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U radu je ispitana raspodela pektinaza u
vodenim dvofaznim sistemima sastavljenim od polietilen
glikola 4000 i jednog od dva dekstrana, sirovog i dekstrana
40000. Koncepcija rada je podrazumevala definisanje
sistema u kojima su vrSent cksperimenti raspodele,
ispitivanje parametara raspodele pektinaza komercijalnog
enzimskog preparata u model sistemima 1, konacno,
kultivaciju Polyporus squamosus u dvofaznim sistemima.

Ispitivanje uticaja masenih udela polietilen glikola
na raspodelu pektinaza u model sistemu, pri konstantnom
udelu sirovog dekstrana od 7.5% (w/w), pokazalo je
negativan uticaj na parametre raspodele, te su najvece
vrednosti koeficijenta raspodele (K) dobijene pri najmanjem
ispitivanom udelu polietilen glikola, 5% (w/w), 1 iznosili su
za endo-pektinazu (endo-p) 1.76. odnosno za egzo-
pektinazu (egzo-p) 1.22. Istu zavisnost je pokazalo 1
ispitivanje u model sistemu sa dekstranom 40000, ali je
vrednost K.,4, bila mnogo niza (0.22). Povecanje udela
sirovog dekstrana, pri stalnom udelu. 5% (w/w). polictilen
glikola, negativno je uticalo na vrednosti parametara



raspodele egzo-p, te su maksimalne vrednosti dobijene pri
najmanjem udelu, 3% (w/w), dekstrana (K.g. 0.79, prinos
u gornjoj fazi (Y) 62.04%, stepen preéiscenosti u gornjoj
fazi (st.prec.) 5.5).

Sa povecanjem duzine veznih linjja u model
sistemu sa sirovim dekstranom opadale su vrednosti
parametara raspodele pcktinaza. Najbolji rezultati (Kenao
1.66, Yengo 60.85%, Kepoo 0.95, Yeg,, 47.07%) dobijeni su
najkracoj veznoj liniji, duzine 7.44%. Povecanje odnosa
zapremina u istom sistemu smanjilo je koeficijente
raspodele endo- 1 egzo-p, kao 1 mnjhove stepene
preci§cenosti u gornjoj fazi, a u isto vreme povecalo prinose
u toj fazi.

Dodatak amonijum sulfata 1 natrijum sulfata u
model  sistem  polictilen  glikol/sirovi  dekstran  u
koncentraciji od po 15 mmol/l povecao je Kepao 1.25,
odnosno 1.2 puta, dok je K., u prisustvu 15 mmol/l
amonijum sulfata ili 5 mmol/l natrijum sulfata bio za 60%
veci. Povecanje pH vrednosti KH,PO;-Na,HPO, pufera
povecalo je koeficijente raspodele oba tipa pektinaza, te je
Kengo, na pH 7.5, bio 0.9, a K., 0.76, na pH 7.0. Najbolja
raspodela endo-p u gornju fazu model sistema ostvarcna je
pri 0.4 mol/l fosfatnog pufera (K 4.21, Y 85.78%, st.prec.
10). Vrednosti iznad 0.1 mol/l fostatnog pufera nisu imale
znacajnijeg uticaja na raspodelu egzo-p.

Kultivacija Polyporus squamosus je bila moguca u
dvofaznom sistemu polictilen glikol/sirovi dekstran. sa
pektinom, kao inducerom, pri ¢emu je ostvareno odvajanje
biomase od pektinaza njithovom raspodelom u suprotne
faze. U sistemu sastava 5% (w/w) polietilen glikol/4%
(w/w) sirovi dekstran, koli¢ina produkovane biomase je bila
4.5 puta veca od onc u homogenom medijumu, ukupne
egzo-p aktivnosti 1.82 puta veca, a endo-p aktivnosti
jednaka onoj u homogenom medijumu. Drugog dana
kultivacije ostvarene su najvece vrednosti parametara
raspodele (Kengo 2.45, Yenao 80.22%, st.pre€.enao 7 Kegzo 0.6,
Yegzo 49.83%, stpre€.e,, 5.19). Povecanje koncentracije
amonijum sulfata za 15 mmol/l u podloz1 za kultivaciju u
dvofaznom sistemu sastava 5% (w/w) polietilen glikol/4%
(w/w) sirovi dekstran, povecalo je koeficijent raspodele
endo-p za 81%., vrednost ove aktivnost u gornjoj fazi za
37%, a da nije uticalo na raspodelu biomase F. squamosus.

Prisustvo razli¢itth koncentracya fosfata nije
uticalo na raspodelu biomase P. squamosus u dvofaznom



sistemu. Pri 0.2 mol/l KH,PO,; postignuto je idealno
odvajanje biomase od endo-p, uz K., 1.12. Najveca
vrednost ukupnih produkovanih aktivnosti oba tipa
ostvarena je pri 0.1 mol/l fosfata, uz koeficijente raspodele
za endo-p 1 egzo-p 3.9 1 0.95 1 visoke stepene njihove
preéiséenosti u gornjoj fazi (5.89 1 14.36, redom).

Kultivacija P. squamosus je ostvarena 1 u
dvofaznom sistemu koji je sadrzao suve izluzene 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 gomnjoj fazi su bih
90.71% za endo-p 1 85.24% za egzo-p, uz najvece stepene
njithove preciséenosti, 4.26 1 7.98, redom.
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Partition of pectinases in aqueous two-
phase systems composed of polyethylene glycol 4,000 and
crude dextran or dextran 40.000 was studied in this work.
As the first step, phase diagrams were constructed, than
partition of commercial pectinases was studied in model
systems and finally, cultivation of Polyporus squamosus in
aqueous two-phase systems was conducted.

Increasing of the concentration of polyethylene
glycol in model system at fixed 7.5% (w/w) crude dextran
decreased partition parameters. Maximal values for
partition coefficient (K) of endo-pectinase (endo-p), 1.76,
and exo-pectinase (exo-p), 1.22, were obtained at 5% (w/w)
polyethylene glycol. The same was revealed in
investigations in model system with dextran 40.000, but
Kenao was lower (0.22). Increasing of concentration of crude
dextran at fixed 5% (w/w) polyethylene glycol decreased
partition parameters of exo-p, so their maximal values (K.,
0.79, top phase yield (Y) 62.04% and purification factor in
top phase 5.5) were obtained at 3% (w/w) crude dextran.



Increasing of the tie-line length caused decreasing
of partition parameters and maximal results were achieved
at the shortest tie-line 7.44% (Koo 1.66, Yo 60.85%,
Kexo 0.95, Yo, 47.07%) in model system with crude
dextran. With increasing of the volume ratio, partition
coefficients of endo-p and exo-p were decreased, as well as
their purification factor in top phase, while top phase yield
for both enzymes had higher values.

The addition of 15 mmol ammonium sulphate/l
and 15 mmol sodium sulphate/l in model system, composed
of polyethylene glycol and crude dextran, increased Kenao
1.25 and 1.2 times, respectively, while K, in the presence
of 15 mmol ammonium sulphate/l or 5 mmol sodium
sulphate/l was 60% higher. Increasing of pH of KH,PO,-
Na,HPO, buffer favoured partition of both endo-p and exo-
p in top phase, so Ke., was 0.9 at pH 7.5 and K., was
0.76 at pH 7.0. The favourable partition of ende-p in top
phase was achieved in the presence of 0.4 mol phosphate
buffer/l (K 4.21, Y 85.78% and purification factor in top
phase 10). Concentrations of phosphatc buffer above 0.1
mol/l didn’t have significant influence on partition of exo-p.

Cultivation of  Polyporus  squamosus  in
polyethylene glycol/crude dextran aqueous two-phase
system was accomplished with pectin as inducer and
biomass was separated from pectinases by their partition
into opposite phascs. In system composed of 5% (w/w)
polyethylene glveol and 4% (w/w) crude dextran, amounts
of produced biomass and exo-p activity were 4.5 and 1.82
times higher, respectively, and endo-p activity equal to
those obtained in homogeneous cultivation. At the second
day of cultivation the highest values of partition parameters
were obtained (Kengo 2.45, Yenao 80.22%. purification factor
for endo-p 7; Kexo 0.6, Yeu, 49.83%, purification factor for
exo-p 5.19). Increasing of concentration of ammonium
sulphate i two-phase medium for 15 mmol/l increased
Knio for 81% and endo-p activity in top phase for 37%, but
didn’t influence partition of biomass.

Presence of phosphate at various concentrations
didn’t affect partition of biomass in two-phase system. At
0.2 mol KH,PO41 the onesided partition of endo-p was
accomplished while K., was 1.12. The highest amounts of
produced activities of endo-p and exo-p were obtained at
0.1 mol phosphate/l and partition coefficients were 3.9 and



0.95, respectively, followed by high values of purification
factors in top phase (5.89 and 14.36, respectively).

Cultivation of P. squamosus was accomplished in
two-phase system contamning dry sugar beet extraction
waste and fungal growth was restrected to bottom phase.
Partition coefficients were 4.70 and 2.78 for endo-p and
exo-p, respectively. Top phase yields amounted 90.71% for
endo-p and 8524% for exo-p followed by the highest
obtained purification factors in top phase (4.26 and 7.98.
respectively).
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1. UVOD

Brzi razvoj biohemije poslednjih decenija, kako u fundamentalnom, tako i
u primenjenom smislu, imao je za potrebu 1 adekvatan razvoj tehnika koje se u njoj
primenjuju. Sigurno je da su medu njima separacione tehnike te, koje zauzimaju
najznacajnije mesto. Primena razliéitih fizicko-hemijskih metoda razdvajanja
omogucila je 1zolovanje velikog broja biohemijski vaznih jedinjenja. Bez obzira na
velike pomake na ovom planu, dalji razvoj separacionth mctoda morao bi da
zadovolji kriterijum povecane selektivnosti razdvajanja, kao 1 unapredenja tehnika
za 1zdvajanje 1 pre€iScavanje ekstremno osetljivih proteina, kakvi su npr. enzimi.
Jedna od najatraktivaijih, ne samo po pitanju brzine izvodenja 1 efikasnosti uéinka,
ve¢ 1 po ckoloski prihvatljivom momentu, je separacija u vodenim dvofaznim

sistemima

Vodeni dvofazni sistemi se stvaraju kao rezultat mesanja vodenih rastvora
dva medusobno nekompatibilna polimera ili polimera i soli. Oni poseduju nekoliko
osobina koje ih €ine pogodnim za rad sa bioloskim materijalima, a to su visok
sadrza) vode u fazama iako onec vise nisu medusobno mesljive, nizak
medupovrimski napon izmedu faza te, shodno tome, brzo uspostavljanje
ravnoteze, dok je koeficijent raspodele, koji karakterise razdvajanje u ovakvim
sistemima, veli¢ina pouzdana za prenosenje u vece razmere prilikom projektovanja

uredaja u industriji.

Kao efikasna 1 moderna tehnika, vodeni dvofazni sistemi su nasli primenu
u biohemiji, mikrobiologiji, tehnici kulture tkiva, medicni, farmakologiji.

genetskom inZenjeringu | mnogim drugim oblastima nauke.

Vodeni dvofazni sistemi u fundamentalnoj 1 primenjenoj bichemiji imaju
primenu u analitickim procedurama, procesima enzimske 1 mikrobioloske
konverzije, izolovanju i preéiscavanju intracelulamih enzima, kao 1 separaciji
Celija i njihovih konstituenata. Sistemi za kultivaciju, zasnovani na vodenim
dvofaznim sistemima, takode pruZzaju mogucnost zamcnjivanja tezeg i



nepredvidljivijeg koraka mehanicke separacije celija od proizvoda ekstrakcionim
procesom €1ji su uslovi tako odabrani da omogucavaju njithovo raspodeljivanje u

suprotne faze.

Bez obzira na €injenicu da je postignuta kultivacija mikroorganizama u
cilju proizvodnje nekoliko ekstracelularnih enzima, o proizvodnji pektinaza u
dvofaznim sistemima u literaturi nema podataka. Pektinaze su ekstracelularni
enzimi, koji razgraduju pektinske materije razli¢itim mehanizmima, a produkuju ih
kako fungi, tako 1 bakterije 1 kvasci. Medutim, upravo su pektinaze fungalnog
porekla od najveceg komercijanog znacaja, imajuci veliku primenu u industriji
prerade voca 1 povréa, kao 1 u proizvodnji vina. Gljiva Polyporus squamosus
takode poseduje sposobnost sekrecijc ovih enzima, a njena biomasa je po
proteinskom sadrzaju visokovredna 1 moze se koristiti za ishranu Zivotinja 1 ljudi.

Cilj ovog rada je bio ispitivanje raspodele pektinaza u vodenim dvofaznim
sistemima, sastavljenim od polictilen glikola 1 dekstrana. Pracenje parametara, koj
karakteriSu proces raspodele, vrieno je u model sistemima sa komercijalnim
preparatom pektinaza, pri ¢emu je ispitivan uticaj molekulske mase polimera.
njihovih masenih udela, duzine veznih linjja 1 zapreminskog odnosa, vrste 1
koncentracije neorganskih soli, dodatih u sistem, kao 1 pH sistema.

Ova ispitivanja su, nadalje, posluzila kao osnova za ostvarenje kultivacije
gliive Polyporus squamosus u dvofaznom sistemu sa ciljem istovremenog
dobijanja dva proizvoda, enzima 1 biomase, koji b1 bili razdvojeni u razhicitim

fazama.

Takode je ispitana mogucnost kultivacye P. squamosus 1 dobijanja
pektinaza v vodenim dvofaznim sistemima, koji su., umesto pektina, sadrzaval
suve izluZene repine rezance, §to je bilo motivisano ckonomskim, sa jedne, ali i
ckoloskim razlozima, sa druge strane.



2. TEORIJSKI DEO

2.1. Ops$ta razmatranja vodenih dvofaznih sistema

Za vodene dvofazne sisteme se zna jo§ od 1896. godine, kada je holandski
naucnik Bejerinek opisao obrazovanje dve teéne faze prilikom meSanja agara i
rastvorljivog skroba ili agara i Zelatina. Danas se ovaj fenomen oznacava kao
nckompatibilnost polimera 1 deSava se u organskim sintetickim rastvara¢ima, kao 1
u vodenim sistemima.

2.1.1. Teorijski aspekti razdvajanja faza u vodenim
dvofaznim sistemima

Uzrok nekompatibilnosti lezi u nemogucnosti polimernih navoja da prodru
jedni u druge. Kada se npr. pomeSaju dva polimera, rezultat nece biti homogena
smesa, nezo vecél agregati makromolekula sa jakom tendencijom ka razdvajanju
faza. Grubo reéeno, postoje Cetiri teorije o formiranju faznog sistema, kao i nacina

njegovog modelovanja sa termodinamickog stanovista:

a) Teorija osmotskih virjalnih jednaéina, proistekla iz radova Edmond-a 1
Ogston-a (Edmond and Ogston, 1968, 1970), a zasnovana na dve teorije -
McMillan-Mayer-ovoj (McMillan and Mayer, 1945) 1 Hill-ovoj (Hill,
1957, 1959), i u novije vreme ima svoju primenu (Gaube et al., 1993
Wu et al., 1998):

b) Teorija reSetke, nastala na osnovu radova velikog broja istrazivackih
grupa tridesetih i ¢etrdesetih godina 20. veka, a osnova je Flory-Huggins-
ove teorije (Flory, 1941, 1942; Huggins, 1942) 1 u novije vreme tzv.
UNIQUAC modela (Kang and Sendler, 1987), naSla je primenu i u
radovima Hartounian-a et al. (1994a.b), Furuya-e et al. (1995) 1
Sargantanis-a and Karim-a (1997);



¢) Teorija integralne jednadine, proistekla iz savremenog 1 sveobuhvatnog

pristupa Haynes-a ct al. (1993);

d) Dva razli¢ita modela, koja se ne mogu svrstati ni u jednu od prethodnih
grupa, su teorija doprinosa grupa (Grossman et al., 1993), koja je svoju
primenu nasla u modelovanju ravrioteze u dvofaznim sistemima
sastavljenim od polictilen glikola 1 dekstrana ili polietilen glikola 1 fosfata
(Grossman and Maurer, 1995; Grossman et al., 1995a.b; Tintiger et al..
1997a.b). 1 teorija nedostupne zapremine (Guan et al., 1993).

Postojanje tolikog broja modcla. koji sa svoje strane dobro opisuju
eskperimentalno dobijene fazne dijagrame, ali ne omogucavaju 1 valjano
predvidanje parametara raspodele, odraz je jo§ uvek relativno slabog poznavanja i
razumevanja tecnosti 1 te€nih smesa (Cabezas, 1996).

2.1.2. Fazni dijagram

Uobicajeni nacin predstavljanja vodenog dvofaznog sistema je fazni
diyagram. Ovakav sistem je zapravo tercijalni, sastoji se od dva polimera (ili soli 1
polimera) i vode, ali s¢ zbog jednostavnosti predstavlja kao dvokomponentni
(Shka 1). Kriva u faznom dijagramu predstavlja tzv. binodalnu krivu, koja
razdvaja heterogenu oblast od homogene; drugim re¢ima, ukoliko sistem sadrzi
polimere (ili polimer 1 so) u takvo) koncentraciji da je njegov sastav predstavljen
tackom i1znad binodalne krive, do¢i ¢e do formiranja dve faze. Dobijene faze se
razlikuju po sastavu: u gornjoj fazi preovladuje polimer 1, a u drugoj polimer 2 (ili
so). Sistem prikazan na Slici 1 tackom P ima gornju fazu ¢iji je sastav
predstavljen tackom T i donju fazu sastava B. Svi sistemi, €iji se sastavi nalaze na
tzv. veznoj liniji T-B dace faze identiénog sastava, ali ¢e se njihove zapremine
razlikovati. Vazno je naglasiti da je tzv. zapreminski odnos faza, V/Vi,
kompleksna funkeija koncentracije polimera, ali i drugih parametara 1 moze se
proceniti iz faznog dijagrama. On je proporcionalan odnosu duzi (P-B)/(T-P) pod
pretpostavkom da se gustina faza ne razlikuje mnogo od 1 (g/ml).



Polimer 1

Polimer 2 ili so

Slika 1. Fazni dijagram dvofaznog sistema
2.1.3. Parametri koji karakterisu fenomen razdvajanja

Princip razdvajanja molekula 1 vodenim dvofaznim sistemima je nejednaka
distribucija supstanci izmedu dve faze. Velicina koja opisuje ovu pojavu je
koeficijent raspodele. K, koji je definisan kao odnos koncentracija posmatrane

supstance u gornoj 1 donjoj fazi:

K=—- (1)

gde je C, koncentracija supstance u gornjoj fazi,
C,, koncentracija supstance u donjoj fazi.

Koeficijent raspodele predstavlja veli¢éinu  pouzdanu za prenoSenje
razmera iz manjih u vece prilikom projektovanja uredaja, tzv. "scale up" (Kroner
et al., 1978) i, mada po teoriji ne zavisi od koncentracijc posmatrane supstance
(Kula, 1979), najnovija istrazivanja su pokazala da to nije slucaj (Blazquez et al.,
1998).

Koeficijent raspodele se¢ moze posmatrati kao suma nekoliko, manje ili
vise, nezavisnih parametara:

InK = anC'l - Inthob o3 anhﬁ[ + ank(mf e o anlig (2)

gde su Ko, Kigos, Kty Kiour 1 Ky redom koeficijenti raspodele, koji zavise
od elektriénih, hidrofobnih, hidrofilnih, konformacionih 1 ligandnih efekata izmedu
sistema 1 supstance. Svakim od ¢lanova ovog zbira moze se rnanipulisati u cilju



povecanja selektivnosti razdvajanja posmatrane supstance. U poslednje vreme se
kao veoma atraktivna metoda povecanja koeticijenta raspodele preko njegove
ligan'dne komponente primenjuje uvodenje afinitctnih liganada, vezanih za jedan od
konstituenata dvofaznog sistema (Birkenmeier ¢t al., 1991; Bhide et al., 1995:
Garg et al., 1996, Kopperschlager and Kirchberger, 1996), a na ovaj nacin se
omogucuje i potpuno razdvajanje izoenzima njihovom raspodelom u razlicite faze
(Otto and Birkenmeier, 1993).

Vazna veli¢ina u razvijanju procesa u vodenim dvofaznim sistemima na
industrijskom nivou je prinos jednog ekstrakcionog koraka. U slucaju da se
proizvod Zeli dobiti razdvojen od ostalih jedinjenja koja imaju afinitet prema

donjoj fazi, od znac¢aja je njegov prinos u gornjoj fazi:

100
Y, (%) =

™ 3)
V, A
14— X\
7,

Y, odredena je, kako koeficijentom raspodele, tako 1 odnosom zapremina,
te s¢ obe ove veliCine moraju uzeti u obzir prilikom planiranja procesa (Andersson
and Hahn-Hagerdal, 1990).

2.2. Faktori koji uti¢u na raspodelu u vodenim dvofaznim
sistemima

Da bi se u dvofaznom sistemu posiglo Zeljeno ili zadovoljavajuce
razdvajanje i prinos u odabranoj fazi, ncophodno je napraviti pravi izbor polimera
(i polimera 1 soli) od kojth je sistem sastavljen, molekulske mase polimera,
koncentracije konstituenata sistema, vrste i koncentracije soli koje se dodaju u
sistem, kao 1 pH vrednosti, zatim duZzine veznia linija, odnosa zapremine faza 1
temperature, prilagodivsi ih supstanci koja se Ze 1 izdvojiti, a uzimajuéi u obzir da
raspodela zavisi 1 od njenih karakteristika - molekulske mase, naelektrisanja 1
hidrofilnosti/ hidrofobnosti. Proizilazi, dakle, da c¢e raspodela zavisiti od
medusobnog uticaja supstance 1 dvofaznog sisteraa.



2.2.1. Karakteristike supstance koje uticu na raspodelu

a) Molekulska masa

Andreasen (1994) je pracenjem raspodele dvadeset proteina u dva
dvofazna sistema pokazalo je da je njihova molekulska masa bila u strogoj
korelaciji sa odnosom koeficijenata raspodele.

Iz ovoga se moze zakljuéiti da je kocficijent raspodele funkcija molekulske
mase supstance. kako je 1 definisano Bronsted-ovom jednacinont:

AM
InK = —— (4)
kT

gde je M molekulska masa supstance,
k Bolcmanova konstanta,
T apsolutna temperatura,
A parametar koji karakteriSe fazni sistem 1 interakcije supstance.

Bez obzira §to se K ne mozZe i1zracunati iz prethodn: jednacine, jer sc
vrednosti A u visefaznim sistemima ne znaju, 1z nje sc¢ mogu 1zvesti neki generalni
zakljuéci o uticaju molekulske mase na koceficijent raspodele. Za velike vrednosti
M samo male promene vrednosti A imace veliki uticaj na K. Za velike molekule 1
Cestice, kao sto su celije, fage 1 DNA koeficijent raspodele se krece u rasponu od
0.001 do 100, za proteine uglavnom varira u rasponu 0.1 1 1.0, dok je njegova
vrednost za male jone oko | (Albertsson, 1986).

b) Naelektrisanje i hidrofobnost/hidrofilnost

Naelektrisanje supstance nije karakteristika sama po scbi, ve¢ zavisi 1 od
uslova koji vladaju u njenom okruzenju. Npr. naelektrisanje proteina odredeno je
njcgovom primarmom strukturom (tj. izoelektricnom tackom). ali 1 sredinom u
kojoj se nalazi, te stoga nije nezavisna promenljiva. Tako je neroguée razluéiti do
koje mere ¢e naelektrisanje, kao karaktenistika proteina, uticati na fenomen
raspodele, a da u to ne bude ukljuéen i1 uticaj sastava sistena. Isto vazi i za
hidrofilnost/hidrofobnost proteina, koja je relativan pojam, a opste zakljucke je



gotovo nemoguce izvuci, jer se uticaji naelektrisanja, hidrofobnosti i hidrofilnosti
medusobno preplicu (Eiteman, 1995a).

Ipak, ispitivanje ponasanja dva genetskim inzenjeringom modifikovana
lizozima 1z Escherichia coli u dvofaznom sistenmu, koja su nosila jednako ukupno
naclektrisanje, ali razlicite polarnosti, je ukazalo na njihove razlicite koeficijente
raspodele (Fan et al., 1998).

Istrazujuéi uticaj hidrofobnosti proteina na raspodelu, Hagarova and
Breirer (1995) su, u sistemu polietilen glikol-delstran, zaklju€ili da njihov afinitet
prema donjoj, dekstranom bogatoj fazi raste sa porastom koncentracije dekstrana 1
smanjenjem koncentracije polietilen glikola. Hemijskom modifikacijom primarmih
amino grupa jednog od proteina 2.4.6-triniirobenzen sulfonskom kiselinom
povecan je njegov afinitet prema manje polamoj polietilenom bogato) fazi
Takode, genetskim inZenjeringom omoguceno uvodenje dva tetrapeptida, razlicite
hidrofobnosti, u protein pokazalo je snazan uticaj na njegovu raspodelu u

dvofaznom sistemu (Hassinen et al., 1994).

U vezi sa ovim je i zapazanje da nativni 1 denaturisani biomolekuli
pokazuju razli¢ito ponasanje prilikom raspodele u dvofaznim sistemima, ne samo
usled promene same konformacije. ve¢ 1 zboyg izlaganja prethodno sakriventh
funkcionalnih grupa koje mogu uticati na hidrofinost (Albertsson, 1970).

2.2.2. Karakteristike sistema koje uti¢u na raspodelu

Najvaznije momente u izboru dvofaznog sistema predstavljaju odgovori
na pitanja u kom sistemu 1 pod kojim uslovima se raspodela moze izvrsiti sa
zeljenim ishodom, da li fizicke osobmne sisiema omogucavaju brzo i lako
razdvajanje faza 1, ako postoji potreba, na koji nacin se supstanca kasnije moze
izolovati iz jedne od faza, kao i kakva je zakonska regulativa u pogledu primene
supstanci razdvojenih u odabranom sistemu.

U literaturi se od polimera, kako prirodnih, tako 1 sintetickih, koji se
koriste u dvofaznim sistemima, uglavnom pominju polietilen glikol i dekstran, kao
1 derivati skroba, a u poslednje vreme 1 novi kopolimer etilen i propilen oksida
(Planas et al.. 1996), polictilen imin (Kwon et al., 1996). polivinil alkohol



(Persson et al., 1989), derivati celuloze (Johansson et al., 1997), pululan (Nguyen
et al., 1988), maltodekstrini (Szlag and Guiliano, 1988). alginati 1 kazemati (Pacek
et al., 2000), agaroza (Medin and Janson, 1993), prirodne guine (Sarubbo et al.,
2000), pa 1 €ak i pektin u kombinaciji sa mlekom (Macase< et al., 1998). U
sluéaju  dvofaznog sistema tipa polimer - so, najceSc¢e se koriste soli poput
MgSO0.. Na,SO,, (NH.);SO; 1 K;HPO., mada se pominju 1 sistemi sa natrijum
citratom (Eiteman, 1995b; Marcos et al., 1998). Nov dvofazr i sistem sastavljen
od smese katjonskih i anjonskih povrsinski aktivnih materija primenili su Tong et
al. (1997) za razdvajanje jedinjenja porfirina.

Bez obzira na mnostvo jedinjenja koja mogu ¢initi dvofazni vodeni sistem,
¢ini se da su u svetlu ve¢ spomenutih pitanja od interesa prilikom izbora sistema,
odnosno polimera, najpogodniji upravo najce$ce spominjani polictilen glikol 1
dekstran

Polietilen glikol je linearni sinteti¢ki polimer (Slika 2), ¢yja se molekulska
masa krece u opsegu 200-40000. Detaljno je testiran za primenu u farmaceutske
svrhe 1 ukljucen je u farmakopeje vecine zemalja. U SAD j: od 1973. godine
dozvoljena njegova upotreba u prehrambenim proizvodima.

HO-CH,-CH,(-O-CH,-CH,), -O-CH-CH,-OH
Slika 2. Formula polietilen glikola

Dekstran je prirodmi polimer, koji proizvodi bakterija mlec¢no-kisclog
vrenja Leuconostoc mesenteroides. Sastavljen je od jedinica glukoze, povezanih
a-1,6-glikozidnim vezama, dok vrsta veze na mestima grananji moze biti tipa o-
1,2-, a-1,5- 1li a-1,4 (Slika 3).

U odnosu na dekstran, polietilen glikol ima hidrofobniji karakter
(Albertsson, 1986).
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Slika 3. Formula dekstrana
a) Molekulska masa polimera

Koeficyent raspodele neke supstance moZe zavisiti od molekulske mase
polimera. U literaturi je najbolje obraden uticaj molekulske mase dva. vec
spomenuta kao najéesce koriséena. poliumera - pclietilen glikola 1 dekstrana.

Ukoliko je npr. potrebno povecati v-ednost koeficijenta raspodele u
dvofaznom sistemu sa polictilen glikolom, najyolji rezultati se mogu ocekivati
smanjenjem njegove molekulske mase. Ovaj zakljucak se moze smatrati 1
generalnim s obzirom da je potvrden u ekperimentima raspodele pululanaze,
1,4-a-glukan fosforilaze, 1 leucil-tRNA-sintet:ze (Kula, 1979), B-glukozidaze
(Tjerneld et al, 1985; Nguyen et al, 1988. Persson et al., 1989),
endo-B-glukanaze (Tjerneld et al.. 1985; Nguven et al.. 1988), glukoamilaze
(Hayashida et al., 1990), alkalne proteaze (Hotha and Banik, 1997),
[p-galaktolaktaze (Nguyen et al.. 1988: Gonzalez et al., 1990), B-amilaze i
glukoamilaze (Furuya et al., 1995), pa 1 kulture ¢elya Nicotinia tabacum 1
Lavandula vera (Ilieva et al., 1995). Isti efekt je smanjenje molekulske mase ovog
polimera imalo na koeficijent raspodele lip>ozoma, bez obzira na njihovo
naclektrisanje (Moldavski and Kohen, 1996). Maime, sa smanjenjem molckulske
mase polietilen glikola raste njegov hidrofilmi karakter, pa se moze ocekivati veca

10



tendencija jedinjenja poput proteina i ¢elija hidrofilne povrsine ka fazi koja, zbog
dovoljne koliéine rastvaraéa (vode), moze da omoguc¢i dobru solubilizacihju (Kim,
1986). Medutim, prilikom planiranja dvofaznih sistema za kultivaciju treba biti
oprezan sa granicom do koje se moze smanjiti molekulska masa ovog polimera, jer
s¢ pokazalo da pritom moze do¢i do smanjenja, pa i snazne nhibicije celijskog
rasta (Umakoshi et al., 1996).

Istrazivanja raspodele proteina, koja su izveli Albertison et al. (1987),
pokazala su da polimeri donje faze visokih molekulskih masa favorizuju njihovu
preraspodzlu u gornju fazu, §to je u sistemima sa dekstranom kao polimerom
donje faze 1 potvrdeno na konkretnim primerima vise enzima: [-glukozidaze
(T)erneld et al., 1985; Persson et al., 1989), endo-pB-glukana:e (T)erneld et al.,
1985), celulaze (Persson et al., 1991), izoleucil-tRNA sintetaze 1 a-glukozidaze
(Kula, 1979), B-amilaze (Furuya et al., 1995). lzuzetak je glukoamilaza jer je
koeficijent raspodele ovog enzima opadao sa povecanjem molekulske mase
dekstrana (Hayashida ct al., 1990).

Proizilazi, dakle, da se generalni zakljucak, kao u sluc¢aju polictilen glikola
ne moze izvesti, ali ono, §to se kao opSte moze reci, je da molekulska masa
dekstrana ima znacajniji uticaj na raspodelu u oblasti njenih nizih vrednosti (Kula,
1979; Hayashida et al., 1990). Ovo se moze smatrati povoljnora okolnoscu ako se
u cksperimentima raspodele koriste dekstrani molekulskih masa jednakih ili vecih
od 10°, kao §to je to slucaj kod veéine enzima, jer sc¢ takav skup frakcionisan
dekstran, uske raspodele molekulskih masa, moze se zamenii znatno jeftinijim
sirovim dekstranom (Kula, 1979; Tjerneld et al., 1985; Venancio et al., 1996).
Visoka vrednost viskoziteta rastvora sirovog dekstrana moze prerasti u prednost
zbog brzeg razdvajanja faza, a koncentracije pri kojima sircvi dekstran stvara
dvofazm sistem su mze od onih za frakcionisane dekstrane (Tjemeld et al., 1985).
Sto se tiée uticaja molekulskih masa dekstrana na raspodelu kulture éelija, za
Nicotinia tabacum 1 Lavandula vera je nadeno da njeno simanjenje povecava
afinitet ¢elija prema gornjoj fazi (Ilieva et al., 1995).
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b) Koncentracija konstituenata fazncg sistema, duZina veznih linija i
zapreminski odnos

Smanjenjem koncentracije polietilen glikola 1 dekstrana, bilo je moguce
povecati koeficijent raspodele za o-glukozidazu (Kroner and Kula, 1978) 1
glukoamilazu (Hayashida et al., 1990), mada je efekt smanjenja koncentracije
dekstrana na raspodelu manji od onog koji nastaje smanjenjem koncentracije
polietilen glikola (Kroner and Kula, 1978; Kula, 1979; Hayashida et al., 1990).
Slican efekt na raspodelu celija biljnog tkiva imalo je smanjenje koncentracije
polictilen glikola, ali je utica) koncentracije dekstrana bio obrnut (Ilieva et al.,
1995). 1z ovoga s¢ moze zakljuéiti da je pozeljno da koncentracija polimera bude
§to je moguce niza, a da pritom ipak omoguci stvaranje dvofaznog sistema. Ovo je
bitno 1 zbog ckonomskih razloga. Medutim, pi1 i1zboru optimalne koncentracija
polimera, koja nije samo funkcija kocficijenta raspodele, nego 1 prinosa u jednoj od
faza, mora se¢ voditi racuna 1 o zapreminskom odnosu kao zavisno promenljivo)
veli¢ini (Andersson and Hahn-Hagerdal, 1990).

U tesnoj povezanosti sa koncentracijom konstituenata faznog sistema je 1
duzina veznih lingja (Slika 1), te su shi¢ni njithovi uticaji na raspodelu. Tako se
moze reci da povecanje duzine veznih linjja vod: smanjenju koeficijenta raspodele
vise enzima (Cole, 1993; Furuya et al., 1995.1996; Hotha and Banik, 1997), a
takode inhibira rast bakterijskih ¢elija u dvofi znom sistemu (Umakoshi et al.,
1996). Ovo se objasnjava Cinjenicom da poveianjem duzZine ovih linija raste 1
medupovrsinski napon (Albertsson, 1986) 1 hidrofobnost (Umakoshi et al., 1996).

Dvofazni sistemi, €iji s¢ sastavi nalaze na istoj veznoj liniji imaju faze
Jednakog sastava, ali razlicitih zapremina. Ispitivanje uticaja zapreminskog odnosa
duz istih veznih linjja je pokazalo da ova veliéina ima negativan uticaj na
koeficijent raspodele (Hotha and Banik, 1997). Osim koeficijenta raspodele i
prinosa enzima, zapreminski odnos menja i stepen preci§éenosti enzima, a veli€ina
ovih promena je u funkeiji duzine veznih linija 1 prisustva soli u sistemu (Marcos
etal., 1998).
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¢) Vrsta i koncentracija jona i pH vodenog dvofaznoyg sistema

Utvrdeno je da u mnogim faznim sistemima jonski sastiv ima veliki uticaj
na raspodelu supstanci (Andersson et al., 1985; Andreasen, 1994, Kroner and
Kula, 1978; Umakoshi et al., 1996), a u novije vreme postoje jokusaji da se on 1
predvidi kroz opsti model sistem za sve clektrolite (Pffenig ot al., 1998). Ovaj
uticaj obi¢no se pripisuje stvaranju elektrostatiCkog potencijala u prisustvu soli,
usled razli¢itih koeficijenata raspodele jona suprotnog naclektrisanja (Albertsson,
1986), ali 1 delovanju jona na intermolekulske sile 1zmedu suosstance 1 molekula
polimera (Abbott et al., 1990). Ustanovljeno je da soli utcu na ravnoteznu
koncentraciju polimera u fazama, 1 da, prisutni u dovoljoj kor centraciji, menjaju
nagib veznih linija (Zaslavsky et al., 1988), §to je potvrdeno 1 koriS¢enjem novih
metoda kolonske hromatografije (Planas et al, 1997), a taliode 1 da menjaju
zapreminski odnos faza (Kwon et al., 1996). Uglavnom je odnos izmedu razlicitih
jona taj, koji utiée na raspodelu, mada od znacaja moze biti i koncentracija neke
od soli (Albersson, 1986). Pri tome ¢e uticaj pojedinih soli na raspodelu proteina
zavisiti 1 od naclektrisanja proteina u datom sistemu, odredenog pH vrednoscu
sistema, odnosno i1zoelektricnom tackom proteina. Generalnc se moze re¢i da
sulfati i fosfati povecavaju, a hloridi 1 nitrati smanjuju kceficijent raspodele
proteina koji nose negativno naclektrisanje, dok je za pozitivno naelektrisane
proteine situacije obrnuta (Albertsson, 1986). U blizini 1zoclektriéne tacke
proteina efekt jona je minimalan (Albertsson, 1970).

Sol koje se u literaturi o dvofaznim sistemima najéesc: ispituju su sulfati
i hloridi (Albertsson, 1986; Kuboi et al., 1995; Umakoshi et al., 1996; Gunduz
and Korkmaz, 2000), dok se uticaj fosfata Cesto opisuje kao dramatican (Pfenig et
al., 1998) Kao §to je poznato, disocijacija polivalentnih anjoni zavisi od pH, Sto
za sobom kao posledicu ima 1 razlicite koeficijente raspodel: na razli¢itim pH
vrednostima. Ovo je posebno izrazeno u slucaju fosfata, ¢iji monovalentni jon ima
koeficijent raspodele 0.96, dok je K dvovalentnog jona 0.74 1 sistemu polictilen
glikol - dekstran (Johansson, 1970). Stoga s¢ na pH vrednostima i1znad 7.0 stvara
vehki medufazni potencijal - donja faza postaje negativno naelektrisana, pa sc
proteini ¢ija je izoelektricna tacka 1spod pH 7.0, vecim delom raspodeljuju u
gomnjo) fazi. Poveéanmi koeficijenti raspodele su sa povecanjem koncentracije
fosfata dobijeni za enzime (Andersson et al.. 1985; Hustedt e al., 1978; Kroner



and Kula, 1978). negativno naelektrisane lipozorie (Moldavski and Cohen, 1996) 1
visoko vredne rekombinantne proteine (Umakoshi et al., 1996).

U vezi sa ovim je i uticaj pH na raspodelu supstanci u dvofaznim
sistemima. Na primerima nekoliko enzima pokazano je da povecanje pH u
prisustvu fosfatnog pufera izaziva znacajan porast koeficijenta raspodele u
polimernim dvofaznim sistemima (Hustedt et al., 1978: Kula. 1979), dok isto nije
imalo uticaja u prisustvu TRIS pufera (Hustedt et al., 1978). Medutim,
nestabilnost vecine enzima na poviSenim pH vrednostima ¢ini da ovaj nacin
povecanja efikasnosti raspodele ima svojih ograniCenja. Zavisnost koeficijenta
raspodele od pH pruza mogucnost razdvajanja proteina iz prirodnih izvora u
kojima su oni prisutni u obliku kompleksnih smesa, npr. proteina belanceta
primenom protivstrujne ekstrakcije u dvofaznom sistemu (Shibusawa et al., 1998).

Efekt pH na raspodelu celja u dvofaznim sistemima, zasnovan na
razlicitim karakteristikama njihovih povrSina 1 intenzitetu interakcija sa
komponentama sistema, je primenjen na razdvajanje celija razliCitih sojeva
Chlorella (Burczyk and Hyrc, 1992), kao i patogenih bakterija izolovanih iz hrane
(Pedersen et al., 1998).

2.3. Primena vodenih dvofaznih sistema

Vodeni dvofazni sistemi su kao efikasra 1 moderna separaciona tchnika
nasli $iroku primenu ne samo u fundamentalno| i primenjenoj biohemiji, vec 1 u
mnogim drugim granama nauke. Generalno, vod:ni dvofazni sistemi se primenjuju
u analiti¢ke svrhe, za razdvajanje proteina, celova ¢elya 1 celih ¢elija 1 kao
pogodna sredina za odvijanje procesa enzimske 1 mikrobioloske konverzije.

2.3.1. Analiti¢ka primena

Raspodela u vodenim dvofaznim sistemima primenjena za analiticke svrhe
s¢ moze smatrati tchnikom komplementarnom tehnikama centrifugiranja 1
clektroforeze. Mattiasson and Ling (1980) su uveli tzv. PALA (Partition Affinity
Ligand Assay) analiticku tehniku za razdvajanjc komponenata u analizi. U novije
vreme vodeni dvofazni sistemi se koriste za uklanjanje inhibitora iz uzoraka za
analizu PCR (Polymerase Chain Reaction) tehnikom (Lantz et al., 1997). U



literatuni je takode opisana metoda ekstrakcije hema 1 tri porfirinska reagensa od
analitickog interesa u vodenom dvofaznom sistemu. sastavljenom od smese
katjonskih 1 anjonskih povrsinski aktivnih materija (Tong et al., 1997).

2.3.2. Primena u razdvajanju proteina, delova ¢elija i samih
celija

Ekstrakeija 1 pre¢is¢avanje intracelularnih proteina  mikrobioloskog
porckla zasnovani na raspodeli u vodenim dvofaznim siste nima se u praksi
pokazalo kao mocna tehnika koja daje visoke prinose i pruza mogucnost 1zvodenja
sa velikim kapacitetom, uz relativno lako 1 precizno prenoSenje parametara koji ga
karakteri$u u vece razmere (Kroner and Kula, 1978; Kroner et al., 1978; Hustedt
et al., 1978: Hustedt ct al., 1988). Na ovaj naéin je 1zvrSena separacija 1
preciScavanje mnogobrojnih intracelulamih enzima (Kroner and Kula, 1978
Kroner et al., 1978; Hustedt et al., 1978; Hustedt et al., 1988; Gonzalez et al.,
1990; Venancio et al., 1996; Marcos et al.. 1998 Rito-Palonares and Lyddiatt,
1996). NuZna pretpostavka za ostvarenje ovog je odabir takvog dvofaznog sistema
koji ¢e omoguciti razdvajanje ostataka ¢elija od proteina njthovom raspodelom u
suprotne faze. S obzirom na svoju veliinu, ¢elije 1 njithovi os:aci se raspodele u
jednoj od faza. obi¢no u donjoj, te je za visok prinos enzima potrebno postici
dobar kompromis 1zmedu koeficijenta raspodele 1 zapreminskcg odnosa faza. Pri
ovome treba voditi ra¢una o uticaju ¢elya 1 njithovih ostataka na koeficijent
raspodele 1 na promenu uslova formiranja dvofaznog sistemi (Gonzalez et al.,
1990; Rito-Palomares and Lyddiatt, 1996; Rito-Palomares and Cucto, 2000).

U sluc¢ajevima kada je potrebno posti¢i selektivnije razdvajanje proteina,
npr. za njihovu primenu u klinickim 1 dijagnostickim ispitivanjuna ili za primenu u
prehrambenoj industriji, koristi se metoda tzv. afinitetne raspodele (Bhide et al..
1995: Otto and Birkenmeier, 1993; Kopperschlager and Firchberger, 1996;
Ekblad et al., 2000; Estela Da Silva and Teixeira Franco, 2000 .

Osim za preciS¢avanje intracelularnih enzima, vodeni dvofazni sistemi se
koriste 1 za razdvajanje i preci§¢avanje proteina iz prirodnih ompleksnih smesa
(Cole, 1993, Shibusawa et al, 1998; Isgrove et al., 1998). ko i za razdvajanjc
reckombinantnih fuziomh peptida tokom fundamentalnih medicinskih istrazivanja
(Pulliam et al., 1997).



Princip razdvajanja ¢elija ili delova Zlelija zasnovan je na razli¢itim
fizicko-hemijskim osobinama njihove povrSine ( interakcijama sa polimerima 1z
sistema, a pokazao sc¢ kao veoma koristan u sluéajevima kada konvencionalre
tchnike razdvajanja ne pokazuju dovoljnu selektivnost ili kada je potrebno brzo
izvr§iti  separaciju. Tako su vodeni dvofizm sistemi nashi primenu u
fundamentalnim istrazivanjima, npr. plazma m:mbrana cijanobakterja (Norling
et al., 1997), kulture éelija sisara (Morre and Morre, 2000), zatim za
identifikaciju, nakon raspodele, sliénih vrsta algi, koje je tesko razlikovati s
obzirom na nedostatak morfoloskih markera na njithovoj povrsini (Burczyk and
Hyrc, 1992) 1 kao prakti¢na metoda izdvajanja 1 razdvajanja patogenih bakterija 1z
hrane (Pedersen et al., 1998).

2.3.3. Bioloske konverzije u vodenim dvofaznim sistemima

Vodeni dvofazni sistemi su s¢ pokazali kao pogodan medijum za procese
enzimskih 1 mikrobioloskih konverzija, koji s¢ u literaturi Cesto nazivaju i
ekstraktivnim biokonverzijama. Prvi zadatak u postavljanju ovakve konverzije je
razdvojiti proizvod od biokatalizatora njthovom raspodelom u razlicite faze
sistema. Uprkos postojanju mnogobronih, ve¢ navedenih, teoriyskih modela.
prakti¢an model za predvidanje raspodele bioka alizatora 1 proizvoda zapravo jos
uvek ne postoji. Nadalje, stvari se komplikiju ¢injenicom da se raspodela
biokatalizatora, proizvoda, pa i samih konstituenata dvofaznog sistema moze
menjati u toku procesa biokonverzije, s obziron: da biomasa i metaboliti menjaju

sastav faza (Planas et al., 1997).

Prednosti ckstraktivnih biokonverzija su u moguénostima povecanja
prinosa 1 produktivnosti u odnosu na konvencionalne ekstrakcije (Zylstra et al.,
1998) i lakog projektovanja u industrijskim razmerama (Andersson and Hahn-
Hagerdal, 1990). Povecanje prinosa je moguie postici smanjenjem inhibicije
proizvodom usled njegovog uklanjanja neposredno po nastanku (Kim and
Weigand, 1992) ili spreCavanjem njegovog raspadanja, skracivanjem vremena
boravka u blizini biokatalizatora (Kaul and Matiiasson, 1986). Moze se reci da su
ovakve tehnike neophodne u sluéajevima stvaranja veoma toksicnih ili nestabilnih
proizvoda (Kasche and Galunsky, 1995). Dalje. ckstraktivne biokonverzije
pruzaju mogucnost kontinualnog izvodenja opcracije uz zadrzavanje i ponovnu
upotrebu  biokatalizatora. ¢ime se takodc znacajno povecava ukupna
produktivnost. Integracijom delova procesa u kom se izvodi biokonverzija i
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izdvajanje 1 pre€iS¢avanje proizvoda smanjuje se broj koraka u operacijama
njegovog dobijanja (Zijlstra et al.. 1998).

S obzirom da je odabrani vodeni dvofazni sistem sa odgovarajucom
raspodelom biokatalizatora praktiéno idealan 1 takav samo na pocetku procesa,
velike su Sanse da se ne dobije ofekivana raspodela proizvoda. Ovo se u slucaju
nepovoljnog razvoja dogadaja moze prevazici dodatkom specificnih ekstraktanata
u sistem, kakvi su npr. afinitetni ligandi povezani sa polimerinia (Kopperschlager
and Birkenmeier, 1990) ili modifikacijom proizvoda u smislu koji ¢e poboljsati
njegovu raspodelu (Carlsson et al., 1996).

a) Enzimske biokonverzije

Veé je receno da je osnovni uslov za efikasnu biokor verziju u vodenim
dvofaznim sistemima potpuna separacija biokatalizatora, u ovon slu¢aju enzima, i
proizvoda u razhiéite faze. Na taj nacin enzim se moze zadrzati 1 ponovo koristiti
recikliranjem faze u kojoj se nalazi. Medutim, raspodela en::ima, kao 1 vecine
makromolckula, nije jednostrana, pa tokom kontinualnih procesa moze doci do
njthovog ispiranja iz reaktora. Ovaj nedostatak se moze otkloniti koriS¢enjem
imobilizovanih enzima (Kasche and Galunsky, 1995; Hernendez-Justiz et al.,
1998) ili enzima kovalentno vezanih za polictilen glikol (Mukataka et al., 1992) ili
dekstran (Kitano et al., 1996).

‘

Generalno, polimeri mogu uticati na proteine na dva nacina - direktno,
dakle, intecrakeijom izmedu polimera 1 proteina, 1 indircktno preko interakcije
izmedu polimera 1 vode. Sa svoje strane, voda utiCe na aktivnost enzima na
konformacionom, reakcionom 1 difuzionom novou (Ande-sson and Hahn-
Hagerdal, 1990). Pokazalo se da polimeri dvofaznih sistema n¢: utiu znacajno na
specifiéne aktivnosti enzima, dok efckti na enzimsku stabilnos variraju od blago
pozitiviih do 1sto tako neznatno negativiih (Zijlstra et al., 1998).

Tipiéni proizvodi enzimske biokonverzije u vodenim dvofaznim sistemima
su Seceri, dobijeni hidrolizom prirodnih supstrata kao §to su ckrob (Larsson and
Mattiasson, 1988; Hayashida et al., 1990; Liakopoulou-Kyrickides et al., 1996:
Karakatsanis et al., 1997), celuloza (Tjerneld et al., 1985) i laktoza (Nguyen et
al., 1988), lako degradabilni proizvodi, poput antibiotika (Kasche and Galunsky,
1995; Hemandcez-Justiz ct al., 1998) i njihovih prekursora (Andersson ¢t al.,
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1984) 1 steroidni hormoni (Kaul and Mattiassor, 1986). Vodeni dvofazni sistemi
su se pokazali 1 kao pogodan medijum za organ:ke sinteze katalizovane enzimima
(Kitano et al., 1996).

b) MikrobioloSke biokonverzije

Pored ve¢ spomenutog momenta, koji vazi za enzimske biokonverzije
(separacija biokatalizatora od proizvoda njihovom raspodelom u suprotne faze),
sledeci neophodan uslov koji mora biti zadovoljen da bi mikrobioloska konverzija
u dvofaznom sistemu, ili kako se u literaturi €esto naziva ekstraktivna kultivacyja,
imala smisla je stvaranje takvih uslova, koji ¢e omoguciti rast ¢elija 1 proizvodnju
enzima, po aktivnosti 1 stabilnosti slicnith onima u homogenom medijumu. O
karakteristikama enzima u dvofaznom sistemu je vec bilo reci, te sledi kratak osvrt

na uticaj faznog sistema na rast celija.

Kultivacija celija je ostvarena u dvofiznim sistemima sastavljenim od
neutralnih polimera, polimera sa jonskim grupama 1 polimera 1 soli. Pokazalo se
da vodeni dvofazni sistemi mogu menjati povrsinu ¢elije kroz direktnu interakciju
1izmedu polimera 1 ¢elijske membrane (zida). Tako se zna da polietilen glikol
narusava strukturu membrane, $to za posledicu ima njenu povecanu permeabilnost
prema jonima; on takode smanjuje, mada u mini nalnom iznosu, aktivitet vode. Sto
moze uticati na kinetiku 1 encrgetski bilans bakteryskog rasta usled tzv.
fizioloskog stresa celije; uticaj polictilen glikola na polarmost rastvora ocituje se u
smanjenju ove osobine. Prenos kisconika je 11 vodenim dvofaznim sistemima
veli¢ina uslovljena prisustvom polimera 1 to kroz promene u povrSinskom naponu 1
viskozitetu. Kakav ¢e zbirmi uticaj svih ovih efckata na celyju, sa svojum
individualnim Kkarakteristikama, biti, gotovo je nemoguce predvideti (Andersson
and Hahn-Hagerdal, 1990). Bakterijski 1 fungalni rast pri  umerenim
koncentracijama neutralnih polimera jedva da je razli¢it od onog u medijumu bez
polimera, do trenutka kada transport kisconika postane ograni¢avajuci faktor zbog
povecanog viskoziteta medijuma (Zijlstra et al. 1998). Takode je primeceno da
moze doci do inhibiranja bakterijskog rasta sa jovecanjem duzine veznih linija i
zapreminskog odnosa faza, kao i u prisustvu pclietilen glikola miskih molekulskih
masa u medijumu za kultivaciju (Kubot et al., 1¢95; Umakoshi et al., 1996).
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Polimeri sa jonskim grupama u sistemu za ekstroktivnu kultivaciju
bakterja mlecno-kiselog vrenja otvorili su mogucnost potoljSanja raspodele
proizvoda, a inhibitorni efekt ovakvih polimera bio je previziden prethodnom
adaptacijom celija (Kwon et al., 1996).

Proizvodi mikrobioloskih konverzija u vodenim dvofaznim sistemima su
jedinjenja malih molekulski masa, kao npr. aceton, butanol i etanol (Kim and
Weigand, 1992), mlecna kiselina (Planas et al., 1996,1997. Kwon et al., 1996;
Min et al, 1998) i vodonik (Taguchi et al.. 1996), ali 1 jedinjenja velikih
molckulskih masa, kakvi su enzimi (Andersson et al., 1985; N2uyen et al., 1988
Persson et al., 1989,1991; Chen and Lee, 1995; Hotha and Ban k. 1997).

Zanimljiv pristup izolovanju i preiscavanju intracclularnih enzima 1
visoko vrednih rekombinantnih proteina predstavili su Kubor et al. (1995) i
Umakoshi et al. (1996) tzv. integrisanjem procesa kultivacije. razbijanja ¢elija 1
ckstrakcije proizvoda u dvofaznom medijumu.

Treba reci da je izvedena kultivacija i ¢elija biljnih kultura u dvofaznom
medijumu uz proizvodnju enzima (Ilieva et al., 1995.1996) koja s¢ u Sirem
kontekstu moze smatrati ekstraktivnom biokonverzijom.

2.3.4. Ostale primene

Vodeni dvofazni sistemi mogu biti veoma korisni ( u farmaceutsko)
industriji sa tchnoloske tacke gledista; naime. pomocu njiy se iz preparata
lipozoma, uz dobro odabrane uslove. moze ukloniti visak aktiyne supstance. koja
nije usla u sastav lipozoma (Moldavski and Cohen, 1996).

Vodeni dvofazni sistemi novog sastava su nash primeru i u toksikologiji:
dodatkom pektina u mleko moguce je formirati interesantan dyvofazm sistem, koji
omogucava da se 1z mleka, pod nedenaturiSu¢um uslovima, izdvoje teski metali
(Macasck et al., 1998).
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2.3.5. Nacin izvodenja operacija u vodenim dvofaznim
sistemima

Mogucnosti izvodenja procesa raspodele u vodenom dvofaznom sistemu
su veoma Siroke 1 kre¢u se u granicama od jednostavnog Sarznog do potpuno
kontinualnog, sa recirkulacijom biokatalizatora 1 polimera

Pregledom literature stice se utisak da e operacije u ovakvim sistemima
najcesce izvode kao Sarzne (Chen and Lee, 1995 Kwon et al., 1996; Liakopoulou-
Kyriakides et al, 1996), pri ¢emu je prednost ovakvog izvodenja u njegovo)
jednostavnosti. Naime, kada se na laboratorijskom nivou odabere fazni sistem koji
omogucava zeljenu raspodelu supstanci 1 odgovarajucu stabilnost 1 aktivnost
biokatalizatora. proces je lako preneti u vece razmere za npr. konvencionalne
reaktore sa mesanjem. Proizvod se dobija jednos :avnim odvajanjem faze u kojoj se
nalazi nakon njenc separacije stajanjem ili centrifugiranjem (Kula, 1979:
Albertsson, 1970; Hustedt et al., 1988:; Soleno-Castillo and Rito-Palomares,
2000). Nedostaci ovakvog nacina vodenja procesa se o€ituju u niskim prinosima
prilikom dobijanja proizvoda malih molekuls<ih masa ili proizvoda koji se
ravnomerno raspodeljuju 1zmedu faza, kao 1 u slucaju dobijanja nedovoljno
stabilnih proizvoda s obzirom da proizvod ostaje u reakcionoj smesi onoliko koliko
traje Sarzni proces. I konacno, a §to je naro€ito vazno za procese mikrobioloskih
degradacija, ukupna produktivnost procesa je znatno manja od one koja se postize

u kontinualnim procesima (Zijlstra et al., 1998).

Kontinualni procesi sa recirkulacijom biokatalizatora i polimera (Taguchi
et al., 1996; Hayashida ct al.. 1990) mogu kompenzovati vecinu navedenih
nedostataka, ali su zato znatno komplikovaniji z1 izvodenje 1 zahtevniji po pitanju
opreme. Prednosti recirkulacije biokatalizatora u ovakvim procesima su
ckonomske, zbog njegovog ponovnog koriséenja, povecanja cfikasnosti izrazene
kroz prinos po jedinici biokatalizatora i dobijanju faze koja sadrzi samo proizvod.
U sluéaju mikrobioloskih konverzija recirkulicija biokatalizatora omogucava
visoku koncentraciju celija, ustedu u supstratu  manje otpadnih materija. Treba,
medutim, imati u vidu kako recirkulacija utice na aktivnost 1 stabilnost
biokatalizatora, uzimajuét u obzir i same troskove njenog izvodenja (Andersson
and Hahn-Hagerdal, 1990). Recirkulacija polimera u kontinualnom sistemu ima
minimalan uticaj na stabilnost 1 produktivnost p ‘ocesa ukoliko je broj ponavljanja
ciklusa ogranicen na pet (Rito-Palomares and Lyddiatt, 1996).
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Izbor, stoga, Cesto pada na ponovljene ekstraktivne farzne procese kao
optimalan izbor, u kojima s¢ faza koja sadrzi proizvod s remena na vreme
zamenjuje novom (Andersson et al., 1985; Tjerneld et al.. 1985; Persson et al.,
1991: Planas et al., 1996, 1997; Kuboi et al., 1995; Umakoshi ¢t al., 1996).

2.4. Fungalne pektinaze

Pektinaze su enzimi koji razgraduju pektinske naterije razlicitim
mehanizmima. Njih proizvode, kako plesni, tako 1 bakterije 1 kvasci (Fogarty and
Kelly, 1983). ali su upravo fungalne pektinaze te koje imaju najvecu primenu u
industriji. Ovi enzimi su znaéajni 1 kao sastavni deo komjpleksa enzima koji
razgraduju celijski zid biljaka tokom procesa biljne patogeneze.

2.4.1. Klasifikacija enzima koji razgraduju pekiinske materije

Enzimi koji razgraduju pektinske materjje se dele u tri grupe 1 to
deesterifikacione,  depolimerizacione 1 protopektinaze.  Unutar  grupe
depolimerizacionih pektinaza kriterijjum za dalju podelu predstavlja supstrat na
koji deluju sa najveéim afinitetom, mchanizam delovanjc, koji moze biti
hidroliticki ili transeliminativan, i mesto veze u molekulu pektinske supstance, na
koju enzim deluje, te tako postoji endo odnosno cgzo tip enzura. U Tabeh 1 data

je klasifikacija ovih enzima.
2.4.2. Sinteza i sekrecija fungalnih pektinaza

Regulatorni mehanizmi, koji upravljaju sintezom 1 se<recijom fungalnih
pektinaza jo§ uvek nisu u potpunosti razjasnjeni, dok je karakte 1sanje ovih enzima
kao konstitutivnih, delimi¢no induktivnih ili induktivnih otezaio zbog preplitanja
efekata indukcije 1 katabolicke represije, kao 1 u slhcéajevima mnogih
mikrobioloskih enzima (Priest, 1983). Stvari se nadalje kompliliuju usled jo§ uvek
nedovolino definisane strukture pektina, kao 1 zbog uticaja razli¢itih tehnika
kultivacije na regulatorne fenomene sinteze 1 sekrecije pektingza, mada ne treba
zaboraviti 1 uticaj specifi¢nosti svake fungalne vrste.

Ipak, mozZe se reci da mehanizmi regulacyje sinteze ovil enzima kod plesm

uklju¢uju indukciju  polimernim pektinskim materijjama «  podlozi, kao 1
monomerima od kojih su sastavljene (Keen and Horton, 1966; Aguilar and
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Hutron, 1987; Polizeli et al., 1991; Pardo i tar., 1991: Fraissinet-Tachet and
Fevre. 1996; Guevara et al., 1997; Kapat et ¢l., 1998; Levin and Forchiassin,
1998: Yakoby et al., 2000), ali i regulaciju mehanizmima katabolicke represije
(Keen and Horton. 1966; Aguilar and Huitron, 1987; Polizeli et al.. 1991;
Fraissinet-Tachet and Fevre, 1996; Guevara et al., 1997, Taragano ct al., 1997;
Levin and Forchiassin, 1998). Represija sinteze pektinaza proizvodom takode je
jedan od mehanizama regulacije (Aguilar and Huitron, 1986; Solis et al., 1990), a
da li ¢e krajnji proizvod razgradnje pektina delovati kao inducer ili represor zavisi
od njegove koncentracije 1 vremena dodavanja 1 medijum (Aguilar and Huitron,
1987).

Ispitivanja regulatornth mehanizama sinteze 1 sekrecije pektinaza kod
fungi na molekularnom nivou ukazala su na mogucnost da se katabolicka represija
reguliSe na nivou translacije (Shinmyo et al., 1978; Maldonado et al., 1989), te da
se moze ponistiti dodatkon cAMP-a u medijum (Angelova et al., 1987; Baracat-
Pereira et al., 1999), a da je indukcija regulisana na nivou transkripcije
(Maldonado et al., 1989,1994; Whitehead et al. 1995), pri ¢emu se smatra da je
indukcija razlicitih tipova pektinaza nezavisno kontrolisana (Fonseca and Said,
1995).

Maksimalne aktivnosti pektinaza posizu se kultivacijama plesm na
kompleksnim pektinskim polimerima, §to se objasmjava ne samo maksimalnom
indukcijom. ve¢ 1 nedostatkom katabolicke repesije (Aguilar and Hutron, 1990;
Riou et al., 1991: Jain et al., 1990; Kollar, 1998 ).

Dosad navedene konstatacije su se odnosile na regulaciju sinteze
pektinaza pri submerznim uslovima, a najnovija istrazivanja su pokazala da
tchnika kultivacije itekako ima uticaja na ove mechanizme (Acuna-Argulles et al..
1995). Naime, prilikom kultivacija fungi na évistim podlogama proizvodnja ovih
enzima je manje osctljiva na kataboli¢ku represiju 1 represiju krajnjim proizvodom
(Solis-Pereyra et al.. 1993, 1996).

U literaturi takode postoje podaci o konstitutivnoj prirodi pektinaza koje
proizvode neke plesni (Tuttobello and Mill, 1961; Aguilar and Huitron, 1990;
Riou et al., 1991; Johnston and Williamsn, 1992a.b; Cary et al., 1995; Fraissinet-
Tachet and Fevre, 1996; Kapat et al., 1998; Kollar, 1998), koje, produkovane u
niskim tzv. bazalnim aktivnostima, sluZe kao aktivatori sinteze ostalih induktivnih
pektinaza (Leone and Van Den Heuvel, 1987).
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Tabela 1. Klasifikacija pektinaza po Sakai-u et al. (1993)

Pektinesteraza (PE)
(Pektin metilhidrolaza, EC 3.1.1.11). Katalizuje deesterifikaciju metoksil
grupa pektina, pri ¢emu se dobija pektinska kiselina.
Depolimerizacioni enzimi
Enzimi koji hidrolizuju glikozidne veze:
Polimetigalakturonaza (PMG)
Endo-PMG, katalizuje nasumiéno cepanje a-1.4-glil:ozidnih veza u,
prvenstveno visoko esterifikovanom, pektinu.
Egzo-PMG, katalizuje sekvencionalno cepanje a-1,4-glikozidnih veza
sa neredukujuceg kraja pektinskog lanca.
Poligalakturonaza (PG)
Endo-PG (EC 3.2.1.15, poli(1.4-a-D-galakturonid) zlukan-hidrolaza),
katalizuje nasumi¢nu hidrolizu a-1.4-glikozidnih ve::a u
poligalakturonskoj kiselini
Egzo-PG (EC 3.2.1.67, poli(1,4-a-D-galakturonid)g alakturono-
hidrolaza), katalizuje hidrolizu a-1.4-glikozidnih ve::a u
poligalakturonskoj kiselini po sekvencionalnom meh inizmu.

Enzimi koj cepaju a-1,4-glikozidne veze transeliminacijon: sa
neredukujuceg kraja, pri ¢emu se dobija galakturonid sa nezasicenom vezom
1zmedju C, 1 Cs.
Polimetilgalakturonat haza (PMGL)
Endo-PMGL (EC 4.2.2.10, poli(metoksigalakturonid)hiaza), katalizuje
nasumicno cepanje a-1,4-glikozidnih veza u pektimu.
Egzo-PMGL, katalizuje postepenu razgradnju pektina
transeliminativnim mehanizmom
Poligalakturonat liaza (PGL)
Endo-PGL (EC 4.2.2 2, poli(1.4-a-D-galakturonid)liaza, katalizuje
nasumiéno cepanje a-1,4-glikozidnih veza u pektins <oj kiselini
transeliminaciyjom.
Egzo-PGL (EC 4.2.2 9, poli(1,4-a-D-galakturonid)cgzoliaza),
katalizuje sekvencionalno cepanje a-1.4-glikozidnih veza u pektinsko)
kiselini transeliminacijom.
Protopektinaza
Enzim koji oslobadja visokopolimerizovani rastvorljivi pektin 1z
protopektina.
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Mchanizam po kome se¢ prvo odvijii sekreciyja pektinaza u niskim
konstitutivnim aktivnostima, koje razgraduju pcktinske materije, a potom nastal
degradacioni  proizvodi indukuju sintezu ostalih pektinaza, sc¢ naziva
sekvencionalnim, 1 pokazuje dobru koordinaciju katabolickih puteva kod fungi u
cilju kompletne degradacije pektinskog polimer: (Riou et al., 1991; Fonseca and
Said, 1995; Pericin i1 sar., 1996; Fraissinet-Tach:t and Fevre, 1996).

Razdvajanje 1 pre€iscavanje pektinaza produkovanih tokom kultivacije
fungi na pektinskim supstratima 1 onth u komercijalnim preparatima je pokazalo
da se enzimi. koji ispoljavaju istu kataliticku funkciju. pojavljuju u razlicitim
oblicima (Cooke et al., 1976; Kester and Visser, 1990; Riou et al., 1991; Behere
et al., 1993; Stratilova et al., 1993; Johnston et al., 1994; Fonseca and Said, 1995;
Reignault et al., 1994; Fraissinet-Tachet and Fevre, 1996; Guevara et al., 1997,
Levin and Forchiassin, 1998). Razlicitost forru pektinaza moze biti posledica
kako posttranslacionith modifikacija , tako 1 genctskih heterogenosti, ali im je
bioloski znacaj 1sti - dobra adaptacija mctabolickih puteva tokom rasta
mikroorganizma 1 vodenje istth katalitickih reakcya razli€itim metabolickim
putevima (Vladutiu and Vladutiu, 1995).

2.4.3. Fungalne pektinaze u patogenezi

Bioloska komunikacija izmedu biljnog patogena i njegovog domacina je
zapravo kompleksna interakeija signala 1 odgovora. Prvi enzimi iz grupe enzima
patogena. u literaturi poznatoj pod skracenicon CWDE (Cell Wall Degrading
Enzymes), koji zapoCinju ovakvu komunikaciju su pektinaze, upravo zbog
dostupnosti pektinskih materija enzimskom napedu. Uloga pektinaza se odnosi na
razgradnju regiona sa pektinom u celijskom zidu biljke, ¢ime s¢ ne omogucava
samo brza penetracija patogena 1 kolonizacija tkiva domacina, vec¢ 1 obezbeduju
hranljive materije, neophodne za njegov rast (Bateman, 1972; Cervone et al.,
1987; Sakai et al., 1993; Peric¢in et al.. 1994).

Potreba za prevencijom procesa bilnih bolesti izazvanih plesnima
doprinela je poslednjih godina intenzivnom istra Zivanju pektinaza, kao esencijaine
komponente enzimskog kompleksa patogena (Johnston et al., 1994; Whitchead et
al., 1995; Cary et al., 1995; Fraissinet-Tachet et al., 1995; Fraissinet-Tachet and
Fevre, 1996: Guevara et al., 1997; Kollar, 1998; Kapat et al., 1998; Levin and
Forchiassin, 1998; Yakoby et al.. 2000). Do sada je okarakterisan veliki broj gena
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koji kodiraju sintezu pektinaza kod fitopatogenth fungi, ¢ime se otvaraju
mogucnost: da se do detalja upozna 1 utice na proces njihove ckspresije (Annis and
Goodwin, 1997; Lang and Dornenburg, 2000).

2.4 4. Industrijska proizvodnja pektinaza

Generalno. postoje dve osnovne tehnike za kultivaciju fungi u cilju
proizvodnje pektinaza, a to su kultivacija na ¢vrstim podlogama ("solid-state:) 1 u
tecnosti i tzv. submerzna ("submerged") kultivacija. Obe ima u svojih prednosti,
ali 1 nedostataka. Kontrola parametara kultivacije je lak$a tokoin njenog vodenja u
tecnosti, ali su prinosi mali, dok obrnuta situacija vazi za solid-state proces. U
novije vreme se u literaturi Gesto preporucuje ovaj posledrji nacin dobijanja
pektinaza, prvenstveno zbog manje potrebe za vodom 1 mogucnosti kontaminacije,
kao 1. ve¢ spomenute, manje podloznosti sinteze pektinaza katabolicko) represiji
(Solis-Pereyra ct al., 1993,1996).

Kultivacija fungi u cilju dobijanja pektinaza u vodemm dvofaznim
sistemima, koja pruza teorijsku mogucnost elegantne zamene mehanickog
odvajanja biomase od enzima ekstrakcionim procesom, po dosadasnjim

saznanjima nije ostvarena.

U literaturi se uglavnom mogu na¢i podaci o Sarznim lultivacijama fungi
(Sakai et al., 1993), mada su one izvedene 1 u dolivnom sistcmu i barbotaznom
bioreaktoru (Periéin et al., 1990; Moresi et al., 1991).

Sto se sastava medijuma za kultivaciju fungi u cilju proizvodnje pektinaza
tice, on, pored ostalih ncophodnih sastojaka, treba da sadrzi pektin (Fogarty and
Kelly, 19%3), i, u ckonomski prihvatljivijoj verziji, otpatke prehrambene
industrije bogate pektinskim materijama, kao Sto su jabucni trop, rezanci Secerne
repe il kore juznog voca (Bailev and Pessa, 1990; Pericin et al., 1992a: Fonseca
and Said, 1994, Grohmann and Bothast, 1994).

Primenom tehnika koje se 1zvode na molekularnom nivou kod industrijski
vaznih fungi - producera pektinaza, a koje se odnose na fuzije protoplasta (Solis et
al., 1996), konscenje fungalnih transpozona (Kempken, 199¢) 1 intervencije na
nivou ckspresije (Lang and Dornenburg, 2000), omogucio bi s:: veliki napredak u
programima za poboljSanje vrste i, u skladu sa tim, povecanje prinosa pektinaza ili
zeljenog enzima 1z ovog kompleksa.



2.4.5. Primena pektinaia

Pektinaze, koje se koristc u prehramb:noj industriji, su velikim delom
fungalnog porekla, 1 to uglavnom iz vrsta roda .1spergillus. Njthovom upotrebom
se postize povecanje prinosa i koncentracije aro naticnih 1 bojenih materija tokom
proizvodnje voénih sokova 1 vina, olakSano cedenje, filtracija 1 bistrenje. Jedan od
enzima pektinaznog kompleksa, endo-pektinaza, se potrebljava za maceraciju
biljnog tkiva pri pripremi pirea i kaSastih so<ova. Ovom vrstom tretmana, s
obzirom da celija ostaje intaktna, vitamini, bo ene 1 aromatiCne materije ostaju
sacuvane od procesa oskidacije (Beveridge, 1997; Hemandez et al., 1997,
Pimenta-Braz et al.. 1998; Revilla and Gonzelez-SanJose, 1998). U poslednje
vreme primena pektinaza dobija novu dimenziju u skladu sa savremenim
trendoviam proizvodnje tzv. funkcionalne hrane ( Lang and Dornenburg, 2000).

Pored uobicajenih tehnika, koje se koriste prilikom primene pektinaza u
industryi, a odnose se na Sarzne procese, u | teraturi se preporucuje upotreba
enzimskog membranskog reaktora (Giorno et al. 1998) 1 kontinualnog reaktora sa
imobilizovanim pektinazama, ¢ime bi se postigao ne samo ekonomski efekt, zbog
mogucnosti ponovne upotrebe enzima, ve¢ 1 poboljsale organolepticke osobine
proizvoda (Twasaki et al., 1998; Alkorta et al., 1998).

2.4.6. Pektinaze gljive Polyporus squamosus

Dosadasnja istrazivanja su pokazala da gljiva Polyporus squamosus
proizvodi pektinaze u submerznim uslovima kltivacije (Pericin et al., 1992b).
Pektinazni kompleks se sastoji od endo- i egzo-p :ktinaza, a ne sadrzi pektin hazu 1
esterazu (Peri¢in et al., 1992¢). Endo-pektinaz: su induktivne, a egzo-pektinaze
delimiéno induktivne prirode (Antov, 1996). U regulaciji sckrecije je zastupljen
sekvencionalni mehanizam (Peri¢in 1 sar., 1996), a niski bazalni nivoi egzo-
pektinaze mogli su se detektovati primenom 1ietode koncentrisanja u interfazi
(Pericin et al., 1997). Pektinaze gljive Polyporus squamosus se pojavljuju u
multipnim formama (Peri¢in et al., 1992¢). Sirovi enzimski kompleks je bio
pogodan za dobijanje bistrog soka jabuke, kao 1 za tretiranje Sire i vina (Peri¢in i
sar., 1996, Periéin et al., 1998-1999).
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Komercijalni preparat pektinaza

U ckperimentima raspodele u model sistemima za pripiemu tzv. 0osnovnog
rastvora pektinaza koriscen je komercijani preparat Vinozym, proizvodac¢a Novo
Nordisk (Danska). Pri ispitivanju uticaja duzine veznih linija, odnosa zapremina,
sastava dvofaznog sistema pri fiksnoj koncentraciji jedne od koinponenata i uticaja
ncorganskih soli Vinozym je bio razblazen u 10 mmol/l acetatnom puferu, pH 5.0.

Kada je ispitivan uticaj koncentracije i pH fosfatnog pufera na raspodelu
pektinaza u model sistemu, Vinozym je bio razblazen u fosfatnom puferu
KH,PO,-Na,HPO; ¢iji je opseg koncentractja bio 0.0067-0.4 mol/l, a pH vrednost
varirala u granicama 5.5-7.5.

3.2. Priprema model dvofaznih sistema

Polimeri, koji su koriS¢eni za pripremu vodenih dvofaznih sistema, su bili
polietilen glikol 4000 (PEG) proseéne molekulske mase 3500-4500 (Merck,
Nemacka) 1 dva dekstrana razlicitth molekulskih masa - dekstran (DEX), proseéne
molekulske mase 40000 (Zdravlje, Leskovac. Jugoslavija) i sirovi dekstran,
proseénih molekulskih masa vec¢ih od 500000. Njihov maseri udeo je nadalje
1zrazavan u procentima. Rastvor sirovog dekstrana u vodi, 10 %6 (w/w), sadrzavao
Jje priblizno 5 mg/ml redukujucih Secera, odredenih DNS metocom (Miller, 1959),
sa glukozom kao standardom.

Binodalne krive i vezne hnije dva razli¢ita fazna sist:ma su odredivane
prema Blazquez-u et al. (1998). Sadrzaj dekstrana je meren u polarimetru (Perkin-
Elmer 141) na 589 nm. (Andersson et al, 1985). Mercniem suve materije
odredivana je ukupan sadrzaj polimera u fazi.

Dvofazni sistemi za raspodelu pektinaza u model cksperimentima su
pripremani prema Hotha-i and Banik-u (1997) rastvaranjem polimera u osnovnom
rastvoru pektinaza intenziviim mesanjem na vorteks aparatu, pri ¢emu je ukupna
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masa dvofaznog sistema bila 10 g. Dvofazni sistem je ostavljan 12 ¢asova u
graduisanom sudu na sobnoj temperaturi da se faze razdvoje, zatim je gornja faza
pazljivo razdvajana pipetom, a donja faza isto tako pazljivo izvlacena kroz
medufazni sloj. U uzorcima je odredivana akrivnost pektinaza i koncentracija
proteina.

3.3. Mikroogranizam

Gljiva Polypolrus squamosus MMOL 87 deponovana je u Drzavnom
institutu kontrole farmaceutskih proizvoda u Sofiji (Bugarska), pod Sifrom No
10308.C9.71, a dobijena je od Instituta za biotechnologiju u Moskvi (Rusya).
Mikroorganizam je odrzavan u laboratorijskimr uslovima na kosom Saboroaud
maltoznom agaru, pri temperaturi od 4°C. Inokt lum je dobijen spiranjem rasta sa
kosog agara u erlemmajer bocu od 300 ml, koja je sadrzala 100 ml osnovnog
medijuma 1 kultivacijom u trajanju od 48 casova na tresilici pri 200 obrt/min 1
28°C.

3.4. Sastav podloge

Osnovna podloga za kultivaciju vegetat vnih celija, koje su koriséene kao
inokulum, je preuzeta iz rada Aguilar-a and Huitron-a (1990) 1 sadrzavala je po
litru 2 g (NH4),S0., 2 g KH,PO., 2 g Na,H?0,, 3 g ckstrakta kvasca 1 5 g
pektina, stepena esterifikacije 60 % (Green Ribbon 150° US-SAG, Obipektin,
Svajcarska). Sastojci podloge su bili rastvoreni u destilovanoj vodi, a pogetni pH
(pH,) je podesavan na 5.0.

Kultivacije u dvofaznom medijumu sa dekstranom 40000 su za osnovu
imale podlogu koja je sadrzala 2 g (NH4),SO,, 3 g ckstrakta kvasca 1 5 g pektina
(Green Ribbon 150° US-SAG) u 1 litru 0.15 mol/l KH,PO,, pH 5.0. i1, kao
dodatak, 7 % (w/w) PEG 1 7.5 % (w/w) DEX. Kada je ispitivan uticaj pH,,
njegova vrednost je u dvofaznom medijumu podesavana na 3.3, 4.5, 5.016.0.

U ecksperimentima sa sirovim deksranom podloga za kultivaciju
Polyporus squamosus u kontrolnim homogenim kultivacijama je sadrzala
4 g (NH.),SO,4 i 5 g pektina, stepena esterifikacije 60 % (Green Ribbon 150°
US-SAG, Obipektin, Svajcarska) ili 5 g suvih izluZenih repinih rezanaca po litru
0.1 mol/l KH,PO., a pH; je bio podesen na 5.0 ili na 7.0. Heterogeni, vodeni
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dvofazni medijum, je, u dodatku, sadrzavao 5 % (w/w) PEG i 4 % (w/w) sirovog
dekstrana, ili, u drugoj kombinaciji, 7.5 % (w/w) PEG 1 7.5 % (w/w) sirovog
dekstrana. U kultivacijama, u kojima je¢ ispitivan uticaj (NFL).SO,, ova so je
dodavana u medijum za kultivaciju u koli¢ini od 2g ili 4g na litar podloge.
Koncentracija KH;POy je varirala od 0 do 0.2 mol/l u kultivicijama vodenim u
cilju ispitivanja uticaja fosfata. Sterilizacija je vriena na 121°C u toku 30 minuta.

3.5. Inokulacija i uslovi kultivacije

Erlenmajer boce od 100 ml, koje su sadrzavale 30 ml dvofaznog
medijuma sa dekstranom 40000, kao i erlenmajer boce od 300 ml, sa 50 ml
homogenog ili dvofaznog medijuma sa sirovim dekstranom, inokulisane su sa
5 % (v/v) nokuluma i postavljene na tresilicu, pri 300 obrt/min 1 28°C.

Separacija faza u uzorcima iz heterogenith kultivicija vrSena je u
centrifugi na 3000 obrt/min u toku 5 minuta, a zatim je don a faza jo§ jednom
centrifugirana (10000 obrt/min, 10 minuta, Sorvall RC-5B) da bi odvojila od
biomasc Biomasa je od kultivacione tecnosti u slucaju homogenog medijuma

odvajana filtracijom.
3.6. Biomasa

Biomasa je susena na 105°C do konstantne mase, merena na analiticko)
vagl, a zatim je u njoj odredivan sadrzaj RNA metodom po Muaro-u and Flecku-u
(1966). Proizvedena biomasa je prikazana kao masa RNA izrazena u mg.

3.7. Rastvorljivi proteini

Koncentracija rastvorljivih proteina u uzorcima iz model sistema i
kultivacija odredivana je metodom po Lowry-ju et al. (1951), sa BSA kao
standardom. Smetnje u analitickoj proceduri, koje uzrokuje poliztilen glikol velikih
molekulskih masa (20000) (Howe et al., 1964), nisu de ektovane kada je
odredivan protein u prisustvu PEG 4000, §to je u saglasnosti da literaturnim
navodima. Naime, Honig and Kula (1976) su pokazali da st interference PEG
4000 u odredivanju koncentracije proteina po Lowry-ju neziatne, do vrednosti
udela polictilen glikola od 23 % (w/w), koji je bio veéi od onih, primenjenih u
ovom radu

29



3.8. Redukujuéi $eceri

Koncentracija redukujucih Secera je odredivana DNS metodom po
Miller-u (1959), a kao standard je koriScena gluloza.

3.9. Koncentracija pektina

U ckperimentima u model sistemu odredena je koncentracija pektina
(Barbier and Thibault, 1982), a njegov koeficijent raspodele je izracunat po

formuli (2).
3.10. Aktivnosti enzima

Aktivnost endo-pektinaze (endo-p) je odredivana pracenjem promene
viskoziteta reakcione smese (Peri¢in et al, 1992¢). Jedinica aktivnosti je bila
definisana kao ona koli¢ina enzima, koja sman uje poéetnu vrednost specificnog
viskoziteta reakcione smese za 20 % u toku 1 minuta na pH 4.5 130°C.

Aktivnost egzo-pektinaze (egzo-p) je odredivana metodom po Aguilar-u
and Huitron-u (1990). Jedinica aktivnosti je definisana kao ona koli¢ina enzima
koja katalizuje stvaranje 1 pmol galakturonske kiseline na pH 5.0 1 45°C u toku

| sata.

U uzorcima faza 1z model sistema i kultivacija odredivana je dekstranazna
aktivnost (Rogalski et al., 1998).

3.11. Izratunavanje parametara raspodele

Koeficijenti raspodele endo-p i ¢gzo-p su racunati na osnovu analogije sa

formulom (1) kao:

kii
K= a lvnost,_ )

aktivnost,

gde su aktivnost, 1 aktivnost,, odgovarajuce aktivnosti u gornjoj i donjoj

fazi, redom.

Prinos u gornjoj fazi je racunat iz formu ¢ (3) kao:



Y@= @)

V, -4
1+{é1<)

gde su Y, V, 1V, prinos u gornjoj fazi i, redom, zaprenine gornje i donje
faze.

Duzina veznih linija je definisana formulom (Furuya et al., 1995):

1/2
2 21
Duzina vezne linije (%) = [(W;)};x - Wlh)l:‘,\’) T (W;Eu - Wl[;EG) ] (6)

gde su w'i w” maseni udeli dekstrana i polietilen glikol: . u gornjoj i donjoj
fazi, redorn, izrazeni u procentima.

Specifiéne aktivnosti su odredivane kao koliénik aktivnosti i koncentracije
proteina, a stepen preciscenosti u gornjoj fazi (st. prec.) u model sistemima kao
odnos specifiénih aktivnosti u gornjoj fazi 1 osnovnom rastvoru pektinaza. Stepen
preciS¢encsti u gornjoj fazi u dvofaznim sistemima za kultivaci u odredivan je kao
odnos specificnih aktivnosti u gornjoj fazi 1 homogenoj kultivac ji.

Dobijene vrednosti parametara su izrazene svojim srednjim vrednostima
izraGunatim iz najmanje tri merenja (€ija su vrednosti variralz u opsegu 5 %)
dobijenim 1z tri ponavljanja za svaku ekperimentalnu tacku.
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4. REZULTATI | DISKUSIJA

U okviru ovog poglavlja bic¢e predstavljeni rezultati ispitivanja raspodele
pektinaza u vodenim dvofaznim sistemima sastavljenim od polietilen glikola 4000
1 dve vrste dekstrana - sirovog i dekstrana 40000. Eksperimenti su koncipirani
tako da su prvo definisani dvofazni sistemi u kojima su vrSeni cksperimenti
raspodele, zatim su ispitivani parametri raspodele pektinaza komercijalnog
enzimskog preparata u model sistemima, da bi, nakon toga. na osnovu dobijenih
rezultata, bili postavljeni ogledi kultivacije Polyporus squamosus u dvofaznim

sistemima.

Poznato je da fungi imaju sposobnost produkcije Sirokog spektra
hidrolitickih enzima, kao 1 da s¢ njthova sintzza moze indukovati prisustvom
supstrata u podlozi. Da bi se dvofazni sistem odrzao kao takav, kako u model.
tako 1 kultivaciomim sistemima, potrebno je da ni komercijani enzimski preparat
niti proizvodni mikroorganizam ne poseduju aktivnost, koja ¢e razgradivati
dekstran. Rezultati analize komercijalnog preparata pektinaza, kao 1 svi uzorci
kultivacionih teénosti na dekstranaznu aktivnost su bili negativni.

4.1. Raspodela pektinaza u model sistemima

1z teorijskog poznavanja raspodele proteina u dvofaznim sistemima
poznato je¢ da se¢ ovaj fenomen desava kao posledica zbirnog delovanja viSe
razli¢itih efekata, ¢iji je konacni uticaj tesko predvideti, te se metod pronalaZenja
dvofaznog sistema, koji daje Zeljenu ili najbolju mogucu raspodelu ciljne

supstance svodi na princip probe 1 greske.

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

4.1.1.1. Fazni dijagram polietilen glikol 4000/sirovi dekstran

U prvim eksperimentima raspodele pektinaza u model sistemima koriSceni
su polietilen glikol 4000 i sirovi dekstran. Dvofizni sistem, koji su sa¢injavali ovi

)
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polimeri, bio je definisan konstruisanjem faznog dijagrama, odredivanjem
binodalne krive 1 veznih linija (Slika 4).
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Slika 4. Fazni dijagram dvofaznog sistema polietilen glikol 4000/ sirovi dekstran

4.1.1.2. Uticaj masenih udela polimera na raspodelu pektinaza u model
sistemu polietilen glikol 4000/sirovi dekstran

Uticaj masenih udela polietilen glikola 1 sirovog dekstrana je u model
sistemu 1spitan tako $to je udeo jednog od polimera menjan, uz nepromenjen udeo
drugog polimera. Praceni su koeficyenti raspodele, prinosi u gornjoj fazi 1 stepeni
preéiscencsti endo-p 1 egzo-p u gomnjoj fazi u odnosu na njthovu specifiénu
aktivnost u komercijalnom preparatu (Tabele 2 1 3). Aktivnosti endo-p i egzo-p su
u osnovnom rastvoru, dobienom razblazivanjem komerc jalnog enzimskog
preparata, bile 23.26 (U/ml) 1 4287.36 (U/ml), redom, a koncentracija proteina
0.32 (mg/ml).

Povecanje udela polietilen glikola pri stalnom udelu sirovog dekstrana od
7.5 % (w/w) smanjilo je iznose koeficijenata raspodele oba en.ima, kao 1 njihove
stepene preci§éenosti u gomnjoj fazi. U isto vreme je povecanjem masenog udela
PEG u dvofaznom sistemu povecan 1 odnos zapremina faza. Najvece vrednosti
koeficijenata raspodele, pri 7.5 % (w/w) dekstrana, dobijene su pri najnizem udelu
PEG od 5 % (w/w) i iznosile su 1.76 za endo-p i 1.22 za egzo-p. Najveci stepeni
pre¢iscencsti su dobijeni pri istim uslovima 1 njthove vrednosti su bile 6.66 za
endo-p, odnosno 7.30 za egzo-p. Ovakvo ponaSanje oba tipa pektinaza se¢ moZe
objasmiti povec¢anjem hidrofobnosti gornje faze sa povecanjom masenog udcla
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polietilen glikola i teZznjom enzima ka manje hidrofobnoj sredini, te se moze reci da
je u skladu sa ponasenjem nckih enzima, opisanim u literaturi (Hustedt et al.,
1978; Kula 1979, Hayashida et al., 1990).

Tabela 2. Koeficijenti raspodele, prinosi 1 stepeni preciSéenosti u gornjoj fazi
endo-p 1 egzo-p komercijalnog preparata u dvofaznim vodenim
sistemima PEG/sirovi dekstran pri stz Inoj vrednosti udela dekstrana od
7.5 % (w/w)

PEG |dekstran| V/V, endo-p €gzo-p
(%, wiw) (%, wWiw) K Y (%) |st.prec. K Y (%) | st.prec.
5.0 75 060 | 1.76 | 51.22 | 6.66 122 | 42,12 | 7.30
7.5 7.5 146 | 126 | 6478 | 655 | 0.76 | 52.59 | 5.62
10.0 7.5 1.60 | 0.80 | 6350 | 534 | 061 | 57.06 | 4.17

Sto sc prinosa pektinaza u gornjoj fozi sistema ti¢e, on je. nasuprot
prethodnim parametrima, sa povec¢anjem udela poletilen glikola imao pozitivan
trend, tako da je najveci deo egzo-p aktivnosti, u iznosu od 57.06 %, raspodeljen u
gornju fazu u sistemu sastava 10% (w/w) PEG/ 7.5% (w/w), odnosno u sistemu
sa najvecom vredno$céu odnosa zapremina faza (1.6), koja je bila dovoljno velika
da kompenzije smanjenje koeficijenta raspodele ovog enzima.

Kako je. kao S§to je ve¢ refeno, prinos funkcija, kako kocficijenta
raspodele, tako i odnosa zapremina faza, maksimalna 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 najvecim V/Vy, 1li Keygo.

U narednoj seriji cksperimenata je ispitano je kako maseni udeo sirovog
dekstrana utice na parametre raspodele pektinzza (Tabela 3). S obzirom da su
najvece vrednosti Ko i Kegso, pri stalnom udelh dekstrana, dobijene kada je udeo
polietilen glikola u sistemu bio 5 % (wAv), ova vrednost je odrzavana
konstantnom. Ispitani udeli dekstrana bili su manji od 7.5 % (w/w), sa ciljem

redukceije viskoziteta u dvofaznom sistemu.



Tabela 3. Koeficijenti raspodele, prinosi i stepeni preciséenosti u gornjoj fazi
endo-p 1 egzo-p komercijalnog preparata u dvofazmim vodenim
sistemima PEG/sirovi dekstran pri stalnoj vrednosti adela PEG od 5 %

(w/w)
PEG | dekstran [ V/V, endo-p €gzo-p
(%, wiw) [ (%, wiw) K |[Y (%) | stprec. K | Y (%) | st.prec.
50 3.0 207 | 136 | 73.78 | 7.31 0.79 | 62.04 | 550
5.0 S0 0.80 | 243 | 66.03 430 0.75 | 37.50 4.24
5.0 6.0 063 | 1.81 [ 5226 400 | 073 3149 | 4095

Najveci koeficijent raspodele endo-p je dobijen t sistemu sastava
5 % (wiw) PEG/ 5 % (w/w) sirovi dekstran 1 iznosio je 2.43, ok je najveci K.,
bio 0.79 1 postignut je pri 3 % (w/w) dekstrana i 5 % (w/w) PES. Povecanje udela
dekstrana je imalo negativan uticaj na stepene preciScenosti oba tipa pektinaza.
Maksimalne vrednosti ovog parametra su bile 7.31 za endo-p 1 5.50 za egzo-p, 1
dobijene su pri 3 % (w/w) dekstrana, uz stalni udeo polictilen glkola od 5 %
(w/w).

Sa povecanjem masenog udela sirovog dekstrana u fiznom sistemu, uz
nepromenjen udeo drugog polimera, smanjen je zapreminski odnos faza, kao 1
prinos, kako endo-p, tako i egzo-p, u gomjoj fazi. Tako su najbolje vrednosti ovog
parametra dobijene u sistemu sa najmanjim udelom dekstrana. 3 % (w/w). pr
stalnih 5 % (w/w) polictilen glikola, 1 iznosile su 73.78 % za endo-p 1 62.04 % za

egzo-p aktivnost.

[z rezultata pedstavljenih u Tabeli 3 se¢ vidi da promena masenog udela
sirovog dekstrana na razliite nacine uti€e na koeficijente 1aspodele endo-p 1
egzo-p, te se opst zakljucak, poput onog, i1z literature, da se koeficijent raspodele
enzima moze povecati smanjenjem koncentracye (odnosno udela) dekstrana
(Kroner and Kula, 1978: Hayashida et al., 1990), nec moZe izvesti. Ovo se moze
objasniti polidisperzno$¢u sirovog dekstrana 1 razliéitom respodelom frakeija
molekulskih masa u sistemima razliitog sastava (Cabezas. 1996), §to moze
prouzrokovati razli€ite uticaje 1 na raspodelu dve vrste aktivnosti. Ono §to se,
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ipak. kao zajednicko moze izvesti, je smanjenje drinosa oba enzima u gomnjoj fazi
sa povecanjem sadrzaja dekstrana, tj. sa smanjenjem zapreminskog odnosa. kao |
smanjenje stepena njihove preciscenosti u gornjoj fazi uslovljenim povecanjem
hidrofobnosti ove faze sa povecanjem udcla dekstrana u sistemu.

4.1.1.3. Fazni dijagram polietilen glikol 4000/dekstran 40000
Kao Sto je ve¢ receno, prvi korak u radu sa dvofaznim sistemima
predstavlja konstrukeija faznog dijagrama, odno:sno binodalne krive 1 veznih linjja.

Na Slict 5 je prikazan fazni dijagram sisiema sastavljenog od polietilen
glikola 4000 i dekstrana 40000 (DEX), kao i polozaj veznih linyja.
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Slika 5. Fazm dyagram dvofaznog sistema polictilen
glikol 4000/dekstran 40000

4.1.1.4. Uticaj masenih udela polimera na raspodelu pektinaza u
model sistemu polietilen glikol 4000/dckstran 40000

U dvofaznom sistemu, predstavljenim Slikom 5, ispitan je uticaj masenth
udela polimera na raspodelu komercijalih pektiiaza (Tabela 4). Eksperimenti su
vodeni tako da je udeo dekstrana bio konstantan i iznosio 7.5 % (w/w), dok je
udeo drugog polimera bio menjan u granicama 7.5-12.5 % (w/w). U osnovnom
rastvoru, dobijenom razblazivanjem komercijalnog preparata, endo-p aktivnost je
bila 2.08 (U/ml), egzo-p 284.48 (U/ml), a koncentracija proteina 0.037 (mg/ml).
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Tabela 4. Uticaj masenog udela polietilen glikola na parametre raspodele
pektinaza komercijalnog enzimskog preparata u model sistemu pri
stalnoj vrednosti udela dekstrana 40000 od 7.5 % (w/w)

PEG DEX endo-p egzo-p
(%, wiw)|(%, wiw)| K Y (%) st.prec. K Y (%) st.prec.
75 7.5 0.22 | 39.39 0.42 204 | 8577 1.28
9.0 7.5 0.16 | 3446 0.22 0.60 | 66 35 0.67
10.0 1 0.06 | 17.36 0.34 0.69 | 70 72 1.35
12.5 y ! 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 povec¢anjem udcla ovog polimera opadao je
koeficijent raspodele endo-p 1 egzo-p, njihovi prinosi, kao 1 steyen preciicenosti u
gornjoj fazi, raunat u odnosu na spectficne aktivnosti pektiraza komercijalnog
preparata. Maksimalne postignute vrednosti svih parametara raspodele su, dakle,
dobijene u sistemu sa 7.5 % (w/w) polictilen glikola 1 7.5 %% (w/w) dekstrana
40000, odnosno u sistemu sa najmanjim ispitivanim udelom PEG. Ovi rezultati su
u saglasnosti sa literaturnim podacima, po kojima se koeficijenii raspodele enzima
(Kroner and Kula, 1978; Hayashida et al., 1990) 1 ¢elija (lheva et al., 1995)
povecavaju sa smanjenjem koncentracije (odnosno udela) polietilen glikola 1 mogu
se objasniti teznjom pektinaza ka manje hidrofobnoj sredini, adnosno sredini sa
manjim udelom hidrofobnijeg polimera, a to je, kao §to je ve: receno, polietilen
glikol (Albertsson, 1986).

lako je opsti trend ponasanja pektinaza u sistemu sa dekstranom 40000
sledio onaj, zabelezen u sistemu sa sirovim dekstranom, m:ksimalna dobijena
vrednost koeficijenta raspodele endo-p (0.22) je bila 8 puta manja od maksimalne
u prisustvu sirovog dekstrana, odnosno 5.73 puta manja od cne u sistemu istog
sastava, 7.5 % (w/w) PEG/ 7.5 % (w/w) dekstran, (Tabele 2 1 4). Stepen
preciSéenosti se kretao se u granicama 0.17-0.42, Sto je predstavljalo slab rezultat,
imajuci u vidu onaj dobijen u prisustvu sirovog dekstrana (Tabcle 2).
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U model sistemu sa dekstranom 40000 maksimalna postignuta vrednost
koeficijenta raspodele egzo-p je bila 2.04, sto je ujedno predstavljalo 1 najvecu
dobijenu vrednost ovog parametra u sistenima sa obe vrste dekstrana
(Tabele 2,3.4), ali su, pri istoj kombinaciji polimera, koja je dala najbolji K.,
stepeni njegove preciséenosti bili od 3.3 do 5.7 puta manji od onih dobijenth u

sistemu sa sirovim dekstranom.

Ovo su i bili razlozi zbog kojih su uticaji ostalih faktora na raspodelu
pektinaza prou¢avani u model sistemima sa sirovim dekstranom. Upotreba sirovog
dekstrana bila je motivisana ekonomskim razlozima, koji su se u literaturi pokazali
opravdanim (Tjerneld et al., 1985; Venancio et al., 1996).

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

Desava sc da se u literaturi efekt pcvecanja koncentracije (il udela)
jednog polimera na koeficijent raspodele enzina, pri stalnoj koncentraciji (il
udelu) drugog, u potpunosti poistovecuje sa cfektom koji izaziva povecanje duzine
veznih linija, kao npr. u radu Kuboi-a et al. (1995), §to je samo delimi¢no tacno.
Naime, promena koncentracije jednog polimera, uz nepromenjenu koncentraciju
drugog ¢inioca faznog sistema, deluje na koeficijznt raspodele 1 na prinos u gornjoj
fazi i kroz zapreminski odnos faza. Da bi se ispizao sam uticaj duZine veznih linjja
na parametre koji karakteriSu raspodelu enzimz, potrebno je da se koncentracije
oba polimera odaberu tako, da se svi ispitivani dvofazni sistemi razdvoje u faze
jednakih zapremina.

U sledecim eksperimentima ispitan je ut caj duzine veznih linija raspodelu
pektinaza u model sistemu, a udeli polietilen glikola 1 sirovog dekstrana odabrani
da obezbede da odnos zapremina faza bude jedn:k jedinici (Tabela 5).

Povecanje duzine veznih linjja smanjily je koeficijente raspodele, kako
endo-p, tako i egzo-p aktivnosti, a, s obzirom na jednaku vrednost zapreminskog
odnosa u svim esperimentalnim tackama, na isti nacin je uticalo 1 na prinos u
gornjoj fazi. Najbolji rezultati su dobijeni u dvofaznom model sistemu sastava
5 % (w/w) PEG/4 % (w/w) sirovi dekstran, sa luzinom vezne linije od 7.44 % -
koeficijenti raspodele endo-p i egzo-p su bili 1.66, odnosno 0.95, a prinosi u
gornjoj fazi 60.85 % za endo-p, odnosno 47.07 % za egzo-p. Ovakav efekt je
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duzina veznih linjja imala na vise enzima (Cole, 1993; Furuya et al., 1995, 1996;
Hotha and Banik, 1997), a on se¢ moze objasniti promenama u hidrofobnosti
(Albertsson, 1986) 1 medufaznom potencijalu (Umakoshi et al., 1996).

Tabela 5. Uticaj duzine veznih linijja na parametre raspodel: endo-p 1 egzo-p
komercijalnog enzimskog preparata u dvofaznom sistemu PEG/sirovi
dekstran pri (V/Vy)=1

PEG | dekstran |duZina veznih endo-p €gzo-p

(%, wiw) (%, w/w)| linija (%) K [Y (%)|stprec. | K |Y (%)]st.prec.
5.0 4.0 7.44 1.66 |6085] 592 |095|47.07| 4.64
53 6.6 13.98 1.25]56.05| 527 |0.83]|46.81| 4.60
5.6 7.8 17.36 093 (4597 6.14 |0.67|38.70| 4.73
6.5 9.4 22.30 0.65140.00( 563 |0.57|37.13| 5.84

Promene u stepenu preciScenosti u gornjoj fazi oba tipa pektinaza sa
promenom duzine veznih linja nisu po trendu pratile promene koeficijenata
raspodele. Tako je najveéi stepen preciscéenosti endo-p dobijen na veznoj liniji od
17.36 % 1 iznosio je 6.14, dok je najbolje preciScavanje ¢gzo-p (5.84 puta)
postignutc na veznoj liniji koja je odgovarala sistemu sastava 6.5 % (w/w)
PEG/ 9.4 % (w/w) sirovi dekstran. Razlike u stepenu preciScenosti oba enzima
verovatno su bile posledica neselektivne raspodele ostalih proicina, izazvane vec

spomenutom polidisperznos§cu sirovog dekstrana.

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

Dvofazni sistemi, ¢iji su sastavi predstavljeni tackaria na isto] veznoj
liniji, nakon razdvajanja. dace gornje 1 donje faze medusobno jednakog sastava, ali
razli¢itih zapremina. Kako je za efikasnu separaciju i dobar pr nos potrebno uzeti
u obzir 1 zapreminski odnos faza (Andersson and Hahn-Hagerdal, 1990), u
Tabeli 6 predstavljemi su rezultati ispitivanja zavisnosti parametara raspodele
pektinaza od ove veliine, varirane na veznoj liniji duzine 13.98 %.
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Tabela 6. Uticaj odnosa zapremina faza, na veznoj liniji duzine 13.98 %, na
parametre raspodele endo-p 1 cpzo-p komercijalnog enzimskog
preparata u dvofaznom sistemu PEG/tirovi dekstran

PEG | dekstran [ V/V, endo-p €gzo-p
(%o, wiw)| (%o, wiw) K | Y (%) | stprec. K | Y (%) | stprec.

4.5 8.4 0.1 | 162 1189 | 570 | 1.04| 7098 558
5.0 7.5 06 | 1.64 | 4945 3.97 1093 | 3568 6.43
53 6.6 1.0 | 1.25 | 56.05 327 | 0.88 | 46.81 4.60
6.5 5.0 23 | 094 | 68.80 749 | 0.60 | 5846 3.30
7.2 4.0 3.0 1079 | 7033 340 | 0.73 | 68.65 497
T 3.0 56 [032] 6436 3.90 0.38 | 68.20 312

Sa povecanjem zapremine gornje faze, odnosno odnosa zapremina faza,
opadali su koeficijenti raspodele, kako za endo-p, tako 1 za egzo-p. Najvece
vrednosti ovog parametra za oba tipa pektinaza dobijene su u sistemu sastava
4.5 % (w/w) PEG/ 8.4 % (w/w) sirovi dakstran u kome je odnos zapremina faza
bio 0.1, 1 iznosile su 1.62 za endo-p 1 1.04 za ezzo-p aktivnost. Promena stepena
preéiscenosti endo-p sa porastom zapreminskog odnosa imala je isti trend kao i
prethodni parametar, te je najveca vrednest, 6.70, dobijena takode pri
zapreminskom odnosu 0.1, dok je najvece preciScavanje cgzo-p (6.43 puta)
postignuto pri zapreminskom odnosu 0.6. Negativan uticaj je povecanja
zapreminskog odnosa imalo i na koeficijente raspodele alkalne proteaze (Hotha
and Banik, 1997), kao i penicilin acilaze 1 ukupr th proteina (Marcos et al., 1998).
Vrednosti odnosa zapremina faza, pri kojim: su dobijene najbolje vrednosti
stepena pre€iScenosti pektinaza, bili su u sklacu sa rezultatima Marcos-a et al.
(1998) 0 maksimalnoj vrednosti ovog parametra za penicilin acilazu, dobijenoj pri
niskim V,/V,,.

Kako je pad vrednosti koeficijenata rasyodele bio kompenzovan porastom
zapreminskog odnosa, prinos u gornjoj fazi je rastao sa povecanjem ove
promenljive, sve do dvofaznog sistema, sastava 7.5 % (w/w) PEG/ 3 % (w/w)
dekstran, u kom je zapreminski odnos bio 5.6. Tako se pokazalo tacnim da je za
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zeljeni prinos vazno odabrati 1 koeficijent raspodele 1 odnos zapremina (Andersson
and Hahn-Hagerdal, 1990).

Ispitivanja uticaja odnosa zapremina na raspodelu enzima i proteina
pokazala su da je on u funkeiji duZine veznih linija, kao 1 da jedno na veznoj liniji,
koja se nalazi blizu binodalne krive, kocficijent raspode ¢ proteina ostaje
konstantan (Marcos et al., 1998). Tabela 7 sadrzi rezultate ispitivanja uticaja
zapremina odnosa faza, variranih na najkracoj veznoj liniji duzine 7.44 %. na
parametre raspodele endo-p 1 egzo-p.

Tabela 7. Uticaj odnosa zapremina faza, na veznoj linji dizine 7.44 %, na
parametre raspodele endo-p 1 egzo-p komercijalnog enzimskog
preparata u dvofaznom sistemu PEG/sirovi dekstran

PEG dekstran V/Vy endo-p egzo-p

(%, wiw) | (%, wiw) K Y (%) K Y (%)
5.0 4.0 1.0 1.66 60.85 C.95 47.07
§5 3.0 2.0 1.16 69.71 1.03 67.14
6.0 2.0 3.6 1.12 80.06 (.97 77.67

Velike promenc u vrednosti zapreminskog odnosa nisu uticale na
adekvatno smanjenje koeficijenata raspodele egzo-p, kao §to ¢ to bio slucaj na
veznoj linup duzine 13.98 %. naime, povecanje vrednosti (V/Vy) 3.6 puta
promenilo je vrednost koeficijenta raspodele ovog enzima samo za 2 %. Isto je
vazilo 1 za K4, u poslednja dva sistema - skok vrednosti odnosa zapremina faza
sa 2.0 na 3.6 izazvao je smanjenje koeficijenta raspodele od < %. U isto vreme,
prinos pektinaza u gornjoj fazi je rastao sa povecanjem vrednostt odnosa V/Vy, te
su maksimalne vrednosti ovog parametra dobijene u sistemu sastava 6 %
(w/w) PEG/ 2.0 % (w/w) sirovi dekstran, i iznosile su 80.06 %, za endo-p 1 77.67

% za egzo-p.

Ovi rezultati ukazuju na mogucnost da proteini, odgcvorni za enzimsku
aktivnost, pokazuju optimalno ponasanje u onom delu faznog dijagrama u kom su
razlike izmedu sastava faza manje, tj. na vezmm linijjama bliskim binodalnoj krivi,
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i u sistemu polictilen glikel/ dekstran, kao §to j¢ to sluéa) u PEG/ so dvofaznim

sistemima (Marcos et al., 1998).

4.1.4. Uticaj neorganskih soli na raspodela pektinaza u model
sistemu polietilen glikol 4000/sirovi dekstran

U teorijskom delu detaljno je obraden uticaj neorganskih soli na raspodelu
supstanci u vodenim dvofaznim sistemima. Kako 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, utiCu na proces raspodele. Stoga je. u okviru ovoga, ispitan efekt
amonijum sulfata 1 fosfata, koji ulaze u sastav medijuma, kao 1 natrijum sulfata 1
hlorida, soli, ¢iji se uticaj na raspodelu proteina u literaturi ¢esto ispituje (Hustedt
et al., 1978; Kroner and Kula, 1979; Albert;son, 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 exsperimentima raspodele menjane
u rasponu od 5 do 50 mmol/l 1 bile su ispod onih, za koje je utvrdeno da menjaju
nagib veznih linija (Zaslavsky et al.. 1988). Rezultati su predstavljeni uporedo sa
koeficijentima raspodele pektinaza dobijenim u sistemu istog sastava, 5 % (w/w)
PEG/ 4 % (w/w) sirovi dekstran, bez prisustva soli (Tabela 8).

Obe soli su do izvesne koncentracije imale pozitivan efekt na koeficijente
raspodele endo- 1 egzo-pektinaza. Pri koncentricijama od 15 mmol/l (NH.),SO.
Kenao je blo za 25 % veci, odnosno za 20 % vedi, kada je u sistem dodata isto
toliko Na,SO, u odnosu na sistem bez soli U prisustvu ove koncentracije
(NH.),SO,4 1 Na,SO; dobijeni su i najvecl prinosi ovog enzima u gornjoj fazi
sistema, koji su iznosili 64.25 %, odnosno 66.81 %. Najveci stepen preciScenost
endo-p u prisustvu amonijum sulfata dobijen je takode pri koncentraciji od
15 mmol/l 1 iznosio je 5.65. dok je najbolja preciSéenost egzo-p (7.51) postignuta
vec pri 5 mmol/l natrijum sulfata

Koeficijenti raspodele su za egzo-p bili 1.6 puta veci od onih u sistemu
bez soli u prisustvu 15 mmol/l (NH),SO,4 i 5 mmol/l Na,SO,. Isto je vazilo i za
prinose, koji su u prisustvu redom pomenutih koncentracija dve soli povecani za
24 %, odnosno 27 % u odnosu na one, dobijene 1 sistemu bez soli, kao 1 za stepen
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preciscenosti, koji je u odnosu na sistem bez soli, povecan 143, odnosno
2.09 puta.

Dalje povecavanje koli¢ine dodatih soli, smanjivalo je, kako koeficijente
raspodele ¢nzima, tako 1 prinose 1 stepen preciSéenosti u gomnjoj fazi. Ovakvo
ponasanje pcktinaza moZe se objasniti delovanjem soli na vise nivoa prilikom
raspodele proteina (Albertsson, 1986; Abbot et al., 1990).

Treba primetiti da je veci stepen preciSéenosti ostviren sa Na,SO4 u
odnosu na (NH,;).SO,, ne samo kada se porede rezultati dobijeni dodatkom soli u
najpovoljnijim koncentracijama, ve¢ i generalno. Tako je npr. najveci postignuti
stepen preciScenosti endo-p, u prisustvu optimalne konceatracije amonijum
sulfata, bio 5.65, ali je njegova vrednost u prisustvu najpogodnije koncentracije
natrijum sulfata bila 7.51. Isto je vazilo 1 za stepen preciScenos ti egzo-p - najveca
dobijena vrednost je iznosila 4.52 pri 15 mmol/l (NH4),SO,. a 6.58 kada je u
sistem docdat Na,SO,4 u koncentraciji od 5 mmol/l. Ovo je verovatno bilo izazvano
selektivnijom raspodelom proteina, odgovornih za aktivnost, u gornju fazu
sistema, kada su u njemu bili prisutni joni natrijuma i sulfata.

Tabela 9. Uticaj koncentracije (NH4),SO4 1 Na,SO. na p:rametre raspodele
pektinaza komercijalnog preparata u model sistemu sastava 5 % (w/w)
PEG/ 4 % (w/w) sirovi dekstran

dodata Csoli endo-p egzo-p

SO (mmol/l)| K Y (%) st.prec K Y (%) st.prec.

bez soli 0 1.66 | 60.85 4.10 0.95 | 47.07 515
5 1.36 | 5451 481 1.50 | 55.93 4.43
(NH.),S0. 15 2.09 | 6425 365 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 1.01 | 45.30 3.64

5 1.44 | 59.02 751 1.50 [ 62.00 6.58

Na,SO4 15 1.97 | 66.81 6.81 098 | 50.03 543

25 1.54 | 65.70 6.56 094 | 51.72 5.03




Pozitivan efekt ispitivanih soli na koeficijente raspodele u saglasnosti je sa
rezultatima drugih autora (Kroner and Kula, 1978; Albertsson, 1986; Kuboi ct al ,
1995: Umakoshi et al., 1996), ali teSko da bi se mogao nazvati dramatiénim, kako
se u éesto opisuje u literaturi (Kuboi et al., 1995 Pfennig et al.. 1998).

4.1.4.2. Uticaj fosfata

Uticaj fosfata na raspodelu proteina podrazumeva zbirmi efekt, kako
njegove koncentracije, tako 1 pH vrednosti (Johasson, 1970: Hustedt et al., 1978;
Kula, 1979). S obzirom da je vecina enzima siabilna u uskom opsegu pH. prvi
korak u cksperimentima sa fosfatom je bilo ispitivanje efekta upravo ove
promenljive na raspodelu pektinaza (Tabela 0). Eksperimenti su izvedem u
dvofaznom sistemu sastava 7.5 % (w/w) PEG. 7.5 % (w/w) sirovi dekstran, a
komercijalni preparat je bio razblazen u puferi KH,PO4-Na,HPO,, pH opsega

5.8 =il

Tabela 10. Uticay pH fosfatnog pufera” KH,PO,-Na,HPO: na parametre
raspodele endo-p 1 egzo-p komercijalnog preparata u model sistemu
sastava 7.5 % (w/w) PEG/ 7.5 % (w.'w) sirovi dekstran

pH Vi/Vy endo-p €gzo-p

K Y (%) | st.prec. K Y (%) | stprec.
5.5 1.54 0.33 33.74 5.49 024 | 27.02 3.85
6.0 1.64 038 | 38.49 4.92 023 | 2747 3.32
6.5 1.73 0.60 | 50.39 480 | 0.65 52.89 531
7.0 1.73 0.73 55.77 5.69 0.76 | 56.76 6.65
75 1.83 0.90 | 6226 4.72 0.55 | 50.21 5.14

" koncentracija pufera je bila 6.7 mmol/l

Razlicite vrednosti pH fosfatnog pufera uticale su na ravnotezne
zapremine gornjih i donjih faza dvofaznih model sistema, u smislu da se sa
povecanjem vrednosti pH povecavala zapremina gornjih, odnosno, smanjivala
zapremina gornjih faza. Povecanje vrednosti pH fosfatnog pufera favorizovalo je i
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raspodelu endo-p aktivnosti u gornju fazu sistema, Sto e bilo praceno 1
adekvatnim porastom prinosa u ovoj fazi. Tako je maksimilni dobijeni Ky,
1znosio 0.9. a ostvaren je upravo pri najvisoj ispitivanoj vredncsti pH - 7.5, a isto
se odnosilo i na vrednost prinosa u gornjoj fazi, koja je na ovoj pH vrednosti
1znosila 62.26 %.

Pozitivan trend su sa povecanjem pH imali koeficijent raspodele 1 prinos
egzo-p, ali samo do pH 7.0, a njihov pad pri pH 7.5 verovatno ¢ bio posledica pH
nestabilnosti ovog enzima. Na pH 7.0 postignuto je poveéanje kocficijenta
raspodele ovog enzima oko 3 puta, odnosno povecanje prinosa oko 2 puta, u
odnosu na vrednosti dobijene pri pH 5.0.

Nayjselektivnija raspodela, odnosno najveci stepen preiscenosti oba tipa
pektinaza u gornjoj fazi sistema, ostvareni su na pH 7.0, $to je, brojéano izrazeno.
znacilo stepen preciséenosti 5.69 za endo-p 1 6.65 za egzo-p

Dobijeni rezultati u skladu sa, u literaturi opisania, uticajem pH u
pnsustvu fosfata na koeficijente raspodele nekih proteina (Hustedt et al., 1978:
Kula, 1979; Shibusawa et al., 1998).

Na osnovu ovih rezultata, raspodala pektinaza pri razhicitim
koncentracijama fosfatnog pufera je ispitivana pri pH 7.0 (Tabela 11) Sastav
sistema je bio identican onom u prethodnom eksperimentu, 7.5 % (w/w) PEG/
7.5 % (w/w) sirovi dekstran, a koncentracija fosfatnog pufera je varirala od 0.1 do
0.4 mol/l.

Poveéanje koncentracije fosfatnog pufera izazvalo je veliki porast
vrednosti koeficijenta raspodele endo-p. Najveéi Keng, dobijen je upravo pri
najvecoj 1spitivanoj koncentraciji fosfata od 0.4 mol/l 1 iznotio je 4.21. U isto
vreme, povecanje koncentracije fosfata smanjilo je vrednost odnosa zapremina
faza. Promene ovog odnosa uslovljene promenom koncentrac je fosfata su vec
primecene u nekim dvofaznmim sistemima (Kwon et al.. 1996). IMedutim, pozitivan
cfekt, koji je povecanje koncentracije fosfata imalo na koeficij2nt raspodele ovog
enzima, bio je viSe nego dovoljan za preovladavanje istovremenog negativnog
uticaja na odnos zapremina, te je i prinos u gornjoj fazi sistema pratio trend
koeficijenta raspodele, a najveca vrednost, 85.78 %, ostvaiena je takode pn
0.4 mol/l fosfata.



Tabela 11. Uticaj koncentracije fosfatnog pufer:. KH,PO4-Na;HPO,4 na parametre
raspodele endo-p i egzo-p komercijilnog preparata u model sistemu
sastava 7.5 % (w/w) PEG/ 7.5 % (w.'w) sirovi dekstran na pH 7.0

Crost pufera]  V/Vb endo-p egzo-p
(mol/l) K Y (%) | st.prec. K Y (% st.prec.
0.1 1.61 0.99 | 62.40 7.70 1.03 | 63.33 1141

0.2 1.51 2.12 | 76.25 8.27 0.99 | 60.00 9.02

0.3 1.47 346 | 83.59 8.93 1.03 | 60.25 0.38

0.4 1.43 421 | 85.78 10.00 1.12 | 61.60 1031

Ovakav uticaj koncentracije fosfata ¢ zabelezen kod nekih enzima
(Hustedt et al., 1978; Kroner and Kula, 1978; .Andersson et al., 1985) 1 proteina
(Umakoshi et al., 1996) 1 objasnjava se stva-anjem kompleksa (gela) 1zmedu
fosfatnih anjona 1 dekstrana pri visim pH, koji itiskuje enzim, odnosno favorizuje

njegovu raspodelu u gornju fazu sistema (Ander: son, 1986).

Za razliku od efekta koji je imala na raspodelu endo-p, promena
koncentracije fosfatnog pufera gotovo da nije izazvala nikakve promene u K.z, -
Cetvorostruko povecanje koncentracije dovelo je do porasta koeficijenta raspodele
za oko 9 %, pa se moze pretpostaviti da je koncentracija od 0.1 mol/l fosfata bila
dovoljna za funkcionisanje sugerisanog mehunizma istiskivanja gelom ovog

enzima.

Kako je utvrdeno da fosfat ima velikoz uticaja na parametre raspodele
pektinaza, bilo je znacajno proveriti da li se¢ u njegovom prisustvu menjaju udeli
polimera dvofaznog sistema, koji daje optimalnc rezultate raspodele. Uzimajuéi u
obzir prethodne podatke (Tabele 10 1 11), eksperimenti raspodele su praceni u
fosfatnom puferu koncentracije 0.4 mol/l i pH 7.) (Tabela 12).
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Tabela 12. Utica) sastava dvofaznog sistema na parametre raspodele endo-p 1
egzo-p komercijanog preparata u model sistemu PLG/ sirovi dekstran
u 0.4 mol/l fosfatnom puferu KH,PO,-Na,HPO,, pH 7.0

PEG | dekstran | V/V, endo-p €gzo-p
(%, wiw) | (Yo, wiw) K |Y (%)]| st.prec. K |Y (%)] st.prec.
50 75 0.54 | 247 |57.26| 8.10 | 0.69 |27.23 427
7.5 7.5 1.49 | 414 [86.02| 9.19 | 1.02 [60.26| 1031
10.0 75 2.18 1.26 | 7336 637 | 052 |53.19 5.36

Prisustvo fosfata pomerilo je udeo polietilen glikola pri kom se dobijaju
najbolji rezultati raspodele oba tipa pektinaza, u odnosu na sistem bez fosfata
(Tabela 2), ka wisim vrednostima. Naime. najvece vrediosti koeficijenata
raspodele, prinosa 1 stepena preciscenosti u gornjoj fazi su dobijene u sistemu
sastava 7.5 % PEG/ 7.5 % sirovi dekstran, te se naknadno po<azalo opravdanim
ispitivanje uticaja koncentracije fosfata 1 pH pri ovom odnosu polimera. Prisustvo
fosfata je uticalo na raspodelu endo-p 1 egzo-p tako, da je gonyu fazu sistema sa
jednakim udelima oba polimera ¢inilo najmanje hidrofobnom, bez obzira na
povecan sadrzaj polictilen glikola u odnosu na sistem castava 5 % (w/w)
PEG/ 7.5% (w/w) sirovi dekstran. U isto vreme, fosfat nije uticao na trend
povecanja zapreminskog odnosa sa povec¢anjem udela polictilen glikola.

4.1.4.3. Uticaj natrijum hlorida

U okviru ispitivanja delovanja soli na raspodelu pektinaza komercijalnog
preparata u model sistemima, odreden je 1 uticaj natryjum hloiida, kao jedinjenja
Cesto obradivanog u istrazivanjima ove vrste (Hustedt et al., 1978: Albertsson,
1986; Andreasen, 1994; Kubor et al., 1995; Gunduz and Forkmaz, 2000), a
interesantnog,  sa  aspekta  obezbedenja  asepticnosti  tokom  kultivacija
mikroorganizama. Dvofazni sistem je za potrebe ovog eksperimenta sadrzao
5 % (w/w) polietilen glikola 1 7.5 % (w/w) sirovog dekstrana (11a osnovu rezultata
iz Tabele 2), a koncentracija NaCl je varirala u rasponu 5 - 37.5 mmol/l
(Tabela 13).
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Tabela 13. Uticaj koncentracije NaCl na paranetre raspodele endo-p i egzo-p
komercijalnog preparata u model sistemu sastava 5 % (w/w) PEG/ 7.5
% (w/w) sirovi dekstran

Chac endo-p €gzo-p
(mmol/l) K Y (%) st.prec. K Y (%) st.prec.
0 1.76 5122 6.66 1.22 42.12 7.30
5.0 1.07 40.75 541 0.65 29.47 6.45
17.5 0.74 30.00 453 0.25 12.64 1.76
375 1.13 38.73 6.90 0.64 26.36 4.32

Dodatak soh u dvofazni sistem smanjio je koeficijente raspodele endo-p 1
egzo-p 1 njihove prinose u gornjoj fazi u manjen . ili ve¢em iznosu, u zavisnosti od
primenjene koncentracije. Tako je najve¢i pad koceficijenata raspodele obe
pektinaze bio u prisustvu 17.5 mmol/l NaCl - za oko 60 % u slucaju endo-p,
odnosno za ¢ak 80 % Sto se egzo-p tice, u odncsu na sistem bez soli. Sledstveno
ovome, dodatkom soli u pomenutoj koncentraciji, prinos endo-p je opao 1.7, a
egzo-p 3.3 puta. Ovakav efekt NaCl na raspode u utvrden je kod nekoliko enzima
(Hustedt et al., 1978; Kuboi et al., 1995), a karikteristi¢an je za proteine, koji su
negativno naelektrisani (Albertsson, 1986).

Uoclpiv je 1 veliki pad stepena preciséenosti pektinaza u gornjoj fazi pri
koncentraciji NaCl od 17.5 mmol/l, koji moZe »iti posledica smanjenog afiniteta
enzima prema toj fazi, ve¢ izrazenog kroz koeficijente raspodele, ali 1 poboljSane
raspodele ostalih proteina (Kuboi ct al., 1995).
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4.2. Kultivacija Polyporus sqgaumosus u vodenim

dvofaznim sistemima polietilen glikol 4000/sirovi
dekstran

Uzimajuéi u obzir rezultate ispitivanja uticaja duzire veznih linija na
raspodelu komercijalnih pektinaza, potrebu za smanjenjem mascnih udela polimera
u podlozi za kultivaciju motivisanu ckonomskim razlozima i visokim viskozitetom,
kao 1 podatak, da je rast ¢elija mikroorganizama optimalan 1 blizini binodalne
krive (Kuboi et al., 1995), kultivacija Polyporus squamosus na pektinu u
vodenom dvofaznom sistemu izvedena je pri 5 % (w/w) polictilen glikola i
4 % (w/w) sirovog dekstrana pri pH, 5.0. Koncentracija (NH;),:30.: u medijumu je,
na osnovu rezultata uticaja ove soli na raspodelu pektinaza. bila povecana za
15 mmol/l u odnosu na onu u originalnoj podlozi (Aguilar and Huitron, 1990).
Uporedo sa kultivacijom u dvofaznom sistemu, praceni su i rast 1 proizvodnja
pektinaza /7. squamosus, kao 1 promena parametara kultivacije u kontrolnom
homogenom medijumu (Slike 6 1 7).

Vazno je napomenuti da je koeficijent raspodele pektire. bio 0.25, odnosno

da se ve¢ina pektina nalazila u donjoj fazi sistema

Rast gljive tokom kultivacije u heterogenom sistemu oilvijao se isklju€ivo
u donjoj, dekstranom bogatoj, fazi, a maksimalna prodiikcija biomase je
postignuta drugog dana i bila je 4.5 puta veca od maksimalne vrednosti,
postignute u kortrolnom medijumu (Slika 6a). Dan kaSnjenja u dostizanju najvece
vrednosti ove veliéine moze se objasnifi adaptacijom gljive na p isustvo polimera u
medijumu, mada je tesko predvideti kakav ¢e biti njihov konaéni uticaj na celyje
pojedinih ‘nikroorganizama (Andersson and Hahn-Hagerdal, 1970).

Vremenski tok promene pH u homogenom i fazama heterogenog
medij uma imao je gotovo identiéen trend. ali je pad pH vredaosti u dvofaznom
sistsmu bio nedto veci (Slika 6). Sto se tiée razlika u pH vrednostima izmedu
f2.za, pH gornje faze je npr. prvog dana kultivacije bio 3.77, &to je bilo neznatno
nize u odnosu na pH od donje faze, 4.0, a fenomen razliéitih pH u fazama j¢
primeéen 1 u dvofazniry sistemima polimer-so (Eiteman and Geiner, 1991,
Sebastiao et al . 1997).
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Koncentracije redukujuéih Secera su prva dva dana u pojedinacnim
fazama sistema bile vise od one u kontrolnom m:dijumu (Slika 6¢). ali ipak manje
od vrednosti koju je sa sobom uneo sirovi desstran (5 mg/ml). S obzirom na
gotovo jednaku promenu koncentracije Secera u gornjoj i donjoj fazi, ocigledno je
da se, mehanizmom raspodele, uspostavljao ravnotezni odnos ovih jedinjenja
tokom kultivacije, §to je predstavljalo povoljiu okolnost u prvim danima, s
obzirom na eventualnu katabolicku represiju, a 1 isto vreme je bilo dobra osnova
za rast gljive. Ovo poslednje je mozda i bio razlog povecane produkcije biomase u

dvofaznom medijumu.

Promena koncentracija rastvorljivih p-oteina sa vremenom kultivacije
pokazala je njihovu favorizovanu raspodelu u donju fazu sistema (Slika 6d), sto je,
teoretski, pruzilo osnovu za postizanje vecih vrednosti specificnih aktivnosti
enzima u gornjoj fazi, u odnosu na onu u homogenom medijumu.

Produkcija enzima u dvofaznom sisterm je takode kasnila u poredenju sa
homogenim sistemom, ali je u vreme postizanja naksimalne vrednosti endo-p, ova
aktivnost u gornjoj fazi bila 1.4 puta veca >d iste u kontrolnom medijumu
(Slika 7a). U isto vreme koeficijent raspodele ovog enzima je bio 1.52, a prinos u
gornjoj fazi 70.86 % (Slika 8a).

Maksimalne egzo-p aktivnosti su prodikovane drugog dana kultivacije,
kako u kontrolnom, tako 1 u obe faze heterogenog medijuma (Slika 7b). Tada su
vrednosti ove aktivnosti u gornjoj fazi 1 homogeom medijumu bile jednake, ali se
vecina enzima raspodelila u donju fazu - koeficijent raspodele je bio 0.6, a prinos
u gornjoj fazi 48.56 % (Slika 8b).

Ukupne vrednosti produkovanih endo-p aktivnosti u dvofaznom 1 u
homogenom sistemu su, ra¢unate po danima, imale gotovo identi¢ne vrednosti (ne
uzimajuci u obzir prvi dan kultivacije). Tako je ukupna produkovana endo-p u
homogenom sistemu drugog dana kultivacije iznosila 21.66 (U), a u obe faze
heterogenog sistema 22.74 (U). Medutim, na isti na¢in radunata, proizvedena
egzo-p aktivnost bila je veca u heterogenom nzgo u homogenom sistemu. Npr.
treceg dana kultivacije su vrednosti ukupne produkovane egzo-p aktivnosti u
dvofaznom i kontrolnom medijumu bile 5400 (U, odnosno 2961 (U).
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Slika 6. Vremenski tok promena a) produkovane biomase, b) HH, ¢) redukujucih
Secera 1 d) rastvorljivih proteina tokom kultivacije Poiyporus squamosus
u homogenom (Q) i gornjoj (@) i donjoj (4) fazi dvofaznog medijuma
sastava 5 % (w/w) PEG/ 4 % (w/w) sirovi dekstrin sa pektinom na
pH 5.0.

Povecana proizvodnja ovog enzima tesko da se moze dripisati povecano)
biomasi u dvofaznom sistemu, ¢ime se spekulisalo u nelim istraZivanjima
(Persson et al., 1991), s obzirom na nepromenjenu vrednost ukupne endo-p, vec je
verovatno posledica prisustva polictilen glikola. Naime, poznatc je da ovaj polimer
stupa u interakciju ¢elijskom povr§inom 1 menja njenu permeabilnost (Andersson
and Hahn-Hagerdal, 1990), te bi pretpostavka, da je egzo-p v:zan za celiju, kao
§to je to sluéaj kod Aspergillus niger (Aguilar et al., 1991), mogla objasniti ovu
pojavu. Povecanje produkceije enzima je, kao posledica prisustv polietilen glikola,
utvrdeno 1 za o-amilazu subtilis (Andersscn et al., 1985),
B-glukozidazu iz Aspergillus phoenicis (Persson et al., 1989) i hitinazu iz
Serratia 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. squamosus u homogenom (C) 1 gornjo) (@) i donjoj fazi (4)
heterogenog sistema sastava 5 % (w/w) PEG/ 4 % (w/w) sirovi dekstran
sa pektinom na pH; 5.0.

Slike 8a 1 8b pokazuju parametre raspodele pektinaza po danima
kultivacije. Najveca vrednost koeficijenta raspodele endo-p bila je drugog dana
kultivacije, 2.45, dok je Keg., prva tri dana bio o<o 0.6. Najvise pektinaza oba tipa
se ekstrahovalo u gomju fazu sistema u drugom danu kultivacije - 80.22 %
endo-p. odnosno 49.83 % egzo-p. u kojoj su, u isto vreme su postignuti 1 najveci
stepeni preciséenosti enzima - 7.0 za endo-p 1 5.1 9 za egzo-p. Promene parametara
raspodele tokom kultivacije mogu se objasniti uticajem biomase 1 medijuma, kako
u smislu potrosnje njegovih konstitucnata, tako 1 proizvodnje metabolita, koj
mogu uticati na fenomen raspodele dircktno, ali i kroz promene ravnoteznih
koncentracija polimera u fazama (Kwon et al., 1796; Planas et al., 1997).

Moze se zakljuciti da je kultivacija P. squamosus bila moguca 1 u
vodenom dvofaznom sistemu sastavljenom od polietilen glikola 4000 i sirovog
dekstrana. Rast gljive se odvijao isklju¢ivo u donjoj fazi sistema, a biomasa 1
produkovane endo-p i egzo-p aktivnosti su bile vece, ili jednake onima u
homogenom medijumu. Sastav dvofaznog redijuma je bio takav, da je
favorizovao raspodelu endo-p u gornju fazu sistema. lako je koeficijent raspodele
egzo-p aktivnosti bio manji od 1, njena vrednost u gornjoj fazi je bila jednaka onoj
u kontrolnoj homogenoj kultivaciji,
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Slika 8. Koeficijent raspodele (#), prinos () i stepen preciscenosti (M) u gornjoj
fazi a) endo-p 1 b) egzo-p tokom kultivacije P. squan'osus u dvofaznom
sistemu sastava 5 % (w/w) PEG/ 4 % (w/w) sirovi dekstran sa pektinom
na pH; 5.0.

4.2.1. Uticaj amonijum sulfata na raspodelu pektinaza
tokom kultivacije Polyporus squamosus

Tokom ispitivanja uticaja amonijum sulfata, kao soli <oja ulazi u sastav
podloge za kultivaciju P. squamosus, na raspodelu pektinaze u model sistemu,
utvrden je njegov pozitivan uticaj, pri 15 mmol/l (Tabela 9). To je i bio razlog
povecanja koncentracije 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 utiCe na njihove koeficijente raspodele. Sa tim
ciljem izvedene su uporedne kultivacije . squamosus u homogenom 1 heterogenim
sistemima, koji su sadrzali osnovnu, originalnu, i povecanu koncentraciju
(NH4),SO,. Kultivacije su zaustavljene nakon tri dana i na ¢snovu analiziranih
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aktivnosti izraZena je njihova promena, kao i promena koeficijenata raspodele, sa
povecanjem sadrzaja amonijum sulfata (Tabela | 4).

Tabela 14. Uticaj koncentracije (NH4),SO; ra produkeiju endo-p 1 egzo-p
aktivnosti, kao 1 njihove parametrc raspodele tokom kultivacije 7.
squamosus u homogenom 1 dvofazhom sistemu sastava 5 % (w/w)
PEG/ 4 % (w/w) sirovi dekstran na pH; 5.0

{(NH,4),SO4 biomasa endo-p €gZo-p
| (mmol/l) |faza" (mg) [(U/ml)| K |Y (%)|st prec.|(U/ml)| K [Y (%)|st.prec.
H 1.16 | 034 | - | 100 00 (2894 - | 100 | 1.00
15 T | 000 | 043 [2.15(81.70] .99 | 72.60 [0.88{64.63| 11.88
B | 3.10 | 0.20 82.52
. H| 099 | 053 - | 100 00 |4526| - | 100 | 1.00
30 T | 0.00 | 0.63 |3.90{89.00| .89 [130.01/0.95|66.36| 14.36
B | 352 | 016 136.29

*H - homogen sistem
T - gomja faza
B - donja faza

Prisustvo razliéitih koncentracija amonijum sulfata u dvofaznim
sistemima za kultivaciju nije uticalo na raspodeli biomase, te se rast gljive odvijao
iskljuéivo u donjim fazama. Porede¢t vrednosti produkovane biomase u
homogenim 1 u heterogenim sistemima pri razlitim koncentracijama amonijum
sulfata, moZe se zakljuciti da dvostruko povelanje koncentracije ove soli nije
stimulisalo produkciju biomase, ve¢ da je veca vrednost bila posledica rasta gljive
u dvofaznom medijumu. Naime, produkovana jiomasa u homogenim sistemima
pri obe koncentracije soli, izrazena kao RNA, je bila oko 1 mg, a u dvofaznim
sistemima sa 15 1 30 mmol/l (NH4),SO; 3.1 mg, odnosno 3.52 mg, Sto nije
predstavljalo znacajniju razliku.

Medutim, dvostruko povecanje koncentracije soli je uticalo, kako na
produkeiju enzima, tako i na njihovu raspodelu izmedu faza. Naime, s obzirom na
¢injenicu o jednakoj produkceiji biomase u het:rogenim sistemima sa razli€itim
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koncentracijama ove soli, uticaj biomase na raspodelu, o kom¢ postoje literaturni
podaci (Hustedt et al., 1988; Gonzalez et al.. 1990; Planas et ai, 1997). je mogao
bit1 isklju¢en. Faktor povecanja produkcije endo-p 1 egzo-p, racunat kao odnos
aktivnosti u homogenim kultivacijama sa 0.2 % i 0.4 % amonijum sulfata,
pokazao je stimulativan efekt, izraZen jednakom vrednoscu od 56 %, na
proizvodnju oba enzima. Faktor povecanja kocficijenata raspod:le izracunat je kao
odnos izmedu koeficijenata raspodele istih enzima u heterogenira sistemima sa 15 1
30 mmol/l (NH,),SO,. Povecanje koncentracije soli u dvofaznom sistemu nije
imalo bitrujeg uticaja na prinos 1 pre€iS¢avanje endo-p u gornjoj fazi, ali je
poboljsalo koeficijent raspodele 1.81 puta, kao i aktivnost u gornjoj fazi za 37 %,
tc se, 1 sa ovog stanoviSta, pokazalo kao opravdano. Istc, pak, nije imalo
znaCajnijeg uticaja na K., njegova vrednost se povecala za 8 %, ali se, u
krajnjem 1shodu, pokazalo kao pozitivno, zbog uticaja na pcvecanu produkciju
ovog enzima. Tako je aktivnost ovog enzima u gornjoj fazi bila za 80 % veca u
prisustvu 30 mmol/l amonijum sulfata, a ova koncentracija soli je doprinela i
selektivnijo) raspodeli enzima u gornju fazu, $to je rezultovalo | ovecanjem stepena

preciscenosti 1.2 puta.

4.2.2. Uticaj fosfata na raspodelu pektinaza tokom kultivacije
Polyporus squamosus

Eksperimenti raspodele u dvofaznim model sisteminia pokazali su da
fosfat ima velikog uticaja na parametre koji karakteriSu ovaj fenomen. Srecnom
okolno$¢u se moze smatrati 1 ¢injenica da fosfati pojacavaju sekreciju fungalnih
pektinaza (Periéin et al., 1992d; Antov, 1996). Imajuci ovo 1 vidu, u slede¢im
kultivacijama u dvofaznim sistemima, sastava 5 % (w/w) polietilen glikol/ 4 %
(w/w) sirovi dekstran, na pH; 5.0, ispitan je utica) KH,PO, na raspodelu pektinaza

glyive P. squamosus.

Ukoliko bi se postovala analogija sa rezultatom najveceg uticaja fosfata
na raspodelu endo-p u model sistemu (Tabela 11), njegova koncentracija i u
dvofaznom kultivacionom medijumu bi trebala da bude 0.4 1nol/l. Preliminarna
istrazivanja su, medutim, pokazala da prisustvo fosfata pri kon :entracijama vecim
od 0.2 mol/l &ini sistem veoma viskoznim i, stoga, nepodesnim za rast celija, koje
produkuju enzime, kao §to je to ve¢ pokazano na primeru bakterijskih celija
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(Andersson, 1986). Ispitivanja su zato bila svedena na tri koncentracije fosfata 1
njihovi rezultati, posle tri dana kultivacije, su prikazani u Tabeli 15.

Tabela 15. Uticaj koncentracije fosfata na produkovanu biomasu i endo-p 1 egzo-p
aktivnosti, kao 1 njihove parametre raspodele u dvofaznim sistemima
sastava 5 % (w/w) PEG/ 4 % (w/w) sirovi dekstran na pH; 5.0

KH,PO, biomasa endo-p egzo-p

(mol/l) |faza| (mg) {(U/ml)| K |Y (%) |st.prec. [(U/ml)| K [Y (%) |st.prec.

0.1 T | 000 | 0.62 {3.90/89.00| 5.89 [130.01}0.95]| 66.36 | 14.36

B | 352 .0:16 136.29

0.15 | T | 000 | 034 |2.12{81.49| 3.2 |[77.85]1.04| 68.35| 8.89

B | 343 | 0.16 74.44

020 [ T | 000 [ 048 | oo [ 100 | 3.81 [103.60{1.1269.94 | 11.56

B | 427 | nd 92.74

* T - gomnja faza
B - donja faza
** aktivnost nije detektovana

Prisustvo fosfata nije menjalo raspodelu biomase. te se rast gljive odvijao
isljucivo u donjim fazama sistema. Povecanje koncentracije fosfata sa 0.1 na
0.2 mol/l je povecalo vrednost produkovane biomase za 20 %, ali je ono bilo
relativno malo da bi moglo imati veceg uticaja na raspodelu pektinaza.. Poznato
je. naime, da povecano prisustvo biomase pogoiSava koeficijent raspodele enzima
(Hustedt et al., 1988: Gonzalez et al., 1990; Plaras et al., 1997).

Povecanje koncentracije fosfata u podlozi delovalo je, mada u malom
stepenu, stimulativno na koeficijent raspodele egzo-p 1 prinose ovog enzima u
gornjoj fazi. Tako se vrednost koeficijenta raspodele povecala sa 0.95 na 1.12, a
prinosa u gornjoj fazi sa 66.36 % na 69.94 %, kada je koncentracije fosfata
promenjena sa 0.1 na 0.2 mol/l.

Tzv. jednostrana raspodela endo-p ak ivnosti je postignuta takode pri
najvecoj ispitivanoj koncentraciji fosfata od 0.2 mol/l; ti uslovi u dvofaznom
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sistemu su, naime, pogodovali raspodeli celokupne produkovane aktivnosti u
gornju fazu, te je u jednom ekstrakcionom koraku postignut 100 % prinos.
Nedostatak doslednog trenda u ponasanju parametara raspodele endo-p moze se
protumaciti prisustvom jo$ jedne neorganske soli u sistemu, a nonijum sulfata, a
poznato j¢ da pored koncentracije razliCitih jona, veliki uticaj na raspodelu u
dvofaznim sistemima ima 1 njthov odnos (Albertsson, 1986).

Bez obzira $to su pri 0.2 mol/l fosfata postignuti idealna raspodela endo-p
1 najveée vrednosti parametara, koji je karakterisu, u slucaju egzo-p. ¢ini se da je
optimalan 1zbor koncentracija fosfata od 0.1 mol/l. Koeficij:nti raspodele oba
enzima imali su dovoljno visoke vrednosti, 3.9 za endo-p. odno:no 0.95 za egzo-p.
a stepeni njthovog preciscavanja, racunati kao odnos speci i¢nih aktivnosti u
gornjoj fazi 1 u, uporedno vodenim kultivacijama u homogenim sistemima
odgovarajuce jednakog sastava osnovne podloge, su iznosili 5.89 za endo-p 1
14.36 za egzo-p, Sto je predstavljalo i najvece dobijene vredno:ti ovog parametra.
Najveca preciScenost endo-p 1 egzo-p pri najmanjoj ispitivano) koncentraciji
fosfata moze se objasniti, ve¢ spomenutim, odnosom soli u sistemu, koji je najvise
odgovarao selektivnoj raspodeli proteina, odgovornih za ove aktivnosti, u gormu
fazu.

Tabela 16, Ukupne produkovane aktivnosti endo-p 1 egzo-p aakon treceg dana
kultivacije P. squamosus u dvofaznim sistemima, sastava 5 % (w/w)
PEG/4 % (w/w) sirovi dckstran, na pH; 50, pri razhcitim
koncentracijama fosfata

koncentracija fosfata | ukupna produkovana aktivnost u d /ofaznom sistemu
(mol/1) endo-p (U) »gzo-p (U)
0.10 21.04 5282.04
0.15 11.26 3069.67
0.20 12.96 4002.82

Pored toga, ¢injenica je i da je ova koncentracija foifata u dvofaznom

sistemu odgovarala produkciji najve¢ih vrednosti ukupnih akt vnosti oba enzima
(Tabela 16). Ukupna produkovana aktivnost endo-p tipa je u s stemu sa 0.1 mol/l
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fosfata bila za 87 % veéa od one sa 0.15 mol/l o /e soli, a 1.75 puta veca u sluéaju

egzo-p.

4.2.3. Uticaj pH, na kultivaciju Polyporus squamosus u
dvofaznom sistemu

Rezultati ispitivanja raspodele pektinaza u model sistemima pokazali su
znacajan efckt, koji je na nju imao pH. Kakc su najbolji parametri raspodele
komercijanih enzima, u prisustvu fosfata, dobijeni na pH 7.0 (Tabela 10), kao
slede¢i zadatak nametnula se potreba ispitivanja mogucnosti kultivacije F.
squamosus u vodenom dvofaznom sistemu pri ovoj pocetnoj pH vrednosti. Pri
tome je koncentracija fosfata, 0.1 mol/l, odgovarala vrednosti optimalne, odredene
u cksperimentu o uticaju fosfata na produkciju 1 raspodelu pektinaza (Tabele 15 1
16).

U sistemu vec ustaljenog sastava, 5 %5 (w/w) PEG/ 4 % (w/w) sirovi
dekstran, pracena je kultivacija gljive, upored> sa kultivacijom u homogenom
medijumu. 1 pri pH, 7.0 P. squamosus je rastao u donjoj, dekstranom bogatoj.
fazi, a koli¢ina biomase, odnosu na kultivaciju pri pH; 5.0 (Slika 6a). je bila
manja; npr. tre¢eg dana kultivacije vrednost produkovane biomase u kultivaciji pri
pH; 7.0 je 1znosila 4.32 mg, sto je predstavljalc smanjenje za 77 % u odnosu na
kultivaciju pri pH, 5.0. Interesantno je da je pocetni pH imao veci uticaj na
produkciju biomase u prisustvu polimera, u odncsu na homogeni medijum; tako su
vrednosti produkovane biomase u kontrolnom hemogenom sistemu pri pH; 7.0 bile
manje za 10 do 28 % nego pri pH; 5.0.

Trend promena biomase 1 ostalih pracenih promenljivih (pH, redukujuci
Seceri, proteini) nije se zna¢ajnije razlikovao od >nog pri pH; 5.0 (Slika 6b.c.d). te
ovi podaci nece biti prikazani. Ono §to je interesantno je da endo-p aktivnost nije
detektovana ni u jednoj fazi heterogenog sistema, 1ako se nalazila u homogenom
medijumu. Produkovane egzo-p aktivnosti i prcmene parametara raspodele ovog

enzima po danima kultivacije predstavljeni je na Slici 9.

Maksimalna izmerena vrednost egzop aktivnosti je u homogenom
medijumu dostignuta drugog dana kultivacije, i u dvofaznom sistemu dva dana
kasnije (Slika 9a). Vrednosti parametara raspodele su se, kao §to je to vec bio
slucaj pri pH; 5.0 (Slika 8), menjale u zavisnost: od dana kultivacije (Slika 9b). a
ove promene s¢ na isti nacin mogu i objasniti d:lovanjem biomase i1 medijuma na
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raspodelu (Kwon et al., 1996; Planas et al., 1997). Najbolji K., ., (1.44) 1 prinos u
gornjoj fazi (70.59 %) zabeleni su treceg dana kultivacijc, dok je najbolje
preCiscavanje, 3.1l puta u odnosu na specificnu aktivnost u homogenom
medijumu, bilo poslednjeg pracenog dana kultivacije (ne uzimajuéi u obzir prvi
dan zbog niskih vrednosti produkovane aktivnosti).

Veéi pocetni pH dvofaznog medijuma poboljsao je ek strakeiju egzo-p u
gornjoj fazi, u odnosu na kultivaciju pri pH; 5.0 (Slika 8b), pa je koeficijent
raspodele ove aktivnosti gotovo sve vreme bio veci od 1, Stc nije bio slu¢aj sa
kultivacijem pri pH; 5.0. Tako je tre¢eg dana kultivacijc K ovog enzima iznosio
1.44, sto je predstavljalo poboljSanje od 2.44 puta u odnosu n: vrednost dobijenu
u kultivaciji pri nizem pH;. Pri istim uslovima poboljsan je 1 prinos u gornjoj fazi
za 45 %.
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Slika 9. Vremenski tok a) produkovane egzo-p aktivnosti u homogenom (O) i
gomjoj (®) i donjoj (A) fazi heterogenog medijunia i b) koeficijent
raspodele (#), prinos (¥) i stepen preciséenosti (W) u gornjoj fazi tokom

kultivacije P. squamosus pri pH; 7.0
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Sudeéi po stepenu preéiscenosti, veci poZetni pH heterogenog medijuma je
odgovarao i raspodeli ostalih proteina u istu fa:a, te je postignuta vrednost ovog
parametra, npr. drugog dana, u vreme produkcije najvece aktivnosti (Slika 9a),
bila oko 2.3 puta manja pri pH; 7.0 (Slika 9b), n:go pri pH; 5.0 (Slika 8b).

Povecanje K 1 prinosa nije bilo toliko da, u dovoljnoj meri, kompenzuje
male vrednosti produkovane egzo-p aktivnosti; naksimalna vrednost je u gornjoj
fazi iznosila 48.44 U/ml (Slika 9a), a pri pH 5.0 134.33 U/ml (Slika 7b), te
povecanje pH; nije bilo od veceg znac¢aja. Smanjcna produkeija enzima na pri ovim
pH jasna je, ako se ima u vidu da su niske viednosti medijuma u korelaciji sa
maksimalnom proizvodnjom pektinaza kod fungi (Sakai et al., 1993).

4.2.4. Kultivacija Polyporus <quamosus u dvofaznom
sistemu sa izluZzenim repinim rezancima

IzluZeni repini rezanci predstavljaju otpadak iz prehrambene industrije, a
problem njihovog uklanjanja se resava upotrebon ili u formi dodatka obrocima za
ishranu krava, nakon me$anja sa melasom ili sil ranja, ili kao zemljiSnog dubriva.
S obzirom na sadrzaj pektina, koji prema literat ir iznosi 1.4 - 2.0 % (Grohmann
and Bothast, 1994), izluZeni repini rezanci bi, dodati u dovoljoj koliini u

medijum, mogli posluziti kao jeftiniji izvor pektina od komercijalnog.

U slede¢im eksperimentima su izvedenc: kultivacije P. squamosus u dva
dvofazna sistema. razli¢ita po sadrzaju polimera, koji su sadrzali suve 1zluZene
repine rezance, uporedo sa kultivacijom u kontrc lnom homogenom medijumu. Prvi
dvofazni sistem bio je sastava 7.5 % (w/w) PEG/ 7.5 % (w/w) sirovi dekstran, jer
je ta kombinacija polimera dala najbolje koeficijente raspodele u prisustvu fosfata
(Tabela 12). Sastav drugog dvofaznog medijuina je bio 5 % (w/w) PEG/ 4 %
(w/w) sirovi dekstran i proizaSao je iz cksperimenata kultivacije sa komercijalnim
pektinom. Rezultati uporednog ispitivanja na osnovu podataka, dobijenih treceg
dana kultivacije, predstavljeni su u Tabel 17.

Sastav dvofaznog sistema nije uticao na raspodelu biomase - rast gljive se
odvijao iskljuéivo u donjoj fazi sistema., ali je po morfoloskim karakteristikama bio
razli¢it. U medijumu sa vecim sadrzajem polimcra P. suamosus je rastao u formi
peleta, dok je u drugom ispitivanom sistemu rast imao karakteristike micelarnog.
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Tabela 17 Uticaj udela polimera na proizvodnju 1 raspodelu b omase i parametre
raspodele pektinaza treceg dana kultivacije P. squainosus u dvofaznim
sistemima sa repinim rezancima na pH, 5.0

dvofazni sistem | V,/V,|faza®[biomasa endo-p €gzo-p

(mg) |(Uml)| K |Y (%)|{(Uml)| K |Y (%)

7.5% (w/w) PEG 1350 T | 000 [ 012 | oo | 100 | 43.54|2.30[75.68

L

18.94

7.5% (w/w) dekstran B 9.70 nd
5% (w/w) PEG 208 T | 0.00 | 047 [4.70|90.71]|91.56 (2.78|85.24
4% (w/w) dekstran B 363 | 0.10 32.98

“T - gornja faza
B - donja faza
** aktivnost nije detektovana

lako je raspodela endo-p u medijumu sa 7.5 % (w/w) PEG 1 7.5 % (w/w)
sirovog dekstrana pokazivala osobinu idealne, celokupna produkovana aktivnost
se nalazila u gornjoj fazi, ukupna produkovana aktivnost ovog tipa je, u sistemu
sastava 5 % (w/w) PEG/ 4 % (w/w) sirovi dekstran, iznosila oko 14 (U) 1 bila je
5 puta veca nego u prvom medijumu. Pored toga. ostvaren je visok koeficijent
raspodele (4.7) u sistemu sa manjim sadrZajem polimera, 1, 1ako manji od idealnog
od 100 %, prinos od 90.7 %.

Koeficijent raspodele cgzo-p je za 20 % bio veci u sistemu sa manjim
vrednostima udela polimera, a ukupna produkovana aktivnost vise od 2 puta veca
nego kada je gljiva rasla u prisustvu vecih vrednosti udela polictilen glikola 1
dekstrana. Naime, ukupna egzo-p aktivnost u sistemu 7.5 % w/w) PEG/ 7.5 %
(w/w) sirovi dekstran je iznosila 1323.4 U, dok je u medijumu s1 5 % (w/w) PEG 1
4 % (w/w) sirovog dekstrana njena vrednost bila 2900 U. lako ve¢a 2.67 puta,
koli¢ina biomase u prvom ispitivanom sistemu nije uticala na ulupne produkovane

enzimske aktivnosti.

Oc¢igledno je da visoka vrednost udela polimera nije predstavljala
adekvatno okruzenje za produkciju enzima od strane mikroorganizma. Njen
negativan uticaj je bio iskazan kroz promenjene morfoloske karakteristike rasta,
koje su zapravo uticale na razlike u aktivnostima oba tipa pektinaza.
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Jos je jedan moment i$ao u prilog dvofiznog sistema sastava 5 % (w/w)
PEG/ 4 % (w/w) sirovi dakstran, a to je bio odnos zapremina faza (Tabela 17),
koji u ovom sistemu bio veci 1.54 puta u odnosu na onaj u prvom sistemu, a §to je
bilo od znadaja za postizanje veceg prinosa ey;zo-p u gornjoj fazi (85.24 % u
odnosu na 75.68 %), u jednom ekstrakcionom <oraku. Jasno, je, dakle, da je za
pracenje kultivacije i raspodele pektinaza odajran heterogeni medijum upravo
ovog sastava, a rezultati ovog eksperimenta su p ‘ikazani na Slikama 101 11
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Slika 10. Vremenski tok promena a) piodukovane biomase, b) pH,
¢) redukujuc¢ih Seéera 1 d) rastvorljivih proteina tokom kultivacije
Polyporus squamosus u homogenom (O) i gornjoj (@) i donjoj (4) fazi
dvofaznog medijuma sastava 5 % (w/w) PEG/4 % (w/w) sirovi

dekstran sa repinim rezancima na pH 5.0.

Kao $to je vec reeno za treci dan, rast gljive je bio ogranicen u donjoj
fazi sistema, a takva raspodela biomase se zadrzala tokom celog pracenog toka
kultivacije (Slika 10a). Maksimalna koli¢ina biomase, 3.6 mg, nalazila s¢ u
dvofaznom medijumu nakom tri dana i bila je viSe od tri puta ve¢a od najvece
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vrednosti dostignute u kontrolnoj homogenoj kultivaciji (1.12 mg). Posmatrano sa
stanoviSta vremena potrebnog za produkciju maksimalne ‘rednosti biomase,
kultivacija u heterogenom sistemu je kasnila dva dana, $to je verovatno bila
posledica adaptacije gljive na prisustvo polimera.

Vremenski tok promena pH u heterogenom sistemu pokazao je pad
vrednosti drugog dana kultivacije sa pocetnih 4.61 u gornjoj, odnosno 4.60 u
donjoj fazi na 3.70 (Slika 10b), §to je u odnosu na kultivacju u medijumu sa
pektinom (Slika 6b) predstavljalo jedan dan zakaSnjenja. Razlike u vrednostima
pH izmedu faza i homogenog medijuma bile manje nego pribkom kultivacije sa

pektinom.

Koncentracije redukujucih Secera u dvofaznom sisteni su bile veée od
one u kontrolnoj podlozi (Slika 10c), §to je bilo posledica ¢injenice da je rastvor
dekstrana sadrzao ova jedinjenja, pri ¢emu je doslo do njthove: raspodele izmedu
faza, na isti nacin 1 sa istim posledicama kao 1 u kultivaciji sa p :ktinom (Shika 6c).
Raspodela proteina se tokom vremena odvijala u korist donje faze (Slika 10d), a
vrednost koficijenta, koji je karakteriSe, je varirala u rasponu 01 0.31 do 0.78, Sto
Je predstavljalo dobar preduslov precis¢avanja pektinaza u gomjoj fazi. Medutim,
prisustvo repinih rezanaca u podlozi uticalo da vrednosti koncentracije proteina u
gornjoj fazi, ra¢unate po danima, budu od 4 do 9 puta vece o1 onih, dobijenih u
kultivaciji sa pektinom (Slike 6d 1 10d).
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Slika 11. Vremenski tok produkcije a) endo-p i b) cgzo-p aktivnosti tokom
kultivacije . squamosus u homogenom (O) i gornjoj (®) i donjoj (4)
fazi heterogenog sistema sastava 5 % (w/w) PEG/ 4 % (w/w) sirovi

dekstran sa repinim rezancima na pH, 5.0.



Maksimalne vrednosti oba tipa pektiniza su u heterogenom medijumu
produkovane nakom tri dana kultivacije - jedan can kasnije u odnosu na homogenu
kultivaciju (Slike 1la.b). Aktivnost endo-p u gornjoj fazi je u to vreme bila
1.4 manja od one u kontrolnom medijumu, ali je zato koeficijent raspodele iznosio
4.7, a prinos u gornjoj fazi 90.71 % (Tabela 18). Aktivnost egzo-p, koja se treceg
dana nalazila u gomjoj fazi sistema, bila je 3 puta veca od one u homogenom
medijumu, a vrednosti koeficijenta raspodele i prinosa u ovoj fazi su bile 2.78,
odnosno 85.24 %, redom (Tabela 18).

Kao i1 kod kultivacije u dvofaznom siste nu istog sastava, ali sa pektinom,
ukupna produkovana aktivnost egzo tipa je bila veca od one u kontrolnoj
kultivaciji. Npr. treceg dana kultivacije procukovana egzo-p u heterogenom
medijumu je iznosila 2900 U, a u kontrolnem, homogenom 1278 U, Sto je
predstavljalo vise nego dvostruko povecanje. Isto nije vazilo 1 za endo-p, te se
moze pripisati prisustvu polietilen glikola, >dnosno njegovoj interakciji sa
povrsinom celije, kao u slucaju dobijanja nekih enzima kultivacijom u dvofaznim
sistemima (Andersso et al., 1985; Persson et al., 1989; Chen and Lee, 1995), a ne
povecanoj produkceiji biomase.

Tabela 18. Parametri raspodele endo-p 1 egzo-p treéeg dana kultivacije P.
squamosus u dvofaznom sistemu sastava 5 % (w/w) PEG/ 4 % (w/w)

sirovi destran sa repinim rezancima ra pH; 5.0

K Y %) st.prec.
endo-p aktivnost 4.70 9C.71 4.26
egzo-p aktivnost 2.78 85.24 7.98

Stepen preciséenosti u gornjoj fazi, racunat kao odnos specifiénih
aktivnosti enzima u ovoj fazi i u homogenom medijumu je, bez obzira na povecanu
koncentraciju proteina u gornjoj fazi, bio visok (Tabela 18), 1 za endo-p je iznosio
4.26, §to je bilo nesto manje u odnosu na stepe preciséenosti istog dana (5.0) u
kultivaciji sa pektinoma (Slika 8a). Sto se egzo-» tice, dobijeno preci§éavanje je u
dvofaznom medijumu sa repinim rezancima bil> bolje, Sto je bilo izrazeno kroz
povecanje stepena preéiSéenosti za 56% u odnosu u kultivaciji sa pektinom (Slika
&b 1 Tabela 18).
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Kultivacija Polyporus squamosus u dvofaznom sisteinu koji je sadrzao
izluzene repine rezance omogucila je razdvajanje biomase i pektinaza, u
zadovoljavaju¢o) meri, u suprotne faze sistema. lako su apsolutne vrednosti
produkovanih pektinaza u ovoj kultivaciji bile niZe od onih u prisustvu pektina,
dobijeni su bolji koeficijenti raspodele. veci prinosi u gornjoj fazi, kao i stepen
preciScavanja. Ovaj supstrat nije, dakle, nepovoljno uticao na parametre raspodele
pektinaza, kao Sto sc moglo ocekivati, s obzirom da prisustvo ¢vrstih materija
(biomasa, ostaci c¢elija), u koje se moze svrstati, ima takav :fekt na raspodelu
(Hustedt et al., 1988; Gonzalez et al., 1990, Planas et al., 1997 .

4.5. Kultivacija Polyporus squamosus u vodenom
dvofaznom sistemu polietilen glikol 4000/dekstran
40000

S obzirom na dobijene rezultate raspodele pektinaza v dvofaznom model
sistemu polietilen glikol 4000/dekstran 40000 (Tabela 4), kao i na hteraturne
podatke, po kojima je rast ¢elijja najbolji blizu binodalne kiive (Kuboi et al.,
1995), odabrano je da dvofazni sistem za kultivaciju P. squamosus bude sastava
7 % (w/w) PEG/ 7.5 % (w/w) DEX.

Rast P. squamosus se odvijao 1skljucivo u donjoj fazi sistema (Shka 12a),
a najveca vrednost biomase, izrazenec kao RNA, produkovana je ve¢ prvog dana
kultivacije 1 1znosila je 16.88 (mg). Promene pH vrednosti tokom kultivacije su u
dvofaznom sistemu i u gornjoj fazi imale gotovo identican trend (Slika 12b), uz
neznatno vise vrednosti pH gorje faze. Ova razlika u pH ve: je registrovana u
nekim dvofaznim sistemima (Eiteman and Geiner, 1991; Sebastao et al.. 1997).

Raspodela oba tipa pektinaza sc menjala tokom kultivacije, Sto se moze
objasniti uticajem biomase 1 metabolita na sastav faza, a samiri tim i na rezultate
raspodele (Kwon et al., 1996; Planas et al., 1997). Produkovaia egzo-p aktivnost
je uglavnom nalazila u donjoj fazi (Slika 12c), a najpovoljnija raspodela je
dobijena ¢etvrtog dana kultivacije (Tabela 19) i iznosila je 0.71. Promene u
raspodeli ¢ndo-p aktivnosti su bile drastiénije, tako da je s¢ on1 tokom kultivacije
nalazila iskljudivo u jednoj od faza. Npr. treéeg dana celokupna produkovana

endo-p se nalazila u gornjoj fazi sistema (Tabela 19).
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Slika 12. Vremenski tok promene a) biomase, b) pH i ¢) egzo-p aktivnosti tokom
kultivacije P. squamosus u gomjoj (#) i donjoj (4) fazi i dvofaznom
sistemu (©) sastava 7 % PEG (w/w)/ 7.5 % (w/w) DEX na pH, 5.0

Tabela 19. Raspodela endo-p 1 egzo-p aktivnosti produkovanih od strane PF.
squamosus u dvofaznom sistemu sastava 7 % PEG (w/w)/ 7.5 %

(w/w) DEX na pH; 5.0

vreme kultivacije (dan) | gornja faza donja faza
endo-p (U/ml) 3 0.016 nd*
egzo-p (U/ml) 4 8.19 11.58

* aktivnost nije detektovana
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4.3.1. Uticaj polimera na produkciju biomzse i pektinaza
gljive Polyporus squamosus

Literaturni navodi ukazuju na mogucnost uticaja poliniera na rast celija i
na proizvodnju enzima, kao §to je ve¢ receno u teorijskom delu. Slede¢i rezultati
prestavljaju uticaj pojedinacnih polimera, konstituenata dvofaznog sistema, na
produkciju biomase i pektinaza, a dati su uporedo sa rczultatima dobijenim u
medijumu bez njih, Cetiri dana nakon inokulacije (Tabela 20).

Tabela 20. Produkovane biomase 1 aktivnosti pektinaza nakon 4 dana kultivacije
P. squamosus u podlozi bez PEG 1 DEX i podlogama sa jednim od
ovih polimera na pH, 5.0

podioga biomasa (mg) endo-p (U/ml) egzo-p (U/ml)
osnovna 2.55 0.135 4911
+ 7 % (w/w) PEG 831 0.032 36.36
+ 7.5 % (w/w) DEX 2.76 0.085 29.76

. Prisustvo polietilen glikola je izuzetno stimulativno delovalo na
produkciju biomase P. squamosus, ali je produkcija endo-> aktivnosti  bila
smanjena u odnosu na referentnu kultivaciju. Negativan uticaj na produkciju ove
aktivnosti je imao i dekstran 40000, ali u manjem stepenu. Be.z obzira na izvesne
razlike u aktivnostima egzo-p u referentnoj i podlozi sa polietil :n glikolom, moglo
bi se re¢i da njegovo prisustvo nije nepovolno uticalo na produkciju ovog enzima.
Sliéno ispitivanje uticaja samo jednog od polimera na rast bakterije Serratia
marcescens 1 produkciju hitinaze pokazalo je obrnut uticaj, kako na rast celija,
tako i na proizvodnju enzima (Chen and Lee, 1995). te se analogija, u ovom
sluéaju, ne moze pronaci. Ovo je, medutim i razumljivo, s obzirom na individualnu
reakciju svakog mikroorganizma na prisustvo polimera, kao i § roku paletu uticaja
koje oni mogu imati (Andersson and Hahn-Hagerdal. 1990).
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4.3.2 Uticaj inicijalnih pH vrednosti dvofaznog sistema na
produkciju biomase i pektinaza Polyporus squamosus

Utvrdeno je da se koeficijenti raspodcle nekih enzima (Hustedt et al.,
1978; Kula, 1979), i, po prethodnim rezultatim:. iz sistema polietilen glikol/sirovi
dekstran, pektinaza (Tabela 10), u prisustvu fosfata, mogu povecati
manipulacijom pH vrednostima. S obzirom da je fosfat jedan od sastojaka podloge
za kultivaciju, a da su dobijene vrednosti kocficijenata raspodele pektinaza u
dvofaznom sistemu PEG/DEX bile nezadovoljavajuce (Slika 12c¢, Tabela 19), u
sledecem cksperimentu ispitan je wuticaj razliCitin pocetnih vrednosti pH

heterogenog medijuma na raspodelu ovih enzima 1 biomase (Slika 13).
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Slika 13. Uticaj inicijalnog pH dvofaznog medijuma, sastava

7 % (w/w) PEG/ 7.5% (w/w) DEX, na proizvodnju 1 raspodelu a)
biomase, b) endo-p i ¢) egzo-p aktivnosti u gornjoj (®) i donjoj (4) fazi

nakon pet dana kultivacije
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Razli¢ite inicijalne vrednosti pH dvofaznih sistema i1zizvale su razlike u
koli¢ini proizvedene biomase, pri ¢emu je najveca vrednost dobijena pri najnizem
pH; (Slika 13a). One, medutim, nisu uticale na njenu raspodelu - u svim
medijumima fungalni rast je bio ogranicen u donjoj fazi (Slila 13a). Povecanje
pocetnog pH dvofaznog medijuma imalo je razliéit uticaj na enzimske aktivnosti -
stimulativno je delovalo na produkciju 1 koeficijent raspodele ¢ndo-p (Shika 13b).
te je koeficijent njegove raspodele na pH; 6 iznosio 0.46, dok se negativno odrazilo
na proizvedenu egzo-p aktivnost, uz favorizovanje njene raspodele u donju fazu
(Slika 13c¢). Tako je najbolji K., postignut pri pH, 3.3 i iznosic je 0.72.

Povecanje produkovane aktivnosti endo-p sa povecanjen pH, ne moze se u
ovom sluc¢aju objasniti niti porastom u proizvodnji biomase. jer je uticaj pH na nju
bio negativan, niti eventualnom lizom ¢elija, jer se u isto vremz smanjila koli¢ina
proizvedenc egzo-p aktivnosti. Ocigledno je da je povecanje pH; to, §to je uticalo
na povecanje proizvedene endo-p aktivnosti 1 njenog koeficijen a raspodele, a ovo
poslednje je 1 u skladu sa podacima iz literature (Hustedt et al., 1978; Kula, 1979;
Albertssorn, 1986).
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5. ZAKLJUCAK

Na osnovu izloZenih rezultata i diskusije moze se zakljuéiti sledece:

Ispitivanje uticaja udela polietilen glikola 4000 na raspodelu pektinaza u
model sistemu pri udelu sirovog dekstrana od 7.5 % (w/w), pokazalo je
negativan uticaj na parametre raspodele, pri éemu su maksimalne
viednosti Kengo 1 Kegzo, 1.76 1 1.22, dobijene pri 5 % (w/w) polietilen
glikola. Isto je pokazalo i ispitivanje u sistemu sa dekstranom 40000 -
ngjbolji parametri raspodele postignuti su pri najniZzim ispitivanim
vrednostima udela polimera, 7.5 % (w/w) PEG 1 7.5 % (w/w) dekstran
40000, ali je vrednost Kengo. 0.22. bila niza od one u sistemu sa sirovim

dekstranom, dok je K., 1znosio 2.04.

 Povecanje udela sirovog dekstrana pri konstantnoj vrednosti udela

polictilen glikola od 5 % (w/w) u model dvofaznom sistemu smanjilo je
parametre raspodele egzo-p, a najveca vrednost koeficijenta raspodele,
0.79, dobyena je prni 3 % (w/w) dekstrana, prt ¢emu je 62.04 % ove
aktivnosti bilo raspodeljeno u gornju fazu sistema, uz stepen preciScenosti
5.50. Najbolji koeficijent raspodele endo-p je postignut u sistemu sastava
5 % (w/w) PEG/5 % (w/w) sirovi dekstran 1 1znosio je 2.43.

Sa povecanjem duZzine veznih linija u model dvofaznom sistemu polietilen
glkol 4000/sirovi dekstran opadali su, kako koeficijenti raspodele
pektinaza, tako i njihovi prinosi u gornjoj fazi. Najbolji kocficijenti
raspodele 1 prinosi u gornjoj fazi za oba enzima dobijeni su na najkraco)
ispitivanoj veznoj liniji duzine 7.44 % i iznosili su 1.66 1 60.85 % za endo-
p, odnosno 0.95147.07 % za egzo-p.

Povedanje odnosa zapremina faza na isto] veznoj liniji smanjilo je
kocficijente raspodele endo-p 1 egzo-p aktivnosti, kao i njihove stepene
prediscenosti, a u isto vreme povecalo prinose u gornjoj fazi model
sistema, sastavljenog od polictilen glikola 4000 i sirovog dekstrana. Tako
su na veznoj liniji, duzine 13.98 %, pri (V/Vy)= 0.1 dobijeni Kepgo 1.62 1
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Kegzo 1.04, a pri (V/Vp)= 3 najveci prinosi oba enzima u gornjoj fazi
sistema, 70.33 %1 68.65 %.

“ Na veznoj linyji, duzine 7.44 %, koja jc bila najbliza binodalnoj krivi, u

model sistemu polictilen glikol 4000/sirovi dekstran, oba tipa pektinaza su
pokazala optimalno ponaSanje - povecanje odnosa zapremina faza
povecalo je prinose u gornjoj fazi, ali nije, u isto] meri, 1 smanjilo njithove
koeficijente raspodele.

 Dodatak amonijum sulfata 1 natrijum sulfata u model sistem polietilen

glikol 4000/sirovi dekstran, u koncentracijama od 15 mmol/l povecao je
koeficijent raspodele endo-pektinaze 1.25, odnosno 1.2 puta, a koeficijent
raspodele egzo-p je u prisustvu 15 mmol/l amonijum sulfata i 5 mmol/l

natrijum sulfata bio za 60% vecéi.

* Najvece vrednosti koeficijenata raspodele pektinaza u model sistemu

polictilen glikol 4000/sirovi dekstran. u prisustvu fosfatnog pufera
KH,P0O4-Na,HPO,, dobijene su na pH 7.5 za endo-p (0.90), a na pH 7.0
za egzo-p (0.76). Najbolja raspodela endo-p ostvarena je na pH 7.0 pri
koncentraciji fosfata od 0.4 mol/l - koeficijent raspodele je iznosio 4.21,
uz prinos 85.78 % 1 stepen pre€iScenosti 10 u gornjoj fazi sistema.
Vrednosti koncentracije fosfata iznad 0.1 mol/l nisu imale znacajnijeg
uticaja na raspodelu egzo-p. Prisustvo fosfata povecalo je vrednost udela
polietilen glikola, pri kojoj se dobijaju najbolji rezultati raspodele
pektinaza, na 7.5 % (w/w).

* Kultivacija Polyporus squamosus, sa pektinom kao inducerom, je bila

moguca u vodenom dvofaznom sistemu sastavljenom od polietilen glikola
4000 i sirovog dekstrana, pri ¢emu je ostvareno odvajanje biomase od
pektinaza njihovom raspodelom u suprotne faze. U sistemu sastava 5 %
(w/w) polictilen glikol/4% (w/w) sirovi dekstran koliina produkovane
biomase je bila 4.5 puta veca od one u homogenom medijumu, ukupne
egzo-p aktivnosti 1.82 puta veca, a endo-p aktivnosti jednaka onoj u
homogenom medijumu. Koeficijent raspodele endo-p je drugog dana
kultivacije iznosio 2.45, a prinos u gornjoj fazi 80.22 %, uz stepen
precis¢enosti 7. U isto vreme, ostvaren je Kego od 0.6, prinos u gornjoj
fazi oko 50 % i stepen preéiscenosti egzo-p 5.19. Kultivacija gljive P.
squamosus je bila mogucéa i u dvofaznom sistemu polietilen glikol



4000/dekstran 40000, uz raspodelu biomase u donju fazu sistema, ali se
sistem sa sirovim dekstranom po koli¢ini produkovane aktivnosti 1
parametrima raspodele pokazao kao bolji izbor.

* Ispitivanje uticaja amonijum sulfata tokom kultivacije Polyporus
squamosus u dvofaznom sistemu, sastava 5% (w/w) polietilen glikol
4000/ 4% (w/w) sirovi dekstran, na raspodelu pektinaza, pokazalo je da je
povecanje koncentracije ove soli u medijumu za 15 mmol/l treéeg dana
kultivacije povecalo koeficijent raspodele endo-p za 81 %, vrednost
aktivnosti u gornjoj fazi za 37 %, a da nije uticalo na raspodelu biomase
P. squamosus. Pod istim uslovima aktivnost ¢gzo-p u gornjoj fazi je bila
1.8 puta veca, dok je stepen preciscenosti u gornjoj fazi bio bolji za 20 %.

“ Pn ispitivanim koncentracijama fosfata od 0.1 do 0.2 mol/l rast P.
squamosus se odvijao u donjoj fazi sistema 5 % (w/w) polietilen glikol/ 4
% (w/w) sirovi dekstran, a pri 0.2 mol/l postignuta je njeno idealno
razdvajanje od endo-pektinaze, pri ¢emu je koeficijent raspodele egzo-p
iznosio 1.12. Najveca koli¢ina produkovanih aktivnosti endo i egzo tipa je
ostvarena pri 0.1 mol/l fosfata, 21.04 U 1 5282.04 U, dok su koeficijenti
raspodele endo-p 1 egzo-p u ovim uslovima bili 3.9 1 0.95, uz najvece
ostvarene stepene njihove preéiséenosti u gornjoj fazi- 5.89 1 14.36,

redom.

“ Kultivacija P. squamosus je ostvarena i u dvofaznom sistemu koji je
sadrzao suve izluZzene repine rezance. U sistemu sastava 5 % (w/w)
polietilen glikol/ 4 % (w/w) sirovi dekstran, rast gljive je bio ogranicen u
donjoj fazi sistema, a koeficijenti raspodele su iznosili 4.70, odnosno 2.78,
za endo-p, odnosno egzo-p. Prinosi oba enzima u gornjoj fazi su u jednom
ckstraktivnom koraku iznosili 90.71 % za endo-p 1 85.24 % za egzo-p, uz

stepene preéiScenosti 4.26 1 7.98, redom.
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7. SKRACENICE | OZNAKE

B
BSA
cAMP
DEX
egzo-p

endo-p

RNA

st.prec.

w

b
W

donja faza vodenog dvofaznog sistema
Bovine Serum Albumin

ciklo adenozin monofosfat

dekstran 40000

egzo-pektinaza

endo-pektinaza

homogen sistem

koeficijent raspodele

polietilen glikol 4000

pocetni pH

ribonukleinska kiselina

stepen preciscenosti u gornjoj fazi sistema
gornja faza vodenog dvofaznog sistema

maseni udeo dekstrana u ili polietilen glikola u gornjoj

fazi

maseni udeo dekstrana u ili polictilen glikola u gornjoj

fazi

prinos enzima u gornjoj fazi sistema



