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nema

Izvod/abstrakt:
lA U radu je ispitana raspodcla pektinaza u 

vodenim dvofaznim sistemima sastavljenim od polictiien 
glikola 4000 i jednog od dva dekstiana, sirovog i dekstrana 
40000. Koncepcija rada je podreizumevala definisanje 
sistema u kojima su vršeni eksperimenti raspodele, 
ispitivanje parametara raspodele pektinaza komercijalnog 
enzimskog preparata u model sistcmima i, konačno, 
kultivaciju Polyporus squamosus u dvofaznim sistemima.

Ispitivanje uticaja masenih udela polietilcn glikola 
na raspodelu pektinaza u model sistemu, pri konstantnom 
udelu sirovog dekstrana od 7.5%  (w/w), pokazalo je 
negativan uticaj na panunetre raspodele, te su najveće 
vrednosti koeficijenta raspodele (К) dobijene pri najmanjeni 
ispitivanoin udelu polietilen glikola, 5%  (w/w), i iznosili su 
za endo-pektinazu (endo-p) 1.76, odnosno za egzo- 
pektinazu (egzo-p) 1.22. Istu zavisnost je pokazalo i 
ispitivanje u model sistemu sa dekstranom 40000 , ali je 
vrednost Kendo bila mnogo niža (0 .22). Povećanje udela 
sirovog dekstrana, pri stalnom udelu, 5%  (w/w), polietilen 
glikola, negativno je uticalo na vrednosti parametara



raspodclc egzo-p, te su maksimalne vrednosti dobijene pri 
najmanjcrn udelu, 3%  (w/w), dekstrana (Kegzo 0 .79 , prinos 
u gomjoj fazi (Y ) 62.04% , stepen prcčišćenosti u gorajoj 
fazi (st.preč.) 5.5).

Sa povećanjcm dužine veznili linija u model 
sistemu sa sirovim dckstranom opadale su vrednosti 
parametara raspodele pcktinaza. Najbolji rezultati (К^пЈо 
1.66, Yen,jo 60.85% , Kegzo 0 .95 , Yegzo 47.07% ) dobijeni su 
najkraćoj veznoj liniji, dužinc 7.44% . Povcćanje odnosa 
zapremina u istom sistemu smanjilo jc koeficijentc 
raspodcle endo- i egzo-p, kao i njihovc stepene 
preČišćenosti u gomjoj fazi, a u isto vremc povećalo prinose 
u toj fazi.

Dodatak amonijum sulfata i natrijum sulfata u 
modcl sistem polictilen glikol/sirovi dekstran u 
koncentraciji od po 15 nunoI/1 povcćao je Kendo 1-25, 
odnosno 1.2 puta, dok je Kegzo u prisustvu 15 inmol/1 
amonijum sulfata ili 5 mmol/1 natrijum sulfata bio za 60%  
veći. Povećanje рН vrcdnosti KH^PO^-NasHPO^ pufcra 
povećalo je kocficijcnte raspodclc oba tipa pektinaza, te je 
Kendo, na рН 7.5, bio 0.9, a Kcgzo 0 .76 , na рН 7.0. Najbolja 
raspodela endo-p u gomju fazu modcl sistema ostvarcna je 
pri 0 .4  mol/1 fosfatnog pufera (К 4 .21 , Y  85.78% , st.preč. 
10). Vrednosti iznad 0.1 mol/1 fosfatnog pufera nisu imalc 
značajnijeg uticaja na raspodclu egzo-p.

Kultivacija Polyporus squamosus bila rnoguća u 
dvofaznom sistemu polietilcn glikol/sirovi dckstran, sa 
pektinom. kao inducerom, pri čcmu je ostvareno odvajanje 
biomase od pcktinaza njihovom raspodelom u suprotne 
fiize. U sistemu sastava 5%  (w7w) polictilen glikol/4%  
(w7w) sirovi dekstran, količina produkovanc biomase je bila 
4.5 puta veća od onc u homogenom medijumu, ukupne 
cgzo-p aktivnosti 1.82 puta veća, a endo-p aktivmosti 
jednaka onoj u homogenom mcdijumu. Drugog dana 
kultivacijc ostvarene su najvcćc vrcdnosti paramctara 
raspodcle (Kcndo 2 .45 , Yendo 80.22% , st.preč.endo 7; Kegzn 0.6 , 
Yegzo 49 .83% , st.prcč.egzo 5.19). Povcćanjc koncentracije 
amonijum sulfita za 15 пш1о1/1 u podlozi za kullivaciju u 
dvofaznom sistcmu sastava 5%  (w7w) polietilen glikol/4%  
(w/w) sirovi dckstian, povećalo je kocficijent raspodclc 
endo-p za 81% , vrednost ovc aktivnost u gomjoj fazi za 
37% , a da nije uticalo na raspodclu biomase P. squamosus.

Prisustvo različitih koncentracija fosfata nije 
uticalo na raspodclu biomasc P. squamosus u dvofaznom



sistemu. Pri 0 .2  mol/1 KH2PO4 postignuto je idealno 
odvajanje biomase od endo-p, uz Kegzo 1 1 2 . Najveća 
vrednost ukupnih produkovanih aktivnosti oba tipa 
ostvarenaje pri 0,1 mol/1 fosfata, uz koeficijentc raspodele 
za endo-p i egzo-p 3.9 i 0.95 i visokc stepene njihove 
preČišćcnosti u gornjoj fazi (5 .89  1 14.36, redom).

Kultivacija J\ sguamosus je ostvarena i u 
dvofaznom sistemu koji je sadržao suve izlužene repine 
rezance, sa raspodelom biomase u donju fazu. Koeficijenti 
raspodele su iznosili 4 .70 , odnosno 2 .78 , za endo-p, 
odnosno egzo-p. Prinosi oba enzima u gomjoj fazi su bili 
90 .71%  za endo-p i 85 .24%  za egzo-p, uz najveće stepene 
njihove prcčišćenosti, 4 .26  i 7 .98, redom.
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non

Partition of pectinases in aqueous tvvo- 
phase systems composed of polv ethylene glvcol 4 ,000  and 
crude dextran or dextran 40 ,0 0 0  was studicd in this vvork. 
As the first step, phase diagrams were constructcd, than 
partition of commercial pcctinases was studied in model 
sv’stems and finally, culti\ ation o f Polyporus sguamosus in 
aqueous tvvo-phase systems was conducted.

Incrcasing of the concentration of polyethylene 
glycoi in model system ai fixed 7.5%  (vv/vv) crude dextran 
decrcased partition parameters. Maximal values for 
partition coefficient (К) of endo-pectinase (endo-p), 1.76, 
and exo-pectinase (ехо-р), 1.22, vvere obtained at 5%  (w/w) 
polyethylene glycol. The same was revealed in 
investigations in model system vvith dextran 4 0 ,000 , but 
Kenuo was lovver (0.22). Increasing of concentration of ciude 
dextran at fixed 5%  (w/w) polyethylene glycol decreased 
partition parameters of ехо-р, so their niaximal values (К,.хо 
0.79, top phase yield (Y ) 62 .04%  and purification factor in 
top phasc 5 .5) were obtained at 3%  (w/w) crude de.xtran.



Increasing of thc tie-line length caused decreasing 
of partition parameters and maximal results vvere achicved 
at thc shortest tie-lmc 7 .44%  (K̂ ndo 1-66, Yendo 60 .85% , 
Кехо 0 .95 , Ycxo 47.07% ) in model svstem vvith crudc 
dextran. VVith increasing of the voluine ratio, partition 
coefficients of endo-p and ехо-р vvere dccreased, as vvell as 
their purification factor in top phase, vvhile top phase yield 
for both enz>mes had higher values.

Thc addition of 15 mmol ammonium sulphate/1 
and 15 mmol sodium sulphate/1 in model svstem, composed 
of polyethylene glv'col and crudc dextran. increascd Kendo
1.25 and 1.2 times, respectively, vvhile Кехо in the presence 
of 15 mmol ammonium sulphatc/l or 5 mmol sodium 
sulphatc/1 vvas 60%  higher. Increasing of рН of KH2PO4- 
Na^HPO^ buffer favoured partition of both endo-p and ехо- 
p in top phase, so Kendo vvas 0 .9  at рН 7.5 and Кехо was
0 .76  at рН 7.0. The favourable partition of cndo-p in top 
phase vvas achicvcd in the presence of 0.4 mol phosphate 
buffcr/1 (К 4 .21 , Y  85.78%  and purification factor in top 
phase 10). Concentrations of phosphatc buffer above 0.1 
mol/1 didn’t have significant influencc on partition of ехо-р.

Cultivation of Ро1урогш squaniosns in 
polyethylene glycol/crude dextran a(}ueous tvvo-phase 
system vvas accomplished vvith pectin as inducer and 
biomass vvas separatcd from pectinases by their partition 
into opposite phascs. In system composed of 5%  (vv/v\) 
polyethylene glvcol and 4%  (vv/vv) crudc dcxtran, amounts 
of produced biomass and ехо-р activity vvere 4.5 and 1.82 
times higher, respectively, and cndo-p activity equal to 
those obtained in homogeneous cultivation. At the second 
day of CLiltivation the highest values of partition parameters 
vvere obtained (Kendo 2 .45 , Yendo 80.22% , purification factor 
for endo-p 7; К̂ хо 0 .6 , Yexo 49.83% , puiification factor for 
ехо-р 5.19). Incrcasing of concentration of ammonium 
sulphate in tvvo-phase medium for 15 rnmol/1 increased 
Kcndo for 81%  and endo-p activity in top phase for 37% , but 
didn’t influence partition of biomass.

Frescnce of phosphate at various conccntrations 
didn’t affect partition of biomass in tvvo-phasc system. At
0.2 mol KH2PO4/I tlie onesided partition of endo-p vvas 
accomplishcd vvhile Ксхо vvas 1.12. The highest amounts of 
produced activities of endo-p and ехо-р vvere obtained at 
0.1 mol phosphate/1 and partition coefficicnts vvcre 3.9 and



0.95 , respectively, followed by high values of purification 
factors in top phase (5 .89  and 14.36, rcspectively).

Cultivation of P. squamosus w'as accomplished in 
two-phasc system containing dr\ sugar bcct extraction 
vvaste and fungal growth was restrected to bottom phase. 
Partition coefficients werc 4 .70  and 2 .78  for endo-p and 
ехо-р, respectively. Тор phasc yields amounted 90 .71%  for 
cndo-p and 85 .24%  for ехо-р followed by the highest 
obtained purification factors in top phase (4 .26  and 7.98, 
respcctivelv').
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UVOD

Brzi razvoj biohemije poslcdnjih decenija, kako u fund.imentalnom, tako i 

u primenjenom smislu, imao jc za potrebu i adekvatan razvoj telmika koje sc u njoj 

primenjujii Sigurno je da su medu njima separacione tehnike tc, koje zauzimaju 

najznačajnije mesto. Primena različitih fizičko-hemijskih metoda razdvajanja 

omogućila je izolovanje velikog broja biohemijski važnih jedinjenja Bez obzira na 

velike pomake na ovom planu, dalji razvoj separacionih mttoda morao bi da 

zadovolji kriterijum povećane selektivnosti razdvajanja, kao i unapredenja tehnika 

za izdvajanje i prečišćavanje ekstremno osetljivih protcina, kalcvi su npr. enzimi. 

Jedna od riajatraktivnijih, ne samo po pitanju brzine izvodenja i efikasnosti učinka, 

vcć i po ekološki prihvatljivom momentu, je separacija u vodenim dvofaznim 

sistemima

Vodeni dvofazni sistemi se stvaraju kao rezultat mešanja vodenih rastvora 

dva međusobno nekompatibilna polimera ili polimera i soli. Oni poseduju nekoliko 

osobina koje ih čine pogodnim za rad sa biološkim matcrijalnna, a to su visok 

sadržaj vode u fazama iako one višc nisu medusobno mešljive, nizak 

međupovršuiski napon između faza te, shodno tome, brzo uspostavljanjc 

ravnoteže, dok jc koeficijent raspodele, koji karakteriše razdvajanje u ovakvim 

sistemima, vehčina poiizdana za prenošenje u veće razmere prilikom projektovanja 

uredaja u industriji.

Као efikasna i modcma tehnika, vodcni dvofazni sistemi su našli primenu 

u biohcrriji, mikrobiologiji, tehnici kulturc tkiva, medicni, famiakologiji, 

genetskom inženjeringu i mnogim dmgim oblastima naukc.

Vodeni dvofazni sistemi u fiindamcntalnoj i primenjeroj biohemiji imaju 

pmncnu Li analitičkim procedurama, proccsima enzimskt i mikrobiološke 

konverzije, izolovanju i prečišćavanju intracelulamih enzima, kao i .separaciji 

ćelija i njihovih konstituenata. Sistemi za kultivaciju, zasnovani na vodenim 

dvofaznim sistemima, takođc pmžaju mogućnost zamcnjivanja težeg i

I



neprcdvidljivijcg koraka mehaničke separacije c:elija od proizvoda ekstrakcionim 

procesom čiji su uslovi tako odabrani da omogućavaju njihovo raspodcljivanje u 

suprotne faze.

Bez obzira na činjenicu da je postignuta kultivacija mikroorganizama u 

cilju proiz\'odnje nckoliko ekstracclularnih enzima, o proizvodnji pektinaza u 

dvofaznim sistemima u literaturi nema podatt ka. Pektinaze su ekstracelulami 

cnzimi. koji razgraduju pektinskc materije različitim mehanizmima, a produkuju ih 

kako fungi. tako i bakterije i kvasci. Medutim, upravo su pektinaze fungalnog 

porekla od najvećeg komercijanog značaja, imajući veliku primenu u industriji 

prerade voća i povrća, kao i u proizvodnji vi)ia. Gljiva Polyporus squamosus 

takođe poseduje sposobnost sekrecije ovih enzima, a njena biomasa je po 

proteinskom sadržaju visokovredna i može se koristiti za ishranu životinja i Ijudi.

Cilj ovog rada je bio ispitivanje raspodele pektinaza u vodcnim dvofaznim 

sistemima, sastavljenim od polietilcn glikola i dckstrana. Praćenje parametara, koji 

karakterišu proces raspodele, vršeno je u mcdel sistemima sa komercijalnim 

preparatom pektinaza, pri čemu jc ispitivan uticaj molekulskc mase polimera, 

njihovih masenih udela, dužine veznih linija i zapreminskog odnosa, vrste i 

koncentracije neorganskih soli, dodatih u sistem, kao i рН sistema

Ova ispitivanja su, nadalje, poslužila kao osnova za ostvarenje kultivacije 

gljive Polyporus sguamosus u dvofaznom lustemu sa ciljem istovremenog 

dobijanja dva proizvoda, enzima i biomase, koji bi bili razdvojeni u različitim 

fazama.

Takode je ispitana mogućnost kultivacije P. sguamosus i dobijanja 

pektinaza u vodenim dvofaznim sistemima, koji su, umesto pektina, sadržavali 

suvc izlužene repine rezancc, što je bilo motivisano ekonomskim, sa jedne, ali i 

ekološkim razlozima, sa druge strane.



2. TEO R IJSK I DEO

2.1. Opšta razmatranja vodenih dvofaznih sistema

Za vodcne dvofazne sisteme se znajoš od 1896. godine, kada je holandski 

naučnik Bcijerinek opisao obrazovanje dve tečne faze prilikoin mešanja agara i 

rastvorljivog skroba ili agara i želatina. Danas se ovaj fenomen označava kao 

nckompatibilnost polimera i dešava se u organskim sintetičkim rastvaračima, kao i 

u vodenim sistcmima.

2.1.1. Teorijski aspekti razdvajanja faza u vodenim 
dvofaznim sistemima

Uzrok nekompatibilnosti Icži u nemogućnosti polimemih navoja da prodni 

jedni u druge. Kada se npr. pomešaju dva polimcra, rezultat neće biti homogena 

smcša, nego veći agregati makromolekula sa jakom tendencijom ka razdvajanju 

faza. Gmbo rečeno, postoje četiri teorije o formiranju faznog si.stema, kao i načina 

njegovog inodelovanja sa termođinamičkog stanovišta;

a) Teorija osmotskih virijalnih jednačina, jDroistekla iz radova Edmond-a i 

Ogston-a (Edmond and Ogston, 1968, 1970), a zasnovana na dve teorije - 

McMillan-Mayer-ovoj (McMillan and Мауег, 1945) i Hill-ovoj (Hill, 

1957, 1959), 1 u novije vreme ima svoju primenii (Gaube et al., 1993; 

VVuetal., 1998);

b) 'feorija rešetkc, nastala na osnovu radova velikog oroja istraživačkih 

grupa tridesetih i četrdesetih godina 20. vcka, a osnova je Floiy-Huggins- 

ove tcorije (Flor>, 1941, 1942, Huggins, 1942) i u novije vreme tzv. 

UNIQUAC modela (Kang and Sendler, 1987), našla jc primenu i u 

radovima Hartounian-a et al. (1994a.b), Fumya-e et al.. (1995) i 

Sargantanis-a and Karim-a (1997);



c) Teorija integralne jcdnačine, proistekla iz savremenog i sveobuhvatnog 

pristupa Haynes-a et al. (1993);

d) Dva različita modela, koja se ne mogu svrstati ni u jednu od prethodnih 

grupa, su teorija doprinosa grupa (Grossmćui et al., 1993), koja je svoju 

primenu našla u modelovanju ravnoteže u dvofaznim sistemima 

sastavljenim od polietilen glikola i dekstrana ili polietilcn glikola i fosfata 

(Grossman and Maurer, 1995; Grossman et al., 1995a,b; Tintiger et al., 

1997a,b), i teorija nedostupne zaprcmine (Guan et al., 1993).

Postojanje tolikog broja modela. koji sa svoje strane dobro opisuju 

eskperimentalno dobijene faziic dijagrame, ali ne omogućavaju i valjano 

predviđanjc parametara raspodele, odraz je još uvek relativno slabog poznavanja i 

razumevanja tcčnosti i tečnih smeša (Cabezas, 1996).

2.1.2. Fazni dijagram

Uobičajeni način predstavljanja vodeiiog dvofaznog sistema je fazni 

dijagram. Ovakav sistem je zapravo tercijalni, sastoji se od dva polimera (ili soli i 

polimera) i vode, ali sc zbog jednostavTiosti predstavlja kao dvokomponentni 

(Slika 1). Kriva u faznom dijagramu prcdstavlja tzv. binodalnu krivu, koja 

razdvaja hcterogenu oblast od homogene; drugim rečima, ukoliko sistem sadrži 

polimere (ili polimer i so) u takvoj koncentraciji da je njegov sastav predstavljen 

tačkom iznad binodalne krive, doći će do formiranja dve faze Dobijene faze se 

razlikuju po sastavu: u gomjoj fazi preovladuje polimer 1, a u dmgoj polimer 2 (ili 

so). Sistem prikazan na Slici 1 tačkom P ima gomju fazu čiji je sastav 

predstavljen tačkom Т i donju fazu sastava В. Svi sistemi, čiji se sastavi nalaze na 

tzv. vcznoj liniji Т-В daće faze identičnog saslava, ali će sc njihove zapremine 

razlikovati. Važno je naglasiti da je tzv. zapreminski odnos faza, VtA^b, 

komplcksna flinkcija koncentracije polimcra, ali i dmgih parametara i može se 

proceniti iz faznog dijagrama. On je proporcionalan odnosu duži (Р -В )/(Т -Р) pod 

pretpostavkom da se gustina faza ne razlikuje mnogo od 1 (g/ml).



2.1.3. Parametri koji karakterišu fenomen razdv/ajanja

Pi mcip razdvajanja molekula i vodcnim dvofaznim sistcmima je nejcdnaka 

distribucija supstanci izmcdu dvc fazc. Veličina koja opisujc ovu pojavu je 

koeficijcnt raspodele, К. koji jc dcfinisan kao odnos koncentracija posmatrane 

supstancc u gornoj i donjoj fazi:

К  =
Cu

( ! )

gdc je Ct konccntracija supstance u gornjoj fazi,

Cb konccntracija supstance u donjoj fazi.

Koeficijent raspodclc prcdstavlja veličinu pouzdanu za prenošenje 

razmcra w. manjih u vcćc prilikom projektovanja urcdaja, tzv. "scale up" (Kroner 

ct al., 1978) i, rnada po teoriji ne zavisi od koncentracijc posmatrane supstancc 

(Kula, 1979), najnovija istraživanja su pokazala da to nijc slučaj (Blazquez et al., 

1998).

Koeficijcnt raspodclc sc možc posmatrati kao suma nckoliko, manje ili 

višc, nczavisnih paramctara;

I i iA: -  InAT^^ + ^ (2 )

gdc su Kei, Khtob- Khfii, Kkoiii i Ki,g rcdom kocficijenti raspodclc, koji zavise 

od električnih, hidrofobnih, hidrofilnih, konformacionih i ligandnih efekata između 

sistcma i supstancc. S\akim od članova ovog zbira može se nanipulisati u cilju



povcćanja selektivnosti razdvajanja posmatranc supstancc, U poslcdnje vreme se 

kao veoma atraktivna metoda povećanja koeficijcnta raspodclc preko njegove 

ligandne komponente primenjuje uvodenje afinitttnih liganada. vezanih za jcdan od 

konstituenata dvofaznog sistema (Birkenmcier ct al., 1991, Bhide et al., 1995; 

Garg ct al., 1996, Koppcrschlager and Kirchberger, 1996), a na ovaj način se 

omogućuje i potpuno razdvajanje izocnzima njihovom raspodelom u različite faze 

(Otto and Birkcnnieier, 1993).

Važna veličina u razvijanju procesa u vodenim dvofaznim sistemima na 

industrijskom nivou je prinos jednog ekstrakcionog koraka. U slučaju da se 

proizvod želi dobiti razdvojen od ostalih jedinjcnja koja imaju afinitet prema 

donjoj fazi, od značaja je njegov prinos u gonijoj fazi:

Y,i%) =
100

/

(3)

Yt odredena jc, kako koeficijcntom raspodclc, tako i odnosom zapremina, 

te sc obc ove veličinc moraju uzeti u obzir prilikom planiranja proccsa (Andersson 

and Hahn-Hagerdal, 1990).

2.2. Faktori koji utiču na raspodeiu u vodenim dvofaznim 
sistemima

Da bi se u dvofaznom sistemu posiiglo željeno ili zadovoljavajuće 

razdvajanje i prinos u odabranoj fazi, ncophodno je napraviti pravi izbor polimera 

(ili polimera i soli) od kojih je sistem sastavljen, molekulske mase polimcra. 

konccntracije konstitucnata sistema, vrstc i ko’icentracije soli koje se dodaju u 

sistcm. kao i рН vrcdnosti, zatim dužine vezni i linija, odnosa zapremine faza i 

temperature, prilagodivši ih supstanci koja se že i izdvojiti, a uzimajući u obzir da 

raspodela zavisi i od njenih karakteristika - molekulske mase, naelektrisanja i 

hidrofilnosti/ hidrofobnosti. Proizilazi, dakle, da će raspodela zavisiti od 

mcdusobnog uticaja supstance i dv'ofaznog sistema.



2.2.1. Karakteristike supstance koje utiču na raspodelu

a) Molekulska masa

Andrcasen (1994) jc praćenjem raspodelc dvadeset proteina u dva 

dvofazna sistema pokazalo jc da je njihova molekulska m;isa bila u strogoj 

korclaciji sa odnosom kocficijenata raspodcle.

Iz ovoga sc može zaključiti da je kocficijent raspodele fankcija molekulske 

masc supstancc, kako jc i dcfinisano Bronsted-ovom jcdnačinom:

ХМ
\пК = -------

кТ
(4)

gCiC jc М molckulska masa supstance, 

k Bolcmanova konstanta,

Т apsolutna tcmperatura,

X parametar koji karakteriše fazni sistem i intei akcije supstance.

Bcz obzira što sc К ne može izračunati iz prethodna jednačine, jer se 

\'rcdnosti X u višefaznim sistemima ne znaju, iz nje sc mogu izvesti ncki gcneralni 

z^ključci () uticaju molekulske mase na koeficijent raspodclc. Za velike vrcdnosti 

М samo malc promenc vrcdnosti X imaćc vcliki uticaj na К. Za velike molckule i 

česticc, kao što su ćclije, fagc i DNA koeficijent raspodele se Ivrcćc u rasponu od 

0 .0 0 1 do lOO, za proteinc ugla\mom varira u rasponu O.l i l.O, dok je njcgova 

vrcdnost za male jone oko I (Albertsson. 1986).

h) Maelektrisanje i hidrofohnost/hidrofilnost

Naclektrisanjc supstance nije karaktcristika sama po scbi, već zavisi i od 

uslova koji vladaju u njenom okružcnju. Npr. naelektrisanjc proteina odrcdeno je 

njegovom primamom strukturom (tj. izoelcktričnom tačkom), ali i srcdinom u 

kojoj sc nalazi, te stoga nije nezavisna promcnljiva. Тако jc nemogućc razlučiti do 

koje mere ćc naelektrisanjc, kao karakteristika proteina. uticati na fenomcn 

raspodele, a da u to nc budc uključen i uticaj sastava sistcna Isto važi i za 

hidrofilnost/hidrofobnost proteina, koja jc rclativan pojam, a opšte zaključke je



gotovo ncmoguće izvući, jer se uticaji naelektrisanja, hidiofobnosti i hidrofilnosti 

međusobno prepliću (Eiteman, 1995a).

Ipak, ispitivanje ponašanja dva genetskim inženjeringom modifikovana 

lizozima iz Escherichia coli u dvofaznom sistemu, koja su nosila jednako ukupno 

naelektrisanje, ali različite polarnosti, je ukazalD na njihove različite koeficijente 

raspodele (Fan et al., 1998).

Istražujući uticaj hidrofcbnosti proteina na raspodelu. Hagarova and 

Breirer (1995) su, u sistcmu polietilcn glikol-dekstran, zaključili da njihov afinitet 

prema donjoj, dekstranom bogatoj fazi raste sa f orastom koncentracije dekstrana i 

smanjenjem koncentracije polietilen glikola. Hemijskom modifikacijom primamih 

amino grupa jednog od proteina 2,4,6-trinii robcnzen sulfonskom kiselinom 

povećan je njegov afinitct prenia manje poUmoj polietilenom bogatoj fazi,. 

Takode, genetskim inženjeringom omogućeno u/odenje dva tetrapeptida. različite 

hidrofobnosti, u protein pokazalo je snažan uticaj na njegovu raspodelu u 

dvofaznom sistemu (Hassinen et al., 1994).

U vezi sa ovim je i zapažanje da nativni i denaturisani biomolekuli 

pokazuju različito ponašanje prilikom raspodele u dvofaznim sistemima. ne samo 

usled promene samc konformacije, već i zbog izlaganja prethodno sakrivenih 

liinkcionalnih grupa koje mogu uticati na hidrof Jnost (Albertsson, 1970).

2.2.2. Karakteristike sistema koje utiču na raspodelu

Najvažnijc momente u izbom dvofazncg sistema predstavljaju odgovori 

na pitanja u kom sistemu i pod kojim uslovina se raspodela može izvršiti sa 

željenim ishodom. da li fizičke osobine sislema omogućavaju brzo i lako 

razdvajanje faza i, ako postoji potreba, na koji način se supstanca kasnije može 

izolovati iz jedne od faza, kao i kakva je zakonska regulativa u pogledu primene 

supstanci razdvojenih u odabranorn sistemu.

U literaturi se od polimcra. kako priradnih, tako i sintctičkih, koji se 

koriste u dvofaznim sistemima, uglavnom pominju polietilen glikol i dekstran, kao 

i derivati skroba, a u poslednje vrcme i novi l>opolimer etilen i propilen oksida 

(Planas et al., 1996), polictilen imin (Kvvon et al., 1996), polivinil alkohol



(Persson et al., 1989), derivati celuloze (Johansson et al., 1997), pululan (Nguven 

et al., 1988), maltodekstrini (Szlag and Guiliano, 1988), alginati i kazeinati (Pacek 

et al., 2000), agaroza (Medin and Janson, 1993), prirodnc guine (Sanibbo et al., 

2000), pa i Čak i pektin u kombinaciji sa mlekom (Macaše< et al., 1998). U 

slučaju dvofaznog sistema tipa polimer - so, najčešće se koriste soli poput 

MgSO^, Na^SO^, (NHUj^SO^ i K2HPO4, inada se pominju i Ostemi sa natrijum 

citratom (Uiteman, 1995b; Marcos et al., 1998). Nov dvofazi i sistem sastavljen 

od smeše katjonskih i anjonskih površinski aktivnih materija pi imenili su Tong et 

al. (1997) za razdvajanje jedinjenja porfirina.

Bcz obzira na mnoštvo jedinjenja koja mogu činiti dvofazni vodeni sistem. 

Čini se da su u svetlu već spomenutih pitanja od interesa prilikom izbora sistema, 

odnosno t)olimcra, najpogodniji upravo najčešće spominjani polietilen glikol i 

dekstran.

Polietilen glikol je lineami sintetički polimer (Slika 2), čija se molckulska 

masa kreće u opscgu 200-40()0(). Dctaljno je tcstiran za primtnu u farmaceutske 

svThe i uključcn jc  u farmakopeje većine zemalja. U SAD jc od 1973. godine 

dozvoljcnci njegova upotreba u prehrambenim proizvodima.

H0-CH2-CH2(-0-CH2-CH:)n -О-СИ.-СН^-ОН  

Slika 2. Formula polietilcn glikola

Dekstran jc prirodni polimer, koji proizvodi bakteiija mlečno-kisclog 

vrenja Leuconostoc mesenteroides. Sastavljen je od jedinica jjlukoze, povezanih 

a-l,6-glikozidnim vezama, dok vrsta veze na mestima grananj.i može biti tipa a -  

1,2-, a -1 ,3 -  ili a -1 ,4  (Slika 3).

U odnosu na dekstran. polietilen ghkol ima hidrofobniji karakter 

(Albertsson, 1986).
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Slika 3. Formula dekstrana 

a) Molekulska masa polimera

Koeficijent raspodele neke supstance niože zavisiti od molekulske inase 

polimera. U literaturi je najbolje obraden uiicaj molekulske mase dva. već 

spomenuta kao najčešće korišćena. polimera - pclietilen glikola i dekstrana.

Ukoliko je npr. potrebno povećati v ednost koeficijenta raspodele u 

dvofaznom sistemu sa polietilen glikolom, naj )olji rezultati se mogu očekivati 

smanjcnjem njegove molekulske mase. 0 \a j  zaključak se može smatrati i 

generalnim s obzirom da je potvrden u ekpe rimentima raspodele pululanaze, 

1,4-a-glukan fosforilaze, i leucil-tRNA-sintetrze (Kula. 1979), p-glukozidaze 

(Tjemeld et al., 1985, Nguven et al., 1988; Persson et al., 1989), 

cndo-P-glukanazc (Tjemeld et al., 1985; Nguven et al., 1988), glukoamilaze 

(Havashida et al., 1990), alkalne proteaze (Hotha and Banik, 1997), 

P-galaktolaktaze (Nguyen et al., 1988; Gonžalez et al., 1990), P-amilaze i 

glukoamilazc (Fum ya et al., 1995), pa i kulture ćelija Nicotinia tabacum i 

Lavandula vera (Ilieva ct al., 1995). Isti efekt je smanjenje molekulske mase ovog 

polimera imalo na koeficijent raspodele lipDzoma. bez obzira na njihovo 

naelektrisanje (Moldavski and Kohcn. 1996). Naime, sa smanjenjem molekulske 

mase polietilcn glikola raste njegov hidrofilni karakter, pa se može očckivati veća
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tendcncija jedinjcnja poput protcina i ćelija hidrofilne površine ka fazi koja, zbog 

dovoljne kohčine rastvarača (vode), može da omogući dobru solubilizaciju (Kim, 

1986). Međutim. prilikom planiranja dvofaznih sistema za kiiltivaciju trcba biti 

oprezan sa granicom do koje se može smanjiti molckulska masa ovog polimera, jer 

sc pokazalo da pritom možc doći do smanjenja, pa i snažne inhibicije ćelijskog 

rasla (Umakoshi et al., 1996).

Istraživanja raspodclc proteina. koja su izvcli Albcrt;;son et al. (1987), 

pokazala :>u da polimeri donje faze visokih molckulskih masa favorizuju njihovu 

preraspodclu u gomju fazu, što je u sistemima sa dckstranom kao polimerom 

donje fazc i potvrđeno na konkretnim primerima višc cnzi na: p-glukozidaze 

(Tjerneld et al., 1985; Persson et al., 1989), cndo-p-glukana;:e (Tjerncld ct al., 

1985), celulazc (Persson et al., 1991), izoleucil-tRNA sintetaze i a-glukozidaze 

(Kula, 1979), p-amilaze (Furuva et al., 1995). Izuzetak jc ^lukoamilaza jer je 

kocficijent raspodclc ovog enzima opadao sa povećanjem molckulskc mase 

dckstrana (Hayashida et al., 1990).

Proizilazi, daklc, da se generalni zaključak, kao u slučaiu polictilcn glikola 

ne može izvcsti, ali ono, što se kao opšte može reći, je da molekulska masa 

dckstrana inia značajniji uticaj na raspodclu u oblasti njcnih ni?ih vrednosti (Kula, 

1979; Havashida et al., 1990). Ovo se može smatrati povoljnon okolnošću ako se 

u ckspcrimentima raspodele koriste dekstrani molekulskih mas.i jcdnakih ili većih 

od lO'’, kao što je to slučaj kod većine enzima, jer sc takav skup frakcionisan 

dekstran. uske raspodcle molckulskih masa, možc se zameni i znatno jeftinijim 

sirovim dckstranom (Kula, 1979; Tjcmcld ct al., 1985; Vcnancio et al., 1996). 

Visoka vrcdnost viskoziteta rastvora sirovog dekstrana može prerasti u prednost 

zbog bržeg razdvajanja faza. a konccntracijc pri kojima sircvi dekstran stvara 

dvofazni sistem su niže od onih za frakciomsane dekstrane (Tjtmeld et al., 1985). 

Što se tiče uticaja molekulskih masa dekstrana na raspodelu kulture ćelija, za 

Nicotuua labacum i Lavandula vera je nađeno da njeno sinanjenje povećava 

afmitct ćeliia prcma gomjoj fazi (Ilieva et al., 1995).
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h) Koncentracija konstituenata fazncg sistema, duzina veznih linija i 
zapreminski odnos

Snianjcnjem koncentracije polietilcn glikola i dckstrana. bilo je moguće 

povcćati kocficijent raspodele za a-glukozidazu (Kroner and Kula, 1978) i 

glukoamilazu (Havashida et al., 1990), mada jc efekt smanjenja konccntracije 

dckstrana na raspodelu manji od onog koji nastaje smanjenjcm koncentracije 

polietilen glikola (Kroner and Kula, 1978; Kula, 1979; Hayashida et al., 1990). 

Sličan cfekt na raspodclu ćelija biljnog tkiva imalo je smanjenje koncentracije 

polictilen glikola, ali je uticaj koncentracije dekstrana bio obmut (Ilieva et al.,

1995) . Iz ovoga se može zaključiti da je poželjro da koncentracija polimera bude 

što jc moguće niža, a da pritom ipak omogući sb'aranje dvofaznog sistema. Ovo je 

bitno i zbog ckonomskih razloga Mcđutim, pii izbonj optimalne konccntracija 

polimcra, koja nije samo funkcija kocficijenta ra.‘;podele, nego i prinosa u jednoj od 

faza, mora sc voditi računa i o zaprcminskom odnosu kao zavisno promenljivoj 

veličini (Andersson and Hahn-Hagerdal, 1990).

U tcsnoj povezanosti sa koncentracijom konstituenata faznog sistema je i 

dužina veznih linija (Slika 1), te su sličiii njihovi uticaji na raspodelu. Тако se 

može reći da povcćanje dužinc veznih linija vodi smanjenju koeficijenta raspodele 

višc cnzima (Cole, 1993; Ришуа et al., 1995,1996; Hotha and Banik. 1997), a 

takode inhibira rast bakterijskih ćclija u dvofiznom sistcmu (Umakoshi et al.,

1996) . Ovo se objašnjava činjenicom da povećanjem dužinc ovih linija raste i 

medupovršinski napon (Albcrtsson, 1986) i hidrofobnost (Umakoshi et al., 1996).

Dvofazni sistemi, čiji se sastavi nalaze na istoj veznoj liniji imaju faze 

jcdnakog sastava, ali različitih zaprcmina. IspitiAanje uticaja zapreminskog odnosa 

duž istih veznih linija je pokazalo da ova ^eličina iina negativan uticaj na 

koeficijent raspodelc (Hotha and Banik. 1997). Osim koeficijenta raspodele i 

prinosa enzima, zapreminski odnos menja i stcpt n prcčišćenosti enzima. a veličina 

ovih promena je u ftinkciji dužine veznih linija i prisustva soli u sistemu (Marcos 

eta l., 1998).
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с) Vrsta i koncentracija jona i рН  vodenog dvofaznofi sistema

ULvrdeno jc  da u mnogim faznim sistemima jonski sastiv ima veliki uticaj 

na raspodelu supstanci (Andersson ct al., 1985; Andreasen, 1994, Kroner and 

Kula, 1978, Umakoshi ct al., 1996), a u novije vrcme postoje 3okušaji da se on i 

prcdvidi kroz opšti model sistcm za svc clektrolitc (Pffenig i;t al., 1998). Ovaj 

uticaj obicno sc pripisujc stvaranju elektrostatičkog potcncijala u prisustni soli, 

usled različitih koeficijcnata raspodele jona suprotnog naclcktrisanja (Albcrtsson, 

1986), ali 1 delovanju jona na intcrmolekulske sile izmedu suostance i molckula 

polimera (Abbott ct al., 1990). Ustanovljcno je da soli ut ču na ravnotcžnu 

koncentraciju polimcra u fazama, i da, prisutni u dovoljoj koiicentraciji, mcnjaju 

nagib vczmh linija (Zaslavskv et al., 1988), što je potvrdcno i korišćenjcm novih 

mctoda kolonske hromatografije (Planas et al., 1997), a tal:odc i da mcnjaju 

zapreminski odnos faza (Kvvon et al., 1996). Uglavnom je odnos izmcđu različitih 

jona taj, koji utiče na raspodelu, mada od znaČaja možc biti i koncentracija nekc 

od soli (.\lbersson, 1986). Pri tomc će uticaj pojedinih soli na raspodelu proteina 

zavisiti 1 od naclektrisanja proteina u datom sistemu, odredcoog рН vrcdnošću 

sistcma, odnosno izoelektričnom tačkom proteina. Gcneralnc' se možc reći da 

SLilfati i fosfati povećavaju, a hloridi i nitrati smanjuju kceficijcnt raspodclc 

protcina koji nose ncgativno naclcktrisanjc, dok je za poziiivmo naelektrisane 

protcinc situacije obrnuta (Albcrtsson, 1986). U blizini izoclcktrične tačke 

proteina cfckt jona je minimalan (Albcrtsson, 1970).

Soli koje sc u literaturi o dvofaznim sistemima najčešćc ispituju su sulfati 

i hloridi (Albertsson, 1986; Kuboi et al., 1995; Umakoshi ct al., 1996; Gunduz 

and Korkmaz, 2000), dok sc uticaj fosfata često opisuje kao dramatičan (Pfcnig et 

al., 1998) Као što jc  poznato, disocijacija polivalentnih anjon.i zavisi od рН, što 

za sobom kao posledicu ima i različitc koeficijcntc raspodclc na različitim рН 

NTcdnostima. Ovo jc  posebno izražcno u slučaju fosfata, čiji monovalcntni jon ima 

kocficijent raspodele 0 .96 , dok jc К dvovalentnog jona 0 .74  i sistemu polictilen 

glikol - dckstran (Johansson, 1970). Stoga sc na рН vrcdnostima iznad 7.0 stvara 

vcliki medufazni potcncijal - donja faza postajc negativno n.ielcktrisana, pa sc 

protcini čija jc izoclcktrična tačka ispod рН 7.0, vcćim debm raspodeljuju u 

gornjoj fiizi Povećani koeficijenti raspodele su sa povcćaitjem koncentracijc 

fosfata dobijcni za cnzime (Andcrsson et al., 1985; Hustedt ci al., 1978; Kroner

13



and Kula, 1978), ncgativno naelektrisane lipozone (Moldavski and Cohcn, 1996) i 

visoko vredne rckombinantnc proteine (Umakoshi et al., 1996).

U vezi sa ovim je i uticaj рН na r.ispodclu supstanci u dvofaznim 

sistcmima. Na primcrima nckoliko enzima pokazano jc da povcćanje рН u 

prisustvu fosfatnog pufera izaziva značajan porast koeficijenta raspodele u 

polimemim dvofaznim sistcmima (Hustcdt ct al., 1978; Kula. 1979), dok isto nijc 

imalo uticaja u prisustvu TRIS pufera (Hustedt ct al., 1978). Međutim, 

ncstabilnost vcćine enzima na povišenim рН vrcdnostima čini da ovaj način 

povcćanja efikasnosti raspodcle ima svojih ograničcnja Zavisnost koeficijenta 

raspodele od рН pruža mogućnost razdvajanj.i proteina iz prirodnih izvora u 

kojima su oni prisutni u obliku kompleksnih smeša, npr proteina bclanceta 

primenom protivstrujne ekstrakcije u dvofaznom sistemu (Shibusa\va et al., 1998).

Efekt рН na raspodclu ćelija u dvofaznim sistcmima, zasnovan na 

različitim karakteristikama njihovih površina i intenzitetu intcrakcija sa 

komponcntama sistcma, jc primenjen na ra^dvajanje ćelija različitih sojeva 

Chlorella (Burczyk and Нугс, 1992), kao i patogenih bakterija izolovanih iz hrane 

(Pcdcrsen et al., 1998).

2.3. Primena vodenih dvofaznih sistema

Vodcni dvofazni sistemi su kao efikasi a i modema separaciona tehnika 

našli široku primenu ne samo u fundamentalnoi i primenjenoj biohemiji, već i u 

rnnogim drugim granama nauke. Generalno, vod^ni dvofazni sistemi se prijncnjuju 

u analitičkc svrhe, za razdvajanje proteina, celova ćclija i celih ćelija i kao 

pogodna srcdina za odvijanje procesa cnzimske i mikrobiološkc konverzije.

2.3.1. Analitička primena

Raspodela u vodenim d\ ofaznim sistemima primenjena za analitičke svrhe 

sc može smatrati tchnikom komplcmcntamom tehnikama centrifligiranja i 

elektroforeze. Mattiasson and Ling (1980) su u '̂eli tzv. PALA (Partition Affmity 

L.igand Assav) analitičku tehniku za razdvajanjt komponenata u analizi. U novije 

vremc vodeni dvofazni sistemi se koriste za uHanjanje inhibitora iz uzoraka za 

analizu PCR (Polymerase Chain Reaction) tehnikom (Lantz ct al., 1997). U
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literaturi jc takode opisana metoda ekstrakcije hema i tri porfirinska rcagcnsa od 

analitičkog intcrcsa u vodcnom dvofaznom sistemu. sastavljenom od smeše 

katjonskih i anjonskih površinski aktivnih matcrija (Tong ct al., 1997).

2.3.2. Primena u razdvajanju proteina, delova ćelija i samih 
ćelija

Ekstrakcija i prcčišćavanje intracelularnih proteira mikrobiološkog 

porckla zasnovani na raspodeli u vodenim dvofaznim sistenima se u praksi 

pokazalo kao moćna tehnika koja daje visoke prinose i pruža mogućnost izvodenja 

sa vclikim kapacitetom, uz relativno lako i precizno prenošenje parametara koji ga 

karakterišu u veće razmere (Kroner and Kula. 1978; Kroner et al., 1978; Hustedt 

et al., 1978; Hustcdt ct al., 1988). Na ovaj način je izvršena scparacija i 

prečišćavanje nmogobrojnih intracclularnih cnzima (Kroner and Kula, 1978; 

Kroner et al., 1978; Hustedt et al., 1978, Hustcdt ct al.. 1988, Gonzalcz ct al., 

1990; Veruuicio et al., 1996; Marcos ct al., 1998; Rito-Palon ares and Lvddiatt, 

1996). Nužna pretpostavka za ostvarcnjc ovog je odabir takvog dvofaznog sistema 

koji će omogućiti razdvajanje ostataka ćclija od proteina njihcvom raspodelom u 

suprotnc fazc. S obzirom na svoju veličinu, ćelije i njihovi os:aci se raspodclc u 

jcdnoj od faza, obično u donjoj, tc jc za visok prinos enzima potrebno postići 

dobar komjnomis izmcdu koeficijenta raspodele i zaprcminskcg odnosa faza. Pri 

ovome treba voditi računa o uticaju ćelija i njihovih ostat.dca na koeficijent 

raspodclc i na promcnu uslova formiranja dvofaznog sistcma (Gonzalez ct al., 

1990, Rito-Palomarcs and Lvddiatt. 1996; Rito-Palomares and Cucto, 2000).

U slučajevima kada je potrcbno postići selektivTiije ra^dvajanje protcina. 

npr. za njihovu primenu u kliničkim i dijagno.stičkiin ispitivanjima ili za primcnu u 

prchrambcnoj industriji, koristi se metoda tzv. afinitetne raspodele (Bhide et al., 

199.S, Otto and Birkemneier, 1993, Koppcrschlager and Kirchbcrgcr, 1996; 

Ekblad ct al., 2000 ; Estela Da Silva and Tci.xcira Franco, 2000  •.

Osim za prečišćavanjc intracclulamih enzima. vodeni -ivofazni sistcmi sc 

koristc i za razdvajanjc i prcčišćavanje proteina iz prirodnih komplcksnih smeša 

(Cole, 1993; Shibusavva ct al., 1998; Isgrove et al., 1998), kno i za razdvajanjc 

rckombinantnih fuzionih pcptida tokom fundamcntalnih mcdit inskih istraživanja 

(Pulliam ct al., 1997).
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Princip razdvajanja ćelija ili delova :clija zasnovan je na različitim 

fizičko-hemijskim osobinama njihove površine i interakcijama sa polimcrima iz 

sistema, a pokazao sc kao veoma koristan u dučajcvima kada konvencionalre 

tehnike razdvajanja ne pokazuju dovoljnu seleftivnost ili kada je potrebno brzo 

izvršiti separaciju. Тако su vodeni dvofa.zni sistemi našli primenu u 

fundamentalnim istraživanjima, npr. plazma m^mbrana cijanobakterija (Norling 

et al., 1997), kulture ćelija sisara (Morre and Morre, 2000), zatim za 

identifikaciju, nakon raspodele, sličnih vrsta algi, koje je teško razlikovati s 

obzirom na nedostatak morfoloških markera na njihovoj površini (Burczvk and 

Нугс, 1992) 1 kao praktična metoda izdvajanja i razdvajanja patogenih bakterija iz 

hrane (Pcdcrscn et al., 1998).

2.3.3. Biološke konverzije u voderiim dvofaznim sistemima

Vodcni dvofazni sistemi su sc pokazali kao pogodan medijum za procesc 

enzimskih i mikrobioloških konverzija, koji >e u literaturi čcsto nazivaju i 

ekstraktivnim biokonverzijama. P n i zadatak u postavljanju ovakve konverzije je 

razdvojiti proizvod od biokatalizatora njihovom raspodelom u različite faze 

sistema. Uprkos postojanju mnogobrojnih. v tć navedenih, teorijskih modela. 

praktičan model za predviđanje raspodele bioka alizatora i proizvoda zapravo još 

uvek ne postoji. Nadalje, stvari se komplikuju činjenicom da se raspodcla 

biokatalizatora, proizvoda, pa i samih konstiluenata dvofaznog sistema može 

menjati u toku procesa biokonverzijc, s obzirom da biomasa i metaboliti menjaju 

sastav faza (Planas et al., 1997).

Prednosti ekstraktivnih biokonverzija su u mogućnostima povećanja 

prinosa i produktivnosti u odnosu na konvencionalne ekstrakcije (Zijlstra et al., 

1998) i lakog projektovanja u industrijskim rćizmerama (Andcrsson and Hahn- 

Hagerdal, 1990) Povećanje prinosa je moguće postići smanjenjem inliibicije 

proizvodom usled njegovog uklanjanja nepo>redno po nastanku (Kim and 

Weigand, 1992) ili sprečavanjem njegovog raspadanja, skraćivanjem vremena 

boravka u blizini biokatalizatora (Kaul and Matiiasson, 1986). Može se reći da su 

ovakve telmike neophodne u slučajevinia stvaranja veoma toksičnih ili nestabilnih 

proizvoda (Kasche and Galunsk\, 1995). Halje, ekstraktivne biokonverzije 

pružaju mogućnost kontinualnog izvođenja opt racije uz zadržavanje i ponovnu 

upotrebu biokatalizatora. čime se takodt značajno povećava ukupna 

produktivnost. Integracijorn delova procesa u kom se izvodi biokonverzija i
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izdvajanje i prečišćavanje proizvoda smanjuje se broj koraka u operacijama 

njegovog dobijanja (Zijlstra ct al., 1998).

S obzirom da jc  odabrani vodcni dvofazni sistem sa odgovarajućom 

raspodclom biokatalizatora prak'tično idcalan i takav samo na počctku proccsa. 

vclike su šanse da se ne dobije očekivana raspodela proizvoda. Ovo sc u slučaju 

nepovoljnog razvoja dogadaja rnože prevazići dodatkorn speciličnih ekstraktanata 

u sistem, kakvi su npr. afinitetni ligandi povczani sa polimerima (Koppcrschlager 

and Birkenmcier, 1990) ili modifikacijom proizvoda u smislu koji ćc poboljšati 

njcgovu rtLSpodclu (Carlsson ct al., 1996).

a) Enzifnske hiokonverzije

Već jc rečeno da je osnovni uslov za efikasnu biokoiiverziju u vodenim 

dvofazniin sistcmima potpuna separacija biokatalizatora, u ovoin slučaju cnzima, i 

proizvoda u različite fazc. Na taj način enzim se može zadržati i ponovo koristiti 

rccikliranjem fize u kojoj se nalazi. Medutim. raspodcla em.ima, kao i većine 

makromolckula, nije jcdnostrana, pa tokom kontinualnih procesa može doći do 

njihovog ispiranja iz rcaktora. Ovaj nedostatak se može otkloniti korišćcnjcm 

imobilizo^'anih cnzima (Kasche and Galunskv, 1995; Hemcndcz-Justiz et al., 

1998) ili cnzima kovalcntno vezanih za polictilen glikol (Mukatrka et al., 1992) ili 

dekstran (Kitano ct al., 1996).

Generalno, polimeri inogu uticati na proteinc na dva načina - direktno, 

daklc, interakcijoin između polimcra i proteina. i indircktno preko intcrakcije 

izmedu polimera i vodc. Sa svoje stranc, voda utiČe na aKtivnost enzima na 

konfomiacionom, reakcionom i difuzionom novou (Andc'sson and Hahn- 

Hagerdal, 1^^90). Pokazalo sc da polimeri dvofaznih sistema lu utiču značajno na 

specifičnc aktivnosti cnzima, dok cfckti na enzinisku stabilnos variraju od blago 

pozitivnih do isto tako ncznatno negativTiih (Zijlstra et al., 1998).

Tij)ični proizvodi cnzimske biokonvcrzijc u vodenim d\ ofaznim sistemima 

su šećeri, dobijeni hidrolizom prirodnih supstrata kao što su skrob (Larsson and 

.Mattiasson, 1988; Havashida ct al., 1990; Liakopoulou-Kvrirkides ct al., 1996, 

Karakatsanis et al., 1997), celuloza (Tjcmeld et al., 1985) i laktoza (Nguven et 

al., 1988), lako degradabilni proizvodi, poput antibiotika (Kasche and Galunskv, 

1995; Hernandcz-Justiz ct al., 1998) i njihovih prekursora (Andersson ct al..

17



1984) i steroidni hoiTiioni (Kaul and Mattiassoiu 1986). Vodeni dvofazni sistemi 

su se pokazali i kao pogodan medijum za organske sintcze katalizovanc enzimima 

(Kitano et al., 1996).

h) Mikrohiološke hiokonverzije

Pored već spomenutog momenta, koji važi za enzimske biokonverzijc 

(separacija biokatalizatora od proizvoda njihov^m raspodelom u suprotne faze), 

sledeći neophodan uslov koji mora biti zadovoljon da bi mikrobiološka konverzija 

u dvofaznom sistcmu, ili kako se u literaturi često naziva ekstraktivna kultivacija, 

imala smisla jc  stvaranje takvih uslova, koji će omogućiti rast ćelija i proizvodnju 

enzima, po aktivnosti i stabilnosti sličnih onina u homogenom mcdijumu. O 

karakteristikama enzima u dvofaznom sistemu je već bilo reči, te sledi kratak osvrt 

iia uticaj faznog sistema na rast ćelija.

Kultivacija ćelija je ostvarcna u dvofaznim sistemima sastavljenim od 

neutralnih polimera, polimera sa jonskim grupama i polimera i soli. Pokazalo se 

da vodeni dvofazni sistemi mogu menjati površinu ćelije kroz direktnu interakciju 

izmcdu polimera i ćelijske membrane (zida). Гако se zna da polietilen glikol 

narušava strukturu mcmbranc, što za posledicu iina njenu povcćanu permeabilnost 

prema jonima; on takođe smanjuje, inada u mini nalnom iznosu, aktivitct vode, što 

može uticati na kinetiku i encrgetski bilan> bakterijskog rasta usled tzv. 

fiziološkog stresa ćelije; uticaj polietilen glikola na polamost rastvora očituje se u 

smanjcnju ove osobine. Prcnos kiseonika je u vodenim dvofaznim sistemiina 

veličina uslovljcna prisustvom polimera i to kroz promene u površinskom naponu i 

viskozitetu. Kakav će zbimi uticaj svih ovih efekata na ćcliju, sa svojim 

individualnim karakteristikama, biti, gotovo jc nemoguće predvideti (Andersson 

and Hahn-Hagerdal, 1990). Bakterijski i fungalni rast pri umereinm 

koncentracijama ncutralnih polimera jedva da je različit od onog u medijumu bez 

polimera, do trenutka kada transport kiseonika postane ograničavajući faktor zbog 

povećanog viskoziteta medijuma (Zijlstra et al. 1998). Takode je primećeno da 

može doći do inhibiranja bakterijskog rasta sa oovećanjem dužine vcznih linija i 

zapreminskog odnosa faza, kao i u prisustvu pclietilen glikola niskih molekulskih 

masa u medijumu za kultivaciju (Kuboi et al., И 95; Umakoshi et al., 1996).



r
Poiimeri sa jonskim grupama u sistcmu za ekstraktivnu kultivaciju 

bakterija mlećno-kiselog vrenja otvorili su mogućnost poboljšanja raspodclc 

proizvoda, a inhibitomi cfckt ovakvih polimcra bio je prcvaziđcn prethodnom 

adaptacijom ćelija (Kvvon et al., 1996).

Proizvodi mikrobioloških konverzija u vodcnim dvofaznim sistemima su 

jedinjcnja malih molckulski masa, kao npr. aceton, butanol i etanol (Kim and 

\Veigand, 1992), mlcćna kiselina (Planas ct al., 1996,1997; Kvvon et al., 1996; 

Min ct al., 1998) i vodonik (Taguchi ct al., 1996), ali i jedinjenja vclikih 

molckulskih masa, kakvi su enzimi (Andersson et al., 1985; Nguven et al., 1988; 

Persson et al., 1989 ,1991; Chen and Lcc, 1995; Hotha and Ban k, 1997).

Ziinimljiv pristup izolovanju i prećišćavanju intracululamih enzima i 

visoko vrednih rekombinantnih protcina predstavili su Kub )i et al. (1995) i 

Umakoshi ct al (1996) tzv. integrisanjcm proccsa kultivacije. razbijanja ćelija i 

ckstrakcijc proizvoda u dvofaznom medijumu.

Treba reći da je izvedena kultivacija i ćelija biljnih kiiltura u dvofaznom 

mcdijumu uz proizvodnju cnzima (Ilieva et al., 1995,1996), koja sc u širem 

kontckstu možc smatrati ekstraktivnom biokonverzijom.

2.3.4. Ostale primene

Vodeni dvofazni sistemi mogu biti vcoma korisni i u farmaccutskoj 

mdustriji sa tchnološke taćkc glcdišta; naime, pomoću nji i sc iz preparata 

hpozoma, uz dobro odabrane uslovc, možc ukloniti višak akli^ nc supstance, koja 

nije ušla u sastav lipozoma (Moldavski and Cohen, 1996).

Vodcni dvofazni sistcmi novog sastava su našli primcnu i u toksikologiji: 

dodatkom pcktina u mlcko mogućc je fonnirati interesantan dvofazni sistem, koji 

omogućava da se iz mlcka, pod ncdenaturišućim uslovima, izdvoje teški mctali 

(Macašck ct al., 1998).
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2.3.5. Način izvođenja operacija u vodenim dvofaznim 
sistemima

Mogućnosti izvođcnja procesa raspodele u vodenom dvofaznom sistemu 

sii vcoma široke i krcću se u granicama od jodnostavnog šaržnog do potpuno 

kontinualnog, sa recirkulacijom biokatalizatora i polimera

Preglcdom literaturc stiČe se utisak da ;:e operacije u ovakvim sistemima 

riajčešćc izvode kao šaržnc (Chen and Lce, 1995 Kwon et al., 1996 ; Liakopoulou- 

Kvriakides ct a l , 1996), pri čemu je predno;t ovakvog izvodenja u njegovoj 

jcdnostavnosti. Naime, kada se na laboratorijskcm nivou odabere fazni sistem koji 

omogućava željenu raspodelu supstanci i odgovarajuću stabilnost i ak1 :ivnost 

biokatalizatora, proces je lako preneti u veće razmere za npr. konvencionalne 

leaktore sa mešanjem. Proizvod sc dobija jednosiavnim odvajanjcm faze u kojoj se 

iialazi nakon njcnc separacije stajanjem ili centrifugiranjem (Kula, I979; 

Albertsson, 1970; Hustcdt et al., 19S8, SoLno-Castillo and Rito-Palomares, 

2000). Nedostaci ovakvog naČina vodenja proccsa se očituju u niskim pnnosima 

prilikom dobijanja proizvoda malih molekulsdh rnasa ili proizvoda koji se 

raMiorncmo raspodeljuju izmedu faza, kao i u slučaju dobijanja nedovoljno 

stabilnih proizvoda s obzirom da proizvod ostaje u rcakcionoj smeši onoliko koliko 

traje šaržrii proces. I konačno, a što je naročito važno za procese mikrobioloških 

degradacija, ukupna produktivnost procesaje znatno manja od one koja se postiže 

u kontinualnim procesirna (Zijlstia et al., 1998).

Kontinualni procesi sa recirkulacijom biokatalizatora i polimcra (Taguchi 

et al., 1996; Havashida et al., I990) mogu kompcnzovati većinu navcdenih 

ricdostataka, ali su zato znatno kornplikovaniji z\ izvodcnje i zahtevniji po pitanju 

opremc. Prednosti recirkulacije biokatalizatora u ovakvim procesirna su 

ekonomske, zbog njegovog ponovnog korišćenja, povećanja cfikasnosti izražene 

kroz prinos po jcdinici biokatalizatora i dobijanjj faze koja sadrži samo proizvod. 

U slučaju niikrobioloških konvcrzija recirkul.icija biokatalizatora omogućava 

visoku koncentraciju ćelija, uštedu u supstratu manje otpadnih rnatcrija. Treba, 

rnedutim. imati u vidu kako recirkulacija utiče na aktivnost i stabilnost 

biokatalizatora, uzimajući u obzir i same troškove njenog izvodenja (Andersson 

and Hahn-Hagcrdal, 1990). Recirkulacija poliniera u kontinualnom sistemu ima 

minimalan uticaj na stabilnost i produktivnost p ocesa ukoliko je broj ponavljanja 

ciklusa ograničcn na pet (Rito-Palomares and L>ddiatt, 1996).
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Izbor, stoga, često pada na ponovljcne ekstraktivnc ‘ aržne proccse kao 

optimalan izbor, u kojima se faza koja sadrži proizvod s 'тетепа na vreme 

zamenjuje novom (Andersson et al., 1985; Tjenield et al., 1985; Persson et al., 

1991; Planas et al., 1996, 1997; Kuboi et al., 1995; Umakoshi i;t al., 1996).

2.4. Fungalne pektinaze

Pektinaze su cnzimi koji razgraduju pektinske inaterije različitim 

mehanizmima Njih proizvode, kako plesni, tako i bakterije i kvasci (Fogartv and 

Ке11у, 198.3), ali su upravo fungalne pektinaze tc koje imaju aajvcću primenu u 

industriji. Ovi enzimi su značajni i kao sastavni deo kornpleksa enzinia koji 

razgraduju ćelijski zid biljaka tokoin procesa biljne patogeneze.

2.4.1. Klasifikacija enzima koji razgrađuju peklinske materije

Enzimi koji razgraduju pektinskc niaterije se dele u tri grupe i to 

deesteriftkacione, depolimcrizacione i protopektinazc. Unutar grupe 

depolimenzacionih pektinaza kriterijum za dalju podelu pred>tavlja supstrat na 

koji deluju sa najvećiin afinitetom, mehanizam delovanjt, koji inože biti 

hidrolitiČki ili transeliminativan, i mesto veze u molekulu pektmske supstance, na 

koju enzim deluje, te tako postoji cndo odnosno egzo tip enzin a. U Tabeli 1 data 

je klasifikaoija ovih enzima.

2.4.2. Sinteza i sekrecija fungalnih pektinaza

Regulatomi mehanizrni, koji upravljaju sintezom i se<recijom fungalnih 

pektinaza još uvek nisu u potpunosti razjašnjeni, dok jc  karakte isanje ovih enzima 

kao konst>tuti\nih, delimično induktivnih ili induktivnih otežano zbog preplitanja 

efekata indukcije i kataboličke represije, kao i u sli.čajevima mnogih 

mikrobioloških enzima (Priest. 1983). Stvari se nadalje kompliJmju usled još uvek 

nedovoljno definisane strukture pektina. kao i zbog uticaja različitih tehnika 

kultivacije na regulatorne fenomene sinteze i sekrecije pektinrza, mada ne treba 

zaboraviti i uticaj specifičnosti svake fungalne vrste.

Ipak, možc se reći da mehanizmi regulacije sintezc ovil enzimo kod plesni 

uključuju indukciju polimemim pektinskim materijama i podlozi, kao i 

monomerima od kojih su sastavljene (Keen and Horton, 1966; Aguilar and
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Hutron, 1987; Polizeli ct al., 1991; Pardo i ‘ аг., 1991; Fraissinet-Tachet and 

Fevre, 1996; Guevara et al., 1997; Kapat et (.1., 1998; Levin and Forchiassin. 

1998; Yakoby et al., 2000), ali i rcgulaciju inehanizmima kataboličkc rcpresije 

(Keen and Horton. 1966; Aguilar and Huitron, 1987; Polizeli et al., 1991, 

Fraissinet-Tachet and Fevre, 1996, Guevara et al., 1997; Taragano et al., 1997; 

Levin and Forchiassin, 1998). Rcpresija sintezt peklinaza proizvodom takode je 

jedan od mchanizama regulacijc (Aguilar and Hiiitron, 1986; Solis et al., 1990), a 

da li će krajnji proizvod razgradnje pektina delovati kao inducer ili represor zavisi 

od njegove koncentracije i vremena dodavanja j medijum (Aguilar and Huitron, 

1987).

Ispitivanja regulatornih mchanizama sinteze i sekrecije pektinaza kod 

liingi na molckulamom nivou uka::ala su na mogućnost da se katabolička represija 

reguliše na nivou translacijc (Shinmyo et al., I9 ''8 , Maldonado et al., 1989), te da 

sc možc poništiti dodatkon cAM P-a u mcdijum (Angelova et al., 1987; Baracat- 

Pereira et al., 1999), a da je indukcija rcgulisana na nivou transkripcije 

(Maldonado et al., 1989,1994, Whitehcad et al. 1995), pri čemu se smatra d aje  

indukcija različitih tipova pektinaza nezavisno kontrolisana (Fonseca and Said, 

1995).

Maksimalne aktivnosti pektinaza pos ižu se kultivacijama plesni na 

kompleksnim pektinskim polimerima, što sc objašnjava ne samo maksimalnom 

indukcijom, već i ncdostatkom kataboličke rcpesije (Aguilar and Hutron, 1990; 

Шои et al., 1991; Jain et al., 1990; Kollar, 1998i.

Dosad navcdene konstatacije su se odnosile na regulaciju sintcze 

pektinaza pri submcrznim uslovima, a najnovija istraživanja su pokazala da 

tchnika kultivacije itekako ima uticaja na ove mehanizme (Acuna-Argullcs et al., 

1995). Naime, prilikom kultivacija fungi na čvistim podlogama proizvodnja ovih 

enzimajc manje osetljiva na kataboličku represiju i represiju krajnjim proizvodom 

(Solis-Percyra et al., 1993, 1996).

U literaturi takode postoje podaci o koiistitutivnoj prirodi pcktinaza koje 

proizvodc neke plcsni (Tuttobello and Mill, 1‘>61; Aguilar and Huitron, 1990, 

Riou et al., 1991; Joluiston and Williamsn, 1992a,b, Carv’ ct al., 1995; Fraissinet- 

Tachet and Fevre, 1996; Kapat et al., 1998; Kollar, 1998), koje, produkovane u 

niskim tzv. bazalnim aktiviiostima, služe kao aktivatori sintcze ostalih induktivnih 

pcktinaza (Leone and Van Den Heuvcl, 1987).
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Tabcla 1. Klasifikacija pektinaza po Sakai-u et al. (1993)

Pektiiiesteraza (PE)
(Pektin metilhidrolaza, EC 3 . 1 . 1 . 1 1 ). Katalizuje deesterifikaciju metoksil 
grupa pektina, pri Čemu sc dobija pektinska kisclina.

Depolimerizacioni enzimi
Enzirni koji hidrolizuju glikozidne veze:

Polimetigalakturonaza (PMG)
Endo-PMG, katalizuje nasumično cepanje a-l,4-glil:ozidnih veza u, 
pr\'cnstveno visoko cstcrifikovanom, pcktinu
Egzo-PM G, katalizuje sekvencionalno cepanje a -l ,^  -glikozidnih veza 
sa ncrcdukujućeg kraja pcktinskog lanca.

Poligalakturonaza (PG)
Endo-PG (EC 3 .2 .1 .15 , poli( 1,4-a-D-galakturonid) glukan-hidrolaza), 

katalizujc nasumičnu hidrolizu a-l,4-glikozidnih ve;.a u 
poligalakturonskoj kiselini
Egzo-PG (EC 3 .2 .1 .67 , poli(l,4-a-D-galakturonid)galakturono- 

hidrolaza), katalizujc hidrolizu a-l,4-glikozidnih ve;:a u 
poligalakturonskoj kiselini po sekvencionalnom mchmizmu.

Enziini koji ccpaju a-l,4-glikozidnc vczc transcliminacijom sa 
nercdukujućcg kraja, pri čcmu sc dobija galakturonid sa ntzasićcnom vczom 
izmcdju ('4 i C 5.

Polimctilgalakturonat liaza (PMGL)
Endo-PMGL (EC 4 .2 .2 .10 , poli(metoksigalakturonid)liaza), katalizuje 

nasLimično ccpanje a-l,4-glikozidnih veza u pcktinu.
F.gzo-PMGL, katalizuje postepenu razgradnju pcktiiia 
transcliminativnim mehanizmom 

Poligalakturonat lia2La (PGL)
Endo-PGL (EC 4 2 .2 .2 , poli(l,4-a-D-galaktuionid)liaza, katalizujc 

nasumično ccpanjc a-l,4-glikozidnih veza u pektins coj kiselini 
transeliminacijom.

Egzo-PGL (EC 4 .2 .2 .9 , poli(l,4-a-D-galakturonid)tgzoliaza), 

katalizujc sekvencionalno cepanje a-l,4-glikozidnih veza u pektinskoj 
kisclini transeliminacijom.

Protopektiiiaza

Enzim koji oslobadja visokopolimerizovani rastvorljivi pcktin iz 
protopcktina.
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Mchanizam po kome sc prvo odvija sekrecija pektinaza u niskim 

konstitutivnim aktivnostima, koje razgrađuju ptktinske materije, a potom nastali 

degradacioni proizvodi indukuju sintezu ostalih pektinaza, se naziva 

sekvencionalnim. i pokazuje dobru koordinaciju katabohčkih putcva kod fungi u 

cilju kompletne degradacije pcktinskog polimerć (Riou ct al., 1991, Fonscca and 

Said, 1995; Peričin i sar., 1996; Fraissinct-Tach ;t and Fcvre, 1996).

Razdvajanje i prečišćavanje pektinaza produkovanih tokom kultivacije 

fungi na pcktinskim supstratima i onih u komci cijalnirn preparatima je pokazalo 

da sc enzimi. koji ispoljavaju istu katalitičku funkciju, pojavljuju u različitim 

oblicima (Cookc ct al., 1976; Kester and Vissci, 1990; Riou ct al., 1991; Behere 

et al., 1993; Stratilova et al., 1993; Jolinston et sl., 1994; Fonseca and Said, 1995; 

Rcignault et al., 1994; Fraissinet-Tachet and Fiivrc, 1996; Guevara et al., 1997, 

Lcvin and Forchiassin, 1998). Različitost fon ii pcktinaza možc biti posledica 

kako posttranslacionih modifikacija , tako i gcnctskih hcterogenosti, ali im je 

biološki značaj isti - dobra adaptacija mttaboličkih puteva tokom rasta 

rnikroorganizma i vodenje istih katalitičkih 'eakcija različitim metaboličkim 

putevima (Vladutiu and Vladutiu, 1995).

2.4.3. Fungalne pektinaze u patogenezi

Biološka komunikacija izmedu biljnog patogena i njegovog domaćina je 

zapravo komplcksna interakcija signala i odgovora. Prvi enziini iz grupe cnzima 

patogcna, u literaturi poznatoj pod skraćcnico n CW DE (Cell Wall Degrading 

Enz\m es), koji započinju ovakvu komunikaciju su pektinaze, upravo zbog 

dostupnosti pektinskih matcrija cnzimskom napcdu. Uloga pektinaza se odnosi na 

razgradnju regiona sa pektinom u ćelijskom zidu biljke, čimc se ne omogućava 

samo brza penetracija patogena i koionizacija ikiva domaćina. već i obczbeduju 

hranljive matcrije, neophodne za njegov rast iBateman, 1972; Cerv^one et al., 

1987; Sakai et al., 1993; Peričin et al., 1994).

Potreba za prevencijom procesa biljnih bolcsti izazvanih plesnima 

doprinela je poslcdnjih godina intcnzivnom istrahvanju pcktinaza, kao esencijaine 

komponcnte enzimskog kompleksa patogena (Jolinston ct al., 1994; Whitchead et 

al., 1995; Carv et al., 1995; Fraissinet-Tachct et al., 1995; Fraissinct-Tachet and 

Fevre, 1996; Guevara et al., 1997; Kollar, 1998; Kapat et al., 1998; Levin and 

Forchiassin, 1998; Yakoby ct al., 2 0 0 0 ). Do sadaje okarak^erisan veliki broj gcna
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koji kodiraju sintezu pektinaza kod fitopatogenih fungi, čime se otvaraju 

mogućnosti da se do detalja upozna i utiče na proces njihove ckspresijc (Annis and 

Goodvvin, 1997; Lang and Domenburg, 2000).

2.4.4. Industrijska proizvodnja pektinaza

Gencralno, postoje dve osnovne tchnike za kultiva:iju fungi u cilju 

proizvodnje pektinaza. a to su kultiv^acija na čvrstim podlogama ("solid-state:) i u 

tečnosti ili tzv. submcrzna ("submerged") kultivacija. Obe ima u svojih prednosti. 

ali I nedostataka. Kontrola parametara kultivacije je lakša tokoin njenog vođenja u 

tcčnosti, ali su prinosi mali, dok obrnuta situacija važi za solid-state proces. U 

novijc vrcmc sc u literaturi često preporučuje ovaj posledrji način dobijanja 

pcktinaza, prvenstveno zbog manje potrebe za vodom i mogućrosti kontaminacije, 

kao i, vcć spomcnute, manje podložnosti sintcze pektinaza kataboličkoj rcprcsiji 

(Solis-Pcrevra ct al., 1993,1996).

Kullivacija fungi u cilju dobijanja pektinaza u vodcnim dvofaznim 

sistcmima, koja pruža teorijsku mogućnost elegantne zamene mehaničkog 

odvajanja biomase od enzima ekstrakcionim procesom, po dosadašnjim 

saznanjima nije ostvarena.

U literaturi se uglavnom mogu naći podaci o šaržnim kultivacijama fungi 

(Sakai et al., 1993), mada su onc izvedene i u dolivnom sistcmu i barbotažnom 

bioreaktoru (Pei iČin et al., 1990; Moresi et al., 1991).

Što sc sastava mcdijuma za kultivaciju fungi u cilju prctizvodnje pektinaza 

liče, on. pored ostalih ncophodnih sastojaka, treba da sadrži pektin (Fogartv and 

Kelly, 1983), ili, u ekonomski prihvatljivijoj verziji, otpatke prehrambene 

industrije bogatc pektinskini matcrijama. kao što su jabučni trop, rczanci šcćemc 

rcpc ili kore južnog voća (Bailey and Pessa, 1990; Pcričin et al., 1992a: Fonseca 

:uid Said, 1994, Grohmann and Bothast, 1994).

Piimenom tehnika koje se izvodc na molekularnom nivou kod industrijski 

važnih fungi - producera pektinaza, a koje se odnosc na fiizije protoplasta (Solis et 

al., 1996), korišćenje fungalnih transpozona (Kempken, 199^) i intervencije na 

nivou ckspresije (Lang and Domenburg, 2000), omogućio bi se veliki napredak u 

programima za poboljšanje vrste i, u skladu sa tim, povećanje prinosa pcktinaza ili 

žcljcnog cnzima iz ovog komplcksa.
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2.4.5. Primena pektinaža

Pektbiaze, koje se koriste u prehrambinoj industriji, su velikim delom 

tungalnog porekla, i to uglavnom iz vrsta roda Aspergillus. Njihovom upotrebom 

se postiže povećanje prinosa i koricentracije aro natičnih i bojenih materija tokom 

proizvodnje voćnih sokova i vina, olakšano cedmje, filtracija i bistrenje. Jedan od 

enzima pektinaznog kompleksa, endo-pektinaza, se potrebljava za maceraciju 

biljnog tkiva pri pripremi pirea i kašastih so<ova. Ovom vrstom tretmana. s 

obzirom da ćelija ostaje intaktna. vitamini, bo ene i aromatične materije ostaju 

sačuvane od procesa oskidacije (Beveridge, 1997; Hemandez et al., 1997, 

Pimenta-Braz et al., 1998, Revilla and GonzHez-SanJose, 1998). U poslcdnje 

vreme primena pcktinaza dobija novu dimcnziju u skladu sa savremenim 

trcndoviam proizvodnje tzv. funkcionalne hrane iLang and Domenburg, 2 0 0 0 ).

Pored uobičajenih tehnika, koje se koriste prilikom primcne pektinaza u 

industriji, a odnose se na šaržne procese, u 1 teraturi se prepomčuje upotreba 

enzimskog membranskog reaktora (Giorno et al. 1998) i kontinualnog reaktora sa 

imobilizovanim pektinazama. čime bi se postigao ne samo ekonomski efekt, zbog 

rnogućnosti ponovne upotrebe enzima, već i poboljšale organoleptičke osobine 

proizvoda (hvasaki ct al., 1998; Alkorta et al., 1998).

2.4.6. Pektinaze gljive Polyporus nguamosus

Dosadašnja istraživanja su pokazala da gljiva Polyporus squamosus 

proizvodi pektinaze u submerznim uslovima kjltivacije (PeriČin et al., 1992b). 

Pektinazni kompleks se sastoji od endo- i egzo-p jktinaza, a ne sadrži pektin liazu i 

esterazu (Peričin et al., 1992c). Endo-pektinazt: su induktivne, a egzo-pektinaze 

delimično induktivne prirode (Antov, 1996). U regulaciji sekrecije je zastupljen 

sekvencionalni mehanizam (Peričin i sar., 19')6), a niski bazalni nivoi egzo- 

pcktinaze mogli su se detektovati primenom iietode koncentrisanja u interfazi 

(Peričin et al., 1997). Pektinaze gljive Polyporus squamosus se pojavljuju u 

multipnim fomiama (Peričin et al., 1992c). Sirovi enzimski komplcks je bio 

pogodan za dobijanje bistrog soka jabuke, kao i za tretiranje šire i vina (Penčin i 

sar., 1996, Peričin et al., 1998-1999).
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3. M ATERIJAL I METODE

3.1. Komercijalni preparat pektinaza

LI ckperimcntima raspodele u model sistcmima za pripiemu tzv. osnovnog 

rastvora pektinaza korišćen jc  komercijani prcparat Vinoz\m, proizvođača Novo 

Nordisk (Danska). Pri ispitivanju uticaja dužine vcznih linija, odnosa zaprcmina. 

sastava dvofaznog sistema pri fiksnoj koncentraciji jedne od koinponenata i uticaja 

neorganskih soli Vinozym je bio razblažen u 10  mmol/1 acetatnom pufcru, рН 5.0.

Kada je ispitivan uticaj koncentracijc i рН fosfatnog pufcra na raspodelu 

pcktinaza u model sistcmu, V'inoz^m je bio razblažen u fosfatnom puferu 

KH^PO^-Na HPO4 čiji je opseg koncentracija bio 0 .0067-0 .4  moL/1, a рН vrednost 

varirala u granicama 5.5-7 .5 .

3.2. Priprema model dvofaznih slstema

Polimeri, koji su korišćeni za pripremu vodcnih dvofaznih sistema, su bili 

polietilcn L'likol 4000  (PEG) prosečne molckulske mase 3 500-4500 (Mcrck. 

Nemačka) 1 dva dckstrana različitih molekulskih rnasa - dekstran (D EX ), prosečne 

molekulskc masc 40000 (Zdravljc, Leskovac, Jugoslavija) i sirovi dekstran, 

prosečnih molekulskih masa većih od 500000. Njihov mascri udeo je nadalje 

izražavan u procentima. Rastvor sirovog dckstrana u vodi, 10 % (\v/v\'), sadržavao 

je približno 5 ing/ml redukujućih šećera, odredenih DNS metocom (Miller, 1959), 

sa glukozoni kao standardom.

Binodalnc krivc i vezne linijc dva različita fazna sistema su odredivanc 

preina Blazqucz-u et al. (1998). Sadržaj dekstrana je mcrcn u palarimetnj (Perkin- 

Eliner 141) na 589 шп. (Andersson et al., 1985). .Mereniem suvc materijc 

odredivana je ukupan sadržaj polimera u fazi.

Dvofazni sistemi za raspodelu pektinaza u model ekspcrimentima su 

priprcmiui) prema Hotha-i and Banik-u (1997) rastvaranjem polimera u osnovnom 

rastvoni pektinaza mtenzi^'nim mešanjem na vorteks aparatu, jiri čemu je ukupna
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masa dvofaznog sistema bila 10 g. Dvofazni sistem je ostavljan 12 časova u 

graduisanom sudu na sobnoj temperaturi da se faze razdvoje, zatim je gornja faza 

pažljivo razdvajana pipctom, a donja faza iito tako pažljivo izvlačena kroz 

rnedufazni sloj. U uzorcima je određivana akcivnost pektinaza i koncentracija 

protcina.

3.3. Mikroogranizam

Gljiva Folvpolrus squamosus MMOL 87 deponovana je u Državnom 

institutu kontrolc farmaceutskih proizvoda u Sofiji (Bugarska), pod šifrom No 

10308.C 9 .71, a dobijena je od Instituta za biotchnologiju u Moskvi (Rusija). 

Mikroorganizam je održavan u laboratorijskirr uslovima na kosom Saboroaud 

rnaltoznom agaru, pri temperaturi od 4°C. Inoki lum je dobijcn spiranjem rasta sa 

kosog agara u erlemmajer bocu od 300 ml, koja jc  sadržala 100 ml osnovnog 

rncdijuma i kultivacijom u trajanju od 48 časova na tresilici pri 200 obrt/min i 

28°C.

3.4. Sastav podloge

Osnovna podloga za kultivaciju vegctat vnih ćelija, koje su korišćene kao 

inokulum, je preuzeta iz rada Aguilar-a and Huitron-a (1990) i sadržavala je po 

litru 2 g (NIHD^SO^, 2 g KH2PO4, 2 g Na^H^O^, 3 g ekstrakta kvasca 1 5 g 

pcktina, stepena esterifikacije 60 % (Grcen Ribbon 150° US-SAG, Obipektin, 

Švajcarska). Sastojci podlogc su bili rastvoreni u destilovanoj vodi, a početni рН 

(pH ,)je podešavan na 5.0.

Kultivacije u dvofaznom rnedijumu sa dekstranom 4 0 000  su za osnovu 

imale podlogu koja je sadržala 2 g (NH^j^SO^, 3 g ekstrakta kvasca i 5 g pektina 

(Green Ribbon 150° US-SAG) u 1 iitru 0.15 mol/1 KH2PO4, рН 5.0 , i, kao 

dodatak, 7 % (w/vv) PEG i 7.5 % (w/\v) D EX. Kada je ispitivan uticaj рН„ 

njegova vrednost je u dvofaznom mcdijumu podešavana na 3.3, 4 .5 , 5 .0  1 6.0.

U eksperimentima sa sirovdm deks;ranom podloga za kultivaciju 

Polyporus squamosus u kontrolnim homogimim kultivacijama je sadržala 

4 g (NHUj^SO^ i 5 g pektina, stcpcna esterifikacije 60 % (Grcen Ribbon 150° 

US-SAG, Obipektin, Švajcarska) ili 5 g suvih iduženih repinih rczanaca po litru 

0.1 mol/1 KH2PO4, a рН, je bio podcšen na 5 0 ili na 7.0. Heterogcni, vodcni
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dvofaziii medijum, je, u dodatku, sadržavao 5 % (vvAv) PEG i 4 % (w/w) sirovog 

dekstrana, ili, u drugoj kombinaciji, 7.5 % (vv/\v) PEG i 7.5 % (vv/vv) sirovog 

dekstrana. U kultivacijama, u kojima je ispitivan uticaj (NtUj^SO^, ova so je 

dodavana u medijum za kultivaciju u količini od 2g ili 4g na litar podloge. 

Koncentracija КЛ2РО4 je varirala od 0 do 0.2 mol/1 u kultivacijama vodenim u 

cilju ispitivanja uticaja fosfata. Sterilizacija jc vršena na 12 ГС  u toku 30 minuta.

3.5. Inokulacija i uslovi kultivacije

Eiicnmajer boce od 100 ml, koje su sadržavale 30 ml dvofaznog 

medijuma sa dekstranom 40000, kao i crlenmajer boce od ^OO ml, sa 50 ml 

homogenog ili dvofaznog medijuma sa sirovim dekstranom, inokulisane su sa 

5 % (v/v) inokuluma i postavljcne na tresilicu, pri 300 obrt/min i

Separacija faza u uzorcima iz heterogenih kultivacija vršena je u 

centrifiigi na 3000 obrt/min u toku 5 minuta, a zatim je don a faza još jednom 

centrifugiuuia (10000 obrt/min, 10 minuta, Sorvall RC -5B) da bi odvojila od 

biomasc Biomasa jc od kultivacione tečnosti u slučaju honogcnog medijuma 

odvajana llltracijom.

3.6. Biomasa

Biomasa je sušena na 105°C do konstantne mase, mcrena na analitičkoj 

vagi, a zatim je u njoj odrcdivan sadržaj RNA mctodom po Minro-u and Flecku-u 

(1966). Proizvedena biomasa je prikazana kao masa RNA izražena u mg.

3.7. Rastvorljivi proteini

Koncentracija rastvorljivih proteina u uzorcima iz model sistema i 

kultivacija određivana je metodom po Lovvrv-ju ct al. (1951), sa BSA kao 

standardom Smetnje u analitičkoj proceduri, kojc uzrokuje polietilen glikol velikih 

molekulskih masa (20000) (Hovve et al., 1964), nisu de ektovane kada je 

odrcdivan protein u prisustvu PEG 4000, što je u saglasnosti da literatumim 

navodima. Naime, Honig and Kula (1976) su pokazali da si interferencc PEG 

4000 u odrcdivanju konccntracije proteina po Lovvr\-ju пел atne, do vrednosti 

udela polietilen glikola od 23 % (vv/vv'), koji je bio vcći od cnih, primenjenih u 

ovom radu.
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3.8. Redlukujući šećeri

Koncentracija redukujućih šećera je određivana DNS metodom po 

Miller-u (1959), a kao standard jc  korišćena glukoza.

3.9. Koncentracija pektina

U ekpcrimentima u model sistemu odredena je koncentracija pektina 

(Barbier and Thibault, 1982), a njegov koefjcijent raspodelc je izračunat po 

formuli (2 ).

3.10. Aktivnosti enzima

Aktivnost endo-pektinaze (endo-p) je odredivana praćcnjem promene 

viskoziteta reakcione smeše (Peričin et al., 1992c). Jedinica aktivnosti je bila 

dcfinisana kao ona količina enzima, koja sman uje početnu vrednost spccifičnog 

viskoziteta reakcione smeše za 20 % u toku 1 minuta na рН 4.5 i 30°C.

Akti\Tiost egzo-pcktinaze (egzo-p) je oilređivana mctodom po Aguilar-u 

and Huitron-u (1990). Jedinica aktivnosti je definisana kao ona količina enzima 

koja katalizujc stvaranje 1 pmol galakturonske kiscline na рН 5 .0  i 45°C u toku 

1 sata.

U uzorcima faza iz model sistema i kultivacija odredivana je dekstranazna 

aktivnost (Rogalski et al., 1998).

3.11. izračunavanje parametara raspodele

Koeficijenti raspodelc endo-p i egzo-p s j  računati na osno\oi analogijc sa 

formulom ( 1 ) kao:

aktivnost,
К = --------------

aktivnost f
(5)

gde su aktivnostt i aktivnostb, odgovarajuće aktivnosti u gomjoj i donjoj 

fazi. redom.

Prinos u gornjoj fazi je računat iz fomiu e (3) kao;
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у (%) =
100

(3)

fazc.

'b

gdc su Y , Vt i Vb prinos u gomjoj fazi i, rcdom, zapremine gomje i donje 

Dužina veznih linija je dcfinisana formulom (Fumya et al., 1995);

2 2
(^ 'd E X  ~ ^ D E x )  ' ^ ( ^ P E G ~ ^ ' P E g )  (^)Dužina vezne Imije (% ) =

gde su vv'i vv̂ ’ mascni udeli dekstrana i polietilen glikok , u gomjoj i donjoj 

fazi, redorn, izraženi u procentima.

Spccifične aktivnosti su određivane kao količnik aktivnosti i konccntracije 

proteina, a stepen prečišćenosti u gomjoj fazi (st. preč.) u model sistcmima kao 

odnos spccifičnih aktivnosti u gomjoj fazi i osnovnom rastvoru pektinaza. Stepen 

prečišćenosti u gomjoj fazi u dvofaznim sistemima za kultivaci u određivan je kao 

odnos specifičnih aktivnosti u gornjoj fazi i homogenoj kultivaciji.

Dobijene vrcdnosti paramctara su izražcnc svojim srtdnjim vrednostima 

izračunatim iz najmanje tri merenja (čija su vrednosti varirali u opscgu ±5 %) 

dobijcnim iz tri ponavljanja za svaku ckperimentalnu tačku.
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4. R EZU LTA TI I D ISKUSIJA

U okviru ovog poglavlja bićc predstavljeni rezultati ispitivanja raspodele 

pcktinaza u vodenim dvofaznim sistemima sastavljenim od polietilen glikola 4000  

i dvc vrste dckstrana - sirovog i dckstrana 40000 . Eksperimenti su koncipirani 

tako da su prvo definisani dvofazni sistemi u kojima su vršeni ckspcrimenti 

raspodele, zatim su ispitivani parametri raspodcle pektinaza komcrcijalnog 

enzimskog preparata u model sistemima. da bi, nakon toga. na osnovu dobijenih 

rezultata, bili postavljcni ogledi kultivacije Polyporus sguamosus u dvofaznim 

sistcmima.

Poznato je da fungi imaju sposobnost produkcije širokog spektra 

hidrolitičkih cnzima, kao i da sc njihova sintsza može indukovati prisustvom 

supstrata u podlozi Da bi sc dvofazni sistem t)držao kao takav, kako u model, 

tako 1 kultivacionim sistcmima, potrebno je da ni komercijani enzimski preparat 

niti proizvodni mikroorganizam ne poscduju aktivnost, koja će razgradivati 

dekstran. Rczultati analize komercijalnog prep.irata pektinaza, kao i svi uzorci 

kultivacionih tečnosti na dekstranaznu aktivmost su bili negativni.

4.1. Raspodela pektinaza u modisl sistemima

Iz tcorijskog poznavanja raspodele protcina ii dvofaznim sistcmima 

poznato jc da se ovaj fenomcn dcšava kao posledica zbimog delovanja više 

različitih efekata, čiji je konačni uticaj teško pn:dvideti, te se mctod pronalaženja 

dvofaznog sistema, koji daje žcljenu ili najbolju moguću raspodclu ciljne 

supstance svodi na princip probe i greške.

4.1.1. Uticaj masenih udela polimera na raspodelu pektinaza 
u model sistemima

■ 4.LL1. Fazni dija^ram polietUen glikvl 4000/sirovi dekstran

U prv'im cksperimentima raspodclc pektmaza u model sistemima korišćeni 

su polictilen glikol 4000  i sirovi dekstran. Dvofazni sistem. koji su sačinjavali ovi
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polimeri, bio je definisan konstruisanjem faznog dijagrama, odrcdivanjem 

binodalnc krive i veznih linija (Slika 4).

Slika 4. Fazni dijagram dvofaznog sistema polietilen glikol 4000/ sirovi dekstran

4.1.1.2. Vticaj masenih udela polimera na raspodelu pektinaza u model 
sistemu polietilen f*likol 4000/sirovi dekstran

Uticaj masenih udcla polietilen glikola i sirovog dekstrana je u model 

sistemu ispitan tako što je udeo jcdnog od polimera menjan, uz nepromenjen udeo 

drugog polimcra. Praćcni su koeficijenti raspodele, prinosi u gornjoj fazi i stepeni 

prečišćenosti endo-p i egzo-p u gornjoj fazi u odnosu na njihovu specifičnu 

aktivnost u komercijalnom preparatu (Tabele 2 i 3). Aktivnosti endo-p i egzo-p su 

u osnovncm rastvoru, dobijcnom razblaživanjem komercjalnog enzimskog 

preparata, bile 23.26 (U/ml) i 4287 .36  (U/ml), redom, a koncentracija proteina 

0.32 (mg/ml).

Povećanje udcla polietilen glikola pri stalnom udelu siiovog dckstrana od 

7.5 % (vv/\v) smanjilo je iznose koeficijcnata raspodele oba en;:ima, kao i njihovc 

stepene prečišćenosti u gomjoj fazi. U isto vreme je povećanjem masenog udela 

PEG u dvofaznom sistemu povećan i odnos zaprernina faza. Najveće vrednosti 

koeficijenata raspodelc, pri 7.5 % (vv/vv) dekstrana, dobijene su pri najnižem udelu 

PEG od 5 % (vv/\v) i iznosile su 1.76 za endo-p i 1.22 za egzo-p. Najveći stepeni 

prečišćenosti su dobijeni pri istirn uslovima i njihove vrednosti su bile 6.66  za 

endo-p, odnosno 7.30 za egzo-p. Ovakvo ponašanje oba tipa pektinaza se rnože 

objasniti povcćanjem hidrofobnosti gomje faze sa povećanjim niasenog udela
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polietilcn glikola i težnjom enzima ka manje hidrofobnoj sredini, te se može rcći da 

je u skladu sa ponašenjem nekih cnzima, opisanim u literaturi (Hustcdt et al., 

1978, Kula 1979, Hayashida ct al., 1990).

Tabela 2. Koeficijenti raspodele, prinosi i stej)eni prečišćcnosti u gornjoj fazi 

endo-p i egzo-p komercijalnog pieparata u dvofaznim vodenim 

sistemima PEG/sirovi dekstran pri strlnoj vrednosti udela dekstrana od 

7.5 % (\v/w)

PEG dekstran V,/Vb endo-p cgzo-p

(%, w/w) (%, w/w) К Y  (%) st.preč. К Y  (%) st.preč.

5.0 7.5 0.60 1.76 51.22 6.66 1 .2 2 42 .12 7.30

7.5 7.5 1.46 1.26 64.78 6.55 0.76 52 .59 5.62

10.0 7.5 1.60 0,80 63 .50 5.34 0.61 57 .06 4.17

Što sc prinosa pektinaza u gornjoj fazi sistema tičc, on je, nasuprot 

prethodnim parametrima, sa povećanjem udela polietileii glikola imao pozitivan 

trend, tako da je najveći deo egzo-p aktivnosti, u iznosu od 57.06  %, raspodeljen u 

goniju fazu u sistemu sastava 10% (w/w) PEG^ 7.5%  (w/w), odnosno u sistemu 

sa najvećom vrednošću odnosa zapremina faza ( 1 .6), koja je bila dovoljno velika 

da kompenzije smanjenje koeficijenta raspodele ovog enzima.

Како jc, kao što je već rečcno, pnnos funkcija, kako koeficijenta 

raspodele, tako i odnosa zapremina faza, niaksimalna vrednost za endo-p, 

64.78 %, ostvarena je u sistemu sastava 7.5 (w/w) PEG/ 7.5 % (w/w) sirovi

dekstran, a ne u sistemima sa najvećim V/Vb, ili Kendo-

U narcdnoj seriji cksperbnenata je ispitano je kako maseni udeo sirovog 

dekstrana utiče na parametre raspodele pektiiiiza (Tabela 3). S obzirom da su 

najveće vrednosti Kendo i Keĝ o, pri stalnom udeli dekstrana, dobijene kada je udeo 

polietilen glikola u sistemu bio 5 % (w /\/), ova vrednost je održavana 

konstantnom. Ispitani udeli dekstrana bili su nianji od 7.5 %  (w/w), sa ciljem 

rcdukcije viskoziteta u dvofaznom sistemu.
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Tabela 3. Koeficijenti raspodcle, prinosi i stcpeni prečišćenosti u gomjoj fazi 

cndo-p i egzo-p komcrcijalnog preparata u d>ofaznim vodenim 

sistemima PEG/sirovi dekstran pri stalnoj vrednosti jdela PEG od 5 %  

(w/\v)

PEG dekstran V./Vh endo-p egzo-p

(%, w/w ) (%, w/w) К Y  (%) st.prcč. К Y  (% ) st.preč.

5 0 3.0 2 .07 1.36 73.78 7.31 0.79 62.04 5.50

5.0 5.0 0 .80 2.43 66.03 4 .30 0.75 37.50 4 .24

5.0 6.0 0.63 1.81 52.26 4 .00 0.73 31.49 4.95

Najveći koeficijent raspodele endo-p jc dobijen i sistemu sastava 

5 % (w/\v) PEG/ 5 % (vv/\v) sirovi dekstran i iznosio je 2 .43 , dok je najveći Kegzo 

bio 0.79 i postignut je pri 3 % (w/w) dekstrana i 5 % (w7w) PEG. Povećanje udela 

dekstrana je imalo negativan uticaj na stepene prečišćenosti oba tipa pektinaza. 

Maksimalne vrednosti ovog parametra su bile 7.31 za endo-p i 5 .50  za cgzo-p, i 

dobijene su pri 3 % (w/w) dekstrana, uz stalni udeo polietilen glikola od 5 %  

(w/w).

Sa povećanjem masenog udela sirovog dekstrana u fiznom sistemu, uz 

nepromcnjcn udeo drugog polimera, smanjen je zapreminski odnos faza, kao i 

prinos, kalvo endo-p, tako i egzo-p, u gorajoj fazi Тако su najbolje vrednosti ovog 

parametra dobijene u sistemu sa najmanjim udelom dckstrana. 3 % (w/w), pri 

stalnih 5 % (w/w) polictilen glikola, i iznosile su 73.78 % za endo-p i 62 .04  %  za 

cgzo-p aktivnost.

Iz rezultata pcdstavljenih u Tabeli 3 se vidi da promena mascnog udela 

sirovog dekstrana na različite načine utiče na koeficijentc laspodele endo-p i 

egzo-p, te se opšti zaključak, poput onog, iz litcrature, da se koeficijent raspodele 

enzima može povcćati smanjenjem koncentracije (odnosno udela) dekstrana 

(Kroner and Kula, 1978; Hayashida et al., 1990), ne može iz^'esti. Ovo se može 

objasniti polidisperznošću sirovog dekstrana i različitom nspodclom frakcija 

molekulskih masa u sistemima različitog sastava (Cabezas. 1996), što može 

prouzrokovati različite uticaje i na raspodelu dvc vrste akti\nosti. Ono što se.
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ipak. kao zajedničko može izvesti, Je smanjenje Drinosa oba enzima u gomjoj fazi 

sa povcćanjem sadržaja dekstrana, tj. sa smanjenjem zapreminskog odnosa. kao i 

smanjenje stepena njihove prečišćenosti u gonijoj fazi uslovljenim po\ećanjem  

hidrofobnosti ove faze sa povećanjem udela dekstrana u sistemu.

4.1.1.3. Fazni dijagram polietilen glikd 4000/dekstran 40000

Као što je vcć rečeno, prvi korak и radu sa dvofaznim sistermma 

predstavlja konstmkcija faznog dijagrama, odnosno binodalne krive i veznih linija. 

Na Slici 5 je prikazan fazni dijagram sis:ema sastavljenog od polietilen 

glikola 4000  i dekstrana 40000 (D EX ), kao i položaj veznih linija.

Slika 5. Fazni dijagram dvofaznog sistema polietilen 

glikol 4000/dekstran 40000

4.1.1.4. Uticaj masenih udela polimera na raspodelu pektinaza u 
model sistemu poHetilen glikol 4000/dt kstran 40000

U dvofaznom sistemu, predstavljenim Slikom 5, ispitan je uticaj masenih 

udela poiimera na raspodeiu komercijalih pektiiaza (T abela4). Ekspenmenti su 

vođem tako da je udeo dekstrana bio konstantan i iznosio 7.5 % (vv/vv), dok je 

udeo drugog polimera bio menjan u granicama 7.5-12.5 % (\\'/\\). U osnovnom 

rastvoru, dobijenom razblaživanjem komercijalrog preparata, endo-p aktiviiost je 

bila 2.08 (U/ml), egzo-p 284.48 (U/ml), a koncentracija proteina 0 .037  (mg/ml).
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Tabda 4. Ulicaj masenog udela polietilen glikola na parametre raspodele 

pektinaza komercijalnog enzimskog preparata u niodel sistemu pri 

stalnoj vrednosti udela dekstrana 40000  od 7.5 % (w/\v)

PEG D EX endo-p egzo-p

(%, w/vv) (%, vv/w) К Y (% ) st.preč. К Y (% ) st.prcč.

7.5 7.5 0 .2 2 39.39 0.42 2.04 85 77 1.28

9.0 7.5 0.16 34.46 0 .22 0.60 66 35 0 .67

10 .0 7.5 0.06 17.36 0.34 0.69 70 72 1.35

12.5 7.5 0.04 13.00 0.17 0.60 69 16 0.79

Promena udela polietilen glikola jednako je uticala na raspodelu oba tipa 

enzimskih aktivnosti, naime, sa povećanjem udela ovog polimera opadao je 

koeficijent rćispodclc endo-p i egzo-p, njihovi prinosi, kao i ste Den preČišćenosti u 

gomjoj fazi, računat u odnosu na spccifične aktivmosti pektiiaza komercijalnog 

preparata. Maksimalne postignute vrednosti svih parametara rispodele su, dakle, 

dobijenc u sistemu sa 7.5 % (vvAv) polietilen glikola i 7.5 % (wAv) dekstrana 

40000, odriosno u sistemu sa najmanjim ispitivanim udelorn PEG. Ovi rezultati su 

u saglasnosti sa literaturnim podacirna, po kojima se koeficijenii raspodele enzima 

(Kroner and Kula, 1978; Hayashida et al., 1990) i ćelija (llieva et al., 1995) 

povećavaju sa smanjenjem konccntracije (odnosno udela) polielilen ghkola i mogu 

se objasniti težnjom pektinaza ka manje hidrofobnoj sredini, Ddnosno sredini sa 

manjim udelotn hidrofobnijeg polimera, a to je, kao što je vco rečeno, polietilen 

glikol (Albertsson, 1986).

lako jc opšti trend ponašanja pektinaza u sistemu sa dekstranom 40000  

sledio onaj, zabeležen u sistemu sa sirovim dekstranom, гш ksimalna dobijena 

vrednost koeficijenta raspodelc endo-p (0 2 2 ) je bila 8 puta manja od maksimalne 

u prisustvu sirovog dekstrana, odnosno 5.73 puta manja od cne u sistemu istog 

sastava. 7.5 % (wAv) PEG/ 7.5 %  (vv/vv) dekstran, (Tabele 2 i 4). Stepen 

prcčišćenosti se kretao se u granicama 0 .17-0  42, što je predsta/ljalo slab rezultat, 

imajući u vidu onaj dobijen u prisustvu sirovog dekstrana (Tabtle 2).
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U model sistemu sa dekstranom 40000 maksimalna postignuta vrednost 

koeficijenta raspodcle egzo-p je bila 2 .04 , što je ujcdno predstavljalo i najveću 

đobijenu vrednost ovog parametra u sistenima sa obe vrstc dekstrana 

(Tabele 2 ,3 ,4 ), ali su, pri istoj kombinaciji polimcra, koja jc dala najbolji Kegzo, 

stepcni njegove prečišćcnosti bili od 3.3 do 5 .'' puta manji od onih dobijenih u 

sistcmu sa sirovim dekstranom.

Ovo su i bili razlozi zbog kojih su uticaji ostalih faktora na raspodelu 

pektinaza proučavani u model sistemima sa siro^ im dckstranom. Upotreba sirovog 

dekstrana bila je motivisana ekonomskim razlozima, koji su se u literaturi pokazali 

opravdanim (Tjerneld et al., 1985; Venancio ct al., 1996).

4.1.2. Uticaj dužine veznih linija na raspodelu pektinaza u 
model sistemu polietilen glikol 4000/sirovi dekstran

Dešava sc da se u literaturi efekt pcvećanja koncentracije (ili udela) 

jednog pohmcra na koeficijent raspodele enzi na, pri stalnoj konccntraciji (ili 

udclu) drugog, u potpunosti poistovećuje sa efektom koji izaziva povećanje dužine 

veznih linija, kao npr. u radu Kuboi-a et al. (1995), što je samo delimično tačno. 

Naime, promena koncentracije jednog polimera, uz nepromenjenu koncentraciju 

drugog činioca faznog sistema, deluje na koeficijmt raspodele i na prinos u gomjoj 

fazi i kroz zapreminski odnos faza. Da bi se ispi .ao sam uticaj dužine veznih linija 

na parametrc koji karakterišu raspodelu enzimr, potrebno je da se koncentracije 

oba polimcra odaberu tako, da se svi ispitivani dvofazni sistemi razdvoje u fazc 

jednakih zapremina.

U sledećim eksperimentima ispitan je ut caj dužine veznih linija raspodelu 

pektinaza u model sistemu, a udcli polietilen glikola i sirovog dekstrana odabrani 

da obezbede da odnos zapremina faza bude jednrJc jedinici (Tabcla 5).

Povećanje dužine veznih linija smanjib je koeficijente raspodele, kako 

endo-p, tako i egzo-p aktivnosti, a, s obzirom rajednaku vrednost zapreminskog 

odnosa u svim esperimentalnim tačkama, na ifti način je uticalo i na prinos u 

gomjoj fazi. Najbolji rezultati su dobijem u d^ofaznom model sistemu sastava 

5 % (vv/vv) PEG/4 % (vv/vv) sirovi dekstran, sa iužinom vezne Iinije od 7.44 % - 

koeficijenti raspodele endo-p i egzo-p su bili 1.66, odnosno 0 .95 , a prinosi u 

gomjoj fazi 60.85 % za endo-p, odnosno 4 7 .C7 % za egzo-p. Ovakav efekt je



dužina ve/3iih linija imala na više cnzima (Cole, 1993; Fumya ct al., 1995, 1996; 

Hotha and Banik, 1997), a on se možc objasniti promenania u hidrofobnosti 

(Albertsson, 1986) i međufaznom potcncijalu (Umakoshi et al., 1996).

Tabela5. Uticaj dužine veznih linija na parametre raspodch endo-p i egzo-p 

komercijalnog enzimskog preparata u dvofaznom sistemu PEG/sirovi 

dekstran pri (Vi/Vb)=I

PEG dckstran dužina vcznih cndo- P cgzo-p

(%, w/w) (%, w'/w) linija (%) К Y  (%) st.preč. К Y  (%) st.preč.

5.0 4 .0 7.44 1 .66 60.85 5.92 0.9S 47.07 4 .64

5.3 6.6 13.98 1.25 56.05 5.27 0 .8 ^ 46.81 4 .60

5.6 7.8 17.36 0.93 45.97 6.14 0 .6 ? 38.70 4.73

6.5 9.4 22.30 0.65 40 .00 5.63 0.5 7 37.13 5.84

Promene u stepenu prcčišćcnosti u gornjoj fazi oba tipa pcktinaza sa 

promcnom dužine veaiih linija nisu po trcndu pratile promcne koeficijcnata 

raspodclc. Тако je najvcći stepen prcčišćcnosti endo-p dobijen na vcznoj liniji od 

17.36 % i iznosio je 6 .14 , dok je najbolje prcčišćavanje €gzo-p (5 .84  puta) 

postignuto па veznoj liniji koja je odgovarala sistemu sadava 6.5 %  (w/w) 

P E G /9 4 % (w/w) sirovi dekstran. Razlike u stepenu prcčišc enosti oba cnzima 

vcrovatno su bile poslcdica ncselektivne raspodclc ostalih proicina, izazvane vcć 

spomenutoni polidisperznošću sirovog dekstrana.

4.1.3. UticaJ odnosa zapremina faza na raspodelu pektinaza u 
model sistemu polietilen glikol 4000/sirovi dekstran

Dvofazni sistemi, čiji su sastavi predstavljcni tačkai la na istoj veznoj 

Imiji, nakon razdvajanja, daćc gomjc i donje faze medusobno jednakog sastava, ali 

različitih ;:apremina. Како je za cfikasnu separaciju i dobar pr nos potrebno uzcti 

u obzir i zaprcminski odnos fazn (Andersson and Hahn-Hagerdal, 1990), u 

Tabeli 6 predstavljcni su rezultati ispitivanja zavisnosti paiametara raspodele 

pektinaza od ovc vcličine, variranc na veznoj liniji dužinc 13.98 %.
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Tabela 6 . Uticaj odnosa zaprcmina faza, iia ^cznoj liniji dužine 13.98 %, na 

parametrc raspodele cndo-p i cgzo-p komcrcijalnog cnzimskog 

prcparata u dvofaznom sistcmu PEG/t irovi dekstran

PEG dekstran Vt/Vb endo-p egzo-p

(%, w/w) (%, w/w) К Y  (%) st preć. К Y  (% ) st.preć.

4.5 8.4 0 .1 1.62 11.89 ć).70 1.04 7.98 5.58

5.0 7.5 0.6 1.64 49.45 5.97 0.93 35.68 6.43

5.3 6 6 1.0 1.25 56.05 E27 0.88 46.81 4 .60

6.5 5.0 2.3 0.94 68 .80 >49 0.60 58.46 3.30

7.2 4.0 3.0 0.79 70.33 5.40 0.73 68.65 4.97

7.5 3.0 5.6 0.32 64.36 1.90 0.38 68 .20 3.12

Sa povećanjem zapremine gomje faze, odnosno odnosa zapremina faza, 

opadali su koeficijenti raspodcle, kako za cndo-p, tako i za egzo-p. Najveće 

vrednosti ovog parametra za oba tipa pektinaja dobijene su u sistemu sastava

4.5 % (w/\v) PEG/ 8.4 % (w/w) sirovi dakstran u kome je odnos zapremina faza 

bio O.I, i iznosile su 1.62 za endo-p i 1.04 za egzo-p aktivnost. Promena stepena 

prečišćcnosti endo-p sa porastom zapreminsko^ odnosa imala je isti trend kao i 

prethodni parametar, te je najveća vredncst, 6 .70 , dobijena takode pri 

zapreminskom odnosu O.l, dok je najveće prećiŠćavanje cgzo-p (6.43 puta) 

postignuto pri zapreminskom odnosu 0.6. Negativan uticaj je povećanja 

zapreminskog odnosa imalo i na koeficijente r.ispodele alkalne proteaze (Hotha 

and Banik. 1997), kao i penicilin acilaze i ukupi ih proteina (M arcos ct al., 1998). 

Vrednosti odnosa zapremina faza, pri kojimr su dobijene najbolje vrednosti 

stepcna prećišćenosti pektinaza, bih su u sklacu sa rezultatima M arcos-a et al. 

(1998) o maksimalnoj vrednosti ovog parametra za pcnicilin acilazu, dobijenoj pri 

niskim Vt/Vb.

Како je pad vrednosti koeficijenata rasf odele bio kompenzovan porastom 

zapreminskog odnosa, prinos u gomjoj fazi je rastao sa povećanjcm ove 

promenljive, sve do dvofaznog sistema, sastav i 7.5 % (w/w) PEG/ 3 % (w/w) 

dekstran. u kom je zapreminski odnos bio 5.6. Тако se pokazalo taćnim da je za
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žcljeni prinos važno odabrati i koeficijent raspodele i odnos zapremina (Andersson 

and Hahn-Plagerdal, 1990).

Ispitivanja uticaja odnosa zapremina na raspodelu enzima i protcina 

pokazaia su da jc  on u funkciji dužinc vcznih linija, kao i dajed.no na vcznoj liniji, 

koja se nalazi blizu binodalne krive, kocficijcnt raspode c proteina ostajc 

konstantan (M arcos et al., 1998). Tabela 7 sadrži rezultatc ispitivanja uticaja 

zaprcmina odnosa faza. variranih na najkraćoj vcznoj liniji dužinc 7.44 %, na 

parametrc raspodele endo-p i egzo-p.

Tabcla 7. Uticaj odnosa zapremina faza. na veznoj liniji d jžine 7.44 %, na 

parametre raspodclc cndo-p i egzo-p komercijalnog cnzimskog 

preparata u dvofaznom sistemu PEG/sirovi dckstran

PEG dekstran V A b cndo-p cgzo-p

(%, w7w') (% , w/\v) К Y  (%) К Y  (% )

5.0 4.0 1 .0 1 .66 60.85 ( .9 5 47.07

5.5 3.0 2.0 1.16 69.71 1.03 67.14

6.0 2.0 3.6 1 . 1 2 80.06 C.97 77.67

Vclike promcnc u vrednosti zapremijiskog odnosa nisu uticale na 

adekvatno smaiijenje koeficijcnata raspodele egzo-p, kao što c to bio slučaj na 

vcznoj lirLiji dužine 13.98 %; naime, povećanje vrednosti (Vt/Vb) 3.6 puta 

promcnilo je vrednost kocficijcnta raspodelc ovog enzima samo za 2 %. Isto jc  

važilo i za. Kerdn u poslednja dva sistema - skok vrednosti odnosa zapremina faza 

sa 2.0 na 3.6 izazvao jc  smanjenjc kocficijenta raspodele od %. U isto vreme, 

prinos pektinaza u gornjoj fazi jc  rastao sa povećanjem vredno;;ti odnosa Vt/Vb, te 

su maksimalne vrcdnosti ovog parametra dobijene u sisUmu sastava 6 %  

(\v7\v) PEG/ 2.0 % (\v/\v) sirovi dckstran, i iznosile su 80 .06  ”/> za cndo-p i 77 .67  

% za egzo-p.

0 \i rczultati ukazuju na mogućnost da proteini, odgcvomi za cnzimsku 

ciktivnost, pokazuju optimalno ponašanje u onom delu faznog dijagrama u kom su 

razlikc izmcdu sastava faza manjc, tj. na vcznim linijama bliskim binodalnoj krivi.
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i u sistemii polictilen glikol/ dekstran, kao što ji: to slučaj u PEG / so dvofaznim 

sistemima (Marcos et al., 1998).

4.1.4. Uticaj neorganskih soli na raspodeia pektinaza u modei 
sistemu poiietiien glikoi 4000/sirovi dekstran

U teorijskom delu detaljno je obraden uticaj ncorganskih soli na raspodelu 

supstanci u vodenim dvofaznim sistemima. Како je zadatak ispitivanja raspodele 

pektinaza u model sistemima imao za cilj da postavi osnovu za kultivaciju u 

dvofaznim sistemima, od velikog interesa je bilo ispitati kako soli, konstituenti 

podloge, utiču na proces raspodele. Stoga je, u okviru ovoga, ispitan efekt 

amonijum sulfata i fosfata, koji ulaze u sastav inedijuma. kao i natrijum sulfata i 

Idorida, soli, čiji se uticaj na raspodelu proteina u literaturi često ispituje (Hustedt 

et al., 1978; Kroner and Kula, 1979; Albert json, 1986; Kuboi et al., 1995; 

Umakoshi et al., 1996; Gunduz and Korkmaz, 2000).

4.1.4.1. Uticaj amonijum i natrijum sulfata

Primenjene koncentracije sulfata su u c,<sperimentima raspodele menjane 

u rasponu od 5 do 50 mmol/1 i bile su ispod onih, za koje je utvrđeno da mcnjaju 

nagib veznih linija (Zaslavskv et al., 1988). Reiultati su predstavljeni uporedo sa 

koeficijentima raspodele pektinaza dobijenim u sistcmu istog sastava, 5 % (\v/w) 

PEG/ 4 % (w/vv) sirovi dekstran. bez prisustva soli (Tabela 8).

Obe soli su do izvesne koncentracije imale pozitivan efekt na koeficijente 

raspodele cndo- i egzo-pektinaza. Pri koncentn cijama od 15 mmol/1 (NH^j^SO^ 

Kendo je bio za 25 % vcći, odnosno za 20 % veći, kada jc  u sistem dodata isto 

toliko Na^SO^ u odnosu na sistem bez soli U prisustvu ove koncentracije 

(NH4):S 04  i Na^SO^ dobijeni su i najveći pritiosi ovog enzima u gomjoj fazi 

sistema, koji su iznosili 64.25 %, odnosno 66.81 %. Najveći stepcn prečišćenosti 

endo-p u prisustvu amonijum sulfata dobijcn je takode pri koncentraciji od 

15 mmol/1 i iznosio je 5 .65 , dok je najbolja prenšćenost egzo-p (7 .51) postignuta 

vcć pri 5 пш1о1/1 natrijum sulfata

Koeficijenti raspodcle su za egzo-p bili 1 .6  puta veći od onih u sistemu 

bez soli u prisustvu 15 mmol/1 (NH^j^SO^ i 5 mmol/1 Na^SO^. Isto je važilo i za 

prinose, koji su u prisustvoi redom pomenutih koncentracija dve soli povećani za 

24 %, odnosno 27 % u odnosu na one, dobijene л sistemu bcz soli, kao i za stcpen
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prečišćenosti, koji je u odnosu na sistcm bez soli, povećan 1.43, odnosno 

2.09 puta.

Dalje povećavanjc količine dodatih soli, smanjivalo je, kako koeficijente 

raspodele (.nzinia, tako i prinose i stepen prečišćenosti u goTijoj fazi. Ovakvo 

ponašanje pektinaza može se objasniti delovanjem soli na više nivoa prilikom 

raspodele proteina (Albertsson, 1986; Abbot et al., 1990).

Treba primetiti da je veći stepen prečišćenosti ostvarcn sa Na^SO^ u 

odnosu na (NHd^SO^, ne samo kada se porede rezultati dobijeni dodatkom soli u 

najpovoljniiim koncentracijama, već i generalno. Тако je npr najveći postignuti 

stepcn prečišćenosti endo-p, u prisustvu optimalne konccitracijc amonijum 

sulfata, bio 5 .65 , ali je njegova vrednost u prisustvu najpogodnijc koncentracijc 

natrijum sulfata bila 7.51. Isto je važilo i za stepen prečišćeno^ti egzo-p - najveća 

dobijena vrednost je iznosila 4 .52  pri 15 mmol/l (NlDiSO^, a 6.58 kada je u 

sistem doćat Na^SO^ u koncentraciji od 5 mmol/l. O vojc vero''atno bilo izazvano 

sclckti\Tiijom raspodelom proteina, odgovornih za aktivno‘ t, u gornju fazu 

sistema, kada su u njemu bili prisutni joni natrijuma i sulfata.

Tabela 9. Uticaj koncentracije (NHij^SO^ i Na^SO^ na рг rametre raspodele 

pektinaza komercijalnog prcparata u rnodcl sistemu sastava 5 %  (w7w') 

PEG/ 4 %  (w7w) sirovi dekstran

dodata

so (mmol/l)

endo-p egzo-p

К Y  (%) st.preč К Y (%) st.preč.

bez soli 0 1.66 60.85 4.10 0.95 47.07 3.15

(NHa)2S04

5 1.36 54.51 4.81 1.50 55.93 4.43

15 2.09 64.25 5.65 1.62 58.21 4.52

25 1.43 54.52 4.22 1.15 49.09 4 .00

50 1.32 51,98 3..62 1 .0 1 45.30 3.64

5 1,44 59.02 7.51 1.50 60.00 6.58

Na^SO^ 15 1.97 66.81 6.81 0.98 50.03 5.43

25 1.54 65 .70 6.56 0.94 51.72 5.03
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Pozitivan efekt ispitivanih’soli na kocfiojente raspodele u saglasnosti je sa 

rezultatima drugih autora (Kroner and Kula, 19'/8; Albertsson, 1986; Kuboi et al., 

1995; Umakoshi et al., 1996), ali teško da bi se mogao nazvati dramatičnim, kako 

se u često opisuje u literaturi (Kuboi ct al., 1995, Pfennig et al., 1998).

4.1.4.2. Uticaj fosfata

Uticaj fosfata na raspodelu proteina podrazuineva zbirni efekt, kako 

njegove koncentracije, tako i рН vrcdnosti (Johaisson, 1970; Hustedt et al., 1978; 

Kula, 1979). S obzirom da je većina enzima siabilna u uskom opsegu рН, prvi 

korak u cksperimentima sa fosfatom je bilo ispitivanje efekta upravo ove 

promenljive na raspodclu pcktinaza (Tabela 10). Eksperimenti su izvedem u 

dvofaznom sistemu sastava 7.5 % (w/vv) PEG/ 7.5 % (w/\v) sirovi dekstran, a 

komercijalni preparat je bio razblažcn u puferj KH^PO^-Na^HPO^, рН opsega

5.5 -7 .5 .

Tabcla 10. Uticaj рН fosfatnog pufera* KH^PO^-Na^HPO^ na parametrc 

raspodcle cndo-p i egzo-p komercij ilnog preparata u model sistemu 

sastava 7.5 %  (w/w) PEG/ 7.5 % (w/w) sirovi dekstran

рН Vt/Vw endo-p egzo-p

К Y  (%) st.preč. К Y  (% ) st.prcč.

5.5 1.54 0.33 33.74 5.49 0.24 27.02 3.85

6.0 1.64 0.38 38.49 4.92 0.23 27.47 3.32

6.5 1.73 0.60 50.89 4 .80  ■ 0.65 52 .89 5.31

7.0 1.73 0.73 55.77 5.69 0.76 56.76 6.65

7.5 1.83 0.90 62.26 4 .72 0.55 50.21 5.14

koncentracija pufera je bila 6 .7  inmol/1

Različite vrednosti рН fosfatnog pi fera uticale su na ravnotežnc 

zapreminc gomjih i donjih faza dvofaznih model sisterna, u smislu da se sa 

povećanjem vrednosti рН povećavala zapremina gornjih, odnosno, smanjivala 

zapremina gomjih faza. Povećanje vrcdnosti рН fosfatnog pufera favorizovalo je i
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raspodelu endo-p aktivnosti u gornju fazu sistema, što _e bilo praćeno i 

adekvatnirn porastom prinosa u ovoj fazi. Тако je maksimilni dobijcni Kendo 

iznosio 0 .9 , a ostvaren je upravo pri najvišoj ispitivanoj vredncsti рН - 7.5, a isto 

se odnosilo i na vrcdnost prinosa u gomjoj fazi, koja je na ovoj рН vrednosti 

iznosila 62 .26  %.

Pozitivan trend su sa povećanjcm рН iniali koeficijent raspodele i prinos 

egzo-p, ali samo do рН 7.0, a njihov pad pri рН 7.5 vcrovatno e bio posledica рН 

nestabilnosti ovog enzima. Na рН 7.0 postignuto je povoćanje koeficijenta 

raspodele ovog enzima oko 3 puta. odnosno povećanjc prinosa oko 2 puta, u 

odnosu na vrednosti dobijene pri рН 5.0.

Najselektivnija raspodela, odnosno najveći stepen pre5išćenosti oba tipa 

pektinaza u gorajoj fazi sistema, ostvareni su na рН 7.0, što jc, brojćano izraženo, 

značilo stepen prečišćenosti 5 .69  za endo-p i 6.65 za egzo-p

Dobijeni rezultati u skladu sa, u literaturi opisaniii, uticajem рН u 

prisustvu fosfata na koeficijente raspodele nekih proteina (Hiistedt et al., 1978; 

Kula, 1979; Shibusa\va et al., 1998).

Na osnovu ovih rczultata, raspodala pektinaza pri različitim 

konccntracijama fosfatnog pufcra je ispitivana pri рН 7.0 (Tabela 11) Sastav 

sistema jc bio identičan onom u prethodnom eksperimentu, 7.5 % (\v/w) PEG/

7.5 % (w/w) sirovi dekstran. a koncentracija fosfatnog pufera ji varirala od 0.1 do 

0.4 mol/1.

Povećanje koncentracije fosfatnog pufera izazvalo je veliki porast 

vrednosti koeficijenta raspodele endo-p. Najveći Kendo dobiien je upravo pri 

najvećoj ispitivanoj koncentraciji fosfata od 0.4 mol/1 i iznofio je 4 .21 . U isto 

vreme, povećanje koncentracije fosfata smanjilo je vrednost odnosa zapremina 

faza. Promenc ovog odnosa uslovijene promenom koncentracje fosfata su vcć 

primećcne u nekim dvofaznim sistemima (Kvvon et al., 1996). Međutim, pozitivan 

efekt. koji je povcćanje konccntracije fosfata imalo na koeficijint raspodele ovog 

enzima, bio je više nego dovoljan za preovladavanje istovrtmenog negativmog 

uticaja na odnos zapremina, te je i prinos u gornjoj fazi siitema pratio trend 

koeficijenta raspodele, a najveća vrcdnost, 85.78 %, ostvaiena je takođe pri 

0.4 mol/1 fosfata.
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Tabela 11. Uticaj konccntracije fdsfatnog pufera KH^PO^-Na^HPO^ na parametre 

raspodele cndo-p i egzo-p komercij ilnog preparata u model sistemu 

sastava 7.5 %  (w7w) PEG/ 7.5 % (w'\v) sirovi dekstran na рН 7.0

Cfosf. pufera Vt/Vb endo-] egzo-p

(mol/1) К Y  (%) st.preč. К Y  (%) st.preč.

0 .1 1.61 0 .99 62.40 7.70 1.03 63.33 11.41

0.2 1.51 2 . 1 2 76.25 8.27 0.99 60 .00 9.02

0.3 1.47 3.46 83.59 8.93 1.03 60.25 9.38

0.4 1.43 4.21 85.78 10 .0 0 1 . 1 2 61 .60 10.31

0 \akav uticaj koncentracije fosfata le zabeležen kod nekih enzima 

(Hustedt et al., 1978, Kroner and Kula, 1978; .Vndersson et al., 1985) i proteina 

(Umakoshi et al., 1996) i objašnjava sc stva anjem kompleksa (gela) između 

fosfatnih anjona i dekstrana pri višim рН, koji i.'.tiskuje enzim, odnosno favorizuje 

njegovai raspodelu u gornju fazu sistema (Andenson. 1986).

Za razliku od efekta koji je imala na raspodelu endo-p, promena 

koncentracije fosfatnog pufera gotovo da niie izazvala nikakve promene u K̂ gzo - 

četvorostruko povećanje koncentracije dovelo je do porasta kocficijenta raspodele 

za oko 9 %, pa se može pretpostaviti da je koncentracija od 0.1 mol/l fosfata bila 

dovoljna za fiinkcionisanjc sugcrisanog mehanizma istiskivanja gelom ovog 

enzima.

Како je utvrđeno da fosfat ima velikog uticaja na parametre raspodele 

pektinaza, bilo je značajno proveriti da li se u iijegovom prisustvu menjaju udeli 

polimera dvofaznog sistcma, koji daje optimalm. rezultate raspodele. Uzirnajući u 

obzir prcthodne podatke (Tabele 10 i 11), eksperimenti raspodelc su praćem u 

fosfatnom pufem koncentracije 0.4 mol/1 i рН 7. J (Tabela 12).
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Tabela 12. Uticaj sastava dvofaziiog sistema na parametre )aspodeIc endo-p i 

egzo-p komercijanog preparata u model sistemu PIvG/ sirovi dekstran 

u 0.4  mol/1 fosfatnom puferu KH^PO^-Na^HPO^, рН 7.0

PEG dckstran Vt/Vb endo-p egzo-p

(%, w7vv) (%, vv/w') К Y (%) st.prcč. К Y  (% ) st.preč.

5.0 7.5 0 .54 2.47 57.26 8 . 1 0 0.69 27.23 4 .27

7.5 7.5 1.49 4 .14 86.02 9.19 1 .0 2 60.26 10.31

lO.O 7 5 2.18 1.26 73.36 6.37 0.52 53.19 5.36

Prisustvo fosfata pomerilo je udeo polietilen glikola pri kom se dobijaju 

najbolji rczultati raspodele oba tipa pektinaza, u odnosu na sistem bez fosfata 

(Tabela 2), ka višim vrednostima. Naime, najveće vred losti koeficijenata 

raspodcle, prinosa i stepena prcčišćenosti u gomjoj fazi su dobijene u sistemu 

sastava 7.5 % PEG / 7.5 % sirovi dekstran, te se naknadno po<:azalo opravdanim 

ispitivanje uticaja koncentracije fosfata i рН pri ovom odnosu |)oIimera. Prisustvo 

fosfata je uticalo na raspodelu endo-p i egzo-p tako, da jc gomju fazu sistcma sa 

jcdnakim udelima oba polimcra činilo najmanje hidrofobnom, bez obzira na 

povećan sadržaj polictilen glikola u odnosu na sistcm ^astava 5 % (w/wd 

PEG/ 7.5%  (vv/vv) sirovi dekstran. U isto vreme, fosfat nije uticao na trend 

povećanja zapreminskog odnosa sa povećanjem udela polietilen glikola.

4.1.4.3. Vticaj natrijuni hlorida

U okviru ispitivanja delovanja soli na raspodelu pektinaza komercijalnog 

preparata u model sistemima. određen jc i uticaj natrijum hloi ida, kao jedinjenja 

često obradivanog u istraživanjima ove vrste (Hustedt et al., 1978; Albcrtsson, 

1986; Andreasen, 1994; Kuboi ct al., 1995; Gunduz and f,orkmaz, 2000), a 

interesantnog sa aspekta obezbedenja aseptičnosti takom kultivacija 

mikroorganizama. Dvofazni sistem je za potrebe ovog eksperimenta sadržao 

5 % (w7vv) polictilen glikola i 7.5 % (w7vv) sirovog dekstrana (иа osnovu rczultata 

iz Tabele 2), a koncentracija NaCl je varirala u rasponu 5 - 37.5 mmol/1 

(Tabcla 13).
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Tabela 13. Uticaj koncentracije NaCl na paranetre raspodele cndo-p i egzo-p 

komercijalnog preparata u modcl sisiemu sastava 5 % (w/w) PEG/ 7.5 

% (w/w) sirovi dekstran

СмаС1 endo-p egzo-p

(mmol/1) К Y  (%) st.preč. К Y  (% ) st.preč.

0 1.76 51.22 6.66 1 .2 2 42 .12 7.30

5.0 1.07 40.75 5.41 0.65 29 .47 6.45

17.5 0.74 30.00 4.53 0.25 12.64 1.76

37.5 1.13 38.73 6.90 0.64 26 .36 4 .32

Dodatak soli u dvofazni sistem smanjio je kocficijente raspodele endo-p i 

egzo-p i njihove prinose u gomjoj fazi u manjen ili većem iznosu, u zavisnosti od 

primenjene koncentracije. Тако je najvcći pad koeficijenata raspodele obe 

pektinazc bio u prisustvu 17.5 nmiol/l NaCl - za oko 60 % u slučaju endo-p, 

odnosno za čak 80 % što se egzo-p tiče, u odnr sii na sistcm bez soli. Sledstveno 

ovome, dodatkom soli u pomenutoj koncentraciji, prinos endo-p je opao 1.7, a 

egzo-p 3.3 puta. Ovakav efekt NaCI na raspodelu utvrden je kod nekoliko enzima 

(Hustedt et al., 1978; Kuboi et al., 1995), a kar ikterističan je za proteme, koji su 

negativno naelektrisani (Albertsson. 1986).

Uočljiv je i veliki pad stepena prcčišćeiosti pcktinaza u gomjoj fazi pri 

koncentraciji NaCl od 17.5 mmol/1, koji može hti posledica smanjenog afmiteta 

enzima prema toj fazi, već izraženog kroz koeficijente raspodele, ali i poboljšane 

raspodele ostalih proteina (Kuboi et al., 1995).
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4.2. Kultivacija Polyporus sqaum osus u vodenlm 
dvofaznim sistemima polietilen glikol 4000/slrovi 
dekstran

Uzimajući u obzir rezultatc ispitivanja uticaja dužire veznih linija na 

raspodelu komcrcijalnih pektinaza, potrebu za smanjeniem mast;nih udela polimera 

u podlozi ;za kultivaciju motivisanu ekonomskim razlozima i visokmi viskozitetom, 

kao i podatak, da je rast ćelija mikroorganizama optimalan i blizini binodalne 

krivc (Kuboi et al., 1995), kultivacija Polvponis squarnoms na pektinu u 

vodcnom dvofaznom sistemu izvedena je pri 5 % (vv/vv) polietilen glikola i 

4 % (w/vv) sirovog dekstrana pri рН, 5.0. Koncentracija (NH^j^SO.^ u medijumu je, 

na osnovvi rezultata uticaja ove soli na raspodelii pcktniaza. bila povećana za 

15 mmol/1 u odnosu na onu u originalnoj podlozi (Aguilar aiid Huitron, 1990). 

Uporedo sa kultivacijom u dvofaznom sistemu, praćcni su i rast i proizvodnja 

pektinaza P. squomosus, kao i promena parametara kultivacije u kontrolnom 

homogenom mcdijumu (Slike 6 i 7).

Važno je napomenuti da je koeficijent raspodele pektiria bio 0 .25, odnosno 

da se većina pekl:ina nalazila u donjoj fazi .sistema.

Ra;st gljive tokom kultivacije u heterogenom sistemu otlvijao se isključivo 

u donjoj, dekstranom bogatoj, fazi, a maksimalna produkcija biomase je 

postignuta dnjgog dana i bila je  4 .5  puta veća od mak:nmalne vrednosti, 

postignute II kontrolnom medijumu (Slika 6a). Огш kašnjenja u dostizanju najvcćc 

V rednosti ove veličine može se objasnifi adaptacijom gljive na p isustvo polimera u 

inedijumu, rnada jc  teško prcdvideti kakav ćc biti njihov konačni uticaj na ćelije 

pojedinih uiikroorganizama (AnderssOiii and Halm-Ha.gerdal, I9 )0).

Vremenski tok promcne рН u hornogenom i fa^:ima heterogenog 

medi} ama imao je gotovo identičaai trend, ali je pad рН vredaosti u dvofaznom 

sist'jmu bio nešto veći (Slika 6U). Što se tiče; razlika u рН v ednostima izmcđu 

fi' za. рН gornjc faze je npr. r>rvog dana kultiivacije bio 3 .77 , sto je bilo neznatno 

nižc u odnosu na рН od donje faze, 4 .0 , a  fenomen različitih рН u tazama je 

primećcn i u dvofaznirri sistcmima polinier-so (Eitcman and Geiner, I9 9 I , 

Sebastiao et a l , 1997).
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Konccntracije redukujućih šećcra su prva dva dana u pojedinačnim 

fazama sistema bile više od onc u kontrolnom mjdijumu (Slika 6 c), ali ipak тапје 

od vrednosti koju je sa sobom uneo sirovi de<stran (5 mg/ml). S obzirom na 

gotovo jednaku promenu koncentracije šećera u gomjoj i donjoj fazi, očigledno je 

da se, mehanizmom raspodcle, uspostavljao javnotežni odnos ovih jcdinjenja 

tokom kultivacije, što je prcdstavljalo povoljiiu okolnost u prvim danima, s 

obzirom na eventualnu kataboličku rcpresiju, a л isto vreme je bilo dobra osnova 

za rast gljive. Ovo poslednje je možda i bio razlog povećane produkcije biomase u 

dvofaznom medijumu.

Promena konccntracija rastvorljivih p oteina sa vremenom kultivacije 

pokazala je njihovu favorizovanu raspodelu u doaju fazu sistema (Slika 6d), što je, 

teoretski, pmžilo osnovu za postizanje većih vrednosti specifičnih aktivmosti 

enzhua u gomjoj fazi, u odnosu na onu u homogenom medijumu.

Produkcija enzinia u dvofaznom sistemi je takode kasnila u poređenju sa 

homogenim sistemom, ali je u vrerne postizanja naksimalne vrednosti cndo-p, ova 

aktivnost u gomjoj fazi bila 1.4 puta veća ^d iste u kontrolnom mcdijumu 

(Slika 7a). U isto vreme kocficijcnt raspodele ovog enzirna je bio 1.52, a prinos u 

gornjoj fazi 70 .86  % (Slika 8a).

Maksimalne cgzo-p aktivnosti su produkovane dmgog dana kultivacije, 

kako u kontrolnom, tako i u obe faze heterogenog medijuma (Slika 7b). Tada su 

vrednosti ovc aktivnosti u gomjoj fazi i homoge iom medijumu bile jednake, ali se 

većina enzima raspodelila u donju fazu - koeficiient raspodclc je bio 0 .6 , a prinos 

u gomjoj fazi 48 .56  % (Slika 8b).

Ukupne vrcdnosti produkovanih endo p aktivnosti u dvofaznom i u 

homogenom sistemu su, računate po daniina, imalc gotovo identične vrednosti (nc 

uzimajući u obzir prvi dan kultivacije). Тако je ukupna produkovana endo-p u 

homogenom sistemu dmgog dana kultivacije imosila 21 .66  (U), a u obe faze 

heterogenog sistema 22 .74  (U). Medutim. na isti način računata, proizvedena 

egzo-p aktivnost bila je veća u heterogenoin nego u homogenom sisteinu. Npr. 

trećeg dana kultivacije su vrednosti ukupnc produkovanc cgzo-p aktivmosti u 

dvofaznom i kontrolnom mcdijurnu bile 5400 (U ', odnosno 2961 (U).
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Slika 6 . V'remcnski tok promena a) produkovane biomasc, b) зН, c) reclukujućih 

šećera i d) rastvorljivih proteina tokom kultivacije Poiyporus sguamosus 
u homogenom (o) i gomjoj (•) i donjoj (•Â) fazi d\ofaznog medijuma 

sastava 5 % (vv/\v) PEG/ 4 % (vv/w) sirovi dekstn^ sa pektinom na 

рИ,5.().

Povećana proizvodnja ovog enzima teško da se može Dripisati povećanoj 

biomasi u dvofaznom sistemu, čime se spekulisalo u nekim istraživanjima 

(Persson ct al., 1991), s obzirom na nepromenjenu vrcdnost ukupne endo-p, već je 

verovatno posledica prisustva polictilen glikola. Naime, poznatC'je da ovaj polimer 

stupa u interakciju ćelijskom površinom i menja njenu penueabilnost (Andersson 

and Hahn-Hagerdal, 1990), te bi pretpostavka, da je egzo-p vizan za ćeliju, kao 

što je to skičaj kod Aspergillus niger (Aguilar et al., 1991), nogla objasniti ovu 

pojavu. Pcv ećanje produkcije enzima je, kao posledica prisustvi polietilen glikola, 

utvrdeno i za a-amilazu iz Bacillus suhtilis (Andersscn et al., 1985), 

P-glukozidazu iz Aspergillus phoenicis (Persson et al., l ‘ *89) i hitinazu iz 

Serralia marcescens (Chen and Lee, 1995).
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Slika 7. Vremenski tok produkcije a) endo-p i b) egzo-p aktivnosti tokom 

kultivacije P. squamosiis u homogenom (o) i gornjoj (•) i donjoj fazi (a ) 

heterogenog sistema sastava 5 % (\v/w) PEG/ 4 % (w/w) sirovi dekstran 

sa pektinom na рН, 5.0.

Slike 8a i 8b pokazuju parametre l aspodele pektinaza po danima 

kultivacije. Najveća vrednost koeficijenta raspcdelc endo-p bila je drugog dana 

kultivacije, 2 .45 , dok je Kegz<i prva tri dana bio o \o  0.6. Najviše pektinaza oba tipa 

se ekstrahovalo u gomju fazu sistema u dmg.oni danu kultivacije - 80 .22 % 

endo-p, odnosno 49.83 % egzo-p, u kojoj su, u isto vreme su postignuti i najveći 

stepeni prečišćenosti enzima - 7.0 za endo-p i 5.ј 9 za egzo-p. Promene parametara 

raspodcle tokom kultivacije mogu se objasniti uiicajem biomase i medijuma, kako 

u smislu potrošnjc njegovih konstituenata, tato  i proizvodnje metabolita, koji 

mogu uticati na fenomen raspodele direktno, ali i kroz promene ravnotežnih 

koncentracija polimera u fazama (Kvvon et al., 1 ^96; Planas et al., 1997).

Može se zakljućiti da je kultivacija sguamosus bila moguća i u 

vodenom dvofaznom sistemu sastavljenom od polietilen glikola 4000  i sirovog 

dekstrana. Rast gljive se odvijao isključivo u donjoj fazi sistema, a biomasa i 

produkovane cndo-p i egzo-p aktivnosti su bile veće, ili jednake onima u 

homogenom medijumu. Sastav dvofaznog nedijuma je bio takav, da je 

favorizovao raspodelu endo-p u gornju fazu sistema. lako je kocficijcnt raspodele 

egzo-p aktivnosti bio manji od 1 , njena vrednost u gomjoj fazi je bila jednaka onoj 

u kontrolnoj homogenoj kultivaciji.
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Slika 8 . Koeficijent raspodcle (♦ ), prinos (т ) i stepcn prečišćenosti (■ ) u gomjoj 

fazi a) cndo-p i b) egzo-p tokom kultivacije P. squan>osus u dvofaznom 

sistemu sastava 5 %  (\v/w) PEG/ 4 % (w/w) sirovi dekstran sa pektinom 

na рН, 5.0.

4.2.1. Uticaj amonijum sulfata na raspodelu pektinaza 
tokom kultivacije Polyporus sguam osus

Tokom ispitivanja uticaja amonijum sulfata, kao soli coja ulazi u sastav 

podloge za kultivaciju P. sguamosus, na raspodclu pektinaze u modcl sistemu, 

utvrden je njegov pozitivan uticaj, pri 15 mmol/1 (Tabela 9) То je i bio razlog 

povcćanja konccntracijc u podlozi upravo za ovu vrednost, ili, iskazano u 

procentima. sa 0.2 na 0.4 %. Ipak, bilo je interesantno ispitati da li ova promena 

deluje na produkciju enzima, ili utiče na njihove koeficijente raspodelc. Sa tim 

ciljcm izvedene su uporedne kultivacije sguamosus u homogenom i heterogcnim 

sistemima. koji su sadržali osnovnu, originalnu, i povećanu koncentraciju 

(NHUj^SO^. Kultivacije su zaustavljene nakon tri dana i na csnovu analiziranih
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aktiviiosti izražena jc  njihova prornena, kao i promena koefrcijcnata raspodele, sa 

povećanjem sadržaja amonijum sulfata (Tabela 14).

Tabela 14. Uttcaj koncentracije (NH^j^SO^ ra  produkciju endo-p i egzo-p 

aktivnosti, kao r njrhove pararnetrt raspodele tokom kultivacije P. 

sgnamosus u homogenom i dvofaz iom sistemu sastava 5 % (\v/v\) 

PEG/ 4 % (\v/w) sirovi dekstran na рН, 5.0

(NH;)2S04 biornasa endo-p egzo-p

(rnmol/1) faza* (mg) (U/rnl) К V (%) st preč. (U/ml) К Y  (% ) st.preč.

Н 1.16 0.34 - 100 .00 28 .94 - 10 0 1 .0 0

15 Т 0.00 0.43 2.15 81.70 :i.99 72.60 0.88 64.63 1 1 .8 8

В 3.10 0.20 82.52

Н 0.99 0.53 - 10 0 .00 45 .26 - 10 0 1.00

30 Т 0.00 0.63 3.90 89.00 :i.89 130.01 0.95 66 .36 14.36

В 3.52 0.16 136.29

*Н  - h om ogeii sistem  

Т - g o m ja  faz^

В  - d on ja faza

Prisustvo različitih koncentracija ainonijurn sulfata u dvofaznim 

sisternima za kultivaciju nije uticalo na raspodelu biomase, te se rast gljive odvijao 

isključivo u donjirn fazama. Poredeći vrednosti produkovane biomase u 

Iiomogcnirn i u hetcrogenirn sistemirna pri razhčitirn koncentracijama amonijum 

sulfata, možc se zaključiti da dvostruko pove:anje koncentracije ove soli nije 

siimulisalo produkciju biornase, već da je veća \rednost bila posledica rasta gljive 

11 dvofaznom medijumu. Nairne, produkovana homasa u homogenim sistemrma 

pri obe koncentracije soli, izražena kao RNA, le bila oko 1 rng, a u dvofaznim 

srstcmima sa 15 i 30 mmol/1 (NHij^SO^ 3.1 mg, odnosno 3 .52  mg, što nije 

predstavljalo značajniju razliku.

Medutim dvostruko povećanje konceiitracije soli je uticalo, kako na 

produkciju enzrma, tako r na njihovor raspodelu izmedu faza. Narme, s obzirorn na 

činjenicu o jednakoj produkciji biornase u heterogenim sistemima sa različitim
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koncentracijama ove soli, uticaj biomase na raspodelu, o komc postoje literatumi 

podaci (Hustedt et al., 1988, Gonzalez et al., 1990; Pianas et al., 1997), je mogao 

biti isključen. Faktor povećanja produkcije endo-p i egzo-p, računat kao odnos 

aktivnosti u homogcnim kultivacijama sa 0.2 % i 0 .4  % amonijum sulfata, 

pokazao jc stimulativan efekt, izražcn jcdnakom vrednošc u od 56 %, na 

proizvodnju oba cnzima. Faktor povećanja kocficijenata raspodele izračunat je kao 

odnos izmedii kocficijcnata raspodele istih cnzima u heterogenin sistemima sa 15 i 

30 mmol/1 (N ^ 4)2 8 0 4 . Povećanje koncentracije soli u dvofaznom sistemu nije 

imalo bitrjjcg uticaja na prinos i prečišćavanjc endo-p u gorajoj fazi, ali jc  

poboljšaio kocficijent raspodele 1.81 puta, kao i aktivnost u gornjoj fazi za 37 %, 

tc se, i sa ovog stanovišta, pokazalo kao opravdano. Istc, pak, шје imalo 

značajnijcg uticaja na Kegzo, njegova vrednost se povećala ia 8 %, ali se, u 

krajnjcm ishodu, pokazalo kao pozitivno, zbog uticaja na pcvećanu produkciju 

ovog enziina. Тако je aktivnost ovog enzima u gorajoj fazi bila za 80 % veća u 

prisustvu 30 mmol/1 amonijum sulfata, a ova konccntracija soli jc  doprinela i 

sclcktivmijoj raspodeli enzima u goraju fazu, što je rezultovalo f ovećanjem stepena 

preČišćcncsti 1 .2  puta.

4.2.,2. Uticaj fosfata na raspodelu pektinaza tokom kultivacije 
Polyporus squamosus

Ek.spcrimenti raspodele u dvofaznim niodel sisteminia pokazali su da 

fosfat ima vclikog uticaja na parametre koji karakterišu ovaj fcnomen. Srećnom 

okolnošću se može smatrati i činjenica da fosfati pojačavaju >ekreciju fungalnih 

pcktinaza (PeriČin et al., 1992d; Antov, 1996). Imajući ovo ч vidu, u sledećim 

kultivacijama u dvofaznim sistemima, sastava 5 % (vv/vv) polietilen glikol/ 4 %  

(vv/vv) sirovi dekstran. na рНј 5 .0 , ispitan je uticaj KH2PO4 na raspodclu pektinaza 

gljiveP. squamosus.

Ukoliko bi se poštovala analogija sa rezultatom najvcćcg uticaja fosfata 

na raspodclu endo-p u model sistcmu (Tabela 11), njegova koncentracija i u 

dvofaznom kultivacionom medijumu bi trebala da bude 0.4 mol/1. Preliminaraa 

istraživanja su, medutim, pokazala da prisustvo fosfata pri kon :entracijama većirn 

od 0.2  moL'l čini sistem vcoma viskoznim i, stoga, ncpodesnim za rast ćelija, koje 

produkuju enzime, kao što je to već pokazano na primeru bakterijskih ćelija
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(.^jidersson, 1986). Ispitivanja su'zato bila svedena na tn koncentracije fosfata i 

njihpvi rezultati, posle tri dana kultivacije, su prikazani u Tabeli 15.

Tabela 15. Uticaj koncentracije fosfata na produkovanu biomasu i endo-p i egzo-p 

aktivnosti, kao i njihove parametre raspodele u dvofaznim sistemima 

sastava 5 % (w/vv) PEG/ 4 % (\v/wO nrovi dckstran na рН, 5.0

KH2P04 biomasa endo-p egzo-p

(mol/1) faza (mg) (U/ml) К Y (%) st.preč. (U/ml) К Y (%) st.preč.

0 .1 Т 0.00 0.62 3.90 89.00 5.S9 130.01 0.95 66 .36 14.36

В 3.52 0.16 136.29

0.15 Т 0.00 0.34 2 . 1 2 81.49 3.32 77.85 1.04 68.35 8.89

в 3.43 0 .16 74.44

0.20 т 0.00 0.48 oc 100 3.S1 103.60 1 . 1 2 69 .94 11.56

в 4 .27 nd'* 92.74

* Т  - g o n ija  l'aza 

В  - d on ja faza

* *  ak tiv n o st n ije d etek to v an a

Prisustvo fosfata nije menjalo raspodelu biomase, te sc rast gljive odvijao 

isljučivo u donjim fazama sistcma. Povećanje konccntracije fosfata sa 0.1 na 

0.2 moI/1 je povećalo vrednost produkovane biomase za 20 %, ali je ono bilo 

relativno malo da bi moglo imati većeg uticaja na raspodelu pektinaza.. Poznato 

je, naime, da povećano prisustvo biomase pogoišava koeficijent raspodele enzima 

(Hustedt et al., 1988; Gonzalez et al., 1990; Plai as et al., 1997).

Povcćanje koncentracije fosfata u podlozi delovalo je, mada u malom 

stepenu, stimiilativno na koeficijent raspodele cgzo-p i prinose ovog enzima u 

gornjoj fazi. Тако se vrednost koeficijenta raspodele povećala sa 0.95 na 1 . 1 2 , a 

prinosa u gomjoj fazi sa 66.36  % na 69.94  Уо, kada je konccntracije fosfata 

promcnjcna sa 0 .1  na 0.2  mol/1 .

Tzv. jcdiiostrana raspodela endo-p ak ivnosti je postignuta takode pri 

najvećoj ispitivanoj konccntraciji fosfata od 0.2  mol/1; ti uslovi u dvofaznom
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sistemu su, naimc, pogodovali raspodcli celokupnc produkovane aktivnosti u 

gomju fazu, te je u jednom ekstrakcionom koraku postignut 10 0  %  prinos. 

Nedostataic doslednog trenda u ponašanju parametara raspodde cndo-p može sc 

protumačiti prisustvom još jedne neorganske soli u sistemu, anonijum sulfata. a 

poznato je da pored koncentracije različitih jona, veliki uticaj na raspodclu u 

dvofaznim sisternima ima i njihov odnos (Albertsson. 1986).

Bcz obzira što su pri 0.2  mol/1 fosfata postignuti idealna raspodela cndo-p 

i najveće \Tcdnosti pararnetara, koji je karaktcrišu, u slučaju c^zo-p, čini sc da je 

optimalan izbor koncentracija fosfata od 0.1 mol/1. Koeficij mti raspodelc oba 

cnzima imali su dovoljno visoke vrednosti, 3.9 za endo-p, odno; no 0.95 za egzo-p, 

a stepeni njihovog prečišćavanja, računati kao odnos speci ičnih aktivnosti u 

gomjoj kjzi i u, uporcdno vodenim kultivacijama u homogenim sistcmima 

odgovarajuće jednakog sastava osnovne podloge, su iznosili 5 .89  za cndo-p i 

14.36 za egzo-p, što je predstavljalo i najvcćc dobijene vrednojti ovog paramctra. 

Najvcća jireČišcenost endo-p i egzo-p pri najmanjoj ispiti\anoj koncentraciji 

fosfata može se objasniti, već spomcnutim, odnosom soli u sistcmu, koji je najviše 

odgovarao selektivnoj raspodeli proteina, odgovomih za ovc aktivnosti, u gomju 

fazu.

Tabcla 16 Ukupnc produkovane aktivnosti endo-p i egzo-p lakon trećeg dana 

kultivacije P. squamosus u dvofaznim sistemima, sastava 5 %  (\v/\v) 

РЕО/ 4 %  (\v/\v) sirovi dckstran, na рН, 5 0, pri različitim 

koncentracijama fosfata

koncentracija fosfata ukupna produkovana aktivnost u d /ofaznom sistemu

(mol/1) endo-p (U) cgzo-p (U)

0 . 1 0 21 .04 5282.04

0.15 11.26 3069.67

0.20 12.96 4002.82

Porcd toga, činjenica je i da je ova koncentracija fo ifata u dvofaznom 

sistemu odgovarala produkciji najvećih vrednosti ukupnih akt vnosti oba cnzima 

(Tabela 16). Ukupna produkovana aktivnost cndo-p tipa jc u s stemu sa 0.1 moL/1
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fosfata bila za 87 % vcća od one sa 0.15 mol/1 o /e  soli, a 1.75 puta veća u slučaju 

cgzo-p.

4.2.3. Uticaj pH| na kultivaciju Polyporus sguamosus u 
dvofaznom sistemu

Rezultati ispitivanja raspodele pektinazi u model sistemima pokazali su 

značajan efckt. koji je na nju imao рН. Какс su najbolji parametn raspodele 

komercijanih enzima, u prisustvu fosfata, dobiieni na рН 7.0 (Tabela 10), kao 

sledcći zadatak nametnula se potrcba ispiti^'anja mogućnosti kultivacije F. 

squamosus u vodcnom dvofaznom sistemu pri ovoj početnoj рН vrcdnosti. Pri 

tome jc koncentracija fosfata, 0 . 1  mol/1, odgovaiala vrednosti optimalne, određene 

u cksperimcntu o uticaju fosfata na produkciju i raspodciu pektinaza (Tabele 15 i 

16).

U sistemu vcć ustaljcnog sastava, 5 (\v/vv) PEG / 4 % (\v/\v) sirovi

dekstran, praćcna je kultivacija gljive, upored? sa kultivacijom u homogenom 

rncdijumu. I pri рН, 7.0 P. squamosus je rastao u donjoj, dekstranom bogatoj, 

fazi, a količina biomasc, odnosu na kultivaciju pri рН, 5.0 (Slika 6a), je bila 

manja, npr. trećcg dana kultivacije vrednost produkovane biomase u kultivaciji рп 

рН, 7.0 je iznosila 4 .32 mg, što jc predstavljalc smanjenje za 77 % u odnosu na 

kultivaciju pri рН 5.0. Interesantno je da jc početni рН imao veći uticaj na 

produkciju biomase u prisustvu polimera, u odnc su na homogeni mcdijum; tako su 

vrednosti produkovane biomase u kontrolnom hcmogenom sistemu pri рН, 7.0 bile 

manje za 10 do 28 % nego pri рН, 5.0.

Trcnd promcna biomase i ostalih praćcnih promcnljivih (рН, redukujući 

šećeri, proteini) nije sc značajnije razlikovao od mog pri рН, 5 .0  (Slika 6b,c,d), te 

ovi podaci ncćc biti prikazani. Ono što je intere>antno je da endo-p aktivnost nije 

detektovana ni u jednoj fazi heterogenog sistema, iako se nalazila u homogcnom 

mcdijumu. Produkovane egzo-p aktivnosti i prcmene parametara raspodele ovog 

enzima po danima kultivacije predstavljcni je na Slici 9.

Maksimalna izmcrcna vrednost egzo p aktivnosti je u homogenom 

mcdijumu dostignuta dmgog dana kultivacijc, a u dvofaznom sistemu dva dana 

kasnijc (Slika 9a). Vrednosti parametara raspodele su sc, kao što je to već bio 

slučaj pri рН, 5.0 (Slika 8), menjale u zavisnosti od dana kultivacije (Slika 9b), a 

ove promcne se na isti način mogu i objasniti dclovanjcm biomase i medijuma na
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raspodelu (Kvvon ct al., 1996; Planas et al., 1997). Najbolji Ke,zo (1-44) i prinos u 

gornjoj fa7 i (70 .59  %) zabeleni su trećeg dana kultivaciji;, dok je najbolje 

prečišćavanje, 3.11 puta u odnosu na specifičnu aktiviiost u homogenom 

medijumu, bilo poslednjeg praćenog dana kultivacije (ne uzimajući u obzir prvi 

dan zbog niskih vrednosti produkovanc aktivnosti).

Veći početni рН dvofaznog medijuma poboljšao je cl strakciju egzo-p u 

gomjoj fazi, u odnosu na kultivaciju pri рН, 5 .0  (Slika 8b ,̂ pa je koeficijent 

raspodele ove aktivnosti gotovo sve vrenic bio vcći od 1 , štc nije bio slučaj sa 

kultivacijcm pri рН, 5.0. Тако je trećeg dana kultivacijc К o''og enzima iznosio 

1.44, što je predstavljalo poboljšanje od 2 .44 puta u odnosu ru vrednost dobijenu 

u kultivaciji pii nižem рН,. Pri istim uslovima poboljšan je i p. inos u gornjoj fazi 

za 45 %.

V re m c  k u ltiv acije  (d aii )

- 4

2 t  
00

V re m c  k u ltiv acijc  (d a n  )

Slika 9. Viemcnski tok a) produkovanc egzo-p aktivmosti u homogenom (o ) i 

gomjoj (•) 1 donjoj (a ) fazi heterogenog medijuma i b) koeficijent 

raspodelc (♦ ), prinos (▼ ) i stepen prečišćenosti (■ ) u gornjoj fazi tokom 

kultivacijc P. .squamosus pri рН, 7.0
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Sudeći po stepenu prečišćenosti, veći po:etni рН heterogenog medijuma је 

odgovarao i raspodeli ostalih proteina u istu fa;^i, te je postignuta vrednost ovog 

parametra, npr. drugog dana, u vreme produk( ije najveće aktivnosti (Slika 9a), 

bila oko 2.3 puta manja pri рН, 7.0 (Slika 9b), n:go pri рН, 5.0 (Slika 8b).

Povećanje К i prinosa nije bilo toliko da, u dovoljnoj meri, kompenzuje 

male vrednosti produkovane egzo-p aktivnosti; iiaksimalna vrednost je u gomjoj 

fazi iznosila 48 .44  U/ml (Slika 9a), a pri рН 5.0  134.33 U/ml (Slika 7b), te 

povećanje рН, nije bilo od većeg značaja. SmanjCna produkcija cnzima na pri ovim 

рН jasna jc , ako se ima u vidu da su niske viednosti medijuma u korelaciji sa 

maksimalnom proizvodnjom pektinaza kod fiingi (Sakai et al., 1993).

4.2.4. Kultivacija Polyporus iquam osus u 
sistemu sa izluženim repinim rezancima

dvofaznom

Izluženi repini rezanci predstavljaju otpadak iz prehrambene industrije, a 

problem njihovog uklanjanja se rešava upotrebom ili u formi dodatka obrocima za 

ishranu krava, nakon mcšanja sa rnelasom ili sil ranja, ili kao zemljišnog đubriva. 

S obzirom na sadržaj pektina, koji prema literat jri iznosi 1.4 - 2 .0  % (Grohmann 

and Bothast, 1994), izluženi repini rezanci l)i, dodati u dovoljoj količini u 

medijum, mogli posluziti kao jeftiniji izvor pektiiia od komercijalnog.

U sledećim eksperimentima su izvedenc kultivacije P. squamosus u dva 

dvofazna sistema, različita po sadržaju polimei a, koji su sadržali suve izlužene 

repinc rezance, uporedo sa kultivacijom u kontrclnom homogenom medijumu. Prv i 

dvofazni sistcm bio je sastava 7.5 % (v\7w) PEG / 7.5 % (w/w) sirovi dekstran, jer 

je ta kombinacija polimera dala najbolje koeficijante raspodele u prisustvTj fosfata 

(Tabela 12). Sastav dnigog dvofaznog medijuma je bio 5 % (w/w) PEG/ 4 %  

(w/w) sirovi dckstran i proizašao je iz eksperimi;nata kultivacije sa komercijalnim 

pektinom. Rezultati uporednog ispitivanja na osnovu podataka. dobijenih trećeg 

dana kultivacije, predstavljeni su u Tabeli 17.

Sastav dvofaznog sistema nije uticao na raspodelu biomase - rast gljive se 

odvijao isključivo u donjoj fazi sistema, ali je po morfološkim karakteristikarna bio 

različit. U medijumu sa većim sadržajem polimora P. suamosus rastao u formi 

peleta, dok je u dnjgom ispitivanorn sistemu rast imao karakteristike micelamog.
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Tabela 17 Uticaj udela polimera na proizvodnju i raspodelu b oniase i parametre 

raspodele pektinaza trcćcg dana kultivacije P. squamosns u dvofaznim 

sistemima sa rcpinim rczancima na рН, 5.0

dvofa^mi sistcrn V./Vb faza* biomasa endo-f egzo-p

(mg) (U/rnl) К Y  (%) (U/inl) К Y  (% )

7.5%  (w/vv) PEG 1.35 Т 0.00 0 . 1 2 oo 10 0 43.54 2 .30 75.68

7.5%  (w/w') dekstran В 9.70 nd" 18.94

5%  (w7w) PEG 2.08 т 0.00 0.47 4.70 90.71 91.56 2.78 85.24

4%  (w7w) dekstran в 3.63 0 . 1 0 32.98

Т  - g o m ja  t aza  

В  -  don ja f i / a

* *  ak tivnost nije d etek to v an a

lako je raspodela endo-p u medijumu sa 7.5 % (w/vv) l’EG i 7.5 % (w/w) 

sirovog dekstrana pokazivala osobinu idealne, celokupna produkovana aktivmost 

se nalazila u gomjoj fazi, ukupna produkovana aktivnost ovo^ tipa je, u sistemu 

sastava 5 % (w/w) PEG/ 4 % (w/w) sirovi dekstran, iznosila oko 14 (U) i bilaje  

5 puta veca nego u prvom medijumu. Pored toga, ostvaren je visok kocficijent 

raspodele (4.7) u sistcmu sa manjim sadržajem polimera, i, iako manji od idealnog 

od 100 %, prinos od 90 .7  %.

Koeficijent raspodclc egzo-p je za 20  %  bio vcći u nstemu sa manjim 

vrcdnostima udela polimera, a ukupna produkovtuia aktivnost ' išc od 2  puta veća 

nego kada. je gljiva rasla u prisustvu vcćih vrednosti udela polictilen glikola i 

dekstrana. Naime, ukupna egzo-p aktivnost u sistemu 7.5 % 4v/w) PEG/ 7.5 %  

(w/w) sirovi dekstran je iznosila 1323.4 U, dok je u medijumu sa 5 % (w7w) PEG i 

4 %  (w/w) sirovog dekstrana njena vrcdnost bila 2900  U. lako veća 2 .67  puta, 

količina biomase u prvom ispitivanom sistemu nije uticala na ul:upne produkovane 

cnzimske aktivnosti.

Očigledno je da visoka vrednost udela polimcra nije predstavljala 

adekvatno okruženjc za produkciju enzima od strane miki oorganizma. Njen 

negativan uticaj je bio iskazan kroz promenjene morfološke karakteristikc rasta, 

koje su zapravo uticale na razlike u aktivnostima oba tipa pektinaza.
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Još je Jedan monient išao u prilog dvof;iznog sistcma sastava 5 % (vv/\v) 

PEG/ 4 %  (\v/\v) sirovi dakstran, a to je bio odnos zapremina faza (Tabela 17), 

koji u ovom sisternu bio vcći 1.54 puta u odnosu na onaj u prvom sistemu, a što je 

bilo od značaja za postizanjc većeg prinosa egzo-p u gomjoj fazi (85 .24  % u 

odnosu na 75.68 % ), u jcdnom ekstrakcionom coraku. Jasno, je, dakle, da je za 

praćenjc kultivacije i raspodele pektinaza oda^ran heterogeni medijum upravo 

o\ og sastava, a rezultati ovog eksperimenta su p •ikazani na Slikama 10 i 11

eci
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Slika 10. Vremenski tok promena a) piodukovane biomase, b) рН, 

c) redukujućih šećera i d) rastvorliivih proteina tokom kultivacije 

Polyporus squamosus u homogenom (o) i gornjoj (•) i donjoj (a ) fazi 

dvofaznog medijuma sastava 5 % (\v/\v) PEG / 4 % (w/\v) sirovi 

dekstran sa repinim rezancima na рН 5.0.

Као što je već rečeno za treći dan, rast gljive je bio ograničen u donjoj 

fazi sistcma, a takva raspodela biomasc se zadržala tokom celog praćenog toka 

kultivacije (Slika 10a). Maksimalna količina biomase, 3.6 mg, nalazila se u 

dvofaznom medijumu nakom tri dana i bila jc  više od tri puta veća od najveće
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vrednosti dostignute u kontrolnoj homogenoj kullivaciji (1 .12  mg). Posmatrano sa 

stanovišta vremena potrebnog za produkciju maksimalne  ̂ rednosti biomase, 

kultivacija u heterogenom sistemu je kasnila dva dana. što je vcrovatno bila 

posledica adaptacije gljive na prisustvo polimera.

Vremenski tok promena рН u heterogenom sistemu pokazao je pad 

vrednosti drugog dana kultivacije sa početnih 4.61 u gomjoj, odnosno 4 .60  u 

donjoj fa2’.i na 3 .70  (Slika 10b), što je u odnosu na kultivaciju u mcdijumu sa 

pektinom (Slika 6b) predstavljalo jcdan dan zakašnjenja. Razlike u vrednostima 

рН izmedu faza i homogenog rnedijuma bile manjc nego prihkom kultivacije sa 

pektinom.

Koncentracijc redukujućih šećcra u dvofaznom sisteniu su bile veće od 

one Li kontrolnoj podlozi (Shka 10c), što je bilo posledica Činjenice da jc  rastvor 

dekstrana sadržao ova jedinjenja, pri čemu je došlo do njihove raspodele između 

faza, na isti način i sa istim posledicama kao i u kultivaciji sa p;ktinom (Slika 6c) 

Raspodela proteina se tokom vremcna odvijala u korist donjc Faze (Slika lOd), a 

vrednost koficijenta, koji je karakteriše, je varirala u rasponu o i 0.31 do 0 .78 , što 

je predstavijalo dobar preduslov prečišćavanja pektinaza u gonijoj fazi. Medutim, 

prisustvo repinih rezanaca u podlozi uticalo da vrednosti konci ;ntracije protema u 

gornjoj fazi, računate po danima, budu od 4 do 9 puta vcće oJ onih. dobijenih u 

kultivaciji .sa pcktinom (Slike 6d i lOd).

100

V re m c  k u ltiv acije  (d a n )

1 2  3 4
V re m e  k u ltiv a tije  (d a n )

S lik a ll . Vremenski tok produkcije a) endo-p i b) egzo-p aktivnosti tokom 

kultivacije F. squaniosus u homogenom (o ) i gomjoj (•) i donjoj (a ) 

fazi hetcrogenog sistcma sastava 5 % (\v/\v) PEG/ 4 % (vv/\v) sirovi 

dekstran sa rcpinim rczancima na рН, 5.0.
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Maksimalne vrednosti oba tipa pektinaza su u heterogcnom medijumu 

produkovane nakom tri dana kultivacije - jedan can kasnije u odnosu na homogenu 

kultivaciju (Slike 1 la,b). Aktivnost endo-p u gomjoj fazi je u to vreme bila 

1.4 manja od one u kontrolnom mcdijumu, ali je zato koeficijent raspodele iznosio 

4 .7 , a prinos u gomjoj fazi 90.71 % (Tabcla 18]. Aktivnost cgzo-p, koja se trcćeg 

dana nalazila u gomjoj fazi sistema, bila je 3 puta vcća od one u homogenom 

rnedijumu. a vrednosti kocficijenta raspodele i prinosa u ovoj fazi su bilc 2 .78, 

odnosno 85.24  %, rcdom (Tabela 18).

Као i kod kultivacije u dvofaznom siste nu istog sastava, ali sa pektinom, 

ukupna produkovana aktivnost egzo tipa je bila veća od one u kontrolnoj 

kultivaciji. Npr. trećeg dana kultivacije procukovana egzo-p u heterogenom 

medijumu jc iznosila 2900 U, a u kontrolncm. homogenom 1278 U, što jc  

predstavljalo višc nego dvostruko povcćanje. l ito nije važilo i za endo-p, te se 

može pripisati prisustvu polietilen glikola, Ddnosno njegovoj interakciji sa 

površinom ćelije, kao u slučaju dobijanja nckih enzima kultivacijom u dvofaznim 

sistcmima (Andersso et al., 1985; Persson et al., 1989; Chen and Lee, 1995), a ne 

povcćanoj produkciji biomasc.

Tabcla 18. Parametri raspodelc cndo-p i eg/O-p trcćeg dana kultivacije P.
sguamosus u dvofaznom sistcmu sa.‘ tava 5 % (vv/w) PEG / 4 % (\v/w) 

sirovi destran sa rcpinim rezancima i a рН, 5.0

К Y  :%) st.preč.

endo-p aktivnost 4 .70 9C.71 4 .26

egzo-p aktivnost 2.78 85.24 7.98

Stepen prečišćenosti u gomjoj fazi, računat kao odnos spccifičnih 

aktivTiosti enzima u ovoj fazi i u homogenom me lijumu je, bez obzira na povećanu 

koncentraciju protcina u gornjoj fazi, bio visok (Tabcla 18), i za endo-p je iznosio 

4.26 , što jc  bilo nešto manje u odnosu na stcpci prečišćenosti istog dana (5 .0) u 

kultivaciji sa pektinoma (Slika 8a). Što se cgzo-: tiče, dobijeno prcčišćavanje je u 

dvofaznom medijumu sa repinim rezancima bilt bolje, što je bilo izraženo kroz 

povećanje stepcna prcčišćcnosti za 56%  u odnosu u kultivaciji sa pektinom (Slika 

8b i Tabela 18).
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Kultivacija Folyponis sguamosus u dvofa2Uiom sisteinu koji jc sadržao 

izlužene repine rezance omogućila je razdvajanje biomase i pektinaza, u 

zadovoljavajućoj mcri, u suprotnc faze sistema. lako su apsolutnc vrcdnosti 

produkovanili pektinaza u ovoj kultivaciji bile niže od onih u prisustvu pektina, 

dobijeni su bolji koeficijenti raspodele, veći prinosi u gomjoj fazi, kao i stepen 

prcčišćavanja. Ovaj supstrat nije, daklc, nepovoljno uticao na parametre raspodele 

pektinaza, kao što se moglo očekivati, s obzirom da prisusb'O čvrstih materija 

(biomasa, ostaci ćelija), u koje se može svrstati, ima takav ;fekt na raspodelu 

(Hustedt ct al., 1988, Gonzalez et al., 1990; Planas et al., 1997 .

4.3. Kultivacija Polyporus sguam osus u vodenom 
dvofaznom sistemu polietilen glikol 4000/dekstran 
40000

S obzirom na dobijene rezultatc raspodele pektinaza u dvofaznom model 

sistcmu polietilen glikol 4000/dekstran 40000  (Tabela 4), k:io i na literaturnc 

podatke, po kojima je rast ćelija najbolji blizu binodalne kiive (Kuboi et al., 

1995), odabrano je da dvofazni sistem za kultivaciju P. sguomosus budc sastava 

7 % (w/vv) PEG/ 7.5 %  (w/w) D EX.

R a st7 ’. squamosus se odvijao isključivo u donjoj fazi sistcma (Slika 12a), 

a najveća vrednost biomase, izražcnc kao RNA, produkovana jc već prvog dana 

kultivacije i iznosila je 16.88 (mg). Promene рН vrednosti tokom kultivacije su u 

dvofaznom sistemu i u gornjoj fazi imale gotovo identičan trcnd (Slika 12b), uz 

neznatno više vrednosti рН gornjc faze. Ova razlika u рН vcć je registrovana u 

nekim dvofaznirn sistemima (Eitcman and Geiner, 1991; Scbast ao et al., 1997).

Raspodela oba tipa pektinaza sc menjala tokom kulti' acijc, što se može 

objasniti uticajem biomase i mctabolita na sastav faza. a samii i tim i na rezultate 

raspodele (Kvvon et al., 1996; Planas et al., 1997). Produkovana egzo-p aktivnost 

je uglavnom nalazila u donjoj fazi (Slika 12c), a najpovoljnija raspodela je 

dobijena četvrtog dana kultivacije (Tabela 19) i iznosila je 0.71. Promene u 

raspodeli endo-p aktivnosti su bilc drastičnije, tako da je se on i tokom kultivacijc 

nalazila isključivo u jednoj od faza. Npr. trećeg dana celokapna produkovana 

endo-p se nalazila u gomjoj fazi sistema (Tabela 19).
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Slika 12. Vremenski tok promene a) biomase, b) рН i c) egzo-p aktivTiosti tokom 

kultivacije P. squamosus u gomjoj (и) i donjoj (-^) fazi i dvofaznom 

sistemu (o) sastava 7 % PEG (\v/\v)/ 7.5 % (\\7\v) D EX na рН, 5.0

Tabela 19. Raspodela endo-p i cgzo-p aktivnosti produkovanih od strane P.
squamosus u dvofaznom sistemu sastava 7 % PEG (\\7\v)/ 7.5 % 

(\v7\v) DEX na рН, 5.0

vrcme kultivacije (dan) go)Ti)a faza donja faza

cndo-p (U/ml) 3 0.016 nd*

egzo-p (U/ml) 4 8.19 11.58

* ak tiv n o st n ije d etek to v an a
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4.3.1. Uticaj polimera na produkciju biomćse i pektinaza 
gljive Polyporus squamosus

Litcratumi navodi ukazuju na mogućnost uticaja polinicra na rast ćelija i 

na proizvodnju enzima, kao što je već rcčeno u teorijskom delu. Sledcći rezultati 

prestavljaiu uticaj pojedinačnih polimera, konstituenata dvolaznog sistema, na 

produkciju biomase i pcktinaza, a dati su uporedo sa rezullatima dobijenim u 

mcdijumu bez njih, četiri dana nakon inokulacije (Tabela 20).

T abela20. Produkovanc biomase i aktivmosti pektinaza nakon 4 dana kultivacije 

J\ squamosus u podlozi bez PEG i D EX i podlog.ama sa jednim od 

ovih polimera na рН, 5.0

podloga biomasa (mg) endo-p (U/ml) egzo-p (U/ml)

osnovna 2.55 0.135 49.11

+  7 % ( w/vv) PEG 8.31 0.032 36.36

+  7.5 % (w/vv) DEX 2.76 0.085 29.76

. Prisustvo polietilen glikola je izuzetno stimulativTio delovalo na 

produkciju biomase P. squamosus, ali je produkcija endo-з aktivnosti bila 

smanjena u odnosu na refcrentnu kultivaciju. Negativan uticaj na produkciju ove 

aktivnosti je imao i dekstran 40000 , ali u manjem stepenu. В е ; obzira na izvesne 

razlike u aktivnostima egzo-p u referentnoj i podlozi sa polictil ш glikolom, moglo 

bi se rcći da njegovo prisustvo nije nepovolno uticalo na produkciju ovog enzima. 

Slično ispitivanje uticaja samo jednog od polimera na rast bakterije Serratia 
marcescens i produkciju hitinaze pokazalo je obmut uticaj, kako na rast ćelija, 

tako i na proizvodnju enzima (Chen and Lee, I995), te se analogija, u ovom 

slučaju, ne može pronaći. Ovo je, medutim i razumljivo, s obziram na individualnu 

reakciju svakog mikroorganizma na prisustvo polimcra, kao i široku paletu uticaja 

koje oni mogu imati (Andersson and Halin-Hagerdal, 1990).
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4.3.2 Uticaj inicijalnih рН vrednosti dvofaznog sistema na 
produkciju biomase i pektinaza Polyporus sguamosus

Utvrdeno jc  da se koeficijenti raspodelc nekih enzima (Hustedt et al., 

1978; Kula. 1979), i, po prethodnim rezultatimr iz sistema polietilen ghkol/sirovi 

dekstran, pektinaza (Tabela 10), u prisustvu fosfata, mogu povećati 

manipulacijom рН vrednostima. S obzirom da je fosfat jcdan od sastojaka podloge 

za kultivaciju, a da su dobijene vrednosti koeficijenata raspodele pektinaza u 

clvofaznom sistemu PEG /D EX bile nezadovoljavajućc (Slika 12c, Tabela 19), u 

sledećem eksperimentu ispitan je uticaj različitin počctnih vrednosti рН 

heterogcnog medijuma na raspodelu ovih enzima i biomasc (Slika 13).

Slika 13.Uticaj inicijalnog рН dvolaznog medijuma, sastava 

7 % (vv/w) PEG / 7.5%  (\v/vv) D EX , na proizvodnju i raspodclu a) 

biomase, b) cndo-p i c) egzo-p aktivuosti u gomjoj (•) i donjoj (-^) fazi 

nakon pet dana kultivacije
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Različite inicijalne vrcdnosti рН dvofaznih sistema izazvale su razlikc u 

količini proizvedenc biomase, pri čemu je najveća vrednost dobijena рп najnižem 

рН, (Slika 13a). One, medutim, nisu uticalc na njenu ra;podelu - u svim 

medijumima fungalni rast je bio ograničen u donjoj fazi (Sliha 13a). Fovećanje 

početnog {)Н dvofaznog medijuma im aloje različit uticaj na enzimske aktivnosti - 

stimulativno je delovalo na produkciju i koeficijent raspodele tndo-p (Slika 13b), 

te je koeficijent njegovc raspodele na рН, 6 iznosio 0 .46 , dok se negativno odrazilo 

na proizvfcdenu cgzo-p aktivnost, uz favorizovanje njcne raspodclc u donju fazu 

(Slika 13c) Ttiko je najbolji Kegzo postignut pri рН, 3.3 i iznosic'je 0.72.

Povećanje produkovanc aktivnosti endo-p sa povećanjein рН, ne može se u 

ovom slučaju objasniti niti porastom u proizvodnji biomase, jer je uticaj рН na nju 

bio negativan, niti eventualnom lizom ćelija, jer se u isto vrems smanjila količina 

proizvederie cgzo-p aktivnosti. Očigledno je da je povcćanje рН, to, što je uticalo 

na povećanje proizvedene endo-p aktivnosti i njenog koeficijen д raspodele, a ovo 

poslednjeje i u skladu sa podacima iz literature (Hustedt et al., 1978; Kula, 1979; 

Albertsson, 1986).
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5. Z A K LJU C A K

Na osnovu izložcnih rezultata i diskusije može sc zaključiti sledeće:

Ispitivanjc uticaja udela polietilen glikola 4000  na raspodelu pektinaza u 

model sistemu pri udelu sirovog dekstrana od 7.5 %  (vv/vv), pokazalo jc  

negativan uticaj na paramctrc raspodele, pri čemu su maksimalnc 

vrcdnosti Kencio 1 Kegzo, 1-76 i 1.22, dobijene pri 5 % (vv/vv) polietilcn 

glikola. Isto je pokazalo i ispitivanje u sistemu sa dekstranom 40000  - 

ncijbolji parametri raspodele postignuti su pri najnižim ispitivanim 

vrednostima udela polimcra, 7.5 % (vv/vv) PEG i 7.5 % (vv/vv) dekstran 

40000 , ali je vrednost Kendo, 0 .22 , bila niža od one u sistcmu sa sirovim 

dekstranom, dok jc  Kggzo iznosio 2.04.

#■ ' Povećanje udela sirovog dekstrana pri konstantnoj vrcdnosti udela 

polietilen glikola od 5 % (vv/vv) u rnodel dvofaznom sistcmu smanjilo je 

pc.ramctrc raspodele egzo-p, a najvcća vrcdnost koeficijenta raspodclc, 

0.79 , dobijena je pri 3 % (vv/vv) dekstrana, pri čemu je 62.04  % ove 

aktivTiosti bilo raspodeljeno u gornju fazu sistema, uz stcpen prečišćenosti 

5.50. Najbolji koeficijent raspodele endo-p je postignut u sistemu sastava 

5 Уо (vv/vv) PEG/5 %  (vv7vv) sirovi dekstran i iznosioje 2.43.

4"' Sa povcćanjem dužine veznih liriija u model dvofaznorn sisternu polietilen 

ghkol 4000/sirovi dekstran opadali su, kako koeficijcnti raspodele 

pektinaza, tako i njihovi prinosi u gomjoj fazi. Najbolji kocficijenti 

raspodele i prinosi u gomjoj fazi za oba enzima dobijcni su na najkraćoj 

ispitivanoj veznoj liniji dužine 7 .44 % i iznosili su 1.66 i 60.85 % za cndo- 

p, odnosno 0.95 i 47 .07  % za egzo-p.

^  Povećanje odnosa zapremina faza na istoj veznoj liniji smanjilo jc  

kocficijcntc raspodele endo-p i egzo-p aktivnosti, kao i njihove stcpcne 

prečišćenosti, a u isto vreme povećalo prinose u gornjoj fazi rnodcl 

sistema. sastavljenog od polictilen glikola 4000 i sirovog dckstrana. Тако 

su na veznoj liniji, dužinc 13.98 %, pri (Vi/Vb)= O.I dobijeni Kendo 1-62 i
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Kegzo 1.04, a pri (VtA^b)”  3 najveći prinosi oba enzima u gomjoj fazi 

sistcma, 70.33 % i 68.65 %.

Na veznoj liniji, dužine 7.44 %, koja jc  bila najbliža binodalnoj krivi, u 

model sistemu polietilen glikol 4000/sirovi dekstran, oba tipa pektinaza su 

pokazala optimalno ponašanje - po\ećanje odnosa zapremina faza 

povećalo je prinose u gorrijoj fazi, ali nije, u istoj meri, i smanjilo njihove 

koeficijente raspodele.

Dodatak amonijum sulfata i natrijum sulfata u model sistem polietilen 

glikol 4000/sirovi dekstran, u koncentracijama od 15 mmol/1 povećao je 

koeficijcnt raspodele endo-pektinaze 1.25, odnosno 1.2 puta, a koeficijent 

raspodele egzo-p je u prisustvoi 15 mmol/l amonijum sulfata i 5 mmol/1 

natrijum sulfata bio za 60%  veći.

Najveće vrednosti kocficijenata raspodele pektinaza u modcl sistemu 

polictilen glikol 4000/sirovi dekstran. u prisust\aj fosfatnog pufera 

KH^PO^-Na^HPO^, dobijene su na рН 7.5 za endo-p (0 .90), a na рН 7.0  

za egzo-p (0 .76). Najbolja raspodela endo-p ostvarena je na рН 7.0 pri 

koncentraciji fosfata od 0.4 moI/1 - kocficijent raspodele je iznosio 4.21, 

uz prinos 85.78 % i stepen prečišćenosti 10 u gomjoj fazi sistcma. 

Vrcdnosti koncentracije fosfata iznad 0.1 mol/1 nisu imale značajnijeg 

uticaja na raspodelu egzo-p. Prisustvo fosfata povećalo je vrcdnost udela 

polietilcn glikola, pri kojoj se dobijaju najbolji rezultati raspodele 

pektinaza, na 7.5 % (\v/w).

Kultivacija Polyporus squamosus\ sa pektinom kao inducerom, je bila 

moguća u vodenom dvofaznom sistemu sastavljenom od polietilen glikola 

4000  i sirovog dckstrana, pri čemu je ostvarcno odvajanje biomasc od 

pektinaza njihovom raspodelom u suprotne faze. U sistemu sastava 5 %  

(\v/w) polictilcn glikol/4®/o (w/w) siro\i dckstran količina produkovane 

biomasc je bila 4.5 puta veća od one u homogenom medijumu, ukupne 

egzo-p aktivnosti 1.82 puta veća, a endo-p akti\mosti jednaka onoj u 

homogenom medijumu. Koeticijent raspodelc endo-p je dmgog dana 

kultivacije iznosio 2 .45 , a prinos u gornjoj fazi 80 .22 %, uz stcpen 

prečišćcnosti 7. U isto vreme, ostvaren je Kegzo od 0 .6 , prinos u gomjoj 

fazi oko 50 % i stepen prečišćenosti cgzo-p 5.19. Kultivacija gljive P. 
squamosus je bila moguća i u dvofaznom sistemu polietilen glikol

72



4000/dt;kstran 40000 , uz raspodelu biomase u donju f’azu sistema, ali se 

sistem sa sirovim dekstranom po količini produkovane aktivnosti i 

parametrima raspodele pokazao kao bolji izbor.

Ispitivanje uticaja amonijum sulfata tokom kultivacije Polyponis 
squamosus u dvofaznom sistemu, sastava 5%  (\v7vv) polietilen glikol 

4(>00/ 4%  (vv/vv) sirovi dekstran, na raspodelu pektinaza, pokazalo je da je 

poveććuije koncentracije ove soli u medijumu za 15 mmol/1 trećeg dana 

kultivacije povećalo koeficijent raspodele endo-p zći 81 %, vrednost 

aktivTiosti u gomjoj fazi za 37 %, a da nije uticalo na raspodelu biomase 

P. squamosus. Pod istim uslovima aktivnost egzo-p u gomjoj fazi je bila 

1.8 puta veća, dok je stepen prečišćenosti u gornjoj fazi bio bolji za 20 %.

Pri ispitivanim koncentracijama fosfata od 0.1 do 0.2 mol/1 rast P. 

squamosus se odvijao u donjoj fazi sistema 5 % (w/vv) polietilen glikol/ 4 

% (vv/w) sirovi dekstran, a pri 0.2 mol/1 postignuta je njeno idealno 

razdvajanje od endo-pektinaze, pri čemu je koeficijent raspodele egzo-p 

iznosio 1.12. Najveća količina produkovanih aktivnosti endo i egzo tipa je 

ostvarena pri 0.1 mol/1 fosfata, 21 .04  U i 5282 .04  U, dok su koeficijenti 

raspodele endo-p i egzo-p u ovim uslovima bili 3 .9  i 0 .95 , uz najveće 

ostvarene stepene njihove prečišćenosti u gomjoj ftizi- 5 .89  i 14.36, 

redom.

Kultivacija P. squamosus jc  ostvarena i u dvofaznom sistemu koji je 

saclržao suve izlužene repine rezance. U sistemu sastava 5 % (vv7w) 

pclietilcn glikol/ 4 %  (vv7w) sirovi dekstran, rast gljiveje bio ograničcn u 

donjoj fazi sistema, a koeficijenti raspodele su iznosili 4 .70 , odnosno 2 .78 , 

7л endo-p, odnosno egzo-p. Prinosi oba enzima u gomjoj fazi su u jednom 

ekstraktivnom koraku iznosili 90.71 % za endo-p i 85.24 % za egzo-p, uz 

stepcne prečišćenosti 4 .26  i 7 .98 , rcdom.
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egzo-pektinaza
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homogen sistcm

koeficijent raspodele
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početni рН

ribonuklemska kiselina

stcpen prečišćenosti u gDmjoj fazi sistema

gornja ^а2’л  vodenog dvofaznog sistema

maseni udeo dekstrana u ili polietilen glikola u gomjoj 

fazi

maseni udeo dekstrana u ili polietilen glikola u gomjoj 

fazi

prinos enzima u gornjoj fazi sistema
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