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,Produkcija i karakterizacija enzima inulinaza Aspergillus spp. za dobijanje
fruktooligosaharida“

SAZETAK

Ova disertacija se bavi ispitivanjem moguénosti primene izolata gljive roda
Aspergillus spp. za produkciju enzima inulinaznog kompleksa u cilju dobijanja
fruktooligosaharida. Razvijen je brz i pouzdan difuzioni test za detekciju proizvodaca
inulinaznog kompleksa koris¢enog u ispitivanju 39 izolata vrste roda Aspergillus, prethodno
identifikovanih do nivoa vrste, umnozavanjem CaM gena.

Izolati su ispitani na moguénost produkcije mikotoksina na genetskom nivou
umnozavanjem biosintetskih klastera gena za fumonizin i ohratoksin, a analitickim metodama
ispitano je prisustvo mikotoksina u enzimskom preparatu. UkrStanjem rezultata difuzionog
enzimskog testa i moguénosti produkcije mikotoksina odabran je soj identifikovan kao
Aspergillus welwitschiae FAW1, koji ne produkuje mikotoksine i potencijalno je dobar
proizvoda¢ enzima za dobijanje FOS-ova, §to ga ¢ini pogodnim za upotrebu u proizvodnji
hrane.

Inulinazni enzimski kompleks je produkovan tokom fermentacije gljive na ¢vrstoj
podlozi upotrebom razli¢itih inducibilnih supstrata (tritikale, jerusalimska articoka i pSeni¢ne
mekinje). Svi enzimi su okarakterisani i dobijene su razli¢ite aktivnosti u zavisnosti od
supstrata: egzoinulinazna — InuE (2,4 U/mL) i endoinulinazna — InuA (34 U/mL) dobijene su
na tritikaleu, dok je najveca B-fruktofuranozidazna — FFase (6,3 U/mL) i fruktoziltransferazna
— FTase aktivnost dobijena na podlozi sa jerusalimskom articokom, pSenicnim mekinjama 1
peptonom. Koprodukcijom inulinaznih enzimskih kompleksa pokazano je da se ista gljiva
moze koristiti za obe metode dobijanja FOS-ova (FOSs i FOSy) u zavisnosti od podloge na
kojoj se uzgaja.

Razvijena je nova zimogramska metoda za simultanu detekciju enzima InuA, InuE,
FFase nakon jednog elektroforetskog razdvajanja enzima.

Uspesno su precis¢eni glavni enzimi odgovorni za produkciju FOS-ova — InuA za
dobijanje FOSy i FTase za dobijanje FOSs. Potvrdeno je prisustvo gena sucl u genomu A.
welwitschiae FAW1 koji se smatra odgovornim za ekspresiju enzima FTase i FFase. Dobijeni
FOSs i FOSh poseduju znacéajan antioksidativni potencijal $to ih ¢ini dobrim kandidatima za
dodatak funkcionalnoj hrani.

Klju¢ne re¢i: inulinaze, jerusalimska artioka, tritikale, Aspergillus spp., Aspergillus
welwitschiae, mikotoksini, zimogram, fruktooligosaharidi, prebiotici, antioksidativnost

Naucna oblast: Hemija
UZa naucna oblast: Biohemija



,Production and characterization of inulinase enzymes from Aspergillus spp. for obtaining of
fructooligosaccharides

ABSTRACT

This dissertation examines the possibility of using isolates of Aspergillus spp. for the
production of the inulinase complex enzyme for obtaining of fructooligosaccharides. A rapid
and reliable diffusion test was developed for the detection of the inulinase complex enzyme
producers used in the examination of 39 Aspergillus spp. isolates from the black aspergilli
group, previously identified to the species level, by amplification of the CaM gene.

The isolates were examined for the possibility of mycotoxin production on the genetic
level by amplifying the biosynthetic gene clusters for fumonisin and ochratoxin. The
presence of mycotoxins in the enzyme preparation was examined using analytical methods.
By crossing the results of the diffusion enzyme test and the possibility of mycotoxin
production, a strain identified as Aspergillus welwitschiae  FAW1 was selected as a
potentially good producer of enzymes for obtaining FOS, which does not produce
mycotoxins what makes it safe for use in food production.

The inulinase enzyme complex was produced during the fermentation of the fungi on
a different solid inducible substrates (triticale, Jerusalem artichoke and wheat bran). All
enzymes were characterized and different activities were obtained depending on the
substrate: exoinulinase - InuE (2.4 U/mL) and endoinulinase - InuA (34 U/mL) were obtained
on triticale, while the highest p-fructofuranosidase - FFase (6.3 U/mL) and
fructosyltransferase - FTase activity were obtained on a medium with Jerusalem artichoke,
wheat bran and peptone. The co-production of inulinase enzyme complexes showed that the
same fungi can be used for both methods of obtaining FOS (FOSs and FOSh), depending on
the substrate on which it was grown.

A new zymographic method for the simultaneous detection of enzymes InuA, InuE
and FFase after one electrophoretic separation of the enzymes was developed.

The main enzymes responsible for the production of FOS were successfully purified -
InuA for obtaining FOSy and FTase for obtaining FOSs. The presence of the sucl gene in the
A. welwitschiae FAW1 genome, which is considered responsible for the expression of FTase
and FFase enzymes, was confirmed. The obtained FOSs and FOSy have significant
antioxidant potential, which makes them good candidates for use in functional food.

Keywords: inulinase, Jerusalem artichoke, triticale, Aspergillus spp., Aspergillus
welwitschiae, mycotoxins, zymogram, fructooligosaccharides, prebiotics, antioxidant activity

Scientific field: Chemistry
Scientific subfield: Biochemistry
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Lista skraéenica

BSA — govedi serum albumin (od eng. bovine serum albumine)

AA — akrilamid

CBB — Coomassie Brilliant Blue

DNS — dinitrosalicilni reagens

EDTA — Etilen-diamin-tetraacetatna kiselina

FFase — pB-fruktofuranozidaza/invertaza

FTase — B-fruktoziltransferaza

IEF — izoelektri¢no fokusiranje

IEX — jonoizmenjivacka hromatografija

InuA — endoinulinaza

InuE — egzoinulinaza

PDA — krompir dekstrozni agar (od eng. potato dextose agar)

SSF — fermentacija na ¢vrstoj podlozi (od eng. solid —state fermentation)
SMF — te¢na fermentacija (od eng. submerge fermentation)

DP — stepen polimerizacije (od eng. degree of polymerization)

HPLC — te¢na hromatografija pod visokim pritiskom (od eng. high-performace liquid chromatography)
TLC - tankoslojna hromatografija (od eng. thin layer chromatograpy)
FPLC — te¢na hromatografija proteina pod visokim pritiskom (od eng. fast protein liquid chromatography)
GH — glikozid-hidrolaze

GT — glukozil-transferaze

PCR - lan¢ana reakcija polimeraze (od eng. polymerase chain reaction)
CTAB - cetiltrimetil-amonijum-bromid

SDS — natrijum-dodecilsulfat (od eng. sodium dodecil sulphate)
PAGE — poliakrilamidna gel elektroforeza

PAA — poliakrilamid

PAG — poliakrilamidni gel

PVDF — poliviniliden-difluorid

TRIS — tris (hidroksimetil)aminometan

TE — Tris-EDTA pufer

TBE — Tris-boratni EDTA pufer

TEMED — N,N,N’,N'-tetrametil-etilendiamin

OS - oligosaharidi

FOS — fruktooligosaharidi

FOS:; — fruktooligosaharidi nastali sintezom

FOSy — fruktooligosaharidi nastali hidrolizom

ABTS — 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina)
DPPH — 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil

APS — amonijum-persulfat

AAPH — 2,2'-azobis(2-amidinopropan)dihidrohlorid

DMSO - dimetil-sulfoksid

NBT — nitroblue tetrazolium

OTA — ohratoksin

FB — fumonizin



1. Uvod

Primena mikroorganizama u industriji ili u proizvodnji brojnih komercijalnih proizvoda
korisnih za ¢oveka ima znacajnu ulogu i sve veéi znacaj u svetu. Poznato je da filamentozne gljive,
Aspergillus spp., Trichoderma spp., Rhizopus spp., daju industrijski vazne hidroliticke enzime
(amilaze, celulaze, ksilanaze, pektinaze, proteaze, inulinaze), koje produkuju u vidu enzimskih
kompleksa i zahvaljuju¢i toj sposobnosti imaju znacajnu primenu u biotehnoloskim procesima
[1,2]. Potraga za novim potencijalnim proizvoda¢ima enzima medu gljivama cesto obuhvata
nekoliko faza koje podrazumevaju dug period rasta gljiva kao i komplikovanu detekciju
produkovanih enzima, stoga bi pronalazak odgovarajuce metode za selekciju medu velikim brojem
izolata skratio vreme pretrage.

Gljive roda Aspergillus sekcija Nigri sastoji se od velikog broja vrsta, koje odlikuje
mogucnost produkcije proteina i sekundarnih metabolita, koji se ¢esto koriste u biotehnologiji 1
prehrambenoj tehnologiji [3]. lako je FDA dozvolila primenu nekih industrijskih sojeva Aspergillus
vrste u industriji hrane, kod svih novoizolovanih sojeva klju¢nu ulogu ima identifikacija soja na
molekularnom nivou kao i ispitivanje moguc¢nosti sinteze mikotoksina, kako bi se zadovoljio visok
standard bezbednosti, jer samo sojevi koji ne produkuju mikotoksine mogu se koristiti u proizvodnji
enzima ¢ija je primena u prehrambenoj industriji [4]. Gljive roda Aspergillus predstavljaju jedan od
najboljih producera inulinaza s obzirom na to da imaju sposobnost produkcije kompleksa enzima
koji imaju ulogu u dobijanju fruktooligosaharida (FOS) [5-8]. Aktuelna su istrazivanja na
poboljsanju proizvodnje pomenutih enzima, karakterizaciji novih inulinaza (pronadenih u novim
mikroorganizmima), kloniranju i1 ekspresiji inulinaznih gena, kao 1 na unapredenju primene
inulinaza za dobijanje fruktooligosaharida.

Produkcione fermentacije filamentoznim gljivama se naj¢eS¢e odvijaju na Cvrstim
supstratima (SSF - od eng. solid state fermentation). Ova metoda ima nekoliko ekonomskih i
prakti¢nih prednosti Kao i pozitivan uticaj na zastitu Zivotne sredine posebno ako se uzme u obzir da
omogucava ponovno koriS¢enje agro-industrijskog otpada kao supstrata za produkciju enzima,
smanjuje zagadenje zemljiSta i nastanak otpadnih voda, §to ukazuje na vecu isplativost procesa [9].

Enzimi koji imaju ulogu u hidrolizi inulina pripadaju kompleksu inulinaza i predstavljaju
jednu od vaznih klasa industrijskih enzima [3]. Dele se na dve podklase: endoinulinaze InuA, koje
hidrolizuju unutrasnje veze u lancu inulina i egzoinulinaze InuE koje katalizuju reakciju hidrolize
terminalne fruktoze sa neredukujuceg kraja inulina (FOSp) [10,11]. Trec¢u klasu inulinaza ¢ine
enzimi B-fruktofuranozidaze i/ili fruktoziltransferaza koji uc¢estvuju u dobijanju fruktooligosaharida
(FOSs) tokom reakcije transfruktozilacije koristec¢i saharozu kao supstrat [12].

Primena FOS-ova kao prebiotika je Siroka: hrana i pi¢e (cerealije, hleb, peciva, kolaci,
fermentisano meso, suva hrana), kao suplementi u dnevnoj ishrani (hrana, decije formule), dodatak
zivotinjskoj hrani. Studije su pokazale da FOS-ovi imaju sposobnost poveéanja apsorpcije
magnezijuma, smanjuju moguénost nastanka raka debelog creva i stimuliSsu poveéanje laktata i
kratkolancanih masnih kiselina (acetat, propionat, butirat) i pozitivnho deluju na imuni sistem
[13,14].

Upotreba inulinaznog enzimskog kompleksa u proizvodnji FOS-ova bez prethodnog
preci$cavanja pojedinacnih enzima je izazov u nau¢nom i prakticnom smislu jer moze predstavljati
prednost u odnosu na uobicajenu praksu gde se koriste pojedinacni enzimi, narocito kad se uzme u
obzir da se oni najc¢esce eksprimiraju i produkuju zajedno.



2. Opsti deo

2.1  Upotreba filamentoznih gljiva u biotehnologiji

Biotehnologija ima znacajnu ulogu i sve ve¢i znacaj u svetu. Predstavlja upotrebu
mikroorganizama i ¢elija izolovanih iz biljaka ili Zivotinja, a zahvaljujuéi njihovom metabolizmu i
biosintetickim sposobnostima omoguceno je dobijanje specifi¢nih supstanci i jedinjena koja su
vazna za zivot coveka. Industrijska mikrobiologija, kao jedna od disciplina biotehnologije, koristi
mikroorganizme u cilju izvodenja vaznih hemijskih transformacija u industriji ili u proizvodnji
brojnih  komercijalnih proizvoda korisnin za coveka. Pocetke industrijske mikrobiologije
predstavljaju alkoholne fermentacije (npr. dobijanje piva i vina), a vremenom su razvijene tehnike
za proizvodnju lekova (kao Sto su antibiotici), aditiva hrane (aminokiseline 1 zacinsko sirce),
enzima, hemikalija (kao Sto su etanol i limunska kiselina) i samih ¢elija mikroorganizama, kao i
tehnike za biotransformaciju steroida [15].

Poznato je da filamentozne gljive, Aspergillus spp., Trichoderma spp., Rhizopus spp., daju
industrijski vazne enzime 1 metabolite 1 zahvaljujuci toj sposobnosti imaju zna¢ajnu primenu u
biotehnoloskim procesima [1,2]. U takve enzime spadaju hidroliticki enzimi (amilaze, celulaze,
ksilanaze, pektinaze, proteaze, inulinaze), koje gljive produkuje tokom fermentacije u vidu
enzimskih kompleksa. Pored gljiva odredeni sojevi kvasaca medu kojima su Pichia spp.,
Kluyveromyces fragilis, Cryptococcus aureus, Kluyveromyces marxianus takode imaju visok
potencijal za produkovanje enzima sa prinosom na industrijskom nivou [16,17].

Mikroorganizmi su najpogodniji izvor za dobijanje komercijalnih inulinaza zbog
jednostavnog gajenja i velikog prinosa enzima. Do sada je pronaden veliki broj mikroorganizama
koji mogu da produkuju ove enzime, a neki od njih su vrste rodova Aspergillus, Penicillium,
Bacillus, Clostridium, Pseudomonas, Arthrobacter, Staphylococcus, Xanthomonas, Kluyveromyces,
Cryptococcus, Pichia, Sporotrichum, Candida [18,19]. Pandey et al., kao i mnogi nau¢nici nakon
njih, uradili su veoma detaljnu analizu mikrobnih inulinaza, njihovu produkciju, osobine i
industrijsku primenu [1].

Zapaza se veliki napredak u poboljSanju proizvodnje inulinaza, karakterizaciji novih
inulinaza (pronadenih u novim mikroorganizmima), radi se na kloniranju i ekspresiji inulinaznih
gena, kao 1 na unapredenju primene inulinaza za dobijanje bioetanola, inulooligosaharida,
fruktooligosaharida i visokokoncentrovanog fruktoznog sirupa. Svi navedeni proizvodi su Siroke
primene, §to objasnjava i potrebu intenzivnih istraZivanja inulinaza ¢ija upotreba u potpunosti
zadovoljava standarde zaStite zivotne sredine.

Posebno mesto medu proizvodac¢ima inulinaza zauzimaju filamentozne gljive roda
Aspergillus kao $to su A. niger, A. welwitschiae, A. oryzae i A. ficuum [20,21]

2.2 Aspergillus spp. i enzimski kompleksi

Gljive roda Aspergillus pripadaju haploidnim filamentoznim gljivama razdela Ascomycota,
familije Aspergilliaceae. Podeljene su u 4 podroda (Aspergillus, Circumdati, Fumigati i Nidulantes)
i 20 sekcija [22]. Rastu u aerobnim uslovima na organskim podlogama kao $to je biljni materijal
koji je u stanju raspadanja, a posto su uobicajen ¢lan mikrobnih zajednica koje pronalazimo u
zemljiStu imaju i znacajnu ulogu u ciklusu kruzenja ugljenika [23].

Stvaraju kolonije koje mogu biti razli¢ite boje. Micelija je hijalinska do svetlo pigmentisana
i septirana. Kolonije brzo rastu i odlikuju se obilnom sporulacijom. Boja formiranih spora varira od
tamnih crnih do svetlo zelene boje u zavisnosti od gljive [15,24]. Rastu u Sirokom opsegu pH
vrednosti (pH 1.4 - 9.8) i temperature (6 — 47 °C), a ovakve osobine uz sposobnost produkcije
konidiospora koje se Sire vazduhom, omogucavaju opstanak vrste u hladnim i1 vlaznim uslovima
[23,24]. Neki predstavnici roda Aspergillus su prikazani na slici 1.
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A.niger

A. welwitschiae

A. flavus

A. fumigatus

A. carbonarius

Slika 1. Gljive roda Aspergillus; izgled kolonija i mikroskopski izgled hifa sa sporangijama (preuzeto i
prilagodeno iz [25,26])

Gljive roda Aspergillus sekcija Nigri sastoji se od velikog broja vrsta, koje odlikuje
mogucnost produkcije proteina i sekundarnih metabolita, koji se Cesto koriste u biotehnologiji i
prehrambenoj tehnologiji. Najcesca i najvaznija vrsta koja se koristi u industriji i ima dugu istoriju
upotrebe u proizvodnji enzima je Aspergillus niger [3]. Prvo se koristio kao proizvoda¢ limunske
kiseline. A. niger sluzio je za dobijanje glukonske i fumarne kiseline, a sada se sve viSe koristi za
dobijanje razli¢itih enzima koji se primenjuju i u industriji hrane. Njegova upotreba u industriji
hrane odobrena je od strane FDA (Food and Drug Administration of the United States of America).

Pektinaze, proteaze i amiloglukozidaze su enzimi koji su prvi dobijeni gajenjem ove gljive.
UsavrSavanjem tehnologije i procesa za dobijanje enzima koje produkuju gljive izolovano je jos
nekoliko enzima medu kojima su celulaze i hemicelulaze [27]. Gljive roda Aspergillus predstavljaju
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jedan od najboljih producera inulinaza s obzirom na to da imaju sposobnost produkcije kompleksa
enzima koji imaju ulogu u dobijanju fruktooligosaharida (FOS) [5-8]. Istrazivanja su pokazala da
upravo sojevi vrste roda Aspergillus kao $to su A. niger, A. welwitschiae, A japonicus produkuju
enzime inulinaznog kompleksa i imaju veliku primenu u razgradnji inulina [5-8,28].

lako je FDA dozvolila primenu u industriji hrane brojnih industrijskih sojeva vrste roda
Aspergillus, bilo u vidu celih ¢elija, enzima ili drugih metabolita koje produkuju, kod svih
novoizolovanih sojeva klju¢nu ulogu ima identifikacija soja na molekularnom nivou kao i
ispitivanje moguénosti sinteze mikotoksina, s obzirom da neke vrste (A. niger, A. welwitschiae, A.
flavus) u odredenim uslovima gajenja mogu produkovati mikotoksine, ili se smatraju parazitima (A.
parasiticus, A. fumigatus, A. tereus), dok su se drugi sojevi (A. tubingensis, A. oryzae, A. sojae)
pokazali kao bezbedni za upotrebu u industriji [29-32].

Nekoliko zabelezenih medicinskih sluCajeva jesu infekcija uha i1 infekcija pluca, ali se
obi¢no javlja kod pacijenata sa oslabljenim imunim sistemom usled bolesti ili kori$¢enja
imunosupresivnih lekova [23]. Zato je pri odabiru potencijalnih producera inulinaznih enzima medu
izolatima iz prirodnih stani$ta neophodna njihova pravilna identifikacija.

2.3 ldentifikacija gljiva Aspergillus spp.

Ranije su izolati gljiva roda Aspergillus identifikovani na osnovu morfoloskih
karakteristika. U okviru ove sekcije uoCena je varijabilnost, zbog Cega je klasifikacija i
identifikacija vrsta sekcije Nigri revidirana nekoliko puta [33]. Uvodenje sveobuhvatnog pristupa
koji obuhvata ispitivanje molekularnih, morfoloskih, fizioloSkih i biohemijskih karakteristika Cini
osnovu savremene identifikacije gljiva roda Aspergillus [22].

Molekularne analize koje obuhvataju analizu razli¢itth delova genoma postale su
nezaobilazne u identifikaciji i taksonomiji gljiva [22,34,35]. Ispitivanja molekularnih karakteristika
doprinela su pouzdanoj identifikaciji razli¢itih vrsta gljiva, ali su i otkrile i veliki broj skrivenih ili
kripri¢nih vrsta gljiva [22,36,37].

Kao primarni barkod region za identifikaciju gljiva je ITS region ribozomalne DNA [38].
Geni koji kodiraju ribozomalnu RNA prisutni su u svim organizmima u velikom broju kopija. U
nuklearnoj ribozomalnoj DNA kod gljiva postoje tri gena koji kodiraju 28S (veliku subjedinicu),
18S (malu subjedinicu) i 5.8S subjedinice, a medusobno su odvojeni sa dva intergenska regiona
(ITST 1 ITS2). Rezultati sekvenciranja ITS regiona pokazuju da sadrzi od 450 do 700 bp, da
poseduje konzervativni deo i visoko varijabilne delove sekvencije, kao i da se ponavlja vise od 250
puta Sto ovaj region ¢ini dobrim kandidatom za primenu u identifikaciji velikog broja razli¢itih
vrsta. Kod vrsta roda Aspergillus ITS region je jedan od regiona koji se koristi u njihovoj
identifikaciji. Medutim on je pouzdan u identifikaciji nekih vrsta ovog roda, ali se na osnovu njega
ne mogu razdvojiti neke bliske vrste. Zbog toga je u identifikaciji Aspergillus spp. uveden
sekundarni barkod region — gen za kalmodulin (CaM). Pored ovog gena u identifikaciji vrsta se
koriste i gen za B-tubulin (BenA) i druga po veli¢ini subjedinica RNA polimeraze 1l (RPB2) [22].
RPB2 nije lako umnoziti, §to njegovu upotrebu kao sekundarnog identifikacionog markera ¢ini vrlo
komplikovanom. Nasuprot tome, BenA je lako umnoziti, ali je prijavljeno da varira u broju introna i
da se PCR tehnikom ponekad amplifikuju paralogni geni [39,40]. S druge strane, kada je u pitanju
CaM marker, on se lako umnozava i razlikuje se izmedu svih Aspergillus vrsta. Pored toga postoji
baza podataka mnogobrojnih identifikovanih sojeva koja sadrzi CaM sekvencije, §to je jos jedan od
razloga zasto se preporucuje koris¢enje upravo ovog identifikacionog markera kod Aspergillus vrste
[22].

Karakteristike kolonije koje se koriste za karakterizaciju vrsta ukljucuju veliki broj razli¢itih
osobina (stopa rasta kolonije, tekstura, stepen sporulacije, prisustvo sklerocija ili kleistotecije, boja
micelije, rastvorljivi pigmenti, eksudat, nali¢je kolonija i Hulle-celije) [22].



Poznato je da se i seksualni i aseksualni nain reprodukcije desavaju kod gljiva roda
Aspergillus, kao i da su mikroskopske karakteristike ovih struktura vazne za identifikaciju vrsta
[22]. Pored toga, ustanovljeno je da na njihove morfroloske karakteristike uti¢e sastav podloge,
tehnika inokulacije i uslovi inkubacije [22].

2.3.1 Konstruisanje filogenetskog stabla

Zajedno sa sistematikom, koja se bavi organizacijom bioloskog diverziteta i taksonomijom
koja klasifikuje organizme, grupe organizama i gene u odnosu na njihovu evolucionarnu istoriju i/ili
slicnost, filogenetska analiza se predstavlja kroz filogenetsko stablo [41]. Filogenetsko stablo je
dobilo naziv po tome S§to podseca na strukturu drveta odnosno stabla, kao $to je prikazano na
primeru (Slika 2).

Linije unutar stabla se nazivaju grane, a tacke sa kojima su grane povezane predstavljaju
¢vorove. Spoljasnji ¢vorovi predstavljaju postojece taksone (familije organizama ili individua od
jedne ili od viSe razli¢itih vrsta) i zovu se operativna taksonomska jedinica (od eng. operational
taxonomic units — OTUs), dok su unutrasnji ¢vorovi, hipoteticke taksonomske jedinice (0d eng.
hypothetical taxonomic units- HTUS) i predstavljaju pretke taksona. Grupa taksona, koja deli istu
granu ¢ini klaster 1 poti¢e od istog pretka (monofileticko poreklo), dok organizmi koji ne mogu da
formiraju klaster bez uklju¢enja dodatnih sojeva i nemaju istog pretka imaju parafileti¢ko poreklo.
Grupa predaka zajedno sa svim potomcima naziva se klada (od eng. clade), slika 2 [42].
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Klada —— —
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Slika 2. Struktura filogenetskog stabla (preuzeto i prilagodeno iz [42])

Danasnji biodiverzitet je posledica razli¢itih varijacija gde spadaju mutacije, rekombinacije,
duplikacije gena i druge promene [43]. Filogenetske metode se baziraju na proucavanju sli¢nosti
izmedu gena (pretpostavljajuci da su oni homologi tj. da imaju istog pretka) Pokazano je da se geni
usko povezanih vrsta razlikuju u malom broju tackastih mutacija, dok se razlika u genima daleko
povezanih vrsta ogleda u velikom broju substitucija. Postoje konzervativni delovi geni koji su sli¢ni
kod razli¢itih vrsta, koji nisu podlegli procesima mutacija tokom evolucije. ovi delovi gena su ¢esto
oni koji kodiraju aktivna mesta enzima [42,43].

Za filogenetsku analizu homologa mesta se porede medusobno nakon poravnjanja
salignment [42]. U tu srhu se koriste programi kao sto je MEGA X Kkoji imaju implementirane
algoritme kao $to je Clustal X [44][45]. Prikupljene informacije o sekvencijama deponuju se u
razli¢itim bazama podataka na pr. NCBI (National Center for Biotechnology Information), Trazenje
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homologih sekvencija, baziranih na rezultatima slicnosti, moze biti uradeno pretragom u razlicitim
bankama i servisima kao $to je primer sa NCBI blast [https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi].

Za konstrukciju filogenetskog stabla se koristi nekoliko metoda. Koris¢enjem metoda
(character based) ,,Maximum parsimony method (MP)* i ,,Maximum likelihood method (ML)“ se
dobijaju precizni podaci za identifikaciju gljiva. Cilj MP metode je identifikacija najmanje
neophodnih promena kako bi se objasnile razlike izmedu posmatranih sekvencija koje filogenija
zahteva. Prednost metode ogleda se u brzini analize stotine sekvencija, dok je nedostatak manja
preciznost u sluc¢ajevima velikih varijacija u duzini grana [42,46,47]. ML metoda omogucava da se
na odredenom filogenetskom stablu prikaze potencijalni model evolucije datih sekvencija. Odlikuje
se intenzivnom analizom tokom koje se razmatraju sva moguca filogenetska stabla. S obzirom na to
da se moze izabrati model evolucije, metoda moZe biti korisna za Siroko divergentne grupe.
Prednost ove metode je Sto se mogu dobiti podaci o kompletnoj filogeniji u prikazanom modelu,
iako je sam proces spor [42,47]. Obe opisane metode implementirane su u program MEGA X.

Izolovane sojeve gljiva Aspergillus, potencijalne producere inulinaza, pored identifikacije
do nivoa vrste dalje treba okarakterisati u smislu potentnosti produkcije enzima. 1z tog razloga
javlja se potreba za razvojem testova koji podrazumevaju brzu pretragu gljiva proizvodaca
inulinaza.

2.4 Pretraga gljiva potencijalnih proizvodaca enzima inulinaznog kompleksa

Potraga za potencijalnim proizvoda¢ima enzima medu gljivama ¢esto obuhvata nekoliko
faza od kojih je prva izolovanje gljiva iz razli¢itih prirodnih staniSta, zatim gajenje na indukujué¢im
supstratima pri uslovima pogodnim za rast gljive, a nakon toga odredivanje enzimske aktivnosti u
dobijenim fermentacionim te¢nostima i/ili ekstraktima zbog ¢ega ovaj proces traje dugo i analizira
se mali broj izolata gljiva [7,48].

Drugi pristup se zasniva na direktnoj selekciji tokom rasta gljiva na indukuju¢em supstratu —
inulinu kao jednim izvoru ugljenika (in situ). Uspesnost rasta gljive na inulinu podrazumeva da
gljiva poseduje i enzime koji hidrolizuju supstrat iz podloge te moze da se prati rast kolonija i
veli¢ina formiranog micelijuma [49]. Drugi na¢in detekcije je bojenje inulina nakon rasta gljiva gde
se na mestima gde je inulin hidrolizovan pojavljuje prosvetljenje (neobojena zona) [50].

Oba pristupa za odabir dobrog proizvodaca inulinaza podrazumevaju dug period rasta gljiva,
stoga bi pronalazak odgovarajuce metode za selekciju medu velikim brojem izolata skratio vreme
pretrage. Sporulacija se kod gljiva roda Aspergillus ponekad javlja u roku od 48 sati te bi produkcija
enzima tokom pretrage trebalo da traje S§to je krace moguce. Kratko vreme produkcione
fermentacije je veoma vazno i da se dobije brz odgovor, ali i da se izbegne sporulacija, koja je
nepozeljna kada se radi sa velikim brojem sojeva gljiva iz nekoliko razloga: moguce unakrsne
kontaminacije, bezbednosti onih koji obavljaju posao i mogucih laznih rezultata u produkciji
enzima usled pojave sledece generacije hifa.

Za odredivanje enzimske aktivnosti veceg broja uzoraka u fermentacionim ekstraktima
nakon gajenja gljiva odavno je razvijen difuzioni test na agaroznim gelovima sa inkorporiranim
supstratom [51]. Mana ovog testa je upotreba agaroznog gela koji je nezgodan za rukovanje zbog
svoje mekane strukture. Enzimi se nanose na povrSinu gela preko filter papira $to ograniava
njihovu difuziju do supstrata dok proizvodi reakcije nekontrolisano difunduju kroz agaroznu
trodimenzionalnu mrezu [51,52].

Metode koje podrazumevaju bojenje supstrata na kome gljive rastu detektuje samo
endoinulinazu [50]. Medutim, oba enzima inulinaznog kompleksa su industrijski vazna za dobijanje
inulooligosaharida i fruktooligosaharida i obi¢no su oba prisutna u genomu gljiva [53]. Stoga,
postoji potreba za razvijanjem difuzionog testa koji bi detektovao aktivnost svih enzima
inulinaznog kompleksa (endoinulinaze i egzoinulinaze).



Nije dovoljno da gljiva bude samo dobar proizvoda¢ enzima koji se koriste u industriji
hrane, ve¢ je neophodno da zadovolji i visok standard bezbednosti. Samo sojevi koji ne produkuju
mikotoksine mogu se koristiti u proizvodnji enzima ¢ija je primena u prehrambenoj industriji [4].
Zbog toga, nakon identifikacije novoizolovanih crnih Aspergillus vrsta i ispitivanja mogucnosti
produkcije enzima i pronalaska najboljeg proizvodaca, slede¢i i mozda najvazniji korak, je procena
mogucnosti biosinteze mikotoksina u odredenim uslovima rasta, ali i potencijal za njihovu
proizvodnju na genetskom nivou.

2.5 Mikotoksini filamentoznih gljiva

Pored povoljnog i velikog ekonomskog znacaja vrsta roda Aspergillus, neke vrste imaju
mogucénost produkcije mikotoksina §to umanjuje njihovu upotrebu u biotehnologiji, narocito u
industriji hrani. Mikotoksini su sekundarni metaboliti male molekulske mase koje proizvode
filamentozne gljive i koji kada se unesu oralno, udisanjem ili preko koze ispoljavaju akutno ili
hroni¢no toksi¢no dejstvo prema ljudima i kicmenjacima [30]. Ispitivanje prisustva mikotoksina
predstavlja vazan deo tokom skladiStenja hrane [54] kao i u biotehnologiji jer predstavljaju
bezbednosni problem u industrijskoj primeni gljiva za proizvodnju enzima ili metabolita. Dugo se
A. niger smatrao netoksi¢nim u industrijskim uslovima i zbog toga je generalno priznat kao
bezbedan (GRAS) [32]. Iako je to slucaj sa nekim od industrijskih sojeva, svaki novootkriveni
prirodni izolat koji se identifikuje kao A. niger se smatra bioloskim agensom klase 2 zbog svog
potencijala da proizvodi mikotoksine i izaziva bolesti kod ljudi i Zivotinja (BAUA)[30,55].

Glavni mikotoksini koje proizvodi A. niger i njegove blisko srodne vrste A. welwitschiae su
ohratoksin A (OTA) i fumonizini (FB) [30,31,55], koji su klasifikovani kao mogu¢i kancerogeni za
ljude (Grupa 2B) od strane IARC-a (od eng. International Agency for Research on Cancer) [56].
Dugo vremena vrste Fusarium su bile poznate kao proizvodac¢i fumonizina [57], sve dok
sekvenciranje celog genoma A. niger 2006. godine i otkrice klastera fum gena nije ukazalo i na
njegov potencijal da proizvodi fumonizine [53,58]. Dokazana je proizvodnja fumonizina i kod
nekih sojeva A. niger izolovanih iz zrna kafe koji su imali primenu u industriji [59-61], kao i od
nekih sojeva koji pripadaju A. welwitschiae vrsti [62].

Medutim, ne proizvode svi izolati ovih vrsta mikotoksine. Potencijal za njihovu sintezu je
genetski kodiran klasterima biosintetickih gena fumonizina i ohratoksina [63,64]. Zbog toga nije
dovoljno utvrditi da li gljiva koja produkuje enzime sintetizuje i opasne mikotoksine u odredenim
uslovima rasta, ve¢ bi bilo dobro ispitati i da li postoji moguénost za njihovu proizvodnju na
genetskom nivou. Ukoliko se utvrdi da postoji mogucénost produkcije mikotoksina, takvi sojevi se
mogu koristiti za dobijanje enzima ukoliko se genetskim tehnikama izbriSe ili zaklju¢a gen
odgovoran za sintezu mikotoksina [30,64].

Kada se potencijalni proizvodac¢ potvrdi kao pogodan za produkciju enzima, a da pri tom ne
dolazi do biosinteze mikotoksina, ni u jednom koraku gajenja gljive, moze se pristupiti sledecoj
fazi, koja podrazumeva optimizaciju uslova gajenja gljive (temperatura, vreme gajenja, sastav
podloge) i produkciju enzimskih kompleksa.

2.6 Produkcija inulinaznih enzima filamentoznim gljivama

Produkcione fermentacije filamentoznim gljivama se mogu odvijati u teénim kulturama
(SmF — od eng. submerged fermentation) i na ¢vrstim supstratima (SSF - od eng. solid state
fermentation). SSF metoda poslednjih godina privlaci sve viSe paznje zbog nekoliko ekonomskih 1
prakti¢nih prednosti koje poseduje u odnosu na SmF. SmF je proces u kome mikroorganizmi rastu u
te¢nom medijumu sa velikom koli¢inom slobodne vode. Prednosti ove fermentacije ogledaju se u
novorazvijenim i modernim fermentorima, ali i dobroj kontroli procesa (kontrola pH, rastvorenog
kiseonika, temperature, koncentracije molekula rastvornih u vodi), lakom odvajanju biomase nakon
fermentacije, mesSanja, aeraciji [9].



Fermentacija na ¢vrstom supstratu je metoda koja podrazumeva gajenje mikroorganizma sa
veoma malom koli¢inom slobodne vode [9]. Prednosti ukljucuju jednostavnost opreme za gajenje
mikroba, smanjen prinos otpadnih voda, ve¢u koncentraciju dobijenog proizvoda, mala pocetna
ulaganja [65].

2.6.1 Produkcija inulinaznih enzima na ¢vrstim supstratima

Prirodna potreba gljiva roda Aspergillus je, kao i ostalih filamentoznih gljiva, da rastu
pri¢vrs¢ene za Cvrstu povrSinu. U prirodnim uslovima filamentozne gljive nastanjuju vlazna
lignocelulozna stanista gde u kontaktu gljive i ¢vrste povrSine preuzimaju nutrijente i ujedno je
omogucen apikalni rast hifa [15]. Ova osobina je iskoriS¢ena u industrijskim fermentacionim
procesima kao $to je fermentacija na Cvrstoj podlozi (SSF) [27], s obzirom na to da SSF imitira
uslove u kojima se one prirodno nalaze [9]. Shematski prikaz SSF-a je dat na slici 3.
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Slika 3. Shematski prikaz fermentacije filamentoznih gljiva na ¢vrstoj podlozi (SSF) (preuzeto i prilagodeno iz [66])

SSF ima pozitivan uticaj na zaStitu zivotne sredine posebno ako se uzme u obzir da
omogucéava ponovno koriS¢enje agro-industrijskog otpada kao supstrata za produkciju enzima,
smanjuje zagadenje zemljiSta i nastanak otpadnih voda, Sto ukazuje na vecu isplativost procesa [9].
Dobijanje novih vrednih proizvoda iz otpadne biomase je danas veoma aktuelna grana
biotehnologije, a tu spada i dobijanje enzima SSF-om upravo na ovakvim supstratima.

2.6.2 Upotreba otpadne biomase i prirodnih materijala kao supstrata za produkciju enzima

Nepravilno odlaganje ¢vrstih otpadnih biomasa dovodi do razli¢itih zagadenja, kao $to je
zagadenje zemljiSta, vazduha i voda. lako se koriste hemijski tretmani za razgradnju ¢vrstog otpada,
poslednjih godina se istiCe potreba za razvojem i unapredenjem metoda bioprocesovanja kao
ekoloski prihvatljivog na¢ina uklanjanja istog [65].

Na tom polju gljive su se pokazale kao najbolji mikrobioloski organizmi koji su u stanju da
razgrade kompleksna organska jedinjenja koriste¢i ih kao izvor energije tokom svog rasta.
Agroindustrijski materijal i otpadni materijali takode predstavljaju i inducibilne supstrate u
produkciji enzima s obzirom na to da se uglavnom sastoje od sloZenih ugljenih hidrata i sirovih
proteina [9,67,68].



Kako je svaki region §irom sveta razvio razliCite poljoprivredne sektore, samim tim je
generisan razli¢it agrootpad. Kao posledica toga pojavio se veliki izbor novih alternativnih izvora
hranljivih materija za gajenje gljiva kao i za direktno dobijanje novih visokovrednih proizvoda.
Raznovrsni agroindustrijski otpad ima ulogu u produkciji FOS-ova i u produkciji enzima koji imaju
ulogu u dobijaju FOS-ova [69].

Pseni¢ne mekinje kao jeftin nusproizvod mlinske industrije, proizveden u velikoj koli¢ini, a
koji se uglavnom sastoji od lignoceluloze, skroba i hemiceluloze, pronasle su ulogu indukujuéeg
supstrata u produkciji B-D-fruktofuranozidaze tokom gajenja Aspergillus caespitosus [70] i
Fusarium graminearum [71]. Aspergillus awamori je gajen na agrootpadu koji se sastojao od klipa
kukuruza, pSeni¢nih mekinja i pirin¢anih mekinja u cilju produkcije FTase i FOS-ova [72].

Tritikale (x Triticosecale, Vittmack) je jo$ uvek nedovoljno iskori§cena Zitarica za koju se
pokazalo da predstavlja dobar izvor hranljivin materija i dobar SSF supstrat za rast gljiva i
proizvodnju enzima [67,73]. Uzgoj tritikalea ima mnogobrojne prednosti u poredenju sa drugim
kulturama - visok prinos zrna u Sirokom spektru zemljiSta (posebno otporan na niske pH) i
klimatskim uslovima, sa prinosima od 3 do 6 t/ha u zavisnosti od geografskog regiona [74]. Gaji se
i u Srbiji i daje visoke prinose [75] posebno u regionu kod Valjeva. Tritikale sadrzi visoke koli¢ine
skroba (oko 60%) i proteina (od 12 do 15%) [74]. Sadrzi veée koli¢ine glavnih mineralnih
elemenata (K, P 1 Mg) 1 nutritivno vaznih sporednih elemenata (Na, Mn, Fe, Cu 1 Zn) od pSenice
[76]. Tritikale je jeftiniji od drugih useva zitarica, malo se koristi se u ljudskoj ishrani, a dobijen
otpad nakon produkcione fermentacije bi se mogao koristiti kao dobro izbalansirana sto¢na hrana.

Maksimalna produkcija enzima moZe se posti¢i podeSavanjem uslova fermentacije
(temperatura, pH medijuma, aeracija) 1 koriS¢enjem odgovaraju¢ih supstrata koji povecavaju
(indukuju) sintezu enzima. Na primer, poznato je da su a — amilaza i glukoamilaza inducibilni
enzimi u Aspergillus spp, a glavni indukujuci supstrat je skrob i produkti njegove hidrolize, pre
svega maltoza [67,77]. Analognom logikom je jerusalimska articoka, kao prirodni izvor inulina
[78], koriscena kao indukujuéi supstrat u produkciji inulinaznog kompleksa gljiva [79].

2.6.3 Indukcija inulinaznih enzima

U prirodnim staniStima mikroorganizmi reguliSu enzimsku produkciju u cilju sto veceg 1
boljeg iskoriS¢avanja dostupnog izvora ugljenika [80]. Krajnji cilj industrije je razvoj i upotreba
prirodnih mikroorganizama koji imaju mogucnost produkcije odredenih enzima sa visokim
prinosom i dobrom aktivnosti.

Veliki broj istrazivanja je fokusiran na optimizaciju medijuma za gajenje i1 radnih
parametara, kao $to su pH, temperatura, meSanje i aeracija [81,82]. Ali jedan od vaznih parametara
koji se mora uzeti u obzir tokom procesa proizvodnje inulinaze, je uticaj razli¢itih tipova izvora
ugljenika i njihove koncentracije na rast mikroorganizma, a onda i na indukovanje sinteze enzima.
Razli¢iti izvori ugljenika koji se nalaze u podlozi uticu na rast, sporulaciju, morfologiju kolonije,
strukturu celijskog zida i nacin skladiStenja polisaharida u mikroorganizmima [83-85], $to moze
uticati na sintezu enzima. Mehanizmi regulacije produkcije inulinaza su komplikovani i ¢esto zavise
od soja i vrste mikroorganizma [86].

Inulinazu produkuju i kvasci koji pripadaju vrsti Kluyveromyces. Sojevi K. marxianus Y179,
Kluyveromyces marxianus YXO01 i Kluyveromyces fragilis [87-89] gajeni su pri razli¢itim
uslovima, pri ¢emu je primeéeno da produkcija inulinaza zavisi od izvora ugljenika koji se koristi.
Veca inulinazna aktivnost dobija se gajenjem kvasca na podlozi koja sadrzi inulin u poredenju sa
podlogama koje sadrze fruktozu i saharozu, dok je glukoza odgovorna za katabolicku represiju [90],
iako mehanizam nije u potpunosti jasan.

Jo§ jedan mikroorganizam koji se pokazao kao odli¢an proizvoda¢ enzima inulinaznog
kompleksa je Aspergillus niger [1]. Uraden je veliki broj istrazivanja i optimizacija podloga u



pogledu sastava podloge, gde su se kao izvori ugljenika i induceri sinteze enzima koristili inulin i
saharoza [10,91].

2.7  Inulinaze — opis enzima, podela, primena

Enzimi koji imaju ulogu u hidrolizi inulina pripadaju kompleksu inulinaza i predstavljaju
jednu od vaznih klasa industrijskih enzima [3]. Dele se na dve podklase: endoinulinaze InuA (2,1-p-
D-fruktan fruktohidrolaza, EC 3.2.1.7), koje hidrolizuju unutrasnje veze u lancu inulina i
egzoinulinaze InuE (B-D-fruktan fruktohidrolaza, EC 3.2.1.80) koje Kkatalizuju reakciju hidrolize
terminalne fruktoze sa neredukujuceg kraja inulina (FOSp) [10,11]. Trecu klasu inulinaza Cine
enzimi Koji ucestvuju u dobijanju fruktooligosaharida (FOSs) tokom reakcije transfruktozilacije
koriste¢i saharozu kao supstrat su p-fruktofuranozidaze (FFase; EC 3.2.1.26) (i/ili
fruktoziltransferaza (FTase; EC 2.4.1.99) [12].

Detaljne analize inulinaznih enzima podrazumevaju karakterizaciju i na proteinskom nivou i
na genskom nivou. Analizom sekvenciranog gena koji kodira svaki inulinazni enzim se dobijaju
znacajni podaci o predikciji funkcionalnosti enzima u smislu njegove primarne i1 sekundarne
strukture koje uslovljavaju ispoljavanje enzimske aktivnosti. Biohemijskim karakterizacijama
enzima nakon preciS¢avanja do homogenosti, se dobijaju podaci o osobinama enzima kao §to su pH
optimum, temperaturni optimum, molekulska masa, pl vrednost, koji su vazni za postizanje
maksimalne efikasnosti pri upotrebi enzima.

Nukleotidne 1 aminokiselinske sekvence egzoinulinaza izolovanih iz razli¢itih organizama:
kvasca [92], cikorije [93], Aspergillus awamori [94] i Geobacillus Stearothermophilus [95]
uporedene su i zakljuceno je da pripadaju istoj familiji glikozid-hidrolaza 32 (GH32) [96].

Ovoj familiji takode pripadaju invertaze biljaka, endo- i egzoinulinaze gljiva i bakterija,
levanaze, biljne fruktan egzohidrolaze (FEH) i dva tipa 1-fruktoziltransferaze [97-99]. Ovi enzimi
dele konzervativni aminokiselinski deo i poseduju sli¢nu trodimenzionalnu strukturu proteina [99—
101]. Takva struktura uslovljava i slican mehanizam delovanja koji podrazumeva zadrzavanje
konfiguracije na anomernom atomu ugljenika u supstratu [96]. Hidroliza se odvija preko kisele
katalize koja zahteva dva kataliticka ostatka: proton donor i nukleofil [102].

Koris¢enjem kristalografije ili metodama dirigovane mutacije, tri kisela aminokiselinska
ostatka: aspartat ili glutamat koji se nalaze u motivu WMN(D/E)PN, aspartat koji se nalazi u RDP
motivu i glutaminska Kiselina (E) u ECP motivu, identifikovani su kao esencijalne aminokiseline
odgovorne za enzimsku aktivnost [103-105]. I upravo ovi aminokiselinski ostaci imaju ulogu
kataliti¢kog nukleofila, stabilizatora prelaznog stanja i opsteg kiselo-baznog katalizatora [105].

Inulin- struktura, uloga, primena

Inulin je linearni polimer koji se sastoji od 20-60 molekula fruktoze povezanih B-(2,1)-D-
fruktozil-fruktoza vezom na ¢ijem se kraju moze na¢i molekul glukoze, prikazan na slici 4. Inulin je
Siroko rasprostanjen polisaharid, prirodno se nalazi u razli¢itim biljkama ukljuc¢ujuéi 1200 vrsta
trave koji pripadaju 10 familijama [78]. Predstavlja rezerve ugljenih hidrata koje biljke kao §to su
jerusalimska arti¢oka (¢i¢oka) (Helianthus tuberosus), cikorija (Cichorium intybus), dalija (Dahlia),
jakon (Smallanthus sonchifolius), maslacak (Taraxacum officinale) skladiste u korenu i krtolama
[106]. Prinos inulina koji se dobije izolovanjem iz korenja i krtola ovih biljaka je preko 70% [1].
Dve vrste biljaka koje poslednjih godina imaju veliku primenu u industriji za izolovanje inulina su
jerusalimska arti¢oka ili ¢i¢oka (Helianthus tuberosus) i cikorija (Cichorium intybus) [107,108].

Jerusalimska articoka poseduje osobine kao $to su visoka otpornost na razliite vremenske
uslove (hladnoca, susa, vetar) velika otpornost na razne bolesti i Steto¢ine i moze se uzgajati na
razli¢itim vrstama zemljista [109]. Sadrzi oko 50—-70 g inulina po kg sirove mase a prinos roda je
oko 5,4 t/ha [109], sto govori da je ¢icoka jedna od najisplativijih biljaka za gajenje i izolovanje
inulina na industrijskom nivou [109].
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Slika 4. Deo strukture inulina sa prikazanim mestima delovanja inulinaznih enzima (preuzeto i prilagodeno iz [110] )

Razli¢iti faktori utiCu na stepen polimerizacije (DP od eng. degree of polymerization)
inulina odnosno na duzinu polisaharidnog lanca, pre svega vrsta biljke koja se koristi za izolovanje
inulina. Dokazano je da struktura inulina koji se nalazi u cikoriji ima manji stepen polimerizacije od
inulina izolovanog iz jerusalimske articoke (Cynara scolymus) ili ¢icka (Echinops ritro). Razlike
koje postoje u duzini lanca inulina u razli¢itim vrstama biljaka mogu da budu posledica drugacijih
enzima 1 njthove aktivnosti. Na stepen polimerizacije uticaj imaju 1 uslovi gajenja i nacin
izolovanja, klimatski uslovi, na¢in skladistenja biljnog materijala [107].

2.7.1 Endoinulinaza (2,1 p-D-fruktan fruktanohidrolaza, EC 3.2.1.7)

Endoinulinaza (EC 3.2.1.7) katalizuje hidrolizu B-2,1 glikozidne veze u molekulu inulina
daju¢i kao proizvod reakcije FOS-ove koji se uglavnom sastoje od inulotrioza i inulotetraoza
[111,112], sto navodi na zaklju¢ak da ovi enzimi degraduju inulin hidrolizujuci veze nakon treéeg i
cetvrtog molekula fruktoze u lancu inulina. Stabilne su u Sirokom opsegu pH (2,0 — 8,0), pri cemu
najvecu aktivnost ispoljavaju u opsegu pH od 4,0 do 6,0 i temperaturama od 50 °C do 60 °C, iako
su aktivne u Sirokom temperaturnom opsegu od 35 °C do 70 °C. Medutim, treba uzeti u obzir da se
u zavisnosti od izvora dati enzimi razlikuju, stoga je postojanje manjih razlika u vrednostima
temperaturnog i pH optimuma ocekivano. Kod gljive roda Aspergillus optimumi pH i temperature
zabeleZeni su na pH 5,0 i 55 °C [113]. Vrednost Km za endoinulinazu izolovanu iz gljiva
Aspergillus iznosi oko 540 mM kad se kao supstrat koristi inulin [114].

Endoinulinazu mogu inhibirati joni Hg?*, Zn?*, Co?*, Cd?*, Ni?*, Mn?*, Mg?" [113]. A
inhibitori takode mogu biti EDTA i piridoksal-5-fosfat [113].

Endoinulinaza moze biti lokalizovana ekstracelularno ili intracelularno u zavisnosti od
organizma iz kog je izolovana. Enzim pripada grupi glikoproteina i sastoji se od jedne subjedinice
(monomer) molekulske mase od 69 kDa do 64 kDa i pl 3,00 ili 3,85 [113].

Endoinulinaza ima veliku primenu u industriji hrane, za dobijanje visokofruktoznog sirupa,
u industriji bioetanola, u procesu dobijanja fruktooligosaharida. Mikroorganizmi kao $to su
Penicillium spp., Kluyveromyces spp., Aspergillus niger i Aspergillus ficuum najvise se koriste za
njenu proizvodnju, izucavanje i dalju primenu [78].
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INU2 endoinulinaza iz Aspergillus ficuum, industrijski vazan enzim, molekulske mase 54,8
kDa (monomer), je nakon izolovanja i pre¢i§¢avanja pokazala veliku specifi¢nost prema inulinu i
inulooligosaharidima kao supstratima, pri ¢emu je kao proizvod reakcije najvise dobijeno
inulotrioze [111,115]. Glu43 i Glu233 su identifikovani kao vazni aminokiselinski ostaci u
katalitickom centru, dok je za Trp40 dirigovanom mutagenezom pokazano da je od sustinskog
znaaja za aktivnost enzima [112]. Opisana je i njena 3D struktura (prikazana na slici 5) i
identifikovano vece katalitiCko mesto u poredenju sa egzoinulinazom formiranom od konzerviranog
motiva VM(I)-ND(E)-PNG, takozvane petlje 1 i petlje 4. Smatra se da je razlika u mehanizmu
delovanja izmedu egzo- i endoinulinaza upravo posledica veceg dZepa u endo-enzimima. Ove dve
petlie od cetiri identifikovanih su konzervirane medu svim endo-inulinazama sa poznatom
aminokiselinskom sekvencom [116]. Strukturna analiza koja je uporedena sa strukturama drugih
enzima koji pripadaju familiji GH32 ukazala je na postojanje jo§ jednog dodatnog dzepa u
katalitickom mestu INU2 enzima, §to bi moglo da objasni endo aktivnost enzima, ulogu Trp40
ostatka 1 hidrolizu veze nakon trece monosaharidne jedinice kod inulin sli¢nih supstrata. Kristalna
struktura INU2 u kompleksu sa molekulima fruktoze, eksperimentalni podaci i studije
molekularnog modeliranja podrzavaju ove hipoteze [117].

Slika 5. Model proteina endoinulinaze iz Aspergillus ficuum (preuzeto i prilagodeno iz [116,118]

Gljiva A. niger za degradaciju inulina koristi simultanu aktivnost dva enzima endoinulinaze
[21] i egzoinulinaze [94,119,120].

2.7.2 Egzoinulinaza (p-D-fruktan fruktohidrolaza, EC 3.2.1.80)

Egzoinulinaza, poznata kao i B-D-fruktan fruktohidrolaza (EC 3.2.1.80), spada u grupu
hidrolaza koje katalizuju hidrolizu terminalne, neredukujuce 2,1-veze i 2,6-vezu f-D-
fruktofuranoznih molekula u fruktanima, pri ¢emu se oslobada B-D-fruktoza. Prirodni supstrati
egzoinulinaze su inulin, levan i saharoza. Pronadene su egzoinulinaze koje se razlikuju po pH
optimumu, afinitetu ka supstratu, biohemijskim osobinama, kao 1 po lokalizaciji, koja moZe biti
unutarcelijska (uglavnom kod biljaka) ili vancelijska (kod mikroorganizama).

Egzoinulinaze su stabilne u Sirokom opsegu pH, pri ¢emu najvecu aktivnost ispoljavaju u
opsegu pH od 4,5 do 6,0 i temperaturama od 20 do 70, pri ¢emu su optimumi na pH 5,0 i 55 °C
[121,122]. Vrednosti Km za egzoinulinazu izolovanu iz gljive A. awamori razlikuju se u zavisnosti
od supstrata koji se koristi u reakciji, pa je tako utvrdena Km 40 mM ukoliko je supstrat saharoza, a
samo 0,05 mM ukoliko je supstrat inulin [120]. Inhibitori egzoinulinaza su joni Hg?*, Zn®*, Co?*,
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Mn?*, Mg#*, Ag*, Cu?", Ca?*, EDTA [114,121,122]. Takode je primec¢eno da inhibitor moZe biti i
glukoza [121,122].

pl vrednosti variraju od 4,6 do 6,0 u zavisnosti od organizma iz kog je enzim izolovan.
Izoelektricno fokusiranje egzoinulinaze izolovane iz gljiva roda Aspergillus i Penicillium pokazalo
je vrednosti od oko 4,6 - 4,9, sto se uklapa u profil enzima gljiva kiselih pl vrednosti [123].
Istrazivanja su pokazala da masa proteina zavisi od organizma iz kog je izolovan i da ve¢u masa
imaju egzoinulinaze produkovane od strane mikroorganizama u odnosu na one izolovane iz biljaka.
Kod gljiva roda Aspergillus molekulska masa egzoinulinaze varira od 63 kDa do 80 kDa na osnovu
podataka dobijenih SDS PAG elektroforezom [121,122] do ¢ak 176,5 kDa koliko je odredeno
nativnom elektroforezom i 200 kDa gel hromatografijom [123].

Kada su u pitanju posttranslacione modifikacije pokazano je prisustvo glikozilovanja, ali
protein nije glikozilovan kod svih organizama koji ga produkuju. Egzoinulinaza iz A. awamori
sadrzi pet N — povezanih oligosaharida. Rentgenskom kristalografijom dobijena je struktura koja
predstavlja kompleks enzima i fruktoze i ukazala je na postojanje 2 kataliticki veoma vazna
aminokiselinska ostatka: Asp41 — koji predstavlja nukleofil i Glu241 — kiselinsko-bazni katalizator
[99].

Tercijarna struktura egzoinulinaze izolovane iz A. awamori dobijena rentgenskom
kristalografijom ukazuje na postojanje dva domena: ve¢eg N-terminalnog katalitickog domena sa [3-
propelerskim uvijanjem i manjeg C terminalnog domena uvijenog u B-sendvi¢ strukturu, Sto je
prikazano na slici 6. Struktura ovog enzima je veoma sli¢na strukturi invertaze (B-
fruktofuranozidazi) iz Thermotoga maritime, enzimu koji takode pripada familiji glikozid-hidrolaza
32 [99].

Slika 6. Model proteina egzoinulinaze iz Aspergillus awamori (preuzeto i prilagodeno iz [99,124] )

U procesu dobijanja egzoinulinaze ulogu imaju razli¢iti mikroorganizmi pri ¢emu su
najispitanije egzoinulinaze dobijene iz Kluyveromyces marxianus, Aspergillus sp, Bacillus sp,
Penicillium sp [99]. Uspesna primena inulinaza u biotehnologiji i industriji hrane uticala je na
povecanom interesu kako nauke tako i industrije.

Koristi se za dobijanje smeSe fruktoze, glukoze, saharoze i fruktooligosaharida u
koncentracijama koje su prihvatljive za upotrebu u mnogim proizvodima u industriji hrane [78].
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2.7.3 Invertaza (B-D-fruktofuranozidaza, EC 3.2.1.26)

Invertaza je jedan od najSire rasprostranjenih enzima. Mikroorganizmi, kao S§to su
Saccharomyces cerevisiae, Candida utilis, A. niger i A. japonicus, najvise se koriste za njihovu
proizvodnju, izu¢avanje i dalju primenu, ali se takode moze izolovati i iz biljaka [125]. Invertaza,
poznata i kao PB-fruktofuranozidaza (EC 3.2.1.26), koju kodira sucl gen [126], spada u grupu
hidrolaza koje katalizuju hidrolizu B-2,1 glikozidne veze u molekulu saharoze daju¢i kao proizvod
fruktozu 1 glukozu [125,127]. Pored ove aktivnosti, invertaza pokazuje i fruktoziltransferaznu
aktivnost koja rezultuje nastankom fruktooligosaharida [125]. Opisana je i njena 3D struktura
(prikazana na slici 7).

Slika 7. Model proteina B-fruktofuranozidaze iz Aspergillus kawachii (preuzeto i prilagodeno iz [128,129])

Enzim se ponasa kao hidrolaza pri niskim koncentracijama saharoze, medutim, pri visokim
koncentracijama iste ispoljava fruktoziltransferaznu aktivnost. U pojedinim mikroorganizmima
detektovane su razliCite izoforme invertaze koje se razlikuju po pH optimumu, afinitetu ka
supstratu, biohemijskim osobinama, kao i po lokalizaciji, koja moze biti unutarcelijska ili
vancelijska [130].

Invertaze su stabilne u Sirokom opsegu pH, pri ¢emu najvecu aktivnost ispoljavaju u opsegu
pH od 4,0 do 6,0 i temperaturama od 50 do 60, pri ¢emu su optimumi na pH 5,0 i 60 °C [130].
Vrednosti Km za invertazu izolovane iz gljiva A. niger iznose oko 35 mM [130]. Naravno, treba
uzeti u obzir da se u zavisnosti od izvora dati enzimi razlikuju, stoga su male varijacije u
vrednostima temperaturnog i pH optimuma ocekivane.

Invertaza je glikoprotein i inhibiraju je joni Hg?*, Ag®*, Co?" i Cu?*. Istrazivanja su pokazala
da joni bakra, kobalta i magnezijuma smanjuju aktivnost invertaze za 50%, dok iste koncentracije
(5 mM) K*, Na*, Ca®**, NOs i SO.* smanjuju aktivnost za 30% [131]. Joni Zive u potpunosti
inhibiraju aktivnost enzima [131]. Takode je primeceno da inhibitor moze biti i proizvod reakcije -
fruktoza [125]. Enzim koji je produkovao A. niger je nakon pre¢is¢avanja okarakterisan, pri cemu je
ustanovljeno da pokazuje aktivnost prema saharozi i rafinozi ali ne i prema inulinu. Optimalna
invertazna aktivnost zabeleZena je na pH 5,5 pri temperaturi od 50 °C. Molekulska masa odredena
SDS elektroforezom pri redukuju¢im uslovima oko 115 kDa, dok je masa dobijena SDS
elekroforezom pri nativnim, nedenaturiSu¢im uslovima izmedu 225 kDa i 250 kDa, §to ukazuje da
je dobijeni enzim dimer sa identi¢nim subjedinicama [126].
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2.7.4 Fruktoziltransferaze (EC 2.4.1.9)

Za fruktoziltransferaze se Cesto pretpostavlja da su to p-transfruktozidaze i ponekad ih je
tesko razlikovati upravo zbog njihove sli¢ne prirode. Postoji pretpostavka da su to dve vrste
aktivnosti razli¢itog porekla, odnosno da su dva enzima koja ispoljavaju razli¢itu aktivnost ili da je
to jedan enzim koji ispoljava obe aktivnosti u zavisnosti od uslova reakcije [132]. Medutim, ono §to
ih odvaja je to da za razliku od B-transfruktozidaza, fruktoziltransferaze imaju mali afinitet ka vodi
kao akceptoru fruktozil jedinice, tj. poseduju malu hidroliti¢ku aktivnost [132].

Komercijalno dobijanje FOS-ova podrazumeva enzimsku hidrolizu inulina izolovanog pre
svega iz jerusalimske arti¢oke i cikorije [133]. Medutim, alternativni na¢in dobijanja predstavlja
konvertovanje saharoze u FOS-ove, koris¢enjem razliCitih transfruktozilaznih enzima izolovanih iz
biljaka, bakterija i gljiva [133]. Fruktoziltransferaza (FTF) i hidroliticki enzimi pripadaju familiji
glikozid hidrolaza 32 (GH32) i familiji 68 (GH68) [96] i ¢ine enzimski klan/klasu GH-J, koja je
bazirana na zajedni¢kim konzervativnim domenima [134]. Za mikroorganizme karakteristi¢na je 1-
fruktoziltransferaza, dok se u biljkama pronalaze i saharoza:saharoza IF-B-D-fruktoziltransferaza
(1F-SST) i I,2-B-D-fruktan:l,2-B-D-fruktan 1F-B-D-fruktoziltransferaza (1F-FFT).

Sinteza FOS-ova se javlja kao posledica aktivnosti invertaze (EC 3.2.1.26) [135] ili kao
rezultat aktivnosti specifi¢ne fruktoziltransferaze (EC. 2.4.1.9) [127], produkovanih od strane gljive
A. niger. Nguyen et al. pokazali su prisustvo intracelularne invertaze u soju A. niger 1M1303386,
gajenom na saharozi ili inulinu kao jedinom izvoru ugljenika. Pre¢is¢eni enzim je hidrolizom
saharoze kao proizvode dao fruktozu i glukozu, ali pored toga kao proizvodi se dobijaju 1-kestoza i
nistoza, $to ukazuje na postojanje fruktoziltransferazne aktivnosti [136]. Enzim koji ispoljava B-
fruktoziltransferaznu aktivnost (EC 2.4.1.9), pritom ne pokazuje znacajnu invertaznu aktivnost,
izolovan je iz soja A. niger AS0023 i prec¢is¢en koris¢enjem slede¢ih matriksa: DEAE Sephadex A-
25, Sepharose 6B, Sephacryl S-200 i concanavalin A-Sepharose 4B [127]. Ovaj enzim ima
mogucénost transferovanja molekula fruktoze sa neredukujuceg kraja B-2,1 glikozidne veze u
saharozi na drugi molekul saharoze ili inulina formiraju¢i kestozu ili duze fruktooligosaharide
[127]. Medutim, gen koji kodira ovaj protein nije jo§ uvek identifikovan i okarakterisan. Enzim koji
je produkovao A. niger je nakon prec¢iS¢avanja okarakterisan, pri ¢emu je ustanovljeno da pokazuje
aktivnost prema saharozi i rafinozi ali ne i prema inulinu. Optimalna invertazna aktivnost
zabeleZena je na pH 5,5 pri temperaturi od 50 °C. Molekulska masa odredena SDS elektroforezom
pri redukuju¢im uslovima oko 115 kDa, dok je masa dobijena SDS elekroforezom pri nativnim,
nedenaturiSu¢im uslovima izmedu 225 kDa i 250 kDa, sto ukazuje da je dobijeni enzim dimer sa
identi¢nim subjedinicama [126].

Nasledno — gensko poreklo enzima fruktoziltransferaze je aktuelan predmet istrazivanja i do
sada je poznato nekoliko gena koji kodiraju enzimi koji su odgovorni za produkciju FOS-ova
transfruktozidaznom aktivnosti.

2.7.5 Geni koji kodiraju enzime p — fruktofuranozidazu i fruktoziltransferazu

Pravi identitet, raznolikost i osobine invertaza i fruktoziltransferaza koje je gljiva A. niger u
mogucénosti da produkuje, mogu se okarakterisati zahvaljuju¢i sekvenciranju kompletnog genoma
A. niger [137]. Pored sucA gena koji kodira prethodno poznatu i okarakterisanu ekstracelularnu
invertazu [126], u genomu A. niger identifikovana su jo§ dva gena (sucB i sucC) za koje se
pretpostavlja da su geni koji kodiraju za intracelularne invertaze [138]. Ovi geni su identifikovani i
u genomima drugih gljiva.

Sucl gen koji kodira za invertazu kod Aspergillus niger uspesno je kloniran i eksprimiran
kod drugih filamentoznih gljiva koje ne poseduju gen za invertazu kao $to su Trichoderma reeseli,
Trichoderma hamatum i Podospora anserina, sto im je omogucéilo koris¢enje saharoze kao jedinog
izvora ugljenika [139]. Ekspresija sucl gena kod T. reesei dovela je do produkcije heterolognog
proteina koji je potpuno aktivan, ali ima drugaciju molekulsku masu od invertaze koju produkuje A.
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niger [139]. Precis¢eni enzimi dobijeni iz razli¢itih mikroorganizama pokazuju niz osobina i
razlikuju se u mnogim aspektima ukljuc¢ujuci molekulsku masu, strukturu subjedinica i stepen
glikozilacije.

Yanai et al. su opisali ekstracelularnu B-fruktofuranozidazu iz soja A. niger 20611, koja je
pokazala vecu fruktoziltransferaznu aktivnost u poredenju sa drugim poznatim invertazama
Aspergillus vrsta. Kasnije je ovaj soj identifikovan kao A. japonicus ATCC 20611 [140].

lako ovi geni dele konzervativne aminokiselinske ostatke sa ostalim enzimima koji
pripadaju GH32 familiji, filogenetski gledano grupisani su zajedno u novu grupu sa drugim
enzimima za koje se pretpostavlja da su intracelularne invertaze. Ove nove invertaze sadrze sve
konzervativne aminokiselinske ostatke koji imaju ulogu u katalizi [141].

SucB gen iz A. niger je kloniran amplifikacijom celog kodiraju¢eg regiona sucB (1,854 bp),
uspes$no eksprimiran, nakon Cega je preCiS€en 1 biohemijski okarakterisan. Utvrdeno je da je
ekspresija SucB regulisana 1 povecana saharozom 1 inulinom, dok je koriS¢enje drugih supstrata
rezultovalo malom ekspresijom enzima [138]. Molekulska masa produkovanog proteina je 75 kDa,
a dobijeni podaci govore da pored invertazne aktivnosti ovaj enzim pokazuje i fruktoziltransferaznu
aktivnost [138]. Invertazna aktivnost SucB (supstrat saharoza) detektovana je u pH opsegu od 4,5
do 7,0, sa maksimum aktivnosti na pH 5,0. Optimalna temperatura je u opsegu od 37 do 40 °C
[138]. Povecanje koncentracije saharoze od 2,5 mM do 1 M za rezultat ima smanjenje hidroliticke
aktivnosti i porast fruktoziltransferazne aktivnosti od 20% do 50% od ukupne SucB aktivnosti. TLC
metodom i HPAEC analizom je pokazano prisustvo najvece koli¢ne 1-kestoze i nistoze u manjoj
koncentraciji kao proizvoda fruktoziltransferazne aktivnosti, ali i prisustvo slobodne fruktoze u
malim koncentracijama [141]. Osobine SucB razlikuju se od svih prethodno publikovanih podataka
0 ekstracelularnim A. niger invertazama (Sucl/SucA/INV) [126,127,142]. Rezultati dobijeni
odredivanjem supstratne specifi¢nosti ukazuju na to da enzim SucB pokazuje aktivnost prema
saharozi, rafinozi i oligosaharidima inulinskog tipa kao $to su 1-kestoza i1 nistoza, oslobadajuci
molekul fruktoze u svakom od navedenih supstrata ali takode pokazuje i sposobnost oligomerizacije
[142]. Inkubiranjem SucB enzima sa 1-kestozom u smesi sa ili bez saharoze kao proizvodi reakcije
dobijaju se fruktoza, saharoza i nistoza, pokazujuci da se 1-kestoza moze ponasati i kao donor i kao
akceptor molekula fruktoze. HPAEC analizom potvdeno je da je nistoza najduzi oligosaharid
produkovan tokom enzimske reakcije SucB gde je kao supstrat koriS¢ena 1-kestoza, ali je dokazana
1 zanemarljiva koli¢ina pentakestoze u reakciji koja se odvijala preko no¢i. Inkubiranjem SucB
enzima sa nistozom ili u smesi sa saharozom kao proizvod reakcije dobijena je fruktoza, saharoza i
1-kestoza. Alternativno, novosintetizovana saharoza se dalje koristi kao donor molekula fruktoze u
reakciji sinteze 1-kestoze. SucB enzim pokazao je aktivnost prema rafinozi hidrolizuju¢i deo
saharoze, ali nije detektovana hidroliza a-glikozidne veze u Secerima kao Sto je trehaloza.
Istrazivanja su pokazala da nijedan od kori§¢enih supstrata sa a-glikozidnom vezom nije imao
ulogu donora/akceptora molekula u fruktoziltransferaznoj reakciji sa saharozom. Pored toga nije
detektovana hidroliza velikih polisaharida kao $to su inulin i levan, ¢ak ni nakon reakcije koja je
trajala preko no¢i [142].

Za razumevanje i analizu inulinaznih enzima se pored standardnih metoda enzimskih eseja
koriste i zimogramske metode koje daju potpuniju sliku o osobinama enzima.

2.7.6  Zimogramska detekcija inulinaza

Termin ,,zimogram™ je uveden prvi put davne 1962. godine i oznafava vizuelizaciju
enzimske aktivnosti konverzijom supstrata [143]. Enzimskom hidrolizom ili nekom drugom
reakcijom supstrat se prevodi u proizvod reakcije koji se vizualizuje zimogramskom metodom
direktno — odnosno tzv in situ. Na ovaj nacin se mogu detektovati enzimske aktivnosti u gelovima
nakon elektroforetskog razdvanja ili bez razdvajanja, ali i direktno u tkivima, a kao supstrati se
mogu koristi proteini i peptidi, oligosaharidi i polisaharidi, lipidi i nukleinske kiseline.
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Zimogramskom metodom za detekciju enzimske aktivnosti dobijaju se vazni kvalitativni i
kvantitativni podaci o enzimu kao §to su molekulska masa proteina ili prisustvo razli¢itih izoformi
enzima. Zimogramska detekcija enzimske aktivnosti u gelu, drugacije nazvana i indirektni
zimogram, nastala je 1978. godine [144]. Ova metoda se zasniva na elektroforetskom razdvajanju
proteinskih uzoraka u poliakrilamidnom (PAA) gelu nakon ¢ega se enzimi kapilarno prenose na
supstratni gel gde se detektuje enzimska aktivnost. Daljim razvojem zimogramske detekcije nastali
su zimogrami direktno u PAA supstratnom gelu [145-147]. Opisane metode se najcesce koriste u
denaturiSu¢im elektroforetskim uslovima (SDS PAGE) koja ima ograni¢enje da se mogu
detektovati samo oni enzimi koji se mogu renaturisati nakon denaturacije SDS-om. Sa ciljem
dobijanja sto bolje rezolucije i veée koli¢ine podataka razvijane su brojne varijacije zimograma u
gelu. Tako su razvijene i tehnike zimogramske detekcije nakon nativnog -elektroforetskog
razdvajanja proteina Sto ukljucuje i izoelektrofokusiranje (IEF) i razdvajanje u dve dimenzije (2D
elektroforeze). Ovakve metode omogucavaju analizu kompleksnih uzoraka, a dobijene individualne
proteinske trake se dalje mogu dodatno analizirati npr. sekvenciranjem datog proteina [148,149].

Inulinaze filamentoznih gljiva se najces¢e produkuju kao stabilne smeSe inulinaznih
enzimskih kompleksa — visoko aktivne smeSe fruktanhidrolaza [150]. Vecina studija gde se
proucavaju ovi enzimi u primenjenom smislu je usmerena na ulogu pojedina¢nih enzima u
produkciji fruktooligosaharida ili hidrolizi inulina [5,6,110]. Naj¢e$¢e koris¢ena zimogramska
metoda za detekciju i karakterizaciju inulinaznih enzima podrazumeva detektovanje samo
endoinulinaze. Razvijene su metode gde se u kopolimerizovanom gelu sa inulinom kao supstratu
detektuje njegova hidroliza kao prosvetljenje nakon bojenja inulina Kongo crvenom bojom
[151,152]. Medutim, kada se koristite enzimski kompleksi ili kada se tako produkuju zgodno je
okarakterisati sve enzime prisutne u kompleksu. Na taj nacin se dobija viSe korisnih informacija o
enzimima koje mogu biti iskoriS¢ene u smislu prakticne upotrebe enzima. Za neke enzimske
komplekse gljiva su ve¢ razvijene simultane zimogramske metode kojima se nakon jednog
elektroforetskog razdvajanja detektuju do tri enzima iz kompleksa [73,153]. U literaturi generalno
nema puno opisanih zimografskih metoda za inulinaze, a ne postoji opisana simultana zimografska
detekcija za sve opisane enzime inulinaze, uprkos ¢injenici da se obi¢no javljaju zajedno u
ekstraktima fermentacija filamentoznih gljiva. Informacije koje bi se dobile primenom simultane
zimogramske detekcije inulinaznog enzimskkog kompleksa bi bile znacajne za pra¢enje produkcije
ovih enzima, ali i za njihovu adekvatnu primenu u dobijanju proizvoda dodate vrednosti.

2.8  Primena inulinaza

Poslednjih godina istrazivanja na polju inulinaza veoma je napredovalo upravo zbog njihove
Siroke primene. Istrazivanja inulinaza su fokusirana na dobijanje nekog od sledecih proizvoda:
inulooligosaharida/fruktooligosaharida, bioetanola i visoko koncentrovanog fruktoznog sirupa
razgradnjom inulina i/ili sirovih biljnih materijala koji sadrze inulin.

2.8.1 Dobijanje etanola iz inulina

Etanol predstavlja jedan od najée$ce i najvise koriSé¢enih biogoriva, a takode je i materijal za
sintezu hemikalija [154]. Velika rastvorljivost inulina u toploj vodi i mala viskoznost olakSavaju rad
1 optimizaciju procesa dobijanja fruktoze. lako je skrob i dalje jedan od najvaznijih i moZzda
najkoris¢enijih materijala u bioprocesima oni su i dalje komplikovani i zahtevaju veliki broj koraka
[2,155-157]. Jo$ jedna od prednosti kori§¢enja inulina je na nivou enzima koji se koriste za njegovu
razgradnju. Tako egzoinulinaza koja katalizuje hidrolizu B-2.1 veze u inulinu, u jednom koraku daje
fruktozu 1 manju koli¢inu glukoze kao krajnje proizvode. Prednost se ogleda i u biljnim
materijalima koji sadrze velike koli¢ine inulina (npr. jerusalimska artiCoka) i ne predstavlja
prehrambene namirnice, a zbog nize cene poslednjih godina se dosta ulaze u njihovo gajenje [109].
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Upotreba smese mikroorganizama pokazala se kao dobar nacin za dobijanje bioetanola.
Koris¢enjem mutiranog soja A. niger 12 u kombinaciji sa sojevima kvasca S. cerevisiae 1200 u
simultanom procesu saharifikacije i fermentacije Cistog inulina izolovanog iz cikorije i dalije,
odnosno jerusalimske articoke, zapazeno je povecanje prinosa etanola za 21% (v/v), odnosno 10.4%
(v/v) [158]. Ulogu u produkciji etanola iz jerusalimske articoke imale su i inulinaze kvasca K.
fragilis, u simbiozi sa bakterijom Zymomonas mobilis ili sa komercijalnim sojem kvasca S.
cerevisiae [159].

2.8.2 Produkcija visokokoncentrovanog fruktoznog sirupa iz inulina

Fruktoza ima veliku primenu u hrani, farmaceuticima, picu. Pored toga fruktozni sirup ima
pozitivan uticaj na pacijente koji boluju od dijabetesa, predstavlja dobar zasladiva¢ 1 moze koristiti
u ishrani gojaznih osoba. Takode stimuliSe apsorpciju jona kalcijuma, stimuliSe rast Bifidobacteria
u gastrointestinalnom traktu i umanjuje rizik od nastanka kancera debelog creva [160].

Ranije se fruktoza dobijala hemijskim metodama, ali zbog brojnih nedostataka (nisko pH
dovodi do stvaranja nusproizvoda u obliku anhidrida difruktoze, dolazi do promene boje hidrolizata
inulina, nastala fruktoza pri niskom pH prelazi u 5-(hidroksimetil)furfural) [1,161], pocelo je
koris¢enje enzimskih metoda u procesu dobijanja fruktoze i to upotrebom a-amilaze,
amiloglukozidaze i glukozo izomeraze [16]. Medutim, kao najbolja pokazala se upotreba mikrobnih
inulinaza koje u jednom koraku hidrolizom inulina daju i do 95% Cciste fruktoze. Egzoinulinaze iz
razli¢itih mikroorganizama se koriste za produkciju visoko koncentrovanog fruktoznog sirupa iz
inulina i materijala bogatih inulinom. Egzoinulinaza iz K. marxianus YS-1 pokazala se kao veoma
uspesna u hidrolizi sirovog inulina (84.8%) daju¢i oko 43.6 mg/mL fruktoze [162]. Inulinaze
izolovane iz sojeva kvasaca C. aureus G7a i P. guilliermondii [17,163], K. marxianus
var.bulgaricus [164] i B.polymyxa MGL21 [165] razgraduju inulin daju¢i monosaharide (glukoza i
fruktoza) 1 oligosaharide zbog ¢ega ovi enzimi ovih mikroorganizama imaju primenu u industriji
hrane i u fermentacijama na industrijskom nivou.

2.8.3 Produkcija fruktooligosaharida

Fruktooligosaharidi predstavljaju vazne komponente funkcionalne hrane zbog njihovog
pozitivnog dejstva na zdravlje ljudi. U zavisnosti od enzima koji se koriste u procesu dobijanja
fruktooligosaharida mogu nastati dve klase, jedna koja se dobija hidrolizom inulina (FOSy) i druga
koja nastaje sintezom od saharoze u procesu transfruktozilacije (FOSs) [166]. Fruktooligosaharidi
(FOS) su vazni prebiotici sa poznatim i dokazanim vrednostima [167].

Fruktooligosaharidi inulinskog tipa dobijaju se upotrebom enzima inulinaznog kompleksa
kontrolisanom hidrolizom inulina pri ¢emu kao proizvode daju monosaharide fruktoze i oligo- i
disaharide fruktoze povezane  (2—1) vezom, sa glukozom na pocetku lanca povezanog a (1—2)
glikozidnom vezom [168]. Inulin moZze biti hidrolizovan dejstvom endoinulinaze pri ¢emu nastaju
inulooligosaharidi, inulotrioze, inulotetraoze i inulopentaoze [21,169]. Inulooligosaharidi imaju vrlo
slicnu strukturu 1 funkcionalnost sa fruktooligosaharidima, a pozitivni efekti koje imaju na ljude i
Zivotinje su poznati i definisani [170].

Kori§¢enjem endoinulinaze za hidrolizu inulina u jednom koraku dobija se prinos
fruktooligosaharida koji je preko 80%. INU2 gen koji kodira za endoinulinazu iz gljive A. ficuum
kloniran je i eksprimiran u genom kvasca S. cerevisiae koji ne poseduje SUC2 gen (kodira za
invertazu), Sto za cilj ima dobijanje preparata koji sadrZzi samo endoinulinazu bez egzoinulinaze i
ekstracelularne invertaze u medijumu. Endoinulinaza produkovana od strane rekombinantnog
kvasca koris¢ena je za hidrolizu inulina i produkciju fruktooligosaharida. Glavni proizvod koji
nastaje je 1-kestoza [171]. Endoinulinaza je precis¢ena iz enzimskog inulinaznog kompleksa i
koris¢ena za produkciju inulooligosaharida hidrolizom inulina, pri ¢emu u najveéoj koli¢ini nastaju
oligosaharidi ¢iji je stepen polimerizacije (0d eng. degrees of polymerization — DP) 314 [169].
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FOSs se mogu se dobiti od saharoze tokom reakcije transfruktozilacije dejstvom f -
fruktofuranozidaze (invertaze) i/ili fruktoziltransferaze. Nastaje smeSa monosaharida (u najvecoj
koli¢ini sacinjena od glukoze) i smeSa oligosaharida koja se sastoji od molekula fruktoze povezanih
B (2—1) vezom, koji takode na pocetku lanca sadrze i jedan molekul glukoze povezane a (1—2)
glikozidnom vezom. Genericka struktura kojom se obelezavaju dobijeni proizvodi je GFn, gde se G
odnosi na molekul glukoze, a Fn na broj molekula fruktoze — 1-kestoza (GF2), nistoza (GF3), 1-
fruktozilnistoza (GF4) [168] (slika 8).
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Slika 8. Shema enzimske sinteze fruktooligosaharida procesom transfruktozilacije (preuzeto i prilagodeno iz [172])

Na osnovu literaturnih podataka i jedan i drugi enzim (FFase i FTase) ima ulogu u sintezi
fruktooligosaharida. Jedna teorija implicira postojanje jednog enzima koji ispoljava dve aktivnosti u
zavisnosti od uslova reakcije i koncentracije supstrata. Naime, pri niskim koncentracijama supstrata
enzim pokazuje hidrolitiCku aktivnost (FFase), dok pri ve¢im koncentracijama ispoljava (fruktozil)
transferaznu aktivnost [12,173,174]. Druga teorija govori o postojanju enzima koji ispoljava samo
fruktoziltransferaznu aktivnost (FTase) [12,174].

Takode ova dva enzima pokazuju razli¢ite kineticke parametre potvrdujuci njihovu razli¢itu
prirodu. Kataliti¢ka aktivnost ova dva enzima zavisi od koncentracije supstrata, u ovom slucaju
saharoze. Fruktoziltransferazna aktivnost raste sa porastom koncentracije saharoze dok se
invertazna aktivnost zna¢ajno smanjuje. Pored toga invertaza ispoljava samo hidroliti¢ku aktivnost
daju¢i kao proizvode reakcije iskljucivo fruktozu i glukozu, dok fruktoziltransferaza katalizuje
transfer fruktozil grupe dajuci kao proizvod reakcije glukozu, 1-kestozu, nistozu i fruktofuranozil
nistozu, pri ¢emu prinos dobijenih fruktooligosaharida iznosi 62% upotrebom 50% saharoze kao
supstrata [127].

Oligosaharidi koji se dobijaju tokom ovih reakcija mogu da imaju razliitu hemijsku
strukturu koja zavisi od kori§¢enog supstrata (saharoza ili inulin) ali isto tako i1 od porekla enzima
(bakterije i/ili gljive) koji se koriste u reakciji. Fruktooligosaharidi dobijeni sintezom od saharoze
imaju manji stepen polimerizacije (DP 2 - 4) u odnosu na FOS-ove dobijene hidrolizom inulina kod
kojih DP 3 - 7, a neretko DP bude veci od 9 [169,174,175]. Stoga prebiotske osobine i fermentacija
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fruktooligosaharida od strane mikroflore creva se takode mogu razlikovati, §to je nekoliko studija i
pokazalo. Fruktooligosaharide kratkog lanca fermentiSu bakterije prisutne u proksimalnom crevu,
dok se dugolanc¢ani FOS-ovi fermentisu u distalnom debelom crevu [174,175].

Ispitivan je uticaj razli¢itih oligosaharida pri ¢emu je utvrdeno ne samo da se drugacije
fermentiSu ve¢ i da individualni sojevi pokazuju specifi¢nost prema odredenim supstratima [176—
178]. Koris¢ena su tri razli¢ita uzorka fruktooligosaharida, dva produkovana enzimima dobijenim iz
A. pullulans (AP) i A. ibericus (IB) i jedan komercijalni uzorak Raftilose® P95 za ispitivanje
njihovog uticaja na rast dobrih bakterija mikroflore GIT-a [179]. Sojevi Bifidobacterium pokazali
su istu gustinu ¢elija u medijumu tokom gajenja na razli¢itim izvorima ugljenika, dok kod nekih
sojeva Lactobacillus gustina varira u zavisnosti od vrste fruktooligosaharida koji je korisé¢en kao
izvor ugljenika. Najveéi porast u rastu bakterija zapazena je kod uzoraka kojima su dodati FOS-ovi
dobijeni dejstvom enzimskih kompleksa A. ibericus. Manji porast bakterijskih kultura zabelezen
kod uzoraka FOS-ova koji su dobijeni dejstvom enzimskih kompleksa A. pullulans, dok je najmanji
porast u uzorcima gde su koris¢eni komercijalni fruktooligosaharidi [179]. Uzimajuci u obzir da
razlike koje postoje u hemijskim strukturama di- i trisaharida FOSova mogu da nastanu usled
razli¢itih uslova fermentacije, supstrata i izvora enzima koji se koristi u njihovoj sintezi [180],
mogu se donekle objasniti variranja tokom rasta bakterija mikroflore.

2.8.3.1 In situ produkcija oligosaharida

In situ produkcija krajnjih proizvoda dobijenih hidrolizom supstrata tokom rasta
filamentozne gljive je novi pristup u koriS¢enju enzima gljiva. Uzimaju¢i u obzir sposobnost
filamentoznih gljiva da rastu na ¢vrstim supstratima upravo zahvaljujuéi enzimima koje produkuju i
koji zapravo razlazu polimere supstrata do jedinjenja koja su neophodna gljivi za rast, doslo se na
ideju da se i visokovredni proizvodi mogu dobiti iz direktne fermentacije. Nakon perioda rasta
gljive na Cvrstom prirodnom ili otpadnom materijalu pored produkovanih enzima dobijaju se i
proizvodi reakcija. Neophodno je samo optimalnim metodama izolovati zeljene proizvode. Upravo
ove pretpostavke 1 Cinjenice daju na znacaju koriS¢enje bas filamentoznih gljiva za produkciju
enzima SSF-om. A in situ produkcija filamentoznim gljivama postaje sve popularnija.

In situ produkcija oligosaharida tokom rasta gljive sa simultanom produkcijom enzima je
relativno nova metoda koja se proucava i mo¢i ¢e da se primenjuje u dobijanju ksilooligosaharida
(XOS) [181]. Medutim, kad je re¢ o produkciji FOS-ova in situ, proces je nedovoljno proucen i
koris¢en u biotehnoloSkim procesima, a pored toga literaturnih podataka je veoma malo, ili se
odnose na direktnu produkciju FOS-ova u namirnicama. Direktna sinteza fruktooligosaharida u
namirnicama prirodno bogatih saharozom podrazumeva enzimsku konverziju saharoze u
fruktooligosaharide dodavanjem fruktoziltransferaze [182]. Optimizacija procesa dobijanja
fruktooligosaharida in situ se namece kao zanimljiv koncept i predmet buducih istraZivanja, Ciji se
porast moze ocekivati upravo zbog jednostavnosti procesa i ustede i vremena i neophodnih resursa.

2.8.3.2 Metode za kvantifikaciju fruktooligosaharida

Razvoj brze i osetljive analiticke metode za kvantifikaciju oligosaharida u hrani, u
kombinaciji sa optimizacijom procesa i bioloskom analizom, je klju¢ni deo u procesu razvoja
funkcionalne hrane [183]. Najkoris¢enije analiticke metode za kvantifikaciju oligosaharida (OS) u
hrani, pracenje procesa produkcije i1 karakterizacije istih ukljucuju te¢nu hromatografiju visokih
performansi (od eng. high-performance liquid chromatography - HPLC) i gasnu hromatografiju (od
eng. gas chromatography - GC) sa detekcijom indeksa refrakcije (od eng. refractive index detection
- RID), naelektrisanih Cestica aerosola (0d eng. charged aerosol detector - CAD), detekcijom
rasipanje svetlosti na isparenom uzorku (od eng. evaporative light scattering detection - ELSD) ili
detekcijom masene spektrometrije (od eng. mass spectrometric detection - MS) [184,185].
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Tecnu hromatografiju, koja se smatra najefikasnijom metodom za kvantitativnu i
kvalitativnu identifikaciju Secera, preporucuje UdruZenje profesionalnih analitickih hemicara (od
eng. Association of Official Analytical Chemists - AOAC International) kao standardnu tehniku za
rutinsku analizu ugljenih hidrata [186].

Detektori koji se koriste imaju i prednosti i nedostatke. MS detektor je izrazito skup i
komplikovan za upotrebu i stoga nije pogodan za rutinsku analizu. ELSD i CAD su mnogo
pristupacniji detektori, medutim ono S§to se javlja kao nedostatak je neophodnost koriscenja
neisparljivih analita i isparljivih mobilnih faza. KoriScenje CAD detektora u analizi Secera
poboljsalo je osetljivost, opseg merenja, taénost merenja, reproduktivnost merenja, ali je tri puta
skuplji od ELSD-a [187]. RID se obi¢no smatra univerzalnim detektorom za izokratsko LC
odvajanje Secera. Osetljivost ELSD-a je nesto bolja od RI detektora, ali ima nizu osetljivost za
oligosaharide kratkog lanca. Takode, ima nelinearan odziv, $to rezultira nizom preciznoscu od RID-
a.

Mogu se naci razli¢ite validirane metode za detekciju FOS-ova kao utvrdenih prebiotika,
koriscenjem HPLC-RID sistema, dostupnog u literaturi [175,188-192]. Medutim, nije izvrSena
potpuna validacija prema smernicama Medunarodnog saveta za uskladivanje (od eng. International
Council on Harmonization (ICH) guidelines) [193] bilo koje od opisanih HPLC-RID metoda za
FOS.

Validacija metode za detekciju OS obi¢no je fokusirana na jedan tip OS (FOS-ovi su ¢esto
ciljna grupa) i Cesto se razvija za odredeni pocetni materijal [191,192]. Uprkos znafajnom broju
opisanih metoda, od velikog znacaja bi bilo i razvijanje 1 validiranje metode koja bi se mogla
primeniti na istoj koloni sa istom mobilnom fazom za vise od samo jedne vrste oligosaharida.
Ovakva metoda bila bi korisna za laboratorije koje se bave istrazivanjem viSe tipova OS irazvojem
novih prebiotika.

2.9  Primena fruktooligosaharida

Primena FOS-ova kao prebiotika je Siroka: hrana i pi¢e (cerealije, hleb, peciva, kolaci,
fermentisano meso, suva hrana), kao suplementi u dnevnoj ishrani (hrana, ishrana, de¢ije formule),
dodatak Zivotinjskoj hrani. FOS-ovi se narocito koriste u kombinaciji sa vestackim zasladivacima,
poboljsavajuéi slatkocu 1 zaostali ukus u ustima. Na osnovu studija uradenih od strane Svetske
zdravstvene organizacije (od eng. World Health Organization — WHQO) pokazano je da dnevni unos
prebiotika (gde spadaju i FOS-ovi) varira od 5 do 20 g, §to predstavlja 1 - 4% od ukupne koli¢ine
hrane koju ¢ovek unese na dnevnom nivou [194], pri ¢emu kako pokazuju studije, dnevni unos
FOS-ova u Americi iznosi oko 1 - 4 g, dok u Evropi taj broj varira od 3 do 11 g [195].

Studije su pokazale da FOS-ovi imaju sposobnost povecanja apsorpcije magnezijuma,
smanjuju mogucnost nastanka raka debelog creva i stimuliSu povecanje laktata i kratkolancanih
masnih Kiselina (acetat, propionat, butirat) i pozitivnho deluju na imuni sistem [13,14]. Zbog
povoljnog efekta koji imaju na zdravlje ljudi njihovu upotrebu je dozvolila EFSA (od eng.
European Food Safety Authority) [196].

Oligosaharidi koji imaju ulogu prebiotika su veoma zastupljena komponenta maj¢inog
mleka [197]. Nalaze se i u formulama za novorodentad kao jedna od glavnih komponenti
stimulisu¢i rast dobrih bakterija kao $to su Lactobacilli and Bifidobacteria [198]. Efekti ovakvog
tipa ishrane ogledaju se u pravilnom razvoju gastrointestinalnog trakta i pozitivnim razvojem
metabolizma [199,200].
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2.9.1 Prebiotici - definicija i uloga

Uzimajuéi u obzir nac¢in na koji uti¢u na probiotike, a samim tim i na ¢itav gastrointestinalni
trakt, prebiotici poslednjih godina dobijaju sve viSe paznje [201,202]. Koncept prebiotika je
predstavljen pre skoro 30 godina i prvu definiciju prebiotika dali su Gibson i Roberfroid jo§ 1995.
godine [203]. Razne nau¢ne zajednice i dalje raspravljaju o definiciji prebiotika, njihovoj ulozi u
zdravlju ljudi i odrzavanju funkcionalnog gastrointestinalnog trakta, kao i o primeni u zdravstvu i
raznim granama (prehrambene) industrije [194,201,204]

Najprihvaceniju definiciju prebiotika predlozili su Gibson et al., 2017. godine i ona pod
prebiotikom podrazumeva *’supstrat koji mikroorganizmi domacina selektivno koriste i pruzaju
domacinu zdravstvene benefite’” [167]. Ova definicija proSiruje koncept prebiotika tako da
ukljucuje supstance koje nisu ugljeni hidrati, aplikaciju istih na drugim mestima na telu osim
gastrointestinalnog trakta i razli¢ite kategorije prebiotika pored onih koji se koriste u hrani [167].
Probiotici su ’’zivi mikroorganizmi koji pojaavaju imunoloSki sistem domacina kad se daju u
odgovaraju¢im koncentracijama 1 omogucavaju organizmu da proizvodi odgovaraju¢a antitela za
odbranu od patogena’’ [205,206].

Poslednjih godina se radi na sprovodenju inovativne metode koja podrazumeva razvoj i
upotrebu simbiotika kako bi se domacinu pruzile odgovaraju¢e zdravstvene beneficije. Simbiotici
su definisani kao kombinacija probiotika i prebiotika koji stimuli§u aktivnost endogenih mikroba i
poboljSavaju njihovo prezivljavanje tokom nepovoljnih uslova u gastrointestinalnom traktu [207]
(slika 9).

Svakodnevne promene koje nastaju u mikroflori GITa prozrokovana nepravilnom ishranom,
stresom, brzim nac¢inom Zivota, mogu dovesti do razvoja/patogeneze odredenih bolesti kao S$to su
gojaznost, inflamatorna bolest creva (od eng. IBD), dijabetes, bolest masne jetre (od eng. NAFLD),
dijareja povezana sa dugotrajpom konzumacijom antibiotika, kolitis, zatvor, kolorektalni rak,
hepati¢na encefalopatija, hiperholesterolemija, reumatoidni artritis [208-210]. Suplementi i
probiotici koji sadrze prebiotike, kao Sto su fruktooligosaharidi (FOS), galaktooligosaharidi (GOS),
izomaltooligosaharidi (IMO) mogli bi da umanje moguénost nastajanja ovih bolesti pove¢avanjem
rasta korisnih bakterija u mikroflori creva [211].
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Slika 9. Shematski prikaz uticaja prebiotika na neke fizioloske procese (preuzeto i prilagodeno iz [212])
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Poznato je i dokazano da upotreba prebiotika pozitivno utice na mikrofloru GIT-a a samim
tim na zdravlje domacina [167,174]. Medutim, upotreba prebiotika u ljudskoj ishrani je nedovoljna
Sirom sveta i stoga javlja se potreba za povecanjem njihove proizvodnje i primene u prehrambenim
proizvodima. Globalno se o¢ekuje da ce trziSte prebiotika nastaviti da raste, Sto ukazuje na potrebu
daljeg razvoja njihove proizvodnje [213]. Poznati prebiotici koji se koriste ukljuéuju inulin,
fruktooligosaharide, galaktooligosaharide, ksilooligosaharide, izomaltooligosaharide i laktulozu
[166,214,215]. Veliki broj studija usmeren je ka inulinu, fruktooligosaharidima i
galaktooligosaharidima [166,214,215]. Pokazano je da ovi saharidi imaju istoriju bezbednog
koriS¢enja i da su bezbedni za upotrebu u ishrani [216].

To indukuje potrebu za istrazivanjem novih i pobolj$anih enzima inulinaznog kompleksa,
uzimajuci u obzir njihovi ulogu u produkciji prebiotika — fruktooligosaharida (FOS). Upravo je
potreba za novim enzimima podstakla istrazivace da izoluju 1 ispitaju nove izolate gljiva iz razli¢itih
stani$ta, S$to ¢esto predstavlja vaznu polaznu tacku u pronalasku novih proteina/enzima [7,48].

Jedna od vaznih osobina FOS-ova i drugih prebiotika, koja im omogucava da ispolje benefit
u humanom organizmu je antioksidativnost.

2.9.2 Antioksidativnost fruktooligosaharida

Pokazano je da neki FOS-ovi poseduju antioksidativnu aktivnost [217-220], Sto predstavlja
vaznu karakteristiku aditiva koji se koriste u hrani. Primeceno je da je antioksidativna aktivnost
’aquamiela’ Cetiri puta veéa nakon enzimskog tretmana [221]. Do povecanja antioksidativne
aktivnosti se pretpostavlja da dolazi usled parcijalne enzimske degradacije inulina 1 oslobadanja
FOS-ova i drugih jedinjena koja bi mogla da indukuju formiranje novih antioksidanata [220,221].
Istrazivanja su pokazala da dodatak fruktooligosaharida jogurtu povecava njegov antioksidativni
potencijal za ¢ak 13% [218].

Tokom raznih metabolickih procesa u ¢eliji nastaju slobodni radikali za koje je poznato da
ukoliko se ne uklone iz organizma mogu da oksiduju i oStete razli¢ite makromolekule kao $to su
lipidi, proteini i nukleinske kiseline, $to u kasnijim fazama moze da dovede do degenerativnih
promena i bolesti. Ulogu u njihovom uklanjanju, pored enzima (superoksid dismutaza, peroksidaza,
glutation reduktaza, katalaza), imaju i razlicita jedinjenja — antioksidanti, koja imaju sposobnost da
slobodnom radikalu predaju jedan elektron i prevedu ga u neutralno/nereaktivno jedinjenje. S
obzirom na to da su antioksidanti u stanju da neutraliSu slobodne radikale, smatra se da imaju vaznu
ulogu u prevenciji raznih bolesti [222], sto je i jedan od razloga zbog kojih se u ishranu preporucuje
hrana bogata antioksidantima.

2.9.2.1 Mehanizmi delovanja antioksidanata

Testovi za odredivanje antioksidativne aktivnosti zasnivaju se na razliitim mehanizmima
delovanja antioksidanata: transferu atoma vodonika (od eng. ,hydrogen atom transfer HAT),
elektron-transferu (od eng. ,,single electron transfer - SET) i gubitku protona koji prati reakciju
antioksidanta (od eng. ,,sequential proton loss electron transfer — SPLET). Antioksidanti mogu da
deluju preko HAT, SET, SPLET ili kombinacijom svih mehanizama [223]. Razlikovanje ovih
mehanizama je komplikovano, pogotovo jer se Cesto deSavaju simultano.

Iako je krajnji rezultat reakcije svih mehanizama isti, kinetika, uticaj rastvaraca, promena
pH imaju veliki uticaj na efikasnost antioksidanasa i na njihovom ponaSanju u kompleksnim
sistemima [224]. SET mehanizam je veoma brz (nekoliko femtosekundi), nije difuziono kontrolisan
1 pri porastu pH, zbog jonizacije, povecava se dostupnost elektrona. S druge strane, HAT
mehanizam je sporiji proces uslovljen difuzijom, ne zavisi od pH, ali je inhibiran rastvaracima sa
kojima stvara vodoni¢ne veze (alkohol). SPLET mehanizam zavisi od pH sredine, s obzirom da

mehanizam uglavnom ispoljavaju jako kiseli molekuli kod kojih je moguca disocijacija protona
[225].
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2.9.2.2 Metode za odredivanje antioksidativnosti

29.2.21 FRAP metoda

Redukcija antioksidanasa sa Fe (I11) kompleksom tzv. FRAP test (od eng. Ferric Reducing
Antioxidant Power) je nespecifican redoks kolorimetrijski test koji je povezan sa molarnom
koncentracijom prisutnog antioksidansa. FRAP test zasniva se na redukciji Fe** jona u kompleksu
Fe®* tripiridiltriazin (Fe3*-TPTZ) do Fe?*(Fe?*-TPTZ), pri niskim vrednostima pH. S obzirom na to
da je apsorpcioni maksimum (Fe?*-TPTZ) kompleksa na 595 nm, poveanje apsorbancije
proporcionalno je ukupnoj redukujué¢oj moci testiranog uzorka. Rezultati se izrazavaju kao mM ili
uM ekvivalent Fe?* jona. lako je FRAP test razvijen za odredivanje antioksidativnog kapaciteta
plazme, koristi se za odredivanje antioksidativne sposobnosti razliCitih uzoraka. FRAP test
funkcioniSe po principu prenosa jednog elektrona (SET), Sto mu je ujedno i1 mana, jer ne moze da se
koristi za identifikaciju potencijalnih antioksidanata koji rade preko HAT mehanizma [224].

2.9.2.2.2 DPPH metoda

DPPH metoda koju su opisali Brand-Williams, Cuvelier i Berset [226], a kasnije
modifikovali Sanchez-Moreno, Larrauri i Saura-Calixto [227], za odredivanje antioksidativnog
kapaciteta koristi radikale DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil). DPPH" radikal ima maksimum
apsorpcije na 515 nm i predstavlja stabilan radikal sa nesparenim elektronom koji je delokalizovan
kroz ceo molekul. Reakcijom sa drugim radikalom, elektronom ili atomom vodonika, dolazi do
gubitka ljubicaste boje na 515 nm.

Pomocu standardne prave izraCunava se koliko je radikala DPPH zaostalo. Parametar EC50
koji ukazuje na 50% smanjenja DPPH radikala izrazava se kao gram uzorka po gramu DPPH
radikala u reakcionoj smesi, dok se antiradikalska efikasnost (AE) izracunava kao recipro¢na
vrednost EC50 (AE=1/EC50) [228].

DPPH testom se moze meriti antioksidativnost jedinjenja koja reaguju po SET i HAT
mehanizma. S obzirom na to da se DPPH zbog svoje lipofilne prirode rastvara u organskim
rastvaratima - naj¢eS¢e u metanolu, favorizovan je SET mehanizam. Jednostavna metoda za
odredivanje antioksidativne aktivnosti malih organskih molekula. Stabilan je radikal, Sto
omogucava da se prati uticaj drugih parametara (temperatura, reakciono vreme) na reakciju [224].

2.9.2.2.3 ABTS metoda

ABTS metoda za odredivanje antioksidativnog kapaciteta se zasniva na kori§¢enju ABTS
radikalskih katjona (ABTS'), koji nastaju u reakciji izmedu ABTS-a (2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina)) i APS-a (amonijum-persulfata). Dobijeni radikali
maksimum apsorpcije imaju na 734 nm. Ukoliko jedinjenje koje se ispituje vezuje slobodni radikal,
do¢i ¢e do obezbojavanja tamno zelenog rastvora, odnosno smanjenja koncentracije ABTS™
radikala (Slika 10). Smanjenje apsorbancije ispitivanog uzorka na 734 nm u odnosu na kontrolu je
proporcionalno njegovoj antioksidativnoj aktivnosti, u smislu neutralisanja slobodnih radikala
[229]. Mehanizam antioksidativnosti ide preko HAT mehanizma, ABTS test moZe da se koristi i za
HAT i za SET antioksidanse [224].
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Slika 10. Struktura i reakcija ABTS™ radikala (preuzeto i prilagodeno iz [230])
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Rezultati dobijeni ABTS testom mogu se uporediti sa rezultatima DPPH testa i mogu se
smatrati potvrdom preciznosti metode. Medutim, metoda u kojoj se koriste ABTS radikali ima
prednost u odnosu na DPPH metodu, zbog mogucnosti rada na razli¢itim pH vrednostima i
odredivanja antioksidativnih osobina i hidrofilnih i lipofilnih jedinjenja. Kao standard se koristi
Trolox (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilhroman-2-karboksilna kiselina), analog vitamina E rastvoran u
vodi, dok se u nekim radovima koristi i askorbinska kiselina (vitamin C), zbog svoje cene i
dostupnosti [228].

2.9.2.2.4 ORAC metoda

Kapacitet apsorpcije radikala kiseonika tzv. ORAC test (od eng. Oxygen Radical
Absorbance Capacity) se zasniva na inhibiciji peroksi-radikalom (ROQ") izazvane oksidacije
ciljnog molekula, pri ¢emu se antioksidativna aktivnost bazira na prekidu radikalskog lanca reakcija
transferom atoma vodonika. Peroksi radikal ima sposobnost da direktno reaguje sa fluorescentnom
probom, pri ¢emu nastaje oksidativno modifikovani nefluorescentni proizvod. Kada se doda
antioksidant u ovakav sistem, dolazi do smanjenja brzine formiranja nefluorescentnog proizvoda,
odnosno dolazi do sporijeg smanjenja fluorescencije u odnosu na kontrolnu reakciju bez
antioksidanta. Kao izvor peroksi-radikala uobiCajeno se koristi AAPH (2,2'-azobis(2-
amidinopropan) dihidrohlorid), a kao fluorescentna proba fluorescein. Fluorescencija se snima sve
dok ne dostigne vrednost nule. Talasna duzina ekscitacije je na 493 nm, a talasna duzina emisije je
na 515 nm. Mehanizam ide preko HAT transfera, a rezultati se izrazavaju kao ekvivalenti Trolox-a.
Moze se koristiti 1 za lipofina 1 hidrofilna jedinjenja, Sto je naroCito znacajno kada se ispituju
razli¢iti biljni ekstrakti, koji imaju obe komponente [224].
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3 Nasiradovi

Produkcija inulinaza odgovornih za sintezu FOS-ova filamentoznim gljivama roda
Aspergillus je kompleksan proces i veoma aktuelan. Razumevanje procesa produkcije se moze
posti¢i proucavanjem nekoliko faza. U tom smislu su postavljeni sledeéi ciljevi ovog rada:

e razvijanje testa za brzu selekciju inulinaznih proizvoda¢a medu izolatima gljiva iz roda
Aspergillus,

e identifikacija izolata Aspergillus spp. koji su ocenjeni kao dobri proizvodaci inulinaza
tehnikama molekularne biologije,

e ispitivanje potencijala za sintezu mikotoksina medu potencijalnim proizvoda¢ima inulinaze,

e optimizacija uslova za produkciju inulinaznog kompleksa enzima upotrebom prirodnih i
otpadnih materijala supstrata u uslovima SSF-a (solid state fermentation),

e razvijanje zimograma za simultanu detekciju inulinaznog kompleksa enzima,

e produkcija FOS-ova upotrebom inulinaznog kompleksa enzima A. welwitschiae FAW1

e karakterizacija dobijenih FOSs i FOSh

e preciS€avanje 1 biohemijska karakterizacija fruktoziltransferaze kao klju€nog enzima za
produkciju FOS-ova,

e karakterizacija gena sucl koji kodira fruktoziltransferazni enzim.

3.1 Odabir potencijalnih proizvedaca inulinaza gljiva Aspergillus spp.

Pronalazenje novih proizvodaca inulinaza medu izolatima gljiva predstavlja veoma znacajnu
komponentu unapredenja na polju produkcije inulinaza i njihove primene u sintezi FOS-ova. Novi
proizvodaci su interesantni jer nude nove mogucnosti za uslove u kojim se enzimi inulinaznog
kompleksa produkuju $to zavisi od osobina i specificnosti soja, a moze da doprinese vecoj
efikasnosti produkcije. Takode, novi sojevi gljiva potencijalno poseduju enzime sa novim
karakteristikama $to obecava efikasniju primenu u sintezi FOS-ova. Odabir ili skrining potencijalni
producera medu izolatima gljiva roda Aspergillus obuhvata nekoliko nezaobilaznih faza kao $to su
izolovanje gljiva iz prirodnih staniSta, njihova 1 identifikacija do nivoa vrste 1 testiranje na
moguc¢nost produkcije inulinaza. Kao nezaobilazna faza ovde je uklju¢eno i ispitivanje odabranih
sojeva na sintezu mikotoksina kako bi se postigao najvazniji uslov za kori§¢enje enzima u dobijanju
FOS-ova, zato §to se samo sojevi koji ne produkuju mikotoksine smatraju bezbednim za koris¢enje
u procesima proizvodnje hrane [30,64].

3.1.1 lzolovanje gljiva roda Aspergillus spp.

Za izolovanje Cistih kultura koriS¢eni su uzorci iz razli¢itih delova Srbije. Izolati Aspergillus
Spp. su izolovani sa razliCitih staniSta, prikazano u Tabeli 1. U zavisnosti od uzorka sa kog se
izoluje gljiva koriS¢ene su razlicite metode izolovanja kao $to su metoda serijskog razblaZenja,
metoda iSarane ploce, metoda iscrpljenja. Za izolovanje 1 Cuvanje kultura koriS¢ene su Cvrste
podloge (sladni agar i PDA agar). Svi izolati su dobijeni kao ¢iste kulture i gajeni su do formiranja
spora na PDA koje se ¢uvaju u glicerolu na -70°C.
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Tabela 1. Aspergillus sekcija Nigri izolati kori§¢eni u ovom istrazivanju

Izolat lzvor Vrsta
FAT 1 Sladni agar
FAT 2 Kora pomorandze
FAT 25 Hleb
FAT 26 Hleb
FAT 27 Hleb
FAT 28 Hleb
FAT 29 Hleb
FAT 30 Hleb
FAT 31 Hleb
FAT 32  Hleb A. tubingensis
FAT 33 Hleb
FAT 34 Hleb
FAT 35 Hleb
FAT 36 Dzem
FAT 37 Hleb
FAT 38 Hleb
FAT 39 Celuloza
FAT 40 Kesten
FAT 41  Pirina¢
FAT 42 SmesSa zitarica
FAN 1 Limun
FAN 2 Hleb
FAN 3 Hleb
FAN 4 Tecni medijum .
FAN 5 Skrob i ekstrakt soje A. niger
FAN 6 Sambucus racemose ekstrakt
FAN 8 Kukuruzno brasno
FAN 9 Kukuruzno brasno
FAN 10  Pirinag
FAW 1 Hleb
FAW 2 Hleb
FAW 3 klindamicin
FAW 4 Limun o
FAW5  Dzem od iljiva A. welwitschiae
FAW 6 PSeni¢na slama
FAW 7 Silaza od artiGoke
FAWS8  Zelatin
FAW9  Sokod paradajza
FAU 1 Zemljiste A. uvarum
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3.1.2 Identifikacija izolovanih sojeva gljiva roda Aspergillus spp.

Ukupno je izolovano 39 cistih kultura sa razli¢itih supstrata (Tabela 1) koji pokazuju
morfoloske karakteristike crnih Aspergillus vrsta (brzo rastué¢i sa obilnom sporulacijom
tamnosmede do crne boje) koji su podvrgnuti identifikaciji do nivoa vrste tehnikama molekularne
biologije. Za identifikaciju koris¢en je CaM marker. Pored toga $to postoji baza podataka
mnogobrojnih identifikovanih sojeva koja sadrzi CaM sekvencije, ovaj identifikacioni marker se
lako umnoZzava §to je jo$ jedan od razloga zasto se preporucuje njegovo koris¢enje kod Aspergillus
vrste [7].

Ekstrakcija genomske DNA izolata gljiva gajenih na PDA podlozi uradena je koris¢enjem
CTAB protokola [231]. Micelijum gljiva je homogenizovan nakon zamrzavanja u te¢nom azotu. Na
ovaj nacin razbija se celijski zid gljive i omoguéava izlazak Celijskog materijala. Ovo je kriti¢an
korak jer moze da dode do delimi¢ne degradacije DNA, stoga je potrebno da se resuspendovanje
¢elijskog materijala uradi brzo i efikasno uz dodatak CTAB pufera, koji sadrzi 2-merkaptoetanol.
Nakon denaturacije proteina, pre svega DNaza koji mogu da ostete DNA, DNA je izolovana na
hladno uz dodatak izopropanola. Dobijena DNA je resuspendovana u TE puferu i koris¢ena je u
PCR (od eng. polymerase chain reaction) reakciji za umnozavanje CaM sekvencije.

KoriS¢enjem para prajmera CMDS5/CMD6 u PCR reakciji dobijeni su amplikoni ocekivane
duzine (otprilike 0.6 kb) kod svih ispitanih sojeva, koji su vizuelizovani agaroznom elektroforezom,
slika 11.
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Slika 11. Detekcija gena za kalmodulin umnozenog CMD5/CMD6 prajmerima, agaroznom elektroforezom; 1, 151 33 -
1 kb DNA markeri; 3- negativna kontrola; 2-46 redosled uzoraka sojeva Aspergillus opisan u Tabeli 1

Direktnim sekvenciranje dobijeni amplikona CaM gena koriscenjem istih prajmera kao i za
amplifikaciju, dobijene su nukleotidne sekvencije (duzine 528-560 nt), sastavljene koriscenjem
Pregap4 iz programskog paketa Staden [232], i uporedene sa sekvencama koje su javno dostupne
koriscenjem MegaBlast algoritma. Dobijene sekvencije deponovane su u NCBI GenBank pod
pristupnim brojevima datim na slici 12 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Sekvencije su poravnane (od eng. aligned) sa sekvencijama sojeva koji predstavljaju
najblize vrste koristeci ClustalX algoritam [44] i poredene u programu MEGA X [45]. Filogenetsko
drvo je napravljeno na osnovu delimi¢nih CaM genskih sekvencija izolata vrsta roda Aspergillus
sekcije Nigri, referentnih sojeva i Aspergillus flavus vrste koja je van Nigri sekcije, koriscenjem
metode ML programa MEGA X. Model evolucije sekvencije je prvo izabran koriscenjem opcije
,pronadi najbolji model“ u MEGA X. Pocetna stabla dobijena su primenom Neighbor-Join i BioNJ
algoritama. Prikazano je drvo sa najvecom verovatnocom. Nazivi sojeva i pristupni brojevi dati su u
zagradama. Referentni sojevi su prikazani podebljano, slika 12.

U filogenetskim analizama dobijenih CaM sekvencija i reprezentativnih sojeva najblizih
vrsta, izolati vrsta roda Aspergillus sekcije Nigri grupisani su u kladu Aspergillus niger i formirali
su Cetiri odvojena podklastera sa predstavnicima Cetiri vrste, ¢ime je potvrdena identifikacija 20
izolata kao A. tubingensis, devet kao A. welwitschiae, devet kao A. niger i jednog kao A. uvarum
(slika 12).
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Aspergillus tubingensis FAT32 (MW748393)
Aspergillus tubingensis FAT33 (MW748394)
Aspergillus tubingensis FAT31 (MW748392)
Aspergillus tubingensis FAT30 (MW748391)
Aspergillus tubingensis FAT29 (MW748390)
Aspergillus tubingensis FAT27 (MW748388)
Aspergillus tubingensis FAT26 (MW748387)
Aspergillus tubingensis FAT25 (MW748386)
Aspergillus tubingensis FAT1 (MW748384)
II Aspergillus tubingensis FAT2 (MW748385)
Aspergillus tubingensis FAT28 (MW748389)
Aspergillus tubingensis FAT34 (MW748395)

Aspergillus tubingensis FAT35 (MW748396)
Aspergillus tubingensis FAT36 (MW748397)
Aspergillus tubingensis FAT37 (MW748398)
Aspergillus tubingensis FAT39 (MW748400)
Aspergillus tubingensis FAT40 (MW748401)
Aspergillus tubingensis FAT41 (MW748402)
Aspergillus tubingensis FAT42 (MW748403)

[ Aspergillus tubingensis FAT38 (MW748399)
Aspergillus tubingensis NRRL 4875 (EF661151)
Aspergillus niger FANS (MW748411)

Aspergillus niger FAN10 (MW748412)
Aspergillus niger FAN8 (MW748410)
Aspergillus niger FAN6 (MW748409)

93 | Aspergillus niger FAN2 (MW748405)
Aspergillus niger FAN1 (MW748404)
Aspergillus niger NRRL 326 (EF661154)
Aspergillus niger FAN3 (MW748406)
Aspergillus niger FAN4 (MW748407)

— Aspergillus niger FAN5 (MW748408)

9 Aspergillus welwitschiae FAW2 (MW748414)

Aspergillus welwitschiae FAW3 (MW748415)
Aspergillus welwitschiae FAW4 (MW748416)
Aspergillus welwitschiae FAWS (MW748417)

Aspergillus welwitschiae FAW6 (MW748418)
100 | Aspergillus welwitschiae FAW7 (MW748419)
Aspergillus welwitschiae FAW8 (MW748420)
Aspergillus welwitschiae FAW9 (MW748421)
Aspergillus welwitschiae FAW1 (MW748413)

Aspergillus welwitschiae CBS 139.54 (KC480196)

 EEE— Aspergillus uvarum FAU1 (MW748422)
100 L Aspergillus uvarum ITEM 4834 (AM745755)

Aspergillus flavus NRRL 1957 (EF661508)

0.050

Slika 12. Filogenetsko stablo od 39 sekvencija CaM gena izolata vrsta roda Aspergillus sekcije Nigri dobijenih u ovom
radu, referentnih sojeva i Aspergillus flavus koji je koris¢en radi ukorenjivanja. Nazivi sojeva i pristupni brojevi dati su
u zagradama.

29



Pronalazak novih potencijalnih proizvodaca medu izolatima filamentoznih gljiva je znacajan
korak u biotehnoloskom procesu produkcije enzima. Zahvaljuju¢i genetskoj raznolikosti unutar
vrsta filamentoznih gljiva pronalazak i upotreba novih proizvoda¢a moze da ponudi enzime Sa
drugacijim karakteristikama (supstratna specificnost, pH i temperaturni optimumi) koje mogu biti
znacajne za njihovu upotrebu.

3.1.3 Razvijanje testa za brzu selekciju gljiva proizvodaca inulinaznih enzima

Da bi se prevaziS$le mane selekcionih testova koji se Kkoriste za izbor potencijalnih
inulinaznih proizvodaca medu filamentoznim gljivama [7,50] za izradu ove teze razvijen je novi
jedinstven test. Cilj razvoja ovog testa bio je da se za kratko vreme ispita $to veci broj potencijalnih
proizvodaca inulinaze. Ispitivani sojevi gljiva iz naSe laboratorijske banke sojeva UB483 su
uzgajani na ¢vrstoj modifikovanoj Czapek-ovoj podlozi u kom je saharoza zamenjena ekstraktom
jerusalimske artiCcoke bogate inulinom, koji predstavlja glavni izvor ugljenika. Fermentacija je
trajala 33 h bez sporulacije. Ovako kratak period gajenja pokazao se kao dovoljan za rast gljiva i
produkciju inulinaznih enzima. Kratko vreme fermentacije je veoma vazno i za izbegavanje
sporulacije gljiva, $to je nepoZzeljno narocito kada se radi sa velikim brojem sojeva gljiva iz vise
razloga: unakrsna kontaminacija, bezbednost onih koji obavljaju posao i moguci lazni rezultati koji
nastaju zbog promena u proizvodnji enzima usled pojave sledece generacije hifa [233]. Ovom
metodom mozZe se ispitati veliki broj sojeva, smanjuje se vreme trajanja procesa, a samim tim i
cena. Metoda ne zahteva upotrebu opasnih hemikalije koje ogranicavaju rast, niti specijalnu
opremu. Za odredivanje enzimske aktivnosti se koristi fermentacioni ekstrakt.

3.1.3.1 Potraga za sojevima proizvodacima inulinaznih enzima

Sli¢an difuzioni kvalitativni enzimski test za ispitivanje velikog broja uzoraka posluzio je za
razvijanje novog difuzionog enzimskog testa sa inkorporiranim supstratom [51]. Umesto agaroznog
gela ovde je koris¢en poliakrilamidni gel koji je ¢vrS¢e strukture i jednostavniji za manipulaciju i
dokumentovanje rezultata. Fermentacione tec¢nosti nanoSene su u bunare napravljene na 6%
poliakrilamidnom gelu sa inkorporinanim inulinom (finalna koncentracija 1%) sa medusobnim
razmakom od 1 cm §to omogucava ravnomernu difuziju enzima u gel i kontakt sa supstratom.
Nakon inkubiranja 18 h na 37 °C, gel je obojen NBT-om u baznoj sredini, pri ¢emu nastaju plavo-
ljubicasto obojeni precipitati proizvoda hidrolize inulina (slika 13). Za potrebe difuzionog testa
optimizovana je koli¢ina dodatog enzima (20 uL), koncentracija supstrata (1% inulin) i vreme
reakcije (18 h). Testirano je ukupno 39 izolata iz laboratorijske banke sojeva (prikazanih u tabeli 1)
a rezultati selekcionog testa su prikazani na slici 13. Ukupno 22 izolata od 39 ispitanih su bili
pozitivni: 10 izolata A. tubingensis, Sest izolata A. niger i Sest izolata A. welwitschiae (Slika 13).
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Slika 13. Difuzioni test inulinazne aktivnosti izolata Aspergillus spp. Redosled uzoraka je naznacen shematski
brojevima i slovima ¢iji je opis dat u tekstu

Redosled testiranih izolata je slede¢i: Od Al do B3 su izolati identifikovani kao A. niger
(FANL, 2, 3,4,5, 6, 8,9, 10); od B4 do C6 su izolati identifikovani kao A. welwitschiae (FAW1, 2,
3,4,5 6,7, 8, 9); D1 je izolat identifikovan kao A. uvarum (FAU1); od D2 do G3 su izolati
identifikovani kao A. tubingensis (FATL, 2, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39,
40, 41, 42); od G4 do G6 su denaturisani enzimi kori$¢eni kao negativna kontrola (slika 13).

Tacénost i pouzdanost difuzionog testa je potvrdena spektrofotometrijskim odredivanjem
enzimske aktivnosti uzoraka. Sojevima koji su pokazali aktivnost u difuzionom skrining testu
potvrdena je inulinazna aktivnost enzimskim esejem [48,234], a rezultati su prikazani u Tabeli 2,
predstavljeni kao U/mL. Vrednosti enzimskih aktivnosti su potvrdile pouzdanost difuzionog testa.
Svi ispitani uzorci su imali inulinaznu aktivnost medu kojima su uzorci sa vec¢om vrednosti
aktivnosti pokazali i veéi intenzitet plavo-ljubiCastih precipitata na mestu nano$enja u difuzionom
gelu.
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Tabela 2. Rezultati difuzionog testa i inulinazna aktivnost (U/mL)

Izolat Vrsta Difuzioni test | Inulinazna aktivnost (U/mL) £ SEM
FAT 1 A. tubingensis - n.t.
FAT 2 A. tubingensis - n.t.
FAT 25 A. tubingensis - n.t.
FAT 26 A. tubingensis - n.t.
FAT 27 A. tubingensis + 0,098+0,002
FAT 28 A. tubingensis - n.t.
FAT 29 A. tubingensis + 0,101+0,003
FAT 30 A. tubingensis + 0,067%0,006
FAT 31 A. tubingensis + 0,123+0,003

FAT 32 A. tubingensis + 0,119+0,002
FAT 33 A. tubingensis - n.t.
FAT 34 A. tubingensis + 0,075%0,003
FAT 35 A. tubingensis + 0,104+0,002
FAT 36 A. tubingensis - n.t.
FAT 37 A. tubingensis - n.t.
FAT 38 A. tubingensis + 0,096+0,004
FAT 39 A. tubingensis + 0,122+0,002
FAT 40 A. tubingensis - n.t.
FAT 41 A. tubingensis + 0,193+0,005
FAT 42 A. tubingensis - n.t.
FAN 1 A. niger + 0,079+0,007
FAN 2 A. niger - n.t.
FAN 3 A. niger + 0,064+0,011
FAN 4 A. niger - n.t.
FAN 5 A. niger + 0,118+0,007
FAN 6 A. niger - n.t.
FAN 8 A. niger + 0,180+0,009
FAN 9 A. niger + 0,140+0,007
FAN 10 A. niger + 0,163+0,005
FAW 1 | A. welwitschiae + 0,472+0,004
FAW 2 | A. welwitschiae + 0,127+0,005
FAW 3 | A. welwitschiae + 0,144+0,007
FAW 4 | A. welwitschiae + 0,135+0,006
FAWS5 | A. welwitschiae - n.t.
FAWG6 | A. welwitschiae + 0,468+0,002
FAW7 | A. welwitschiae - n.t.
FAWS8 | A. welwitschiae - n.t.
FAW9 | A. welwitschiae + 0,366+0,004
FAU 1 A. uvarum - n.t.

n.t. — nisu testirani
SEM - Standardna greska u merenju (od eng. standard error measurement)

Medu svim ispitivanim vrstama pronadeni su izolati koji proizvode i oni koji ne proizvode
inulinaze. Vecina izolata A. niger i A. welwitschiae i polovina izolata A. tubingensis dali su
pozitivne rezultate u difuzionom testu. Nakon odredivanja inulinazne aktivnosti
spektrofotometrijskom metodom, tri soja A. welwitschiae (FAW1, FAW6, FAW9) pokazali su se
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kao najbolji produceri inulinaznih enzima. S obzirom da je poznato da gljive roda Aspergillus imaju
sposobnost produkcije mikotoksina [62], odredivanje produkcije mikotoksina, bio je neophodan
korak, ne bi li se omogucila njihova bezbedna upotreba kao proizvodaca enzima ¢ija bi primena bila
u prehrambenoj industriji [4].

3.2 Mikotoksini

Potencijalni inulinazni proizvodadi su ispitivani na moguénost produkcije glavnih
mikotoksina, ohratoksin A (OTA) i fumonizini (FB).

3.2.1 Produkcija enzima i mikotoksina

Svi izolati A. welwitschiae podvrgnuti su daljim analizama, a prvi korak je bio da se utvrdi
da li se mikotoksini proizvode u uslovima koji su optimalni za proizvodnju enzima. SSF
(fermentacija u ¢vrstom stanju) je dobar izbor za gajenje gljiva i proizvodnju enzima zahvaljujuci
svojim prednostima, kao $to su niska cena, visoka efikasnost, smanjena kataboli¢ka represija, lako
odrZavanje, jednostavno povecanje koli¢ine [235]. Agroindustrijski otpad i/ili nusproizvodi sastoje
se uglavnom od sloZenih ugljenih hidrata 1 sirovih proteina koji mogu biti korisni nutrijenti za rast
mikroba, ali i kao inducibilni supstrat za proizvodnju enzima [9,68]. Lomljeno zrno tritikalea, koji
se u ranijim eksperimentima pokazao kao dobar inducer razli¢itih enzimskih kompleksa [77]
koriS¢en je za gajenje izolata A. welwitschiae.

Ekstrakcione tecnosti dobijene nakon fermentacije koriS¢ene su za ispitivanje prisustva
mikotoksina i1 za odredivanje inulinazne aktivnosti. Pored toga svim uzorcima je odredena
koncentracija proteina Bradforovom metodom (Tabela 3). Najveca inulinazna aktivnost dobijena je
u uzorcima FAW1 i FAWG (Tabela 3).

Tabela 3. Inulinazna aktivnost A. welwitschiae sojeva gajenih na &vrstoj podlozi (lomljeno zrno tritikala) u 96 satu
produkcije

Koncentracija Inulinazna S pe?iﬁéna . . ..
Izolat proteina aktivnost Igﬂl:\r/]ﬁérs]f Pr?gfrﬁ_'\//r?)%t M(' ko/t::llis)m'
(mg/mL) (U/mL) (Umg) He
FAW 1 0,22+0,012 10,4+0,8? 46,057+3,5272 0,11+0,012 0?
FAW3  0,326+0,012° 1,087+0,035° 3,437+0,115° 0,01+0,00P 1,87°
FAW4 0,257+0,015  0,890+0,026" 3,443+0,107* 0,01+0,00" 2,62°
FAW 6 0,33+0,02¢ 6,353+0,337¢ 18,943+1,017¢ 0,0630,006° 0%
FAW9 0,309+0,001°  1,450+0,095"  4,613+0,301°°  0,013%0,006"* 0.39°

Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost tri nezavisna merenja + sd (eng. standard deviation).
Vrednosti obelezene istim slovom se statisti¢ki ne razlikuju znacajno prema Tukey-ovom testu (p<0,05).

Svi dobijeni ekstrakti sojeva A. welwitschiae podvrgnuti su HPLC analizi koja za cilj ima
utvrdivanje prisustva mikotoksina u podlozi odnosno u dobijenoj ekstrakcionoj te¢nosti.
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3.2.1.1 HPLC analiza mikotoksina

Analizirano je prisustvo fumonizina (FB1 i FB2) kao i prisustvo ohratoksina (OTA).
Proizvodnja FB2 je potvrdena u izolatima FAW2, FAW3, FAW4, FAWS5 i FAW9 nakon HPLC
analize njihovih fermentacionih te¢nosti, dok ni u jednom od analiziranih izolata nije otkrivena
proizvodnja FB1 (Tabela 4).

Da bi se proizvoda¢ enzima koji se koristi u hrani mogao okarakterisati kao bezbedan nije
dovoljno ispitati prisustvo mikotoksina u enzimskom preparatu (fermentacionoj tecnosti) ve¢ je
neophodno ispitati i njegov genetski potencijal za produkciju mikotoksina kako bi se obezbedilo da
u sluc¢aju malih promena u produkcionoj fermentaciji ne postoji mogucnost produkcije mikotoksina
[30,55]. Ova analiza je podrazumevala ispitivanje prisustva klastera gena odgovornih za ekspresiju
mikotoksina ohratoksin A (OTA) i fumonizina (FB).

3.2.1.2 Analiza klastera gena mikotoksina

Svi izolati A. niger i A. welwitschiae analizirani su na prisustvo Sest gena u fum klasteru i
Cetiri gena u ota klasteru i dobijeni rezultati su prikazani u tabeli 4. HPLC analiza pokazala je da
nijedan od testiranih sojeva A. welwitschiae nije produkovao ohratoksin, $to je potvrdeno i PCR
analizama klastera ota gena. Stavise, nasi rezultati ukazuju na skoro potpuno brisanje ota klastera u
A. welwitschiae sojevima $to je u saglasnosti sa prethodno objavljenim rezultatima Susca et al [63].
lako je dokazano da postoje izolati koji ne produkuju ohratoksin i pored nepotpune delecije ota
klastera [236], potpuno brisanje ota Klastera ukazuje na gubitak sposobnosti za proizvodnju
ohratoksina pod bilo kojim uslovima. U vecini studija procenat sojeva A. welwitschiae koji
produkuju ohratoksin je veoma nizak i varira od 0 do 1% [236-238], dok rede ide i do 25%
identifikovanih gljiva [63].

Kod svih izolata A. niger doslo je do umnoZavanja svih Sest fum gena, dok se kod izolata A.
welwitschiae javljaju dva obrasca amplifikacije. Prvi obrazac amplifikacije prisutan je kod dva
izolata (FAWL1 i FAWSG), kod kojih je potvrdeno prisustvo samo fuml i fuml15 gena za razliku od
Sest izolata (FAW2, FAW3, FAW4, FAWS, FAW7 1 FAW9) kod kojih je prisutan drugi obrazac
amplifikacije kojim je potvrdeno prisustvo fuml, fum7, fum10, fum15 i fum21Il gena. Amplifikacija
fum211 gena nije dobijena ni u jednom od A. welwitschiae izolata (Tabela 4).

Direktno sekvenciranje dobijenih fuml amplikona iz A. niger i A. welwitschiae dalo je
nukleotidne sekvence duzine 630-678 nt, koje su deponovane u NCBI GenBank pod pristupnim
brojevima datim na slici 14. Filogenetske analize zasnovane su na parcijalnim fuml sekvencama
gena 19 sojeva A. niger i 18 sojeva A. welwitschiae sojeva iz naSe laboratorijske banke sojeva pri
¢emu su uporedene sa drugim, prethodno opisanim i okarakterisanim sojevima. Neukorenjeno fuml
filogenetsko stablo ukazuje na grupisanje sojeva A. welwitschiae u dva odvojena klastera. Jedan
klaster obuhvata samo sojeve koji ne proizvode FB, dok drugi klaster sadrzi i jedne i druge sojeve.
Medutim, nisu formirani posebni klasteri za A. niger i A. welwitschiae izolate.

Ni kod jednog od testiranih izolata A. niger i A. welwitschiae nije doslo do amplifikacije
nijednog od ota gena. HPLC analiza potvrdila je rezultate dobijene analizom gena i pokazala da
analizirani izolati A. welwitschiae ne proizvode ohratoksin u ovim uslovima gajenja (Tabela 4).
Takode dobijeni rezultati pokazaju da je od osam testiranih sojeva A. welwitschiae pet proizvelo
fumonizin B2 (FB2), dok su ostala tri (FAW1, FAW6, FAWT?) bila negativna (Tabela 4).
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Tabela 4. Produkcija fumonizina (FB1, FB2) i ohratoksina A (OTA) i umnozavanje gena Koji kodiraju mikotoksine kod
A. niger i A. welwitschiae izolata

. . Klaster
Mikotoksini -
(ng/mL) Klaster gena za fumonizin gena za
Vrsta Izolat ohratoksin
fum fum fum fum fum2l1 fum21l
FB1 FB2 OTA 1 7 10 15 | I Ota 1,235
A. niger FAN 1 n.t. n.t. n.t. + + + + + + -
A. niger FAN 2 n.t. n.t. n.t. + + + + + + -
A. niger FAN 3 n.t. n.t. n.t. + + + + + + -
A. niger FAN 4 n.t. n.t. n.t. + + + + + + -
A. niger FAN 5 n.t. n.t. n.t. + + + + + + -
A. niger FAN 6 n.t. n.t. n.t. + + + + + + -
A. niger FAN 8 n.t. n.t. n.t. + + + + + + -
A. niger FAN 9 n.t. n.t. n.t. + + + + + + -
A. niger FAN10 n.t. n.t. n.t. + + + + + + -
A. welwitschiae FAW 1 0 0 0 + - - + - - -
A. welwitschiae FAW 2 0 2,85 0 + + + + - + -
A. welwitschiae FAW 3 0 1,87 0 + + + + - + -
A. welwitschiae FAW 4 0 2,62 0 + + + + - + -
A. welwitschiae FAW 5 0 2,38 0 + + + + - + -
A. welwitschiae FAW 6 0 0 0 + - - + - - -
A. welwitschiae FAW 7 0 0 0 + + + + - + -
A. welwitschiae FAW 9 0 0,39 0 + + + + - + -

n.t. - nisu testirani

Medutim, kod jednog A. welwitschiae soja (FAW?7) otkriven je nedostatak proizvodnje FB,
Cak i u prisustvu kompletnih gena fum klastera. Dva su moguca razloga takvog ishoda: I)
proizvodnja fumonizina moze varirati pod razli¢itim uslovima, stoga se ne moze iskljuciti da soj
moze proizvesti FB pod nekim drugim uslovima gajenja gljive II) na proizvodnju FB mogu uticati
regulatorni geni koji se nalaze izvan fum klastera, kao $to je slucaj sa Fusarium sp [239].

Rezultati analize dobijenih sekvenci gena fuml, koji se smatra kljuénim genom u
biosintetskom putu FB, jer kodira poliketid sintazu [240], u skladu su sa rezultatima filogenetske
analize fuml i fum15 nukleotidnih sekvenci, objavljenim ranije [64]. Filogenija delimi¢ne fuml
nukleotidne sekvence, pokazala je razdvajanje sojeva A. welwitschiae u dve dobro podrzane klade,
od kojih se jedna sastojala isklju¢ivo od sojeva koji ne produkuju fumonizine, dok se druga
sastojala od sojeva koji u zavisnosti od uslova mogu da proizvode ili ne proizvode fumonizine
(Slika 14).
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Slika 14. Filogenetsko stablo 17 fum1 sekvencija izolata vrsta roda Aspergillus sekcije Nigri dobijenih u ovom radu.
Nazivi sojeva i pristupni brojevi dati su u zagradama.

Evoluciono drvo napravljeno je koriscenjem ML metode i Kimura 2-parametarskog modela
od 17 fuml sekvencija izolata vrsta roda Aspergillus sekcije Nigri dobijenih u ovom radu.
Prikazano je drvo sa najvecom verovatnocom. Stablo je nacrtano u razmeri, sa duzinama grana
merenim brojem promena, slika 14.
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Za razliku od rezultata analize ota gena koji su u potpunosti konzistentni sa prethodno
objavljenim rezultatima [63], analiza fumonizina je otkrila nesto drugaciju situaciju. U nasem radu,
sojevi A. welwitschiae sa nekompletnim PCR uzorkom Klastera fum gena (u poredenju sa A. niger i
f-1 obrascem A. welwitschiae) pokazali su se sposobnim da proizvedu FB, iako se nepotpunost
ogledala kao prisustvo samo delimi¢ne amplifikacije fum 21 gena. U radu Susca et al [63] samo
sojevi A. welwitschiae sa intaktnim klasterom fum (u poredenju sa A. niger) i S$ablonom
amplifikacije f-1 fum gena su u stanju da proizvode fumonizine. Nedostatak amplifikacije fum 211
gena kod A. welwitschiae koji produkuje fumonizin mozda ne znai nefunkcionalni fum 21, s
obzirom da su Sun et al. [241] pokazali da je funkcionalni fum 21 neophodan za sintezu FB u
Fusarium proliferatum.

Soj FAW7 je prvobitno izabran kao dobar proizvodac inulinaze i to pri uslovima u kojima
nije dolazilo do koprodukcije mikotoksina (FB). Medutim, analizom gena ustanovljeno je
postojanje fum klastera $to u nekim uslovima gajenja moze dovesti do produkcije mikotoksina, pa
samim tim ovaj soj predstavlja znacajan rizik ukoliko se upotrebljava kao proizvoda¢ enzima za
ishranu. Ohrabruje ¢injenica da medu odabranim proizvodac¢ima inulinaza dva soja FAW1 1 FAW6
ne produkuju ni jedan od mikotoksina (OTA i FB) i ne poseduju potencijal za njihovu produkciju
potencijal za dalju evaluaciju i mogucu upotrebu u proizvodnji inulinaza.

Gajenjem na prirodnom supstratu (lomljeno zrno tritikala) navedeni soj FAWL1 ne produkuje
nijedan potencijalni mikotoksin. Potpuno odsustvo ota genskog klastera i dela fum genskog
klastera, pokazano i na molekularnom nivou, potvrduje da ne postoji mogucénost produkcije toksina
¢ak 1 ukoliko se gljiva gaji na nekoj podlozi drugacijeg sastava. Uz rezultate dobijene difuzionim
testom (Slika 13) i odredivanjem inulinazne aktivnosti DNS-om (Tabela 3) dosli smo do zakljucka
da FAW1 predstavlja najpogodniji soj za optimizaciju produkcije enzima inulinaznog kompleksa za
upotrebu u prehrambenoj industriji.

3.3  Produkcija enzima odabranim sojem A. welwitchiae FAW1

Izolat FAW1 je koris¢en za produkciju inulinaznog kompleksa koji ¢ine InuA, InuE, FTase,
FFase, na razli¢itim prirodnim i otpadnim materijalima. Koris¢eni su tritikale, jerusalimska articoka
i pSeni¢ne mekinje. Svi materijali predstavljaju bogat izvor ugljenih hidrata i minerala neophodnih
za rast filamentoznih gljiva. Ispitivan je njihov uticaj na produkciju inulinaznih enzima pojedina¢no
i u kombinovanim supstratima. Produkcione fermentacije su postavljene kao SSF na 28 °C i RH
60% tokom 96 h.

U podlozi je kori$¢ena jerusalimska arti¢oka koja je u daljem tekstu i slikama ozna¢ena kao
A. Podloge koje u svom sastavu ukljucuju jerusalimsku artiCoku, pSeni¢ne mekinje i pepton (u
manjoj 1 vecoj koncentraciji) u daljem tekstu i1 slikama oznacene su sa AWP i AWP+, redom.
Podloga koja sadrzi lomljeno zrno tritikalea u daljem tekstu i slikama oznacena je sa T, dok je
podloga ¢iji sastav podrazumeva jerusalimsku artiCoku i lomljeno zrno tritikalea u daljem tekstu i
slikama oznacena sa AT. Opis podloga je dat u Tabeli 18 u Poglavlju 4.3.

Sastav supstrata koji se koristi tokom gajenja gljive utie na razli¢itu produkciju inulinaznih
enzimskih kompleksa. Dobijeni enzimski kompleksi su okarakterisani pri ¢emu su
spektrofotometrijski odredene aktivnosti svih produkovanih enzima. Ukupna inulinazna aktivnost
odredena je koris¢enjem 0,5% inulina kao supstrata, dok je za odredivanje B-fruktofuranozidazne
aktivnosti (FFase) koris¢ena 10% saharoza. Endoinulinazna aktivnost (InuA) odredena je
koris¢enjem 2% rastvora azo-fruktana, a za odredivanje egzoinulinazne aktivnosti (InuE) koris¢en
je 1% rastvor inulooligosaharida. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost tri nezavisna eseja +
SEM (od eng. standard error measurement).

Aktivnost produkovanih enzima inulinaznog kompleksa InuA, InuE, FTase, FFase zavisi od
supstrata koris¢enog tokom gajenja soja FAW1. Ukoliko se soj FAWI gaji na podlozi koja sadrzi
jerusalimsku articoku (A i AWP), dobija se najmanja aktivnost za svaki od testiranih enzima.

37



Povecanje proizvodnje enzima se dobija povecanjem sadrzaja azota (peptona) u supstratu pa tako
uzorak AWP+ ima najvecu aktivnost FFase (6,3 U/mL). Gajenjem soja na podlozi koja sadrzi
lomljeno zrno tritikalea i ekstrakt jerusalimske artiCoke (AT) ili na podlozi koja sadrzi samo
lomljeno zrno tritikalea (T) dobija se najveta egzoinulinazna aktivnost (InuE) (2,3 U/mL i 2,4
U/mL) kao i najveca endoinulinazna aktivnost (InuA) (29 U/mL i 34 U/mL). S druge strane, uzorci
A, AWP i AWP+ pokazuju nisku aktivnost InuE, slika 15.
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Slika 15. Enzimske aktivnosti (U/mL) A. welwitschiae FAW1 inulinaznog kompleksa produkovanog tokom SSF-a na
podlogama razli¢itog sastava (A, AWP, AWP+, AT i T) prikazanog u Tabeli 18 (Poglavlje 4.3).

Uzorci dobijeni gajenjem FAWL1 na podlozi sa tritikaleom (AT i T) pokazuju visok nivo
aktivnosti InuA odreden spektrofotometrijskom metodom, slika 15. Rezultati pokazuju da FAW1
soj produkuje dominantno egzoinulinazu (InuE) i endoinulinazu (InuA) kada se uzgaja na supstratu
tritikalea.

Ranija istrazivanja su pokazala da jerusalimska arti¢oka indukuje produkciju inulinaza kod
gljiva, [79,242]. U ovom istrazivanju smo pokazali da i supstrat koji sadrzi samo lomljeno zrno
tritikalea indukuje produkciju inulinaznih enzima (InuA 1 InuE) pri ¢emu je njihova aktivnost
znatno veca u poredenju sa aktivnostima koje su dobijene gajenjem soja na supstratima baziranim
na jerusalimskoj articoki.

Tritikale se u ranijim eksperimentima pokazao kao dobar supstrat za gajenje gljiva i
produkciju enzimskih kompleksa (amilaze, lakaza, ksilanaze, celulaze) [67,77,243], a ovim
eksperimentima smo utvrdili da ovako kompleksni supstrat predstavlja dobar supstrat i za
produkciju inulinaznih enzima. PSeni¢ne mekinje su takode pogodan supstrat za gajenje gljive i
produkciju enzima [69]. Obogacivanje supstrata od homogenizovane jerusalimske artiCoke
mekinjama i peptonom (povecanje izvora azota) je dovelo do povecanja produkcije inulinaza, slika
15.

Dobijen inulinazni kompleks je bilo potrebno dodatno okarakterisati. Nepostojanje
adekvatne zimogramske metode kojom bi se utvrdilo prisustvo svih vrsta inulinaza u kompleksu je
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nametnulo slede¢i cilj ovog rada, a to je razvoj jedinstvene zimogramske metode za simultanu
detekciju enzima inulinaznog kompleksa.

3.3.1 Zimogramska detekcija enzima inulinaznog kompleksa

Razvijena je metoda koja podrazumeva simultanu detekciju enzima koji pripadaju
inulinaznom kompleksu (InuA, InuE, FTase) nakon samo jednog elektroforetskog razdvajanja
enzima iz fermentacione tecnosti. Nakon nativne PAG elektroforeze gel sa razdvojenim proteinima
se istovremeno printuje na PVDF membranu (detekcija fruktofuranozidaze) i agar-agarni gel sa
inkorporiranim inulinom (detekcija endoinulinaze), slika 16.

lako smo tokom pretrage sojeva za difuzioni test Koristili poliakrilamidni gel sa
inkorporiranim supstratom (opisano u poglavlju 3.1.3.1) za simultanu zimogramsku detekciju se
kao bolji pokazao agar-agar gel sa inkorporiranim inulinom koji je obezbedio laksu i brzu difuziju
enzima iz PAA nativhog gela zbog vecih unutrasnjih trodimenzionalnih pora koje nastaju
polimerizacijom agar-agra.

} Filter papir

FFase — PVDF membrana

—  PAA nativni gel

InuA — Agar-agar gel sa inulinom

Slika 16. Shema *’sendvi¢a’’ za simultanu zimogramsku detekciju enzima inulinaznog kompleksa (FFase, InuE i InuA).
Strelice na slici pokazuju smer kretanja enzima tokom transfera. PVDF — poliviniliden-difluorid; PAA-poliakrilamid.

Kada je u pitanju detekcija endoinulinaze Kongo crvena boja koja je u ranijim testovima
koris¢ena za detekciju endoinulinazne aktivnosti u agaroznom gelu [151,152] zamenjena je
nekancerogenim Lugolovim rastvorom. Kao rezultat dobija se braon narandzasti gel sa svetlim
zonama na mestu gde je inulin degradovan ukazujuci na postojanje endoinulinazne aktivnosti (slika
17b). Gel koji se Koristi za detekciju endoinulinazne aktivnosti je agar-agarni gel (1,5%) sa
inkorporiranim inulinom (finalna konc. inulina 1%) kao supstratom. Zbog svoje strukture ovaj gel
se pokazao kao ¢vrs¢i Sto omogucava lakSe rukovanje u odnosu na agarozni gel, pri cemu se
preciznost i rezolucija u enzimskoj detekciji ne smanjuju.

Za detekciju B-fruktofuranozidaze koris¢ena je PVDF membrana, inkubirana u 1% rastvoru
saharoze, a redukujuci Seceri nastali enzimskom aktivno$¢éu detektovani su rastvorom NBT-a (od
eng. nitro blue tetrazolium). Kao rezultat nastaje nerastvorni kompleks izmedu NBT-a 1 redukujuc¢ih
Secera plavo ljubicaste boje (slika 17¢), ukazujuéi na postojanje enzimske aktivnosti.

Egzoinulinazna aktivnost detektovana je na PAA gelu nakon zavrSenog transfera. Gel je
inkubiran u 1% rastvoru inulooligosaharida, a redukuju¢i Seceri nastali enzimskom aktivnoscu
detektovani rastvorom NBT-a, pri ¢emu je nastao nerastvoran kompleks plavo-ljubicaste boje (slika
17a).

U uzorcima T i AT detektovane su tri izoforme InuE gde je njihov intenzitet bio
najizrazeniji u poredenju sa ostalim uzorcima (slika 17a). Intenzitet ostalih uzoraka bio je u
korelaciji sa InuE aktivnoscu detektovanom DNS metodom (slika 15).
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Svi testirani uzorci pokazuju endoinulinazanu aktivnost i ukupno je detektovano 5 InuA
izoformi (slika 17b). lzoforme InuAl (glavna izoforma/najintezivnija) i InuA2 detektovane su u
uzorcima A i AWP. Kod uzoraka AT and T dobijene su tri izoforme od kojih je InuA2
najintezivnija, a javljaju se i InuA3 i InuA4 izoforme. Uzorak AWP+ se razlikuje od ostalih
uzoraka zbog prisustva izoforme InuAS5. Najveéa endoinulinazna aktivnost detektovana
spektofotometrijskom metodom je u uzorku T, Sto odgovara intenzitetu izofome InuA2 istog
uzorka, nakon zimogramske detekcije.

Svi uzorci pokazuju P-fruktofuranozidaznu aktivnost i kod svih su detektovane dve
izoforme pri ¢emu se nijedna od njih ne poklapa sa prethodno opisanim InuA i InuE izoformama
(slika 17c).

A AWP AWP+ AT T A AWP AWP+ AT T A AWP AWP+ AT T

2 | - e ‘
3— = :
2— g | .
. ot «—4
«5
—1
a) InuE b) InuA c¢) FFase

Slika 17. Simultana zimogramska detekcija inulinaznih kompleksa (InukE, InuA i FFase) dobijenih gajenjem gljive A.
welwitschiae FAW1 na SSF-u kori§¢enjem razli¢itih supstrata; A, AWP, AWP+, AT i T opis uzoraka preuzet iz opisa
koris¢enih podloga (prikazano u Tabeli 18); strelice oznadavaju pozicije enzimskih izoformi.

Zimogramska detekcija enzima nakon nativne elektroforeze ukazala je na postojanje
razli¢itih izoformi inulinaznih enzima (InuA, InuE, FFase), ¢ija se produkcija i koli¢ina razlikuju 1
zavise od podloge na kojoj je gljiva gajena. Tako soj A. welwitschiae FAW1 dominantno proizvodi
InuA kada se gljiva gaji na supstratu tritikalea, dok je produkcija FFase dominantna ukoliko se
gljiva gaji na supstratima jerusalimske arti¢oke i pSeni¢nih mekinja.

Poznato je da gljive mnoge enzime produkuju u vidu vise izoformi [244], ali su do skoro
inulinaze gljiva obi¢no detektovane kao jedna izoforma [151,245], $to moze biti posledica
neadekvatne zimogramske metode za analiziranje fermentacionih ekstrakta. Novorazvijena
zimogramska tehnika pomogla bi da se prevazidu opisana ograni¢enja i ujedno prosiri znanje o
inulinazama gljiva.

Dobijeni okarakterisani inulinazni kompleksi su zatim kori§¢eni za ostvarivanje sledeceg
cilja ovog rada u produkciji fruktooligosaharida.
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3.4  Upotreba dobijenih enzimskih kompleksa za sintezu fruktooligosaharida

Egzoinulinaza (InuE) predstavlja jedan od vaznih enzima u produkciji fruktooligosaharida
hidrolizom inulina, ta¢nije hidrolizom jedne fruktozne jedinice sa redukujuceg kraja oligosaharida
prethodno dobijenog aktivno$¢u endoinulinaze (InuA) [5]. Uobicajeno se za sintezu FOS-ova
koriste pojedinacni inulinazni enzimi (InuA i InuE) [6,110].

Pored ovih enzima upotrebu u dobijanje FOS-ova imaju i FFase i FTase [141].
Fruktofuranozidazna (FFase) i fruktoziltransferazna (FTase) aktivnost detektovane su u uzorku
AWP+. Poredenjem sa drugim uzorcima u kojima je aktivnost navedenih enzima bila manja,
zakljuceno je da je podloga obogacena peptonom (AWP+) najbolja za produkciju FFase 1 FTase.

Tabela 5. Enzimske aktivnosti InuA, FFase i InuE A. welwitschiae FAW1 (U) kori§¢ene u reakcionoj smesi za dobijanje
fruktooligosaharida (FOSs i FOSh)

Enzimski | Endoinulinaza | B-fruktofuranozidaza Egzoinulinaza
kompleks (InuA) (U) (FFase) (U) (InuE) (V)
A 1,54 0,825 0,314
AWP 1,70 0,184 0,217
AWP+ 2,75 1,732 0,495
AT 7,98 0,798 0,632
T 9,35 0,605 0,660

Upotreba inulinaznog enzimskog kompleksa u proizvodnji FOS-ova bez prethodnog
pre¢iScavanja pojedinac¢nih enzima je prednost u odnosu na uobicajenu praksu, naroéito kad se
uzme u obzir da se oni naj¢eS¢e eksprimiraju i produkuju zajedno [53]. Promenom inducibilnog
supstrata pokazali smo da je moguce uticati na sastav proizvedene smeSe enzima. Koprodukcijom
kompleksa inulinaznih enzima pokazano je da se ista gljiva moze koristiti za obe metode dobijanja
FOS-ova u zavisnosti od podloge na kojoj se uzgaja. Ovo je narocito znaCajno za prakti¢nu
industrijsku upotrebu opisanih enzima zato $to se na jednostavan nacin moze posti¢i da se
produkovani enzimi veoma efikasno iskoriste za produkciju razlicitih vrsta FOS-ova. Prevazilazenje
preciS¢avanje samo jednog enzima iz kompleksa predstavlja iskorak u osmisljavanju novih pravaca
u produkciji FOS-ova.

3.4.1 Produkcija fruktooligosaharida sintezom iz saharoze

Fruktooligosaharidi (FOSs) sintetizovani su koris¢enjem FAW1 enzimskih kompleksa i
saharoze kao pocetnog supstrata. Reakcije su trajale 24 h, na pH 6,0 i1 temperaturi od 60 °C.
Dobijeni FOSs analizirani su TLC-om i HPLC-om, slike 18. Svi testirani enzimski kompleksi
pokazuju moguénost sinteze FOS-ova upotrebom saharoze kao supstrata. Koris¢enjem enzimskog
kompleksa AWP+ dobijaju se FOS-ovi optimalnog sastava. Isti uzorak pokazao je najvecu -
fruktofuranozidaznu aktivnost (FFase), slika 15, a uspes$na sinteza FOSs ukazuje na prisustvo
fruktoziltransferazne aktivnosti (FTase).

41



a) TLC b) HPLC

STD CS A AWP AWP+AT T
Sinteza FOS

¥/ Fruktoza
A Glukoza
700 4 N Saharoza
—~ EKesmza
1 — .| :’.\'xstoza
2- e = 6004
- ch Q
o
3- 2 - E 5004
4 g
,;ﬁ 400+
S ke 0
T 3001 ’53 K
3= oA A
= o 4
— K 4 4
5 NE N AN
O & & - M 100 K /::§ f::&
NS
o | ZBR S\EM7 =7
T

T
A AWP AWP+ AT T
SSF supstrat

Slika 18. Analiza fruktooligosaharida (FOSs) produkovanih A. welwitschiae FAW1 enzimskim kompleksima. A, AWP,
AWP+, AT i T opis uzoraka preuzet iz opisa kori§¢enih podloga (prikazano u Tabeli 18). (a) TLC detekcija. Strelice
pokazuju polozaj strandardnih Secera (STD): 1-fruktoza; 2-saharoza; 3-kestoza; 4-nistoza (1 mg/mL svaki). CS —je

kontrolni uzorak (pocetni rastvor saharoze); (b) Koncentracije Secera (mg/mL) dobijene HPLC analizom

Gajenje soja FAWI na supstratima bogatim proteinima kao $to su AWP+, AT i T za rezultat
ima viSu produkciju FTase, a samim tim i ve¢u koli¢inu FOSs, naro¢ito kestoze i nistoze (Slika 18).
Ukoliko se gljiva gaji na supstratu sa manjim izvorom azota, tj. pri niskim koncentracijama peptona
(A 1 AWP) manja je koncentracija produkovanog enzima FFase na $ta ukazuje viSa koncentracija
saharoze prisutna u produkovanim FOS-ovima, detektovana HPLC-om i TLC-om (Slika 18).

3.4.2 Produkcija fruktooligosaharida hidrolizom inulina

Rezultati aktivnosti (Tabela 5) i zimogramska detekcija (Slika 17) pokazali su da soj FAW1
produkuje dva enzima inulinaznog kompleksa (InuA i InuE) koji deluju sinergisticki na degradaciju
inulina. Reakcije dobijanja FOSh su trajale 2 h, na pH 6,0 i temperaturi od 45 °C. Najveca koli¢ina
FOSh dobijenih hidrolizom 5%-tnog inulina poti¢e od enzimskih kompleksa dobijenih gajenjem
FAWL1 soja na podlogama AWP+, AT i T, slika 19.

42



a) TLC b) HPLC
STD CS A AWP AWP+ AT T

26 q . 5 i : P2 A Fruktoza
Hidroliza inulina B Kestoza
]:I,\'mozn
3 241 7
1— .- - g
- E 2
3- . 4 g
4— 3 204
L
N L
2 67
2
§ &
5 41
2
2
@ & B B

A AWP AWP+ AT T
SSF supstrat

Slika 19. Analiza fruktooligosaharida (FOSy) produkovanih A. welwitschiae FAW1 enzimskim kompleksima. A, AWP,
AWP+, AT i T opis uzoraka preuzet iz opisa kori§¢enih podloga (prikazano u Tabeli 18). (a) TLC detekcija. Strelice
pokazuju polozaj strandardnih Secera (STD): 1-fruktoza; 2-saharoza; 3-kestoza; 4-nistoza (1 mg/mL svaki). CS —je

kontrolni uzorak (pocetni rastvor inulina); (b) Koncentracije $e¢era (mg/mL) dobijene HPLC analizom

Zbog male koncentracije produkovanih enzima, uzorci A i AWP pokazuju jedva primetnu
hidrolizu inulina do fruktoze i fruktoooligosaharida (FOSh). Uzorak AWP+ pokazuje odredenu
produkciju FOSh, medutim TLC analizom je detektovano prisustvo velikih oligosaharida, ukazujuci
na malu hidrolizu inulina tokom 2 h, §to je potvrdeno nizom aktivno$cu InuA. Uzorci AT i T
dobijeni gajenjem FAWL1 soja na prirodnoj podlozi koja sadrzi lomljeno zrno tritikalea (T), kao i na
podlozi koja je pored tritikalea obogacena ekstraktom jerusalimske articoke (AT), pokazali su

najvecu proizvodnju FOSh (Slika 19), $to je u skladu sa prethodno odredenom enzimskom
aktivnoscu (Slika 15).

3.4.3 Optimizacija reakcije sinteze fruktooligosaharida

Ispitivano je nekoliko faktora koji mogu uticati na reakciju formiranja fruktooligosaharida:
a) Temperatura (40, 50 i 60 °C); b) Koncentracija saharoze (10, 30 i 60%); c) Vreme trajanja
reakcije (2, 18 124 h); d) Razblazenje enzima/koncentracija enzima (10x — 10 puta razblazen, 2X - 2
puta razblazen i nd — nerazblazen); €) pH (4,0, 6.0, i 7,0), slika 20. Produzenje vremena reakcije
pozitivno je uticalo na proizvodnju FOS-ova, pri ¢emu su posle 24 h dobijeni najbolji rezultati.
Tokom optimizacije produkcije pokazano je da aktivnost fruktoziltransferaze veoma zavisi od
koncentracije saharoze [141,246,247]. Povecanje koncentracije saharoze omogucava reakciju
transfruktozilacije kompleksa AWP+, dostizanjem maksimalne aktivnosti pri koncentraciji saharoze
od 60% pri ¢emu se kao proizvodi dobijaju kestoza i nistoza. Sinteza fruktooligosaharida je poznata
kao spora reakcija koja traje po nekoliko sati ili se odvija preko no¢i [247]. U ovom radu je
pokazano da je za dobijanje optimalne smeSe fruktooligosaharida potrebno da reakcija traje 24 h.
Slika 20 pokazuje da je koncentracija saharoze koja se koristi kao supstrat jedan od najznacajnijih
ispitivanih faktora koji utice na sintezu FOS-ova, ali u kombinaciji sa visokom temperaturom.
Naime, rastvor visoke koncentracije saharoze (60%) na visokoj temperaturi (60 °C), postaje manje
viskozan, a samim tim supstrat postaje pristupacniji enzimu pri ¢emu se aktivira reakcija
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transfruktozilacije. Dobijeni pH i temperaturni optimumi tokom reakcije optimizacije slicni su
optimumima koje ispoljavaju preciséeni enzimi [141,247].

STD 40 50 60 STD 10 30 60 STD 2 18 24 STD 10x 2x nd STD 40 6.0 7.0

1= |— . { 1=
B Toee - o T
2~
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a) Temperatura (°C) b) Koncentracija saharoze (%) c) Vreme (h) d) Razblazenje enzima e) pH

Slika 20. Optimizacija produkcije fruktooligosaharida (FOSs) koriséenjem AWP+ enzimskog kompleksa. Strelice
pokazuju polozaj strandardnih Secera (STD): 1-fruktoza; 2-saharoza; 3-kestoza; 4-nistoza (1 mg/mL svaki); brojevi
iznad uzoraka oznacavaju koris¢ene uslove reakcije

Pokazano je da reakcioni parametri, ukljucujuc¢i nerazblazeni enzimski kompleks AWP+,
60% saharoza koja se koristi kao supstrat, na pH 6,0 i temperaturi 60 °C tokom 24 h, predstavljaju
optimalne uslove za dobijanje optimalne smeSe FOS-ova, slika 20. Prikazani rezultati procesa
optimizacije sinteze fruktooligosaharida dodatno naglasavaju pretpostavku da se enzimski
kompleks dobijen neposredno nakon kultivacije gljiva moze uspeSno Koristiti za sintezu FOS-ova,
bez prethodnog preciscavanja i razdvajanja enzima.

3.4.4 Kvalitativna i kvantitativna analiza sintetisanih fruktooligosaharida

Fruktooligosaharidi (FOSs i FOSy) dobijeni delovanjem enzima inulinaznog kompleksa
(InuA, InuE, FTase, FFase), detektovani su i kvantifikovani kori§¢enjem dve metode — TLC i
HPLC (Slike 18 i 19). Poredenjem rezultata pokazano je da su metode u korelaciji. Analize
dobijenih smeSa fruktooligosaharida ukazuju na to da FOS-ovi dobijeni sintezom od saharoze
(FOS;) sadrze oligosaharide sa manjim brojem monomernih jedinica (Slika 7) u odnosu na FOS-ove
dobijene hidrolizom inulina (FOSy) (Slika 19). Takode zapaza se veca koli¢ina glukoze koja nastaje
hidrolizom supstrata saharoze i transferovanjem fruktozil grupe na molekul fruktoze (Slika 18).

Jedan od nedostataka je prisustvo saharoze kao startnog materijala koja nije utrosena tokom
sinteze fruktooligosaharida, dok je kod FOS-ova dobijenih hidrolizom inulina poveéano prisustvo
fruktoze kao posledica egzoinulinazne aktivnosti. Dalje koriS¢enje ovakve smeSe
fruktooligosaharida podrazumeva dodatno preciS¢avanje 1 uklanjanje necistoa (saharoze i
fruktoze), kao i kontrolisanje uslova enzimskih reakcija. | pored navedenih nedostataka oba pristupa
za dobijanje fruktooligosaharida imaju veliki potencijal za primenu u industriji.

Jo§ jedan novi pravac u istraZivanjima koja podrazumevaju upotrebu otpadnih biomasa kao
supstrata za produkciju fruktooligosaharida je dobijanje gotovih proizvoda ,,in Situ*— u mestu. Ovaj
postupak predstavlja istovremenu produkciju enzima i proizvoda tokom rasta gljiva na
kompleksnom prirodnom supstratu.
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3.4.5 Insitu produkcija fruktooligosaharida

Tokom gajenja A. welwitschiae FAW1 soja na opisanim supstratima - jerusalimska arti¢oka
i tritikale (A i AT), pored produkcije enzimskih kompleksa dolazi i do produkcije
fruktooligosaharida in situ. S obzirom na to da je jerusalimska artiCoka prirodni izvor inulina
pretpostavlja se da su fruktooligosaharidi verovatno nastali hidrolizom inulina iz supstrata gde
glavnu ulogu u hidrolizi imaju endo- i egzoinulinaza.

Kod svih uzoraka zapazeno je prisustvo fruktoze kao finalnog proizvoda hidrolize, ali
takode 1 prisustvo oligosaharida. Kod uzoraka A, AT i T detektovani su FOS-ovi koji se sastoje od
3, 4 1 5 monomernih jedinica, a TLCom je pokazano prisustvo nekih oligosaharida ¢iji polozaj
odgovara polozaju koris¢enih standarda (slika 21).

STD A AWP AWP+AT T

Slika 21. TLC analiza oligosaharida produkovanih in situ tokom gajenja A. welwitschiae FAW1 na raznim prirodnim
supstratima, opis uzoraka preuzet iz opisa kori$¢enih podloga (prikazano u Tabeli 18); strelice pokazuju poloZaj
strandardnih Secera (STD): 1-fruktoza; 2-saharoza; 3-kestoza; 4-nistoza (1 mg/mL svaki).

Zbog veoma kompleksne strukture podloga koje se koriste za gajenje gljiva kao i
mnogobrojnih jedinjenja koja nastaju tokom rasta gljiva tesko je zakljuciti koja vrsta FOS-ova
nastaje, Sto otvara nova pitanja u vezi sa ovom metodom produkcije fruktooligosaharida.

Kako bi se mogli razmatrati u smislu njihove potencijalne upotrebe u ishrani potrebno je
odrediti kvalitet produkovanih FOS-ova. Jedna od vaznih karakteristika fruktooligosaharida kao
aditiva koji se koriste u hrani je antioksidativnost [217—-220], stoga je vazno ispitati antioksidativni
kapacitet produkovanih FOS-ova.
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3.4.6 Antioksidativni kapacitet fruktooligosaharida

Antioksidativni kapacitet FOS-ova analiziran je ABTS metodom, odredivanje kapaciteta po
SET (od eng. single electron transfer) mehanizmu i ORAC metodom, odredivanje kapaciteta po
HAT (od eng. hydrogen atom transfer) mehanizmu [248].

ABTS esej je uraden prema modifikovanoj metodi koja je ranije opisana u literaturi [249].
Kao standard korisc¢en je rastvor askorbinske kiseline. Ukupna antioksidativna aktivnost izrazena je
u umol/L askorbinske kiseline ekvivalenta (AAE — od eng. ascorbic acid equivalent), tabela 6.

ORAC esej je uraden na osnovu metode koje je prethodno opisana u literaturi [250,251].
Kao standard koris¢en je rastvor Trolox-a. Rezultati su dobijeni koris¢enjem Scanlt RE 2.3
softvera. Antioksidativna aktivnost izrazena je kao mmol/L Trolox ekvivalent (TE — od eng. trolox
equivalent), tabela 6. Statisticki znacajne razlike izmedu uzoraka po pitanju antioksidativnog
kapaciteta su potvrdene upotrebom testa ,,Two-way ANOVA with post-hoc* (p<0.05) za obe
koris¢ene metode. Rezultati su prikazani koris¢enjem tzv malih slova iznad rezultata u tabeli 6.

Svi uzorci fruktooligosaharida dobijeni razli¢itim inulinaznim kompleksima A. welwitschiae
FAWL soja ispoljavaju antioksidativnu aktivnost. Medutim, bez obzira na nac¢in dobijanja FOS-ova,
sintezom od saharoze ili hidrolizom inulina, najve¢i antioksidativni kapacitet detektovan je kod
uzoraka fruktooligosaharida u ¢ijem su dobijanju ucestvovali enzimski kompleksi dobijeni nakon
gajenja gljive na podlogama AT i T. Prisustvo tritikalea u podlozi tokom rasta gljive rezultiralo je
produkcijom enzimskih kompleksa koji sintetizuju fruktooligosaharide sa visim antioksidativnim
kapacitetom u poredenju sa drugim uzorcima, $to ih ¢ini pogodnim za potencijalnu upotrebu u
ishrani.

Antioksidativne karakteristike su u korelaciji sa koli¢inom nastale fruktoze, kestoze i nistoze
(Slike 18 i 19). Istrazivanja su pokazala da jedinjenja sa terminalnom fruktozom kao i monosaharidi
koji imaju redukuju¢e osobine ucestvuju u antioksidativnim reakcijama. S tim u vezi veca koli¢ina
ovih molekula u smesi uti¢e na ukupni antioksidativni potencijal FOS-ova [219,221].

Antioksidativna sposobnost FOS-ova, posebno nize molekulske mase, dokazana je kao
njihova sposobnost uklanjanja peroksil radikala i spreCavanja in vitro oksidacije LDL-a [219].
Pored toga, visoka antioksidativnost fruktoze odredena ABTS testom u direktnoj je korelaciji sa
antioksidativnim potencijalom koji poti¢e od prisustva fruktoze kod biljaka [252]. Prisustvo nistoze
i kestoze u smeSi FOS-ova dobijenih u ovom istrazivanju takode doprinosi antioksidativnom
delovanju, $to potvrduje njihova antihidroksilna aktivnost [253]. Druge studije takode pruzaju
dokaze o antioksidativnosti FOS-ova na osnovu nekoliko ¢esto koriscenih testova [220,254].
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Tabela 6. Antioksidativni kapacitet fruktooligosaharida (FOSs i FOSy) dobijenih koris¢enjem A. welwitschiae FAW1

enzimskih kompleksa

ABTS ORAC
Uzorak (umol/L AAE) (mmol/L TE)
A 159,4 + 0,5 17,1 £ 0,6°
AWP 98,0 + 0,5 14,27 + 0,06"
FOS; AWP+ 135,6 + 0,5° 12,0 +£0,2°
AT 291,2 + 0,5¢ 28,0 + 0,5¢
T 200,5 + 0,7° 18,2 + 0,5%
A 148,1 +0,5' 0,12 +0,01f
AWP 179,8 + 0,39 1,07 + 0,01
FOSh AWP+ 227,9+0,9" 1,85 + 0,03%"
AT 272,2 + 0,8 2,64 +0,03"
T 288,1 + 0,8 2,25 + 0,021

Vrednosti za ABTS test su predstavljene kao srednje vrednosti dve nezavisne analize + sd (standardna devijacija).
Vrednosti za ORAC test predstavljene su kao srednje vrednosti tri nezavisne analize + sd (standardna devijacija).
Vrednosti obelezene istim slovom se statisti¢ki ne razlikuju znacajno prema Tukey-ovom testu (p<0,05).

Pokazano je da se inulinazni kompleks koji je produkovao soj A. welwitschiae FAW1 moze
se koristiti za proizvodnju oba tipa fruktooligosaharida sa visokim antioksidativnim potencijalom.
Prinos FOS;s dobijenih sintezom iz saharoze koriscenjem enzimskog kompleksa bio je veci od FOSh
dobijenih hidrolizom inulina. Inulinazni kompleks koji sintetiSe najvecu koncentraciju FOSs od
saharoze sadrzao je kao najaktivniji enzim fruktoziltransferazu. U literaturi je prisutno i dosta
uradeno na polju endoinulinaze i egzoinulinaze ¢ija je uloga i primena u proizvodnji FOS-ova
[6,78,110], zato je fokus daljeg rada bio na istrazivanjima uloge fruktoziltransferaze u sintezi FOS-
ova. Naredni korak podrazumevao je upotrebu soja FAW1 za produkciju ovog enzima, njegovo
pre¢iScavanje i biohemijsku karakterizaciju.

3.5 Produkcija, preciS¢avanje i karakterizacija fruktoziltransferaze iz Aspergillus
welwitschiae FAW1

Soj FAWL, identifikovan kao A. welwitschiae, gajen je na supstratu koji sadrzi lomljeno
zrno tritikala pri odredenim uslovima za koje je prethodno pokazano da najvise pogoduju rastu
gljive, smanjenoj sporulaciji iste i poveéanoj produkciji enzima (opisano u poglavlju 4.4.1). Po
zavrSetku gajenja, smesa enzima ekstrahovana je iz podloge 20 mM acetatnim puferom pH 5,0.
Ekstrakciona teénost je centrifugirana i profiltrirana kroz stakleni mikrofilter u cilju uklanjanja
zaostalih spora i micelijuma 1 koriS¢ena za dalje preciS¢avanje enzima.

3.5.1 Precis¢avanje fruktoziltransferaze iz A. welwitschiae FAW1

Sirovi ekstrakt enzima dobijen u SSF-u je sadrzavao sve enzime inulinaznog kompleksa
(InuA, InuE, FFase, FTase) i prateCe komponente. Cilj predis¢avanja je bio da se odvoje
pojedinacni enzimi inulinaznog kompleksa kako bi se detaljnije ispitao njihov znacaj i1 uloga
glavnih enzima u proizvodnji FOS-ova. Za pre¢is¢avanje enzima Kkoris¢ene su klasi¢ne
hromatografske tehnike jonoizmenjivaca i gel hromatografije, a tokom precis¢avanja odredivane su
aktivnosti InuA, FFase i FTase u svakom koraku i u svakoj dobijenoj frakciji.
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3.5.1.1 Jonoizmenjivacka hromatografija

Za razdvajanje enzima inulinaznog kompleksa koriS¢ena je jonoizmenjivacka
hromatografija (IEX) na QAE Sephadex matriksu. Uzorak je pripremljen dijalizovanjem prema
acetatnom puferu pH 6,0 koji je koriS¢en i za razdvajanje proteina, pri cemu su se uklonili mali
molekuli - rastvorni Seceri, soli i drugi molekuli koji su se nalazili u ekstraktu. Nakon odredivanja
kapaciteta vezivanja matriksa, podesavanje odgovaraju¢eg pH (6,25) i konduktiviteta (1546 pS/cm)
kako uzorku tako i matriksu kao i odredivanje koncentracije proteina (0,246 mg/mL), na kolonu
zapremine 435 mL naneSeno je 2,8 L uzorka, Cija je aktivnost bila 6,44 U/mL. Nevezani proteini
eluirani su startnim puferom, dok je desorpcija enzima postignuta promenom jonske sile startnog
pufera, odnosno step-elucijom (od 0,1 M do 0,5 M rastvora NaCl u startnom puferu). U dobijenim
frakcijama odredena je koncentracija proteina i enzimske aktivnosti enzima inulinaznog kompleksa
— InuA, FFase i FTase.

Za odredivanje inulinazne i B-fruktofuranozidazne (invertazne) aktivnosti koriséen je 0,5%
inulin i 10% saharoza. Frakcije koje pokazuju invertaznu aktivnost (6-18 frakcije) ne pokazuju
aktivnost prema inulinu, dok je kod frakcija 14-18 zabelezena aktivnosti i prema jednom i prema
drugom supstratu, sa pikom inulinazne aktivnosti u frakciji 16 (Slika 22).

—m—inulin
—&— saharoza
—m— konduktivitet - 250

- 200

=

o

o
1

[0}
o
1 L

= 5
£ s
=) 5
~ N
= L 150 B
S 2
£ 60- =
[35 E >
© ~ 100 2
N 40 g

] c
= =
S i - 3
2 20 50 &

0 -
-0
0 25

Frakcije

Slika 22. Inulinazna i invertazna aktivnost (U/mL) u frakcijama nakon jonoizmenjivacke hromatografije na QAE
Sephadex matriksu

Za odredivanje fruktoziltransferazne aktivnost kao supstrat koris¢ena je 60% saharoza. TLC
analiza dobijenih proizvoda tokom reakcije koja se odvija 24 h, pokazuje da je najveca
fruktoziltransferazna aktivnost dobijena u frakcijama 10-12. Iste frakcije pokazale su malu
invertaznu aktivnost, dok je aktivnost prema inulinu zanemarljiva. Frakcije 7-9 i 13-18 pokazuju
delimi¢nu ili potpunu razgradnju saharoze do monosaharida, dok se u ostalim frakcijama (4-6 i 19-
23) ne zapaza znacajnija razgradnja saharoze kao ni sinteza FOS-ova (Slika 23).
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Slika 23. Analiza FTase aktivnosti (sinteza FOSs od saharoze) u frakcijama nakon jonoizmenjivacke hromatografije;
STD - standardi Secera (1 mg/mL svaki), oznaceni su strelicama; P-pocetni uzorak; 4-23 frakcije dobijene nakon
jonoizmenjivacke hromatografije

Za odredivanje endoinulinazne aktivnost (InuA) kao supstrat koris¢en je 5% inulin. TLC
analiza dobijenih proizvoda tokom reakcije koja se odvija 24 h, pokazuje da je najveca
endoinulinazna aktivnost dobijena u frakcijama 12-18. Rezultati takode ukazuju na to da enzim koji
sintetiSe FOS-ove koriste¢i saharozu, ne produkuje FOS-ove ukoliko se kao supstrat koristi inulin,
vec€ isti samo delimi¢no razgraduje do monosaharida, dok frakcije 19 1 20 u potpunosti razgraduju
inulin do mono- i oligosaharida (Slika 24).
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Slika 24. Analiza InuA aktivnosti (produkcija FOSy hidrolizom inulina) frakcijama nakon jonoizmenjivacke
hromatografije; STD — standardi Secera (1 mg/mL svaki), oznadeni su strelicama; P-podetni uzorak; 4-23 frakcije
dobijene nakon jonoizmenjivacke hromatografije

Provera stepena preciS¢enosti enzima nakon IEX usledila je nakon odredenih enzimskih
aktivnosti. Dobijena SDS PAG elektroforeza i dobijeni proteinski profil frakcija prikazan je na slici
25.
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Slika 25. Proteinski profil frakcija nakon jonoizmenjivacke hromatografije na SDS PAA gelu; P-pocetni uzorak; 1-24 —
frakcije nakon jonoizmenjivacke hromatografije; frakcije sa detektovanim aktivnostima enzima inulinaznog kompleksa
su oznacene iznad slike

Frakcije sa endoinulinaznom aktivnosti pokazuju drugaciji proteinski profil od frakcije
gde je fruktoziltransferazna aktivnost dominantna, slika 24. Jonoizmenjivackom hromatografijom je
postugnuto delimi¢no razdvajanje enzima inulinaznog kompleksa. U frakcijama od 6 do 18 je
zabeleZzena znacajna invertazna (FFase) aktivnost. Frakcije od 10 do 12 pokazuju najvecu
fruktoziltransferaznu aktivnost (FTase). Endoinulinazna (InuA) aktivnost dominira u frakcijama od
14 do 19. Enzimske aktivnosti inulinaznog kompleksa su analizirane i upotrebom zimogramske
metoda za simultanu detekcije razvijene za potrebe izrade ovog doktorata.

3.5.1.1.1 Zimogramska detekcija endo-, egzoinulinazne i p-fruktofuranozidazne aktivnosti

Nakon izoelektri¢nog fokusiranja gel sa razdvojenim proteinima je istovremeno printovan
na PVDF membranu (detekcija B-fruktofuranozidaze) i agar-agar gel sa inkorporiranim inulinom
(detekcija endoinulinaze). Zatim je po zavrSenom transferu detektovana egzoinulinazna aktivnost na
PAA gelu. Postupak detekcije enzima opisan je u poglavlju 3.3.1.

InuE InuA FFase

S 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 2 S 67 8 9 10 I1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 S 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
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Slika 26. Simultana zimogramska detekcija enzima inulinaznog kompleksa (Inug, InuA i FFase) u frakcijama nakon
jonoizmenjivacke hromatografije; strelice pokazuju pozicije enzimskih izoformi.
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Najintezivnija traka koja ukazuje na InuE aktivnost detektovana je u frakcijama 14-17.
Intenzitet traka u ostalim frakcijama je veoma mali ili aktivnost nije detektovana, slika 26a.
Dobijeni rezultati su u korelaciji sa InuE aktivno$¢u odredenom DNS metodom (slika 22).
Endoinulinazna aktivnost detektovana je u frakcijama 15-21 (Slika 26b), §to odgovara rezultatima
dobijenim nakon hidrolize 5% inulina (slika 24). Aktivnost prema saharozi (B-fruktofuranozidazna
aktivnost) detektovana je u frakcijama 8-17 (izoforma a) §to je u skladu sa rezultatima enzimskog
eseja odredenog spektrofotometrijski DNS metodom (slika 22). Pored toga, u frakcijama 8-11
detektovana je jo$ jedna traka (izoforma b) Sto ukazuje na postojanje dva enzima ili na izoforme
koje koriste saharozu kao supstrat (slika 26¢). Poredenjem rezultata utvrdeno je da se nijedna od
navedenih izoformi ne poklapa sa prethodno opisanim InuA i InuE izoformama, slika 26c.

Zimogramska detekcija pojedinac¢nih enzima inulinaznog kompleksa je potvrdila da se oni
medusobno razlikuju po pl vrednostima. Takode je dala preciznije rezultate o aktivnostima InuA,
InuE i FFase u frakcijama u kojima su ve¢ zabelezene ove enzimske aktivnosti.

3.5.1.2 Gel hromatografija

Frakcije sa najve¢om fruktoziltransferaznom aktivnosti (10, 11, i 12) pokazuju razli¢ite
proteinske profile u SDS PAGE, pri ¢emu su u sve tri prisutni proteini razlic¢itih molekulskih masa.
Zbog toga smo se odlucili na dalje preciSCavanje FTase iz ove proteinske smeSe, gel
hromatografijom na koloni Sephacryl S300 HR, na sistemu hromatografije pod visokim pritiskom —
FPLC (od eng. Fast protein liquid chromatography) koja obezbeduje visoku rezolutivnost.
Dobijenim frakcijama odredene su invertazna (Slika 27) i fruktoziltransferazna aktivnost (Slika 28).
Proteinski profil i stepen preciS¢enja odreden je SDS PAG elektroforezom (Slika 29).
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Slika 27. Invertazna aktivnost u frakcijama nakon gel hromatografije na Sephacryl S 300 HR matriksu
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Slika 28. Analiza FTase aktivnosti (sinteza FOSs od saharoze) u frakcijama nakon gel hromatografije; STD — standardi
Secera (1 mg/mL svaki), oznadeni su strelicama; P-pocetni uzorak; 35-50 frakcije dobijene nakon hromatografije

Najveca invertazna aktivnost je od 38. do 48. frakcije, sa pikom aktivnosti u 44. frakciji (Slika
27), dok je najveca fruktoziltransferazna aktivnost i produkcija FOS-ova dobijena u frakcijama 39,
40 i 41 (Slika 28). Poredenjem ovih rezultata mozZe se zakljuciti da pik invertazne aktivnosti ne
odgovara piku fruktoziltransferazne aktivnosti.
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Slika 29. Proteinski profil frakcija na SDS PAA gel nakon gel hromatografije; 35-49 frakcije nakon gel hromatografije

Rezultati SDS elektroforeze pokazuju da frakcije koje 1imaju najvecu
fruktoziltransferaznu aktivnost (frakcije 39-41) imaju vrlo malu koli¢inu proteina u odnosu na
frakcije koje imaju invertaznu aktivnost. Pored toga molekulske mase, samim tim i polozaj
proteinskih traka u analiziranim frakcijama se medusobno razlikuje, ukazujuéi na razdvajanje
proteina, slika 29.
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Svi koraci u precis¢avanju fruktoziltransferaze od sirovog ekstrakta do gel
hromatografije i njeno odvajanje od ostalih enzima inulinaznog kompleksa analizirani su SDS PAG
elektroforezom, slika 30. Redosled uzoraka nanoSenih na SDS PAA gel je slede¢i: 1) Sirovi
ekstrakt; 2) Uzorak nakon dijalize tj. pre jonoizmenjivacke hromatografije na QAE Sephadex
matriksu; 3-5) Frakcije 10, 11 i 12 nakon jonoizmenjivacke hromatografije, sa najvecom
fruktoziltransferaznom aktivnos¢éu; 6) Frakcija 16 nakon jonoizmenjivacke hromatografije, sa
najvecom endoinulinaznom aktivnoscu; 7) Spojene frakcije 10-12 sa IEX za gel hromatografiju na
Sephacryl S300 HR matriksu; 8) Markeri (MM markera kDa: 245, 180, 135, 100, 75, 63, 48, 35, 25,
20, 17, 11); 9) Frakcija 40 nakon gel hromatografije - najveca fruktoziltransferazna aktivnost; 10)
Frakcija 44 nakon gel hromatografije - najveca invertazna aktivnost
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Slika 30. Proteinski profil enzima inulinaznog kompleksa tokom pre¢is¢avanja na SDS PAA gelu. 1-10 redosled
uzoraka je opisan u tekstu; 8- molekulski markeri

Na polozajima 9 i 10 na slici 30 su prikazani proteinski profili precis¢ene
fruktoziltransferaze (traka 9) i invertaze (traka 10). SDS proteinski profil ukazuje na to da su ovi
enzimi razdvojeni od ostalih proteina koji su bili prisutni u sirovom ekstraktu. Uspe$no razdvajanje
proteina potvrdeno je i detekcijom proteinskih traka CBB-om nakon zavrSenog izoelektri¢nog
fokusiranja (Slika 31). Redosled nanosSenih uzoraka je slede¢i: 1) Markeri; 2-4) Frakcije 39, 40 i 41,
nakon gel hromatografije, koje pokazuju fruktoziltransferaznu aktivnost; 5-7) Frakcije 43, 44 i 45,
nakon gel hromatografije, koje pokazuju invertaznu aktivnost, slika 20.

U uzorcima se zapaza postojanje razli¢itih izoformi u frakcijama koje pokazuju
fruktoziltransferaznu aktivnost (2,3 1 4) u odnosu na frakcije kod kojih je odredena invertazna
aktivnost (5,6,7). lako bliskih pl vrednosti izoforme ovih enzima se ne poklapaju. U uzorcima 2, 3 i
4 zapazaju se izoforme a i b, dok su kod uzoraka 5, 6 i 7 prisutne ostale Cetiri izoforme (c,d,e 1 f),
pri ¢emu su trake koje pripadaju izoformama c i d najintezivnije u uzorku 5, slika 31.
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Slika 31. Proteinski profil pre¢is¢enih fruktoziltransferaze i invertaze nakon gel hromatografije na PAA gelu nakon
izoelektriénog fokusiranja; opis uzoraka je dat u tekstu; strelice pokazuju pozicije enzimskih izoformi.

Mozemo zakljuciti da su preciS¢avanjem uspeSno razdvojeni glavni enzimi inulinaznog
kompleksa odgovorni za produkciju FOS-ova — InuA za dobijanje FOSy i FTase za dobijanje FOSs.
Frakcija 40 (nakon gel hromatografije), koja pokazuje najvecu fruktoziltransferaznu aktivnost i koja
ima veoma malu koncentraciju ostalih proteina na SDS PAG elektroforezi, koristi za enzimsku
karakterizaciju (odredivanje temperaturnog i pH optimuma, pl enzima, supstratne specifi¢nosti) i
produkciju FOSs. A frakcija 16 posle jonoizmenjivacke hromatografije koja je imala najvecu
endoinulinaznu (InuA) aktivnost je iskoriS¢ena za produkciju FOSh kontrolisanom hidrolizom
inulina.

3.5.2 Produkcija fruktooligosaharida hidrolizom inulina preci§¢enom endoinulinazom

Iako je dosta uradeno i poznato na polju endoinulinaze pre svega zbog uloge koju ima u
industriji, cilj ovog eksperimenta je produkcija FOS-ova pre¢is¢enom endoinulinazom i pracenje
kinetike reakcije hidrolize inulina. Kori§¢ena je frakcija 16 nakon jonoizmenjivacke hromatografije
na QAE Sephadex matriksu, koja predstavlja pik inulinazne aktivnosti (119,53 U/mL). Literaturni
podaci pokazuju da je pH optimum za maksimalnu efikasnost hidrolize inulina endoinulinazom
gljiva roda Aspergillus na pH 5,0 i temperaturi 55 °C (Skowronek & Fiedurek, 2006). Reakcije
dobijanja FOSy uradene su na pH 6,0 i temperaturi od 45 °C, kori§¢enjem 5% inulina sa ciljem
dobijanja oligosaharida razli¢itih duzina, a ne potpune hidrolize inulina (do fruktoze). Hidroliza
inulina ispracena je u vremenu, u opsegu od 15 do 40 minuta, pri ¢emu je reakcija prekidana na
svakih 5 minuta. Proizvodi reakcije analizirani su TLC-om, slika 32.
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Slika 32. TLC analiza fruktooligosaharida dobijenih hidrolizom inulina pre¢i§¢enom endoinulinazom u vremenu.
Strelice prikazuju polozaj standardnih $ecera (STD — (1mg/mL))

Rezultati pokazuju da je reakcija produkcije FOS-ova razgradnjom inulina kineti¢ki zavisna.
Sa povecanjem vremena reakcije povecava se koncentracija mono- i disaharida. Ve¢ u 15-om
minutu reakcije dobijen je profil FOS-ova sa oligosaharidima veceg stepena polimerizacije (DP)
slika 32. Najveca koli¢ina sintetisanih FOSh je postignuta izmedu 15. i 25. minuta reakcije pri cemu
dobijena smesa sadrzi manje mono- i disaharida.

Kontrolisanjem vremena trajanja reakcije moze se varirati Sastav produkovanih
fruktooligosaharida (FOSh) u zavisnosti od potreba njihove eventualne primene u industriji.

3.5.3 Biohemijska karakterizacija fruktoziltransferaze

Fruktoziltransferaza (FTase) kao najznacajniji enzim za proizvodnju FOSs je biohemijski
okarakterisana sa ciljem da se njene osobine iskoriste za $to je mogucée efikasnije dobijanje FOS-
ova.

3.5.3.1 Odredivanje supstratne specificnosti

U literaturi je pokazano da enzim koji ima ulogu u sintezi fruktooligosaharida hidrolizuje
glikozidnu vezu u molekulu saharoze, a dobijenu fruktozil grupu u reakciji tranferovanja koristi za
sintezu oligosaharida [172].

Cilj ovog eksperimenta je da se ispita da li izolovani i preciS¢eni enzim, sa potvrdenom
transferaznom aktivnoscu prema saharozi, moze da hidrolizuje oligosaharide povezane o (1—4)
glikozidnom vezom. U tu svrhu kori§¢eni su maltoza i skrob. Takode je ispitana i mogucnost
razgradnje inulina i hidroliza B (2—1) veze kojom su molekuli fruktoze povezani. Postavljene
reakcione smeSe sadrzale su enzim sa fruktoziltransferaznom aktivno$cu i supstrate inulin, maltozu
i skrob (0,5%, 10% i 1%, redom).
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Slika 33. Aktivnost enzima FTase (U/mL) prema razli¢itim supstratima

Najveca aktivnost enzima bila je prema saharozi kao supstratu i zanemarljiva aktivnost
prema inulinu. Enzim ne pokazuje aktivnost prema maltozi i skrobu, sto govori da nema sposobnost
hidrolize a (1—4) glikozidne veze (Slika 33). Supstratna specifi¢nost FTase iz A. welwitschiae
FAWI je najsli¢nija supstratnoj specifi¢nosti enzima SucB, koji hidrolizuje B-glikozidnu vezu u
malim supstratima kao $to su saharoza, kestoza i nistoza, dok kod inulina i levana nije zabelezena
hidroliticka aktivnost kao ni raskidanje a-glikozidne veze u trehalozi, turanozi, melizitozi [141].
Dalja karakterizacija enzima podrazumevala je odredivanje pH 1 temperaturnog optimuma
fruktoziltransferaznog enzima.

3.5.3.2 Odredivanje pH optimuma fruktoziltransferaze

Fruktoziltransferazna aktivnost ispitivana je na razli¢itim pH vrednostima, ta¢nije u opsegu
pH od 3,0 do 8,5. Kao supstrat je koris¢en 60% rastvor saharoze. Nakon reakcije koja je trajala 24 h
na 60 °C uzorci su razblaZeni 60 puta, a dobijeni proizvodi analizirani su TLC hromatografijom.
Redosled fruktooligosaharida produkovanih radom enzima na razli¢itim pH vrednostima prikazanih
naslici34 je: 1-pH3,0;2-pH3,53-pH4,0;4-pH4,5,5-pH5,0;6—-pH5,5 7—-pHB,0;8
—pH 6,5; 9 — pH 7,0; 10 — pH 7,5; 11 — pH 8,0; 12 — pH 8,5. Na osnovu dobijenih rezultata
zakljuceno je da je aktivnost enzima, a samim tim i produkcija FOS-ova pH zavisna reakcija. lako
je enzim aktivan u Sirokom opsegu pH vrednosti (pH 4,0 — pH 7,5), o ¢emu nam govore
produkovani FOS-ovi, njihov sastav zavisi od pH sredine.
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Slika 34. TLC analiza FOS; dobijenih dejstvom FTase na razli¢itim pH; STD — standardi $ecera (1 mg/mL) oznaceni su
strelicama od a-g. 1-12 su uzorci dobijeni na pH vrednostima koje su opisane u tekstu

Najveca aktivnost fruktoziltransferaze je dobijena na pH 5,5. Na ovoj pH vrednosti je
dobijena najveca koli¢ina kestoze i nistoze, dok je koli¢ina mono- i disaharida vidno manja u
poredenju sa uzorcima dobijenim pri drugim pH vrednostima. Literaturni podaci pokazuju da je pH
optimum i drugih fruktoziltransferaza izmedu 4,5 i 6,5 [127,173,174].

3.5.3.3 Odredivanje temperaturnog optimuma fruktoziltransferaze

Fruktoziltransferazna aktivnost ispitivana je na razli¢itim temperaturnim vrednostima, u
opsegu 40 °C do 70 °C, pri ¢emu je svaka reakcija postavljana na temperaturi ve¢oj za 5 °C . Kao
supstrat je koris¢en 60% rastvor saharoze na pH 5,5. Nakon reakcije (24 h) uzorci su razblazeni 60
puta, a dobijeni proizvodi detektovani su TLC hromatografijom. Redosled fruktooligosaharida
produkovanih radom enzima na razli¢itim temperaturnim vrednostima prikazanih na slici 35 je: 1-
40°C;2-45°C; 3-50°C;4-55°C;5-60°C;6-65°C;7-70°C.

Na osnovu dobijenih rezultata (Slika 35) zaklju¢eno je da je aktivnost fruktoziltransferaze,
a samim tim i produkcija FOS-ova zavise od temperature na kojoj se reakcija odvija. Dokazano je
da je enzim aktivan u Sirokom temperaturnom opsegu (40 °C — 65 °C), $to pokazuju i literaturni
podaci dobijeni analizom drugih fruktoziltransferaza [174]. Najveca koli¢ina ukupnih FOS-ova
dobijena je na temperaturama 50 °C i 55 °C (Slika 35). Najveca fruktoziltransferazna aktivnost je
nadena i kod A. niger AS0023 na 50 °C [127].
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Slika 35. TLC analiza FOS; dobijenih dejstvom FTase na razli¢itim temperaturama; STD — standardi $ecera (1 mg/mL)
oznaceni su strelicama od a-g. 1-7 su uzorci dobijeni na temperaturama koje su opisane u tekstu

Dalja analiza fruktooligosaharida dobijenih na temperaturama 45, 50, 55 i 60 °C uradena je
HPLC metodom. Optimalni uslovi reakcije (pH 5,5) i povecana fruktoziltransferazna aktivnost kao
rezultat daju vecu koli¢inu fruktooligosaharida, pretezno kestoze 1 nistoze. Najveca koli¢ina ovih
oligosaharida sintetisana je u reakciji koja se odvijala na 50 i 55 °C, slika 36. HPLC analiza
potvrdila je rezultat dobijen TLC analizom. Pojedinatne komponente u smesi fruktooligosaharida
su uspeS$no razdvojene, omogucavajuci preciznu kvantifikaciju svake komponente, koris¢enjem
standarnih kriva za fruktozu, glukozu, saharozu, kestozu i nistozu.
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Slika 36. HPLC hromatogram FOS; dobijenih na 55°C; strelicama su
oznaceni pikovi koji odgovaraju standardima 1 — fruktoza; 2 — glukoza;

3 —saharoza; 4 — kestoza; 5 — nistoza
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Optimalni uslovi pri kojima se dobijaju FOSs upotrebom FTase A. welwitschiae FAW1
podrazumevaju reakciju sa 60% saharozom u rastvoru pH 5,5 pri temperaturi od 55 °C u trajanju od
24 h.

HPLC i TLC analize su pokazale da je udeo zaostale neiskoris¢ene saharoze veoma mali $to
ukazuje na visoku efikasnost enzima. Kontrolisana reakcija na razliitim temperaturama i pri
razli¢itim uslovima ¢e usloviti dobijanje razli¢itih FOS profila. Ovo je znacajno jer se u zavisnosti
od potreba potencijalnog trzista FOS-ova upotrebom jednog istog enzima — fruktoziltransferaze iz
A. welwitschiae FAW1 mogu dobiti razli¢iti profili FOS-ova.

3.5.3.4 Odredivanje pI vrednosti fruktoziltransferaze

Pored odredivanja pl enzima, a vodeni nedovoljnim preciznim podacima iz literature o
postojanju jednog enzima sa dvojakom funkcijom ili prisustvom dva enzima (FTase i FFase),
pokusali smo da elektroforetskim razdvajanjem po pl vrednosti eventualno nademo odgovor na ovo
pitanje. Proteini iz frakcije 40 nakon gel hromatografije sa najve¢om fruktoziltransferaznom
aktivnosti su razdvojeni izoeletricnim fokusiranjem. Iz gela su ekstrahovani svi razdvojeni proteini
po pH zonama, tako da svaki uzorak moze da sadrzi samo proteine jedne pl vrednosti.

Ekstraktima je odredena fruktoziltransferazna aktivnost i rezultati su prikazani na slici
38. Pored toga uradena je i invertazna aktivnost, ne bi li ustanovili da li isti uzorci pokazuju jednaku
aktivnost u reakciji sa manjom koncentracijom saharoze, a rezultati su prikazani na slici 37.
Rezultati bi ukazali na to da li je u pitanju isti enzim koji ispoljava dve aktivnosti u zavisnosti od
koncentracije supstrata ili dva razli¢ita enzima.
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Slika 37. Invertazna aktivnost (U/mL) u uzorcima ekstrahovanim iz gela nakon izoelektri¢nog fokusiranja; 1-16 uzorci
dobijeni ekstrakcijom enzima iz horizontalno secenih traka IEF PAA gela po pH vrednostima
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Slika 38. FTase aktivnost u uzorcima ekstrahovanim iz gela nakon izoelektri¢nog fokusiranja; TLC analiza FOSs.
Redosled uzoraka: STD — standardi $ecera (1-fruktoza; 2-saharoza; 3-kestoza; 4-nistoza; 5-maltopentaoza; 6-
maltoheksaoza; 7-maltoheptaoza (1 mg/mL svaki); 1-16 uzorci dobijeni ekstrakcijom enzima iz horizontalno secenih
traka IEF PAA gela po pH vrednostima

Najveca invertazna aktivnost odredena je u frakciji 12 (Slika 37), dok uzorci 4 i 5 imaju vrlo
malu, skoro zanemarljivu invertaznu aktivnost. Proizvodi dobijeni u reakciji sinteze FOS-ova
koris¢enjem 60% saharoze kao supstrata analizirani su tankoslojnom hromatografijom (TLC) (Slika
38). Rezultati aktivnosti pokazuju sintezu FOS-ova samo u uzorcima 4 i 5 ukazujuéi na postojanje
fruktoziltransferazne aktivnosti. Dobijeni rezultati pokazuju da je pl frakcija koje pokazuju
fruktoziltransferaznu aktivnost i pl frakcija koje pokazuju invertaznu aktivnost vrlo bliska, ali da se
ne poklapa, $to moze da ukazuje na prisustvo razli¢itih enzima. S obzirom na to da je prethodno
odredena pH vrednost svih frakcija dobijenih izolovanjem iz gela pl enzima sa
fruktoziltransferaznom aktivno$¢u je izmedu 4,46 i 4,85. A pl vrednost invertaze odgovara
odredenoj pH vrednosti 6,8. Detektovanje traka sa razli¢itim pl vrednostima moze da ukazuje na
prisustvo dva enzima, ali takode moze i da ukazuje na prisustvo jednog enzima (kodiranog jednim
genom) koji se eksprimira u nekoliko razlicitih proteina — izoenzimi. Slede¢i korak u karakterizaciji
fruktoziltransferaze je bio pronalazenje i analiza gena odgovornog za eksprimiranje enzima.

3.5.4 Karakterizacija enzima za produkciju fruktooligosaharida na nivou gena

Za detaljniju karakterizaciju FTase pristupili smo pronalazenju gena koji je odgovoran za
njegovu ekspresiju u A. welwitschiae FAWL1. U literaturi se geni sucA i sucl vezuju za detektovane
FTase i FFase aktivnosti u Aspergillus spp. SUcA gen naden u A. niger je po objavljenoj sekvenciji
odgovarao genu sucl [138]. U prethodnim istrazivanjima sucl gen iz A. niger B60 je kompletno
sekvenciran, a nakon translacije dobijena aminokiselinska sekvenca sadrzi oko 566 aminokiselina,
daju¢i molekulsku masu od oko 61 kDa, §to kad uporedimo sa podacima dobijenim za molekulsku
masu govori da ugljeno hidratna komponenta ¢ini oko 50% ukupne mase proteina [126]. Zbog
detaljnih dostupnih podataka o genu sucl izabrali smo da u sekvenciranom genomu A. welwitschiae
FAWL analiziramo prisustvo i ekspresiju ovog gena.
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Za potrebe pronalazenja gena koji kodira enzim odgovoran za sintezu FOSs kod A.
welwitschiae izolovana je DNA CTAB metodom, opisanom u poglavlju 4.1.1.1 koja je dalje
kori§¢ena za umnozavanje sucl gena. lzolatu A. welwitschiae FAWL je sekvenciran genom
(MicrobesNG, Birmingham, UK). Dobijena sekvencija izolata FAW1 je analizirana koris¢enjem
programa Artemis [255]. Pregledom javno dostupne sekvencije A. niger (CBS 513.88 assembly
ASM285v2) potvrdeno je prisustvo sucl gena i ta sekvencija je koriS¢ena za pronalazenje gena u
sekvenciji genoma A. welwitschiae FAW1 dobijenoj sekvencioniranjem NGS-om. Koris¢enjem ove
dve sekvencije sucl gena u A. niger i A. welwitchiae, dizajnirani su prajmeri u intronu $to je blize
bilo moguée 5’ odnosno 3’ kraju, specificni za ovaj gen kod obe vrste. Dizajnirani su i sintetisani
prajmeri slede¢ih sekvencija: Forward prajmer (Afts FO) (5-TGC TCG GCA GTG CTG CTG-3)) i
reverse prajmer (Afts R0O) (5-TCC GGC CAA GCA TCA TAC AA-3") koji su koris¢eni za
umnozavanje sucl gena. Prajmeri se vezuju za deo sekvencije kao $to je prikazano na slici 39.

1 1766 1821 1941
‘ Intron ‘
—( Egzon I (1766 bp) Egzon II (120 bp) ’—
1882 bp
350 bp
AFTS FO (27) AFTS F3 (1559) AFTS RO (1909)

Slika 39. Shematski prikaz sucl gena za sa naznac¢enim mestima vezivanja prajmera

Tokom optimizacije PCR reakcije isprobane su razli¢ite temperature anealing koraka (od 45
°C do 65 °C) kao i razli¢ito vreme anealinga (od 30, 45 i 60 sekundi). Najbolji rezultat dobijen je u
reakciji gde korak anealing-a traje 45 sekundi na 65 °C. Pored uobic¢ajenih komponenti PCR smeS$a
je sadrzala BSA 1 DMSO za koje je pokazano da povecavaju umnozavanje ciljanog gena.

3.5.4.1 Analiza sekvencije sucl gena

Novodizajniranim prajmerima uspe$no je umnozen sucl gen kod svih analiziranih izolata A.
niger, A. welwitchiae i A. tubingensis. Dobijeni amplikoni su vizuelizovani u 1% agaroznom gelu,
rezultati su prikazani na slici 40. Veli¢ina proizvoda dobijenog PCR umnozavanjem gena
koris¢enjem gore navedenih prajmera bi trebala da bude oko 1882 bp, slika 40.

1 23 456 7MvM8 910 11MM121314 15 1617 18 MM 19 2021 22 23 24 25
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Slika 40. Detekcija umnoZenog sucl gena agaroznom elektroforezom kod izolata A. niger, A. welwitchiae i A.
tubingensis. MM - 1 kb DNA markeri; 1-8 A. niger; 9-16 A. welwitchiae; 17-24 A. tubingensis; 25- negativna kontrola
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Dobijeni amplikoni su sekvencionirani nakon ¢ega su sekvencije poredene sa javno
dostupnim sekvencijama koris¢enjem BLAST algoritma, i potvrdene kao sekvencije sucl gena.
Nukleotidne sekvencije su prevedene u aminokisleinske sekvencije (MegaX) i koriS¢ene za
konstrukciju proteinskog filogenetsko stabla prikazanog na slici 41. Evoluciona istorija zasnovana
na sucl genu od 24 sekvencija dobijenih u ovoj tezi, referentnih sojeva A. niger, A. welwitchiae i A.
tubingensis je izvedena koriscenjem metode Maximum likelihood (MEGA X) primenom
Hasegawa-Kishino-Yano modela koji koristi Gama distribuciju kao najprikladniji model zamene.
Inicijalna stabla dobijena su primenom Neighbor-Join i BioNJ algoritama. Sucl gen iz soja
Aspergillus oryzae (acc. No. u KEGG bazi podataka aor:AO090020000640 K01193) koriscen je
kao takson van grupe za koren drveta. Da bi se procenio statisticki znacaj pretpostavljenih klada,
uradeno je 1.000 bootstrapova. U filogenetskom stablu sucl gena, sojevi A. niger i A. welwitchiae
grupisali su se u zajednicki klaster, dok su se sojevi A. tubingensis grupisali u svoj poseban klaster,
slika 41.

Aspergillus welwitchiae FAW2
Aspergillus welwitchiae FAW 5
62 Aspergillus welwitchiae FAW3

Aspergillus welwitchiae FAW 1
Aspergillus welwitchiae FAW4

t— Aspergillus welwitchiae FAW 6
Aspergillus niger FAN3

Aspergillus niger FAN4

Aspergillus welwitchiae FAW7
L Aspergillus niger FAN10

o1l Aspergillus niger FAN2
Aspergillus niger FANI
Aspergillus niger FANS
Aspergillus niger FANS

Aspergillus niger FAN9

Aspergillus tubingensis FAT 36
Aspergillus tubingensis FAT 38
Aspergillus tubingensis FAT 25

60 || Aspergillus tubingensis FAT27
Aspergillus tubingensis FAT 32
€0 Aspergillus tubingensis FAT 2
~ Aspergillus tubingensis FAT 26
Aspergillus tubingensis FAT 1

Aspergillus tubingensis FAT 29

Aspergillus oryzae (aor: AO090020000640 K01193)

S
20

Slika 41. Filogenetsko stablo sucl aminokiselinskih sekvencija izolata vrsta roda Aspergillus sekcije Nigri. Aspergillus
oryzae koji ne pripada sekciji Nigri predstavlja koren stabla.

Rezultati dobijeni medusobnim uporedivanjem grupa pokazuju da su razlke u
aminokiselinskim sekvencijama eksprimiranog sucl gena koje postoje izmedu ispitivanih vrsta
veoma male. Sekvencije A. welwitschiae i A. niger poklapaju se 99,6%. Aminokiselinske
sekvencije A. tubingensis sojeva se poklapaju sa A. welwitschiae 97,5% a sa A. niger vrstama
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97,6%. Korelacijom rezultata enzimske aktivnosti i prikazanim sekvencijama medu vrstama je
moguée u daljim istrazivanjima do¢i do odgovora na pitanje mehanizma dejstva enzima
odgovornog za produkciju FOS.

3.5.4.2 Provera ekspresije sucl gena

Nakon poredenja nukleotidnih sekvencija sucl u drugim sojevima vrsta roda Aspergillus
napravljen je forward prajmer Afts F3 koji ima vecu specifi¢nost i bolje vezivanje za odredeni deo
nukleotidne sekvence (slika 39). Prajmer je dizajniran tako da prepoznaje i vezuje se blize 3" kraju
sekvencije egzona | i obuhvata intron, kao $to je naznaceno na slici 39 da bi mogli da se razlikuju
amplikoni iz rtPCRa na mRNA i PCRa na DNA.

Da bismo analizirali i ispitali ekspresiju
gena sucl bilo je potrebno  detektovati
odgovarajuéu RNA koja nastaje transkripcijom
gena. Iz micelijuma A. welwitchiae FAW1
odgajenog na PDA je izolovana ukupna RNA.
Izolovana  RNA  je  tretirana  enzimom
dezoksiribonukleazom (DNaza) da bi se osiguralo
prisustvo samo RNA. Koris¢enjem reverse
prajmera Afts RO je iz ukupne RNA metodom
reverzne transkripcije (RT-PCR - od eng. reverse
transcription polymerase chain reaction) dobijena
specificna komplementarna DNA (cDNA) koja
odgovara funkcionalnom sucl genu i ne sadrzi
intron.

Prajmeri Afts F3 i Afts RO su koris¢eni za
umnozavanje gena sucl iz cDNA. Nastali PCR
proizvod je wveli¢ine od oko 280-290 bp i
predstavlja komplementarni zapis informacione
RNA za gen sucl. Kao kontrola upotrebom istih
prajmera je iz genomske DNA umnozen proizvod
veli¢ine od oko 350 bp koji odgovara delu gena
sucl i sadrzi i intron (kao Sto je naznaCeno na slici  gjika 42. Detekcija cDNA gena sucl; 1 — 1 kb
39) od cega potiCe uocljiva razlika u masama i DNA markeri; 2 - RNA prevedena u cDNA u RT

pokretljivosti u agaroznoj gel elektroforezi $to je  koraku; 3 —negativna kontrola; 4 — pozitivna
prikazano na slici 42. kontrola, DNA; 5 — 100 bp DNA markeri.

Prikazani rezultati ekspresije gena sucl su potvrdili prisustvo introna i dokazali da se
ispitivani gen eksprimira. Opisani nacin za dokazivanje prisustva CONA se moze dalje koristiti u
ispitivanjima kontrole ekspresije gena sucl pri razli¢itim uslovima produkcionih fermentacija a
time i za povecanje nivoa produkovanog enzima.
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3.6

Zakljucci

Izolovano je 39 Cistih kultura (sa razliitih supstrata) koji pokazuju morfoloske
karakteristike crnih Aspergillus vrsta koje su identifikovane do nivoa vrste.

Razvijen je test za brzu selekciju inulinaznih proizvodaca medu izolatima gljiva iz roda
Aspergillus, kojim se moze ispitati veliki broj sojeva.

Vecina izolata A. niger i A. welwitschiae i polovina izolata A. tubingensis dali su pozitivne
rezultate u difuzionom testu. Tri soja A. welwitschiae (FAW1, FAW6, FAW9) pokazali su
se kao najbolji proizvodaci inulinaznih enzima.

Proizvodnja mikotoksina FB2 je potvrdena u izolatima FAW2, FAW3, FAW4, FAWS i
FAWO9. Nijedan analizirani izolat ne proizvodi mikotoksin FB1.

FAW1 i FAWG ne poseduju kompletne klastere gena za produkciju mikotoksina OTA i FB.

FAWL1 se izdvojio kao najpogodniji soj za produkciju enzima inulinaznog kompleksa za
upotrebu u proizvodnji FOS-ova.

Aktivnost produkovanih enzima inulinaznog kompleksa InuA, InuE, FTase, FFase zavisi od
supstrata koris¢enog tokom gajenja soja FAWI1. Gajenjem na podlozi sa jerusalimskom
artiCokom 1 pSeniénim mekinjama sa dodatim peptonom (AWP+) produkuje najvecu
aktivnost FFase (6,3 U/mL). Gajenjem soja na podlozi koja sadrzi samo lomljeno zrno
tritikalea (T) dobija se najveca egzoinulinazna aktivnost (InuE) (2,4 U/mL) kao i najveca
endoinulinazna aktivnost (InuA) (34 U/mL).

Razvijena je metoda za simultanu detekciju enzima koji pripadaju inulinaznom kompleksu
(InuA, InuE, FTase) nakon jednog elektroforetskog razdvajanja enzima.

Ceo inulinazni kompleks enzima gljive A. welwitschiae FAW1 moze se Koristiti za
proizvodnju FOS-ova bez prethodnog pre¢is¢avanja pojedina¢nih enzima.

Dobijeni FOSs i FOSh poseduju znacajan antioksidativni potencijal $to ih ¢ini dobrim
kandidatima za dodatak funkcionalnoj hrani.

Koprodukcijom kompleksa inulinaznih enzima pokazano je da se ista gljiva moze koristiti
za obe metode dobijanja FOS-ova (FOSs i FOSy) u zavisnosti od podloge na kojoj se uzgaja.
Uspesno su preciséeni glavni enzimi inulinaznog kompleksa odgovorni za produkciju FOS-
ova — InuA za dobijanje FOSh i FTase za dobijanje FOS:.

Optimalni uslovi za dobijanje FOSh, upotrebom prec¢is¢ene endoinulinaze A. welwitschiae
FAWL1, podrazumevaju 5% rastvora inulina, pH 6,0, temperaturu od 45 °C tokom reakcije
koja traje do 25 minuta.

Optimalni uslovi sinteze FOSs upotrebom FTase A. welwitschiae FAW1 podrazumevaju
reakciju u 60% -tnoj saharozi, na 55 °C, 24 h na pH 5,5.

U genomu A. welwitschiae FAWL1 potvrdeno je prisustvo gena sucl Kkoji se smatraju
odgovornim za ekspresiju enzima fruktoziltransferaze (FTase) i B-fruktofuranozidaze
(FFase)

A. welwitschiae FAW1 je potencijalni industrijski proizvoda¢ enzima za proizvodnju
FOSh i FOSs,
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4 Eksperimentalni deo

Spisak kori§éene opreme:

Tehnicka vaga Mettler PE 3600 i analiticka vaga Mettler

Kada za horizontalnu elektroforezu Pharmacia LKB Multiphor 11
Kada za vertikalnu elektroforezu, Hoefer, SE 250 Mini

Kada za horizontalnu elektroforezu Biorad

Ispravljaci Pharmacia Biotech EPS 3500, Pharmacia ECPS 2000/300, Bio Rad
Proto¢ni vodeni termostat Pharmacia Biotech, Multitemp 11
Inkubator-sejker IKA KS 4000i control

Inkubator Sejker Innova 40R, temperature control 4-60°C
Inkubator Memmert INB 300

Inkubator Memmert, Humidity chamber HCP

Spektrofotometar, Shimadzu UV1800

pH metar, InoLab

Konduktometar WTW LF521, inoLab

Mikrotalasna pec¢nica, Samsung

Centrifuga, miniSpin plus, Eppendorf, Sigma

Centrifuga Thermo Scientific SL40R

Eppendorf Personal MasterCycler i T3 Thermocycler, Biometra
Bio Rad Geldoc XR

4.1  Odabir potencijalnih proizvodaca inulinaza gljiva Aspergillus spp.

Odabir ili skrining potencijalni producera medu izolatima gljiva roda Aspergillus obuhvata
nekoliko: izolovanje gljiva iz prirodnih staniSta, njihova i identifikacija do nivoa vrste i testiranje na
mogucnost produkcije inulinaza. Kao nezaobilazna faza ovde je ukljuceno 1 ispitivanje odabranih
sojeva na sintezu mikotoksina kako bi se postigao najvazniji uslov za koris¢enje enzima u dobijanju
FOS-ova, zato §to se samo sojevi koji ne produkuju mikotoksine smatraju bezbednim za koris¢enje
u procesima proizvodnje hrane.

4.1.1 lzolovanje gljiva roda Aspergillus spp.

Gljive su izolovane sa razli¢itih supstrata (Tabela 1) u periodu od 2000. do 2012. godine.
Izolovanje je uradeno standardnim mikrobioloskim tehnikama prenoSenjem konidija na krompir
dekstrozni agar — PDA (od eng. potato dextrose agar) na Petrijevim $oljama i inkubacijom na 28 °C
tokom 7 dana. Nakon inkubacije, plo¢e su pregledane i spore gljiva su prenete na novi PDA. Ciste
kulture se ¢uvaju u 25% rastvoru glicerola, u laboratorijskoj banci sojeva UB483 na -70 °C.

4.1.2 Identifikacija Aspergillus spp. izolata

4.1.2.1  Ekstrakcija DNA

e Rastvori
- 5M NaCl
- NacCl 29,22 ¢
- Vodado 100 mL
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- 1 M Tris-HCI

- Tris 12,119
- Vodado 100 mL
Dotitrovati rastvorom HCI do pH 8,0
- 0.5 MEDTA
- EDTA 18,61 ¢
- Vodado 100 mL
Dotitrovati rastvorom NaOH do pH 8,0
- 2% CTAB pufer 22 100 mL Fin.
rastvora koncentracija
- CTAB (cetiltrimetil-amonijum-bromid) 2090 2%
- 1M Tris-HCI (pH 8,0) 10 mL 100 mM
- 5 M NaCl 28 mL 1,4 M
- 0,5MEDTA (pH 8,0) 4 mL 20 mM
- Vodado 100 mL /
- Hloroform
- Izopropanol

- 70% etanol

- 1IXTE pufer (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA)

- 1 M Tris-HCI (pH 8,0) 1mL
- 0,5 MEDTA (pH 8,0) 200 uL
- Vodado 100 mL

Dotitrovati do pH 8,0

e Postupak

Izolati gljiva gajeni su 2 dana na PDA podlozi na 28 °C. Dobijeni beli micelijum je sterilnim
skalpelom pazljivo skinut sa povrSine podloge i prebacen u ependorf. Uzorci su potom zamrznuti
te¢nim azotom 1 homogenizovani pastelom. Postupak je ponovljen par puta.

Homogenizovanim uzorcima dodato je po 700 uL 2% CTAB pufera, koji sadrzi 2-
merkaptoetanol u finalnoj koncentraciji 0,2%, 1 koristi se za resuspendovanje celijskog materijala.
Smesa je inkubirana 60 min na 65 °C u vodenom kupatilu uz mesanje.

Nakon toga dodato je 600 uL hloroforma i dobro je izmeS$ano, vorteksovanjem, sve dok je
dolazilo do razdvajanja faza. Sledi centrifugiranje 15 min, na 13000 ob/min, na 4 °C, pri ¢emu
dolazi do razdvajanje faza. Gornja, vodena faza, koja sadrzi DNA preneta je u novi ependorf u koji
je prethodno dodato 300 pL ledenohladnog izopropanola. Ependorfi su inkubirani 30 min na -20 °C
pri ¢emu dolazi do precipitacije DNA iz vodene faze. Nakon centrifugiranja koje traje 15 min, na
13000 ob/min, na 4 °C, supernatant (gornja faza) je odbacen, a zaostali talog je DNA.

U ependorf je dodato ~500 pL hladnog 70%-tnog etanola koji sluZzi za ispiranje DNA
molekula od zaostalih necisto¢a i organskih rastvaraca. Lagano je promuckano, invertovanjem, a
onda centrifugirano 15 min, 13000 ob/min, 4 °C. Nakon centrifugiranja supernatant je pazljivo
odliven. Ovaj postupak je ponovljen 2 puta. Kada je zaostali etanol ispario, dobijena DNA je
resuspendovana dodatkom 50 pL. TE pufera. Dobijena DNA se ¢uva u frizideru (4 °C) ili na — 20
°C do upotrebe.

4122 UmnoZzavanje CaM gena

Identifikacija izolata uradena je na osnovu CaM gena za ¢iju su amplifikaciju koriS¢eni
CMD5/CMD6 prajmeri [256]. PCR reakciona smesa (25 pL) je sadrzala 1 pl genomske DNA, 1 x
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PCR MasterMix (Thermo Fisher, Vilnius, Lithuania) i 0,4 pmol/L svakog prajmera (Tabela 8).
Parametri amplifikacije su kao $to je prethodno opisano [256] i prikazani su u tabeli 9. Kao
negativna kontrola korisceni su uzorci bez DNA.

Tabela 8. Sastav PCR reakcione smeSe

Br. uzoraka 1* 5 10 15 20 25
H20 (uL) 10,5 | 52,5 | 105,0 | 157,5 | 210 | 262,55
Forward prajmer (20 pM) 0,5 2,5 5,0 7,5 10 12,5
Reverse prajmer (20 pM) 0,5 2,5 5,0 7,5 10 12,5
Master Mix (uL) 125 | 62,5 | 1250 | 187,55 250 312,5

Ukupna V (uL) PCR reakcije | 24 120 | 240 360 480 600

*Jedan uzorak koji ide na PCR sadrzi 24 pL smese koja je prikazana u tabelii 1 uL. DNA.
**Kada se pravi PCR smesa prvo se odmeri MiliQ voda, zatim Master Mix pa se na kraju dodaju prajmeri. Sve se
pravi u negativnoj kontroli, gde se na kraju NE dodaje izolovana DNA

Tabela 9. PCR program kori$¢en za umnozavanje gena za kalmodulin (CaM)

1. | Inicijalna denaturacija 94 °C 5 min

2. Denaturacija 94 °C 45 sec

3. Annealing 55°C 45sec | 34x
4. Elongacija 72 °C 1 min

5. Fin. elongacija 72 °C 7min

4.1.2.3  Vizuelizacija produkata PCR reakcije

PCR proizvodi su analizirani agaroznom elektroforezom. Kori$¢en je 1% agarozni gel. U 25
mL 1 x TBE (Tris-boratni EDTA pufer) pufera dodato je 0,25 g agaroze. Smesa je zagrevana do
kljucanja u mikrotalasnoj peénici. Postupak zagrevanja je ponovljen do potpunog rastvaranja
agaroze. Agaroza je izlivena u prethodno pripremljen kalup sa ¢esljem. Nakon 20 min na sobnoj
temperaturi CeSalj je izvaden i1 agarozni gel je uronjen u kadicu za elektroforezu sa 1 x TBE
puferom.

Uzorci umnoZenih PCR proizvoda (4 pL) pomeSani su sa 1 pL boje (6x Loading Dye, MBI
Fermentas, Litvanija). Kori§¢eno je 5 pL DNA markeri (1 kb, Thermo Fisher) ¢iji su fragmenti
veli¢ine 10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3500, 3000, 2500, 2000, 1500, 750, 500 i 250 bp. Uslovi
elektroforeze su bili: 100 V; 200 mA i 30 min. Nakon zavrSene elektroforeze gel je bojen 0,1%
rastvorom etidijum-bromida u toku 10 min. Trake na gelu su vizuelizovane UV transiluminatorom.
Kao pozitivne reakcije detektovani su fragmenti veli¢ine oko 600 bp u poredenju sa DNA
markerima.

PCR produkti svih izolata poslati su na sekvenciranje. Direktnim sekvenciranjem u oba
smera koriscenjem istih prajmera kao i za amplifikaciju dobijene su sekvencije, koje su sastavljene
koriscenjem Pregap4 iz programskog paketa Staden [232] i uporedene sa sekvencijama drugih
Aspergillus  spp. koje su javno dostupne, koriscenjem  MegaBlast algoritma
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).
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4.1.3 Razvijanje testa za brzu selekciju gljiva proizvodaca inulinaznih enzima

Podloga za pretragu proizvodaca inulinaza:

— Czapek-ov rastvor* 25 mL
— 1% agar-agar 0,30g
— Ekstrakt jerusalimske articoke 5mL

*Czapek-ov rastvor:

— NaNOs3 29
— KH2PO4 1g
— MgSO4 0,59
— KCI 0,59
— FeSO4 (FeCLs) 0,01¢
— Vodado 1L
0,5 mol/L natrijum acetatni pufer
— Sirc¢etna kiselina 2,84 mL
— Vodado 100 mL

Rastvor pufera dotitrovati 1 M rastvorom NaCl do pH 5,0.

Gajenje gljiva 1 produkcija enzima uradena je u erlenmajerima, na ¢vrstom medijumu. Kao
podloga za gajenje koris¢en je modifikovani Czapek koji umesto saharoze sadrzi ekstrakt
jerusalimske articoke bogat inulinom i agar-agar. Eksudat articoke je pripremljen homogenizacijom
krtola artiCoke u blenderu pri ¢emu je dobijena te¢nost obogacena inulinom, dok su suvi ostaci
odbaceni. Zasejan je po 1 mL prethodno pripremljenih spora. SSF fermentacija trajala je 33 h, na 28
°C, nakon Cega je podloga usitnjena, a produkovani enzimi ekstrahovani 25 mM acetatnim puferom
pH 5,0 (30 mL). Ekstrakcija je trajala 2 h uz meSanje na 150 ob/min na sobnoj temperaturi.
Ekstrakti su centrifugirani 20 min na 4500 ob/min na 6 °C. Dobijeni uzorci su mikrofiltrirani kroz
stakleni mikrofilter u cilju uklanjanja zaostalih ¢elija 1 spora mikroorganizama i sacuvani na — 20 °C
za odredivanje enzimskih aktivnosti i dalja ispitivanja.

4.1.3.1  Pretraga sojeva na poliakrilamidnom gelu

Za difuzioni test koris¢en je 6% poliakrilamidni gel, sa inkorporiranim supstratom (20 g/L
inulin) (Tabela 10). Nakon polimerizacije gela izbuSeni su bunari na odgovarajucoj udaljenosti (1
cm). U svaki bunar dodato je po 20 pL prethodno dobijenih ekstrakata, u taéno definisanim
vremenskim intervalima (na svakih 5 sekundi). Reakcija se odvijala na 37 °C, 18 h u vlaznoj
sredini. Nakon toga reakcija je prekinuta prelivanjem gela sa 100 mL 0,3 M rastvora NaOH tokom
30 sekundi. Dobijeni proizvodi hidrolize (redukujuéi Seceri) detektovani su prelivanjem gela sa 50
mL rastvora NBT-a u 0,3 M rastvoru NaOH (finalna koncentracija NBT je 1 mg/mL). Pozitivna
reakcija dala je plavo ljubicasta obojenja.

Tabela 10. Sastav PAA gela kori$¢enog za pretragu sojeva

Rastvor poliakrilamida 9 mL
Supstrat inulin u 50 mM acetatnom puferu pH 5,0 36 mL
TEMED 10,8 uL
APS 135uL
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4.1.3.1.1 Odredivanje ukupne inulinazne aktivnosti nakon difuzionog testa

Fermentacionim tec¢nostima sojeva koji su dali pozitivan rezultat u difuzionom testu,
odredena je inulinazna aktivnost spektrofotometrijski, prema modifikovanoj proceduri koja
podrazumeva upotrebu DNS reagensa [48,234].

e Potrebni rastvori:
Supstrat: 0,5% rastvor inulina
- inulin 0,159
- 50 mM natrijum-acetatni pufer pH 4,5 do 30 mL
U 0,15 g inulina doda se par kapi hladnog pufera. Ostatak pufera se zagreje do kljucanja i prelije do
mase 30 g. Ukoliko se inulin ne rastvori potrebno je da se zagreva do kljuanja. Dobijeni rastvor
treba da bude bistar i koristi se hladan.

DNS reagens
- Dinitrosalicilatni rastvor u NaOH

- NaOH 8¢
- DNSA 59
- Destilovana voda do 100 mL
- Tartaratni rastvor
- K-Na- tartarat 150 g
- Destilovana voda do 250 mL

Pomesaju se rastvori A 1 B, a zatim se doda destilovana voda do 500 mL.

e Postupak:

Za reakciju se koristi 50 pL enzima i 450 pL supstrata i inkubira se 120 min na 37 °C.
Reakcija se prekida dodatkom 500 pL DNS reagensa. Uzorci se zatim kuvaju 5 min na 100 °C i
razblaze sa 4 mL vode. Slepa proba je istog sastava samo $to se rastvori dodaju drugim redosledom:
enzim, DNS reagens, supstrat.

Za odmerenu vrednost apsorbancije Asso sa standardne prave ocita se ili izraCuna
koncentracija redukujuc¢ih Secera, na osnovu koje se racuna inulinazna aktivnost (U/mL). Jedna
jedinica inulinazne aktivnosti se definiSe kao koli¢ina enzima koja je potrebna da hidrolizuje 1
umol inulina po minuti pri gore navedenim uslovima.

U C redukujucih Secera (mM)XV reakcione smese (mL
Cenz (—)z i : (mM) , mb) « R 1)
t (min)XV enzima (mL)

Cenz — enzimska aktivnost u U/mL
Cred.se¢.- koncentracija redukujucih Secera
Vrs — zapremina reakcione smese

t- vreme trajanja reakcije

Ve — zapremina enzimskog ekstrakta

R — razblazenje enzimskog ekstrakta

4.2  Ispitivanje produkcije mikotoksina
4.2.1 Produkcija enzima i mikotoksina

Svi izolati A. welwitschiae su gajeni na SSF-u (fermentacija u ¢vrstom stanju) gde je kao
podloga koriS¢eno lomljeno zrno tritikalea, na 28 °C i relativnoj vlaznosti (RH) 60% tokom 96 h.
Nakon 96 h gajenja podloge su bile prekrivene belim micelijumom i nije doSlo do sporulacije.
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Uzorci koriS¢eni za analizu mikotoksina dobijeni su ekstrakcijom sa 100 mL 25 mM acetatnog
pufera pH 4,5 i meSanjem 2 sata na 150 ob/min, nakon ¢ega su centrifugirane 20 min na 4500
ob/min na 6 °C i mikrofiltrane kroz stakleni mikrofilter.

4211 Priprema podloge za umnoZavanje spora

PDA podloga (krompir dekstrozni agar)

- Komercijalna podloga 42 g

- Destilovana voda do 1L
SA podloga (sladni agar)

- Komercijalna podloga 509

- Destilovana voda do 1L

Podloga je rastvorena u destilovanoj vodi, autoklavirana, a nakon ¢ega je u sterilnim
uslovima razlivena u Petrijeve Solje.

4.2.1.2  Zasejavanje spora na mikrobioloskim podlogama

Sa kosog agra na kome se nalaze potrebni sojevi, ezom su prenete spore i zasejane na PDA i
SA podloge metodom ,,iSarane ploce* u sterilnim uslovima.

Na poklopcu svake Petrijeve Solje obelezen je soj, datum sejanja 1 vrsta podloge. Zasejane
podloge su inkubirane u termostatu na 28 °C 6-7 dana. Sojevi koji su rasli na PDA podlozi su brze i
vise sporulisali od sojeva raslih na sladnom agru.

4.2.1.3  Produkciona fermentacija

e Potrebni rastvori:
0,1% rastvor Tween 80
- Tween 80 01g
- Vodado 100 mL

Sporama poraslim na Petri Solji dodato je 5 mL 0,1% rastvora Tween 80 u vodi.

Nakon $to su se spore delimi¢no hidratisale, ezom su skinute sa micelijuma. Dobijena
suspenzija je procedena kroz sloj vate i odredena je OD (od eng. optical density) merenjem Asos.
Opseg apsorbancije adekvatan za izvodenje eksperimenta i za sejanje na SSF-u je 0,970 — 1,030.

Pre postavljanja SSF-a zrno tritikala podleZe autodigestiji koja traje 3 sata na 60 °C. Tokom
autodigestije amilaza tritikala delimi¢no razgraduje skrob i1 produkuje Secere koje ¢e kasnije gljive
koristiti kao izvor energije i hrane. Pored toga ovaj proces je i jedan nacin pasterizacija zrna.

Postavljeni SSF trajao je 96 h na 28 °C, pri ¢emu je relativna vlaznost (RH) iznosila 60%.
Prethodno dobijena suspenzija spora zasejana je u 12 velikih aluminijumskih posuda (zapremine
900 mL) na podlozi koja se sastojala od 160 g tritikala i 100 mL sterilne vode. U ovim posudama je
nakon autodigestije zasejano po 30 mL spora gljiva ¢iji je OD na Aeos oko 1. SSF je takode
postavljen i u 8 malih aluminijumskih posuda (zapremine 500 mL) pri ¢emu je podloga sadrzala
100 g tritikala i 62,5 mL sterilne vode, a nakon autodigestije je zasejano po 18,75 mL spora.

4.2.1.4  Ekstrakcija enzimskih kompleksa i mikotoksina iz podloge

Nakon fermentacije koja je trajala 96 h nije doSlo do sporulacije. Za ekstrakciju je koriS¢en
20 mM acetatni pufer pH 5,0. Velikim posudama, koje su sadrzale 160 g tritikala i 100 mL sterilne
vode, dodato je po 320 mL pufera prilikom ekstrakcije i dobijeno je skoro isto toliko fermentacione
teCnosti. SSF-u postavljenom u malim aluminijumskim posudama, koje su sadrzale 100 g tritikala i
62,5 mL sterilne vode, dodato je po 200 mL pufera i takode dobijeno je skoro isto toliko
fermentacione tecnosti.
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Podloga je usitnjena Stapnim mikserom i ekstrakcija je trajala 3 h uz meSanje na sobnoj
temperaturi. Ekstrakt je centrifugiran 20 min na 4500 ob/min na 6 °C.

Dobijene fermentacione tecnosti su mikrofiltrovane staklenim mikrofilterom u cilju
uklanjanja zaostalih ¢éelija i spora mikroorganizma i saCuvane za odredivanje enzimske aktivnosti i
dalja ispitivanja.

U dobijenim ekstraktima je odredivana ukupna inulinazna aktivnost i koncentracija
mikotoksina, koja je uradena po standardnim metodama u saradnji sa Poljoprivrednim fakultetom,
Univerziteta u Beogradu.

4.2.15 Odredivanje koncentracije proteina Bradford-ovom metodom

e Potrebni rastvori:
- Koncentrovani rastvor boje:

- CBB G-250 (Coomassie brilliant blue G-250) 100 mg
- 95 % etanol 50 mL

- H3PO4 100 mL
- Vodado 200 mL

Boja je rastvorena u etanolu nakon ¢ega je dodata kiselina 1 voda do finalne zapremine 1 oznacen
kao koncentrovani rastvor boje.

- Bradford-ov reagens — radni rastvor boje
- Koncentrovani rastvor boje 100 mL
- Voda do 500 mL

Kao standard za odredivanje koncentracije proteina koris¢en je govedi serum albumin (BSA od eng.
bovine serum albumin). Koncentrovani rastvor BSA, 1 mg/mL, je razblazen u opsegu 0,1 do 1,0
mg/mL kao Sto je prikazano u tabeli 11. Najkoncentrovaniji rastvor (1 mg/mL) predstavlja granicu
linearnosti.

Tabela 11. Standardna kriva za rastvor BSA

Finalna koncentracija

BSA (1 mg/mL) | H20 (uL) P J
1. 10 90 0,1
2. 20 80 0,2
3. 40 60 0,4
4, 60 40 0,6
5. 80 20 0,8
6. 100 - 1,0
7. - 100 -

e Postupak:

Uzorku (100 pL) dodato je 5 mL razblazenog rastvora boje. Reakciona smeSa je
vorteksovana 1 nakon 20 minuta merena je apsorbancija na 595 nm. Kao slepa proba koriS¢ena je
voda. Za odmerenu vrednost apsorbancije Asgs sa standardne prave se odita ili izraGuna
koncentracija proteina koja se izrazava u mg/mL.

4.2.1.6  Odredivanje ukupne inulinazne aktivnosti

Ukupna inulinazna aktivnost uradena je po protokolu opisanom u poglavlju 4.1.3.1.1, uz
modifikaciju vremena reakcije - 60 min i temperature - 50 °C.
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4.2.2 Analiza mikotoksina na genskom nivou

4221

UmnoZavanje gena za fumonizin (fum)

Prajmeri koris¢eni za umnozavanje fum gena prikazani su u tabeli 12, gde je takode
prikazano i koji prajmer je zaduzen na umnoZavanje kog gena. Sastav PCR reakcije dat je u tabeli
13, a uslovi reakcije prikazani su u tabeli 14. Za ovaj eksperiment koriSéeni su prajmeri i uslovi dati
u radu Susca et al. [64].

Tabela 12. Prajmeri kori$¢eni za umnozavanje fum gena
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Oznaka u radu Nasa oznaka Gen Veli¢ina amplikona (bp)
Fum10-756 f Fuml10 f
L ™ Fum1o-1406 Fumi0r Fum10 651
Fum?7-600 f Fum?7 f
2 Fum7-1280 r Fum7 r Fum? 681
Fum1-4583 f Fuml f
3 | Fuml-52831 Fumlr Fuml 701
Fum15-299f Fum 15-1 f
4 Fum15-999 r Fumis1r | U™ 701
Fum15-14-1395 f Fum 15-2 f
> | Fumi5-14-2097r | Fumis2r | "umet! 703
Fum15-14-2997 f Fum 15-3 f
® T Fumis-143701r | Fum1sar | fumatll 705
Tabela 13. Sastav PCR smese kori§¢ene za umnozavanje fum gena
Komponente Po 1 uzorku
1. | H0 10,5 uL
2. Master mix 12,5 uL
3. Forward prajmer (20 pM) 0,5 uL
4. Reverse prajmer (20 pM) 0,5 uL
5. DNA 1 uL
Tabela 14. PCR program kori§¢en za umnozavanje gena za fumonizin (fum)
1. | Inicijalna denaturacija 94 °C 2 min
2. Denaturacija 94 °C 50 sec
3. Annealing 59 °C 30 sec 35X
4. Elongacija 72 °C 50 sec
5. Fin. elongacija 72 °C 5 min




4.2.2.2 UmnoZavanje gena za ohratoksin (0ta)

Prajmeri koriS¢eni za umnozavanje ota gena prikazani su u tabeli 15, gde je takode
prikazano i koji prajmer je zaduzen na umnozavanje kog gena. Sastav PCR reakcije dat je u tabeli
16, a uslovi reakcije prikazani su u tabeli 17. Za ovaj eksperiment kori$éeni su prajmeri i uslovi dati
u radu Susca et al. [63].

Tabela 15. Prajmeri kori§¢eni za umnozavanje ota gena

Oznaka Veli¢ina amplikona (bp)
=
: o
-
oo

Tabela 16. Sastav PCR smese kori§¢ene za umnozavanje ota gena

Komponente Po 1 uzorku
1. | H:0 10,5 pL
2. Master mix 12,5 uL
3. | Forward prajmer (20 pM) 0,5 uL
4. | Reverse prajmer (20 pM) 0,5 uL
5. | DNA 1 uL

Tabela 17. PCR program kori§¢en za umnozavanje gena za ohratoksin (ota)

1. | Inicijalna denaturacija | 95 °C 2 min

2. Denaturacija 94 °C 30 sec

3. Annealing 60 °C 30 sec 35 X
4. Elongacija 72 °C 1 min

5. Fin. elongacija 72°C |5 min

4.3  Produkcija enzima odabranim sojem A. welwitchiae FAW1

Produkcione fermentacije su postavljene kao SSF na 28 °C i RH 60% tokom 96 h. Sastav
podloga koji je koriséen je dat u Tabeli 18. U sterilnim uslovima se povrSinski zaseje po 30 mL,
odnosno po 18,75 mL rastvora spora na pripremljenu autodigestovanu ¢&vrstu podlogu.
Aluminijumska posuda se zatvara sterilnim aluminijumskim poklopcem. Svaki od sojeva se
zasejava na ukupno 2 podloge u duplikatu. Obelezi se svaka od posuda zatim se stavljaju u
termostat gde se odvija fermentacija na 28 °C.
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Tabela 18. Sastav podloga koris¢enih u SSF-u za gajenje A. welwitschiae FAW1 i produkciju enzima inulinaznog
kompleksa

Oznaka Sastav podloge

- 100% homogenizovana jerusalimska articoka

- Voda dodata do 50% relativne vlaznosti supstrata

- 94,5% homogenizovana jerusalimska articoka

- 5% pSeni¢ne mekinje

- 0,5% pepton

- Voda dodata do 50% relativne vlaznosti supstrata

- 92,6% homogenizovana jerusalimska arti¢oka

- 5% pSenicne mekinje

- 2,4 % pepton

- Voda dodata do 50% relativne vlaznosti supstrata

- 100% lomljeno zrno tritikalea (veli¢ina Cestica 30% 1
mm, 28% 2—-3 mm, 18% 4 mm, 24% 5-6 mm)

- Sok jerusalimske arti¢oke (dobijen homogenizacijom i
presovanjem) dodat do 50% relativne vlaznosti supstrata

- 100% lomljeno zrno tritikalea (veli¢ina Cestica 30% 1

T mm, 28% 2—-3 mm, 18% 4 mm, 24% 5-6 mm)

- Voda dodata do 50% relativne vlaznosti supstrata

A

AWP

AWP+

AT

4.3.1 Odredivanje enzimskih aktivnosti

4.3.1.1  Ekstrakcija enzima iz podloge

Ekstrakcija enzima opisana je u poglavlju 4.2.1.5.

4.3.1.2  Odredivanje p-fruktofuranozidazne (invertazne) aktivnosti

e Potrebni rastvori:
Supstrat: 10 % rastvor saharoze

- saharoza 5139
- natrijum acetatni pufer pH 4.5, 50 mM do 50 mL
e Postupak:

Za reakciju se Kkoristi 50 pL enzima i 450 pL supstrata i inkubira se 30 min na 37°C.
Reakcija se prekida dodatkom 500 pL DNS reagensa. Uzorci se zatim kuvaju 5 min na 100 °C i
razblaZe sa 4 mL vode. Slepa proba je istog sastava samo $to se rastvori dodaju drugim redosledom:
enzim, DNS, supstrat.

Za odmerenu vrednost apsorbancije Asso sa standardne prave ocita se ili izracuna
koncentracija redukujucih Secera, na osnovu koje se rauna invertazna aktivnost (U/mL), prema
jednacini (1) datoj u poglavlju 4.1.3.1.1. Jedna jedinica invertazne aktivnosti se definiSe kao
koli¢ina enzima koja je potrebna da hidrolizuje 1 pumol saharoze po minuti pri gore navedenim
uslovima.
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4.3.1.3  Odredivanje egzoinulinazne aktivnosti

e Potrebni rastvori:
Supstrat: rastvor inulooligosaharida (10 mg/mL)

- inulooligosaharidi 100 mg
- natrijum acetatni pufer pH 4,5, 50 mM do 10 mL
e Postupak:

Za reakciju se koristi 50 pL enzima i 450 pL supstrata i inkubira se 2 h na 37 °C, uz
mesanje 450 ob/min. Reakcija se prekida dodatkom 500 pul. DNS reagensa. Uzorci se zatim kuvaju
5 min na 100 °C i razblaze sa 4 mL vode. Slepa proba je istog sastava samo Sto se rastvori dodaju
drugim redosledom: enzim, DNS reagens, supstrat.

Za odmerenu vrednost apsorbancije Ass se sa standardne prave ocita ili izracuna
koncentracija redukuju¢ih Secera, na osnovu koje se raCuna egzoinulinazna aktivnost (U/mL),
prema jednacini (1) datoj u poglavlju 4.1.3.1.1. Jedna jedinica egzoinulinazne aktivnosti se definiSe
kao koli¢ina enzima koja je potrebna da hidrolizuje 1 pumol inulooligosaharida po minuti pri gore
navedenim uslovima.

4314 Odredivanje endoinulinazne aktivnosti Azofruktanom

Endoinulinazna aktivnost odredena je prema protokolu Megazyme [257].
e Potrebni rastvori:
- 100 mM acetatni pufer pH 4,5 + 0.5 M KCI
- Supstrat: 2% (m/V) rastvor azofruktana

- Azofruktan 0,02¢g
- 100 mM acetatni pufer pH 4,5 + 0,5 M KCI 1mL
- Stop reagens:
- 2 M KOH 10 mL
- 96% etanol 100 mL
e Postupak:

Reakciona smesa koja sadrzi 100 pL enzima i 500 pL rastvora supstrata (azofruktana) se
inkubira 15 min na 40 °C. Nakon toga se ohladi (u ledenom kupatilu ili hladnoj vodi) i odmah doda
2,5 mL stop reagensa. Vorteksuje se i ostavi 5 min na sobnoj temperaturi. Zatim se centrifugira 1
min na 14000 ob/min i supernatantu izmeri apsorbancija na 590 nm. Kao slepa proba koristi se
destilovana voda.

Jedna jedinica (U) endoinulinazne aktivnosti definiSe se kao koli¢ina enzima koja je
potrebna da oslobodi 1 pmol fruktoze u minutu, hidrolizuju¢i inulin (koncentracije 10 mg/mL) na
pH 4,5 i na temperaturi od 40 °C. Ukoliko je uzorak enzima smeS$a egzo- i endoinulinaze za
racunanje mU Kkoristi se jednacina 2, u suprotnom jednacina 3.

mU = 15,1 + 496,8 X Abs + 211 X Abs? )
mU = 19,52 + 1416 X Abs + 1877 X Abs? 3)

Dobijene vrednosti za mU koriste se za raCunanje U/mL prema slede¢oj jednacini:
L = mUx10x— xR (4)
mL 1000

Abs — vrednost apsorbancije na 590 nm

mU — miliU po 0,1 mL reakcione smese

10 = preracunavanje od 0.1 mL (koliko je kori§¢eno enzima u reakciji) do 1.0 mL enzima.
1/1000 = prevodenje mU u U

R = ukupno razblazenje enzima.
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4.3.2 Zimogramska detekcija enzima inulinaznog kompleksa

Zimogramska detekcija enzima inulinaznog kompleksa uradena je nakon nativne
elektroforeze na poliakrilamidnom gelu (bez SDS-a i 2-merkaptoetanola). Nakon elektroforeze
proteini su simultano transferovani na PVDF membranu i na agar-agar gel sa inkorporiranim
inulinom. PVDF membrana je postavljena sa gornje strane gela, a supstratni gel sa donje strane
PAA gela. Na vrhu napravljenog sendvica stavljen je filter papir i teg od 500 g. Transfer je trajao 30
min.

43.21  Zimogramska detekcija endoinulinaze

Za detekciju endoinulinaze koris¢en je agar-agar gel (1,5%) sa inkorporiranim inulinom
(finalna koncentracija inulina u gelu bila je 1%). Nakon transfera gel je inkubiran 30 min na 40 °C
u vlaznim uslovima. Gel je bojen rastvorom joda (22 g/L KI, 11 g/L 1) 3-5 min, a zatim ispran 2
puta destilovanom vodom. Rezultat je bio gel narandzasto-braon boje sa zonama prosvetljenja na
mestima gde je inulin hidrolizovan.

4.3.2.2  Zimogramska detekcija p-fruktofuranozidaze (invertaze)

Za detekciju B-fruktofuranozidaze koriS¢ena je PVDF membrana. Nakon transfera proteina
sa nativnog PAA gela, PVDF membrana je inkubirana u 1% rastvoru saharoze rastvorenom u 50
mM natrijum acetatnom puferu pH 4,5, na 37 °C 45 min. Reakcija je prekinuta dodatkom 100 mL
0,3 M rastvora NaOH, a redukujuci Seceri nastali enzimskom aktivno$¢u detektovani su rastvorom
NBT-a rastvorenog u 0.3 M NaOH do finalne koncentracije 1 mg/mL. Nerastvorni kompleks koji je
nastao izmedu NBT-a i redukujucih Secera je plavo ljubicaste boje.

4.3.2.3  Zimogramska detekcija egzoinulinaze

PAA gel nakon nativne elektroforeze i nakon zavrSenog transfera koriS¢en je za detekciju
egzoinulinazne aktivnosti. PAA gel je inkubiran u 1% rastvoru inulooligosaharida rastvorenom u
50 mM natrijum acetatnom puferu pH 4.5, na 37 °C 30 min. Reakcija je prekinuta prelivanjem gela
sa 100 mL 0,3 M rastvora NaOH, a redukuju¢i Seceri nastali enzimskom aktivnos¢u detektovani
rastvorom NBT-a rastvorenog u 0,3 M NaOH do finalne koncentracije 1 mg/mL. Reakcija je
inkubirana 2-3 min na 100 °C nakon Cega nastaje nerastvorni kompleks izmedu NBT-a i
redukujucih Secera plavo ljubicaste boje.

4.4  Upotreba dobijenih enzimskih kompleksa za sintezu fruktooligosaharida
4.4.1 Produkcija fruktooligosaharida sintezom iz saharoze

e Potrebni rastvori:
Supstrat: 60% rastvor saharoze

- saharoza 60 g
- natrijum acetatni pufer pH 6,0 50 mM do 100 mL
e Postupak:

Za reakciju se koristi 25 pL enzima, doda se 250 pL supstrata, inkubira se 24 h na 60 °C, uz
konstantno mes$anje od 450 ob/min. Reakcija se prekida kuvanjem uzoraka 3 min na 100 °C. Uzorci
se razblaze 60 puta, a dobijeni proizvodi, fruktooligosaharidi, analiziraju se TLC-om i/ili HPLC-om
(postupak opisan u poglavlju 4.4.4).
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4.4.2 Produkcija fruktooligosaharida hidrolizom inulina

e Potrebni rastvori:
Supstrat: 5% rastvor inulina

- inulin 59
- natrijum acetatni pufer pH 6,0 50 mM do 100 mL
e Postupak:

Za reakciju se koristi 25 pL enzima, doda se 250 pL supstrata, inkubira se 2 h na 45 °C, uz
konstantno meSanje od 450 ob/min. Reakcija se prekida kuvanjem uzoraka 3 min na 100 °C. Uzorci
se razblaze 5 puta, a dobijeni proizvodi, fruktooligosaharidi, analiziraju se TLC-om i/ili HPLC-om
(postupak opisan u poglavlju 4.4.4).

4.4.3 Optimizacija reakcije sinteze fruktooligosaharida

Za optimizaciju uslova produkcije FOS-ova varirano je nekoliko parametara pri ¢emu je
ispitivan samo po jedan parametar dok su ostali bili konstanti (Tabela 19).

Tabela 19. Parametri varirani tokom optimizacije produkcije FOS-ova

.. S RazblaZenje enzima
oH Tempoeratura Koncentracija | Vreme trajanja Koriséeno u reakeionoj
(°C) supstrata (%) reakcije (h) smesi
4.0
1. 6.0 60 60 24 Nerazblazeni enzim
7.0
40
2. 6.0 50 60 24 Nerazblazeni enzim
60
10
3. 6.0 60 30 24 Nerazblazeni enzim
60
2
4, 6.0 60 60 18 Nerazblazeni enzim
24
1:10
5. 6.0 60 60 24 1:1
NerazblaZeni enzim

Kori$¢eni supstrat (saharoza) pripremljena je u razli¢itim koncentracijama (10, 30, 60%) u
puferima odgovaraju¢ih pH (50 mM natrijum-acetatni puferi pH 4,0 i pH 6,0 i 50 mM Tris-HCI pH
7,0). Ukupna zapremina reakcione smeSe bila je 0,275 mL 1 sadrzala je 0,25 mL supstrata i 0,025
mL enzima. Reakcija se odvijala na razliCitim temperaturama (40, 50, 60 °C), pri konstantnom
mesSanju od 450 ob/min. Sve reakcije prekinute su nakon odredenog vremena (2, 18, 24 h)
kuvanjem 3 min na 100 °C, a dobijeni fruktooligosaharidi analizirani su TLC-om po postupku
opisanom u poglavlju 4.4.4.1.
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4.4.4 Kvalitativna i kvantitativna analiza sintetisanih fruktooligosaharida
4441  Tankoslojna hromatografija

Potrebni rastvori:

- Mobilna faza
Mobilnu fazu ¢ine n-butanol/etanol/voda/sir¢etna kiselina (5:3:2:0,5; VIVIVIV).

- Rastvor standarda
Smesa standardnih Secéera sastoji se od fruktoze, saharoze, kestoze, nistoze. Koncentracija svakog
Secera u smesi je 1 mg/mL.

- Rastvor za vizuelizaciju

Rastvor a-naftola

- o-naftol 059
- Etanol (96%) 95 mL
- H2SO4 5mL

a-naftol se rastvori u 80 mL etanola, zatim se doda 5 mL H2SO4 i dopuni etanolom do 100 mL.

Za TLC analizu koris¢ene su ploce dimenzije 4.5 cm x 6 cm (Silica gel 60 F2ss4, Merck,
Darmstadt, Germany). Nanoseno je po 1 puL uzorka i standardnih Sec¢era. Radeno je na sobnoj
temperaturi (22+2 °C). Za vizualizaciju dobijenih Secera koriS¢en je rastvor a-naftola pracen
grejanjem ploca 5 min na 150 °C.

4442  Kvantifikacija fruktooligosaharida HPLC metodom
4.4.42.1 Priprema standarda

Standardni rastvori odredenih mono- i disaharida (glukoza, fruktoza i saharoza) pripremljeni
su u koncentraciji od 20 mg/mL u 60% rastvoru acetonitrila; dok je koncentracija rastvora kestoze i
nistoze u 60% acetonitrilu bila 5 mg/mL. SveZi rastvori standarda pripremani su svakog dana i
cuvani na 4 °C pre analize.

4.4.4.2.2 Priprema fruktooligosaharida

Fruktooligosaharidi sintetizovani su koriS¢enjem inulinaznog kompleksa i rastvora saharoze
(600 g/L) ili inulina (50 g/L) pri uslovima opisanim u poglavljima 4.4.1 i 4.4.2, redom. Dobijeni
uzorci razblazeni su u 60% rastvoru acetonitrila (finalna koncentracija) i centrifugirani 2 min na
14000 ob/min u cilju uklanjanja ometajué¢ih komponenti. Dobijeni supernatanti su profiltrirani kroz
0,22 um PTFE filter pre analize.

44423 HPLC analiza

Analiza sintetisanih oligosaharida uradena je te¢nom hromatografijom pod visokim
pritiskom HPLC (od. eng. high-performance liquid chromatography) na Ultimate 3000 Thermo
Scientific sistemu sa autosamplerom, koris¢enjem RI detektora (od eng. refractive index detector)
(RefractoMax 520). Hromatografsko razdvajanje uradeno je na koloni Shodex Asahipak NH2P-50
4E kolona (4,6 x 250 mm) sa predkolonom Shodex Asahipak NH2P-50G 4A (4,6 x 10 mm).
Zapremina injektovanog uzorka iznosila je 10 pL za standarde i 20 puL za ispitivanu smeSu
oligosaharida. Kolona je ekvilibrisana na 35 °C i ista temperatura je odrZavana tokom ¢itavog rada.
Mobilna faza sastojala se od acetonitrila (ACN) i vode (60:40 (V/V)). Razdvajanje i detekcija FOS-
ova trajala je 40 min. Fruktooligosaharidi su eluirani izokratski sa protokom od 0,5 mL/min.
Prikupljeni podaci analizirani su u programu Chromeleon 7.2.
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4.45 Insitu produkcija fruktooligosaharida

Nakon fermentacije u dobijenim ekstrakcionim te¢nostima ispitano je prisustvo
fruktooligosaharida TLC analizom. Postupak opisan u poglavlju 4.4.4.1.

4.4.6 Antioksidativni kapacitet fruktooligosaharida

4.4.6.1 ABTS metoda

e Potrebni rastvori:
- 7mmol/L ABTS

- ABTS (2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina)) 27 mg
- 25 mM natrijum acetatni pufer pH 5,5 7,5 mL
- 2,54 mmol/L APS
- APS (amonijum-persulfat) 4,3 mg
- 25 mM natrijum acetatni pufer pH 5,5 7,5 mL
- 25 mM natrijum acetatni pufer pH 5,5
- 0,5 M natrijum acetatni pufer 1,5mL
- Voda 28,5 mL
- 800 umol/L rastvor askorbinske kiseline
- Askorbinska kiselina 7 mg
- Voda 5mL

Dobijeni rastvor askorbinske kiseline se koristi za konstruisanje standardne prave sledec¢ih
koncentracija: 200 uM; 150 uM; 100 uM; 75 uM; 50 uM; 25 uM; 12,5 uM.

ABTS™ radikali se pripremaju dan ranije meSanjem 7 mM ABTS sa 2,54 mM amonijum-
persulfatom ((NH3)2S20g) u odnosu 1:1 (V/V). Rastvor se inkubira preko no¢i u mraku jer je
potrebno 12-16 h da nastanu radikali koji mogu biti stabilni i do 2 dana u mraku. Dobijeni radikali
se razblazuju dejonizovanom vodom do A7zs ~ 0,990.

e Postupak:

Uzorku (100 pL) se doda 900 pL razblazenog rastvora radikala ABTS*. Reakcija traje 15
min u mraku i nakon Cega se meri apsorbancija na 734 nm. Kao standard koriS¢en je rastvor
askorbinske kiseline. Ukupna antioksidativna aktivnost izrazava se u pmol/L askorbinske kiseline
ekvivalent.

4.46.2 ORAC metoda

Potrebni rastvori:
75 mmol/L natrijum fosfatni pufer pH 7.4

- NaxHPO4 805 mg
- NaH2POq4 255 mg
- Voda 90 mL

Rastvor dotitrovati do pH 7,4.
153 mmol/L rastvor AAPH
- AAPH (2,2'-azobis (2-metilpropionamidin) dihidrohlorid) 415 mg
- 75 mmol/L natrijum fosfatni pufer pH 7,4 10 mL
4 nmol/L rastvor fluoresceina
- 4 mM rastvor fluoresceina
- Fluorescein 13,2 mg
- 75 mmol/L natrijum fosfatni pufer pH 7,4 10 mL
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Napraviti serijsko razblazenje rastvora fluoresceina (4 mM razblaziti do 4 uM, zatim 4 uM
do 4 nM. Ukupno razblaziti 1 000 000 x pocetni rastvor fluoresceina)
- 10 mmol/L rastvor Trolox-a
- Trolox 2,5 mg
- Voda 1 mL
Dobijeni rastvor Trolox-a se koristi za konstruisanje standardne prave sledecih
koncentracija: 100 pM; 50 uM; 25 uM; 12,5 uM; 6,25 uM.

e Postupak:

Reakcija se odvija u mikrotitar plo¢i sa 96 bunara 1 automatskim ¢itacem ploca (Appliscan,

ThermoScientific). Reakcione smeSe se sastoje od uzorka, slepe probe ili standardnog rastvora
Trolox-a (25 ul) 1 4 nmol/L rastvora fluoresceina (150 puL). Smesa se inkubira 30 min na 37 °C pre
dodatka peroksil radikala generisanog koris¢enjem 25 pL 153 mmol/L rastvora AAPH, koji se
priprema sveZ za svaku reakciju.
Fluorescencija se meri koriS¢enjem filtera za ekscitaciju 1 emisiju na talasnim duZinama 485 nm 1
535 nm respektivno, na svakih 60 s tokom 90 min. Svi uzorci se rade u triplikatu. Rezultati su
dobijeni koris¢enjem Scanlt RE 2.3 softvera. Antioksidativna aktivnost izrazava se kao mmol/L
Trolox ekvivalent.

45 Produkcija, precis¢avanje i karakterizacija fruktoziltransferaze iz Aspergillus
welwitschiae FAW1

Produkcija enzima inulinaznog kompleksa opisana je u poglavlju 4.2.1. Nakon ekstrakcije
dobijeno je 3 L ekstrakcione te¢nosti koja je koriS¢ena za preciS¢avanje.

4.5.1 Pre¢is¢éavanje fruktoziltransferaze iz Aspergillus welwitschiae FAW1
45.1.1 Dijaliza ekstrakta

Pre postavljanja dijalize ekstraktu je podesen pH na 6,0 titrovanjem 1 M rastvorom NaOH.
Koduktivitet uzorka (») iznosio je 4,75 mS/cm.
Dijaliza je radena prvo naspram cCesmenske vode, a zatim naspram dejonizovane. Nakon toga
konduktivitet uzorka iznosio 948 uS/cm i dotitrovan na 1078 puS/cm 50 mM acetatnim puferom pH
6,0. Ukupna zapremina uzorka dobijena nakon dijalize iznosila je 4,05 L. Ukupna inulinazna
aktivnost koja je iznosila 6,44 U/mL, odredena je po protokolu opisanom u poglavlju 4.2.1.7.
Koncentracija proteina odredena je po Bradford-ovoj metodi (opisanoj u poglavlju 4.2.1.6), a
dobijena vrednost bila 0,246 mg/mL.

45.1.2  Jonoizmenjivacka hromatografija

Za razdvajanje enzima inulinaznog kompleksa koriS¢ena je jonoizmenjivacka
hromatografija na QAE Sephadex matriksu. Zapremina kolone iznosila je 435 mL. Za ekvilibraciju
kolone kori§¢en je 20 mM natrijum-acetatni pufer pH 6,0. Konduktivitet i pH kolone i uzorka bili
su 1546 uS/cm 1 6,25 odnosno 1078 uS/cm 1 6,55, redom. Na kolonu je naneSeno 2,8 L uzorka.
Nevezani proteini eluirani su startnim puferom, 20 mM acetatnim puferom pH 6,0 i sakupljane su
frakcije od 500 mL. Desorpcija enzima radena je step elucijom promenom jonske sile, pri ¢emu je
kori§¢eno po 150 mL svakog rastvora sledec¢eg molariteta (0,1 M, 0,15 M, 0,2 M, 0,25 M, 0,3 M,
0,5 M rastvor NaCl u 20 mM acetatnom puferu pH 6,0). Sakupljeno je ukupno 24 frakcija od po 50
mL.

Frakcijama je zatim odredena inulinazna, invertazna, endoinulinazna i fruktoziltransferazna
aktivnost, kao Sto je opisano u poglavljima 4.3.114.4.1.
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45.1.3 Poliakrilamidna elektroforeza
Potrebni rastvori:

e  Monomerni rastvor akrilamida (AA)

Akrilamid 58,4 ¢
Bisakrilamid 164
Destilovane vode do 200 mL

e Pufer za razdvajajuéi gel (1,5 M Tris HCI1 pH 8.8)

Tris 36,30 ¢

Destilovana voda do 200 mL
4 M HCl do pH 8,8

e Pufer za koncentrujuéi gel (0.5 M Tris HCI pH 6.8)

Tris 6,09

Destilovana voda do 100 mL
4 M HCl do pH 6,8

e Rastvor detergenta (natrijum-dodecilsulfat - SDS) 10% m/V
SDS 10,09
voda do 100 mL

e Inicijator amonijum persulfat ( APS ) 10% m/V
APS 029
Destilovana voda do 2 mL

e Rastvor za nadslojavanje (n-butanol ili 2-butanol zasi¢en vodom)
n-butanol ili 2-butanol 100 mL
Destilovana voda do stabilnog donjeg sloja vode

e Pufer za obradu uzoraka (PUZ)

Konacéni sastav

Rastvori za PUZ 1 xPUZ 2 xPUZ 3xPUZ
pufera
0,0625 M 0,5 M Tris-HCI pH 6,8 3,12 mL 6,25 mL 9,38 mL
10% glicerol 99% glicerol 2,5 mL 5,0 mL 7,5 mL
g I1i 85% glicerol (3,0mL) (6,0 mL) (9,0 mL)
2% SDS Cvrsti ili 10% rastvor SDS 05gilismL 1gilil0 mL 159
0,002% BFP 0,1% rastvor brom fenol plavo 0,5 mL 1,0 mL 1,5mL
- Voda do 23,75 mL 22,5 mL 21,25 mL
5% 2-ME Komercijalni 2-ME 1,25 mL 2,5 mL 3,750 mL
e Pufer za elektroforezu (0,025 M Tris, 0,192 M Gly, 0,1% SDS, pH 8,3)
Tris 3,09
Glicin 14,49
10% SDS 10,0 mL
Destilovana voda do 10L
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e Rastvor za fiksiranje, bojenje i obezbojavanje (50% metanol, 10% siréetna kiselina)
Metanol 500 mL

Sir¢etna kiselina 100 mL
Voda dol1l,0L
e Rastvor boje (0,1% CBB, 50% metanol, 10% siréetna kiselina)
CBB R-250 059
rastvor 9 do 500 mL

e Rastvor za obezbojavanje (5% metanol, 7% siréetna Kiselina)

Metanol 50 mL
Siréetna kiselina 70 mL
Voda do 10L

e Gel za razdvajanje (10%)
Akrilamid 4,0 mL
Destilovana voda 4,8 mL
Tris pufer pH 8,8 3mL
(dezaeracija u trajanju od 10 min)
Temed 4,8 uL
10%-tni APS 60 pL

e Gel za koncentrovanje
Akrilamid 0,4 mL
Destilovana voda 1,8 mL
Tris pufer pH 6,8 0,75 mL
(dezaeracija rastvora u trajanju od 10 min)
Temed 3 uL
10%-tni APS 15 pL

Nakon pripreme rastvor gela za razdvajanje razliven je izmedu ploca. PovrSina gela je
nadslojena n-butanolom. Nakon polimerizacije gela i ispranja butanola, naliven je rastvor za
koncentrujuci gel. U rastvor je stavljen ‘‘Cesalj’’, koji je nakon polimerizacije uklonjen. Nastali
bunari isprani su destilovanom vodom i nanoSeni su uzorci, koji su prethodno pomesani sa SDS
PUZ-om u odnosu 2:1 (40 pL uzorka pomesano je sa 20 uL PUZ-a). Pri izvodenju elektroforeze,
napon je podeSen na 80 V prilikom kretanja uzoraka kroz koncentrujuci gel, a po ulasku uzoraka u

gel za razdvajanje napon je podesen na 120 V.

Nakon elektroforeze proteini iz gela su obojeni CBB-om na slede¢i nacin:
1. Rastvor za fiksiranje (15-20 min)
2. Rastvor boje CBB R-250 (5 min)
3. Rastvor za fiksiranje (10 min)
4. Rasvor za obezbojavanje (7% siréetna kiselina)

4514  Zimogramska detekcija endo-, egzoinulinazne i B-fruktofuranozidazne aktivnosti

Za detekciju endoinulinazne, egzoinulinazne i invertazne aktivnosti koriS¢ene su frakcije
nakon jonoizmenjivacke hromatografije na QAE matriksu.
IEF gel je pripremljen na isti nac¢in kao i drugi IEF gelovi. Gel je pripremljen je dan ranije i
koriS¢ena je sledeca smesa amfolita:
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pH 2,5-4,0 1,2 mL
pH 4,0-6,0 1,2 mL
pH5,0-7,0 0,6 mL

Rastvori koriS¢eni za elektrode:
- Zabaznu elektrodu (-) 150 mM rastvor NaOH
- Zakiselu elektrodu (+) 75 mM rastvor H2SO4
Uslovi rada:
1. 1000 V,50mA, 7W, 1:30 h
2. 1000V, 50mA, 8 W, 0:30 h

Nakon zavrSenog IEF-a, gel je ispran vodom da bi se uklonio deo amfolita, a potom je
inkubiran u 150 mM acetatnom puferu pH 4,5, 5 min. Postupak detekcije enzimskih aktivnosti i
uslovi rada opisani su u poglavlju 4.3.2.

45.1.5  Gel hromatografija

Gel hromatografija radena je na FPLC sistemu. KoriS¢en je Sephacryl S 300 HR matriks.
Zapremina kolone bila je 300 mL. Kolona je ekvilibrisana 20 mM acetatnim puferom pH 5,5.
Frakcije 10, 11 i1 12 koje su dobijene nakon jonoizmenjivacke hromatografije na Sephadex QAE
matriksu su spojene i liofilizovane. Zatim je uzorak rastvoren u 6 mL 20 mM acetatnog pufera pH
5,5 sa 0,9% NaCl-om. Na kolonu je naneto 6 mL uzorka. Za eluiranje koris¢en je 20 mM acetatni
pufer pH 5,5. Sakupljane su frakcije od po 4,5 mL. Protok je bio 1,5 mL/min.

4.5.2 Produkcija fruktooligosaharida hidrolizom inulina pre¢i§¢enom endoinulinazom

Opisano u poglavlju 4.4.2 uz variranje vremena reakcije u opsegu od 15 do 40 minuta, pri
¢emu je reakcija prekidana na svakih 5 minuta. Proizvodi reakcije analizirani su TLC-om, kao §to je
opisano u poglavlju 4.4.4.1.

4.5.3 Biohemijska karakterizacija fruktoziltransferaze
4531 Odredivanje supstratne specifi¢nosti

e Potrebni rastvori:
Supstrati:
- rastvor maltoze (fin kon. 10%) 5¢
- natrijum acetatni pufer pH 4,5, 50 mM do 50 mL

- rastvor skroba (fin kon. 1%) 05¢g
- natrijum acetatni pufer pH 5,0, 50 mM do 50 mL

- rastvor inulina (fin kon. 0,5%) 0,259
- natrijum acetatni pufer pH 4,5, 50 mM do 50 mL

e Postupak:

Za reakciju se koristi 50 pL enzima i 450 pL supstrata i inkubira se 30 min na 37 °C.
Reakcija se prekida dodatkom 500 pL DNS reagensa. Uzorci se zatim kuvaju 5 min na 100 °C i
razblaze sa 4 mL vode. Slepa proba je istog sastava samo $to se rastvori dodaju drugim redosledom:
enzim, DNS reagens, supstrat.
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Za odmerenu vrednost apsorbancije Ass sa standardne prave ocita se ili izracuna
koncentracija redukuju¢ih Secera, na osnovu koje se izraéunava enzimska aktivnost (U/mL), prema
jednacini (1) datoj u poglavlju 4.1.3.1.1. Jedna jedinica enzimske aktivnosti se definiSe kao koli¢ina
enzima koja je potrebna da hidrolizuje 1 pmol odgovarajuéeg supstrata po minuti pri gore
navedenim uslovima.

4532  Odredivanje pH optimuma fruktoziltransferaze

e Potrebni rastvori:
*50 mM natrijum acetatni pufer
- siréetna kiselina 2,84 mL
- vodado 1000 mL
Rastvor je dotitrovan 1 M rastvorom NaoH do pH (3,5; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0)
*50 mmol/L natrijum fosfatni pufer

- NaHPO4 537 mg
- NaH2PO4 170 mg
- voda 90 mL
Rastvor je dotitrovan 1 M rastvorom NaoH ili 1 M rastvorom HCI do pH (6,5; 7,0; 7,5; 8,0;
8,5).
e Supstrati:
- rastvor saharoze (fin kon. 60%) 69
- rastvor pufera odgovaraju¢eg pH* do 10g
e Postupak

Reakciona smesa je sadrzala 30 pl enzima 1 300 uL supstrata. Reakcija je trajala 24 h na 60
°C, a prekinuta je zagrevanjem uzoraka 3 minuta na 100 °C u vodenom kupatilu. Svi uzorci su
razblazeni 60 puta, a dobijeni proizvodi analizirani su tankoslojnom hromatografijom po proceduri
opisanoj u poglavlju 4.4.4.1.

4533  Odredivanje temperaturnog optimuma fruktoziltransferaze

e Potrebni rastvori:

Supstrat:

- rastvor saharoze (fin kon. 60%) 69

- 50 mM natrijum acetatni pufer pH 5,5 do 10g¢
e Postupak

Reakciona smeSa je sadrzala 30 pl enzima i 300 pL supstrata. Reakcija je trajala 24 h na
razli¢itim temperaturama (35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70 i 75 °C), a prekinuta je zagrevanjem
uzoraka 3 minuta na 100 °C u vodenom kupatilu. Svi uzorci su razblazeni 60 puta, a dobijeni
proizvodi analizirani su tankoslojnom hromatografijom po proceduri opisanoj u poglavlju 4.4.4.1.

45.3.4  Odredivanje pl fruktoziltransferaze izoelektri¢nim fokusiranjem

Za izolovanje fruktoziltransferaze iz IEF gela koriS¢ena je frakcija 40 nakon gel
hromatografije na Sephacryl S 300 HR matriksu.

Uslovi rada izoelektri€nog fokusiranja
Pripremljen je IEF gel sa amfolitima ¢iji je pH opseg 3,5-9,5. U 16 bunara je naneto po 50 pL
frakcije 40.
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Rastvori kori$éeni za elektrode:
- Zabaznu elektrodu (-) 150 mM rastvor NaOH
- Zakiselu elektrodu (+) 75 mM rastvor H2SO4
Uslovi rada:
1. 1000V,50mA, 7W, 1:30 h
2. 1000V,50mA, 7W, 1:30 h
3. 1000V, 50 mA, 8W, 10 min
Nakon zavrsene elektroforeze gel je poprecno ise¢en na 16 delova Cija je Sirina bila 5 mm i tezina
oko 0,67 g. Jedan deo gela bez uzorka je koris¢en za merenje pH vrednosti (Tabela 20).

Tabela 20. pH vrednosti gela dobijene nakon zavrSenog IEF-a

pH pH
1 3.40 9 5.75
2 3.75 10 5.92
3 4.02 11 6.24
4 4.46 12 6.81
5 4.85 13 7.02
6 5.10 14 7.55
7 5.54 15 7.87
8 5.50 16 8.05

IseCeni gelovi su homogenizovani brzim istiskivanjem kroz Spric i dodato im je po 1 mL
100 mM acetatnog pufera pH 6,0. Nakon Sto gel apsorbuje pufer zamrznut je na 24 h. Slede¢i korak
je bio odmrzavanje i centrifugiranje 30 min na 4500 ob/min na 4 °C. Dobijeno je oko 700 pL
supernantanta, a gelovima je dodato jo$ po 1 mL pufera. Postupak je ponovljen 4 puta i finalno je
dobijeno oko 4 mL uzorka, koji je skoncentrovan do 400 pL. Ovi uzorci su koris¢eni za odredivanje
fruktoziltransferazne i invertazne aktivnosti, kao i za odredivanje proteinskog profila SDS
elektroforezom.

4.5.4 Karakterizacija enzima za produkciju fruktooligosaharida na nivou gena
4541 UmnoZavanje i analiza sekvencije sucl gena

Umnozavanje gena sucl uradeno je koris¢enjem prajmera Afts FO i Afts RO. PCR reakciona
smeSa (25 pL) je sadrzala 1 pl genomske DNA, 1 x PCR MasterMix (Thermo Fisher, Vilnius,
Lithuania). Koncentracija svakog prajmera bila je 0,4 umol/L. Reakciona smesa prikazana je u
tabeli 21, a parametri amplifikacije u tabeli 22. Kao negativna kontrola korisceni su uzorci koji ne
sadrze DNA.

Tabela 21. PCR reakciona smeSa za umnoZavanje sucl gena

Komponente Po 1 uzorku

1. H20 8,5 uL

2. Master mix 12,5 uL

3. Forward prajmer (Afts FO) | 0,5 uL

4. Reverse prajmer (Afts R0) 0,5 uL.

5. BSA (10 mg/mL) 1 uL

6. DMSO 1,25 uL

7. DNA 1ul
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Tabela 22. PCR program za umnoZavanje sucl gena

1. Inicijalna denaturacija 94 °C 2 min
2. Denaturacija 94 °C 1 min
3. Annealing 65 °C 45 sec 34 X
4. Elongacija 72°C 3 min
5. Finalna elongacija 72°C 5 min

Analiza dobijenih proizvoda PCR reakcije uradena je po protokolu opisanom u 4.1.2.3 poglavlju.

45.4.2  Provera ekspresije sucl gena
45.4.2.1 lzolovanje ukupne RNA

Izolovanje ukupne RNA uradeno je po protokolu datom u kitu QIAQEN Rneasy Plant Mini
Kit.

U sterilnim uslovima 100 mg micelijuma gljive je preneto sa PDA podloge u mikrotubice i
zamrznuto na — 80 °C 30 min. Nakon toga uzorak je homogenizovan i dodato je 450 uL pufera RLT
ili RLC sa 2-merkaptoetanolom (10 pL B-ME po 1 mL pufera). Uzorci su vorteksovani i inkubirani
15 min na sobnoj temperaturi. Nastali lizati su prebac¢eni u QIAshredder spin kolonu i centrifugirani
2 min na 14000 ob/min. Dobijeni supernatant, koji je prosao kroz kolonu, prebacen je u novu
mikrotubicu gde je prethodno razliveno 225 plL 96-100% etanola, odnosno polovina zapremine
lizata. Uzorci su promesani pipetom (ne vorteksuje se) i prebaceni u RNeasy mini spin kolone.
Centrifugirani su 15 sec na 10000 ob/min i odbacen je flow through. Dodato je 700 uL. RW1 pufera,
centrifugirano 15 sec na 10000 ob/min i odbaéen flow through, nakon ¢ega je dodato 500 uL. RPE
pufera centrifugirano 15 sec na 10000 ob/min i odbacen flow through. Postupak je ponovljen jos$
jednom uz centrifugiranje od 2 min. Kolone sa vezanom RNA su centrifugirane 1 min na 10000
ob/min, nakon Cega su prebacene u nove sterilne RNAze free mikrotubice i dodato je po 30-50 puL
vode koja ne sadrzi RNazu, centrifugirano 1 min na 10000 ob/min. U mikrotubici se nakon
centrifugiranja nalazi izolovana RNA.

45.4.2.2 Tretiranje izolovane RNA DNazom

Sve izolovane RNA tretirane su DNazom (dezoksirubonukleazom) pre koris¢enja u RT

reakciji, a cilj je uklanjanje eventualno zaostalih molekula DNA koji ometaju reakciju RT PCRa.

Sastav reakcione smese:

- 8 uL RNA

- 1 uL DNaze

- 1 pL pufera koji sadrzi MgClz
Smesa je inkubirana 15 min na 37 °C, bez meSanja, a zatim je dodat 1 uL. 50 mM rastvora EDTA i
nastavljeno inkubiranje 10 min na 65 °C, bez mesanja. Dobijena RNA je koris¢ena u reakciji RT
PCR.

45.4.2.3 RT PCR reakcija umnozavanja dela sucl gena

RT PCR (two step) sastoji se od dva koraka: Prvi korak podrazumeva prevodenje RNA u
cDNA kori$¢enjem enzima reverzna transkriptaza. Drugi korak predstavlja PCR korak u kom se
cDNA, enzimom polimerazom, prevodi u DNA koja u svom molekulu ne sadrzi introne.

86



Tabela 23. Sastav RT reakcione smese

Komponente Po 1 uzorku
1. RT pufer 4 uL
2. dNTPs 2 uL
3. Prajmer - reverzni (Afts R0) 1 uL
4. Enzim reverzna transkriptaza 1 uL
5. H20 10 uL
6. RNA 2 uL

Reakciona smesa (tabela 23) inkubirana je 60 min na 42°C. Slede¢i korak bio je deaktivacija
enzima inkubiranjem smes$e 10 min na 70°C. Dobijene cDNA koristile su se u PCR reakciji pri
uslovima prikazanim u tabeli 24. Sastav reakcione smese dat je u tabeli 25.

Tabela 24. Uslovi PCR reakcije

1. Inicijalna denaturacija | 94°C | 2 min
2. Denaturacija 94°C | 1min
3. Annealing 55°C | 1min | 34x
4. Elongacija 72°C | 3min
5. Finalna elongacija 72°C | 5min

Tabela 25. PCR reakciona smesa

Komponente Po 1 uzorku
1. H20 10,5 pL
2. Master mix 12,5 ulL
3. | Forward prajmer (Afts F3) 0,5 uL
4. | Reverse prajmer (Afts RO) 0,5 uL
5. DNA 1 uL

Analiza dobijenih proizvoda PCR reakcije uradena je po protokolu opisanom u 4.1.2.3 poglavlju.
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Bbuorpadgmuja

Cama CrojanoBuh je pohena 10. anpuma 1991. rogune y Bpamy, PenmyOnuka
Cpb6uja. OcHoBHE cryauje Ha cMepy JuruioMupanu OuoxeMuyap, XEeMUJCKH (HaKyJTerT,
Yuuep3uter y beorpany 3aBpmmna je 2014. roguHe oa0paHOM JUILUIOMCKOT pajia O
TeMOM ,,Pa3Bujame Op30r TecTa 3a MpOoHAJaKemke Mpou3Bol)aya MHyIMHA3Ee U MEKTUHA3E U3
rbuBa cojeBa Aspergillus sp.“. Mactep cryamuje Ha cmepy JumioMupanud Owoxemudap,
Xemujcku Gakynrer, YHuBep3uter y beorpamy je 3aBpmmma 2015. romumHe pagom mof
Ha3uBOM ,, IpeTupame HEpaCTBOPHUX JMJETETCKUX BJIaKaHa TPUTHKaIea EH3UMCKUM
KOMILIEKCUMa““,

On 2014. roguHe je aHTa)XOBaHa Kao capaJHUK Y HACTaBH Ha IpeaMeTuMa: Xemuja
MPUPOJHUX MPOU3BOJA (32 CTyIEHTE Apyre roJvHEe OCHOBHHUX CTyauja), ExcriepuMeHTanHa
onoxemuja (3a CcTyleHTe Tpehe roanHe OCHOBHHX CTyIHja), bHOTEXHOIIOTHja y >KHBOTHO]
cpenunu 1 3arahuBaun XpaHe (3a CTyJIEHTE YeTBPTE roJIMHE OCHOBHHX cTynuja) Ha Katenpu
3a buoxemujy, Xemujckor akynrera YHuBep3utera y beorpany.

On oktobOpa 2016. roguHe 3amocieHa je Kao UCTpaKuBad mpurnpaBHUK LleHTpa 32
xemujy, MHCTHTYTa 32 XeMH]y, TEXHOJOTHjy U MeTanyprujy, YHusepsuter y beorpany, rue
je 2019. uzabpana y 3Bamy UCTPaXKMBaA4 CapaJHUK .

VY mepuony ox 2016. no 2019. rogune Owia je aHra)koBaHa Ha INPOJEKTY KOjH je
¢buHaHCUpaH o cTpaHe MUHHCTApCTBa 3a HAyKy M TEXHOJOIIKH pa3Boj moi Opojem OU
172048 (,IlpousBoama, U30JI0Balkeé W KapaKTepusalldja €H3MMa Y pacTBOPHOM H
MMOOUIIN30BaHOM OOJIUKY Y OMOTEXHOJOTMjH XpaHe, OMOropMBUMa U 3aIITUTH XUBOTHE
cpenune”). buna je anraxxoBaHa Ha MelyHapoaHOM mpojekTy ,Ilpoaykuuja u nmpumMeHa o-
amminaza u3 cojeBa Bacillus w3 3emspe — LPIT UMUTEB — wucrtpakuBauku mpojekar”
(,,Production and application of a-amylase from soil Bacillus strains, CRP/YUG11-02,
ICGEB Research project”). Ox 2018. mo 2021. roamHe Owia je aHrakoBaHa Ha
OunarepasHOM HaydHoM mpojekty uzmely Pemybmuke CpOuje u Penybnuke Ayctpuje
,, 1 [pon3Boiba, MoOOJbIIAKE, KapakTepu3alnja U ynorpeda eH3MMCKUX KOMIUIEKCa IJbHBA Y
no0Hjamy AMjETeTCKUX BJIAKaHA W3 KHUTapuua’, (MHAHCHPAHUM OJ CTpaHe MMHHCTapCTBa
npocBeTe, Hayke W TexHomomkor pasBoja m OeAD - ,Agency for Education and
Internationalization” u3 Ayctpuje, mox 6pojem 451-03-02141/2017-09/20.

OOnact Hay4yHOT MHTEPECOBarma Cy MPOW3BO/AKA €H3MMa W €H3MMCKUX KOMITJIEKCa
¢buIaMeHTO3HUX TIJbMBa, MpeuninhaBamke M KapaKTepusalldja IOjeIUHAYHUX EH3UMa,
ONTUMM3AIIM]ja yIIoTpede T0OMjeHNX eH3uMa 3a IPOU3BOIbY IPOU3BO/IA J0aTe BPEITHOCTH —
IMJeTeTCKUX BJIaKaHAa M OJIMrocaxapuja MNpeOMOTCKUX aKTUBHOCTH Kao U HHHXOBa
KapakTepu3aluja; WAeHTHHKanMja QuiaMeHTo3Hux ripuBa. Ilopen Tora OaBu ce
TeHEeTCKOM MOAM(UKALINjOM TOjeIMHAYHUX COjeBa IJbHBA y IIMJbY MOOOJbIIAKA TPOU3BOIHE
€H3UMa OJ1 MHTepeca.

VY Toky m3paze JOKTOPCKE NHUCEpTallrje 1e0 CBOJUX HCTPaKWBama OCTBapyje Kpo3
aKTUBHY capaimpy ca MHCTUTYTOM 3a MECTUIIIE U 3alITHTY KUBOTHE cpenuHe y beorpamy.

VY TOKY JOKTOPCKHX CTYAM]ja ce ycaBplaBaja Ha MHCTUTYTY 3a XE€MH]jCKO, €KOJIOIIKO
1 OHOJIOUIKO MHXKEHepCTBO, TexHWuyKkor YHuBep3utera y beuy, Ayctpuja xpo3 OopaBke
npeko OumarepaiaHor npojexra u Epacmyc+ MoOuiHoCTH.



Jlo cana je o6jaBuia 4 HaydHa paja y yaconrcuMa MehyHapoaHor 3Havaja, o Tora 2
pana y mehyHapoaHOM uacomucy u3y3eTHUX BpeaHoctu (M2la) m 2 pama y BpXyHCKOM
mehynapoanom gacommcy (M21); mer caommrema ca MeljyHapOIHOr CKyIla IITAMIIAHO Y
u3Boay (M34) u yeTupu caommTema ca CKylma HAIMOHATHOT 3Haudaja ITaMIaHO Y M3BOAY
(M64).

Unan je Cprickor XeMHjcKor JIpyiiTBa, buoxemujckor apymra Cpouje, Oeneparnuje
eBporickux Omoxemujckux npymraBa (FEBS) m EBpomnckor OmorexHONOmKOr IpyIiTBa
(EFB), Vapyxema Mmukpobuonora Cpbuje u Denmepariije €BpPOINCKHX MHUKPOOHOIOMIKHX
npymrasa (FEMS).

Cama CrojanoBuh je ydecTBOoBaja y mpojekty ,lllkomuma camyHa™ rae ce Ha
crenugpuyaH HAYMH MPOMOBUIIIE XEMHja Ka0 HayKa CBaKOJHEBHOT KHBOTA U 00y4aBajy JbyIu
U3 3eMJbe, aJTM U OKpYXema Ja mpase gomahe camyse.
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Papn y mehynapoanom yaconucy usyseTHux Bpeanoctu (M21a)

1.
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