosti [-galaktozidaze. Dobijeni sirovi enzimski
preparat se, zahvaljuju¢i mikrobnom producentu bezbednom po ljudsko zdravlje,
moZe koristiti bez potrebe za zametnim metodama preciS¢avanja koje dodatno

poskupljuju proces proizvodnje enzima.

- IzvrSena je detaljna karakterizacija svojstava [-galaktozidaze iz L.
acidophilus i ovaj enzim uporeden je sa komercijalnim preparatom f-galaktozidaze

iz A. oryzae.

- Oba enzima primenjena su u reakciji transgalaktozilacije za sintezu galakto-
oligosaharida, pri ¢emu je reakcija optimizovana sa ciljem postizanja maksimalnog
stepena hidrolize laktoze i udela galakto-oligosaharida u finalnoj smesi. Kao klju¢ni
faktori za postizanje maksimalnog prinosa reakcije identifikovani su koncentracija
enzima i koncentracija laktoze, a poSto su i galakto-oligosaharidi supstrati enzima
podlozni hidrolizi, reakcija je kineticki kontrolisana pa je optimizovano i vreme
reakcije. Ustanovljeno je da oba enzima katalizuju sintezu tri- i tetraoligosaharidi,
dok su pentaoligosaharidi prisutni samo u tragovima. Za razliku od komercijalnog
enzima f[-galaktozidaza iz L. acidophilus produkovala je i manju koli¢inu

disaharida.
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- Primenom IMS spregnute sa masenom spektroskopijom razvijena je brza i
efikasna jednostepena metoda pomocu koje je odredena struktura dobijenih
galaktooligosaharida. Ustanovljeno je da galakto-oligosaharidi dobijeni u
reakcijama katalizovanim pomocu f-galaktozidaze iz A. oryzae sadrze f(1-6) i
(1-3) glikozidne veze Ciji se udeo menja u toku reakcije, Sto ukazuje i na
mogucnost menjanja fizioloSke aktivnosti dobijenih proizvoda adekvatnom
kontrolom kinetike procesa. S druge strane, galakto-oligosaharidi dobijeni pomocu
p-galaktozidaze iz L. acidophilus sadrze f(1—6) i novoformirane f(1—4) veze, ¢ime
je pokazano da se izborom drugacijeg mikrobnog producenta enzima ne menja
samo prinos galakto-oligosaharida ve¢ i njihova struktura, a time i fizioloSko

dejstvo.

- Imobilizacijom f-galaktozidaza na viSe nosaca razlicitih karakteristika
posredstvom razli¢itih mehanizama vezivanja (adsorpcijom ili kovalentnom
imobilizacijom), pokazano je da su za primenu u katalizovanju sinteze galakto-
oligosaharida najpogodniji nosaci sa primarnim amino grupama na koje se enzim
adsorbuje elektrostatickim interakcijama. Najbolji rezultati su postignuti sa
komercijalnim nosacem Purolite® A-109 koji ima (poli)stiren-divinilbenzensku
osnovu i primarne amino grupe. Znacajno unapredenje procesa imobilizacije je
postignuto hemijskom aktivacijom karboksilnih grupa na povrsini enzima koje nije
dovelo do gubitka enzimske aktivnosti, a omogucdilo je formiranje kovalentnih veza
izmedu nosaca i enzima. Takode, postignuto je znacajno povecanje termicke i
operativne stabilnosti. Ustanovljeno je i da imobilisani enzimi pokazuju veci
afinitet prema reakciji transgalaktozilacije jer se, u poredenju sa reakcijom sa
slobodnim enzimom jednake hidroliticke aktivnosti, dobijaju viSi prinosi galakto-

oligosaharida.

- Imobilisani preparati [-galaktozidaza pored SarZznog, uspeSno su
implementirani i u bioreaktoru sa fluidizovanim slojem enzima i recirkulacijom
supstrata pri ¢emu je pokazano da je moguce spreciti uticaj unutrasSnjeg i
spoljasSnjeg otpora prenosu mase na tok reakcije i inaktivaciju enzima usled
delovanja smicajnih napona. Utvrdeno je da se u bioreaktoru sa fluidizovanim

slojem reakcija odigrava podjednakom brzinom kao u SarZnom, ali je stabilnost
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enzima povecana pa se imobilisani enzim moZe koristiti u ve¢em broju reakcionih

ciklusa.

- [spitana je moguénost KkoriS¢enja alternativnih akceptora galaktozil
ostataka (salicin i sorbitol) u reakciji transgalaktozilacije, pri ¢emu su dobijene
nove i raznovrsnije smese potencijalnih prebiotika, koji ¢e zahvaljujuci razlic¢itoj
prirodi konstituenata imati i dodatna fizioloSka dejstva. Slobodne i imobilisane -
galaktozidaze pokazale su visok afinitet prema sintezi novih proizvoda, a
ustanovljeno je da je kljucni faktor za postizanje visokih prinosa izbor adekvatnog

molarnog odnosa supstrata (laktoze i sorbitola i salicina).
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