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Enzimska sinteza i membransko preciS¢avanje frukto-oligosaharida

SAZETAK

U okviru ove doktorske disertacije razvijeni su postupci sinteze frukto-oligosaharida (FOS)
primenom slobodne i imobilisane fruktoziltransferaze (FT) iz industrijskog preparata
Pectinex® Ultra SP-L. Primenom slobodne FT i izborom optimalnih uslova dobijena je smesa
koja sadrzi 60,2 % FOS i sporedne proizvode poput saharoze i monosaharida. Radi razvijanja
efikasnijih postupaka proizvodnje FOS koji podrazumevaju primenu imobilisanih preparata, FT
je imobilisana na nosace razlic¢itih funkcionalnih karakteristika putem adsorpcije ili
kovalentnog vezivanja. Posebno pogodnim pokazali su se nemodifikovani i epoksi-
modifikovani Purolite® A109 nosac ¢ijom je primenom omogucena selektivna imobilizacija FT,
a time i delimi¢no preciS¢avanje preparata od drugih enzima. Imobilisani preparati su
upotrebljeni za proizvodnju FOS u SarZnom i pneumatskom reaktorskom sistemu. S obzirom
na njihovu izuzetnu operativnu stabilnost, razvijeni su i kontinualni procesi proizvodnje FOS.
Dobijena smeSa FOS podvrgnuta je i preciS¢avanju primenom nanofiltracije sa dijafiltracijom.
[zvodenjem ovog procesa pri izabranim optimalnim uslovima, dobijena je smesa Cistoce 87,2 %
FOS. Radi dodatnog unapredenja procesa preciS¢avanja, primenjen je i membranski reaktor gde
je simultanim izvodenjem sinteze FOS i preciS¢avanja, nakon 9 h dobijena smesa sa 91,8 % FOS.
VisokopreciS¢ena smesa FOS testirana je u in vitro TIM-2 sistemu koji ukljucuje primenu ljudske
crevne mikrobiote i simulira procese varenja u debelom crevu, gde rezultati potvrduju
postojanje prebiotskog potencijala. Primenom stec¢enih znanja, razvijen je i funkcionalni
proizvod izvodenjem in situ biokonverzije saharoze u FOS primenom FT i komercijalnog
javorovog sirupa. Ovim pristupom dobijen je javorov sirup sa dodatom vredno$¢u, smanjenog
kalorijskog sadrzaja i poboljSanih funkcionalnih karakteristika uz zadrzavanje standardnih
parametara kvaliteta.

Kljuéne reci: frukto-oligosaharidi; prebiotici; fruktoziltransferaza; imobilizacija;
nanofiltracija; reaktorski sistemi; javorov sirup; funkcionalni proizvodi

Naucna oblast: Tehnolosko inZenjerstvo
UZa naucna oblast: Biohemijsko inzenjerstvo i biotehnologija



Enzymatic synthesis and membrane purification of
fructo-oligosaccharides

ABSTRACT

As part of this doctoral dissertation, procedures for the synthesis of fructo-oligosaccharides
(FOS) were developed using free and immobilized fructosyltransferase (FT) from the industrial
preparation Pectinex® Ultra SP-L. By applying free FT under selected optimal conditions, a
mixture containing 60.2 % FOS and by-products such as sucrose and monosaccharides. To
develop a more efficient FOS production process that involves immobilized preparations, FT is
immobilized on supports with different functional characteristics via adsorption or covalent
binding. The unmodified and epoxy-modified Purolite® A109 support are considered
particularly suitable supports, which enabled selective immobilization of FT, and thus partial
purification of the preparation from other enzymes. The immobilized preparations were used
for the FOS production in batch and air-lift reactor system. Considering their exceptional
operational stability, continuous FOS production processes have been developed. The
synthesized FOS mixture was subjected to purification using nanofiltration with diafiltration.
By performing this process under the selected optimal conditions, a mixture with a purity of
87.2 % FOS was obtained. To improve the purification process, a membrane reactor was used,
where the simultaneous execution of the FOS synthesis and purification resulted in a mixture
with 91.8 % FOS after 9 h. The highly purified FOS mixture was tested in the in vitro TIM-2
system, which includes the application of human gut microbiota and simulates digestion
processes in the large intestine, where the results confirm the existence of prebiotic potential.
By applying the acquired knowledge, a functional product was developed by performing in situ
bioconversion of sucrose into FOS using FT and commercial maple syrup. This approach
resulted in a value-added maple syrup with reduced caloric content and improved functional
characteristics while maintaining standard quality parameters.

Key words: fructo-oligosaccharides; prebiotics; fructosyltransferase; immobilization;
nanofiltration; reactor systems; maple syrup; functional products

Scientific field: Technological engineering
Scientific subfield: Biochemical engineering and biotechnology
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1. UVOD

Poslednjih decenija vlada sve ve(i interes i potraznja za hranom cijom se konzumacijom
obezbeduju ne samo osnovne hranljive materije neophodne za normalno funkcionisanje
ljudskog organizma, vec¢ i dodatan pozitivan efekat na zdravlje [1]. Novorazvijeni proizvodi sa
raznovrsnim sastavom moc¢niih bioaktivnih jedinjenja (prebiotici, omega-3 masne kiseline i dr.)
ili Zivih mikroorganizama (probiotici) u odgovarajucoj koncentraciji poseduju posebna
svojstva i deklariSu se kao funkcionalna hrana [2].

Prebioticima je zbog njihovog visestrukog znacaja za gastrointestinalni trakt (u nastavku GIT),
ali i za ceo organizam posvefena ogromna paznja. Ova strukturno razli¢ita funkcionalna
jedinjenja medu kojima dominiraju komponente ugljeno-hidratne prirode obezbeduju brojne
prednosti po ljudsko zdravlje, a koriste se i kao funkcionalni zasladivac¢i pogodni i za
dijabeticare [3]. Takode, nau¢no je dokazano da mogu pozitivno uticati i na fizicka svojstva
samih proizvoda u kojima se inkorporiraju. Evidentne prednosti upotrebe prebiotika kao
funkcionalnih sastojaka potpuno opravdavaju ogromno interesovanje proizvodaca i potroSaca.

Iako su do sada prijavljeni razliciti prebiotici sa zna¢ajnim industrijskim potencijalom, u ovoj
doktorskoj disertaciji ¢e paznja biti usmerena na frukto-oligosaharide (u nastavku FOS). Ovi
potvrdeni prebiotici pored brojnih fizioloskih prednosti za ljudski organizam, se smatraju i
niskokalori¢nim i nekariogenim komponentama ¢iji je stepen slasti neznatno nizi u poredenju
sa konvencionalnim Secerom - saharozom. Upravo iz tog razloga predstavljaju perspektivne
konkurente konzumnog Secera, a ujedno pronalaze i primenu u proizvodima za dijabeticare.
Mogu se primeniti kao adekvatna Se¢erna zamena u brojnim prehrambenim proizvodima (sok,
dZem, bombone i dr.) kreirajuéi na taj nacin proizvode manje kalorijske, a vece funkcionalne
vrednosti zbog ¢ega se i pristupa njihovoj proizvodnji u industrijskim razmerama [4, 5].
Medutim, povecano interesovanje za ovim prebioticima zahteva i razvijanje efikasnijih procesa
proizvodnje. FOS se mogu proizvesti na razne nacine, s tim da se smatra da je dobijanje ovih
oligosaharida enzimskim putem, koji ukljucuje primenu saharoze i enzima fruktoziltransferaze
(unastavku FT), veoma isplativ i efikasan proces kojim se moZe posti¢i masovna produkcija [6].

Prema tome, cilj ove doktorske disertacije jeste unapredenje i razvijanje novih postupaka
dobijanja FOS iz saharoze primenom FT. U pocetnoj fazi istrazivanja, najpre je ispitana primena
slobodnog enzima za sintezu FOS koriS¢enjem razli¢itih komercijalnih enzimskih preparata
(Pectinex® Ultra SP-L, Viscozyme® L i Viscoflow™). Nakon selekcije najefikasnijeg enzimskog
preparata, izvedena je detaljna optimizacija klju¢nih procesnih parametara (pH, temperatura,
koncentracija supstrata i enzima kao i vreme reakcije) u cilju razvijanja Sto efikasnijeg
tehnoloSkog postupka proizvodnje FOS.

Proces biotransformacije se moZe izvoditi i u kompleksnim supstratima prehrambene
industrije, gde nakon zavrSetka reakcije enzim ostaje u finalnom proizvodu bez moguc¢nosti
ponovne upotrebe. Radi prevazilaZenja ovog nedostatka, razli¢itim imobilizacionim tehnikama
koje ukljucuju fiksiranje enzima za razliCite nosace, moZe se dobiti enzimski preparat koji ne
samo da se po izvodenju reakcije moZe viSekratno upotrebiti, ve¢ i omoguciti realizaciju
kontinualnih procesa proizvodnje FOS [7, 8]. S tim u vezi, naredna faza istraZivanja bila je
usmerena ka razvoju razliCitih strategija imobilizacije FT na razli¢ite nosace u rasponu od nano,
mikro i makro dimenzija, radi dobijanja imobilisane FT povecane aktivnosti i stabilnosti.
Prilikom izvodenja detaljne optimizacije procesa imobilizacije istrazivanjem uticaja pH,
koncentracije enzima i vremena izlaganja enzima nosacu, u ovoj doktorskoj disertaciji ispitana
je i dodatna funkcija procesa imobilizacije - funkcija delimi¢nog preciS¢avanja. Imajuci na umu
da primenjeni komercijalni preparati sadrZze FT u vrlo malim koncentracijama, kao i da
dominiraju pretezno hidroliticki enzimi (pektinaze, celulaze ili hemicelulaze), u ovom delu
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istrazivanja fokus je bio usmeren ka selektivnoj imobilizaciji Zeljenog enzima (FT) iz
kompleksnog preparata. Ovaj pristup ima za cilj dobijanje imobilisanog preparata pogodnog za
konverziju Sirokog spektra vo¢nih supstrata bogatih saharozom bez neZeljenih promena
funkcionalnih svojstava usled delovanja hidroliticke aktivnosti pektinaza.

Pored razvoja razliCitih strategija imobilizacije FT i detaljne optimizacije procesa kojim se mogu
dodatno unaprediti performanse imobilisanog preparata, istraZivanja su bila usmerena i ka
potencijalnoj primeni imobilisane FT u razli¢itim reaktorskim konfiguracijama radi produkcije
smeSe bogate FOS. Takode, razvoj kontinualnih postupaka proizvodnje FOS u reaktorskim
sistemima ¢e omoguciti i intenzifikaciju procesa enzimske sinteze radi dalje perspektivne
implementacije u industrijskim uslovima.

Imajuci u vidu da postupkom enzimske sinteze, pored ciljanih prebiotika sastavni deo smese
Cine i komponente koje ne poseduju prebiotski efekat (neproreagovala saharoza, glukoza i
fruktoza), naredna faza istrazivanja bila je usmerena ka precis¢avanju dobijene smese
membranskim separacionim tehnikama. U vezi sa tim, testirane su membrane za nanofiltraciju
sa razli¢itom distribucijom veliine pora, a ispitan i uticaj razli¢itih radnih parametara
(temperatura, protok i koncentracija napojne smese) na celokupan proces preciS¢avanja radi
dobijanja finalnog proizvoda visokog stepena Cistoce. Dobijanje proizvoda sa visokim udelom
individualnih FOS dovodi ne samo do povecanja njegove trziSne vrednosti, ve¢ i do proSirene
mogucnosti primene. Takode, istraZivanja u okviru ove faze bila su usmerena i ka razvoju
simultanih procesa enzimske sinteze i preciS¢avanja koriS¢enjem membranskog reaktora cija
bi uspesna realizacija dodatno povecala efikasnost procesa, a ujedno zadovoljila i vecu trzisnu
potraznju.

Kako je ukljucivanje prebiotika u ishranu pojedinaca od velike vaZnosti za promociju zdravlja
[9] usled njihovog doprinosa u odrzavanju uravnotezZene mikrobiote creva [10], u okviru ove
doktorske disertacije, dalja istraZivanja bila su usmerena ka testiranju visokoprecis¢ene smese
FOS u dinamickom in vitro modelu debelog creva (TIM-2) radi detaljnijeg utvrdivanja
prebiotskog potencijala primenom crevne mikrobiote zdravih donora. lako su FOS potvrdeni
prebiotici, istraZivanja su bila fokusirana ka blizem definisanju crevnih mikroba koji fermentiSu
pomenute oligosaharide, kao i na utvrdivanju produkata fermentacije, s obzirom da su
pomenute informacije preteZno nepoznate.

U poslednjoj fazi, pored dobijanja proizvoda visoke Cisto¢e FOS koji moZe biti u formi sirupa ili
praha u zavisnosti od svrhe upotrebe, istraZivanja su bila fokusirana i na razvoju drugih
funkcionalnih proizvoda bogatih FOS. U tu svrhu, zbog visoke koncentracije saharoze, javorov
sirup je primenjen kao polazna matrica za dobijanje funkcionalnog proizvoda sa visokim
sadrZajem prebiotika (FOS), smanjenim sadrZajem saharoze i originalnim sadrZajem inicijalnih
komponenti poput vitamina, minerala i polifenola. Stoga, kako je osnovi cilj razvoj efikasnog
procesa sinteze FOS, najpre je izvedena in situ enzimska konverzija prisutne saharoze
primenom slobodne FT, a potom radi potencijalnog poboljsanja efikasnosti procesa, ispitana je
i primena imobilisane FT.
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2. TEORIJSKI DEO

2.1. Gastrointestinalna mikrobiota

2.1.1. Definicija i sastav crevne mikrobiote

Ljudsko telo predstavlja idealno podrucje =za koegzistiranje nevidljivog carstva
mikroorganizama. Termin ,mikrobiota“ se koristi za opisivanje svih prisutnih zivih
mikroorganizama (bakterija, gljiva, virusa) u nekom eko-sistemu [11]. Kod ¢oveka, oni
naseljavaju razliita podrucja u ljudskom telu poput creva, usne duplje, koze, pluca i
urogenitalnog trakta, a za definisanje populacije odredenog okruZenja, pomenutom terminu
uglavnom prethodi i lokacija, pa se stoga za bliZe definisanje koriste pojmovi ,crevna
mikrobiota“, ,,oralna mikrobiota“itd [11, 12]. Cesto se u nau¢nom diskursu termin ,mikrobiota“
zamenjuje terminom ,mikrobiom“ iako postoje znacajne razlike izmedu ova dva pojma.
Mikrobiom je komleksniji od mikrobiote, jer ne definiSe samo mikroorganizme ve¢ i njihovu
aktivnost. Naime, ovaj termin se odnosi na mikroorganizme, oznacCavanje gena svih
mikroorganizama, ali i na uslove Zivotne sredine [11-13]. Zanimljivo je naglasiti da je prema
navodima iz naucne literature ukupni genski sadrzaj mikrobiote 150 puta veci od ljudskog
genoma [14].

Zeludac

(pH 1,0-4,4; 10*-10% CFU/mL)
Laktobacili
Streptokoke

Neiserije
Heliko bakterija

Tanko crevo
(pH 5,5-7,0; 10*-10° CFU/mL)

Debelo crevo
(pH 5,5-7,0; 101°-10"2 CFU/mL)

Streptokoke
Laktobacili
Bakterije iz rodova:
Bacteroides
Enterococcus
Clostridium
Fusobacterium

Bifidobakterije, laktobacili,
streptokoke
Bakterije iz rodova:
Bacteroides,
Enterococcus,
Fusobacterium, Clostridium,
Ruminococcus, Escherichia,
Salmonella idr.
Kvasci

Slika 2.1. Raspodela prisutnih mikroorganizama po razli¢itim segmentima GIT. Slika je
kreirana u programu BioRender na osnovu podataka iz izvora [14-16]

Medu pomenutim regijama koje naseljavaju razli¢iti mikrobi, gastrointestinalni trakt (u
nastavku GIT) predstavlja najkolonizovanije podrucje u kojem Zive trilioni mikroorganizama i
smatra se esencijalnim za odrZavanje zdravlja svakog pojedinca [11]. Nekoliko bakterijskih
tipova poput Bacillota (stari naziv Firmicutes), Bacteroidota (stari naziv Bacteroidetes),
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Pseudomonadota (stari naziv Proteobacteria), Actinomycetota (stari naziv Actinobacteria),
Verrucomicrobiota i Fusobacteriota (stari naziv Fusobacteria) predstavljaju dominantne
stanovnike crevne mikrobiote od kojih tip Bacillota i Bacteroidota cine 90 % crevne populacije
[11, 17].

Nedavne studije su saopstile da je na osnovu primenjenih molekularnih metoda za odredivanje
bakterijskog sastava ljudskog creva otkriveno vise od 3000 bakterijskih vrsta [18]. Takode, u
ljudskoj crevnoj mikrobioti registrovano je i prisustvo gljiva (Candida, Saccharomyces,
Cladosporium i Malassezia), virusa, faga i arheja [11]. Heterogeni sastav mikrobiote varira u
zavisnosti od anatomske regije GIT (Zeludac, tanko i debelo crevo) zbog neujednacenih uslova
sredine (pH, vreme zadrZavanja hrane, dostupnost kiseonika, prisustvo kiselina itd.) (slika 2.1)
[19]. Dugo se verovalo da je Zeludac zbog prisustva Zeludacnih kiselina i peristaltike nepogodan
akademskih ¢asopisa iz polja medicine ,The Lancet” nije objavio studije koje su izvestile o
postojanju velikog broja rezistentnih sojeva streptokoka, neiserija i laktobacila [20]. Prvo je
prijavljeno da je ljudski Zeludac naseljen mikrobima koji dolaze iz usne duplje ili unete hrane
[14]. Izazovnije podrucje zbog izrazito niskog pH i kratkog vremena zadrzavanja hrane (3-5 h)
jeste tanko crevo koje zbog visoke dostupnosti kiseonika omogucava rast fakultativnih
anaeroba [17, 19]. U poredenju sa tim, debelo crevo odlikuju blago kiseli i neutralni uslovi
sredine, kao i duZe vreme zadrzavanja hrane. lako ovu regiju karakteriSe gusta naseljenost
mikroba, usled odsustva kiseonika dominiraju preteZno anaerobne vrste [19]. Pored podrucja
koja mikroorganizmi naseljavaju, na varijabilnost kompozicije mikrobiote uticu razliciti faktori
poput godina starosti, geografskog porekla, hrane, nacina Zivota, upotrebe lekova i dr [16, 21].

2.1.2. Disbalans crevne mikrobiote i strategije prevencije

Sastav normalne i zdrave mikrobiote creva jo$ uvek nije eksplicitno definisan, ali ga svakako
karakteriSe znacajno vecCi broj korisnih mikroorganizama (uglavnom laktobacili i
bifidobakterije, kao i mikroorganizmi iz rodova Lactococus, Streptococcus, Enterococcus,
Bacillus i Saccharomyces) u poredenju sa patogenim (uglavnom iz rodova Clostridium,
Campylobacter, Salmonella, Shigella, Escherichia i Staphylococcus) [22, 23]. Ovako dinamican i
sloZen ekosistem je esencijalan za zdravlje domacina zbog brojnih uloga koje mikroorganizmi
imaju ukljucuju¢i varenje hrane, regulaciju imuniteta, zaStitu od patogena, proizvodnju
vitamina i drugih metabolita [21, 24]. Medutim, isto tako u ovakvoj zajednici veoma lako moZe
do¢i do promene u sastavu mikrobiote tako da korisne bakterije ne mogu uspesno da kontrolisu
patogene Sto se odraZava kao disbioza ¢ime se ostvaruju negativne posledice po ljudsko
zdravlje [25]. Do ovog stanja neujednacenosti tj. disbalansa moZe do¢i usled promena u nacinu
ishrane, higijenskih navika, primene antibiotika, stresa i dr. [26, 27] Naucno je potvrdeno da
konzumacija hrane utice na mikrobni diverzitet [28], kao i da je bogatiji sastav mikroba
karakteristican za one koji konzumiraju raznovrsnu hranu bogatu vlaknima, hranljivim
materijama sa uravnoteZenim odnosom proteina, ugljenih hidrata i masti u poredenju sa onima
koji se hrane pretezno brzom hranom [28, 29]. Takode, primena antibiotika izrazito narusava
balans crevne mikrobiote rezultiraju¢i smanjenjem broja i raznovrsnosti mikroba, a vreme
trajanja oporavka nakon njihovog delovanja zavisi od pojedinca [19]. Poremecaj u sastavu je
usko povezan ne samo sa crevnim problemima poput nadimanja, bola u stomaku i dijareje, ve¢
i sa inflamatornim bolestima creva (ulcerozni kolitis i Kronova bolest), kardiovaskularnim
bolestima, gojaznosc¢u, dijabetesom, artritisom, astmom i dr. [26, 30, 31] Nedavne studije na
ovom polju navode da je izmenjena mikrobiota creva u uskoj korelaciji i sa psihi¢ckim stanjima
poput anksioznosti i depresije [30, 32]. I dalje je upitno da li je promena crevne mikrobiote
uzrok ili posledica raznih bolesti [26], ali je svakako sve izvesnije da je razvoj bolesti povezan
sa crevnom mikrobiotom, kao i sa metabolickim proizvodima i imunoloSkim odgovorom
domacina [30].
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Do sada su primenjivane razlicite strategije radi prevencije ili leCenja bolesti povezanih sa
disbiozom mikrobiote, a one ukljuuju primenu probiotika, prebiotika ili transplantaciju
fekalne mikrobiote [33].

Dostupne klinicke studije sugeriSu da je transplantacija fekalne mikrobiote kojom se direktno
obezbeduje prenoSenje ekosistema iz donora primaocu radi promene sastava crevne
mikrobiote, do sada veoma uspeSno upotrebljena za lecenje upornih infekcija izazvanih
patogenom vrstom Clostridium difficile [34], dok su istraZivanja o dodatnim upotrebama ove
metode u toku. Potencijalnim terapeutskim tretmanima u cilju regulacije disbalansa, a
posledi¢no i omogucavanja normalnog funkcionisanja crevnog ekosistema, smatra se upotreba
pro- i prebiotika o ¢emu i svedoci odreden broj dostupnih studija.

Na osnovu revidirane definicije od strane medunarodnog nau¢nog udruZenja za probiotike i
prebiotike (eng. International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics, ISSAP),
probiotici su definisani kao ,Zivi mikroorganizmi koji primenjeni u odgovarajué¢im koli¢inama,
pruZaju zdravstvenu Korist domacinu“ [35]. Naime, oni doprinose obnavljanju mikrobiote
creva nakon tretmana antibioticima, uticu na supresiju rasta patogenih vrsta, omogucavaju
produkciju vitamina B grupe, povecavaju delotvornost imunog sistema domacina i dr. Sastavni
su deo farmaceutskih kao i pojedinih prehrambenih proizvoda [22]. Kao alternativa
probioticima ili u kombinaciji sa njima, mogu se koristiti prebiotici. Prebiotici su definisani kao
,supstrati koje selektivno koriste mikroorganizmi domacina u njegovu zdravstvenu Kkorist“
[36]. Ove komponente obezbeduju selektivan uticaj na rast razliCitih autohtonih crevnih
mikroba, ¢ime se zaobilazi potreba za nadmetanjem medu mikroorganizmima oko izvora
energije. U poredenju sa probioticima, prebiotici mogu biti sastavni deo Sirokog asortimana
prehrambenih proizvoda, a karakteriSe ih i dugorocna stabilnost, otpornost na procese prerade
kao i pozitivan uticaj na organolepticka svojstva proizvoda. Takode, odlikuju ih i druge povoljne
osobine koje se ostvaruju njihovom konzumacijom, ukljucuju¢i otpornost na kiseline, Zu¢ne soli
i enzime u organizmu, Sto ih ¢ini dodatno pogodnim za primenu u ovim proizvodima [22]. Ova
jedinjenja su nekariogena i niskokalori¢na pa ih mogu koristiti i osetljive grupe potrosaca.

Imajuci u vidu sve pozitivne efekte koriS¢enja prebiotika, oni poslednjih godina predstavljaju
veoma atraktivnu oblast istraZivanja zbog svoje znacajne uloge u debelom crevu, ali i
celokupnom ljudskom organizmu. Stoga, u okviru ove doktorske disertacije, ¢iji je jedan od
osnovnih ciljeva razvijanje razliCitih nacina proizvodnje prebiotika, ovim bioaktivnim

komponentama ¢e u nastavku biti posvec¢eno posebno poglavlje.

2.2. Prebiotici

2.2.1. Evolucija promene definicije prebiotika

Saznanje da odredeni hranljivi sastojci mogu da modifikuju crevnu mikrobiotu je postojalo
mnogo pre nego Sto su predloZene definicije za takve hranljive materije [37]. Jo§ 1950-ih
godina, Giorgi i saradnici su ustanovili da komponenta ljudskog mleka, N-acetil-glukozamin,
pospesuje rast bifidobakterija i deklarisali je kao ,bifidogeni faktor”. Tokom 1970-ih godina,
japanski istrazivaci su vrsili brojna ispitivanja koja su podrazumevala upotrebu odredenih
oligosaharida i takode izvestili da im se moZe pripisati funkcija bifidogenog faktora [38].
Pomenuta istraZivanja su otvorila nov pristup u daljem ispitivanju sastava i funkcije crevne
mikrobiote i uticaja razli¢itih jedinjenja na crevnu mikrobiotu.

Termin , prebiotik” je prvi put uveden 1995. godine od strane Gibsona i Roberfroida koji su u
svojoj naucnoj publikaciji prebiotike definisali kao "nesvarljive sastojke koji selektivno
stimuliSu rast i/ili aktivnosti jedne ili ogranicenog broja bakterija u debelom crevu,
poboljsavajuci na taj nacin zdravlje domacina" [39].
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Medunarodno naucno udruZenje za prebiotike i probiotike (ISAPP) je 2010. godine revidiralo
definiciju i prebiotike definisalo kao "selektivho fermentisane sastojke koji dovode do
odredenih promena u sastavu i/ili aktivnosti gastrointestinalne mikrobiote, pozitivno uticuci
na zdravlje domacina". Ovom definicijom su zanemarena ogranienja u broju bakterija i
izvrSena proSirenja njihovog mesta delovanja - sa debelog creva na celi GIT [39].

Medutim, termin "prebiotik" se dalje revidirao kako bi odraZavao nauc¢ne promene Kkoje
produbljuju razumevanje i percepciju o vaznosti mikrobiote i uticaju ishrane na zdravlje
domacina [40]. Kako se koncept prebiotika razvijao tako se razvijala i njihova primena i na
vanintestinalnim mestima poput koZe, vaginalnog trakta, usne duplje, plucaidr. [36]

U poslednjoj deceniji otkriveno je da prebiotici mogu uticati i na potpuno razlicite i neocekivane
Clanove mikrobiote. Utvrdeno je da neki od organizama u crevima, medu kojima su
Faecalibacterium prausnitzii i Akkermansia muciniphila, reaguju na specificne prebiotike. U
skladu sa tim, Bindels i sar. su 2015. godine predloZili da prebiotik treba definisati kao
"nesvarljivo jedinjenje koje svojim metabolisanjem od strane mikroorganizama u crevima
modulira sastav i/ili aktivnost crevne mikrobiote pruZajué¢i povoljan fizioloSki efekat na
domacina". PredloZenom definicijom se uklanja zahtev za selektivnost i specificnost i
ogranicava interakcija prebiotika sa crevnom mikrobiotom iskljucuju¢i vanintestinalna mesta
[36]. Naglasava se funkcionalni efekat prebiotika na mikrobiotu otvarajuéi put ka istrazivanju
onih ¢lanova mikrobiote koji do tada nisu proucavani [39].

Prema stavovima brojnih autora da predstavljeni prebioticki koncept zahteva dodatna
pojaSnjenja, potreba za definicijom konsenzusa je bila evidentna. Stoga, 2016. godine, na panel
diskusiji je grupa strucnih lica koja je ISAPP sazvao, razvila trenutnu nau¢nu definiciju prema
kojoj je prebiotik “supstrat koji selektivno koriste mikroorganizmi domacina u njegovu
zdravstvenu korist". Ovako predstavljen koncept ukljucuje komponentu, mehanizam i fizioloski
efekat [36] bez ogranicenja o mestu interakcije. Usled velikog interesovanja nauke i postojanja
novih istraZivanja, i trenutna naucna definicija je podloZzna promenama, pa tako pojedine
istrazivacke grupe navode da prebiotici ne moraju biti samo nedigestibilni, ve¢ nedigestibilni
ili delimic¢no digestibilni [41].

2.2.2. Klasifikacija prebiotika

Najnovija definicija prebiotika otvara brojne moguc¢nosti, jer iskljuCuje ogranicenje o mestu
interakcije supstrata i mikroorganizma. Medutim i dalje je usmerena velika paZnja ka
najkolonizovanijem i najistraZenijem podruéju tj. GIT kao aktivhom mestu delovanja
prebiotika, ne samo zbog brojnih zdravstvenih benefita koji se ovim putem ostvaruju, ve¢ i zbog
ogromnog interesovanja prehrambene i farmaceutske industrije.

Prema tome, da bi neka komponenta bila klasifikovana kao prebiotik Cije je aktivno mesto
delovanja GIT, potrebno je da ispunjava nekoliko osnovnih Kkriterijuma koji moraju biti
potvrdeni in vitro i in vivo testovima [22, 42]:

1) Otpornost na digestivne procese u gornjem delu GIT
2) Fermentacija od strane intestinalne mikrobiote

3) Blagotvorno dejstvo na zdravlje domacina

4) Selektivna stimulacija rasta intestinalnih mikroba
5) Stabilnost u razli¢itim uslovima obrade hrane
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Prema prethodnim kriterijumima, prebiotici predstavljaju supstance koje su u stanju da izdrze
probavne procese u gornjim segmentima GIT tj. rezistentne su na kiselost Zeluca, hidrolizu
enzimima i na apsorpciju u tankom crevu, pa stoga nepromenjene ili delimi¢no promenjene
dolaze do debelog creva [42]. U debelom crevu ih selektivno fermentiSu prisutni korisni
mikrobi obezbedujudi niz pozitivnih efekata koji promoviSu zdravlje pojedinca (produkcija
kratkolancanih masnih kiselina (eng. Short-Chain Fatty Acids, SCFA), smanjenje pH,
unapredenje imunog sistema i dr.). U direktnoj korelaciji sa zdravstvenim ishodom je jos jedan
vazan kriterijum koji se odnosi na sposobnost prebiotika da selektivno podrZi rast korisnih
intestinalnih mikroorganizama u odnosu na druge prisutne organizme. Takode, da bi odredene
komponente (prebiotici) bile upotrebljene kao funkcionalni sastojci hrane, moraju pokazati
hemijsku stabilnost na razlicite tretmane obrade (toplota, nizak pH, uslovi Majardove reakcije).
Literaturni podaci navode na saznanje da ukoliko i dode do nekih hemijskih promena nakon
uslova obrade, funkcionalna aktivnost prebiotika moZe ostati ista ili ¢ak i poboljSana [22, 42].
Pomenuti Kriterijumi pruzaju osnovu za svrstavanje brojnih komponenti u prebiotike, ali i za
adekvatan izbor radi njihove dalje potencijalne primene.

Kako brojna jedinjenja ispunjavaju prethodno navedene Kkriterijume, vecina identifikovanih
prebiotika pripada grupi ugljenih hidrata [42]. Neophodno je naglasiti da se ne smatraju svi
ugljeni hidrati prebioticima, jer su neki od njih podlozni digestiji u gornjim segmentima
intestinalnog trakta, po ¢emu se i razlikuje njihov metabolicki put u organizmu [43]. Naime,
hrana koja je bogata ugljenim hidratima koji podleZu digestiji (skrob, saharoza i dr.), dospeva
do tankog creva gde pomenute komponente ucestvuju u procesu varenja i apsorpcije
delovanjem digestibilnih enzima koji ih prevode u monosaharide. Dobijeni monosaharidi se
razgraduju i izlucuju u vidu ugljen-dioksida izdisajem ili putem urina. Sa druge strane, postoje
i oni ugljeni hidrati koji dospevaju do debelog creva bez prethodne razgradnje i tek u debelom
crevu ulaze u proces fermentacije i apsorpcije. U ovom procesu, korisni crevni mikroorganizmi,
ih koriste za rast, a kao proizvod metabolizma oslobadaju razli¢ite produkte (SCFA, gasove,
alkohole itd) [43]. Upravo je ova razlika u metabolickom putu ugljenih hidrata od sustinske
vaznosti za razumevanje pojma nedigestibilnosti, pa su u skladu sa tim vrSena brojna ispitivanja
i testirana razlic¢ita jedinjenja kako bi se utvrdila njihova pripadnost grupi prebiotika.

Razlikuju se dve grupe prebiotika - potvrdeni i potencijalni (slika 2.2). One komponente koje
ispunjavaju definisane kriterijume o cemu svedoce dostupne in vivo i in vitro studije, smatraju
se potvrdenim prebioticima. U ovu grupu ubrajaju se laktuloza, inulin, frukto-oligosaharidi
(FOS), galakto-oligosaharidi (GOS) i oligosaharidi ljudskog mleka (HMO) [22, 44]. Medutim,
pored potvrdenih prebiotika postoje i prebiotici koji su joS uvek u fazi istrazivanja. Stoga,
potencijalnim prebioticima smatraju se manan-oligosaharidi (MOS), izomalto-oligosaharidi
(IMO), ksilo-oligosaharidi (XOS), gluko-oligosaharidi, [22] pektinski oligosaharidi (POS) [45],
hitinski-oligosaharidi (COS) [46], bakterijski egzopolisaharidi (EPS), polisaharidi dobijeni iz
algi i Se¢ernih alkohola, [44] kao i polifenoli [47]. [ako postoje odredeni podaci iz in vitro studija
i ispitivanja na Zivotinjama koji navode na prebiotski efekat ovih supstanci, neophodno je
sprovesti dalja istraZivanja zbog nedostatka objavljenih klinickih podataka iz ispitivanja na
ljudima.

Buduci da svi ugljeno-hidratni prebiotici imaju nisku kalorijsku vrednost [48] postoji rastuca
potraZnja potrosaca i industrije za ovim niskokalori¢nim Se¢ernim alternativama. Upravo zbog
tih svojstava medu posebno znacajnim prebioticima izdvajaju se FOS i predstavljaju predmet
ove doktorske disertacije. Kako predstavljaju veoma atraktivnu oblast istrazivanja, sva paznja
je usmerena ka razvijanju novih postupaka sinteze, a potom i preciS¢avanja radi njihove
potencijalne primene u prehrambenim i farmaceutskim proizvodima kao i hrani za Zivotinje.
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PREBIOTICI
|
POTVRDENI | _ POTENCIJALNI
; | :
Laktuloza Manan-oligosaharidi
Inulin Izomalto-oligosaharidi
Frukto-oligosaharidi Ksilo-oligosaharidi
Galakto-oligosaharidi Gluko-oligosaharidi
Oligosaharidi ljudskog mleka | Pektinski oligosaharidi

Hitinski-oligosaharidi

Bakterijski egzopolisaharidi

Polisaharidi dobijeni iz algi

Polifenoli

Slika 2.2. Klasifikacija prebiotika

2.2.3. Uloga prebiotika u ocuvanju zdravlja

Unos prebiotika dovodi do fermentacije u debelom crevu koja rezultira brojnim korisnim
efektima, ukljucujuci [40] (slika 2.3):

* Povecanje broja bifidobakterija i laktobacila

= Smanjenje populacije patogenih mikroba

= Smanjenje negativnih efekata usled fermentacije proteina
* Povecanje apsorpcije minerala

= PoboljSanje rada imunog sistema

* Smanjenje rizika od alergija

Uticaj na crevne mikrobe

Kao S$to je pomenuto u prethodnim poglavljima, debelo crevo kao najkolonizovanije podrucje
sadrZi Sirok spektar mikroorganizama koji, kada su u medusobnoj ravnoteZi, mogu uticati na
ocuvanje zdravlja domacina kroz jacanje imunog sistema, inhibicije rasta patogenih
mikroorganizama, poboljSavanje varenja, apsorpcije hranljivih materija i dr. [26] Pozitivan
uticaj na zdravlje uglavnom ostvaruju mikroorganizmi poput laktobacila i bifidobakterija koji
se smatraju ,korisnim“ mikroorganizmima. NaruSavanje ravnoteZe moZe dovesti do povecanja
broja patogenih vrsta u organizmu $to moZze izazvati dijareju, ozbiljne infekcije, oStecenje jetre,
poremecaje u funkciji creva, pa ¢ak i ozbiljne bolesti [49]. Prebiotici predstavljaju hranu
korisnim mikrobima ¢ime podsticu njihovo umnoZavanje. Mikrobi ih metabolisu preko enzima
koje produkuju, [11] a kao proizvod njihovog metabolizma nastaju SCFA medu kojima su
najzastupljenije sirCetna, propionska i buterna kiselina, alkoholi (etanol, propanol,
2,3- butandiol) i gasovi (vodonik, ugljen-dioksid) [50]. Medu pomenutim metabolitima, SCFA
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se smatraju najvaznijim jer ucestvuju u odrzavanju crevne homeostaze i pokazuju razlicite
bioloske zaStitne efekte na domacina (antiinflamatorni, antikancerogeni, anti-gojazni,
imunoregulatorni i dr.) [51, 52].

Prebiotici
00000

,.,A/’" & ¥
I8~ » ~ lpH

V Fermentacija

-k | 7 N
p \ \
' Stimulacija rasta Kraﬂ(‘)la.nca'ne Supresija rasta
y korisnih mikroba //’ masne kiseline patogenih mikroba
2 :

Apsorpcija minerala
v + 2+ Y =
Ca?, Mg?, Fc? | S=C =

3

| IL-1a IL-1b IL-6 TNF-a
11L-10 ®» @ ~

Hrana bogata K
prebioticima s

y
) 7= |s\ Stvaranje IgA

©

B celije

Ekspanzija T celija

Slika 2.3. Mehanizam delovanja prebiotika u debelom crevu. Slika je kreirana u programu
BioRender na osnovu podataka iz izvora [53]

Medu njima se posebno istice buterna Kkiselina, za koji je nau¢no potvrdeno da jac¢a funkciju
crevne barijere, predstavlja primarni izvor energije epitelnih celija creva, obezbeduje
antiinflamatorno dejstvo, ali i druge pozitivne efekte [51]. Kao rezultat produkcije SCFA, dolazi
do snizavanja pH debelog creva ispod pragova vijabilnosti patogenih vrsta i onemogucéavanja
njihovog opstanka [40]. VaZno je istaci da u zavisnosti od primenjenih prebiotika, dolazi do
razli¢itih mikrobnih promena u debelom crevu, a posledi¢no i produkcije razlicitih SCFA [33,
54]. Stoga, efekat prebiotika na mikrobnu populaciju, a ujedno i na SCFA svakako zahteva
detaljnija ispitivanja radi njihove potencijalne primene u brojnim prehrambenim i
farmaceutskim proizvodima u cilju poboljSanja zdravstvenih ishoda pojedinaca.

Uticaj na efekat fermentacije proteina

Konzumacijom proteina u debelom crevu dolazi do proteolize od strane intestinalnih
mikroorganizama. Kao proizvod mikrobnog razlaganja nastaju SCFA i gasovi, ali i toksi¢ni
metaboliti poput amonijaka, amina, sulfida, fenola, p-krezola, indola i razgranatih masnih
kiselina [40, 55]. Prema dostupnim in vivo studijama i studijama na pacovima, amonijak u
odredenoj dozi moZe negativno uticati na funkciju crevne barijere i samih kolonocita, a
konkretno kod ispitivanja na pacovima se pokazao i kao kancerogen. Toksi¢nim za kolonocite
se smatra i vodonik sulfid koji se dobija iz aminokiselina koje sadrZe sumpor, za koji postoje
navodi da moZe oStetiti DNK, ali i blokirati koriS¢enje butirata. Fenol, p-krezol i indol se takode
smatraju potencijalnim kancerogenim supstancama Kkoji ostvaruju nepovoljan uticaj na
funkciju crevne barijere [55]. Pomenuti nepoZeljni efekti se mogu minimizirati ishranom
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suplementiranom prebioticima. U in vitro studiji koju je grupa naucnika provela i koristila izmet
vegetarijanaca i mesojeda uz dodatak razlic¢itih proteina i sa i bez primene inulina obogaéenog
oligofruktozom, dosSla je do saznanja da je nivo amonijaka znacajno smanjen prebiotskim
tretmanom [55]. Takode, i u studiji koju su sproveli Balong (Ballongue) i sar. prijavljeno je da
je ishrana uz primenu laktuloze dovela do smanjenja sadrZaja fenola, indola, p-krezola i skatola
[56]. Dakle, naucne studije navode da konzumiranje prebiotika favorizuje fermentaciju ugljenih
hidrata Sto povecava koncentraciju SCFA i snizava pH, ¢ime se stvara nepovoljno okruZenje za
efikasnu fermentaciju proteina [40].

Uticaj na apsorpciju minerala

Minerali poput kalcijuma, magnezijuma, gvoZda i cinka su esencijalni za razli¢ite fizioloSke
procese u organizmu i njihov nedostatak moZe rezultirati brojnim neZeljenim pojavama [57].
Na primer, nedostatak jona kalcijuma, moZe dovesti do pojave osteoporoze tj. smanjenja
gustine kostiju [58]. Do apsorpcije minerala obi¢no dolazi u tankom crevu, izuzev situacije kada
se unosi hrana koja sadrZi prebiotike. Prebiotici se vezuju za minerale i na taj na¢in smanjuju
njihovu apsorpciju u tankom crevu, pri ¢emu dolaze do debelog creva gde njihova
bioraspoloZivost raste [59].

[ako nije definisan mehanizam delovanja prebiotika na zdravlje kostiju, trenutno je Siroko
prihvacena teorija da zapravo produkti fermentacije prebiotika doprinose stvaranju zdrave
kostane strukture [58]. Mikrobnom fermentacijom, prebiotici se transformisu do SCFA, ime se
sniZzava pH u crevima i onemogucava stvaranje kompleksa jona Kkalcijuma sa negativno
naelektrisanim metabolitima poput oksalata i fitata, ve¢ prelaze u rastvorljivije oblike koji se
jednostavnije pasivno difunduju kroz epitel creva. Na ovaj nacin se ostvaruje veca dostupnost
jona kalcijuma i omoguc¢ava naknadna mineralizacija kostiju [58].

Uticaj na imuni sistem

Brojne celije (T Celije, B Celije i dr.) koje se nalaze u GIT domacina su od velike vaZnosti za imuni
sistem i signalizaciju u organizmu. Upravo na njih uticu prebiotici i metaboliti koji nastaju
njihovom fermentacijom. lako su ta¢ni mehanizmi njihovih uticaja na imuni sistem nepoznati,
pretpostavlja se da najveci uticaj imaju SCFA [40]. Smatra se da je buterna kiselina jedan od
najvaznijih metabolita debelog creva zbog njenih protivupalnih svojstava. U nau¢noj literaturi
se navodi da podstice Sirenje regulatornih T Celija i preko B celija uCestvuje u indukciji
imunoglobulina A (IgA) koji u¢estvuje u zastiti GIT od brojnih infekcija [53].

Nekoliko studija je razmatralo i prebiotski efekat na ekspresiju citokina. Vulevi¢ i sar. su
ispitivali volontere dajuci im GOS i utvrdili da je poveéana proizvodnja protivupalnog citokina
(IL-10) dok je smanjena proizvodnja citokina koji izazivaju upalu (interleukini 1i 6 (IL-1iIL- 6)
i faktor nekroze tumora-alfa (TNF-alfa)) [60]. Shodno tome, Dehan (Dehghan) i sar. su utvrdili
da inulin obogacen oligofruktozom u poredenju sa maltodekstrinom znacajno smanjuje nivo IL-
6, TNF-alfa i nivo lipopolisaharida (LPS) koji predstavlja molekul iz omotaca Gram-negativnih
bakterija i uCestvuje u razvoju upalnih metabolickih poremecaja i stanja [40, 61].

Uticaj na pojavu alergije

Svetska zdravstvena organizacija (SZO) navodi da se alergijske bolesti (koZne, respiratorne i
alergije na hranu) koje danas pogadaju 30% svetskog stanovniStva smatraju cetvrtom
globalnom bole$¢u u svetu. Do nastanka alergije dolazi usled disfunkcije tri glavna sistema -
mikrobiote, epitelne barijere i imunog sistema, koji obezbeduju zastitnu ulogu domacéina [62].
Smanjenje nivoa bifidobakterija i laktobacila povezano je sa razvojem alergijskih bolesti u prvih
pet godina Zivota. Postoje i podaci da je dodatak prebiotske formule FOS/GOS, pokazao
potencijal u prevenciji alergijskih reakcija, posebno protiv razvoja ekcema i alergijskog
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konjuktivitisa [40]. Medutim, i pored intenzivnih istrazivanja, joS uvek nije definisana potpuno
efikasna strategija prevencije alergije, ali se svakako smatra da je veoma vazna uloga prebiotika
za sprecavanje ove bolesti zbog njihove sposobnosti da direktno ili indirektno moduliSu
pomenute sisteme [40].

Pored brojnih ispitivanja na Zivotinjama i ljudima, Ciji je osnovni cilj bio razjasniti mehanizme
delovanja prebiotika, i dalje nije potpuno utvrden mehanizam delovanja i dugorocan efekat na
zdravlje domacina, te je stoga neophodno sprovesti dalja istrazivanja [53].

2.3. Frukto-oligosaharidi (FOS)

2.3.1. Hemijska struktura

Frukto-oligosaharidi (FOS) ili oligofruktani predstavljaju ugljene hidrate koji se sastoje od
jedne terminalne glukozne ili fruktozne jedinice i preostalih fruktoznih jedinica, sa
maksimalnim stepenom polimerizacije (eng. Degree of Polymerization, DP) 10 [63, 64].

Prema stepenu polimerizacije FOS mogu se razlikovati na oligofruktozu i kratkolan¢ane FOS.
Oligofruktoza se dobija hidrolizom inulina i predstavlja frakciju fruktoznih oligosaharida sa
brojem monosaharidnih jedinica od 2-10. SmeSa dobijena na ovaj naCin sadrzi fruktozne lance
razli¢itih duZina sa terminalnim jedinicama glukoze ili fruktoze [63]. Sa druge strane,
kratkolancCani FOS nastaju iz saharoze reakcijom transfruktozilacije i predstavljaju smesu

fruktoznih lanaca sa terminalnim jedinicama glukoze ¢iji je stepen polimerizacije od 3-5 [65].

U zavisnosti od prirode prisutnih veza u strukturi FOS dobijenih iz saharoze, mogu se
klasifikovati Cetiri razlic¢ita tipa oligosaharida. Kada su jedinice fruktoze medusobno povezane
f-(2,1)-glikozidnom vezom formira se inulinski tip FOS i nastaju 1-kestoza, nistoza i
1- fruktofuranozil-nistoza (slika 2.4). Uspostavljanjem f-(2,6)-glikozidne veze izmedu jedinica
fruktoze formira se levanski tip, pri ¢emu se izdvajaju 6-kestoza, 6-nistoza i 6-fruktofuranozil-
nistoza. U sluaju formiranja -(2,6)-glikozidne veze izmedu jedinice glukoze i fruktoze nastaju
neo-kestoza, neo-nistoza i neo-fruktofuranozil-nistoza koji predstavljaju neo-tip. Razgranati tip
FOS karakteriSe prisustvo f-(2,1) i 5-(2,6)-glikozidne veze, pa tako, na primer, dodavanjem
fruktozne jedinice u polozaju 6, na unutrasnjoj fruktoznoj jedinici molekula 1-kestoze nastaje
razgranati tetrasaharid bifurkoza [64, 66, 67].

a) inulin-tip HO O OH b) levan-tip
°“ ﬁ\\
ﬁ\\ 5 "
(o)
¢) neo-tip d) razgranati-tip
HO. HO
y O\OH 0-OH

OH OHJ
% g
6 HO
HO OH O
OH OH
Slika 2.4. Moguci tipovi FOS. Preuzeto i prilagodeno iz [64]
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2.3.2. Prirodni izvori FOS

FOS su sastavni deo velikog broja biljnih vrsta poput pSenice, banane, paradajza, crnog i belog
luka, arti¢oke, Spargle, cikorije i drugih, a mogu se pronaciiumedu [63, 68]. Medutim, pomenuti
prirodni izvori koji se naj¢eS¢e konzumiraju sadrZe veoma niske koncentracije FOS nizeg
stepena polimerizacije.

Jovanovi¢-Malinovska i sar. su utvrdili sadrzaj FOS u pojedinim namirnicama (tabela 2.1.) i
dobijene vrednosti uporedili sa podacima iz ve¢ postojecih studija. Poredenjem ovih podataka
uocena su odredena odstupanja. Naime, Kambel i sar. su naveli podatak da je sadrzaj FOS u
crnom luku iznosio 0,39 g u 100 g, dok su Muir i sar. dobili vrednost od 0,92 g. Primecena su
neslaganja i u vrednostima za beli i mladi luk. ObjaSnjenje za ovakvu neusaglaSenost u
vrednostima moZze biti posledica cinjenice da sadrzaj FOS u prirodnim izvorima zavisi od
brojnih faktora koji ukljucuju zrelost ploda, sezonske uslove (klima, temperatura), vreme
skladiStenja, postupak ekstrakcije kao i analiticke metode za odredivanje oligosaharida [69].

Tabela 2.1. SadrZaj FOS u prirodnim izvorima [69, 70]

Sadrzaj FOS Stepen

(g/100 g svezeg uzorka) polimerizacije, DP
Koren cikorije 0,39 <5
Jerusalimska articoka 0,84 <5
Zelena articoka 1,80 >5
Beli luk 1,20 <5
Crni luk 2,01 <5
Mladi luk 3,32 <5
Banana 0,70 <5
Nektarina 0,89 <5

U studiji koju su sproveli Loklajn (Lochlainn) i sar. postoje navodi da doziranje prebiotika (FOS)
u koli¢ini od 7,5 g/dan moZe izazvati odredene promene crevne mikrobiote [71]. Imajuéi na
umu da se se konzumiranje ovih prebiotika do 20 g/dan smatra bezbednim, prema podacima
iz tabele 2.1, na primer u slucaju banane (prosec¢na masa jedne banane oko 120 g), trebalo bi
uneti viSe od 8 banana dnevno kako bi se pokrila predvidena doza. S tim u vezi, iako FOS postoje
u prirodnim izvorima i mogu se dobiti ekstrakcijom, zbog niskog sadrZaja u voc¢u i povr¢u, tezi
se ka njihovom industrijskom dobijanju i obogacivanju prehrambenih proizvoda ovim
prebioticima.

2.3.3. Nacini dobijanja FOS

Uzimajuci u obzir prethodna razmatranja, FOS se mogu dobiti ekstrakcijom iz prirodnih izvora,
sa jedne strane, ali i hemijskim i enzimskim postupcima dobijanja, sa druge.

2.3.3.1. Ekstrakcija iz prirodnih izvora

Ekstrakcija se uspes$no primenjuje za dobijanje FOS dugih lanaca primenom cikorije (Cichorium
intybus), jerusalimske articoke (Helianthus tuberosus) i agave (Agave vera cruz, Agave
americana, Agave tequilana) koje se smatraju dobrim izvorom inulina [64, 72]. Termin ,inulin“
se odnosi na smeSu fruktoznih polimera razli¢itih stepena polimerizacije, a oligofruktoza se
smatra njegovom podgrupom [73]. Primenom ekstrakcije mogu se ekstrahovati FOS dugih
lanaca kao sastavni deo inulina. Proces ekstracije zavisi od faktora koji ukljucuju temperaturu,
vreme i odnos rastvaraca i ¢vrste materije, ali i od fizickih svojstava inulina. Ovaj ugljeni hidrat
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je nerastvoran u vodi na 25 °C, a sa porastom temperature njegova rastvorljivost raste. Prema
tome, proces izolacije iz razli¢itih izvora uglavnom podrazumeva upotrebu tople vode kao
rastvaraca [64]. Upotrebom cikorije, Cesto moZe doc¢i do delovanja prisutnih enzima inulinaza
(fruktan 1-egzohidrolaza, EC 3.2.1.153) c¢ije dejstvo dovodi do hidrolize prisutnog inulina.
Prema literaturnim podacima, ekstrakcija se obifno izvodi na visokim temperaturama
(uglavnom 80 °C), uz odrZavanje pH iznad 6,0 kako bi se minimizirala degradacija i onemogucdili
pogodni uslovi za hidrolizu [74]. Nativni inulin izolovan iz cikorije ima DP od 2-60, pri ¢emu je
najveci broj onih oligosaharida sa stepenom polimerizacije od 10-12, iz jerusalimske articoke
DP od 2-40, sa prose¢nim DP od 6, a iz agave ima DP od 3-30 [64, 72, 75, 76]. Takode, primenom
cikorije se dobija smesa oligosaharida inulinskog tipa, dok se iz agave dobijaju FOS razlicite
molekulske strukture, pored inulinskog tipa, nastaju razgranati i neo-tip FOS [64]. Dobijeni
nativni inulin se dalje moZe hidrolizovati primenom enzima radi produkcije FOS kratkih lanaca.
Imajudi u vidu da su inicijalno kratkolanc¢ani FOS u malim koli¢inama prisutni u prirodnim
izvorima, ekstrakcija ovih komponenti iz biljnih delova se ne smatra ekonomski odrzivim
postupkom zbog niskih prinosa, visokih troskova kao i sezonskog ogranicenja [77].

2.3.3.2. Hemijski katalizovano dobijanje FOS

U slucaju dobijanja FOS, hemijski postupak se odnosi na tretiranje inulina mineralnim
kiselinama radi hidrolize na molekule niZze molekulske mase. Ovaj postupak se najcesce
primenjuje za tretiranje inulina iz agave, jer njegova kompleksna struktura predstavlja
limitirajuci faktor za delovanje komercijalnih hidrolitickih enzima (endo-inulinaza, EC 3.2.1.7)
[38]. Grupa naucnika je primenila hlorovodoni¢nu kiselinu i katjonske jonoizmenjivacke smole
za dobijanje FOS [78]. Reakcije ovog tipa treba strogo kontrolisati kako bi se sprecila totalna
hidroliza, do prostih Secera [38]. Slicno, Fontana i sar. su prijavili da se upotrebom 10 %
limunske i fosforne kiseline, koje poseduju GRAS (eng. Generally Recognized As Safe) status,
moZe parcijalno hidrolizovati inulin i dobiti smeSa FOS. SmeSa dobijena ovim tretmanom moze
biti pogodna za inkorporiranje u prehrambene proizvode, za razliku od proizvoda dobijenog
konvencionalnim tretmanima sa sumpornom ili hlorovodoni¢nom kiselinom [79]. Medutim,
slicno kao i kod ekstrakcije, hemijsko dobijanje FOS ne predstavlja pogodnu i ekonomic¢nu
alternativu, ne samo zbog niskih prinosa ve¢ i zbog upotrebe hemikalija (od kojih su neke i
visoko toksi¢ne) kojima nedostaje specifi¢nost [5, 80].

2.3.3.3. Enzimski katalizovano dobijanje FOS

NajceSce se preferira dobijanje FOS enzimskim postupkom koji predstavlja veoma isplativ i
vremenski efikasan proces [66] zbog visoke specificnosti enzima, netoksi¢nosti,
biokompatibilnosti i rada pri umerenim reakcionim uslovima (iziskuje umerenu potrosnju
energije i ne zahteva skupu opremu otpornu na kiseline) bez generisanja visokih koli¢ina
otpadnih materijala [81, 82]. Pored toga, enzimskim postupkom nastaje i mnogo manje
zagadujuceg otpada kao i nusproizvoda u poredenju sa konvencionalnim hemijskim procesima
[80].

Enzimskim putem FOS mogu biti dobijeni na dva nacina:

* Hidrolizom nativnog inulina
= Sintezom iz saharoze reakcijom transfruktozilacije

Delovanjem razli¢itih enzima moZe do¢i do hidrolize inulina i produkcije FOS (slika 2.5.).
Razlikuju se endoinulinaze (EC 3.2.1.7) i egzoinulinaze (EC 3.2.1.80). Dejstvom endoinulinaza,
dolazi do nasumic¢nog raskidanja 5-(2,1)-glikozidne veze Sto rezultira nastankom smese FOS sa
razli¢itim stepenom polimerizacije medu kojima se kao glavni proizvodi izdvajaju tri-, tetra- i
penta-oligosaharidi (slika 2.6.) koji ne sadrze jedinicu glukoze u svojoj strukturi [64]. Pored
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endoinulinaza, postoje i egzoinulinaze ¢ija je osnovna razlika u nac¢inu delovanja. Egzoinulinaze
raskidaju uzastopno f-(2,1)-glikozidnu vezu polaze¢i od neredukujeteg kraja inulina
oslobadaju¢i terminalnu fruktoznu i glukoznu jedinicu zbog Cega se koriste za dobijanje
visokofruktoznih sirupa [38, 83]. Stoga, delovanjem pomenutih enzima nastaje smesa duzih
lanaca oligosaharida sa terminalnim jedinicama glukoze ali i fruktoze, a dolazi i do oslobadanja
fruktoze, glukoze kao i saharoze [38].

Inulin

Egzoinulinazp /o . Endoinulinaze
\ b Fruktoza
Glukoza

Monosaharidi ‘ Smesa oligosaharida DP (2-9)

Slika 2.5. Graficki prikaz sastava smesSe FOS dobijene hidrolizom inulina dejstvom inulinaza

Razlika u nacinu delovanja proisti¢e od porekla enzima. Inulinaze dobijene iz gljiva, najcesce
deluju sa kraja molekula (egzoinulinaze), medutim postoje neki gljivicni sojevi iz roda
Aspergillus, Penicillium i Kluyveromyces koji mogu proizvesti i endoinulinaze. Pored gljiva,
endoinulinaze mogu produkovati i bakterije iz roda Bacillus, Pseudomonas, Xanthomonas i
Streptomyces [83, 84]. Takode, izvor enzima diktira i koli¢inu i tip proizvoda. S tim u vezi,
primena endoinulinaza iz Xanthomonas oryzae No. 5 rezultira produkcijom FOS sa DP ve¢im od
5, dok Pseudomonas sp. No. 65 daje uglavnom proizvode sa DP 2i 3 [38].

Pored kontrolisane hidrolize inulina, FOS se mogu dobiti i iz saharoze upotrebom enzima sa
transfruktozilacionom aktivnoS$c¢u. Prvim procesom nastaju oligosaharidi ve¢ih molarnih masa,
dok drugim nastaju oligosaharidi ¢ije su molarne mase znatno niZe [83]. Naime, iz saharoze
primenom enzima FT ili rede levan-saharaza, mogu se dobiti kratkolancani FOS razlicitog tipa
(slika 2.7.).
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Slika 2.6. Glavni proizvodi dobijeni dejstvom inulinaza, FT i levan-saharaza. Preuzeto i
prilagodeno iz [64]
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Slika 2.7. Graficki prikaz sastava smeSe FOS upotrebom saharoze i enzima sa
transfruktozilacionom aktivnoséu

Upotreba FT rezultira produkcijom FOS inulinskog tipa, dok primena LC dovodi do produkcije
FOS inulinskog, neo- i levanskog tipa, kao i levana. Glavni proizvodi koriS¢enjem FT su 1-kestoza
koja nastaje dodavanjem molekula fruktoze ve¢ postojecem molekulu saharoze, zatim nistoza
(nastaje daljim dodavanjem molekula fruktoze prethodno formiranoj 1-kestozi), a daljim
odvijanjem reakcije i 1-fruktofuranozil-nistoza (slika 2.6) [3]. VaZno je ista¢i da u slucaju levan-
saharaze, sastav dobijene smeSe zavisi od mikrobnog izvora, ali i uslova reakcije. Naime, LC iz
Bacillus megaterium i Bacillus subtilis katalizuju sintezu levana, dok Gluconacetobacter
diazotrophicus i Zymomonas mobilis pretezno sintetiSu FOS [85]. U ovom slu¢aju uglavnom
nastaju FOS sa f-(2,6)-glikozidnom vezom poput 6-kestoze (levanski tip), ali i drugi FOS (slika

2.6) [64].

Imajuci u vidu ¢injenicu da saharoza predstavlja jeftiniji supstrat u poredenju sa inulinom i da
izrazeniji prebiotski efekat poseduju FOS niZeg stepena polimerizacije [38], smatra se da je
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enzimska sinteza upotrebom saharoze od velike vaZnosti zbog ¢ega je i predmet ove doktorske
diseratcije. U vezi toga, u narednim poglavljima Ce opseZnije biti obradena sinteza FOS iz
saharoze primenom FT u cilju produkcije kratkolancanih FOS inulinskog tipa.

2.3.4. Fizicka svojstva i primena FOS

= Rastvorljivost

FOS predstavljaju jedinjenja koja su veoma rastvorljiva u vodi, za razliku od inulina (koji zbog
duzih lanaca) u vodi ili mleku podleze formiranju mikrokristala. Mikrokristali dovode do
formiranja glatke i kremaste strukture proizvoda, ali stvaraju i ose¢aj masnoce u ustima [63,
86].

= Aktivnost vode

Pomenuti oligosaharidi imaju nisku aktivnost vode Sto ih ¢ini pogodnim za upotrebu u
prehrambenim proizvodima, jer mogu uticati na produZenje roka trajanja. Grupa naucnika je
prijavila da je inkorporiranje FOS u keksice rezultiralo nizom aktivno$¢u vode i osiguralo ve¢u
mikrobiolosku stabilnost [87].

Pomenuti oligosaharidi imaju nisku aktivnost vode $to ih svrstava medu pogodnikandidatima
za primenu u prehrambenim preoizvodima produzavajuc¢i njihov rok trajanja. se smatraju i
visoko higroskopnim molekulima, pa je njihov kapacitet zadrZavanja vode znacajniji u odnosu
na onaj koji poseduje saharoza. Ovo svojstvo je od izuzetnog znacaja, jer mogu spreciti suSenje
proizvoda obezbedujudi vlaznost, a njihova primena u smrznutim dezertima moze dovesti i do
smanjenja tacke mrznjenja.

= Viskoznost

Zbog vece molarne mase, u poredenju sa saharozom, rastvori FOS u istoj koncentraciji su
viskozniji i dovode do boljeg i punijeg ukusa u ustima [63].

* pH i temperaturna stabilnost

Veoma su stabilni u standardnom pH opsegu (4,0-7,0), dok u uslovima niskog pH i visoke
temperature, dolazi do narusavanja stabilnosti i delimi¢nog raskidanja -(2-1)-glikozidne veze
[3]. U odnosu na saharozu, pokazuju vecu termicku stabilnost, a potvrdeno je da i na niskim
temperaturama (temperaturama skladistenja), ostaju stabilni [63].

= Slast

Poseduju nizak intenzitet slasti (30-50% slatko¢e konzumnog Secera) [88], pri ¢emu njihova
slatkoca varira u zavisnosti od stepena polimerizacije. U literaturi postoje podaci da se slatko¢a
smanjuje sa povecanjem duZine lanaca oligosaharida [3]. [ako su umereno slatki, FOS
predstavljaju supstance koje imaju i nizak energetski sadrzaj (1,5 kcal/g) [63], jer nisu svarljivi
od strane digestibilnih enzima prisutnih u organizmu ljudi koji su uglavnom specifi¢ni za a-
glikozidne veze. Zbog manje slatkoce i niske kalori¢nosti sasvim opravdano pronalaze primenu
u razli¢itim formulacijama prehrambenih proizvoda poput mlec¢nih deserata, jogurta, peciva,
sladoleda i dr. u cilju dobijanja funkcionalnih proizvoda prilagodenih i osobama kod kojih je
upotreba konzumnog Secera ogranicena (npr. osobe koje su na dijeti ili boluju od dijabetesa)
[63].

* Nekariogenost

Jo$ jedna od znacajnih prednosti FOS jeste da predstavljaju nekariogene supstance. U poredenju
sa saharozom i skrobom, FOS ne predstavljaju izvor hrane bakterijama usne duplje, pogotovo

16



Doktorska disertacija Milica Veljkovié

izrazito kariogenim bakterijama kao $to su Streptococcus mutans i Lactobacillus acidophilus pri
¢emu onemogucavaju formiranje S-nerastvornih glukana koji sluZe kao matrica za formiranje
plaka koji dovodi do pojave karijesa [89].

Zbog svojih fizickih karakteristika FOS sasvim opravdano pronalaze primenu u mnogim
oblastima, jer se smatraju idealnim sastojcima koji smanjuju kalorijsku, a povecavaju
funkcionalnu vrednost proizvoda, ne uticu¢i drasticno na ukus. FOS se mogu inkorporirati u
formulacije mle¢nog sladoleda i deserata kojima na etiketi stoji izraz ,nizak sadrzaj Sec¢era“ ili
,Smanjena kalorijska vrednost”. Mogu se primeniti i u formulacijama namenjenim
dijabeticarima, u jogurtima koji promovisu sinbiotski efekat, u kola¢ima, Zitaricama, sokovima
[90]. Takode, primenjuju se i kao SeCerna zamena u pekarskoj industriji, konkretno u pecivima
i hlebu utiCu¢i i na zadrzavanje vlage u proizvodu Sto rezultira dodatnom meko¢om [91].
Njihova nekariogenost ih ¢ini pogodnim za upotrebu u proizvodima oralne higijene (paste za
zube, teCnosti za ispiranje i dr.), Zvakac¢ih guma, konditorskih proizvoda i pi¢ima [63]. Medutim,
mogu biti primenjeni i u hrani namenjenoj Zivotinjama [92]. Danas se Sirom sveta mnogi
proizvodaci bave proizvodnjom FOS razli¢itog stepena polimerizacije (sumirano u tabeli 2.2)
koji u formi praha ili sirupa mogu biti implementirani u razlicite proizvode.

Tabela 2.2. Prikaz glavnih proizvodaca komercijalnih smesa FOS [64, 93, 94]

FOS kratkih lanaca FOS dugih lanaca
Naziv proizvoda Proizvodac Cistoca Naziv proizvoda Proizvodac¢ Cistoca
GTC Nutrition BENEO-Orafti
® ) 0, i® ’ 0
NutraFlora SAD 95 % Orafti®P95 Belgija 95 %
Raftilose Orafti G.r.oup, 95 % Fibrulose™ LCF Cosuc.ra, ~90 %
Belgija Belgija
. GTC Nutrition, e Beghin Meiji,
) 0
FortiFeed SAD 95 % Actilight® SAD 95 %
L Meiji Seika 0 . BENEO-Orafti,
® 0
Meioligo Gt e 97 % Orafti®Synergy1 e cte 99,5 %

Biljni i mlecni proizvodi se smatraju potencijalno interesantnim matricama za primenu
probiotika i prebiotika, a sve ceS¢e se u ovakvim proizvodima srece i njihova kombinovana
upotreba u cilju ostvarivanja njihovog sinbiotskog efekta. Shodno tome, u jednoj studiji je
razmatran sojin jogurt dobijen fermentacijom probiotskih bakterija u koji je dodata i odredena
kolicina FOS kako bi se ispitao njihov uticaj na sadrzaj probiotika, kao i na karakteristike
proizvoda. Primeceno je da su FOS odrZavali prisutne bakterije na visokom nivou ¢ak do 28.
dana skladiStenja. Jogurt dopunjen prebiotikom pokazao je vecu viskoznost i kohezivnost u
odnosu na proizvod bez dodatka, pri ¢emu su autori zakljucili da su FOS sastojci koji stvaraju
proizvod povoljnih karakteristika [90]. Sa druge strane, odredena grupa naucnika je ispitivala
dodavanje FOS i probiotika u ¢okoladni kremasti desert. Na osnovu testa prihvatljivosti
proizvoda od stane potrosaca dosli su do veoma pozitivnih rezultata, a primetili su da su FOS
povoljno uticali i na prezivljavanje probiotika [95]. U skladu sa tim, za stvaranje sinbiotskih
proizvoda od velike vaznosti je identifikacija razli¢itih kombinacija probiotika i prebiotika koje
bi se mogle potencijalno primeniti u hrani mle¢nog, ali i drugog porekla.

Poslednjih godina je ogromna paZnja usmerena ka razmatranju novih proizvoda u kojima se
mogu primeniti FOS. Naime, u jednom istraZivanju kao supstrat koris¢ena je kuvana Sunka u
kojoj su inkorporirani FOS umesto glukoze koja je inace sastavna komponenta. Rezultati su
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pokazali da implementacija FOS nije uticala na promenu fizickog izgleda proizvoda, a svakako
je doprinela razvoju proizvoda dodate vrednosti [95]. Medutim, unapreden efekat u pogledu
promene inicijalnih svojstava (boja, tekstura i izgled) je primecen supstitucijom saharoze
bioaktivnim oligosaharidima u keks. Proizvod dobijen na ovaj nacin bi se mogao okarakterisati
kao dijetalni usled unapredenih nutritivnih svojstava [87]. Takode, prema objavljenoj nauc¢noj
studiji prijavljeno je da i dodatak FOS-sukraloze i maltitola u kombinaciji moZe uspesSno da
zameni saharozu i dovede do produkcije funkcionalnih keksa koji mogu doprineti zdravlju
potrosaca [96].

Kao odlitne matrice za dobijanje proizvoda sa dodatnom vrednosS¢u pokazale su se i vo¢ne
formulacije. Naime, u okviru saradnje sa doma¢om kompanijom Desing, vo¢ne formulacije
(limun, Sljiva, kajsija, smokvaidr.) koje proizvodi ova kompanija za potrebe pekarske industrije
obogacene su dodatkom FOS kao Se¢erna zamena. Karakteristike proizvoda kao Sto su termicka
stabilnost, sadrZaj suve materije, pH i dr. ispitane su u Desing Taste centru, dok je na Katedri za
biohemijsko inZenjerstvo i biotehnologiju sprovedena senzorna analiza. Rezultati senzorne
analize navode na zakljucak da su dobijene vo¢ne formulacije veoma pogodne za upotrebu [97].

Nesumnjivo je da postoji inovativni trend u primeni FOS u razli¢itim vrstama proizvoda kako
bi se deklarisali kao funkcionalni i Siroko primenili. Medutim, vazno je naglasiti da proizvodi
koji sadrze prebiotike moraju pozitivno odgovoriti na tehnoloske i senzorne karakteristike, ali
i ostati stabilni u odgovaraju¢im uslovima tokom prerade i skladiStenja kako bi bili sastavni deo
ponude koje prehrambena industrija nudi [98].
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2.4. In vitro modeli gastrointestinalnog trakta za istrazivanje
prebiotika

Prepoznato je da prebiotici moduliraju crevnu mikrobiotu u pravcu unapredenja zdravlja [99].
U vezi sa tim, radi boljeg razumevanja i proucavanja njihovog uticaja na GIT sa akcentom na
crevnu mikrobiotu pristupa se primeni in vitro i in vivo modela. In vivo modeli GIT ukljucuju
studije na Zivotinjama i ljudima, za razliku od in vitro modela koji predstavljaju sisteme koji
oponasaju GIT zbog Cega su u poslednje vreme i sve ¢eSc¢i izbor naucne zajednice kao pouzdan
vid trijaZe pre izvodenja klinickih studija [100].

Neosporno je da in vivo modeli koji ukljucuju istrazivanja na Zivotinjama (najces¢e pacovi,
miSevi i prasad) i klinicke studije na ljudima, pruZaju najtac¢nije informacije o interakcijama
bioaktivnih molekula i mikroba u kontekstu zdravlja, zbog moguc¢nosti sagledavanja svih
aspekata kompleksnog sistema kao Sto je GIT [99, 101]. Medutim, ova istraZivanja su skupa,
dugotrajna i komplikovana za realizaciju. Postojanje etickih ograni¢enja, komplikovana
kontrola ishrane ljudi i Zivotinja, kao i drugi faktori, znacajno limitiraju primenu ovih modela
[101, 102]. Takode, imajuc¢i u vidu da se Zivotinjska mikrobiota razlikuje od ljudske, nalazi
dobijeni sa Zivotinjskih modela se ne mogu smatrati potpuno reprezentativnim za donoSenje
zakljuc¢aka koji ¢e vaziti i kod ljudi [99]. Prema tome, kao alternativa navedenim in vivo
modelima, za istraZivanje interakcija pro-, prebiotika, lekova, hrane, toksi¢nih supstanci i dr. sa
mikrobiotom creva, primenjuju se in vitro modeli [100].

In vitro modeli predstavljaju veoma pouzdane sisteme koje karakteriSe odsustvo etickog
ogranicenja, krace trajanje procesa, niza cena kao i bolja ponovljivost [102]. Mogu oponasati
razli¢ite regione GIT, a u sluCaju simulacije procesa koji se odvijaju u debelom crevu,
podrazumevaju primenu fekalnih uzoraka radi kultivacije mikrobiote u simuliranim i strogo
definisanim fizioloskim uslovima [99]. Primenom ovih modela omoguceno je lako prikupljane
uzoraka kao i jednostavna manipulacija kontrolnih parametara. Manjkavost je Sto ovim
modelima nedostaju imune i epitelne celije koje su od znacaja za detaljnije razmevanje
interakcija izmedu mikroba i domacina. Pomenuta ograni¢enja u potpunosti odrazavaju
sloZenost GIT, te stoga svakako ostaje prostora za unapredenje postojecih modela kako bi u
buduénosti odgovorili na sva pitanja o digestiji i fermentaciji razli¢itih komponenti i Sto bolje
predvideli ishod klinickih istraZivanja. Prema sloZenosti, in vitro modeli se mogu podeliti na
staticke i dinamicke modele GIT [103].

2.4.1. Staticki modeli

Static¢ki modeli se smatraju jednostavnim modelima [104] ¢ija primena omogucava simulaciju
procesa varenja u svakom od regiona GIT (usna duplja, Zeludac i creva), ali i procenu modulacije
crevne mikrobiote, Sto ih ¢ini pogodnim za preliminarna ispitivanja razli¢itih bioaktivnih
komponenti kao i za uspostavljanje polaznih hipoteza [103, 104]. U pogledu procene digestivne
mo¢i, zbog nedostatka standardizovanog protokola, u naucnoj literaturi su postojali
neuporedivi podaci iz razlicitih studija. Upravo je to bio osnov za formiranje medunarodne
mreZe stru¢njaka iz razlic¢itih zemalja i oblasti pod nazivom INFOGEST. Kao produkt njihovog
rada, proistekao je INFOGEST protokol koji je i revidiran kako bi eksperimentalni parametri bili
predvida tacno definisane uslove u pogledu temperature, pH, vremena inkubacije, sastava
minerala i Zu¢nih soli za svaku od faza varenja koje ukljucuju i dodatak enzima [101].

[ pored pomenutih prednosti, postoje i izraZeni nedostaci zbog nemoguc¢nosti za potpunim
oponasanjem dinamike procesa varenja. Naime, u fazi koja simulira varenje u Zelucu, pH se
odrzava konstantnim iako u realnim sistemima dolazi do fluktuacije usled punjenja i praznjenja
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Zeluca. Takode, pojedini naucnici isticu da ovi modeli nisu idealni za ispitivanje svarljivosti
ugljenih hidrata usled nedostatka hidrolitickih enzima prisutnih u zidu creva [105]. Prema
tome, pomenute slabosti ¢ine metodu nedovoljno pouzdanom =za detaljnu analizu
digestibilnosti ugljenih hidrata [103]. Neki od ovih nedostataka se mogu prevazi¢i koriS¢enjem
ekstrakta tankog creva pacova koji sadrzi smesu razlicitih hidroliti¢kih enzima (izomaltaza, S-
galaktozidaza, maltaza i trehalaza) imajuci u vidu da se on smatra pogodnim zbog komercijalne
dostupnosti, ali i nau¢nih dokaza da poseduje sli¢nu hidroliticku aktivnost kao enzimi ¢etkastog
oboda tankog crevaljudi [106]. Pored ispitivanja digestibilnosti, pogodnim statickim pristupom
za testiranje razliitih supstrata, pre svega na modulaciju mikrobne populacije, smatra se
Sarzna fermentacija. Ovaj staticki model najceS¢e podrazumeva primenu anaerobnih boca
inokuliranih fekalnim materijama ili ¢istim kulturama u kojima se dodaje supstrat za testiranje
[99]. IskoriS¢enje supstrata i nagomilavanje toksi¢nih metabolita koji mogu uticati na prisutnu
mikrobiotu, diktira vreme trajanja procesa [107]. Ovi modeli se smatraju pogodnim za
preliminarna ispitivanja modulacije crevne mikrobiote zbog svoje jednostavnosti i kratkog
vremena simulacije procesa, ali poseduju i ogranicene sli¢nosti sa in vivo uslovima.

2.4.2. Dinamicki modeli

Imajuci u vidu slabosti statickih sistema, a i ¢injenicu da idealan in vitro model treba precizno
da simulira hemijske, mehanicke i enzimske procese, da bude jeftin i jednostavan za rukovanje,
sve je ¢eS¢a primena dinamickih modela [108]. Dinamicki modeli predstavljaju sloZene sisteme
razli¢itih konfiguracija i omogucavaju duze, a samim tim realnije, izlaganje aktivnog sastojka
crevnim mikrobima. U poredenju sa staticnim modelima, ovi modeli pokazuju vecu sli¢nost sa
in vivo uslovima [107]. U dinamic¢ke modele ubrajaju se Reading model, SHIME, SIMGI, TIM i
drugi.

e Reading model

Medu prvim modelima prijavljen je Reading model od strane Reading univerziteta u Engleskoj,
koji simulira procese u debelom crevu [107]. Zbog saznanja da se debelo crevo sastoji od tri
regiona, ovaj veoma jednostavan model je predstavljen kao trostepeni sistem koji ¢ine serijski
povezani sudovi u kojima je definisan pH, uspostavljena temperatura (37 °C) kao i anaerobni
uslovi kontinualnim uvodenjem azota [99]. Konstruisan je tako da se sterilna podloga za
kulturu preko jedne peristalticke pumpe unosi u prvi sud, a destilovana voda ili mucin preko
druge, odakle se sekvencijalno popunjavaju i ostali sudovi [109]. Svaka faza je inokulisana
fekalnom suspenzijom. Ovaj model se smatra pristupacnim i jednostavnim za rukovanje, a
omogucava dobijanje izlaznih podataka o sastavu mikrobiote i produkciji SCFA [107].

e SHIME model

SHIME (eng. Simulator of the Human Intestinal Microbial Ecosystem) predstavlja simulator celog
GIT koji je patentiran od strane kompanije ProDigest i Univerziteta u Gentu [107]. Ovaj
kompjuterski kontrolisan sistem se sastoji od pet bioreaktora koji simuliraju procese varenja u
Zelucu, tankom i debelom crevu (ulazni, poprecni i silazni deo) [110]. Bioreaktori su u vidu
stakenih posuda u kojima je omoguceno neprekidno mesanje, temperatura od 37 °C kao i
anaerobni uslovi upotrebom azota (slika 2.8.). U pocetni bioreaktor koji simulira Zeludac se tri
puta dnevno iz posebnih sudova unose hrana i pankreasni sok (mesavina soli) kako bi se
oponasao unos hrane, ali i varenje [107, 110].
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Slika 2.8. Sematski prikaz SHIME modela. Preuzeto i prilagodeno iz [110]

Izvor mikroorganizama u bioreaktorima koji predstavljaju debelo crevo je obezbeden unosom
ljudskog fekalnog materijala nakon ¢ega je neophodan odreden period (najceS¢e 14-21 dan) za
stabilizaciju mikrobiote kako bi dosSlo do uspostavljanja ravnoteZe izmedu fekalnih mikroba
[99, 107]. U svakom sudu je odrZzavan odreden nivo pH odraZavajuci u sto vecoj meri in vivo
uslove. Opisana konfiguracija svrstava ovaj sistem medu najkompletnije dostupne modele za
proucavanje efekta razlicitih komponenti na crevnu mikrobiotu. Ovaj model omogucava
dobijanje informacija o razli¢itom profilu mikrobiote, proizvodnji SCFA, koje su od znacaja za
Sto bolje sagledavanje uticaja aktivnih sastojaka na crevne mikrobe [110]. SHIME poseduje i
mogucnost proSirenja dodavanjem mukoznog dela koji bi simulirao mikrookruZenje zida
crevnog sistema. U takvom obliku poznat je kao M-SHIME®.

e SIMGI model

SIMGI (eng. SIMulator Gastro-Intestinal) model je razvijen na Institutu za nauku o hrani (CIAL)
u Madridu. Takode predstavlja automatizovan sistem koji simulira ceo GIT i koji se poput
SHIME modela sastoji od pet reaktora od kojih svaki predstavlja odreden region (Zeludac, tanko
crevo i tri glavna dela debelog creva) [107]. Reaktori su medusobno povezani peristaltickim
pumpama, a preko odredenog softverskog programa prisupa se njihovoj manipulaciji. Ovaj
sistem omogucava simulaciju peristaltike Zeluca tako Sto se jedinica koja predstavlja ovaj deo
sastoji od dva metakrilatna modula koja su odvojena omotatem u koji se upumpava voda
omogucavaju¢i mesSanje sadrzaja Zeluca. Promenom pritiska vode omogucena je simulacija
peristaltickih pokreta. Jedinica Zeluca poseduje i razlic¢ite prikljuc¢ke za unos hrane i Zeluda¢nog
soka [107]. Preostali delovi ovog modela su predstavljeni u vidu staklenih reaktorskih sudova
u kojima se obezbeduje adekvatna temperatura i odrzava pH dodavanjem 0,5M NaOH i 0,5M
HCI, a poseduju i elemente preko kojih je omoguéeno uzorkovanje svake faze. Sudovi koji
predstavljaju debelo crevo se inokuliraju fekalnom mikrobiotom, za ciju je stabilizaciju
neophodno 14 dana nakon Cega se stvara pogodno mikrobno okruZenje za izvodenje
eksperimenata [111]. Pored toga Sto ovaj sistem omogucava digitalno pracenje i preciznu
kontrolu radnih parametara koji se mogu podesiti u smeru ekvivalentnosti fizioloSkim
uslovima, prednost ovog sistema se ogleda i kroz realizaciju peristaltickih pokreta i
kontrolisanog praznjenja Zeluca i tankog creva [111].
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e TIM modeli

TIM predstavlja patentirane kompjuterski kontrolisane in vitro modele razvijene u Holandiji.
Razlikuju se TIM-1 i TIM-2 model, pri ¢emu prvi simulira procese od Zeluca do tankog creva, a
drugi se odnosi na debelo crevo. Njihovom kombinacijom pokriven je celi GIT.

TIM-1 model

Za procenu svarljivosti i biodostupnosti bioaktivnih komponenti medu kojima se ubrajaju i
prebiotici pristupa se primeni dinamickog TIM-1 modela.

r
L
|

Il
n o K m

Slika 2.9. Sematski prikaz TIM-1 modela sa svim sastavnim delovima (A-segment Zeluca, B-
miSi¢ni ventil, C-segment dvanaestopalacnog creva, D-peristalticki ventil, E-segment
centralnog dela tankog creva, F- peristalticki ventil, G-segment zavr$nog dela tankog creva, H-
ventil, [-prihvatni sud za Zeluda¢nu te¢nost i J-prihvatni sud za dvanaestopalacno crevo, K-
lucenje bikarbonata, L-filter, M-sistem za filtraciju, N-filtrat, P-pH elektrode, Q-senzor nivoa,
R-temperaturni senzor, S-senzor pritiska). Preuzeto i prilagodeno iz [112].

[ako simulira Zeludac i tanko crevo, ovaj model podrazumeva prisustvo Cetiri segmenta jer su
delovi tankog creva (dvanaestopalacno crevo, jejunum i ileum) dizajnirani u posebne odeljke
(slika 2.9) [112]. Na ovaj nacin omogucena je precizna kontrola procesnih parametara
(fizioloSke temperature i pH) u svakom segmentu. Kako TIM-1 obezbeduje i peristalticko
mesSanje naizmeni¢nim pritiskom na fleksibilne zidove, ali i prisustvo membrana preko kojih je
omogucena dijaliza, sasvim je izvesno da je proces simulacije varenja moguce izvesti veoma
pribliZno in vivo uslovima.

TIM-2 model

S obzirom na to da TIM-2 model simulira debelo crevo, smatra se pogodnim za dobijanje
korisnih informacija i dublje razumevanje interakcija prebiotika sa crevnom mikrobiotom.
Projektovan je tako da sadrZi Cetiri nezavisna radna segmenta koji se mogu pokrenuti paralelno
(sastavni delovi jedne jedinice su oznaceni na slici 2.10). Imaju¢i u vidu da svaki segment moZze
sadrzati isti fekalni inokulum, omoguceno je i simultano ispitivanje razlic¢itih aktivnih sastojaka
¢iji krajnji rezultati mogu biti poredivi [113].
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Slika 2.10. Sematski prikaz individualne jedinice TIM-2 modela sa sastavnim delovima (A-
peristalticki odeljci, B-pH elektroda, C-alkalna pumpa, D-cirkulacija dijalizata sa membranom,
E-senzor nivoa tecnosti, F-ulaz za gas, G-deo za uzorkovanje, H-izlaz gasa, I-Spric za hranu i J-

temperaturni senzor). Preuzeto i prilagodeno iz [114].

Ovaj sistem takode ilustruje simulaciju crevne peristaltike obezbeduju¢i uniformno mesanje.
Ono $to TIM-2 model izdvaja od prethodno pomenutih i ujedno jo$ viSe pribliZava ljudskim
sistemima, jeste postojanje membrane za dijalizu koja ilustruje odvodenje odredenih
metabolita u organizam ¢ime je sprecena akumulacija toksi¢nih materija, a ujedno i inhibicija
mikrobne aktivnosti [113]. Pomo¢u temperaturnih i pH sondi omoguceno je dobijanje
informacija o ovim radnim parametrima, dok se rastvorom NaOH odrzava odreden nivo pH
(5,8). Promena radnih parametara se prati preko kompjutera, pomoc¢u posebno dizajniranog
softvera. U svakoj od radnih jedinica, za izvodenje eksperimenata neophodno je uvodenje
posebno pripremljenog medijuma - SIEM (eng. Standard Ileal Efflux Medium) koji predstavlja
smesSu ugljenih hidrata, proteina, Zu¢nih soli, vitamina i minerala, kao i uvodenje suspenzije
ljudske crevne mikrobiote [107]. Naime, za stabilizaciju i adaptaciju unete mikrobiote,
neophodno je 16 h nakon cega se pristupa fazi izgladnjivanja u trajanju od 2h, a potom sledi
unos testiranih jedinjenja ¢iji eksperimentalni period traje 72 h [107]. Literaturni navodi da su
dobijeni eksperimentalni podaci iz TIM-2 modela veoma slicni sa rezultatima Kklinickih
ispitivanja [115] dodatno doprinose znacaju ovog modela u pogledu unapredenja znanja o
interakciji komponenata hrane i ulozi crevnih mikroba.

2.4.3. In vitro modeli u analizi svarljivosti i prebiotske aktivnosti FOS

Do sada su ispitani razliciti static¢ki i dinamicki in vitro modeli radi dobijanja informacija o
svarljivosti potvrdjenih i/ili potencijalnih prebiotika, ali i o razjasSnjenju njihovog uticaja na
pripadnike crevne mikrobiote. Pregled primene FOS dobijenih iz razlicitih izvora, prikazan je u
tabeli 2.3. U dostupnim nau¢nim publikacijama koje su imale za cilj procenu efekta ovih
potvrdenih prebiotika na crevne mikrobe primenjeni su dinamicki modeli SHIME i TIM-2. U
slucaju primene TIM-2 modela postoje podaci o testiranju smese FOS i inulina [116], aline i o
uticaju kratkolancanih FOS. Stoga, rezultati dobijeni testiranjem preciS¢ene smese FOS, u ¢iji
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sastav ulaze kestoza, nistoza i 1-fruktofuranozil nistoza, koriS¢enjem TIM-2 modela ¢e biti
prikazani i razmatrani u okviru ove doktorske disertacije.

Tabela 2.3. Pregled dostupne literature o primeni FOS iz razlicitih izvora u in vitro modelima GIT

Tip procesa Izvor FOS Primenjeni Naziv Ishod Ref.
tip modela modela
Svarljivost Ekstrakt iz
FOS (sm.esa kestoze i Staticki tankog Visoka otpornost na [117]
nistoze) creva varenje
pacova
FOS iz
Aspergillus ibericus, .
FOS iz Staticki INFOGEST (Z;SB?(}E ‘;g;’;‘;’gte [118]
Aureobasidium pullulans 0 J
Raftilose® P95
FOS iz - Visoka otpornost
Penicillium citreonigrum Staticki INFOGEST (>90%) na varenje [119]
Fermentacija FOS iz saharoze Dinamicki SHIME Znacajno povecanje [120]
laktobacila
Znacajno povecanje
Komercijalna smesa FOS Dinamicki SHIME laktobacila i [121]
bifidobakterija
FOS iz cikorije (smeSa . - Znacajna produkcija
FOS i inulina) Dinamicki TIM-2 SCFA [116]
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2.5. Enzimska sinteza FOS

2.5.1. Izvor enzima

UspesSnost izvodenja sinteze FOS zavisi od izvora iz kojeg se moZe dobiti enzim jer direktno
utice na prinos Zeljenog proizvoda. Enzimi koji se koriste za proizvodnju FOS mogu se naci u
biljkama, gljivama i bakterijama [38]. Pre oko Cetiri decenije, Hidaka i sar. su prijavili enzim sa
izraZzenom transfruktozilacionom aktivnoséu upotrebom celih ¢elija gljive A. niger ATCC 20611
i dobili maksimalan prinos FOS od 55-60 %, nakon c¢ega je enzim upotrebljen i za industrijsku
proizvodnju [122]. Nakon toga, Cen (Chen) je sa sar. proizveo FOS kori$éenjem celija
A. japonicus-a [123], dok su AntoSova i sar. prijavili proces proizvodnje FOS koris¢enjem enzima
iz A. pullulans CCY 27-1-94 [124]. Vega-Paulino i Zuniga-Hansen su ispitivali komercijalne
enzimske preparate sa globalnog trziSta i ustanovili da FT iz preparata Viscozyme L
(A. aculeatus), Pectinex Smash (A. aculeatus/A. oryzae) i Rohapect CM (Trichoderma reesei)
imaju odgovarajuci odnos transfruktozilacione i hidroliticke aktivnosti kao i da su pogodne za
dalju primenu [125].1zvesno je da je za potrebe dobijanja FOS isplativije koristiti ve¢ postojece
komercijalne industrijske preparate u poredenju sa primenom Cistih enzima Cije dobijanje
predstavlja zahtevan postupak koji ukljuCuje produkciju, izolaciju i preciS¢avanje, a ujedno
rezultira i veCom cenom krajnjeg proizvoda.

2.5.2. Mehanizam odvijanja reakcije

Dobijanje FOS procesom enzimske sinteze polazeci od saharoze podrazumeva primenu enzima
p-D-fruktoziltransferaze (FT, EC 2.4.1.9) ili pB-fruktofuranozidaze (FF, EC 3.2.1.26). Neki
istrazivaCi koriste sistemski naziv fruktoziltransferaze [38], dok drugi koriste izraz
B- fruktofuranozidaze za oznacavanje enzima odgovornih za reakciju transfruktozilacije [126].
[z tog razloga u naucnoj zajednici i dalje postoji spor oko nomenklature enzima koji proizvode
FOS [1]. Postoje tvrdnje da oba enzima poseduju i transfruktozilacionu i hidroliticku aktivnost.
FT imaju izraZenu transfruktozilacionu aktivnost za razliku od FF koje je ispoljavaju iskljucivo
u prisustvu visokih koncentracija saharoze, dok u uslovima niskih koncentracija dominira
njihova hidroliticka aktivnost [127]. Hidroliticka aktivnost FT koju poseduju je uglavnom
veoma niska, zbog niskog afiniteta prema vodi kao akceptoru. Vodeci se time, FT se smatraju
efikasnijim enzimima za primenu u procesima enzimske sinteze zbog izraZene
transfruktozilacione aktivnosti u odnosu na hidroliticku. Nau¢ni radovi na ovom polju sugerisSu
da je veoma mali broj enzima koji imaju pogodan nivo transfruktozilacione aktivnosti za
industrijsku implementaciju [125].

Pojedini autori su opseZzno razmatrali reakciju transfruktozilacije i naveli da se odvija prema
mehanizmu dvostruktog pomeranja (ping-pong) [128] za koji je karakteristicno da enzim
postoji u viSe stabilnih stanja kao i da se jedan proizvod formira i oslobada pre vezivanja drugog
[129]. Naime, predloZeno je da sinteza FOS najpre pocinje raskidanjem f-(2,1)-glikozidne veze
donorskog supstrata (saharoze) pri Cemu dolazi do oslobadanja glukoze i formiranja
supstituisanog enzima tj. kompleksa enzima i fruktoze uspostavljanjem kovalentnih veza [128].
U narednom koraku dolazi do transfera fruktozne jedinice na Sirok spektar razlicitih akceptora
i vracanja enzima u inicijalno stanje.

MozZe do¢i do reakcije hidrolize (u manjoj meri) prenosom fruktoze na molekul vode ili do
reakcije sinteze ukoliko se kao akceptor koristi drugi molekul saharoze ili prethodno sintetisani
FOS, stvarajuci sloZenu smesu FOS (slika 2.11) [38, 128].
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Slika 2.11. Sematski prikaz delovanja FT u reakciji transfruktozilacije

Po zavrSetku reakcije, reakciona smeSa sadrzi u najvecoj koli¢ini FOS razli¢itih stepena
polimerizacije, zatim glukozu koja se oslobada kao nusproizvod kao i neznatne koli¢ine
fruktoze i neproreagovale saharoze. Sam proces produkcije potvrdenih prebiotika (FOS) je
veoma sloZen jer ukljucuje odvijanje simultanih i paralelnih reakcija i sinteze i hidrolize iz
razloga Sto sintetisani FOS u prvim koracima deluju kao akceptori, dovode¢i do formiranja
jedinjenja viSeg stepena polimerizacije, a potom i kao donori fruktoznih jedinica stvarajuci
jedinjenja niZeg stepena polimerizacije [3]. Medutim, optimizacijom reakcionih parametara
enzimske sinteze moguce je favorizovati u nekoj meri reakciju transfruktozilacije, tj. uticati da
transfruktozilaciona aktivnost bude dominantnija u odnosu na hidroliticku.

Jedan od prvih pristupa kojim se moZe matematicki opisati mehanizam reakcije
transfruktozilacije je opisao Jung sa sar. i naveo da je dobijanje proizvoda posledica uzastopnih
lancanih reakcija [130]. Autori su koristili saharozu i FT iz gljive Aureobasidium pullulans i
opisali da mehanizam prate disproporcionalne reakcije s obzirom na to da u formiranju
proizvoda tj. glukoze i FOS 3 ucestvuju dve jedinice saharoze, jer ovaj molekul deluje i kao
akceptor i kao donor. PredloZeni mehanizam su opisali slede¢om opStom jednac¢inom:

GFn+ GFn— GFn-1+ GFnu1 n=1-3 (1)

Ukoliko n iznosi 1, GF se odnosi na saharozu, G na glukozu, a GFz na FOS 3

Poznato je da od upotrebljenog mikroorganizma (odgovornog za produkciju enzima) zavisi i
mehanizam reakcije transfruktozilacije [131]. Prema tome, pojedini autori su Kkoristili
pomenuti model za razmatranje sinteze FOS koriS¢enjem gljive Aspergillus oryzae [131] ili gljive
iz roda Rhodotorula [132], dok su NiSizava (Nishizawa) i sar. u svojoj naucnoj publikaciji opisali
upotrebu enzima iz gljive Aspergillus niger i predloZili mehanizam koji obuhvata i dodatne
korake ukljucene u tok sinteze [133].
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Uzimajuci u obzir da do produkcije FOS 4 mozZe do¢i ne samo upotrebom FOS 3 kao akceptora i
donora, ve¢ donor fruktozne jedinice moZe biti i saharoza, mehanizam su predstavili slede¢im
pojedinac¢nim reakcijama [133]:

GF + GF - GF2+ G (2)
GF2+ GF2—- GF3 + GF (3)
GF3+ GF3—> GF4+ GF> (4)
GF + GF2-> GF3+ G (5)
GF + GF3 > GF4+ G (6)

GF3 se odnosi na FOS 4,a GFs na FOS 5.

Detaljnijom analizom reakcije transfruktozilacije, prijavljeno je da postoji i inhibitorni efekat
glukoze i fruktoze [132, 133]. Naime, NiSizava i sar. su dosli do saznanja da se interakcija
izmedu enzima i supstrata moZe smanjiti sa pove¢anjem broja fruktoznih jedinica [133], a
Alvarado-Hualanko (Alvarado-Huallanco) i Maugeri Filjo (Maugeri Filho) su prijavili da
fruktoza deluje kao inhibitor u koncentraciji ve¢oj od 50 % usled ¢ega je njen inhibitorni efekat
zanemarljiv u poredenju sa glukozom cije prisustvo znacajno inhibira sintezu FOS [132, 133].
Pomenuta saznanja su svakako krucijalna radi boljeg razumevanja mehanizma i same reakcije
koja vodi ka produkciji ciljanih bioaktivnih oligosaharida.

2.5.3. Uticaj reakcionih faktora

Kao Sto je pomenuto u prethodnom poglavlju, optimizacijom reakcionih parametara moze se
uticati na tok reakcije enzimske sinteze, a samim tim i na sastav reakcione smesSe. Medu
najznacajnijim reakcionim parametrima cijim se podeSavanjem moZe dobiti reakciona smesa
Zeljenog sastava FOS smatraju se pH, temperatura, pocetna koncentracija saharoze, izvor i
koncentracija enzima, kao i vreme trajanja reakcije.

2.5.3.1. Uticaj pH i temperature

Optimalne vednosti parametara poput temperature i pH zavise iskljucivo od izvora enzima koji
se koristi u reakcijama sinteze. Reakcije koje zahtevaju upotrebu FT se mogu izvoditi u Sirokom
rasponu pH (3,0-7,0) pri temperaturi od 35 do 70 °C. Podaci iz dostupnih naucnih publikacija
ukazuju da je za FT optimalna vrednost temperature izmedu 40 i 60 °C, dok je optimalan pH
izmedu 4,5 i 6,5 [38]. Na osnovu eksperimentalnih analiza ustanovljeno je da porast
temperature u reakcionom sistemu nema znacajan uticaj na ukupnu koncentraciju proizvoda
tokom konverzije saharoze, ali da itekako ima uticaj na brzinu reakcije. U skladu sa tim, Vega-
Paulino i Zuniga-Hansen su ispitivali uticaj temperature u rasponu od 45-60 °C i utvrdili da
porast reakcione temperature izaziva povecanje pocetne brzine reakcije [125]. Takode,
prijavljeno je i da izvodenje reakcije na temperaturi iznad 60 °C moZe izazvati termicka
oStecenja enzima Sto ima za posledicu i znac¢ajno smanjenje njegove aktivnosti [126]. Kada je
pH u pitanju, ustanovljeno je da ovaj parametar veoma blago utice na prinos proizvoda [125],
dok ima veoma izraZen uticaj na jonizaciju aminokiselina, uticu¢i na taj nacin na primarnu i
sekundarnu strukturu enzima, posledi¢no i na njegovu aktivnost, a posledi¢no i na brzinu
odvijanja reakcije [38].
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2.5.3.2. Uticaj pocetne koncentracije saharoze

Parametar koji ima znacajan uticaj na sastav dobijene smese jeste koncentracija saharoze.
Dostupna veca pocetna koncentracija saharoze stimuliSe proizvodnju FOS niZeg stepena
polimerizacije, tj. FOS 3 i FOS 4 uz nisku proizvodnju glukoze, dok niZe koncentracije indukuju
stvaranje FOS veceg stepena polimerizacije (FOS 5) uz izdvajanje vece kolic¢ine glukoze [38].
Uzimajuci u obzir Cinjenicu da jaCi prebiotski efekat ispoljavaju FOS sa nizim stepenom
polimerizacije, manipulacijom ovog parametra moZe se dobiti smeSa FOS Zeljenog hemijskog
sastava [38]. U uslovima visoke koncentracije saharoze, favorizovana je reakcija sinteze FOS 3
uz oslobadanje glukoze sve do dostizanja maksimalnog stepena konverzije supstrata, nakon
cega koncentracija FOS 3 pocinje da opada usled sinteze FOS 4. Razliciti autori izveStavaju da
FOS 4 ne moZe da deluje kao supstrat za dobijanje FOS 5 dok su saharoza i FOS 3 prisutni u
vecim koncentracijama u reakcionom medijumu. Imajuci u vidu da FOS 4 deluje i kao donor i
kao akceptor fruktoznih jedinica, moZe se zakljuciti da je sinteza FOS 5 uslovljena kinetikom
nastanka FOS 4 [134]. U literaturi se navodi da je FOS 5 proizveden sa ve¢om efikasnoScu pri
nizim pocetnim koncentracijama saharoze (100 i 200 g/L), dok je u reakcionim medijumima
vecih koncentracija (400 i 600 g/L) primecena manje efikasna sinteza tetra- i pentasaharida
[134]. Treba ista¢i da se do ovog zakljucka dolazi ukoliko se reakcije izvode pri identi¢noj
koncentraciji enzima i posmatraju u istom vremenskom periodu, jer je vreme trajanja takode
veoma vazan kontrolni parametar koji diktira prinos finalnog proizvoda, odnosno reakcija je
kineticki kontrolisana. Ukoliko bi vreme trajanje reakcije sa ve¢om pocetnom koncentracijom
saharoze bilo duZe, moglo bi se ocekivati da bi zbog hidrolize koja preovladava, doSlo do vece
produkcije FOS 5.

2.5.3.3. Uticaj koncentracije enzima

Koncentracija enzima je faktor koji ne utic¢e u velikoj meri na maksimalan prinos proizvoda o
¢emu svedoce brojni literaturni podaci, ve¢ utiCe samo na brzinu enzimske reakcije kako je i
ocekivano. Upotrebom vecih koncentracija, ostvaruje se veca poCetna brzina reakcije pa se
samim tim oc¢ekuje i krace vreme postizanja maksimalnog prinosa [134]. Sa aspekta industrije,
poZeljnija je upotreba niZih koncentracija enzima zbog njihove visoke trziSne cene ili produZena
primena u imobilisanoj formi. Optimalni parametri pojedinih enzimskih smesai FT iz razlicitih
mikrobnih izvora predstavljeni su u tabeli 2.4.

Tabela 2.4. Pregled optimalnih uslova sinteze FOS koris¢enjem FT iz razlicitih izvora

Izvor enzima T, °C pH < hIcf(r)(r)IzC.e, % Ifgg??’/i Vrehme, Ref.
Komercijalna smesa

Rohapect CM 50 5,5 53,6 62,6 6 [125]
Viscozyme® L 50 5,5 53,6 58,8 6 [125]
Pectinex Smash 50 55 53,6 59,1 6 [125]
Seqenzym® FT 55 5,5 30,0-68,0 63,0 2 [135]
Mikroorganizam

Aspergillus aculeatus 60 5,6 40,0 55,0 4 [136]
Aspergillus oryzae 60 5,5 75,0 >57,0 8 [131]
Rhodotorula sp. 50 4,5 50,0 57,0 24 [132]
Penicillium citreonigrum 35 6,0 20,0 65,0 67 [119]
Aspergillus ibericus 37 6,2 11,7 64,0 38 [137]
Aureobasidium pullulans 32 6,5 20,0 64,7 40-50 [138]
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2.5.4. Fruktoziltransferaze

Enzimi poput FT, se mogu dobiti iz biljnih izvora, bakterija ili gljiva [66, 139]. Biljne vrste koje
sadrze FOS poseduju enzime koji ucestvuju u njihovoj produkciji. Uglavnhom sadrZe FT koje
sintetisSu razli¢ite tipove FOS (inulin, neo i levan tip). Budu¢i da je izolovanje i preciS¢avanje
enzima iz biljaka veoma zahtevno, najcesce se preferira produkcija FT iz mikroorganizama [66].
Nekoliko autora je opisalo da pojedini mikroorganizmi mogu sintetisati enzime i izluciti ih van
Celije (ekstracelularni enzimi) ili ih mogu zadrZati u Celiji (intracelularni enzimi). U skladu sa
tim, mikrobne FT mogu biti proizvedene kao ekstracelularni i kao intracelularni enzimi od
strane razlicitih sojeva bakterija i gljiva [68], Sto je i sumirano u tabeli 2.5.

Tabela 2.5. Lista bakterija i gljiva sa transfruktozilacionom aktivnosc¢u [66, 139]

. Mesto . .. Mesto
Bakterijske vrste . Filamentozne gljive .
produkcije produkcije
Bacilliis amyloliquefact WP ol Gl Ekstracelularni
acillus amyloliquefaciens spergillus aculeatus stracelularni
yiotq ekstracelularni Perg
Bacillus velezensis Intracelularni | Aspergillus flavus Ekstracelularni
Intra- i/ili
Priestia aryabhattai Ekstracelularni | Aspergillus japonicus
) PEFGRESJED ekstracelularni
Paenibacillus macerans Ekstracelularni | Aspergillus niger Ekstracelularni
Priestia megaterium Intracelularni | Aspergillus oryzae Ekstracelularni
Bacillus subtilis Intracelularni | Aspergillus phoenicis Intracelularni
Fructilactobacillus
. . Intracelularni | Aspergillus terreus Ekstracelularni
sanfranciscensis
Limosilactobacillus panis Intracelularni | Aspergillus foetidus Ekstracelularni
Intra- i/ili
Limosilactobacillus reuteri / . | Talaromyces islandicus  Ekstracelularni
ekstracelularni
Leuconostoc citreum Ekstracelularni | Talaromyces rugulosus  Ekstracelularni
Intra- i/ili
Leuconostoc mesenteroides Intracelularni | Penicillium citrinum / )
ekstracelularni
. | Aureobasidium Intra- i
Streptococcus mutans Ekstracelularni )
pullulans ekstracelularni
Streptococcus salivarius Ekstracelularni | Rhodotorula sp. Ekstracelularni
Zymomonas mobilis Ekstracelularni
Clostridium acetobutylicum Intracelularni

NajistraZeniji mikroorganizmi koji u€estvuju u produkciji enzima jesu filamentozne gljive iz
rodova Aspergillus, Penicillium, Aureobasidium, Rhizopus, Fusarium i Neurospora [139]. Postoji
nekoliko izvestaja da se za produkciju FOS mogu koristiti i kvasci, i to najc¢eS¢e iz rodova
Saccharomyces, Rhodotorula i Candida, ali i da imaju tendenciju ka produkciji FF, kod kojih
pored transfruktozilacione, postoji izraZena i hidroliticka aktivnost [68, 138-140]. U zavisnosti
od mikrobnog producenta, dobijaju se i razliCite smeSe FOS, pa stoga upotrebom FT iz
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filamentoznih gljiva uglavnom nastaju oligosaharidi inulinskog tipa, dok iz kvasaca imaju
tendenciju ka sintezi oligosaharida neo i levanskog tipa [141]. Strukturni detalji i kataliticke
razlike nekoliko razlicitih FT iz filamentoznih gljiva i kvasaca prikazani su na slici 2.12 [142].
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Slika 2.12. Prikaz razliCitih struktura pojedinih gljivicnih FT nakon spajanja sa saharozom
(levo) i interakcija saharoze i prisutnih aminokiselina unutar aktivnog centra enzima (desno).
Preuzeto i prilagodeno iz [142]
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Sto se ti¢e bakterija, najvise su proudavani laktobacili, kao i bakterijski rodovi Bacillus,
Pseudomonas, Zymomonas i Acetobacter [139], dok je poprilican broj FT izolovan iz mle¢no-
kiselinskih probiotskih bakterijskih vrsta Limosilactobacillus reuteri (stari naziv Lactobacillus
reuteri), Lactobacillus johnsonii i Lactobacillus gasseri [66]. Studije istrazivaca pokazuju da iako
postoji veliki broj mikroorganizama koji mogu produkovati enzime odgovorne za biokonverziju
saharoze i produkciju FOS, samo nekoliko FT poseduje visok potencijal za industrijsku primenu.
Primeceno je da gljivicne imaju veci proizvodni kapacitet FOS u poredenju sa bakterijskim FT
[80]. Pored toga Sto su se pokazali kao dobri proizvodaci enzima, ogromnu paZnju privlace
Aspergillus vrste bududi da poseduju GRAS status. Mikrobni sojevi poput A. niger, A. japonicus,
A. oryzae i A. aculeatus poseduju izraZenu transfrukozilacionu aktivnost zbog ¢ega se smatraju
veoma perspektivnim industrijskim proizvodacima [127].

Prema CAZy (Carbohydrate-Active Enzyme) bazi podataka koja klasifikuje enzime na osnovu
njihove kataliticke funkcije prema ugljenim hidratima i slicnosti sekvenci aminokiselina [139],
svi enzimi koji se koriste za sintezu FOS pripadaju familiji glikozil-hidrolaza (GH) i samim tim
ulaze u sastav subfamilija GH32 ili GH68. FT koje poticu iz biljaka ili gljiva pripadaju subfamiliji
GH32, dok one iz bakterija ulaze u sastav GH68 [38]. Kataliticka i fizicko-hemijska svojstva FT
iskljucivo zavise od mikroorganizma koji ih proizvodi i variraju u zavisnosti od vrste. Shodno
tome, gljivicne FT imaju molekulsku masu od 60 do 75 kDa, bakterijske izmedu 45 i 65 kDa, dok
FT proizvedene od bakterija mle¢ne kiseline od 60 do 170 kDa [66].

Prepoznato je da FT koje pripadaju subfamiliji GH32 imaju karakteristi¢nu strukturu koja se
sastoji od N-terminalnog katalitickog domena koji sadrZi pet krakova strukture f-propelera i
koji je povezan sa C-terminalnim domenom strukture p-sendvica. U unutrasnjosti N-
terminalnog domena nalazi se aktivni centar [38].

2.5.4.1 Fruktoziltransferaza iz Aspergillus aculeatus-a

[ako FT iz A. aculeatus-a poseduju termiCku i pH stabilnost kao i izuzetnu aktivnost za
produkciju FOS zbog Cega se smatraju veoma pogodnim za industrijsku implementaciju, ne
postoji mnogo literaturnih podataka koji opisuju njihovu strukturu. Navodi se da su sekvence
aminokiselina i dalje nepoznate, ogranicavajuci pokusaje proizvodnje rekombinantnih proteina
kao i proucavanje njihovih molekularnih i strukturnih karakteristika. U cilju razjasnjenja
strukture, grupa naucnika se bavila identifikacijom i karakterizacijom FT izolovane iz smeSe
enzima gljivice A. aculeatus. Kao rezultat dobijena su dva oblika ovog enzima, FT1 i FT2 koji su
proizveli identicne oblike FOS sa znacajnom sposobnoS$cu transfruktozilacije [143]. Primecene
su neznatne razlike u optimalnom pH i temperaturi, koje se mogu pripisati glikozilaciji, s
obzirom da se smatra da FT1 ima niZi stepen glikozilacije u odnosu na FT2. Upotrebom BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) sistema ¢ija je osnovna namena uporedivanje bioloskih
sekvenci, utvrdena je identi¢nost sekvenci FT1 i FT2 sa kodiraju¢om sekvencom Aspac1_37092.
Ova kodiraju¢a sekvenca odgovara pretpostavljenoj FT koja sadrZi 654 aminokiselinska
ostatka. Primeceno je da FT1 i FT2 poseduju i razlic¢ite molekulske mase, 70 kDa i 100 kDa,
redom. Kako je nau¢no potvrdena identi¢nost sekvenci ovih enzima, veruje se da razlike u
molekulskoj masi potiCu zbog glikozilacije. Shodno tome, ova dva proteina su u daljoj analizi
posmatrana kao jedinstven enzim, FT. Takode, primecéeno je i da FT iz A. aculeatus pokazuje
96 % identi¢nosti u aminokiselinskim sekvencama sa FT iz A. japonicus predocavajuci veliku
slicnost u strukturi ispitanih enzima [143]. Prema tome, trodimenzioni strukturni model FT iz
A. aculeatus je generisan upotrebom Kkristalografske strukture FT iz A. japonicus uz dodatne
modifikacije i predstavljen je na slici 2.13.

31



Doktorska disertacija Milica Veljkovié

N-terminalni domen
strukture f-propelera

C-terminalni domen
strukture f-sendvica

N45w

Slika 2.13. Trodimenzionalni model FT iz A. aculeatus. N-terminalni domen je obojen plavom,
C-terminalni zelenom i a-heliks Zutom bojom. Preuzeto i modifikovano iz [143]

Sa slike 2.13 se moZe uociti da FT dobijena iz A. aculeatus sadrZi dva domena, N-terminalni
B- propeler sa pet krakova (ostaci 21-468) i C-terminalni S-sendvic¢ (ostaci 478-654). Ovi
domeni su medusobno povezani pomoc¢u kratkog a-heliksa (ostaci 469-477). N-terminalni
domen sadrzi pet krakova (na slici 13 oznaceni rimskim brojevima od I-V) koji su medusobno
povezani ¢ineci Supljinu unutar koje se nalazi aktivni centar kojeg karakterisu kataliticki ostaci
asparaginske (D601 D191) i glutaminske kiseline (E292). Ostatak aparaginske kiseline D60 ima
funkciju nukleofila, D191 stabilizatora u prelaznom stanju, dok ostatak E292 reguliSe vezivanje
terminalne fruktoze za supstrat [143]. Poznavanje aminokiselinskog sastava na povrsini
enzima je od velike vaznosti i za proces imobilizacije (poglavlje 2.6.) radi efikasnog izbora
nosaca i uspostavljanja stabilnih veza.

Bududi da u literaturi nije dostupna 3D-struktura FT iz A. aculeatus koja predocava prisustvo
baznih, kiselih i drugih ostataka prisutnih na povrSini enzima, upotrebom programa Pymol,
konstruisan je priblizan model (slika 2.14.). Za tu svrhu koris¢en je PDB broj FT dobijene od
A. japonicus-a (3LIG) usled Cinjenice da je struktura enzima iz pomenutih mikrobnih izvora u
velikoj meri podudarna. Crvenom bojom su predstavljeni kiseli funkcionalni ostaci, tj.
aminokiseline koje mogu imati negativno naelektrisanje poput asparaginske i glutaminske
kiseline, dok su plavom oznaceni bazni aminokiselinski ostaci lizina, arginina i histidina koji
imaju pozitivno naelektrisanje pri neutralnim vrednostima pH. Kako se isticu aminokiseline sa
negativnim naelektrisanjem, primenom pozitivno naelektrisanih jonoizmenjivackih smola,
postoji tendencija ka uspostavljanju jonskih veza i efikasnog vezivanja enzima za nosac.
Medutim, usled prisustva i drugih funkcionalnih grupa, treba paZljivo ispitati i druge
mogucnosti.
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Slika 2.14. Raspored kiselih (crvena boja), baznih (plava boja) i ostalih (bela boja)
aminokiselinskih ostataka na povrsini FT iz A. japonicus-a. Frontalni pogled molekula (levo) i
boc¢ni pogled (desno)
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2.6. Sinteza FOS primenom imobilisanih enzima

2.6.1. Definicija i metode imobilizacije

Poznato je da su enzimi bioloSki katalizatori visokih selektivnosti koji omogucavaju odvijanje
mnogobrojnih reakcija. Medutim, buduéi da su proteinske prirode, i pored brojnih prednosti,
primenu u industriji cesto ometa njihova osetljivost na uslove procesa poput pH i temperature,
amogu bitiiinhibirani visokim koncentracijama reakcionih komponenti [144, 145]. Pored toga,
reakcije koje se zasnivaju na upotrebi nativnih enzima izvode se njihovim direktnim
dodavanjem u reakcioni medijum, pri ¢emu nakon zavrSene reakcije enzim ostaje ili kao
kontaminirajuca primesa u finalnom proizvodu ili se odstranjuje raznim dodatnim metodama
koje mogu narusiti njegovu aktivnost [146, 147]. U ovom slucaju isklju¢ena je mogucénost
ponovnog iskoriS¢enja enzima u njhovom aktivnom obliku $to dodatno poskupljuje proces
proizvodnje zbog visoke cene enzima na trzistu.

Ova ogranicenja se mogu prevazi¢i postupkom imobilizacije enzima [144]. Imobilizacijom
nastaju imobilisani enzimi tj. enzimi koji su fizicki lokalizovani ili hemijski vezani u odredenom
prostoru zadrzavajuci svoju kataliticku aktivnost [145]. U poredenju sa slobodnim enzimima,
imobilisani su poZeljniji za primenu u industriji prvenstveno zbog vece otpornosti na promene
u okruzenju jer primenjena sredstva za imobilizaciju stabilizuju njihovu strukturu, a zatim i
zbog viSestruke ponovne upotrebe [144, 146]. Moguce ih je upotrebiti viSe puta iz razloga Sto
se veoma jednostavno mogu ukloniti iz smeSe uz zadrzavanje svojih katalitickih mo¢i [144].
Takode, esencijalnom predno$¢éu imobilisanih enzima smatra se i moguénost izvodenja
kontinualnih enzimskih procesa u razli¢itim reaktorskim sistemima [144].

Sa druge strane, primeceno je da imobilisani enzimi mogu ostvariti niZu aktivnost u odnosu na
enzime upotrebljene u slobodnoj formi zbog oteZanog pristupa supstrata [145]. Medutim, i u
toku samog procesa imobilizacije moZe do¢i do gubitka aktivnosti usled konformacionih
promena, sternih smetnji, uticaja povrsine nosaca ili pretrpljenog hemijskog tretmana. Stoga,
da bi imobilizacija enzima predstavljala opravdan postupak primene potrebno je pazljivo
pristupiti izboru imobilizacione tehnike kako bi imobilisani enzimski preparat zadrZao
stabilnost u toku duZeg vremenskog perioda ¢ime bi se nadomestio gubitak aktivnosti, a i
troSkovi samog procesa imobilizacije [147].

Do danas je opisan veliki broj imobilizacionih metoda koje se mogu razvrstati u nekoliko grupa
(slika 2.15.) [148]:

I. vezivanje enzima na ¢vrst nosac
¢ fiziCka adsorpcija - uspostavljanje slabih privla¢nih sila izmedu nosaca i enzima
¢ kovalentna imobilizacija - uspostavljanje jakih kovalentnih veza izmedu hemijskih grupa
nosaca i enzima

II. obuhvatanje enzima nosacem
¢ imobilizacija enzima u polimerne mreZe - smesStanje enzima unutar odredenih matrica
¢ mikroinkapsulacija - smestanje enzima unutar sferne polupropusne membrane

III. umreZavanje enzima sa bifunkcionalnim reagensima - uspostavljanje unakrsnih

kovalentnih veza izmedu enzima upotrebom bifunkcionalnih reagenasa, stvarajuci
makrocCestice
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a) b)

Slika 2.15. Sematski prikaz razli¢itih tehnika imobilizacije enzima poput a) fizi¢ke adsorpcije
b) kovalentne imobilizacije c) imobilizacije enzima u polimerne mreZe d) mikroinkapsulacije i
e) unakrsnog povezivanja enzima

2.6.1.1. Imobilizacija enzima na ¢vrst nosac

Adsorpcija predstavlja najstariju i najjednostavniju metodu koja se koristi za ogranicavanje
pokretljivosti enzima. Podrazumeva primenu najcesce aktivnog uglja i jonoizmenjivackih smola
kao nosaca za koje se vezuje enzim pomocu jonskih veza, vodoni¢nih veza, Van der Valsovih sila
ili hidrofobnih interakcija [148]. Isklju¢ivo od prirode dostupnih aminokiselina na povrSini
enzima i hemijske prirode samog nosaca zavisi do kojih ¢e interakcija do¢i. Adsorbovani
biokatalizatori se veoma lako mogu desorbovati sa nosaca promenom uslova koji uticu na
jacinu interakcija poput promene pH, temperature, koncentracije supstrata ili jonske jacine
[145]. Imobilizacija adsorpcijom je veoma jednostavna za izvodenje i veoma atraktivna
imobilizaciona tehnika, jer ne utice znacajno na smanjenje enzimske aktivnosti. Medutim,
uspostavljanje slabih interakcija, moZe dovesti i do desorbovanja (,,spiranja“) enzima tokom
reakcije a posledic¢no i do gubitka aktivnosti [149].

Za razliku od adsorpcije, tehnika kovalentne imobilizacije se zasniva na formiranju jakih
kovalentnih veza izmedu funkcionalnih grupa enzima i nosaca, i rezultira dobijanjem
imobilisanih preparata vece stabilnosti, a u nekim slucajevima i aktivnosti. Pored toga, ovim
pristupom je moguce znacajno umanjiti ,spiranje“ enzima, Sto inace predstavlja jedan od
vode¢ih nedostataka adsorpcije [150]. Formiranje kovalentne veze zahteva prethodnu
aktivaciju funkcionalnih grupa enzima ili nosaca. S obzirom da aktivacija enzima moze dovesti
do njegove denaturacije, CeS¢e se pristupa aktivaciji nosaca. NajceSc¢i scenario za realizovanje
kovalentne imobilizacije ukljucuje dva koraka: prvi koji se odnosi na aktivaciju nosaca
razli¢itim reagensima i drugi koji podrazumeva formiranje kovalentne veze izmedu aktiviranih
nosaca i reaktivnih grupa enzima [151]. Za aktivaciju nosaca uglavnom se pristupa primeni
glutaraldehida (GA), karbiimida ili epihlorhidrina [147, 151, 152], radi uvodenja aldehidnih,
karboksilnih ili epoksidnih reaktivnih grupa, redom. Enzim se moZe vezati za nosac preko
razli¢itih funkcionalnih grupa boc¢nih lanaca strukturnih aminokiselina [145, 149], medutim
vezivanje se najcesce realizuje preko amino, karboksilnih i tiolnih grupa [153]. Formirane jake
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stabilne veze omogucavaju ponekad pravilnu orijentaciju enzima na povrsini nosaca (aktivni
centar enzima pristupacan supstratu), Sto moZe da rezultira ve¢om aktivnosc¢u i stabilnos¢u
imobilisanog preparata. Sa druge strane, povecana rigidnost moZe ometati
mikrokonformacione promene, do kojih inace dolazi usled interakcije sa supstratom, Sto moze
posledi¢no dovesti do pada enzimske aktivnosti [150]. Medutim, neosporno je da kovalentno
imobilisani enzimi poseduju pun potencijal za implementaciju u industrijskim procesima.

2.6.1.2. Obuhvatanje enzima nosacem

Pod ovom metodom se najceS¢e podrazumevaju procesi imobilizacije enzima u polimernim
mreZzama ili mikroinkapsulacije u polupropusnim membranama. Imobilizacija enzima u
polimernim mreZama podrazumeva fizicko zarobljavanje enzima unutar odredenih matrica
poput poliakrilamidnog gela, alginata, kolagena, skroba, pektina i drugih. To se moZe postici
meSanjem enzima i polimera, pri cemu dolazi do umreZavanja polimera i formiranja mreZaste
strukture u kojoj se smeSta enzim [145]. Sa jedne strane, polimerne mreZe omogucavaju
jednostavnu difuziju supstrata i proizvoda, dok sa druge zadrZavaju enzim. Ovom metodom
koja je univerzalna i jednostavna, enzim ne podleze konformacionim promenama, zasticen je
od negativnih uticaja spoljne sredine, a primecena je i smanjena kontaminacija jer krupne ¢elije
bakterija ne mogu da produ u polimernu matricu [147]. Glavnim nedostatkom smatra se
mogucnost spiranja enzima iz gela, jer su pore mreZe uglavnom velike [148], a i enzim nije
¢vrsto vezan za nosac. Pored metode imobilizacije enzima u polimernim mreZama, metoda
mikroinkapsulacije podrazumeva smesStanje enzima unutar sfernih polupropusnih membrana
(kapsula) takode sa selektivnom propustljivos¢u [144]. Ovom metodom moZe do¢i do
inaktivacije enzima tokom inkapsulacije Sto se posmatra kao veliki nedostatak [154].

2.6.1.3. Unakrsno povezivanje enzima

Metoda unakrsnog povezivanja enzima omogucava formiranje stabilnih enzimskih agregata, s
tim da zahteva pazljivo izvodenje kako bi se saCuvala funkcionalnost enzima [144, 155].
Imobilizacija unakrsnog povezivanja se izvodi u nekoliko koraka koji ukljucuju najpre taloZenje
i agregaciju enzima upotrebom precipitanata, a nakon toga upotrebu multifunkcionalnih
reagenasa radi njihovog unakrsnog povezivanja [155]. Prvi korak se izvodi dodavanjem
agenasa za taloZenje poput amonijum-sulfata, polimera (polietilen glikola) ili t-butanola [155,
156] u vodenom rastvoru enzima. U slucaju nedostatka dovoljne koncentracije proteina,
preferira se upotreba govedeg seruma albumina (BSA) ili drugih proteina kako bi se olaksalo
taloZenje [156]. Takode, moZe doci i do potencijalne interakcije enzima sa primenjenim
precipitantom, pa se stoga Cesto pristupa optimizaciji ovog koraka radi adekvatnog izbora
agensa [155]. U drugom koraku se uspostavlja unakrsno povezivanje enzima koriS¢enjem GA
zbog visoke reaktivnosti i niske trZisSne cene. Naime, dolazi do uspostavljanja kovalentnih
unakrsnih veza izmedu GA i ostataka lizina prisutnih na povrSinama enzima formiranjem
Sifovih baza i rezultiraju¢i stvaranjem trodimenzionalnih umreZenih agregata [156]. Medutim,
visSak GA moZe reagovati i sa drugim aminokiselinskim ostacima, a ukoliko su iz katalitickog
dela enzima moZe do¢i do smanjenja kataliticke aktivnosti. Prema literaturnim podacima, radi
prevazilaZenja ovog nedostatka, preporucuje se primena blagih umreZavajucih agenasa poput
etilen glikola bis(sukcinimidil sukcinata) [156].

2.6.2. Nosaci za imobilizaciju

2.6.2.1. Karakteristike nosaca za imobilizaciju

Za dobijanje efikasnog imobilisanog enzimskog preparata, pored karakteristika samog enzima,
veoma je vazan i izbor nosaca. U literaturi postoji Sirok spektar nosaca primenjenih u svrhu
imobilizacije [157]. Da bi nosac¢ bio upotrebljen za imobilisanje enzima neophodno je da
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poseduje niz osnovnih svojstava koja ukljucuju visoku hemijsku, mehanicku i termicku
stabilnost, postojanje obilja funkcionalnih grupa koje se lako mogu derivatizovati, posedovanje
dobrog kapaciteta za vezivanje Zeljenog molekula, hidrofilni karakter, nerastvorljivost u vodi,
rezistentnost na mikrobe, ekolosku prihvatljivost i ekonomicnost [152, 158].

Hemijska, mehanicka i termicka stabilnost su veoma vazne odlike nosa¢a omogucéavajuci
njegovu primenu u razli¢itim uslovima rada. Otpornost na razli¢ite promene pH sredine, na
habanje i smicajne sile usled upotrebe u reaktorskim sistemima i kontinualnim procesima su
neke od karakteristika koje treba razmotriti prilikom izbora nosaca, jer poboljSavaju primenu
imobilisanog enzima [152].

Kapacitet vezivanja je usko povezan sa poroznos¢u nosaca. Postojanje pora povecava dostupnu
povrsinu za vezivanje, a posledi¢no i kapacitet nosaca za vezivanje enzima [159]. Prema IUPAC-
u (eng. International Union of Pure and Applied Chemistry), na osnovu veliine pora porozni
nosaci se mogu podeliti na: mikro- (pre¢nik pora <2 nm), mezo- (2-50 nm) i makroporozne
(>50 nm) [160]. Veli¢ina pora je obrnuto proporcionalna dostupnoj povrsini, tj. Sto je prec¢nik
pora veci, manja je povrSina za vezivanje enzima [161]. Pri izboru nosaca treba imati u vidu i
veli¢inu enzima, kako bi molekuli proteina mogli da udu unutar pora [152]. Iz tog razloga, Cesto
mikroporozni nosaci nisu pogodni za imobilizaciju enzima cija je veli¢ina u rasponu od 2-10
nm, jer je onemogucen njihov ulazak unutar pora. Generalno se najpogodnijim nosa¢ima za
imobilizaciju smatraju makroporozni s obzirom da njihovom primenom fizicki pristup enzima
unutar pora nije ogranicen. Poslednjih godina brojni autori navode da su i mezoporozni nosaci
veoma pogodni, jer obezbeduju bolju strukturnu stabilnost enzima, a poseduju i pore ¢ija je
veli¢ina odgovarajuca za ulazak enzima. Medutim, da bi se sa sigurnoscu tvrdilo da su bolji od
makroporoznih, neophodne su opseZne studije [160]. Od veliCine pora moZe zavisiti i difuzija
supstrata (slika 2.16.). Primena nosaca sa manjim prec¢nikom pora moze rezultirati difuzionim
ogranicenjima, tj. prilaz supstrata aktivnom centru enzima moze biti oteZan, posebno ako je re¢
o ve¢im molekulima [161]. Sa tog aspekta, pogodnija je primena nosaca sa ve¢im porama. U
poredenju sa neporoznim nosacima kod kojih je enzim distribuiran po povrsini, porozni se
smatraju poZeljnijim za primenu zbog vece dostupne povrSine za vezivanje enzima, ali i zbog
toga Sto je imobilisani enzim zasti¢en od direktnog izlaganja spoljnim uslovima, a ujedno i
manje podloZan denaturaciji [162].

Enzim
® Supstrat

Slika 2.16. Sematski prikaz imobilizacije enzima primenom: a) poroznog nosa¢a sa manjom
veli¢inom pora (onemogucen prilaz supstrata) i b) poroznog nosaca sa ve¢om veli¢cinom pora
(omogucen prilaz supstrata). Preuzeto i prilagodeno iz [161]
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Na ishod imobilizacije poseban wuticaj ima i priroda nosaca sa aspekta
hidrofilnosti/hidrofobnosti. Izuzev lipaze, veCina enzima ne pokazuje zavidnu aktivnost i
stabilnost pri imobilizaciji na hidrofobne nosace, jer dolazi do znacajnih konformacionih
promena te je stoga Cesta upotreba onih koje odlikuje hidrofilni karakter [7, 152].

2.6.2.2. Podela nosaca za imobilizaciju

Nosaci za imobilizaciju se mogu kategorisati na organske, neorganske, nanomaterijale i na
nosace dobijene od agro-industrijskog otpada [157].

Organski nosaci se dalje mogu podeliti na nosace dobijene iz prirodnih izvora (biopolimere) i
sinteticke (polimere). U prirodne organske nosace se ubrajaju dekstran, hitozan, celuloza,
agaroza, skrob, alginat, kolagen, Zelatin, a u sinteticke polivinilni i poliakrilni materijali
(polivinil alkohol, poliakrilonitril, poliakrilamid, polimetakrilat), polietilen, polistiren i drugi
[152, 157, 158]. Biopolimeri se zbog svojih unikatnih svojstava (biorazgradivost,
biokompatibilnost, netoksti¢nost) Siroko primenjuju za imobilizaciju enzima. Imajuci u vidu da
se svrstavaju medu obnovljive, lako dostupne i jeftine materijale, jer neki od njih predstavljaju
i otpad pojedinih industrija, njihovo koriS¢enje u svrhu nosaca za imobilizaciju je potpuno
opravdano [163]. Takode, usled prisustva razli¢itih funkcionalnih grupa (najc¢e$ée hidroksilnih,
amino i karboksilnih) poseduju izuzetan afinitet ka vezivanju proteina pa se ¢esto primenjuju
za imobilizaciju adsorpcijom ili kovalentnom imobilizacijom nakon aktivacije. Neki od njih
(hitozan, alginat, Zelatin, agaroza) imaju sposobnost stvaranja razli¢itih konfiguracija i
tendenciju ka geliranju pa se koriste i u svrhe inkapsulacije i zarobljavanja enzima [163, 164].
Sinteticki nosaci u ¢iji sastav ulaze polimeri koji sadrZe Sirok spektar razli¢itih funkcionalnih
grupa se takode smatraju veoma efikasnim za imobilizaciju enzima. Uglavhom poseduju
karboksilne, karbonilne, epoksi, hidroksilne, amino i diolne grupe, ali i jako hidrofobne alkil
grupe. Prema dostupnim funkcionalnim grupama, primenom komercijalnih sintetickih nosaca
favorizovana je imobilizacija enzima adsorpcijom i stvaranjem kovalentnih veza [163].

Neorganski nosaci predstavljaju podloge koje su na bazi silicijum-dioksida (silike), metalnih
oksida (titanijum, cirkonijum, aluminijum, cink-oksid, oksid gvozda), minerala na bazi gline,
hidroksiapatita, zlata, srebrai drugih [152, 157, 163]. Pored hemijske i termicke stabilnosti koje
karakteriSu ove nosace, odlikuje ih poroznost i izrazita krutost koja obezbeduje konstantan
promene pritiska i pH [152]. Nedostatak neorganskih nosaca se ogleda kroz redukovane
mogucnosti za dobijanjem razliCitih geometrijskih oblika i postojanja niZeg afiniteta prema
proteinima. Stoga je sasvim izvesno da ne postoji idealan i univerzalan nosac, adekvatan za sve
enzime [163]. U sluc¢aju neorganskih nosaca, naj¢eSc¢e se primenjuju nosaci na bazi silike koji se
mogu koristiti u viSe razli¢itih oblika, dok zbog velike poroznosti i dostupne povrsSine
obezbeduju minimalna difuziona ogranicenja, ali i efikasnu imobilizaciju enzima. Dostupne
hidroksilne grupe na povrsini silike omogucavaju vezivanje proteina, a pogodne su i za
reagovanje sa funkcionalnim agensima radi modifikacije nosaca [163].

Nanomaterijali su se pokazali veoma pogodnim nosac¢ima zbog velike dostupne povrsine koja
pruza mogucénost vezivanja veteg broja molekula Sto rezultira poboljSanom katalitickom
aktivnoS¢u enzima. Pored toga, imobilizacijom nastaje stabilan imobilisani preparat sa visokim
potencijalom ponovne upotrebe. Vezivanjem enzima za povrsSinu, aktivna mesta su Siroko
izloZena supstratu ¢ime se minimiziraju difuziona ogranic¢enja [163]. U ove svrhe, najceS¢a je
upotreba nanocestica na bazi silicijum-dioksida, titanijuma i grafena [152, 157, 163].

Nosaci od agro-industrijskog otpada su poslednjih godina veoma popularni jer se smatraju
obnovljivom i ekoloski prihvatljivom alternativom za imobilizaciju nosa¢a. Prema dostupnim
naucnim studijama, za potrebe imobilizacije enzima primenjena je ljuska pirinc¢a, klip kukuruza,
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ljuska jajeta i dr. Ovi lako dostupni nosaci koje karakteriSe niska cena i potencijal za redukcijom
zagadenja Zivotne sredine odlikuju i druge zavidne karakteristike (velika dostupna povrsina za
vezivanje enzima, vea CvrstoCa, odliCan kapacitet adsorpcije, prisustvo reaktivnih
funkcionalnih grupa, unapredenje stabilnosti i zadrzavanje kataliticke aktivnosti enzima) [157]
zbog kojih se ovi nosaci smatraju obecavaju¢im za primenu u buduénosti. Nedostatak je
heterogen hemijski sastav koji zavisi od ekoloskih faktora i uslova prethodnog procesiranja pa
je kontrola procesa imobilizacije i ponovljivost rezultata problematicna.

2.6.3. Primeri primene imobilisanih enzima u sintezi FOS

U slucaju enzima koji omogucavaju biotransformaciju saharoze u FOS, najzastupljenijim
metodama imobilizacije smatraju se adsorpcija ili uspostavljanje stabilnih kovalentnih veza.
Medutim, postoje relevantne naucne publikacije i na temu imobilizacije enzima primenom
metode obuhvatanja enzima nosacem, ali i unakrsnog povezivanja. Detaljan pregled dostupne
literature po metodama imobilizacije je predstavljen tabelarno (tabele 2.6-2.8.). U pogledu
ostvarenih prinosa FOS, adsorpcija i kovalentno vezivanje pokazale su se kao pogodnije metode
za imobilizaciju FT. Vecina autora primenila je ¢vrste nosace na bazi hitozana i metakrilata radi
formiranja kovalentnih veza izmedu enzima i nosaca i stvaranja stabilnog imobilisanog
preparata FT. Za razliku od metoda koje zahtevaju primenu cvrstih nosaca, rede su
primenjivane metode koje ukljuuju imobilizaciju enzima u polimernim mreZama,
mikroinkapsulaciju i unakrsno povezivanje. Medutim, uprkos manjem broju dostupnih
istraZivanja, rezultati objavljenih studija ukazuju i na njihov potencijal. Naime, Cheng i sar. su
izvestili da primenom kalcijum alginatnog gela i fizickim zarobljavanjem enzima, nastaje
imobilisanim preparat ¢ija primena rezultira prinosom FOS ve¢im od 55 %, dok su Ademakinva
(Ademakinwa) i sar. prijavili da su umrezeni agregati FT iz Aureobasidium pullulans NAC8
uspesno primenjeni u proizvodnji FOS dajuci prinos od 57 %.

Tabela 2.6. Pregled primenjenih nosaca za imobilizaciju adsorpcijom FF i FT u cilju produkcije
FOS

Primenjeni nosac Izvor enzima Reagens za Udeo FOS Ref.
modifikaciju
Jonoizmenjivacka smola . .
FT iz Aureobasidium
na bazi stirena (Diaion / ~60 % [165]
HPA 25) pullulans KFCC 10524
Jonoizmenjivacki nosac FF iz Aureobasidium sp. _ano
(DEAE-celuloza) ATCC 20524 / 30% [166]
Cestice na bazi
i 0,
niobijuma i grafita FT iz Rhodotorula sp / 58 % [167]
N.osa“c ha bfaZI legure FT iz Rhodotorula sp / 46 % [168]
niobijuma i grafita
SlnFEtICka viakna, FF iz Penicillium expansum / >52 % [169]
poliuretanska pena
Nosac na bazi silike i .
niobijuma FT iz A. oryzae IPT-301 / / [170]
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Tabela 2.7. Pregled primenjenih nosaca za kovalentnu imobilizaciju FF i FT u cilju produkcije
FOS

Primenjeni nosa¢ Izvor enzima Reagens za Udeo FOS Ref.
modifikaciju

Porozna silika FF iz A. japonicus MU-2 GA >60 % [171]

(CARIACT) -Jap 0

Metakrilamid-polimerne | FF iz A. niger ATCC 20611 i 0

kuglice A. japonicus TIT-K]1 / 60 % [172]

Keramicka membrana FF iz A. niger ATCC 20611 GA ~55% [173]

Epoksi-polimerne FT iz A. aculeatus 0

kuglice (Eupergit® C) (Pectinex® Ultra SP-L) / 7% [174]

Epoksi nosac od FT iz A. aculeatus 0

polimetakrilata (Pectinex® Ultra SP-L) / 61,5 % [175]
. . FF iz A. japonicus CCRC . o

Kuglice hitozana 930007 GA i THP 48 % [176]

Cestice hitozana FTa iz A. aculeatus GA 55% [126]

(Viscoyzme® L)

. FT iz A. aculeatus o
Sfere hitozana (Viscoyzme® L) GA >54 % [177]

FTa iz A. aculeatus

Cestice hitozana (Pectinex® Ultra SP-L) GA / [178]
Fe304-hitozan-magnetne FT iz A. aculeatus 0

nanocestice (Pectinex® Ultra SP-L) GA 14,5 % [179]
Metakrilni nosaci FT iz Schedonorus / / [180]
Sepabeads® i ReliZyme™ arundinaceus

Tabela 2.8. Pregled primenjenih nosaca za imobilizaciju umreZavanjem,
mikroinkapsulacijom i unakrsnim povezivanjem FF i FT u cilju produkcije FOS

Tip imobilizacije Primenjeni nosa¢ Izvor enzima Reagens za Udeo Ref.
modifikaciju FOS
UmreZavanje i . . FF iz Aureobasidium
mikroinkapsulacija Ca-alginatni gel sp. ATCC 20524 / ~35,6 % | [181]
Ca-alginatni gel FF iz A. japonicus / >55 % [182]
Alsinatne el FT iz A. aculeatus
ginate g (Pectinex® Ultra SP- / ~46 % | [183]
Cestice
L)
Alginatne gel FFiz C.
g(:esticeg cladosporioides / >50% | [184]
MUT 5506
Unakrsno Jonoizmenjivatka FT iz A. aculeatus
povezivanje J (Pectinex Ultra SP- GA ~24% | [185]
smola
L)
Smole i FT iz Aureobasidium
polimetakrilatni GA / [186]
. pullulan
gelovi
Cestice polistirena
i tercijarnih amina | FF iz A. oryzae KB GA 51,9% | [187]
(Diaion WA-30)
FT iz Aureobasidium
0,
/ pullulans NAC8 GA >7 % [188]
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2.7. ReaktorskKi sistemi za proizvodnju FOS

Od laboratorijskog pristupa koji ukljucuje izvodenje sinteze FOS u malim razmerama i
obezbeduje neophodne informacije o samoj reakciji transfruktozilacije, radi masovne i
skalabilne proizvodnje ovih prebiotika pristupa se primeni kompleksnijih reaktorskih sistema.
Industrijski reaktorski sistemi obezbeduju optimizaciju procesa u pravcu razvijanja ekoloski
prihvatljivog, ekonomski isplativog i maksimalno efikasnog procesa. Za izvodenje enzimskih
reakcija primenom slobodnog ili imobilisanog enzima, najCeS¢e se primenjuju reaktori
razlic¢itih konfiguracija poput reaktora u vidu rezervoara sa mesalicom i reaktora u vidu kolone
sa pakovanim i fluidizovanim slojem (slika 2.17.) [189]. Dizajn pomenutih sistema omogucava
izvodenje reakcija u SarZznom ili kontinualnom reZimu rada [190].
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Slika 2.17. Sematski prikaz razli¢itih reaktorskih konfiguracija: a) reaktor sa mesalicom b)
reaktor sa mesSalicom i recirkulacijom c) reaktor sa meSalicom za izvodenje kontinualnog
procesa d) reaktor sa pakovanim slojem e) reaktor sa fluidizovanim slojem. Preuzeto i
prilagodeno iz [189]

U pogledu sinteze FOS, u literaturi je opisana primena imobilisane FT i celih ¢elija koriS¢enjem
reaktora sa meSalicom u Sarznom reZimu rada [126, 132]. Ovaj pristup ukljucuje koriScenje
definisane koli¢ine supstrata i enzima/celija, unetih u ograni¢eno okruZenje uz adekvatno
mesSanje. Ukoliko se primenjuje imobilisani enzim, po zavrSetku reakcije, moZe se odvojiti i
ponovo upotrebiti Sto moZe dovesti do smanjenja aktivnosti pri sledec¢oj upotrebi. Medutim,
uglavnom se paznja usmerava ka razvijanju kontinualnih procesa koji podrazumevaju
istovremeno uvodenje supstrata i izvodenje proizvoda. U vezi sa tim, reaktor sa meSalicom
moZe raditi i u kontinualnom reZimu rada uklju¢ivanjem membrane na izlazu iz reaktora preko
koje je omoguceno zadrZavanje enzima i odvodenje proizvoda, uz kontinuirano uvodenje
supstrata. Ovakva konfiguracija koja predstavlja enzimski membranski reaktor je prema
navodima iz literature uspeSno primenjena u cilju kontinualne produkcije FOS [191, 192]. O
prednosti primene membranskih reaktora u odnosu na ostale opisane reaktorske sisteme ¢e
biti posveceno posebno poglavlje u okviru ove doktorske disertacije.

Kontinualni reZim rada omoguéava primenu imobilisanog enzima sve dok znacajno ne opadne
njegova inicijalna aktivnost. Ovim pristupom je u poredenju sa SarZnim rezimom rada iskljucen
dodatni korak odvajanja enzima i ponovne upotrebe ¢ineci ga troskovno efikasnijim [190]. Za
izvodenje reakcija sa imobilisanim enzimima u kontinualnom reZimu rada najcesce se preferira
primena reaktora sa pakovanim slojem koji se sastoji od fiksiranog sloja imobilisanog enzima
kroz koji struji supstrat. Jednostavnost izvodenja procesa, veliki kapacitet kao i potencijal za
obimniju proizvodnju su samo neke od prednosti koje ovaj reaktorski tip izdvajaju od drugih
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[177]. Kada je rec o sintezi FOS, FT imobilisane na razli¢ite nosace su primenjene u reaktorima
sa pakovanim slojem, za izvodenje kontinualnih procesa [165, 166, 177, 182-184]. Lorenzoni i
sar. su kovalentno imobilisali FT na sfere hitozana i prijavili prinos FOS od 59 %, kao i da
izvodenjem kontinualne proizvodnje prebiotika u reaktoru sa pakovanim slojem nakon 40 dana
nije doSlo do smanjenja prinosa [177]. Iako postoje podaci da primena ovog reaktorskog
sistema obezbeduje poboljSani prenos mase i moguénost ponovnog iskoris¢enja imobilisanog
enzima [184] u slucaju izvodenja reakcije transfruktozilacije, postoje i odredena ogranicenja.
Naime, imajudi u vidu da se u industrijskim uslovima tezi ka dobijanju Sto vecih koli¢ina FOS
Sto ujedno zahteva i primenu vecih pocetnih koncentracija rastvora saharoze koje odlikuje i
veci viskozitet, posledi¢no moZe do¢i do zacepljenja kolone [177].

Isti autori koji su koristili sfere hitozana za imobilizaciju FT, pored primene u reaktoru sa
pakovanim slojem, ispitali sui mogucnostizvodenja reakcije u reaktoru sa fluidizovanim slojem
i u svojoj naucnoj publikaciji prijavili neznatno nizi prinos od 54 % FOS [177]. Reaktor sa
fluidizovanim slojem podrazumeva uvodenje supstrata sa dna, brzinom dovoljnom za
podizanje Cestica i njihove fluidizacije, a posledi¢no i do odvijanja reakcije [189]. Takode, ¢esto
se za izvodenje hemijskih, biohemijskih i drugih procesa primenjuju pneumatski reaktori
(air- lift reaktori) koje karakteriSe prisustvo unutrasnje cilindricne ili pravougaone cevi i kod
kojih se vazduh uduvava sa dna omogucavajuci kretanje cestica i meSanje [193, 194].
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Slika 2.2. Sematski prikaz razli¢itih geometrijskih konfiguracija air-lift reaktora: a) air-lift
reaktor sa cilindricnom unutrasnjom cevi b) air-lift reaktor sa pravougaonom unutrasnjom
cevi c) air-lift reaktor sa podeljenom pravougaonom unutra$njom cevi d) air-lift reaktor sa

spoljasnjom petljom. Preuzeto i prilagodeno iz [193].

42



Doktorska disertacija Milica Veljkovié

Razliciti dizajni ovog reaktorskog sistema sa unutrasnjom i spoljaSnjom cirkulacijom su
Sematski prikazani na slici 2.18. Ovi viSefazni sistemi poseduju dva razli¢ita podrucja strujanja
tecnosti - tok sa dna koji nastaje kao posledica rasprSivanja vazduha i stvaranja mehura koji
podsticu kretanje ka vrhu i tok sa vrha koji se formira kao posledica istiskivanja te¢nosti od
strane vazduha. Ovakav princip omoguc¢ava dobru cirkulaciju te¢nosti i efikasan prenos mase
[195]. Takode, jednostavna konstrukcija i niski operativni troskovi predstavljaju dodatne
pogodnosti ovog reaktorskog sistema za izvodenje razli¢itih reakcija primenom imobilisanih
enzima [196]. Do sada je prijavljen samo jedan primer primene ovog reaktora za sintezu FOS i
to koriS¢enjem imobilisanih celih celija [197]. Prema tome, u okviru ove disertacije ¢e biti
procenjen potencijal primene imobilisane FT iz komercijalne enzimske smesSe Pectinex® Ultra
SP-L u reakciji transfruktozilacije koriS¢enjem ovog reaktorskog sistema radi izvodenja
kontinualnih procesa sinteze FOS.
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2.8. Separacija FOS

Poznato je da reakcijom transfruktozilacije saharoze pored Zeljenih funkcionalnih prebiotika t;j.
FOS nastaju i molekuli manjih molarnih masa - glukoza i fruktoza. Prisustvo pomenutih
komponenti zajedno sa neproreagovalom saharozom deluje inhibitorno na sintezu FOS, utice
na smanjenje prebiotskog efekta sintetisane smese, a dovodi i do povecanja njene kalorijske i
kariogene vrednosti. U cilju unapredenja funkcionalne vrednosti samog proizvoda pristupa se
uklanjanju mono- i disaharida razli¢itim tehnikama precis¢avanja. Na ovaj na¢in moguce je
dobiti proizvod vece cCistoce Sto posledicno dovodi i do povecanja njegove komercijalne
vrednosti [80]. Postoje razliciti pristupi uklanjanja ovih lako svarljivih komponenti. Prvi pristup
ukljuCuje njihovo uklanjanje nakon reakcije enzimske sinteze [198], dok se drugi odnosi na
preciS¢avanje tokom procesa sinteze i zahteva primenu membranskog reaktora [133].
Strategije koje se primenjuju za preciS¢avanje smeSe nakon enzimske sinteze su upotreba
adsorpcione hromatografije, fermentacije kvascem i membranske separacije [199].

2.8.1. PreciS¢avanje adsorpcijom

Ovaj vid separacije FOS podrazumeva primenu preparativne kolone ispunjene Cesticama
adsorbensa koje mogu biti na bazi jonoizmenjivackih smola, aktivnog uglja ili zeolita [199].
Konkretno, primena jonoizmenjivacke hromatografije ukljuCuje upotrebu nosaca sa fiksiranim
naelektrisanim funkcionalnim grupama koji se mogu klasifikovati na katjonske izmenjivacke
smole ukoliko vezuju katjone (pozitivno naelektrisane jone) ili anjonske ukoliko vezuju anjone
(negativno naelektrisane jone). U tom kontekstu, katjonske jonoizmenjivacke smole sadrze
funkcionalne grupe sa negativnim naelektrisanjem poput sulfonatnih (SO3-) ili karboksilatnih
(COO) jona, za razliku od anjonskih koji sadrze uglavnom protonovane amino grupe [200].
Primena jonoizmenjivaca se Cesto koristi za preciS¢avanje vode gde dolazi do jonske izmene, a
ujedno i selektivnog uklanjanja neZeljenih jona, dok se primena ovih smola u separaciji ugljenih
hidrata ne bazira na jonskoj razmeni. U slucaju separacije ugljenih hidrata koriste se
jonoizmenjivacke smole koje se pre upotrebe tretiraju odredenim rastvorima radi vezivanja
odredenih katjona [201], ili se koriste one koje ne zahtevaju pred tretman ve¢ u svom sastavu
sadrze odgovarajuce katjone. Separacija ugljenih hidrata u takvom sistemu se odvija prema
njihovom afinitetu ka formiranju helatnih kompleksa sa katjonima (Ca2*, Na*, K*) preko
hidroksilnih grupa. Stepen adsorpcije odredenog jedinjenja je u direktnoj korelaciji sa jacinom
formiranog kompleksa i odreden je orijentacijom i brojem prisutnih hidroksilnih grupa [199].
Pojedini autori navode da katjonske izmenjivacke smole u ovom slu€aju treba nazvati
,katjonske adsorpcione smole“ [202].

Vankova i Polakovi¢ su izveli precisS¢avanje smeSe FOS KkoriS¢enjem katjonske smole
Amberlite™ CR1320Ca i prijavili prinos od 86,0 % [203]. Kampos i sar. su precis¢avali ekstrakt
jakona sa FOS, testirali nekoliko komercijalnih smola razli¢itih jonskih oblika, a najbolje
rezultate ostvarili upotrebom Diaion UBK530Na smole jer je dobijen finalni proizvod ¢istoce
FOS od 88,2 %, dok je prinos preciS¢avanja iznosio 99,4 % [204].

Takode, veoma pogodnim adsorbentom se smatra i aktivni ugalj kojeg karakteriSe niska trziSna
cena i visoki kapacitet adsorpcije [199]. Adsorpcija ugljenih hidrata na aktivnom uglju je
zasnovana na uspostavljanju Van der Walsovih sila. Kako je povrsina aktivnog uglja hidrofobna,
snaznije se adsorbuju molekuli ve¢ih molarnih masa (oligosaharidi) zbog hidrofobnijeg
karaktera koji je posledica prisustva vec¢eg broja CH grupa [199, 205]. U vezi sa tim, Nobre i sar.
suveoma uspesno izveli preciS¢avanje smese FOS dobijene fermentacijom saharoze upotrebom
gljive iz roda Aureobasidium koriS¢enjem aktivnog uglja i dobili frakciju ¢isto¢e FOS od 97%
[206]. Kolonu sa pakovanim slojem ovog adsorbenta su korsitili i Kun i Filjo i prijavili ¢isto¢u
proizvoda iznad 80% [207]. Ekstrakt jakona bogat FOS su Kampos i sar. preciS¢avali ne samo
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koriS¢enjem jonoizmenjivacke kolone, ve¢ i kolone ispunjene aktivnim ugljem. lako su ovom
metodom dobili niZi prinos FOS (81,5%), postigli su potpuno uklanjanje monosaharida i ¢isto¢u
ekstrakta od 92,0 % FOS [204]. Grupa autora je kao veoma pogodnu alternativu aktivnom uglju
prijavila i upotrebu kolone sa pakovanim slojem zeolita [208].

Usled postojanja razli¢itog afiniteta adsorbenta prema razlic¢itim ugljenim hidratima, evidentno
je da se hromatografskim tehnikama moZe ne samo precistiti ve¢ i frakcionisati proizvod.
Glavne prednosti ove metode se ogledaju u ostvarenom visokom prinosu preciS¢avanja i
visokoj Cistoc¢i proizvoda [203], dok je njihova primena u industrijskim uslovima limitirana
zbog malih kapaciteta, velike potroSnje energije i razblaZivanja proizvoda Sto dalje zahteva
uvodenje dodatnih koraka radi koncentrovanja [205].

2.8.2. Precis¢avanje fermentacijom

Eliminacija mono- i disaharida se moZe sprovesti i upotrebom specifi¢nih mikroorganizama
koji metaboliSu proste ugljene hidrate, ali ne i oligosaharide [205]. Do sada je prijavljeno da su
kvasac Saccharomyces cerevisiae, koji moZe potpuno da fermentiSe glukozu, fruktozu i saharozu
[205], i Pichia pastoris , koji metaboliSe samo glukozu, veoma uspesSno upotrebljeni u cilju
povecanja Cistoce smeSe FOS [209, 210]. Iako i selektivna fermentacija kvascem predstavlja
veoma efikasan nacin precis¢avanja koji karakterisu niski operativni troskovi, ovaj postupak se
ne smatra veoma pogodnim za industrijsku implementaciju [205]. Kao glavni razlog navode se
dodatni troSkovi usled uvodenja neophodnih koraka radi uklanjanja etanola i drugih metabolita
koji se ovom tehnikom oslobadaju u proizvod. Takode, sama upotreba mikroorganizma moze
dovesti do promene sastava komponenti smese ¢ime je primena ove metode dodatno limitirana
[199]. Radi prevazilaZzenja ovih nedostataka, membranske separacione tehnike se smatraju
veoma efikasnim reSenjem koje odlikuje visoki potencijal primene i van laboratorijskih
kapaciteta [205, 211].

2.8.3. Membranske separacione tehnike

Davne 1748. godine je francuski fizicar Zan Antoan Nole (Jean-Antoine Nollet) pokazao
polupropusnost prirodnih membrana otkrivaju¢i fenomen osmoze [212]. Dokazao je da je
besika Zivotinja bila propusnija za vodu u odnosu na vino [212]. Nakon toga, veliki napredak u
istoriji upotrebe membrana je bio 1855. godine kada je Adolf Fik (Adolf Fick) proucavao
veStacke polupropusne membrane i objavio zakon (Fikov zakon) koji opisuje proces difuzije
kroz membranu [212]. Potom su objavljena mnoga istraZivanja iz oblasti membranske
tehnologije, a veliki pomaci su zabeleZeni 1950. godine kada je nemacka kompanija Sartorius
Werke GmbH proizvela membrane za industrijsku upotrebu [213] i 1963. godine kada je
industrijska primena pocela otkricem celulozno-acetatne membrane za reverznu osmozu od
strane americ¢kih hemijskih inZenjera Loeba i Sourirajana [212, 214]. Danas se membrane u
brojnim industrijskim procesima Siroko primenjuju.

[ako je inicijalna primena membranskih sistema bila povezana sa procesima preciS¢avanja vode
[215], u poslednje vreme je sve CeSc¢a primena u tekstilnoj, papirnoj, hemijsko-procesnoj [212],
farmaceutskoj [216], prehrambenoj industriji kao i biotehnologiji [211]. Glavne prednosti
membranskih separacija koje ih izdvajaju od drugih tehnika precis¢avanja ukljuCuju niske
operativne troskove, jednostavno izvodenje procesa koji je ekoloski opravdan, ali i dobijanje
proizvoda visokog kvaliteta [199, 217, 218]. S obzirom na to da se separacije izvode uz
koriS¢enje membrane koja predstavlja barijeru i omogucava diferencijalno razdvajanje
odredenih komponenti [219], ova tehnologija se moZe smatrati i veoma pogodnom za
preciS¢avanje bioaktivnih oligosaharida.

Membrane se Cesto definiSu prema velic¢ini pora ili preko grani¢ne vrednosti molekulske mase
(eng. Molecular Weight Cut-Off, MWCO) [220]. MWCO se odnosi na molekulsku masu supstance
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koju 90 % zadrZava membrana (koeficijent odbijanja molekula iznosi 0,9) [221]. Stoga, mogu
se razlikovati cCetiri grupe membranskih procesa: mikro-, ultra-, nanofiltracija i reverzna
osmoza Cije su detaljnije karakteristike prikazane u tabeli 2.9 [80]. Membrane za mikro- i
ultrafiltraciju se najc¢eS¢e koriste za koncentrisanje proteina [222] kao i za izdvajanje
oligosaharida od polisaharida ili enzima [211], dok se za izdvajanje mono- i disaharida od
oligosaharida najceS¢e koriste membrane za nanofiltraciju [199].

Tabela 2.9. Karakteristike membranskih procesa. Usvojeno iz [223, 224]

Tip membrane Akronim  Precnik pora, um  Radni pritisak, bar ZadrZane komponente
Mikrofiltracija MF 0,1-1,0 1-3 Bakterije, masti, Cestice
Ultrafiltracija UF 0,01-0,1 2-5 POllsahérldl’ proteini,
pigmenti
Disaharidi,
Nanofiltracija NF 0,001-0,01 5-15 oligosaharidi,
dvovalentni joni
Reverzna osmoza RO <0,001 15-75 Monovalentni joni

2.8.3.1. Vrste membranskih konfiguracija

Membrane se pakuju u odgovaraju¢e module kako bi bile pogodne za upotrebu u membranskim
procesima velikih razmera [224]. Razlikuju se Cetiri osnovne membranske konfiguracije koje
su prilagodene raznovrsnim aplikacijama i koje karakteriSe razliita dostupna povrsSina
membrane: monolitni modul, cevni modul, modul sa Supljim vlaknima i spiralno namotan
modul (slika 2.19) [225, 226].

Monolitni modul predstavlja jednu od najstarijih razvijenih konfiguracija. Uglavnom se koristi
za preciScavanje otpadnih voda procesima MF i UF, dok je veoma retka primena u NF [226].
Ovaj modul karakteriSe jednostavan dizajn, lako CiS¢enje i odrZzavanje membrane, pa se stoga
veoma cCesto koristi za laboratorijska ispitivanja [227]. Vode¢i nedostatak ovog modula jeste
niska efikasnost usled male gustine pakovanja [226, 227].

Cevni modul predstavlja sistem u kojem se membrane nalaze u vidu cevcica. Napojna smesa
protice kroz cevcice, a permeat se sakuplja u omotac. Ovaj sistem karakteriSe lako CiS¢enje i
jednostavna zamena membrane, ali zahteva veliku potrosnju energije [220].

Modul sa supljim vlaknima sadrZi snop Supljih vlakana i zbog posedovanja velike dostupne
povrSine i male potroSnje energije smatraju se poZeljnijim od drugih konfiguracija [226].
Medutim, primenom ovog sistema moZe doci i do blokiranja, zbog prisustva uskih kanala [220].

Najcesce primenjivani modul jeste spiralno namotani modul koji se sastoji od centralne cevi oko
koje se namotavaju slojevi membrane izmedu kojih se postavlja sloj od poroznog materijala
radi proticanja napojne smese i permeata. Napojna smesa se uvodi tangencijalno na membranu,
a permeat prolazeci kroz membranu, se spiralno krece ka centralnoj cevi gde se i sakuplja [220,
224]. Glavne prednosti ove konfiguracije su velika gustina pakovanja, samim tim i veca
dostupna povrsina, niska cena i mali operativni troSkovi. I u ovom slucaju, uski kanali mogu
dovesti do blokiranja modula [220].
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Slika 2.3. Sematski prikaz konfiguracije: a) monolitnog modula b) cevnog modula c) modula sa
Supljim vlaknima i d) spiralno namotanog modula. Preuzeto i prilagodeno iz [226, 228]

2.8.3.2. Vrste membrana za nanofiltraciju

Nanofiltracioni proces ukljucuje upotrebu razli¢itih membrana odredenih karakteristika radi
dobijanja Sto kvalitetnijeg proizvoda uz Sto manje gubitke [217]. Membrane pored velic¢ine
pora, definiSe struktura kao i materijal od kojeg su konstruisane. Prema strukturi, mogu se
podeliti na simetric¢ne, asimetri¢cne i kompozitne. Simetricne membrane poseduju identi¢nu
veli¢inu pora po celokupnoj povrsini za razliku od asimetri¢nih kod kojih se veli¢ine pora
razlikuju i postepeno povecavaju. Kompozitne membrane se izdvajaju od pomenutih
jednoslojnih membrana, jer u svom sastavu poseduju dodatni sloj koji je odgovaran za
mehanicku stabilnost [205]. Materijali od kojih se membrane proizvode mogu biti organske i
neorganske prirode. Sastavni deo organskih membrana jesu polimeri [227], dok se neorganske
baziraju da upotrebi metala, zeolita, ugljenika i keramike [229].

Medu polimerima koji ulaze u sastav membrana najceS¢e se primenjuju celuloza-acetat,
poliamid, polisulfon i polietersulfon [205]. Membrane od celuloza-acetata se uglavnom
proizvode kao jednoslojne simetri¢ne ili asimetri¢ne. Smatraju se hidrofilnim membranama sa
odli¢nim adsorpcionim svojstvima [218], ali zbog strukture sklone su sabijanju usled delovanja
visokog pritiska ¢ime se smanjuje njihova permeabilnost [218]. lako postoje dostupne studije
o njihovoj upotrebi za preciS¢avanje oligosaharida, njihova Sira primena je limitirana zbog
izraZene osetljivosti na operativne parametre procesa (visoku temperaturu, pH i pritisak)
[205]. Vec¢ina komercijalno dostupnih membrana koje dominiraju na trZistu i koje se
potencijalno mogu primeniti za preciS¢avanje oligosharida jesu tankoslojne kompozitne
membrane (Thin Film Composite, TFC). Ovaj tip membrane u svom sastavu sadrZi tri sloja:
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zaStitni, potporni sloj (noseci sloj) i aktivni sloj (slika 2.20.) [226]. Sastavni deo zastitnog sloja
je najcesce poliestarska mreza, dok su najceS¢e polimeri poput polisulfona i poliamida deo
potpornog i aktivnog sloja, redom. Zbog svojih zavidnih karakteristika koje ukljuCuju otpornost
i stabilnost na kisele i bazne uslove procesa, polisulfon se ¢esto primenjuje za pripremu
poroznog noseceg sloja [226]. RazliCiti polimeri mogu biti upotrebljeni za formiranje aktivnog
sloja, medutim Cesto se koristi poliamid, jer se njegovom upotrebom postiZe dobra mehanicka
¢vrstoca, trajnost i selektivnost membrane [226].

AKktivni sloj (poliamid)

Potporni sloj (polisulfon) [

Slika 2.20. Sematski prikaz karakteristi¢ne strukture tankoslojne kompozitne membrane

Sa druge strane, membrane proizvedene od neorganskih materijala poput aluminijuma,
titanijuma, cirkonijuma poseduju usku raspodelu pora i ve¢u poroznost sto rezultira i boljim
razdvajanjem [223]. Aktivni sloj keramickih membrana je sastavljen od materijala dobijenog
grupisanjem metala sa nemetalima u obliku oksida [227]. Ovu vrstu membrana karakterisu i
izutetna termicka, hemijska i mehanicka svojstva, kao i dug vek trajanja [223, 225]. lako
neorganski materijali poseduju superiornije karakteristike od polimernih, njihov glavni
nedostatak jeste visoka cena ¢ime je i njihova upotreba ogranicena [227].

Prema opseZnoj analizi relevantne literature, postoje podaci da su za preciS¢avanje smese FOS
u cilju dobijanja proizvoda vece CistoCe i prinosa koriS¢ene keramicke membrane [230],
polietersulfonske NP010 i NP030 [231] kao i poliamidne GH-NF [198], NF270[211],
Desal-5 DL i Desal-5 HL [231]. Kako ne postoje podaci o upotrebi tankoslojne kompozitne
membrane sa poliamidnim aktivnim slojem - NFW, NDX i NFG (Synder) u svrhu preci$¢avanja
bioloski aktivnih FOS, u okviru ove doktorske disertacije ¢e detaljno biti razmatrane i obradene
u segmentu rezultati i diskusija (poglavlje 4.4.)

2.8.3.3. Nacin izvodenja procesa nanofiltracije

0Od nacina izvodenja konvencionalnih nanofiltracionih procesa zavisi stepen separacije [220]
pa se prema tome razlikuju dva reZima rada: jednosmerna filtracija (dead-end) i tangencijalna
filtracija (cross-flow) [232].

U slucaju izvodenja jednosmerne (dead-end) filtracije, dovodni tok se uvodi normalno na
membranu, usled ¢ega dolazi do akumulacije razli¢itih molekula na samoj povrsini membrane
i formiranja filtracionog sloja. U ovom slucaju fluks smese koja se preciS¢ava se smanjuje sa
vremenom, dok se debljina filtracionog sloja proporcionalno povecava (slika 2.21a) [233].

48



Doktorska disertacija Milica Veljkovié

a)

Ulazni tok
o 1 ®
@ (8]
® ® P LY
e o ® \
- o
L ) S S \ — Fluks
I © | ]G;JQ_ \ Debljina sloja
o) ® ~—
o ® i
Permeat Vreme
b)
" — Fluks
. 3 Debljina sloja
Ulazni tok Retentat N\
—_— © — N
\\\
® o o
el e T e T i Jummn
| ol |®| L |
e o @ o
@]
o o o
O O
Permeat Vreme

Slika 2.21. Sematski prikaz reZima rada a) jednosmerne (dead-end) i b) tangencijalne (cross-
flow) filtracije

Ovakva konfiguracija toka omogucava odvijanje procesa jedino u SarZznom reZimu rada. Sa
druge strane, u slucaju tangencijalne (cross-flow) filtracije, dovodni tok tece tangencijalno na
povrsSinu membrane pri ¢emu dolazi do odvajanja dve faze: permeata (rastvora koji prolazi kroz
membranu) i retentata (rastvora koji ne prolazi kroz membranu) [232]. Naime, dolazi do
prolaza odredenih komponenti kroz membranu koje se izdvajaju u vidu permeata, dok
preostale nastavljaju u struji retentata [232]. U ovom slucaju postepeno se formira filtracioni
sloj kojeg prati neznatno smanjenje fluksa, nakon cega se uspostavlja stacionarno stanje (slika
2.21b). Manja debljina sloja je posledica tangencijalnog strujanja koje dovodi do pomeranja
zadrzanih komponenti sa membrane u struji retentata (koncentrata) [232]. Tangencijalna
filtracija je zbog manjeg zaprljanja u poredenju sa jednosmernom filtracijom pogodnija za
industrijsku primenu, a recirkulacijom retentata omogueno je izvodenje procesa
preciS¢avanja u kontinualnom reZimu rada [205, 233]. Proces nanofiltracije se Cesto izvodi u
kombinaciji sa dijafiltracijom, savremenom tehnikom za unapredenje precis¢avanja, [234] koja
podrazumeva uvodenje vode radi potpunijeg ispiranja nagomilanih komponenti sa membrane
[230].

2.8.3.4. Uticaj operativnih parametara na proces nanofiltracije

Klju¢na karakteristika membrane od koje zavisi uspesnost i efikasnost procesa preciS¢avanja
je njena selektivnost. Idealna membrana bi trebalo da u potpunosti zadrzi sve komponente ¢ija
je molekulska masa veca od definisane, medutim usled razli¢itog precnika pora to nije slucaj,
pa se stoga definiSe preko MWCO. Medutim, pored definisanih karakteristika od stane
proizvodaca, preporucuje se odredivanje retencionih svojstava komponenti i membrane i
eksperimentalnim putem. Prema tome, koliko je membrana za separaciju selektivna u odnosu
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na prisutne komponente smeSe kvantifikuje se preko koeficienata odbijanja. Koefijent odbijanja
predstavlja meru sposobnosti membrane da zadrzi rastvorne komponente napojne smese
[220].

Ovaj parametar se moZe odrediti na dva nacina tj. na osnovu predloZenih jednacina za
preracunavanje iz retentata i permeata. Koeficijent odbijanja se iz retentata, moZe izracunati
na sledeci nacin [235]:

Cor = Cor (%) (7)

gde je: Cnr - koncentracija komponente n u retentatu, Cnr - koncentracija komponente n u
napojnoj smesi, Vr-zapremina inicijalne napojne smese, Vr-zapremina retentata,
R- koeficijent odbijanja komponente n koji moZe imati vrednosti od 0 (ukoliko odredena
komponenta bez ogranicenja prolazi kroz membranu) i 1 (ukoliko je membrana nepropustljiva
za odredenu komponentu).

Logaritmovanjem jednacine 7, dobija se:

- Ve
InC,g = InC,z + R1n (VR) (8)
Nakon konstruisanja grafika zavisnosti In Car - In (Vr/VR) iz nagiba se moZe odrediti koeficijent
odbijanja R

Takode, pomenuti koeficijent je moguce odrediti i koriS¢enjem podataka dobijenih iz permeta,
preko sledece jednacine [236]:

R=(1-22) 9)
CnF

gde je: Cop - koncentracija komponente n u permeatu, a Cnr - koncentracija komponente n u

napojnoj smesi

Pored membranske konfiguracije i veli¢ine pora, operativni parametri poput pritiska, brzine
protoka, temperature i koncentracije ostvaruju direktan uticaj na difuziju rastvornih
komponenti pa su stoga takode klju¢ni u odredivanju efikasnosti procesa precis¢avanja [218,
237].

Pritisak predstavlja pogonsku silu za odvijanje masenog transporta kroz membranu i u uskoj je
korelaciji sa primenjenim protokom sistema. Prema dosadasnjim istrazivanjima c¢iji je fokus na
separaciji ugljenih hidrata, ustanovljeno je da se sa povecanjem fluksa rastvaraca povecava i
pritisak sistema koji se najviSe odrazZava na odbijanje rastvornih komponenti. Naime, sa
povecanjem pritiska dolazi do kompresije membrane Sto posledi¢no dovodi do smanjenja pora
i povectanja adsorpcionog potencijala vode rezultirajuci slabijom permeacijom molekula manjih
molarnih masa i ve¢im koeficijentima odbijanja ¢ime je smanjena selektivnost [205]. Ovakvo
zapaZanje je prijavljeno od strane Nabarlaca (Nabarlatz) i sar. koji su odvajali XOS od lignina i
drugih necistoca prisutnih u ljusci badema [238], ali i Gulasa (Goulas) i ostalih koji su razmatrali
efekat pritiska na koeficijente odbijanja glukoze, saharoze i rafinoze [239]. Prijavljeno je i da
povecanje pritiska indukuje postojanje veCeg porasta koeficijenata odbijanja kod molekula
manjih molarnih masa poput mono- i disaharida u poredenju sa oligosaharidima [205]. Stoga,
radi vece efikasnosti precis¢avanja, procese treba izvoditi pri nizim pritiscima [218].

Temperatura takode predstavlja faktor od kojeg zavisi uspesnost procesa preciS¢avanja.
Materijal membrane ograni¢ava operativhu temperaturu procesa, pa u skladu sa tim
poliamidne membrane su limitirane na 50 °C, dok membrane sa aktivnim slojem polisulfona
mogu da podnesu znatno viSe temperature (90 °C). Medutim, izvodenje separacije na visokim
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temperaturama znacajno utice na povecanje ukupnih troSkova procesa [205]. U literaturi
postoji jednacina poznata kao Nerst-Plankonova jednacina (rp=0.0036T+0.68) kojom je
opisana korelacija izmedu temperature i radijusa veliCine pora [217]. Takode, prijavljeno je da
sa porastom temperature, dolazi do smanjenja adsorpcionog sloja vode na povrsini membrane
Cime je efektivna veli¢ina pora veca, ali i do porasta toplotne energije koje dovodi do smanjenja
energetske barijere koja postoji u porama olaksSavaju¢i difuziju molekula [218]. Stoga,
povecanje temperature dovodi do smanjenja koeficijenata odbijanja Sto potvduju i prijavljeni
rezultati u studiji Lea i sar. [205]. Naime, oni su izvodili proces preciS¢avanja na dve razliCite
temperature (25 i 60 °C) i prijavili da je sa porastom temperature ostvarena veca propusnost
monosaharida (fruktoze i glukoze), dok je zadrzanost saharoze ostala ista (ve¢a od 90 %) [240].

Pored pomenutih radnih faktora, koncentracija komponenti koje ucestvuju u procesu
preciS¢avanja takode utice na efikasnost. Feng i sar. su ispitivanjem uticaja ovog parametra u
cilju preciS¢avanja GOS prijavili da povecanje inicijalne koncentracije dovodi do smanjenja
koeficijenata odbijanja [241]. [ako uvodenje vece koncentracije ukupnih ugljenih hidrata
dovodi do izrazenije koncentracione polarizacije tj. akumulacije komponenti na membrani,
smanjenje koeficijenata odbijanja moZe biti i posledica izazvanog prodoriranja rastvorenih
supstanci [205]. S obzirom na to da pocetna koncentracija moZe uticati na povecanje
propustnosti, ali i dovesti do zaprljanja membrane i smanjiti vek upotrebe [242] u cilju
efikasnog preciS¢avanja treba pazljivo razmotriti ovaj parametar.

Do sada je objavljeno nekoliko studija u kojima je razmatran uticaj operativnih parametara na
proces preciS¢avanja FOS upotrebom razlic¢itih membrana u cilju dobijanja proizvoda Sto vece
Cistoce. Pregled dostupnih studija sa izabranim optimalnim uslovima je prikazan u tabeli 2.10.

Tabela 2.10. Pregled optimalnih radnih uslova i membrana za nanofiltraciju FOS

Pritisak, ~ Koncentracija, — Protok,  Cistoca

Membrana ReZim rada T, °C bar /L /min FOS, % Ref.
NP030 Dead-end 25 35 350 6,0 >90 [231]
GH-NF Cross-flow 45 25 100 30,0 >90 [198]
GK-NF Cross-flow 45 25 100 30,0 >90 [198]
NF5 Dead-end 45 35 100 / 92,3 [243]
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2.9. Membranski reaktor

Potreba za postojanjem efikasnih i odrzivih procesa preciS¢avanja sa potencijalom za
industrijsku primenu izazvala je ogromno interesovanje istrazivaca i naucnih institucija ka
razvoju simultanih procesa, a ujedno i membranskog reaktora [218]. Membranski reaktor
predstavlja sistem koji za razliku od konvencionalnih reaktorskih sistema koji obezbeduju
jednu funkciju, pruza mogucnost simultanog izvodenja razlic¢itih procesa. Ovaj sistem
omogucava kombinaciju sinteze i preciS¢avanja Zeljenih komponenti. Sa aspekta FOS, u
membranskom reaktoru omogucena je biohemijska konverzija supstrata (saharoze) u Zeljene
prebiotike, a uz upotrebu odgovarajuce membrane i selektivno uklanjanje sporednih proizvoda
reakcije. Prema dostupnim studijama koje navode da reakcijom transfruktozilacije dolazi do
oslobadanja glukoze koja predstavlja inhibitor u sintezi FOS [133], primena pomenutog
reaktorskog sistema kojim se moZe obezbediti odvodenje ove komponente moZe uticati na
poboljSanje konverzije supstrata favorizujuéi sintezu proizvoda [232]. U ovom sistemu,
upotrebom FT radi produkcije FOS, dolazi do zadrZavanja enzima na membrani zbog
specifikacija membrane koju definiSe mala veli¢ina pora u poredenju sa velicinom enzima.
Prema tome, akumulacija biokatalizatora na membrani je posledica uspesne konverzije i
funkcionalnosti membranskog reaktora. Pored pomenutog, vodece prednosti membranskog
reaktora ukljuc¢uju i moguénost odvijanja kontinualnih procesa, ve¢u produktivnost, bolje stope
konverzije odvodenjem inhibitora kao i jednostavno izvodenje procesa [218], dok se medu
nedostacima moze izdvojiti pojava koncentracione polarizacije i zaprljanja membrane ¢ime je
skracen njen vek upotrebe [232]. NajceSce se za realizaciju ovih procesa koriste membranski
moduli koji su ravnog oblika (membrana u ramu), spiralni ili cevni [232].

Postoje dostupne studije koje navode da je membranski reaktor veoma uspes$no primenjen za
dobijanje proizvoda visoke Cistoce funkcionalnih oligosaharida [133, 244, 245]. Konkretno za
FOS, NiSizava (Nishizawa) je koristio membranski reaktor i prijavio ¢isto¢u proizvoda iznad
90 % FOS upotrebom saharoze, p-fruktofuranozidaze produkovane od strane gljive A. niger i
membrane za nanofiltraciju na bazi poliamida (NF-45) [133]. U okviru ove doktorske
disertacije ¢e biti prikazana upotreba membranskog reaktora u cilju razvoja efikasnog
simultanog postupka sinteze i separacije FOS primenom poliamidne membrane sa uskom
raspodelom pora, saharoze kao supstrata i FT iz komercijalnog enzimskog preparata Pectinex®
Ultra SP-L kao odgovarajuceg biokatalizatora.
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2.10. Plan istrazivanja

Istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije ¢e biti usmerena ka realizaciji postavljenih
ciljeva koji se odnose na:

razvoj novih i unapredenje postoje¢ih postupaka sinteze FOS primenom slobodne i
imobilisane FT

razvoj kataliticki aktivnih imobilisanih preparata FT sa potencijalom dalje primene u
razli¢itim reaktorskim konfiguracijama

razvoj kontinualnih procesa proizvodnje FOS na laboratorijskom nivou sa perspektivom
primene u industrijskim uslovima

primenu membranske separacione tehnike tj. nanofiltracije u cilju dobijanja proizvoda
vece Cistoce FOS

primenu membranskog reaktora radi simultanog izvodenja sinteze i precis¢avanja FOS i
dobijanja troskovno efikasnijeg procesa

testiranje precis¢ene smese FOS u in vitro TIM-2 dinamickom modelu koji simulira procese
u debelom crevu zarad procene prebiotskog potencijala

primenu prethodno stec¢enih znanja zarad razvijanja funkcionalnih proizvoda obogacenih
prebioticima
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

3.1. Materijali

Lista koris¢enih supstanci i hemikalija:

Saharoza, anhidrovana (Thermo Fisher Scientific, Voltam, SAD)

Pectinex® Ultra SP-L (Novozymes, Bagsvard, Danska), smeSa enzima

Viscozyme® L (Novozymes, Bagsvard, Danska), smeSa enzima

Viscoflow (Novozymes, Bagsvard, Danska), smeSa enzima

Natrijum-acetat trihidrat, CH3COONa x 3H20 (Zdravlje, Leskovac, Srbija)
Natrijum-dihidrogenfosfat, NaH2PO4 (Centrohem, Stara Pazova, Srbija)
Dinatrijum-hidrogenfosfat, NazHPO4 (Centrohem, Stara Pazova, Srbija)
Natrijum-bisulfit, NaHSO3 (Carl Roth, Karlsrue, Nemacka)

Filteri za Spric (Thermo Fisher Scientific, Voltam, SAD)

Membrane za nanofiltraciju NFW, NDX i NFG (Synder Filtration Company, Vakavil, SAD)
Kolona za detekciju ugljenih hidrata (Agilent Hi-Plex Ca2*, Santa Clara, USA)
Kolona za detekciju polifenola (Agilent Zorbax Eclipse Plus C-18, Santa Clara, USA)
1-kestoza, analiticki standard (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirhen, Nemacka)
Nistoza, analiticki standard (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirhen, Nemacka)
1-fruktofuranozil nistoza, analiticki standard (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirhen,
Nemacka)

Hidrofilne nanocestice silike Aerosil® 380 (FNS) (Evonik Industries, Esen, Nemacka)
Makroporozni nosac¢ Purolite® A109 (Purolite, Pensilvanija, SAD)

Kalcijum-hlorid, CaClz (Lach-Ner, Neratovice, Ce$ka)

Kalijum natrijum tartarat, C4H4KNaOs (Lach-Ner, Neratovice, Ceska)
Natrijum-karbonat, Na2CO3 (Centrohem, Stara Pazova, Srbija)

Bakar-sulfat, Cu2S04 x 5 H20 (Centrohem, Stara Pazova, Srbija)

Albumin iz govedeg seruma, BSA (Sigma Chemical Co., Sent Luis, SAD)

Komasi plava boja G-250 (Fluka Analytical, StokbridZ, SAD)

Kalijum-bromid, KBr (Centrohem, Stara Pazova, Srbija)

Pektin iz jabuke (Sigma Chemical Co., Sent Luis, SAD)

Glukoza, anhidrovana (Thermo Fisher Scientific, Voltam, SAD)

Nosac Purolite Lifetech™ ECR8409F (Purolite, Pensilvanija, SAD)

Nosac Purolite Lifetech™ ECR8806M (Purolite, Pensilvanija, SAD)

Nosac Purolite Lifetech™ ECR8285F (Purolite, Pensilvanija, SAD)

Nosac Purolite® A109 (Purolite, Pensilvanija, SAD)

Natrijum-hlorid, NaCl (Centrohem, Stara Pazova, Srbija)

Hranljivi bujon (Torlak, Beograd, Srbija)

MRS bujon (Torlak, Beograd, Srbija)

Kvascev ekstrakt (Torlak, Beograd, Srbija)

1-pepton (Torlak, Beograd, Srbija)

Tripton (Torlak, Beograd, Srbija)

Mesni ekstrakt (Torlak, Beograd, Srbija)

Tween-80 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirhen, Nemacka)
Kalijum-hidrogenfosfat, KzHPO4 (Centrohem, Stara Pazova, Srbija)
Amonijum-citrat, (NH4)s-citrat (Carl Roth, Karlsrue, Nemacka)

Mangan-sulfat monohidrat, MnSO4x H20 (Centrohem, Stara Pazova, Srbija)
Magnezijum-sulfat heptahidrat, MgS04 x 7H20 (Centrohem, Stara Pazova, Srbija)
Agar (Torlak, Beograd, Srbija)

Javorov sirup (Nature's Promise Organic, Kanada)
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- TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazin) (Sigma-Aldrich, Stajnhajm, Nemacka)

- Gvozde (II)-sulfat heptahidrat, FeSO4x 7H20 (Sigma-Aldrich, Stajnhajm, Nemacka)
- Glacijalna sircetna kiselina, CH3COOH (Centrohem, Stara Pazova, Srbija)
- Hlorovodonic¢na kiselina, HCI (Centrohem, Stara Pazova, Srbija)

- Natrijum-hidroksid, NaOH (Centrohem, Stara Pazova, Srbija)

- Voda HPLC ¢istoc¢e (Thermo Fisher Scientific, Voltam, SAD)

- Toluen (Carl Roth, Karlsrue, Nemacka)

- Trietilamin (Carl Roth, Karlsrue, Nemacka)

- 3-aminopropiltrimetoksisilan (APTMS) (Fluka Analytical, Stokbridz, SAD)
- Cijanuril-hlorid (Fluka Analytical, Stokbridz, SAD)

- Aceton (Centrohem, Stara Pazova, Srbija)

- Sumporna kiselina, H2S04 (96 %) (Centrohem, Stara Pazova, Srbija)

- Acetonitril HPLC ¢istoce (Thermo Fisher Scientific, Voltam, SAD)

- Glutaraldehid, GA (25 %) (Sigma Chemical Co., Sent Luis, SAD)

- Triton X-100 (Acros Organic, Gel, Belgija)

- Etanol (Zorka Pharma, Sabac, Srbija)

- Metanol HPLC ¢istoce (Thermo Fisher Scientific, Voltam, SAD)

- Mravlja kiselina, CH202 (Zorka Pharma, Sabac, Srbija)

- Bromvodonié¢na kiselina, HBr (Zorka Pharma, Sabac, Srbija)

- Benzen (Sigma Chemical Co., Sent Luis, SAD)

- Folinov reagens (ABCR GmbH & Co, Karlsrue, Nemacka)

- Fosforna kiselna, H3PO4 (Zorka Pharma, Sabac, Srbija)

- 3,5-Dinitrosalicilna kiselina (Sigma Chemical Co., Sent Luis, SAD)

- Galna kiselina (Carl Roth, Karlsrue, Nemacka)

- Gvozde(III)-hlorid, FeCls (Sigma-Aldrich, Stajnhajm, Nemacka)

Lista kori$¢enih mikroorganizama:

- Lactiplantibacillus plantarum 299v (Kolekcija sa Tehnolosko-metalurskog fakulteta,
Beograd, Srbija)

- Lacticaseibacillus s rhamnosus GG (ATCC 53103) (Kolekcija sa Tehnolosko-metalurskog
fakulteta, Beograd, Srbija)

- Saccharomyces boulardii CBS 5926 (Kolekcija sa Tehnolosko-metalurskog fakulteta,
Beograd, Srbija)

- Escherichia coli ATCC 25922 (Kolekcija sa Tehnolosko-metalurskog fakulteta, Beograd,
Srbija)

Lista kori$¢enih uredaja:

- Analiti¢ka vaga (AJ100 Mettler Toledo, Grajfenze, Svajcarska)

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

- pH metar (WTW inoLab pH 720, Sverte, Nemacka)

- Magnetna mesalica (IKA® C-MAG HS 7, Werke GmbH and Co., Staufen, Nemacka)
- Orbitalna mesalica (IKA® KS 4000i control, Werke GmbH and Co., Staufen, Nemacka)
- TermosSejker (ThermoMixer® C, Eppendorf, Hamburg, Nemacka)

- Membranska pumpa (EMEC, Rijeti, Italija)

- Peristalticka pumpa (LLG, Mekenhajm, Nemacka)

- Vodeno kupatilo (Memmert, Bihenbah, Nemacka)

- Rl detektor (ERC RefractoMax 520, Hoenbrun, Nemacka)

- HPLC sistem (Dionex Ultimate 3000, Thermo Fisher Scientific, Voltam, SAD)

- Liofilizator (Biobase, Frimont, SAD)

- Vakuum sus$nica (Binder Inc., Njujork, SAD)
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Ultrazvucno kupatilo (Gramed, Beograd, Srbija)

Roler Sejker (Stuart SRT9, Pariz, Francuska)

Centrifuga (MiniSpin, Hamburg, Nemacka)

UV-spektrofotometar (Ultrospec 3300 pro Amersham Biosciences, Frajburg, Nemacka)
Vorteks (Reax 7000 Reidolph, Svabah, Nemacka)
FTIR-spektrofotometar (BOMEM, Hartmann & Braun, Nemacka)
Pneumatski reaktor sa unutrasnjom recirkulacijom (Beograd, Srbija)
Autoklav (Sutjeska, Beograd, Srbija)

Brojac kolonija (Funke Gerber, Berlin, Nemacka)

Rucni refraktometar (Boeco, Hamburg, Nemacka)

Rotacioni viskozimetar (Alpha series-Fungilab, Barselona, Spanija)
Vlagomer (MAR 50/1 mg Radwag, Radom, Poljska)
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3.2. Metode

3.2.1. Odredivanje transfruktozilacione aktivnosti

Aktivnost enzima FT iz komercijalnih enzimskih preparata Pectinex® Ultra SP-L, Viscozyme® L
i Viscoflow® je odredena pracenjem pocetne Kkinetike sinteze FOS. Naime, u erlenamjeru koji je
sadrZzao 5 mL rastvora saharoze koncentracije 500 g/L i koji je termostatiran na 50 °C na
orbitalnoj mesalici (IKA® KS 4000i control) dodata je odredena koli¢ina enzimskog preparata
(100 pL). Izvodenjem reakcije sinteze pri brzini meSanja od 120 rpm, u prvih 30 min od pocetka
reakcije uzimani su uzorci (100 pL), razblaZeni deset puta destilovanom vodom i dalje tretirani
u termosSejkeru (ThermoMixer® C) 5 min na 100 °C pri brzini meSanja od 300 o/min radi
prekidanja reakcije. Uzorci su potom filtrirani koriS¢enjem filtera sa velicinom pora od 0,45 pm
i analizirani upotrebom te¢ne hromatografije pod visokim pritiskom (HPLC, High-Performance
Liquid Chromatography). Konstruisanjem grafika zavisnosti koncentracije FOS i vremena
reakcije, preko dobijenog nagiba koji ilustruje pocetnu brzinu reakcije izraCunata je i FT
aktivnost. Jedna jedinica FT aktivnosti (IU) je definisana kao koli¢ina enzima koja katalizuje
formiranje 1 pumol FOS po min pod ta¢no definisanim reakcionim uslovima. Prema opisanom
postupku, odredeno je da preparat Pectinex® Ultra SP-L ima aktivnost FT od 255 IU/mL.

3.2.2. Odredivanje pektinoliticke aktivnosti

Pracenje pektinoliticke aktivnosti izvedeno je u cilju provere selektivnosti imobilizacije FT u
odnosu na pektinaze iz primenjenog komercijalnog enzimskog preparata Pectinex® Ultra SP-L.

Pektinoliticka aktivnost iz komercijalnog preparata Pectinex® Ultra SP-L odredena je
pracenjem pocetne kinetike hidrolize pektina i merenjem koncentracije nastalih redukuju¢ih
Secera DNS metodom [246]. Za ovu svrhu, koriS¢en je DNS reagens koji se priprema
rastvaranjem 8 g NaOH i 5 g dinitrosalicilne kiseline u 150 mL destilovane vode i 150 g
C4H4KNaOsu 100 mL destilovane vode. Pripremljeni rastvori se meSaju i razblaze destilovanom
vodom do zapremine od 0,5 mL. Za odredivanje aktivnosti pektinaza, koris¢en je rastvor
pektina koncentracije 0,5 % (w/v) koji je pripremljen upotrebom 0,1 M acetatnog pufera (pH
4,5). Rastvor je potom zagrevan na 50 °C na magnetnoj meSalici radi potpunog rastvaranja.
Reakcija hidrolize je izvedena u erlenmajeru koji je sadrZzao 10 mL rastvora pektina i 0,25 %
(v/v) enzimske smeSe na orbitalnoj meSalici na 50 °C pri brzini meSanja od 120 o/min.
Hidroliza pektina je pra¢ena pomenutom DNS metodom koja je podrazumevala uzimanje
odredene koli¢ine uzorka (0,25 mL) u prvih 30 min, dodavanje identi¢ne koli¢ine DNS reagensa
(0,25 mL), kuvanje u klju¢alom vodenom kupatilu 5 min, i potom dodavanje destilovane vode
(2 mL). Apsorbanca dobijenih uzoraka je merena spektrofotometrijski na 540 nm. Na osnovu
dobijene vrednosti apsorbanci i nagiba prethodno konstruisane standardne prave, odredena je
koncentracija glukoze (redukujuc¢ih Secera) iz koje je proracunata pektinoliticka aktivnost.
Jedna jedinica aktivnosti (IU) je definisana kao koli¢ina enzima koja katalise formiranje 1 pmol
redukujuc¢ih Secera po min pod tacno definisanim reakcionim uslovima. Prema opisanom
postupku, odredeno je da preparat Pectinex® Ultra SP-L ima aktivnost pektinaza od 605 IU/mL.

Za konstruisanje standardne prave, koriS¢en je rastvor glukoze koncentracije 10 mM.
Pripremom serije razblaZenja i analize uzoraka DNS metodom dobijene su razli¢ite vrednosti
apsorbance, a na osnovu grafika zavisnosti apsorbance i koncentracije glukoze, dobijen je nagib
standardne prave (1,1771 x 10-1mM-1) koji je koris¢en za odredivanje koncentracije
redukujucih Secera.
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Slika 3.1. Standardna prava za odredivanje koncentracije redukujuc¢ih Se¢era DNS metodom

3.2.3. Odredivanje proteina

3.2.3.1. Odredivanje koncentracije proteina metodom po Loriju

Koncentracija proteina u enzimskom preparatu i uzorcima odredena je modifikovanom
Lorijevom metodom [247]. Ova metoda ukljucuje upotrebu alkalnog rastvora bakra koji sa
atomima azota iz peptidne veze proteina formira kompleks i redukuje se do jednovalentnog
bakra. Dalji tok metode ukljucuje upotrebu Folinovog reagensa koji reaguje sa formiranim
kompleksom i redukuje se u molibden-volfram plavo. Nastalo plavo obojenje koje se formira
kao posledica reakcije sa proteinima, spektofotometrijski se detektuje na 650 nm. Za
odredivanje proteina modifikovanom metodom po Loriju KkoriS¢eni su rastvori koji se
pripremaju na sledeci nacin:

Rastvor A: 2 g C4H4KNaOs i 100 g Na2COs3 se rastvori u 500 mL rastvora NaOH (1 M) i razblazi
destilovanom vodom do 1 L.

Rastvor B: 2 g C4H4KNaOe i 1 g Cu2S04 x 5 H20 se rastvori u 90 mL destilovane vode i dopuni do
100 mL rastvorom NaOH (1 M).

Rastvor C: 1 zapremina Folin-ovog reagensa (2 M) se razblaZi sa 15 zapremina destilovane vode.

Postupak izvodenja ove metode ukljucuje upotrebu 1 mL uzorka i 0,9 mL rastvora A, inkubiranje u
vodenom kupatilu 10 min na 50 °C, a zatim hladenje do sobne temperature. Nakon toga dodaje se
0,1 mL rastvora B uz ucestalo meSanje na vorteksu i inkubira na sobnoj temperaturi najmanje
10 min. Uzorak se dalje tretira sa 3 mL rastvora C uz meSsanje, a potom se inkubira 10 min na 50 °C.
Posle hladnjenja do sobne temperature, meri se apsorbanca na talasnoj duzini od 650 nm.
Kontrolni uzorak je sadrZzao 1 mL destilovane vode (umesto zorka) i tretiran je na identic¢an nacin.
Sadrzaj proteina u uzorku (mg/mL) se odreduje preko nagiba konstruisane standardne prave
(3,17833 mL/mg) koja se dobija na osnovu izmerenih apsorbanci rastvora razlicitih
koncentracija proteina (0,1-0,5 mg/mL) koriS¢enjem albumina iz govedeg seruma (Bovine
Serum Albumin, BSA) (slika 3.2).
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Slika 3.2. Standardna prava za odredivanje koncentracije proteina Lorijevom metodom

3.2.3.2. Odredivanje koncentracije proteina metodom po Bredfordu

Za odredivanje koncentracije proteina koris¢ena je takode i Bredfordova metoda [248] koja se
zasniva se na reakciji aminokiselina (najCeSce arginina) sa anjonskim oblikom molekula komasi
plave boje (Coomassie Blue G-250) dajuci plavo obojeni kompleks. Ova metoda podrazumeva
upotrebu Bredfordovog reagensa koji se priprema tako Sto se najpre rastvori 100 mg plave boje
u 50 mL etanola (95 %), zatim doda 100 mL fosforne kiseline (85 %) i sud dopuni destilovanom
vodom do zapremine od 1L. Rastvor se potom filtrira i cuva u tamnoj boci ne duze od 1 meseca.
Za analizu je koriS¢ena odredena koli¢ina uzorka (20 pL) i 1 mL Bredfordovog reagensa. Nakon
5 min trajanja reakcije, merena je apsorbanca na talasnoj duzini od 590 nm. Koncentracija
proteina u uzorcima je odredena na osnovu dobijene apsorbance uzorka i nagiba standardne
prave (5,406 x 101 mL/mg). Standardna prava je konstruisana koriS¢enjem razli¢itih
koncentrcija rastvora BSA (0,1-1,0 mg/mL). Prema ovoj metodi utvrdeno je da je u prepratu
Pectinex® Ultra SP-L prisutno 10 mg/mL proteina.
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Slika 3.3. Standardna prava za odredivanje koncentracije proteina Bredfordovom metodom
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3.2.4. Odredivanje koncentracije ugljenih hidrata HPLC metodom

Kvantifikacija sastava uzoraka odredena je KkoriS¢enjem Dionex Ultimate 3000 Thermo
Scientific HPLC uredaja. Radi definisanja sastava ugljenih hidrata, koriS¢ena je Agilent Hi-Plex
Ca2* kolona za Secere (300 mm x 7,7 mm, 8 um) na temperaturi od 80 °C. Kao mobilna faza
koris¢ena je voda HPLC Cistoce, sa protokom od 0,6 mL/min. Prisutne Se¢erne komponente su
detektovane upotrebom RI detektora, a za prikupljanje i obradu podataka koriS¢en je program
Chromeleon 7.2 Data System. Za konstruisanje kalibracione prave radi kvantitativnhog
odredivanja prisutnih ugljenih hidrata koriS¢eni su standardi glukoze, fruktoze, saharoze,
1- kestoze (FOS 3), nistoze (FOS 4) i 1-fruktofuranozil nistoze (FOS 5) (slika 3.4).
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Slika 3.4. Standardna prava za odredivanje ugljenih hidrata HPLC metodom

3.2.5. Enzimska sinteza FOS upotrebom slobodnog enzima

Reakcije enzimske sinteze FOS upotrebom slobodnog enzima su izvedene u S$lifovanim
erlenmajerima u kojima je inicijalno dodato 50 mL rastvora saharoze definisane koncentracije.
Erlenmajeri su termostatirani na Zeljenoj temperaturi reakcije u orbitalnoj mesalici nakon cega
je dodata definisana koli¢ina enzimskog preparata Pectinex® Ultra SP-L. Reakcije su izvedene
pri brzini meSanja od 120 rpm, a u ta¢no definisanim vremenskim intervalima u periodu od
0- 24 h uzimani su uzorci (100 pL), razblaZeni deset puta, tretirani u termosSejkeru 5 min na
100 °C pri brzini meSanja od 300 rpm zbog prekidanja reakcije i dalje analizirani na HPLC-u.
Radi utvrdivanja optimalnih uslova sinteze FOS, ispitan je uticaj operativnih parametara koji
ukljuCuju temperaturu (30-70 °C), pH (4,0-8,0), koncentraciju supstrata (100-700g/L) i
koncentraciju enzima (1-5 % (v/v)). Prilikom sprovodenja pomenutih eksperimenata u kojima
su varirani pojedinacni parametri, ostali parametri su bili konstantni.

3.2.5.1. Parametri pracenja procesa enzimske sinteze FOS

Parametri koji su koriS¢eni za definisanje i prac¢enje reakcija sinteze FOS poput udela FOS u
ukupnim ugljenim hidratima (%), stepena hidrolize saharoze (%) i produktivnosti (g FOS/mL),
dobijeni su koriS¢enjem sledec¢ih jednacina:

Udeo FOS u ukupnim ugljenim hidratima = % X 100 %, (10)

uk
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Stepen konverzije saharoze = (C"E—Ct) X 100 % (11)
0

Produktivnost = % X 100 % (12)
E

gde je: Co - pocetna koncentracija saharoze, Ct - koncentracija saharoze u definisanom
vremenu, Cros -koncentracija FOS, Cuk - ukupna koncentracija svih ugljenih hidrata, mros: -
masa FOS u definisanom vremenu, a Ve - uneta zapremina enzimskog preparata.

3.2.6. Imobilizacija enzima

3.2.6.1. Modifikacije nanocestica za imobilizaciju

3.2.6.1.1. Modifikacija neporoznih nanocestica silike 3-aminopropiltrimetoksisilanom
(APTMS-om)

U stakleni balon je odmereno 300 mg neporoznih komercijalnih nanocestica silike (FNS) i
dodato 1,18 mL APTMS-a, 36 mL toluena i 50 pL trietilamina uz kontinuirano dovodenje azota
u trajanju od 48 h. Reakcija modifikacije je izvedena na 25 °C uz konstantno meSanje na
magnetnoj mesalici. Nakon zavrSene modifikacije, Cestice su filtrirane, isprane tri puta
koriS¢enjem 5 mL toluena, a zatim podvrgnute i ultrazvuku radi uklanjanja aminosilana. Ovako
dobijena preciS¢ena amino-modifikovana silika (AFNS) je potom suSena 24 h u vakuum su$nici
na 40 °C, a nakon toga do upotrebe ¢uvana u eksikatoru.

3.2.6.1.2. Aktivacija amino-modifikovanih nanocestica silike cijanuril-hloridom

U stakleni balon je odmereno 200 mg amino-modifikovanih nanocestica silike (AFNS) i dodato
1 g cijanuril-hlorida, 70 mL acetona i 50 pL trietilamina uz konstantno mes$anje na magnetnoj
meSalici. Proces aktivacije je izveden na 0 °C u trajanju od 2 h. Nakon toga, Cestice aktivirane
cijanuril-hloridom (CCAFNS) su filtrirane, isprane tri puta koriS¢enjem 5 mL acetona, a potom
suSene 24 h u vakuum susnici na 40 °C i do upotrebe cuvane u eksikatoru.

3.2.6.2. Priprema makroporoznih nosaca za imobilizaciju

Za izvodenje imobilizacije i modifikacije makroporoznog nosaca Purolite® A109, pre same
upotrebe neophodno je izvrsiti pripremu samog nosaca. U erlenmajeru, u kojem je odmerena
odredena koli¢ina nosaca, dodat je rastvor H2S04 (5 %) tako da povrSina Cestica bude u
potpunosti prekrivena i postavljen u ultrazvucno kupatilo 15 min. Nakon toga, vakuum
filtracijom su odvojene &estice i isprane velikom koli¢inom destilovane vode. Cestice su potom
vratene u erlenmajer i identicnim postupkom tretirane rastvorom NaOH (1 M), a zatim i
acetonitrilom. Nakom vakuum filtracije i temeljnog ispiranja vodom, cestice su ostavljene na
25 °C, radi suSenja. Nosac pripremljen po opisanoj proceduri, je spreman za modifikaciju i
imobilizaciju.

3.2.6.3. Modifikacije makroporoznih nosaca za imobilizaciju

3.2.6.3.1. Modifikacija makroporoznog nosaca upotrebom epihlorhidrina

Uvodenje epoksidnih grupa na povrsini nosaca Purolite® A109 je izvedeno inkubiranjem 1 g
preciS¢enog nosaca sa 330 ul epihlorhidrina i 3 mL rastvora NaOH (1M). Erlenmajer sa
pomenutim komponentama je postavljen na orbitalnu mesalicu u cilju odvijanja reakcije na
temperaturi od 55 °C u trajanju od 30 min pri brzini meSanja 100 o/min. Po zavrSetku reakcije,
nosac je profiltriran, dva puta ispran acetonom i postavljen na susenje u vakuum susnici na
40 °C, 24 h. Nosa¢ modifikovan na ovaj nacin je stabilan duZi vremenski period.
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3.2.6.3.2. Modifikacija makroporoznog nosaca upotrebom glutaraldehida (GA)

Upotrebom razli¢itih koncentracija GA moguce je izvrsiti dve modifikacije koje rezultiraju
formiranjem monomera (0,5% GA) i dimera (15 % GA) na povrSini nosaca. Najpre su
pripremljene razliCite koncentracije rastvora GA (0,5 i 15%) u zapremini od 5 mlL,
rastvaranjem inicijalnog rastvora GA u 200 mM fosfatnom puferu (pH 7,0), a nakon toga je
proveren pH jer izrazito visoke vrednosti mogu ukazati na pojavu polimerizacije GA.
Modifikacija 15 % GA je izvedena inkubiranjem 50 mg nosaca sa 200 uL pripremljenog rastvora
ove koncentracije u plasti¢noj vijali zapremine 5 mL koja je postavljena na roler Sejker 15 h na
25 °C uz blago meSanje. Nosac je potom filtriran i ispran 25 mM fosfatnim puferom, a potom i
destilovanom vodom. U slucaju upotrebe 0,5 % GA, postupak modifikacije je izveden na isti
nacin, s tim Sto je vreme trajanja reakcije iznosilo 1 h. Ovako pripremljeni nosaci su stabilni
24 hna4°C.

3.2.6.4. Desorpcija enzima

Radi utvrdivanja tipa prisutnih veza, imobilisani preparati su tretirani rastvorima kalcijum-
hlorida i tritona. Najpre su tretirani 1M rastvorom CaClz 1 h na 25 °C uz blago meS$anje na roler
Sejkeru u cilju utvrdivanja prisutnih elektrostatickih interakcija. Nakon toga, odvojeni su
supernatanti koji su dalje koriS¢eni za odredivanje proteina, a imobilisani preparati su ispirani
tri puta destilovanom vodom i kori$éeni za odredivanje FT aktivnosti. Imobilisani preparati su
potom tretirani tritonom X-100 radi utvdivanja prisutnih hidrofobnih interakcija. Ostvarena FT
aktivnost nakon ovog tretmana sugeriSe na prisustvo kovalentnih veza.

3.2.6.5. Odredjivanje koncentracije amino grupa na povrsini nosaca

Koncentracija amino grupa na povrs$ini nosaca utvrdena je titracijom koja ukljuc¢uje upotrebu
rastvora NaOH (10 mM). Naime, 50 mg modifikovanih cestica Purolite® A109 je inkubirano u
25 mL rastvora HCl (10 mM) u trajanju od 30 min, a potom i odvojeno centrifugiranjem.
Dobijeni supernatant (25 mL) je titrisan rastvorom NaOH u prisustvu fenolftaleina kao
indikatora. Prema utroSenoj zapremini NaOH, preracunata je koncentracija amino grupa na
povrsini nosaca i izraZzena kao pmol/g nosaca.

3.2.6.6. Odredjivanje koncentracije epoksidnih grupa na povrsini nosaca

Koncentracija epoksidnih grupa je utvrdena titracijom, upotrebom rastvora HBr/CH3COOH koji
je pripremljen rastvaranjem 6 mL HBr (45%) u 250 mL CH3COOH. U sud je odmereno 100 mg
Cestica, dodato 20 mL benzena, 10 mL glacijalne CH3COOH i nekiliko kapi kristal violet boje
rastvorene u CH3COOH (1 %) kao indikatora. Prema utroSenoj zapremini rastvora za titraciju i
prethodno dobijenog nagiba standardne prave (4,9 x 10-3 mL/pmol), odredena je koncentracija
epoksidnih grupa (umol/g nosaca). Standardna prava je konstruisana na osnovu utroSene
zapremine rastvora HBr/CH3COOH i unete koliCine epihlorhidrina. Izvedena je titracija
rastvora koji su pored 20 mL benzena, 10 mL glacijalne CH3COOH i indikatora sadrzali i
razli¢itu koli¢inu epihlorhidrina (200-1000 pmol).

3.2.6.7. Protokol i optimizacija imobilizacije FT

3.2.6.7.1. Protokol i optimizacija imobilizacije FT na nanocestice silike

FT iz enzimskog preparata Pectinex® Ultra SP-L je imobilisana na nemodifikovane (FNS),
amino-modifikovane (AFNS) i cijanuril-hloridom aktivirane amino-modifikovane nanocestice
silike (CCAFNS) koris¢enjem definisane koli¢ine nosaca, pufera i enzima. Prilikom imobilizacije
FT na FNS nanocestice, u ependorfima zapremine 2 mL, odmereno je 10 mg nosaca, a zatim
dodato 50 pL enzima i 950 pL odgovarajuceg pufera. Radi optimizacije procesa, variran je
najpre uticaj pH (4,0-7,0), a nakon izbora optimalne vrednosti, ispitan je i uticaj koncentracije
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enzima (10-250 mg proteina/g nosaca) i vremena imobilizacije (1-5 h). Imobilizacija FT na
AFNS i CCAFNS nanocestice radi optimizacije procesa je izvedena na identi¢an nacin, varirani
su pH, vreme imobilizacije i koncentracija enzima (10-250 mg proteina/g nosaca) variranjem
koli¢ine nosaca (2-50 mg) i odrzavanjem fiksne koli¢ine enzimskog preparata (50 pL) i pufera
(950 pL). Pripremljene smeSe za imobilizaciju su potom postavljene na roler Sejker na 25 °C, a
nakon definisanog vremena imobilizacije centrifugirane 10 min pri 13000 o/min. Supernatant
je odvojen zbog odredivanja proteina, a nosac sa imobilisanim enzimom upotrebljen u reakciji
sinteze FOS radi odredivanja aktivnosti prema proceduri opisanoj u poglavlju 3.2.1.

3.2.6.7.2. Protokol i optimizacija selektivnhe imobilizacije FT na polimetakrilatne
porozne nosace

FT iz preparata Pectinex® Ultra SP-L je imobilisana na polimetakrilatne smole Purolite
Lifetech™ ECR8409F, ECR8806M i ECR8285F. Za tu svrhu koris¢eno je 50 mg suvog nosaca,
4,9 mL fosfatnog pufera i 0,1 mL enzima (koncentracija enzimskog preprarata u smesi za
imobilizaciju odgovara vrednosti 20 mg proteina/g nosaca). Fosfatni pufer molarne
koncentracije 0,1 M (pH 7,0) je koris¢en za Lifetech™ nosace ECR8806M i ECR8285F, dok je
pufer veceg molariteta (1 M) upotrebljen za imobilizaciju enzima na Lifetech™ ECR8409F
nosac. Smesa za imobilizaciju je postavljena na roler Sejker, na 25 °C u trajanju od 1h u slucaju
nosaca ECR8409F i ECR8285F i 24 h u slucaju ECR8806M. Po zavrsetku imobilizacije,
supernatant je odvojen i iskoriS¢en za odredivanje sadrZaja proteina, dok je nosac ispiran tri
puta koriS¢enim puferom i upotrebljen u reakciji sinteze FOS u cilju odredivanja
transfruktozilacione aktivnosti po proceduri opisanoj u poglavlju 3.2.1. Nakon selekcije nosaca
za dalji rad, izvedena je i detaljna optimizacija procesa imobilizacije FT ispitivanjem uticaja pH
(0,1M i 1M acetetni (pH4,0-5,0) i fosfatni pufer (pH 6,0-7,0)), koncentracije enzima
(10- 200 mg/g nosaca) i vremena imobilizacije (1-5h za ECR8409F i 1-24 h za ECR8285F).
Prilikom variranja pojedinacnih parametara, ostali su odrZani konstantnim. Nakon izbora
najpogodnijeg nosaca, ispitana je i pektinoliticka aktivnost radi utvrdivanja selektivnosti.
Selektivnost je odredena kao odnos prinosa transfruktozilacione i pektinoliticke aktivnosti.

3.2.6.7.3. Protokol i optimizacija selektivnhe imobilizacije FT na nemodifikovani
makroporozni nosac

FT i pektinaze iz preparata Pectinex® Ultra SP-L imobilisane su na nosac¢ Purolite® A109
upotrebom 50 mg prethodno pripremljenog nosaca, 4,75 mL puferskog rastvora i 0,25 mL
enzima (50 mg proteina/g nosaca). SmeSa za imobilizaciju je postavljena na roler Sejker, na
25 °C uz blago mesanje. Optimizacija procesa imobilizacije je izvedena variranjem pH (4,0-7,0),
koncentracije enzima (20-200 mg/g nosaca) i vremena imobilizacije (1-7 h). Za postizanje
pH 4,01 5,0 koriS¢en je 0,1M acetatni, dok je za pH 6,0 i 7,0 koriS¢en 0,1 M fosfatni pufer. Nakon
imobilizacije, odvojen je supernatant i ispitan sadrzaj proteina, dok je imobilisani preparat
iskoriS¢en za ispitivanje transfruktozilacione i pektnoliticke aktivnosti prema proceduri
opisanoj u poglavlju 3.2.11i 3.2.2,, redom.

3.2.6.7.4. Protokol i optimizacija selektivne imobilizacije FT na epoksi-modifikovani
makroporozni nosac

FT iz preparata Pectinex® Ultra SP-L je imobilisana na epoksi-modifikovanu polistirensku
smolu Purolite® A109 dvostepenim postupkom koji ukljuCuje najpre adsorpciju enzima, a
potom uspostavljanje kovalentnih veza promenom uslova imobilizacije. Adsorpcija FT je
izvedena upotrebom 50 mg modifikovanog nosaca, 50 mM puferskog rastvora ¢iji je pH u
opsegu 4,0-7,0 i enzimskog preparata koncentracije 10 mg/g nosaca u ukupnoj zapremini od
1 mL uz blago meSanje na roler Sejkeru u trajanju od 3 h. Nakon toga, supernatant je odvojen,

i izvrSena izmena pufera upotrebom 50 mM fosfatnog pufera pH 9,0 u trajanju do 24 h, takode
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uz blago mesSanje na roler Sejkeru na 25 °C. Po zavrSetku, superanatant je odvojen i analiziran
na sadrZaj proteina, a imobilisani preparat iskoriS¢en za odredivanje transfruktozilacione i
pektinazne aktivnosti. Nakon utvrdivanja optimalnog pH, ispitan je i uticaj koncentracije
enzima (2-40 mg/g nosaca).

3.2.6.7.5. Protokol i optimizacija selektivne imobilizacije FT na GA-modifikovani
makroporozni nosac

FT iz preparata Pectinex® Ultra SP-L je imobilisana na GA-modifikovane nosace upotrebom
50 mg modifikovanog nosaca. Optimizacija selektivne imobilizacije FT je izvedena variranjem
puferskog rastvora koncentracije 0,1M ¢iji je pH u opsegu od 4,0-7,0, vremena imobilizacije (3,
5, 7 i 24 h) i koncentracije enzima (10-200 mg/g nosaca). Nakon imobilizacije, odvojen je
supernatant i ispitan sadrZaj proteina, dok je imobilisani preparat iskoriS¢en za ispitivanje
transfruktozilacione i pektnoliticke aktivnosti (poglavlja 3.2.11 3.2.2.).

3.2.6.7.6. Protokol i optimizacija umreZavanja enzima upotrebom GA

Da bi se izvrSilo umreZavanje enzima, prvo je izvedena adsorpcija FT na nosac Purolite® A109,
a nakon toga uveden GA. Adsorpcija je izvedena pod prethodno utvrdenim optimalnim
uslovima. UmreZavanje adsorbovanog enzima izvedeno je suspendovanjem 50 mg nosaca u
1 mL 0,5 % rastvora GA koji je prethodno pripremljen koriS¢enjem 25 mM fosfatnog pufera
(pH 7,0). Ovako pripremljena smesa ostavljena je na roler Sejker 1 h na 25 °C. Suspenzija je
potom filtrirana, dok je viSak GA ispran 25 mM fosfatnim puferom. Nakon toga, Cestice su
ostavljene 20 h na 25 °C, a potom upotrebljene za odredivanje transfruktozilacione aktivnosti
(poglavlje 3.2.1). Ispitivanjem uticaja koncentracije GA i vremena trajanja na umreZavanje
enzima izvedena je i optimizacija ovog procesa. S tim u vezi, pored 0,5 % (v/v) GAi1 h, ispitane
su koncentracije GA od 11 2,5 % (v/v) kao i vreme umreZavanjaod 3i5 h.

3.2.6.8. Parametri procesa imobilizacije enzima

Proces imobilizacije enzima za nosac bliZe definiSu sledeci parametri: aktivnost imobilisanog
preparata (AKT, IU/g nosaca), prinos aktivnosti (AlY (activity immobilization yield), %), prinos
imobilizacije (IY (immobilization yield), %) i specificna aktivnost enzima (SA, 1U/mg prot).
Dobijaju se izracunavanjem preko sledecih jednacina:

AlY = :I’;; x 100 % (13)
Iy = $£0=CPSN & 100 % (14)
PO
sa=—2"C_ x100% (15)
Cpo—Cpsn

gde je: Cpo - koncentracija unetih proteina (mg/mL), Cesn - koncentracija proteina u
supernatantu nakon imobilizacije (mg/mL), AKT -aktivnost (IU/g nosaca), a AKTo - uneta
aktivnost imobilisanog preparata (IU/g nosaca).

3.2.7. Termicka stabilnost

Termicka stabilnost slobodnog i imobilisanog enzima je ispitana njihovim inkubiranjem na
razli¢itim temperaturama (55-70°C) u trajanju od 3 h. Naime, inkubirano je 50 mg
imobilisanog enzima i ekvivalentna koli¢ina slobodnog enzima u cilju dobijanja iste aktivnosti.
U definisanim vremenskim intervalima ispitana je aktivnost slobodnog i imobilisanog enzima
prema proceduri opisanoj u poglavlju 3.2.1 u cilju odredivanja parametara koji detaljnije
definiSu proces inaktivacije (brzina inaktivacije, poluvreme inaktivacije enzima i energija
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inaktivacije). Termicka stabilnost je prikazana kao relativna aktivnost (%) u odnosu na pocetnu
aktivnost koja je proglasena kao 100 %.

Brzina inaktivacije (kq, 1/h) se dobija logaritmovanjem eksponencijalnog modela deaktivacije i

konstruisanjem grafika zavisnosti odnosa aktivnosti i vcemena inkubacije (jednacina 16) [249].
@y _

In e kg xt (16)

gde su At i Ao ispoljena aktivnost nakon definisanog vremena i pocCetna aktivnost, redom (IU/g

nosaca za imobilisani i [U/mL za slobodni enzim)

Poluvreme inaktivacije enzima na odredenoj temperaturi inkubacije (ti/2, h) je izracunato
preko sledece jednacine:

In2
ly2 = :_d (17)

Energija inaktivacije (E4, kJ]/mol) je odredena preko logaritmovanog oblika Arenijusove
jednacine na osnovu linearne regresije In kaq i T-1 [250].

4 Ea
Ink; =InA — (18)

gde je A - specifi¢na konstanta deaktivacije, R - univerzalna gasna konstanta (8,314 J/mol K) i
T - absolutna temperatura (K)

3.2.8. Operativna stabilnost

Operativna stabilnost pripremljenog imobilisanog enzimskog preparata je ispitana izvodenjem
reakcije sinteze FOS u SarZnom i pneumatskom reaktorskom sistemu pri prethodno utvrdenom
vremenu trajanja reakcije nakon Cega je imobilisani enzim odvojen iz smeSe centrifugiranjem,
temeljno ispran destilovanom vodom i ponovo upotrebljen u reakciji sinteze u narednom
ciklusu. U periodu trajanja ciklusa (karakteristicno za svaki imobilisani enzimski preparat) u
odredenim vremenskim intervalima uzimani su uzorci i na identi¢an nacin kao u poglavlju 3.2.5.
tretirani i pripremani za HPLC analizu. Operativna stabilnost je kao i termicka, izraZena kao
relativna vrednost.

3.2.9. Enzimska sinteza FOS upotrebom imobilisanog enzima u
Ssarznom reaktorskom sistemu

Za pracenje toka reakcije transfruktozilacije i procene efikasnosti imobilisanih preparata u
Sarznom rezimu rada koriSéen je rastvor saharoze koncentracije 500 g/L zapremine 20 mL kao
i razli¢ite koncentracije imobilisanog preparata (0,5, 5 i 10 % (w/v)) u slu€aju primene
nemodifikovanog i 1 i 10 % (w/v) epoksi-modifikovanog nosaca Purolite® A109) pod
prethodno utvrdenim optimalnim uslovima. Reakcije su izvedene u Slifovanim erlenamjerima
na orbitalnoj tresilici na 50 °C pri brzini mesanja od 120 o/min u trajanju od 24 h. Uzorci su u
definisanim vremenskim intervalima uzimani i tretirani prema proceduri opisanoj u poglavlju
3.2.5.

3.2.10. Enzimska sinteza FOS upotrebom imobilisanog enzima u
pneumatskom (air-lift) reaktorskom sistemu

[zvodenje sinteze FOS u pneumatskom reaktorskom sistemu sa unutrasnjom recirkulacijom je
izvedeno upotrebom aparature Sematski prikazane na slici 3.5. KoriS¢en je pneumatsko reaktor
sledec¢ih osnovnih dimenzija: visina 40 cm, visina unutrasnje cevi 20 cm, prec¢nik spoljasnje cevi
30 mm i precnik unutrasnje cevi 19 mm. Eksperimenti su izvedeni uvodenjem rastvora
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saharoze koncentracije 500 g/L (150 mL), podeSavanjem protoka vazduha obezbedujuci
adekvatno meSanje (50 mL/s) i dodavanjem imobilisanog enzimskog preparata. Takode, i u
ovom sistemu je ispitan uticaj koncentracije upotrebljenog imobilisanog preparata (0,5, 5 i
10% (w/v) u slucaju primene nemodifikovanog i 1 i 10% (w/v) u slucaju epoksi-
modifikovanog nosaca Purolite® A109) dobijenog pod prethodno utvrdenim optimalnim
uslovima. Reakcije sinteze su pracene 24 h pri ¢emu su uzimani uzorci i tretirani na identican
nacin kao u poglavlju 3.2.5. U ovom reaktorskom sistemu ispitana je i moguc¢nost odvijanja
kontinualnog procesa uvodenjem supstrata tj. vodenog ratsvora saharoze i izvodenjem
proizvoda u momentu dostizanja maksimalnog prinosa FOS. Za realizaciju kontinualnog
procesa koriS¢ena je koncentracija imobilisanog preparata od 10 % (w/v).

a) b)
f [ "
Izvodenje ' . Izvodenije W .
vazduha EC vazduha = [ -
I N
Peristalticka pumpa
| T ®
| -}
O . O Peristalticka pumpa
W ) A WTET 0
Vazduh - s Vazduh Mrthg
> @ >
Proizvod
e .o e . reakcije
I° |7
it
o 1 ..
' @
] e o

Rastvor
saharoze

| Imobilisani preparat - Imobilisani preparat

f}— Uvodenje vazduha — Uvodenje vazduha

Slika 3.5. Sematski prikaz konfiguracije pneumatskog reaktora u: a) $arznomib)
kontinualnom reZimu rada

3.2.11. FTIR analiza

Za dobijanje FTIR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy) spektra odmereno je 2 g uzorka
tj. nemodifikovanog, modifikovanog i modifikovanog nosaca sa enzimom koji je preveden u
formu praha, pomesSan sa KBr i presovan hidraulickom presom. FTIR spektri su snimljeni na
25 °C u opsegu od 400-4000 cm-! i rezoluciji 4 cm! koriS¢enjem spektrofotometra.

3.2.12. PreciScavanje dobijene smese FOS

3.2.12.1. Priprema smesSe FOS za preciS¢avanje

Smesa FOS koriS¢ena za dalje preciS¢avanje dobijena je prema proceduri opisanoj u poglavlju
3.2.4. izvodenjem reakcije transfruktozilacije pod prethodno utvrdenim optimalnim uslovima.
Naime, za potrebe preciS¢avanja pripremljena je vecéa kolicina smese, te je stoga u erlenmajer
zapremine 1 L dodato 500 mL vodenog rastvora saharoze koncentracije 500 g/L i 1% (v/v)
enzimske smeSe Pectinex® Ultra SP-L radi pokretanja reakcije. Nakon 24 h, celokupna
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zapremina je inkubirana 10 min na 100 °C u kljucalom vodenom kupatilu zbog deaktivacije
enzima.

3.2.12.2. Aparatura za izvodenje procesa preciScavanja

viv /7

Proces preciS¢avanja FOS od neZeljenih di- i monosaharida ukljucuje procese nanofiltracije i
dijafiltracije. Stoga, za izvodenje ovih eksperimenata koriS¢ena je slede¢a oprema: sud sa
napojnom smesSom, magnetna mesalica, membranska pumpa, metalno kuc¢iste sa kontrolnim
ventilom za podeSavanje protoka i manometrom za merenje pritiska u kojem je smeSten
membranski modul, prihvatni sud za permeat, sud sa destilovanom vodom, peristalticka pumpa
i vodeno kupatilo. Sematski prikaz aparature i faza pre¢i$éavanja dat je na slici 3.6.

a) Nanofiltracija b) Dijafiltracija
Pocetak — Pocetak Permeat
® S X el lPermeat Q E— E’ D l
=" ) Membranski modul Q ®
pumpa
. Peristalticka pumpa U
Retentat Retentat
° e
°
°
D ®e o ° 4 ®® ) . °® :

Potetna smesa za pretiScavanje Prihvatni sud za permeat Sud sa destilovanom
vodom

o Smesa za preciséavanje

Permeat

Kraj B Kraj .
Q ® S . lpermeat Q Q ® S’ > 1

Retentat Retentat

Smesa za pretiséavanje Finalni proizvod

Slika 3.6. Sematski prikaz aparature za izvodenje procesa nano- i dijafiltracije

3.2.12.3. Protokol i optimizacija procesa preciS¢avanja

Za izvodenje serije eksperimenata koji ukljucuju proces preciS¢avanja smeSe FOS koriS¢eni su
membranski moduli sa aktivnim slojem poliamida i razli¢itom raspodelom pora (NFW (300-
500 Da), NDX (500-700 Da) i NFG (600-800 Da)). Prema deklaraciji proizvodaca, duZina
pomenutih membrana je 30,50 cm, spoljasnji prec¢nik 4,60 cm, a unutrasnji 1,59 cm. Detaljnije
karakteristike membrana dobijene od proizvodaca su prikazane u tabeli 3.1.

Tabela 3.1. Karakteristike nanofiltracionih tankoslojnih kompozitnih membrana deklarisanih od
strane proizvodaca

Odbijanje  Odbijanje Odbijanje

Model Polimer MWCO laktoze MgSO04 NaCl
NFW Poliamid 300-500 Da 98,5 % 97 % 20 %
NDX Poliamid 500-700 Da 90 % 95 % 40 %
NFG Poliamid 600-800 Da 60 % 50 % 10 %

Pre pocetka procesa precis¢avanja, u sistem je najpre uvedena destilovana voda radi temeljnog
ispiranja membrane. Napojna smeSa zapremine 1,50 L. koja je pripremljena razblaZivanjem
prethodno sintetisane smeSe FOS destilovanom vodom do Zeljene koncentracije ukupnih
ugljenih hidrata, postavljena je na magnetnu mesalicu radi zagrevanja do postizanja odredene
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temperature. Pokretanjem membranske pumpe, uvedena je u sistem i termostatirana na
temperaturi procesa, reciruklacijom. Otvaranjem kontrolnog ventila i izvodenjem permeata iz
sistema definisanim protokom, zapocet je proces nanofiltracije. Na svakih 150 mL prikupljenog
permeata, uzimani su uzorci iz oba izlaza (retentat i permeat) i dalje analizirani na HPLC-u.
[zvodenjem definisane koli¢ine permeata, dolazi do koncentrovanja inicijalne napojne smese.
U momentu koncentrisanja napojne smese deset puta tj. pri ostatku 150 mL inicijalne napojne
smese, zapocCet je proces dijafiltracije uvodenjem destilovane vode protokom koji je identi¢can
protoku izvodenja permeata. Na ovaj nacin uspostavljeno je odrzavanje konstante zapremine
sistema, a uzorci su uzimani na identi¢an nacin radi prac¢enja toka procesa. Optimizacija procesa
preciS¢avanja u cilju dobijanja proizvoda Sto vece Cistoce ali i prinosa, izvedena je ispitivanjem
uticaja veli¢ine pora primenjenih membrana (300-500 Da, 500-700 Da i 600-800 Da), ali i
variranjem procesnih parametara poput temperature (20-45 °C), koncentracije ukupnih
ugljenih hidrata u napojnoj smesi (1-5 % (v/v)) i protoka sistema (10-45 mL/min). Variranjem
pojedinacnih parametara, ostali su zadrzani konstantnim u cilju utvrdivanja najboljih uslova za
izvodenje procesa preciS¢avanja. Po zavrsSetku svakog eksperimenta, sistem je ispiran najpre
destilovanom vodom, a potom i rastvorom za ¢uvanje membrane tj. 1 % rastvorom natrijum-
bisulfita radi sprecavanja pojave kontaminacije. PreciS¢ena smeSa dobijena izvodenjem
procesa pod utvrdenim optimalnim uslovima je podvrgnuta liofilizaciji i u formi praha
upotrebljena za ispitivanje prebiotskog potencijala na modelu koji simulira procese u donjem
delu GIT-a (debelom crevu) tj. TIM-2 modelu.

3.2.12.4. Parametri procesa precis¢avanja

Parametri koji definisu proces preciS¢avanja upotrebom membranskih modula su: koeficijent
odbijanja (R (rejection coefficient)), cistoéa (Pu (purity), %), prinos precis¢éavanja (Y
(purification yield), %) i faktor precisé¢enosti (FP).

Kao $to je pomenuto u poglavlju 2.8.1.4. koeficijent odbijanja se moZe odrediti iz retentata i
permeata. Koeficijent odbijanja se iz retentata moZe izraCunati na osnovu nagiba dobijenog

primenom jednacine 8, dok se iz permeata moze izracunati primenom jednacine 9.

S obzirom na to da je osnovni cilj izdvojiti iz inicijalne smese FOS od necisto¢a koje su u obliku
manjih molekula poput glukoze, fruktoze i saharoze, za definisanje efikasnosti odvijanja
procesa preciScavanja su od velike vaZznosti parametri poput cistoce (Pu) i prinosa
precis¢avanja (Y) koji se mogu preracunati preko sledecih jednacina [230, 251]:

Pu = ——UkFOS_ 5 100 % (21)

M yk uglj.hidr.

Cuk FOS, kraj X VFkraj Myk FOS, kraj
Y = u , Kkraj kraj _ u Jkraj X 100 % (22)

Cuk FOS,potetak X VF,poEetak Myk FOS,poéetak

gde muk ros predstavlja zbir masa FOS 3, FOS 4 i FOS 5 u retentatu, u definisanom momentu, muk.
ugli. hidr. Predstavlja zbir masa saharoze, glukoze, fruktoze i ukupnih FOS u definisanom
momentu, Cuk Fos, potetak, Cuk FOs, kraj predstavlja zbir koncentracija FOS 3, FOS 41 FOS 5 u retentatu
na pocetku i na kraju procesa preciS¢avanja, redom, dok VF, potetak i VF, kraj predstavljaju
zapreminu smese za preciS¢avanje na pocetku i na kraju procesa.

Pored cistoce (odnosi se na FOS), udeo komponente n moZe biti odreden preko sledece
jednacine:

Udeo komponente = ——2— x 100 % (23)

m yk uglj.hidr.

Faktor preciS¢enosti (FP) predstavlja parametar kojim se definiSe koliko je puta povecana
Cisto¢a komponente n u smesi u odnosu na pocetnu koli¢inu te komponente. Ovo izracunavanje
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se moze izvrSiti na nekoliko nacina, a u ovom slucaju je to odnos cisto¢e FOS u ukupnim
ugljenim hidratima nakon i pre precis¢avanja [251]:

FP = __Puros (%) (24)

Pupos potetak (%)

3.2.13. Enzimska sinteza FOS i precCis¢avanje u membranskom
reaktoru

S obzirom na to da membranski reaktor podrazumeva sistem u kojem se simultano moze
odvijati i sinteza i preciS¢avanje smeSe FOS, za izvodenje ovih eksperimenata koris¢en je
rastvor saharoze koncentracije 50 g/L. Naime, rastvor supstrata u zapremini od 500 mL je
najpre termostatiran na 40 °C, recirkulacijom kroz sistem, a nakon umesSavanja dodata je i
definisana koli¢ina enzimskog preparata u te¢noj formi kako bi koncentracija u sistemu iznosila
1 % (v/v). 0d momenta dodavanja enzima i recirkulacijom retentata favorizovano je izvodenje
reakcije sinteze FOS, a okretanjem ventila i izvodjenjem permeata protokom 22 mL/min u
definisanom vremenskom intervalu od pocetka reakcije pokrenut je i proces preciS¢avanja
dobijene smese. [zvodenjem dijafiltracije, tj. uvodenjem destilovane vode iz drugog prihvatnog
suda upotrebom peristalticke pumpe identicnim protokom omoguceno je odrZavanje
konstantne zapremine pocetne smese. Na svakih 150 mL permeata uzimani su uzorci, tretirani
5 min na 100 °C u termoSejkeru radi deaktivacije enzima, filtrirani i analizirani na HPLC
sistemu.

Zbog prirode procesa koji se odvijaju u membranskom reaktoru, optimizacija procesa je
izvedena variranjem vremena trajanja reakcije tj. vremena pocetka preciS¢avanja (30 min i
2 h), dok su ostali parametri ostali nepromenjeni. U cilju utvrdivanja efikasnosti odvijanja
procesa u ovakvom sistemu, dobijeni podaci su uporedeni sa vrednostima dobijenih u Sarznom
reaktorskom sistemu.

3.2.14. Ispitivanje rasta mikroorganizma i odredivanje standardne
prave

Za ispitivanje rasta mikroorganizama koriS¢ene su odgovarajuce hranljive podloge koje su
pripremane prema uputstvu proizvodaca. Naime, za Lactiplantibacillus plantarum 299v (u
daljem tekstu L. plantarum) i Lacticaseibacillus rhamnosus GG (u daljem tekstu L. rhamnosus)
koriS¢en je MRS bujon, za Saccharomyces boulardii CBS 5926 (u daljem tekstu S. boulardii) YPD
podloga pripremljena iz komponenti (tabela 3.2), a za Escherichia coli ATCC 25922 (u daljem
tekstu E. coli) hranljivi bujon (HB).

Tabela 3.2. Komponente koje ulaze u sastav podloge za gajenje mikroorganizma

MRS YPD
10 g/L tripton 10 g/L kvaScev ekstrakt
10 g/L mesni ekstrakt 10 g/L 1-pepton
20 g/L glukoza 20 g/L glukoza

5 g/L kvaScev ekstrakt
2 g/L K2HPO4
5 g/L Na-acetat
2 g/L (NH4)3-citrat
0,05 g/L MnS04x H20
0,2 g/L MgS0O4x 7H20
1 g/L Tween-80
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Eksperimenti su izvedeni inokuliranjem hranljive podloge prekono¢nom kulturom (inokulum)
koja je pripremljena zasejavanjem sa 4 % Ciste kulture mikroorganizma u odgovarajuci bujon.
Erlenmajeri su potom postavljeni u orbitalnoj mesalici, na odredenoj temperaturi (37 °C za
L. plantarum, L. rhamnosus i E. coli i 30°C za S. boulardii). U definisanim vremenskim
intervalima (0-24 h) uzorkovan je 0,1 mL i pomeSan sa 9,9 mL fizioloSkog rastvora (0,85 %
NaCl) u cilju pripreme odgovarajuceg razblazenja (10%). Nakon pripreme serije razblaZenja, iz
svake epruvete je odredena koli¢ina uzorka (10 puL) preneta na ¢vrstu hranljivu podlogu radi
odredivanja broja mikroorganizma. Ploce su potom termostatirane na temperaturi rasta 24 h,
a pomocu brojaca kolonija utvden je i prisutan broj (CFU/mL). Za pripremu ¢vrste hranljive
podloge koris¢en je odgovarajuci bujon u kombinaciji sa agrom (koncentracija 2 % (w/v)).

Za konstruisanje standardne prave napravljeno je nekoliko razli¢itih razblazenja prekonoéne
kulture, a zatim odredeno zamucenje (OD) spektrofotometrijski na talasnoj duZini od 600 nm
ali i broj kolonija pripremom serije razblaZenja uzorka i prenoSenjem na ploCe. Dobijanjem
korelacije OD-CFU/mL dobijen je i nagib neophodan za preracunavanje broja kolonija
prekonoéne kulture radi podeSavanja pocetnog broja pri izvodenju eksperimenata. Prema
tome, dobijeni nagib za L. plantarum je 3,0 x 10-° mL/CFU, za L. rhamnosus 5,0 x 10-° mL/CFU,
za S. boulardii 2,0 x 107 mL/CFU iza E. coli 5,0 x 10-19 mL/CFU.

3.2.15. Ispitivanje prebiotske aktivnosti proizvoda na pripadnike
crevne mikrobiote

Prebiotska aktivnost preciscene smese FOS je ispitana koriS¢enjem probiotskih kultura
L. plantarum, L. rhamnosus i S. boulardii i indikatorskog soja patogene vrste E. coli. U tu svrhu
ispitan je uticaj razlicitih koncentracija smese oligosaharida (1-5 % (w/v)) na rast pomenutih
mikroorganizama. Eksperimenti su izvedeni u erlenmajerima zapremine 50 mL, u hranljivoj
podlozi (MRS za L. plantarum i L. rhamnosus, YPD za S. boulardii i HB za E. coli) zapremine 10 mL
gde je prethodno dodata odredena koliCina testirane smeSe u formi praha. Hranljiva podloga za
probiotske kulture je pripremljena iz komponenti kako ne bi sadrzala izvor ugljenih hidrata
(glukozu), dok je komercijalna podloga (HB) koja je osiromaSena komponentama na bazi
ugljenika, koriS¢ena za ispitivanje rasta E. coli. Hranljive podloge pripremljene na ovaj nacin su
potom sterilisane u autoklavu na 121 °C. Eksperimenti su izvedeni dodavanjem odredene
kolic¢ine prekono¢ne kulture u odgovarajucu sveZe sterilisanu hranljivu podlogu kako bi pocetni
broj iznosio 1 x 107 CFU/mL za L. plantarum, L. rhamnosus i E. coli i 1 x 105 CFU/mL za
S. boulardii. Erlenmajeri su potom postavljeni u orbitalnu tresilicu na odredenoj temperaturi
(37 °C za L. plantarum, L. rhamnosus i E. coli i 30 °C za S. boulardii) radi pracenja kinetike. U
definisanim vremenskim intervalima (0-24 h) uzeti su uzorci iz svakog erlenmajera (1 mL), a
potom je pripremljena serija razblaZenja radi odredivanja broja. Kao negativna kontrola
koriS¢ena je glukoza, pa je u skladu sa tim na identi¢an nacin ispitan uticaj razliitih
koncentracija glukoze (1-5 % (w/v)) na rast pomenutih mikroorganizama umesto koris¢ene
smese oligosaharida. Prebiotski potencijal je izraZzen kao prebiotska aktivnost (PAS, prebiotic
activity score) i izraCunat preko sledece jednacine u kojoj je broj kolonija izrazen kao
logaritamska vrednost CFU/mL [252]:
pas=(%)-(32) (25)

Y1 Y2

X1 predstavlja razliku broja kolonija probiotske kulture u prisustvu testirane smesSe odredene
koncentracije nakon 24 h i broja kolonija probiotske kulture u prisustvu testirane smese
odredene koncentracije nakon 0 h
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Y1 predstavlja razliku broja kolonija probiotske kulture u prisustvu glukoze odredene
koncentracije nakon 24 h i broja kolonija probiotske kulture u prisustvu glukoze odredene
koncentracije nakon 0 h

X2 predstavlja razliku broja kolonija E. coli u prisustvu testirane smeSe odredene koncentracije
nakon 24 h i broja kolonija E. coli u prisustvu testirane smese odredene koncentracije nakon
Oh

Y2 predstavlja razliku broja kolonija E. coli u prisustvu glukoze odredene koncentracije nakon
24 h i broja kolonija E. coli u prisustvu glukoze odredene koncentracije nakon 0 h

3.2.16. Ispitivanje uticaja preciS¢ene smese FOS na pripadnike crevne
mikrobiote upotrebom in vitro TIM-2 modela

3.2.16.1. Protokol pripreme rastvora za izvodenje eksperimenata na TIM-2
modelu

Izvodenje eksperimenata na in vitro modelu TIM-2 ukljucuje pripremu sledecih rastvora po
slede¢im protokolima:

Rastvor kalcijum-hlorida: za pripremu je odmereno 45 g CaClz i dodata destilovana voda
zapremine 1 L. Po umesSavanju, pH je podeSen na 5,8.

Rastvor magnezijum-sulfata: za pripremu je odmereno 50 g MgSO4 i dodata destilovana voda
zapremine 1 L. Po umesavanju, pH je podeSen na 5,8.

Rastvora cisteina: za pripremu je odmereno 20 g cistein HCl i dodata destilovana voda
zapremine 1 L. Po umesavanju, pH je podeSen na 5,8.

Rastvor dijalizata (Dial): za pripremu je odmereno 100 g K2HPO4 x 3H20, 180 g NaCl, 0,2 g FeSO4
x 7H20, 0,2 g volovske Zuci i dodata destilovana voda zapremine 4 L. Po umeSavanju, pH je
podesSen na 5,8.

TBCO rastvor: za pripremu je odmereno 43,2 g polisorbata 80, 60 g baktopeptona, 60 g kazeina,
1,0 gvolovske Zucii dodata destilovana voda zapremine 1 L. Po umeSavanju, pH je podeSen na
5,8. Odmeravanjem 6,25 puta vecih koli¢ina, pripremljen je koncentrovaniji rastvor (6,25 x
TBCO) koji ulazi u sastav pripreme rastvora SIEM.

SIEM-CHO rastvor (SIEM rastvor bez svarljivih ugljenih hidrata): za pripremu je odmereno 100 g
TBCO, 2 g rastvora MgSO0s, 2 g rastvora cisteina, 0,2 mL rastvora vitamina, 4 mL rastvora soli
Zouten, 1 mL emulzije protiv stvaranja pene i 10 g destilovane vode. Po umeSavanju, sastojci su
dodatno umesani ru¢nim mikserom, a potom je podeSen pH na 5,8.

SIEM rastvor: za pripremu je odmereno 100 g CHO (smeSa pektina (12 g/L), ksilana (12 g/L),
arabinogalaktana (12 g/L), amilopektina (12 g/L) i skroba (100 g/L)), 25 g 6,25 x TBCO, 2 g
rastvora MgS0s4, 2 g rastvora cisteina, 0,2 mL rastvora vitamina, 4 mL rastvora soli Zouten i
1 mL emulzije protiv stvaranja pene. Po umeSavanju, sastojci su dodatno umesSani ru¢nim
mikserom, a potom je podeSen pH na 5,8.

Dijalizat: za pripremu je odmereno 500 g prethodno pripremljenog rastvora dijalizata (Dial),
50 g rastvora MgSO04, 50 g rastvora CaClz, 100 g rastvora cisteina, 5 g rastvora vitaminai4295 g
destilovane vode. Po umesavanju, pH je podeSen na 5,8.

Rastvor ugljenih hidrata (CHO): za pripremu je odmereno 12 g pektina iz kore citrusa, 12 g
ksilana, 12 g arabinogalaktana, 12 g amilopektina, 100 g skroba i dodata destilovana voda
zapremine 1 L.
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3.2.16.2. Priprema fekalnog inokuluma

Uzorci fecesa su prikupljeni od zdravih dobrovoljaca (ukupno 44 donora, starosti od 22 do 60
godina), koji nisu imali ogranic¢enja u ishrani i nisu primali antibiotsku terapiju poslednja 3
meseca od momenta uzorkovanja. U kutiji sa anaerobnom trakom su direktno prikupljeni
uzorci fecesa, pri ¢emu su ubzo i homogenizovani u anaerobnoj komori prema proceduri koju
su naveli Marisol Agire (Marisol Aguirre) i sar. u publikovanom nau¢nom radu [253]. Pre
inokulacije u TIM-2 modelu, epruvete sa homogenizovanim suspenzijama fecesa zapremine 35
mL su odmrznute u vodenom kupatilu na 37 °C u trajanju od 1 h.

3.2.16.3. Protokol izvodenja eksperimenata na TIM-2 modelu

TIM-2 model predstavlja kompijuterski kontrolisan in vitro model koji se sastoji od 4 jedinica
od kojih svaka oponasa procese u ljudskom debelom crevu. Ovaj sistem omogucava
podesSavanje parametara Sto pribliZnije realnim uslovima, pa prema tome simulira temperaturu
tela od 37 °C, pH lumena (5,8), anaerobne uslove, peristalticke pokrete, a sadrzi i membrane za
uklanjanje mikrobnim metabolita. Naime, za izvodenje eksperimenta najpre je uveden fekalni
inokulum preko sterilnog plasticnog Sprica, koji je pripremljen u anaerobnom kabinetu
umesSavanjem sveZe odledene suspenije fecesa i rastvora dijalizata u donosu 1:1. Svaka jedinica
je inokulisana sa standardizovanom razblaZenom suspenzijom fecesa (60 mL). Takode, za
potrebe ovog eksperimenta neophodno je napuniti sterilne plasti¢ne Spriceve simuliranim
efluksnim medijumom (eng. Simulated Ileal Efflux Medium, SIEM) koji po sastavu oponasa
komponente koje dospevaju u ljudsko debelo crevo preko tankog creva u zapremini od 45 mL.
Eksperiment pocinje hranjenjem mikrobiote preko Sprica koji je napunjen hranom (SIEM) u
trajanju od 16 h pri cemu se ova faza naziva ,,adaptacioni period“. Po utrosku hrane i zavrsetku
perioda adaptacije, sistem je zaustavljen na 2 h izazivajudi izgladnjivanje mikroba, pa prema
tome ova faza predstavlja ,period gladovanja“. Nakon toga, izvrSeno je uzorkovanje lumena i
dijalizata, predstavljajuci nulti vremenski period. Priklju¢ivanjem Spriceva koji su sadrzali SIEM
(za dobijanje kontrolnog uzorka u duplikatu) i Spriceva koji su bili ispunjeni smeSom SIEM-CHO
i uzorka (precis¢ena smesa FOS) u koncentraciji 7,5 g/dan, u zapremini od 60 mL, zapoceto je
dodavanje hrane, a ujedno i testirani period. Uzorci iz lumena i dijalizata su prikupljeni nakon
24,481 72 h, pri Cemu je po uzorkovanju vrSena izmena Spriceva tj. hrane novom koli¢inom
(60 mL). Protok uvodenja hrane je digitalno podesSen i iznosio je 2,5 mL/h. Prikupljeni uzorci
su istog trenutka zaledeni koris¢enjem te¢nog azota, a potom skladisteni na -80 °C.

3.2.16.4. Analiza uzoraka dobijenih sa TIM-2 modela

Uzorci iz dijalizata analizirani su na gasnoj hromatografiji (GC) radi utvrdivanja sadrzaja SCFA
(sirCetna, propionska i buterna kiselina), BCFA (eng. Branched Chain Fatty Acid) (izo-buterna i
izo-valerijanska Kiselina), amonijaka i laktata. Uzorci koji su dobijeni iz lumena koriS¢eni su za
analizu sastava mikrobiote, ali i za analize na GC. Naime, analize na GC sistemu (8890 GC
System, Agilent, Holandija) zahtevaju prethodnu pripremu uzoraka. Uzorci iz lumena najpre su
centrifugirani 10 min na 14.000 o/min, a potom je 150 uL supernatanta pomesano sa 550 pL
rastvora internog standarda za c¢iju su pripremu koriS¢eni mravlja kiselina, metanol,
destilovana voda i 2-etil buterna kiselina. Uzorci dijalizata su pripremljeni umeSavanjem
300 pL uzorka i 400 uL internog standarda. Koncentracija organskih kiselina je odredena na
osnovu prethodno konstruisane standardne prave upotrebom standardnih rastvora.

Za analizu sastava mikrobiote, najpre su iz uzoraka dobijenih iz lumena izolovani DNK molekuli
koris¢enjem QIAamp Fast DNA Stool kita (QIAGEN GmbH, Hilden, Nemacka), a potom je
pomocu Qubit 3.0 fluorimetra (Invitrogen, Waltam, USA) izvrSeno odredivanje koncentracije
izolovane DNK. Potom je izvedeno sekvenciranje primenom Illumina MiSeq sistema gde su
dobijene sekvence u FASTQ formatu. Neobradene sekvence u FASTQ formatu su zatim
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analizirane u softverskom paketu Quantitative Insights Into Microbial Ecology 2 (QIIME-2,
v2023.9) [254]. Nakon procene kvaliteta i filtriranja, sekvence su klasifikovane u varijante
ampliconskih sekvenci (ASVs - Amplicon Sequencing Variants) pomo¢u dada2 paketa u R
softveru (R Statistical Computing Software) [255]. Taksonomska Klasifikacija odredena je
koriS¢enjem SILVA baze podataka (Silva Comprehensive Ribosomal RNA Database, v138.2),
dok je filogenetsko stablo konstruisano q2-phylogeny funkcijom u okviru QIIME2 [256, 257].
Singletoni su uklonjeni pre statisticke analize, a relativna zastupljenost bakterija procenjena je
na taksonomskim nivoima tipa, reda, familije i roda.

3.2.16.4.1. Statisticka analiza uzoraka dobijenih sa TIM-2 modela

FOS smesa je ispitivana u duplikatu, dok je kontrolna SIEM smesa ispitivana u triplikatu.
StatistiCka analiza izvrSena je u R softveru (v 4.3.3) uz pakete phyloseq, giime2R, microeco i
MicrobiomeStat [258, 259]. Za ispitivanja strukture mikrobnog ekosistema odredivani su
razli¢iti parametri za procenu a i  diverziteta. a-diverzitet analiziran je ratunanjem Senonovog
indeksa (Shannon diversity index), koji uzima u obzir raznovrsnost i ravnomernost distribucije
mikrobnih zajednica.

Senon indeks se izracunava primenom sledece formule [260]:

H=-%_1p:In(®) (26)
gde je:

S- ukupan broj taksona
pi- relativna ucestalost svakog taksona

Razlike u p-diverzitetu izmedu grupa procenjene su na osnovu ponderisanih UniFrac distanci
(Weighted UniFrac distances), dok je PERMANOVA analiza (Permutational Multivariate
Analysis of Variance, adonis2, 999 permutacija) koriS¢ena za statisticku evaluaciju razlika (p <
0,05) [261]. Vizualizacija distanci f-diverziteta izvrSena je pomocu analize glavnih koordinata
(Principal Coordinate Analysis, PCoA) i analize glavnih komponenti (Principal Component
Analysis, PCA) sa centrovanim logaritamski transformisanim (Centered Log-Ratio, CLR)
podacima.

Longitudinalne promene u sastavu mikrobiote analizirane su na razli¢itim taksonomskim
nivoima, a podaci normalizovani metodom ukupne sume (Total Sum Scaling, TSS). Za analizu
diferencijalne zastupljenosti bakterija primenjen je LinDA metod (Linear Model for Differential
Abundance Analysis) iz MicrobiomeStat paketa [262]. Razlike u relativnim zastupljenostima
bakterijskih grupa izmedu 24, 48 72 h eksperimenta procenjene su Association test funkcijom
iz istog paketa. Statisticka znacajnost odredena je primenom Benjamini-Hochberg korekcije
(Benjamini-Hochberg False Discovery Rate, FDR) (q < 0,05). Longitudinalne varijacije
diferencijalno zastupljenih rodova prikazane su grafickim prikazima vulkanskog tipa.

3.2.16.4.2. Analiza kratkolanc¢anih masnih Kiselina

Proizvodnja organskih kiselina analizirana je u GraphPad Prism softveru (v10.2.3), a razlike
medu grupama testirane su ANOVA metodom (Analysis of Variance) sa Fisherovim LSD testom
(Least Significant Difference, p < 0,05). Spearmanova korelacija (Spearman correlation
analysis) izmedu koncentracija organskih kiselina i bakterijskih rodova analizirana je nakon
eliminacije rodova sa zastupljeno$¢u < 0,01 % (q < 0,05, microeco paket).
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3.2.17. Enzimska sinteza FOS u javorovom sirupu

U realnom sistemu kakvim se smatra javorov sirup, izvedena je optimizacija sinteze FOS
upotrebom FT iz Pectinex® Ultra SP-L. Kako su koncentracija supstrata i pH definisani samom
prirodom proizvoda, ispitan je uticaj temperature (30-80°C) i koncentracije enzimskog
preparata (1-5 % (v/v)) nareakciju biokonverzije saharoze. Reakcija je prekidana zagrevanjem
reakcione smeSe sirupa 5 min u klju¢alom vodenom kupatilu na 100 °C. Nakon izbora
optimalnih parametara, ispitana je i direktna upotreba razli¢itih imobilisanih enzimskih
preparata u cilju produkcije FOS. Tok sinteze je ispitan unosom identi¢nog broja jedinica koje
odgovaraju izabranoj optimalnoj koncentraciji slobodnog enzima. Reakcija je prekidana
uklanjanjem imobilisanog enzima i zagrevanjem reakcione smese sirupa 5 min u klju¢alom
vodenom kupatilu na 100 °C. Prema identi¢noj proceduri opisanoj u poglavlju 3.2.8, ispitana je
i operativna stabilnost upotrebljenih imobilisanih preparata u javorovom sirupu.

3.2.17.1. Odredivanje fizicko-hemijskih karakteristika javorovog sirupa

Parametri poput transmisije (prolaznost svetlosti), pH, viskoziteta, gustine i suve materije su
odredeni za nemodifikovani i modifikovani javorov sirup na sledec¢i nac¢in. Naime, propusnost
(%) je odredena spektrofotometrijski na talasnoj duzini od 560 nm, viskoznost (mPa s)
upotrebom rotacionog viskozimetra na 23 °C i brzini mesanja 50 o/min, suva materija (°Brix)
koriS¢enjem ru¢nog refraktometra na 25 °C, dok je za odredivanje gustine (g/mL) upotrebljen
piknometar. Takode, ispitana je i stabilnost FOS ¢uvanjem modifikovanog sirupa na 4 °C u
periodu od jedne godine. Stabilnost FOS je izraZzena kao relativna vrednost udela FOS u
poredenju sa udelom FOS inicijalnog modifikovanog sirupa.

3.2.17.2. Senzorna analiza

Po dobijanju potpunih informacija o senzornom testu, ucesnici su dobrovoljno dali pismenu
saglasnost pre svog ucesca. U realizaciji senzorne analize ucestvovalo je 40 neobucenih
uCesnika koji su ocenjivali proizvode (nemodifikovan i modifikovan javorov sirup) prema
slede¢im parametrima: boja, aroma, slatkoca, gorc¢ina, drvenast ukus, karamelizovan ukus,
tekstura i ukupan utisak koristeci hedonisticku skalu od 9 tacaka (nizak (1-3), srednji (4-6) i
visok (7-9)).

3.2.17.3. Ispitivanje prebiotske aktivnosti modifikovanog javorovog sirupa
na pripadnike crevne mikrobiote

Prebiotska aktivnost modifikovanog javorovog sirupa je ispitana prema protokolu opisanom u
poglavlju 3.2.15. Naime, ispitan je uticaj razli¢itih koncentracija sirupa (1-5 % (v/v)) na rast
odabranih mikroorganizama. Medutim, kako je ispitivani uzorak u tec¢noj formi, radi
sprecavanja narusavanja incijalne koncentracije podloge dodavanjem razlicitih kolicina sirupa,
pripremljene su koncentrovanije hranljive podloge. Prebiotiska aktivnost je takode izra¢unata
preko jednacine 25.

3.2.17.4. Odredivanje sadrZaja polifenola

Sadrzaj ukupnih polifenola je odreden prema sledecoj proceduri: 50 pL uzorka je tretirano sa
250 pL Folinovog reagensa (Folin-Ciocalteu), a potom i sa 3 mL destilovane vode. Nakon jednog
minuta, dodat je 1 mL 15 % rastvora Naz2COs i odredena koli¢ina destilovane vode do ukupne
zapremine od 5 mL. Uzorci su zatim inkubirani 2 h u mraku, a nakon toga je upotrebom
spektrofotometra izvrSeno merenje apsorbance na talasnoj duzini od 750 nm. Na osnovu
dobijene vrednosti apsorbance i nagiba prethodno konstruisane standardne prave (1,1 x 10-
3mg GAE/L), dobijen je ukupan sadrZaj polifenola kao izraZzen mg GAE (ekvivalnet galne
kiseline)/L. Merenje je izvedeno u odnosu na kontrolu koja je dobijena prema identi¢noj
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proceduri, upotrebom destilovane vode umesto uzorka. Za izradu standardne prave koris¢ena
je galna Kkiselina, tj. pripremljeni su rastvori razlicitih koncentracija (1-1500 mg/L) koji su
tretirani prema identi¢noj proceduri.

Za definisanje prisutnih polifenolnih jedinjenja u uzorcima, koris¢en je HPLC uredaj i reverzno-
fazna Eclipse Plus C-18 kolona (4,6 mm x150 mm, 5 um) na temperaturi od 25 °C. Razdvajanje
komponenti je omoguceno primenom linearnog gradijenta sa slede¢im sistemom rastvaraca:
voda sa 0,05 % mravlje Kiseline (rastvarac¢ A) i metanol sa 0,05 % mravlje Kiseline (rastvarac
B). Najpre je zapoceto gradijentno eluiranje sa 5-95 % rastvora B do 42 min, a potom od 42,1
do 48 min izokratsko eluiranje 5 % rastvorom B pri brzini protoka 1 mL/min. Ova metoda je
koriS¢ena za analizu uzoraka javorovog sirupa koji su 10 puta razblaZeni. Detekcija proizvoda
u uzorcima je izvedena pri talasnoj duzini od 280 i 350 nm [263].

3.2.17.5. Odredivanje antioksidativne aktivnosti

Za odredivanje aktioksidativne aktivnosti koriS¢ena je FRAP metoda [264] koja se zasniva na
redukciji Fe(Ill)-tripiridil-triazin kompleksa [Fe3*-TPTZ] do Fe(Il)-tripiridil triazina [Fe2+-
TPTZ] u kiseloj sredini. Za ovu analizu neophodan je FRAP reagens koji se priprema na sledeci
nacin: 300 mM acetatni pufer se pomesa sa 10 mM TPTZ (priprema se rastvaranjem u 40 mM
HCI) i 20 mM FeCl3 u odnosu 10:1:1. Nakon pripreme, 50 pl uzorka se pomesa sa 1,5 mL
reagensa, vorteksira i inkubira u mraku 5 min. Po zavrSetku inkubacije, spektrofotometrijski se
odreduje apsorbanca na talasnoj duzini od 593 nm, a dobijena aktioksidativna aktivnost se
izraCunava koriS¢enjem nagiba standardne prave (6,878 x 10-1 mmol Fe?*/L). Merenje je
izvedeno u odnosu na kontrolu koja je dobijena prema identi¢noj proceduri, upotrebom FRAP
reagensa. Standardna prava je dobijena upotrebom razlic¢itih koncentracija rastvora FeSO4
(0,2- 1,0 mmol/L) koji su tretirani na isti nacin.
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

Cilj istraZivanja ove doktorske disertacije je bio usmeren na ostvarivanje doprinosa u razvoju
postupaka sinteze FOS upotrebom slobodnog i imobilisanog enzima koris¢enjem razli¢itih
funkcionalnih nosaca, zatim na realizaciji postupaka preciS¢avanja proizvoda koriS¢enjem
membranskih separacionih tehnika, ali i na primeni procesa sinteze FOS u potencijalnim
kompleksnim proizvodima na bazi saharoze u cilju razvoja funkcionalnog proizvoda.

Prvi deo istrazivanja je orijentisan ka selekciji najpogodnijeg komercijalnog enzimskog
preparata za sintezu FOS i detaljnoj optimizaciji klju¢nih procesnih parametara reakcije
transfruktozilacije sa aspekta prinosa i produktivnosti FOS u cilju razvijanja efikasnog i
ekonomski opravdanog procesa koji rezultira dobijanjem smeSe Zeljenog sastava. U narednoj
fazi, istrazivanja su fokusirana na dobijanje stabilnog i visokoaktivnog imobilisanog enzimskog
preparata razli¢itim tehnikama imobilizacije kao i na razvoju kontinualnih postupaka
proizvodnje u reaktorskim konfiguracijima radi intenzifikacije procesa sinteze FOS. Kako se kao
izvor enzima FT primenjuje komercijalni enzimski preparat Pectinex® Ultra SP-L koji
predstavlja mesavinu razli¢itih enzima medu kojima dominiraju pektinaze, istraZivanja su
usmerena i na obezbedivanju dodatne funkcije imobilisanog preparata tj. selektivnosti. Ovim
pristupom omoguceno je vezivanje ciljanog enzima, a ujedno i delimicno preciS¢avanje FT od
pektinaza, celulaza i drugih hidrolitickih enzima prisutnih u komercijalnoj smesi radi dalje
implementacije u brojnim supstratima prehrambene industrije na bazi saharoze sa ciljem
unapredenja nutritivnih i funkcionalnih karakteristika proizvoda. Poslednji deo istraZivanja je
fokusiran na optimizaciju i razvoj odrZivih i efikasnih postupaka precis¢avanja dobijene smese
FOS tehnikama nano- i dijafiltracije, ali i na utvrdivanju prebiotskog efekta preciS¢ene smese
ne samo mikrobioloskim testovima koji ukljucuju primenu pojedinac¢nih predstavnika crevne
mikrobiote, ve¢ i upotrebom in vitro dinamickog modela TIM-2 koji simulira procese koji se
odvijaju u debelom crevu. Pored toga, istraZivanja su takode usmerena i ka primeni
membranskog reaktorskog sistema koji ima za cilj obezbedivanje dvostruke funkcije t;j.
simultano izvodenje enzimske sinteze i preciS¢avanje FOS, uz smanjenje vremena trajanja
procesa. Za kraj istraZivanja, steCena znanja o razvijenim postupcima enzimske konverzije
saharoze u FOS primenjena su i na druge sisteme, poput javorovog sirupa, u cilju dobijanja
funkcionalnog proizvoda obogacenog prebioticima.

4.1. Selekcija komercijalnog enzimskog preparata

Radi izvodenja enzimski katalizovane reakcije transfruktozilacije u cilju produkcije FOS ispitani
su pojedini industrijski enzimski preparati. Naime, smeSe pektinolitickih i celulitickih enzima
sa transfruktozilacionom aktivno$¢éu poput Pectinex® Ultra SP-L, Viscozyme® L i Viscoflow® su
primenjene za sintezu prebiotika. Postignuti rezultati su uporedno prikazani na slici 4.1 sa koje
se moZe sagledati da sva tri primenjena preparata poseduju potencijal za sintezu FOS. Imajuci
u vidu ostvarene maksimalne udele FOS u ukupnim ugljenim hidratima u slu¢aju primene
enzimskih preparata Pectinex® Ultra SP-L i Viscozyme® L (oko 60 % nakon 24 h), evidentno je
da ovi preparati pokazuju uporedivu i znatno bolju aktivnost u odnosu na enzimski preparat
Viscoflow® kod kojeg su dobijeni udeli bili znacajno manji (ispod 30,0 % nakon 48 h). Pored
toga Sto su se dva primenjena preparata pokazala kao odli¢ni producenti FOS, prilikom izbora
enzima vazno je sagledati i cenu koja najceSce predstavlja bitnu stavku u ukupnim troskovima
procesa. Maloprodajne cene preparata Pectinex® Ultra SP-L i Viscozyme® L su sli¢ne i iznose
oko 30 €/L. Uzimajuci u obzir njihovu podjednaku efikasnost kao i podatak da su okvirne cene
preparata skoro identi¢ne, enzimski preparat Pectinex® Ultra SP-L, u kojem dominiraju
pektinolicki enzimi u poredenju sa Viscozyme® L u kojem pored pektinaza, ksilanaza i
hemicelulaza preovladavaju f-glukanaze [265], je izabran za dalji rad.
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Slika 4.1. Uporedni prikaz poredenja udela FOS u reakcionim smeSama koriS¢enjem razlicitih
enzimskih preparata

Vodec¢i razlog priloZenog izbora smese, pored toga Sto se razvijanjem postupaka sinteze moZze
dobiti proizvod bogat prebioticima, jeste i njena potencijalna primena kao izvora FT u
prehrambenim proizvodima razlic¢itog sastava sa Sto manjim naruSavanjem njihovih inicijalnih
svojstava. Naime, prostor za obezbedivanje dodatne funkcije pomenutog industrijskog
preparata, pruZa izvodenje selektivne imobilizacije FT, Sto takode predstavlja jedan od ciljeva
ove doktorske disertacije. Ovakvim pristupom bi bilo omoguéeno delimi¢no precis¢avanje
preparata od dominantnih hidrolitickih enzima - pektinaza, a posledi¢no i obezbedena dodatna
primena komercijalne smeSe.

4.2. Enzimska sinteza FOS sa slobodnim enzimom

Uzimajuci u obzir ¢injenicu da je reakcija transfruktozilacije kineticki kontrolisana i da se sastav
proizvoda moZe menjati variranjem kontrolnih parametara [266], u ovom poglavlju prikazana
je detaljna optimizacija procesa enzimske sinteze. U vezi sa tim, ispitan je uticaj pH,
temperature, koncentracije enzima i supstrata na biokonverziju saharoze koriS¢enjem
komercijalnog preparata Pectinex® Ultra SP-L [191]. S obzirom na to da i vreme trajanja
reakcije predstavlja vazan parametar koji diktira sastav kona¢nog proizvoda, prilikom izbora
optimalnih uslova, bi¢e razmatran i ovaj faktor. Pored osnovnog cilja koji ukljucuje razvijanje
efikasnog procesa dobijanja smesSe bogate FOS, od velike je vaZnosti da se razvijeni proces moze
preneti i na druge supstrate bogate saharozom radi direktne produkcije bioaktivnih molekula i
stvaranja proizvoda koji bi mogli biti deklarisani kao funkcionalni.

Da vreme reakcije ima znacajan uticaj na sastav reakcione smeSe najbolje ukazuju rezultati
eksperimenta u kojem je ispitivan tok enzimske sinteze FOS koji je izveden koriS¢enjem
rastvora saharoze (500 g/L) pripremljenog u 0,1 M natrijum acetatnom puferu (pH 5,5) pri
koncentraciji enzima od 2,55 IU/mL na temperaturi od 50 °C. Na osnovu promene profila
pojedinac¢nih komponenti (slika 4.2) uocava se da odigravanjem reakcije dolazi do troSenja
saharoze na sintezu FOS, jer koncentracija saharoze konstantno opada tokom celog ispitivanog
perioda. Istovremeno, koncentracija ukupnih FOS naglo raste u prvih 10 h, a zatim prelazi u
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stacionarnu fazu. Period stagnacije se moZe bolje razumeti detaljnim pregledom
koncentracionih profila FOS razli¢itih stepena polimerizacije prikazanih na slici 4.2. MoZe se
primetiti da dolazi prvo do stvaranja FOS 3, i da je u prvih 6 h ova komponenta glavni proizvod
reakcije, nakon Cega dobija ulogu akceptora fruktozne jedinice za formiranje FOS 4. Nagli rast
FOS 3 se usporava usled trosenja ovog jedinjenja u sintezi tetrasaharida, iako i dalje dolazi do
sinteze trisaharida. U nekom trenutku, oko 12 h, preovladava potroSnja FOS 3, dok u ovom
periodu sinteza FOS 4 postaje dominantna. Pri kraju ispitivanog reakcionog perioda, nakon
stvaranja odgovarajucih koncentracija FOS 4, pocinje sinteza FOS 5. Sporednim proizvodima
ove reakcije smatraju se glukoza, fruktoza i neproreagovala saharoza. Zanemarljiva
koncentracija fruktoze ukazuje na dominaciju reakcije transfruktozilacije nad hidrolizom.

S obzirom na gore pomenutu sloZenost sinteze FOS, neophodno je pazljivo proucavanje
reakcionih uslova kako bi se dobila reakciona smesa Zeljenog sastava. Stoga, izvedena je serija
eksperimenata enzimske sinteze FOS variranjem klju¢nih reakcionih faktora kako bi se izabrali
najpogodniji za efikasno dobijanje smeSe bogate prebioticima.

250 —=—F0S3
a) 500 - —v¥— Ukupni FOS b) & FOS 4
—A— Saharoza 1 /-—/‘l‘l\ — A FOSS
1 —&— Fruktoza \
200
e
= 400 - Glukoza _
S 2 ] \-
3 &
= = 150
= 300 I ©
& i3] ]
ot
Q2004 8 100 /
5 =
< e ] e
e ® Y
100 50 /
—A
0 llmmn = n = 5= T T .y Ofann®” 4 4 4 4 : . :
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
Vreme trajanja reakcije (h) Vreme trajanja reakcije (h)

Slika 4.2. Vremenski tok enzimske sinteze FOS u pogledu promene a) svih komponenti smese
b) individualnih FOS.

4.2.1. Uticaj pH i temperature

Kao Sto je pomenuto i u teorijskom delu ove disertacije (poglavlje 2.5.2), efekat
eksperimentalnih uslova poput pH i temperature zavisi od prirode koriS¢enog enzima [38].
Enzimi su osetljivi na promene pH, jer moZe do¢i do promene stanja jonizacije aminokiselina
koje su sastavni deo strukture enzima, a samim tim i do promene strukture i oblika enzima.
Ovakav efekat moZe rezultirati promenom aktivnosti ili dovesti ¢ak do potpune inaktivacije
enzima [267]. Kako je promena pH usko povezana sa promenom aktivnosti, ovaj parametar
ostvaruje znacajan uticaj na brzinu enzimske reakcije, dok je uticaj na prinos FOS cesto
neznatan [266].

Reakcija sinteze FOS je izvedena u medijumima koje karakteriSe Sirok raspon pH vrednosti
(4,0-8,0) pri koncentraciji saharoze 500 g/L i enzima 2,55 IU/mL na temperaturi od 50 °C, a
dobijeni rezultati su prikazani na slici 4.3. Prikazani profili promene udela FOS su sli¢ni i u
skladu sa navodima koje su prijavili Vega-Paulino i Zuniga-Hansen, da promena pH ostvaruje
mali uticaj na prinos proizvoda [125]. Sa grafika se moZe primetiti da je FT iz smeSe Pectinex®
Ultra SP-L aktivna pri svim ispitanim pH vrednostima, kao i da je preparat posebno pogodan za
sintezu FOS pri pH vrednostima ve¢im od 4,0 zbog ostvarenih udela FOS koji iznose 58,5-
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60,2 %. Na osnovu grafika koji ilustruje promenu pocetne brzine reakcije pri razli¢itim
ispitanim pH vrednostima moZe se uociti da je najveta pocetna brzina od 0,92 g/L min
postignuta u blago kiseloj sredini, pri pH 6,0, dok su neznatno niZe brzine od 0,891 0,90 g/L min
dobijene pri pH 5,0 i pH 7,0, redom. Pri izboru optimalnog parametra treba uzeti u obzir i
¢injenicu da je osnovna primena komercijalnog enzimskog preparata hidroliza pektina u vocu
i povréu dejstvom pektinaza u kiselim uslovima [268]. Imaju¢i ovo u vidu, u svetlu buduce
primene preparata u kompleksnim supstratima, za izvodenje sinteze FOS izabran je pH 7,0, pri
kojem neZeljena aktivnost pektinaza moZe biti potisnuta do neke mere. Pored toga, izabrana
pH vrednost omogucava i izvodenje reakcija u vodenoj sredini, ¢ineci proces jednostavnijim i
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Slika 4.3. Uticaj pH na: a) udeo FOS b) pocetnu brzinu enzimske reakcije.

U poredenju sa pH, temperatura predstvalja parametar koji moZe imati znacajan uticaj na
brzinu enzimske reakcije [125] poSto sa porastom temperature dolazi do povecanja i brzine
enzimske reakcije. Medutim, visoke temperature mogu dovesti do termickog oStecenja enzima,
a posledi¢no i do znacajnog pada aktivnosti enzima [269]. Stoga, ovaj parametar koji je
krucijalan za uspesno izvodenje enzimskih reakcija je ispitan u narednom setu eksperimenata.

Konkretno u slucaju sinteze FOS, ispitane su razli¢ite temperature izvodenja reakcije (30-70 °C)
i dobijeni rezultati eksperimenata prikazani su na slici 4.4. Primetno je da je sinteza FOS moguca
u celom ispitivanom opsegu temperatura (slika 4.4a), kao i da se sa povecanjem temperature,
brzina pocetne reakcije znacajno povecava (slika 4.4b). Da povecanje brzine reakcije utic¢e na
vreme dostizanja maksimalnog udela FOS dodatno potvrduju i ostvareni rezultati. Naime,
maksimalan udeo FOS od 56,05 %, 58,80 % i 60,4 % na temperaturi od 30,401 50 °Cje ostvaren
nakon 24 h izvodenja reakcije, a 59,63 % i 58,64 % FOS na 60 i 70 °C nakon 9 h. Prijavljeno
zapaZanje je u skladu sa podacima koje su prijavili i drugi autori koji su ispitivali uticaj
temperature na kinetiku sinteze FOS [125]. Izvodenje sinteze FOS na viSim temperaturama
rezultira znacajnim smanjenjem vremena trajanja reakcije (sa 24 na 9 h) sto dodatno potvrduju
i ostvarene pocetne brzine reakcije koje u poredenju sa brzinom od 0,53 g/L min izmerenoj na
40 °C iznose 1,611 1,38 g/L min za 60 i 70 °C, redom. Pri izboru optimalnog parametra treba
detaljno sagledati sve mogu¢nosti. Sa jedne strane, viSe temperature su poZeljne ne samo zbog
poboljSane brzine reakcije, ve¢ i zbog vece rastvorljivosti saharoze, spreCene mikrobne
kontaminacije i smanjenog viskoziteta [136], dok sa druge strane, izvodenje reakcije na visokim
temperaturama u nekim kompleksnim supstratima moze dovesti do promene boje ili ¢ak uticati
na karakteristike proizvoda [270]. U ovoj situaciji, podatak da je najveca ostvarena vrednost
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udela FOS od 60,4 % nakon 24 h trajanja reakcije dobijena na 50 °C, je bio presudan pri izboru
optimalnog parametra, pa je ova temperatura izabrana za dalji rad.
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Slika 4.4. Uticaj temperature na: a) udeo FOS b) pocetnu brzinu enzimske reakcije.

4.2.2. Uticaj koncentracije enzima

Nakon razmatranja pH i temperature, izvedeni su eksperimenti u kojima su primenjene
razli¢ite koncentracije enzima (2,55-12,75 IU/mL) kako bi se definisali optimalni uslovi za
reakciju sinteze FOS. Dobijeni rezultati su prikazani na slici 4.5, odakle se moZe videti da profili
promene udela FOS potvrduju da se upotrebom vecih koncentracija postiZe i ve¢a pocetna
brzina reakcije [125], a ujedno i kra¢e vreme dostizanja maksimalne vrednosti prinosa. Naime,
primenom najniZe koncentracije enzima od 2,55 IU/mL ostvaren je maksimalni udeo FOS od
60,44 % nakon 24 h (odgovara koncentraciji FOS od 302,2 g/L), 61,04 % FOS (305,2 g/L)
nakon 9 h u slucaju koncentracije 5,1 IlU/mL i 59,73 % FOS (298,7 g/L) nakon 4 h u uslovima
najvece koncentracije enzima (12,751U/mL). Radi pouzdanijeg utvrdivanja efekta ovog
parametra na reakciju sinteze, $to je narocito bitno sa aspekta postizanja ve¢e ekonomicnosti
procesa, neophodno je sagledati i produktivnost procesa sinteze FOS (slika 4.5b).
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Slika 4.5. Uticaj koncentracije enzima na: a) udeo FOS b) produktivnost.

Sa slike 4.5b koja ilustruje promenu produktivnosti u uslovima razliitih koncentracija enzima
sa vremenom trajanja reakcije, moze se uociti potpuno suprotan trend promene. Naime, sa
povecanjem ponudene koncentracije enzima, produktivnost opada u celom ispitivanom
vremenskom periodu. Imaju¢i u vidu da cena enzima zauzima vodee mesto u ukupnim
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troSkovima procesa kao i da se pri najniZoj koncentraciji postuzu odgovarajuci efekti,
koncentracija od 2,55 IU/mL je izabrana za dalji rad. Ovim izborom dobijena je reakciona smesSa
sledeceg sastava: 60,4 % FOS, 10,1 % saharoze i 29,5 % monosaharida.

4.2.3. Uticaj koncentracije supstrata

Pored pomenutih reakcionih parametara, koncentracija supstrata takode predstavlja vazan
faktor od kojeg zavisi kinetika sinteze FOS. Imajuéi u vidu da je koncentracija saharoze u
direktnoj korelaciji sa kolicinom sintetisanih prebiotika, ispitan je uticaj ovog parametra u
opsegu od 100-700 g/L. Tok sinteze je prikazan na slikama 4.6 i 4.7 i razmatran preko dva
razlicita izlaza: koncentracija FOS (g/L) i udeo FOS (%). Uticaj ovog faktora na pocetnu brzinu
reakcije sinteze FOS prikazan je na slici 4.6¢. Sa 4.6a je evidentno da primena vece koncentracije
direktno odreduje i dobijanje vecih koli¢ina FOS. Ovakav efekat je u skladu sa podacima iz
naucne literature [125, 271]. Pomenuti efekat moZe biti posledica vece prisutnosti molekula
koji mogu delovati kao akceptori fruktoze, favorizujuci reakciju sinteze FOS u odnosu na
hidrolizu [125]. Pri ispitanim razli¢itim koncentracijama saharoze, koncentracije FOS koje
odgovaraju ostvarenom maksimalnom prinosu se kre¢u u opsegu od 55,7-415,7 g/L (slika
4.6b).
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Slika 4.6. a) Uticaj razlic¢itih pocetnih koncentracija saharoze na koncentraciju FOS.
b) Zavisnost pocetne koncentracije saharoze i koncentracije FOS. ¢) Zavisnost pocetne brzine
reakcije od pocetne koncentracije supstrata.

Da koncentracija saharoze utie na pocetnu brzinu enzimske reakcije, najbolje ilustruje slika
4.6c. Naime, na osnovu Mihaelis-Menteninog dijagrama, moZe se primetiti da pri niZim
koncentracijama saharoze postoji linearna zavisnost pocetne brzine i poCetne koncentracije
saharoze zbog manje zasi¢enosti aktivnih mesta enzima supstratom. Daljim povecanjem
koncentracije supstrata (od 200-500 g/L) dolazi do zasi¢enja aktivnih mesta enzima, pri cemu
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maksimalna pocetna brzine reakcije (0,7 g/L min) ostaje nepromenjena. Medutim, usled
primene izrazito visokih koncentracija supstrata (u ovom slucaju koncentracije saharoze 600 i
700 g/L) dolazi do progresivnog pada pocetne brzine, a kao razlog za to moze biti inhibicija
supstratom.

Sa slike 4.7a je primetno da se skoro identican maksimalan udeo FOS u ukupnim ugljenim
hidratima od oko 60,0 % uocava u citavom ispitivanom opsegu koncentracija, s tim Sto se u
slu¢aju niZih koncentracija (100-300 g/L) postiZe pri znatno kraéem vremenu trajanja reakcije,
za razliku od upotrebljenih vecih koncentracija (400-700 g/L) kod kojih se ostvaruje nakon 12
ili 24 h. Dobijeni podaci navode na konstataciju da su ostvareni udeli FOS nezavisni od pocetne
koncentracije saharoze. Vazno je ista¢i da i po dostizanju maksimalne vrednosti FOS, daljim
trajanjem reakcije dolazi do promene sastava smese, jer sintetisani FOS 3 koji su dominantni u
momentu maksimalne konverzije deluju kao akceptori za dobijanje FOS 4, a oni dalje za FOS 5.
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Slika 4.7 a) Uticaj razlicitih pocetnih koncentracija saharoze na udeo FOS b) Zavisnost stepena
konverzije saharoze i udela FOS. Eksperimenti su izvedeni upotrebom puferskih rastvora
(0,1 M, pH 5,5) razlic¢itih koncentracija saharoze (100-700 g/L) pri koncentraciji enzima od
2,55 IU/mLna 50 °C.

Kada se dobijeni rezultati predstave preko stepena konverzije saharoze (slika 4.7b), moze se
videti da se najbolji rezultati tj. maksimalni udeo FOS od 60,0 %, postiZe pri konverziji saharoze
od pribliZno 85,0 % u svakom od izvedenih eksperimenata. Moguce objasnjenje za postojanje
ove ravnoteZne koncentracije FOS je da glukoza koja nastaje tokom reakcije deluje i kao
kompetitivni inhibitor sinteze FOS [271]. Prema tome, moZe se zakljuciti da nakon zavrSetka
reakcije u definisanom vremenu za svaku koncentraciju, dobijeni odnos komponenti ¢e biti
skoro konstantan. Ova doslednost je vaZna pri planiranju narednih eksperimenata i odlucivanju
koji su proizvodi prihvatljivi za transformaciju saharoze, buduc¢i da potencijalni proizvod mora
da ispunjava zahteve minimalne koncentracije da bi bio deklarisan kao funkcionalan.

Medutim, da su varijacije u sastavu individualnih FOS usko zavisne od pocetne koncentracije
supstrata najbolje ilustruje slika 4.8. Evidentno je da pri niskim koncentracijama saharoze,
nakon dostizanja maksimalne koli¢ine FOS 3, dalje odvijanje reakcije prati znacajan pad u
poredenju sa promenama do kojih dolazi u uslovima veée koncentracije (slika 4.8a). Izrazito
smanjenje koliCine trisaharida je posledica akceptorske aktivnosti u produkciji jedinjenja vecih
molarnih masa - FOS 4. Sintetisani FOS 4 deluju dalje kao akceptori za dobijanje FOS 5 koji
nastaju u vec¢oj meri pri koncentraciji od 100 g/L (slika 4.8b). Takode, pri niZoj koncentraciji
supstrata, pad udela FOS 4 prati ne samo formiranje pentasaharida, ve¢ i znacajno prisustvo
fruktoznih jedinica u smesi, pa se stoga moZe zakljuciti da daljim izvodenjem reakcije dolazi do
favorizovanja hidrolize. U slucaju vece koncentracije supstrata, konstantan porast FOS 4, a
posledi¢no i FOS 5 u ispitivanom opsegu trajanja reakcije upucuje na konstataciju da je
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primenom vec¢ih koncentracija saharoze favorizovana reakcija sinteze FOS. U momentu
dostizanja maksimalnog udela FOS primenom pomenutih koncentracija supstrata (nakon 3 h
za 100g/L i 24h za 500g/L) dobijene su smeSe sa evidentnim razlikama u sastavu
individualnih FOS (slika 4.8c). Prema tome, moZe primetiti da je za dobijanje adekvatne smese
sa prebiotickim karakteristikama vreme trajanja reakcije, koje pored primenjene koncentracije
supstrata diktira sastav proizvoda, od izuzetnog znacaja.
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Slika 4.8. a) Profil promene prinosa FOS 3 u uslovima primene razli€itih pocetnih
koncentracija saharoze. b) Profil promene prinosa FOS 4 i FOS 5 u uslovima primene razlic¢itih
pocetnih koncentracija saharoze. c) Sastav pojedina¢nih FOS u momentu dostizanja
maksimalnog prinosa.

Prilikom odabira optimalnih parametara za efikasnu buduc¢u primenu treba uzeti u obzir
Cinjenicu da visoke koncentracije supstrata dovode do produkcije vecih koli¢ina FOS Sto je od
velike vaznosti sa aspekta razvoja funkcionalnih proizvoda, tj. primene procesa sinteze FOS u
razli¢itim potencijalnim proizvodima na bazi saharoze. Konkretno, enzimski preparat bi se
mogao efikasno primeniti u dostupnim prehrambenim proizvodima poput melase (oko 30 %
saharoze) ili javorovog sirupa (oko 60 % saharoze) [272]. Sa druge strane, visoke koncentracije
mogu dovesti do kristalizacije saharoze ¢ime bi postojala prepreka za izvodenjem kontinualnih
procesa u reaktorskim sistemima.

Imajuci ovo u vidu i uzimajucéi u obzir ostvarene rezultate koji navode da se pri koncentraciji

saharoze od 500 i 600 g/L, maksimalan udeo FOS postiZe nakon 24 h, ali i da nisu ostvarene

drasti¢ne razlike u koncentraciji, inicijalna koncentracija saharoze od 500 g/L je izabrana kao

optimalna. Pri utvrdenim optimalnim uslovima (pH 7,0, temperatura 50 °C, koncentracija
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enzima 2,55IU/mL, koncentracija saharoze 500 g/L i vreme trajanja 24 h.) dobijena je
reakciona smesSa sledeceg sastava: 60,2 % FOS, 10,1 % saharoze i 29,7 % monosaharida.
Koncentracija ukupnih FOS iznosi 301 g/L odakle je 170 g/L FOS 3, 126 g/L FOS 4 i 5,0 g/L
FOS 5.
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4.3. Enzimska sinteza FOS sa imobilisanim enzimom

Nakon razvijanja efikasnog postupka sinteze FOS primenom slobodne FT iz komercijalnog
preparata Pectinex® Ultra SP-L, u narednoj fazi istraZivanja fokus je usmeren ka primeni
imobilisanih enzima u ove svrhe. Primarni cilj ove faze je razvijanje novih enzimskih sistema
koji se zasnivaju na imobilizaciji FT primenom razli¢itih metoda (adsorpcija, kovalentna
imobilizacija i umreZavanje), a potom i njihovo implementiranje u razli¢itim reaktorskim
konfiguracijama radi intenzifikacije procesa. Enzimi mogu biti imobilisani na nosace razliCitih
veli¢ina - od nano do makro dimenzija. Medutim, za imobilizaciju FT najpre su ispitane
nanocestice koje se zbog svojih karakteristika koje uklju¢uju biokompatibilnosti, visoku
specificnu povrsSinu, nisku otpornost na prenos mase, smatraju odlicnim izborom za
unapredenje efikasnosti biokatalizatora [273]. Nanobiokatalizatori su do sada ostvarili
znacajnu primenu u biomedicini, farmaciji, poljoprivredi, biotehnologiji, zastiti Zivotne sredine,
ali i u drugim oblastima [274, 275]. Pored Cestica nano dimenzija, za procenu imobilizacije FT
u cilju razvijanja biokatalizatora poboljSanih funkcionalnih karakteristika ali i zbog dalje
potencijalne primene u reaktorskim sistemima, u okviru ove doktorske disertacije razmatrani
su i nosaci vec¢ih dimenzija.

4.3.1. Imobilizacija FT na nanocestice silike

[ako nanocestice (Cestice precnika 1-100 nm) [274] mogu biti sastavljene od razli¢itih
materijala, u poslednje vreme sve je ¢eS¢a upotreba nanocestica na bazi silicijum-dioksida.
Odlikuju ih odli¢ne fizicke karakteristike, velika kontaktna povrsina kao i biokompatibilnost
[276]. Imajuci u vidu da nisu podloZne bubrenju u sredinama sa razli¢itim pH pa samim tim i
ne dovode do denaturacije enzima, pored mehanicke, termicka i stabilnost na promene pH
svakako predstavljaju vodece prednosti ovih nosaca [277]. Medutim, u cilju postizanja boljih
performansi, ¢esto se pristupa i njihovoj povrSinskoj modifikaciji koriS¢enjem razlicitih
reagenasa sa ciljem uvodenja novih funkcionalnih grupa koje omogucavaju razli¢ite mehanizme
imobilizacije, ¢esto i moguc¢nost kovalentne imobilizacije enzima [276]. S tim u vezi, za
imobilizaciju FT iz enzimskog preparata Pectinex® Ultra SP-L dobijenog iz A. aculeatus bice
primenjene neporozne nemodifikovane (FNS), amino-modifikovane (AFNS) i cijanuril-
hloridom aktivirane amino-modifikovane nanocestice silike (CCAFNS) (slika 4.9).

Radi stvaranja imobilisanog preparata poboljSane kataliticke aktivnosti, izvedena je detaljna
optimizacija procesa imobilizacije analiziranjem uticaja Kklju¢nih parametara poput pH,
koncentracije enzima i vremena imobilizacije.

FNS CCAFNS %o

Slika 4.9. Sematski prikaz dostupnih funkcionalnih grupa primenjenih nanocestica silike za
imobilizaciju FT iz enzimskog preparata Pectinex® Ultra SP-L
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U prvom setu eksperimenata, najpre je izvedena imobilizacija FT na nemodifikovane cestice
silike (FNS). Ispitan je uticaj razliitih koncentracija ponudenih proteina (10-250 mg/g nosaca)
i puferskih rastvora (0,1 M, pH 4,0-7,0) pri vremenu imobilizacije od 2,5 h na vezivanje ciljanog
enzima. Medutim, FT imobilisana na FNS Cestice nije pokazala aktivnost. Ovakav rezultat
upucuje na mogucénost formiranja odbojnih sila izmedu negativno naelektrisanih funkcionalnih
grupa enzima i negativno naelektrisanih povrsinskih silanolnih grupa nosaca imajucéi u vidu da
pl FNS iznosi 4,2 [278]. Da bi se prevazisla ova prepreka i omogucilo vezivanje izmedu enzima
i nosaca, izvedena je modifikacija nanocestica silike sa aminopropil trimetil silanom radi
dobijanja amino-funkcionalizovanih nanocestica (AFNS). Ovim pristupom uvedena je velika
koli¢ina amino grupa (4,58 pmol/mg nosaca) na povrsini FNS.

Posto AFNS ima pozitivno naelektrisane amino grupe na povrsini, samo pri odgovaraju¢im pH
vrednostima imobilizacije, moguce je favorizovanje elektrostatickih interakcija izmedu
negativno naelektrisanih aminokiselinskih ostataka sa povrSine FT i funkcionalnih grupa
nosaca. Da bi se odredio optimalni pH za imobilizaciju FT na AFNS, odreden je prinos aktivnosti
za razliCite puferske sisteme ciji je pH u rasponu od 4,0 do 7,0 (slika 4.10). Imobilizacija je
izvedena pri pocetnoj koncentraciji proteina od 100 mg/g nosaca tokom 2,5 h. Rezultati sa
grafika ukazuju na to da je imobilisana FT ispoljila najveci prinos aktivnosti od 87 % kojem
odgovara aktivnost FT od 1448 IU/g nosaca pri pH 6,0, dok su pri pH vrednostima nizim i viSim

od 6,0, prinosi aktivnosti bili niZi od 50 %. Prema, tome, rastvor ¢iji je pH 6,0 usvojen je za dalja
istraZivanja kinetike vezivanja FT.
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Slika 4.10. Uticaj pH na prinos aktivnosti imobilisane FT na amino-modifikovane nanosestice
silike (AFNS)

Kinetika imobilizacije FT na AFNS dalje je analizirana utvrdivanjem efekata razliCitih
koncentracija proteina (10-250 mg/g nosaca) u 0,1 M fosfatnom puferu pH 6,0 pri vremenu
imobilizacije od 2,5 h. Sa slike 4.11a koja ilustruje promenu koncentracije imobilisanih proteina
i prinosa imobilizacije pri razli¢itim ponudenim koncentracijama proteina moZze se uociti da se
sa povecanjem ponudene koncentracije, i koncentracija imobilisanih proteina poveéava do
32 mg/g nosaca pri najviSoj primenjenoj koncentraciji od 250 mg/g nosaca. U slucaju prinosa
imobilizacije proteina moZe se primetiti suprotan, ali vrlo blag, trend promene. Dakle,
maksimalni prinos imobilizacije od 17 % je postignut pri najnizoj pocetnoj koncentraciji
proteina (10 mg/g nosaca), dok je u uslovima najvece pocetne koncentracije ostvaren najnizi
prinos imobilizacije od 13 %. Medutim, radi stvaranja kompletne slike o imobilizaciji FT,
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neophodno je sagledatiiaktivnost imobilisane FT kao i prinos aktivnosti pri ispitanim uslovima
(slika 4.11bi4.11c).
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Slika 4.11. Uticaj razlicitih koncentracija proteina na: a) koncentraciju vezanih proteina i
prinos imobilizacije b) aktivnost imobilisane FT i c) prinos aktivnosti i specificnu aktivnost
imobilisane FT na amino-modifikovane nanocestice silike (AFNS)

Sa slike 4.11b se moZe uociti da se aktivnost imobilisane FT naglo povecava sa povecanjem
pocetne koncentracije proteina do 100 mg/g nosaca. Najveca aktivnost FT imobilisane na AFNS
nosa¢ iznosi 1502 IU/gnosaca i odgovara najvecoj pocetnoj Kkoncentraciji proteina od
250 mg/g nosaca, dok je neznatno niZa aktivnost od 1448 IU/g nosaca dobijena primenom 2,5
puta niZe koncentracije enzima (100 mg/g nosaca). Vazno je ista¢i da iako povecanje pocetne
koncentracije proteina sa 100 na 250 mg/g nosaca prati i identicno povecanje koncentracije
proteina (slika 4.11a), aktivnost je pri niZoj primenjenoj koncentraciji neznatno niza (primecen
je pad manji od 5 %), Sto navodi na zakljucak da je u uslovima najvece primenjene koncentracije
(250 mg/g nosaca) dominantnije vezivanje drugih proteina iz primenjenog komercijalnog
preparata Pectinex® Ultra SP-L. Uzimaju¢i u obzir i parametre Kkoji opisuju Kkataliticku
efikasnost imobilisanog preparata poput specificne aktivnosti i prinosa aktivnosti (slika 4.11c)
primetno je da su najviSe vrednosti dobijene izvodenjem imobilizacije pri koncentraciji
proteina od 50 i 100 mg/g nosaca, kao i da postoji relevantna promena u koncentraciji aktivnih
imobilisanih enzima pri ve¢im koncentracijama od 100 mg/g nosaca. Pored visokih vrednosti
specificne aktivnosti (96 [U/mg proteina) i prinosa aktivnosti (94 %) pri koncentraciji
50 mg/g nosaca, aktivnost FT imobilisane na AFNS je bila 2 puta niZa nego pri 100 mg/g nosaca.
Prema tome, sumirajuci sve prikazane rezultate, koncentracija od 100 mg/g nosaca kojom se
dobija prinos aktivnosti od 87 %, specifi¢na aktivnost od 98 IU/mg proteina, ali i aktivnost FT
od 1448 IU/g nosaca, je izabrana kao optimalna. Kao Sto je ve¢ pomenuto, moZe se pretpostaviti
da u ovom slucaju dolazi do uspostavljanja elektrostatickih interakcija izmedu negativno
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naelektrisanih proteinskih ostataka i pozitivno naelektrisanih amino grupa AFNS u izvedenim
eksperimentalnim uslovima. IzraZena visoka aktivnost imobilisane FT moZe se objasniti
Cinjenicom da su negativno naelektrisane funkcionalne grupe enzima koje su ukljuCene u
adsorpciju, suprotno orijentisane od aktivnhog mesta FT, Sto posledi¢cno omogucava lak pristup
supstratu.

Pri izabranim optimalnim parametrima (pH 6,0 i koncentracija proteina od 100 mg/g nosaca),
istrazen je i uticaj vremena imobilizacije na aktivnost imobilisane FT (slika 4.12). Profil
promene aktivnosti pokazuje da je maksimalna aktivnost nosa¢a od 1576 IU/g nosaca dobijena
nakon 5 h imobilizacije, Sto je neznatno viSe nego nakon 2,5 h. Kako je osnovni cilj razvijanje
efikasnih i ekonomski isplativih postupaka, kra¢e vreme imobilizacije od 2,5 h je usvojeno kao
optimalno za dalji rad.
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Slika 4.12. Uticaj vremena imobilizacije na aktivnost imobilisane FT na amino-modifikovane
nanoSestice silike (AFNS)

Nakon uspesne realizacije adsorpcije FT iz komercijalnog enzimskog preparata Pectinex® Ultra
SP-L na amino-modifikovane cestice silike (AFNS), u narednom setu eksperimenata pomenute
nanocestice su tretirane i cijanuril-hloridom radi uvodenja hloridnih funkcionalnih grupa i
stvaranja uslova za izvodenje kovalentne imobilizacije. Primenom ove tehnike koja se smatra
mnogo poZeljnijom u poredenju sa adsorpcijom zbog vece stabilnosti enzima, moZe do¢i do
formiranja jakih i stabilnih kovalentnih veza izmedu hloridnih grupa triazinskog prstena sa
povrsine dodatno modifikovanih nanocestica silike (CCAFNS) i amino funkcionalnih grupa sa
povrSine enzima. Detaljna analiza primenjivosti nosaca aktiviranog cijanuril-hloridom
(CCAFNS) za imobilizaciju FT, izvedena je pracenjem Kklju¢nih funkcija imobilizacije koje
ukljucuju koncentraciju vezanih proteina, aktivnost, prinos aktivnosti i specificnu aktivnost
imobilisanog enzima. Imobilizacija FT je izvedena u 0,1 M puferskom rastvoru pH 6,0 pri
vremenu imobilizacije od 2,5h, primenom razli¢itih pocetnih koncentracija proteina
(10 - 250 mg/g nosaca), a ostvareni rezultati su prikazani na slici 4.13. Na osnovu dobijenih
rezultata moZe se primetiti da sa pove¢anjem pocetne koncentracije proteina dolazi do naglog
povecanja koncentracije imobilisanih proteina i aktivnosti imobilisane FT. Za najvec¢u pocetnu
koncentraciju proteina od 250 mg/gnosaca, dobijena je najveta aktivnost FT od
1041 IU/g nosaca, ali i najvec¢a koncentracija vezanih proteina od 89 mg/g nosaca (slika 4.13a).
Uzimajuci u obzir i ostale parametre procesa pri istoj koncentraciji proteina, sa slike 4.13b se
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mogu uociti najniZze vrednosti specificne aktivnosti i prinosa aktivnosti. Najveéa vrednost
specifi¢ne aktivnosti od 22 [U/mg proteina i prinos aktivnosti od 98 % dobijeni su izvodenjem
imobilizacije FT u uslovima koncentracije proteina od 20 mg/g nosaca, dok je aktivnost ovog
preparata iznosila samo 400 IU/g nosaca. Sagledavajuci i ostale vrednosti, moZe se primetiti da
je pri koncentraciji proteina od 100 mg/g nosaca, iako je duplo manje vezanih proteina
(41 mg/g nosaca) u poredenju sa najve¢om primenjenom koncentracijom, aktivnost neznatno
niza i iznosi 822 IU/g nosaca. Ovakav rezultat navodi na zaklju¢ak da su vezani proteini dobro
orijentisani i dostupni supstratu.
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Slika 4.13. Uticaj razlicitih koncentracija proteina na: a) koncentraciju vezanih proteina i
aktivnost imobilisane FT i b) prinos aktivnosti i specifi¢cnu aktivnost imobilisane FT na amino-
modifikovane nanoSestice silike aktivirane cijanuril-hloridom (CCAFNS)

Sa druge strane, koncentraciji 100 mg/g nosaCa odgovara specificna aktivnost od
19 IU/mg proteina, Sto je vrlo blizu maksimalne, a postignut je i zadovoljavaju¢i prinos
aktivnosti od 55 %. Stoga je koncentracija 100 mg/g nosaca izabrana kao optimalna. U
narednoj seriji eksperimenata ispitan je i uticaj vremena imobilizacije na aktivnost imobilisane
FT na CCAFNS pri 100 mg/g nosaca i pH 6,0. Dobijeni rezultati su pokazali da je maksimalna
aktivnostod 1122 IU/g nosaca postignuta nakon 5 h, $to je 1,36 puta viSe od dobijene aktivnosti
na 2,5 h. Prema tome, u slucaju imobilizacije FT na CCAFNS, vreme imobilizacije od 5h je
usvojeno kao optimalno za dalju primenu. Sumirani prikaz usvojenih optimalnih parametara za
imobilizaciju FT na primenjene nanocestice je dat u tabeli 4.1.

Tabela 4.1. Prikaz izabranih optimalnih uslova za izvodjenje imobilizacije FT na modifikovane
nanocestice

Nosac pH . Vreme Konc. proteivna Aktivnost I:’ T
imob. (h)  (mg/g nosaca) (1U/g nosaca)

AFNS 6,0;0,1 M 2,5 100 1448

CCAFNS 6,0;0,1 M 5 100 1122

Uporednom analizom dobijenih rezultata za oba ispitana nosaca (AFNS i CCAFNS) za

imobilizaciju FT iz preparata Pectinex® Ultra SP-L, da se primetiti da je nosa¢ CCAFNS povoljniji

u pogledu koncentracije vezanih proteina, dok je sa druge strane, enzim imobilisan na AFNS

pokazao skoro 1,3 puta vecu aktivnost. Prikazani rezultati pruzaju uvid o vezivanju FT na

Cestice nano dimenzija i dobijanju imobilisanih preparata visokih katalitickih aktivnosti za

produkciju FOS. Medutim, pored znacajnog naucnog doprinosa, dalja implementacija
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nanocestica u reaktorskim sistemima veceg kapaciteta je limitirana njihovim dizajnom, te stoga
i dalje predstavlja izazov i zahteva detaljna istrazivanja. Imajuci ovo u vidu, dalji eksperimenti
¢e biti usmereni ka primeni nosaca vecih dimenzija koji su ne samo jednostavniji za
manipulaciju ve¢ se smatraju i stabilnijim usled uticaja spoljnih faktora (pH i t) ¢ime su
podloZniji i dugoro¢noj primeni u komercijalnim industrijskim procesima.
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4.3.2. Selektivna imobilizacija FT na Purolite Lifetech™ nosace

U okviru ove doktorske disertacije, FT iz enzimskog preparata Pectinex® Ultra SP-L je
imobilisana i na razlicite metakrilatne nosace iz Lifetech™ ERC serije Cije su detaljnije
karakteristike predstavljene u tabeli 4.2. Ovi biokompatibilni porozni nosaci imaju odli¢cna
mehanicka i hemijska svojstva, a prisustvo raznovrsnih funkcionalnih grupa im omogucava
uspostavljanje razlic¢itih vrsta veza [279, 280].

Tabela 4.2. Karakteristike pojedinih nosaca iz Lifetech™ ERC serije [281]

Nosac Funkcionalna Struktrura funkcionalne Precnik Veli¢ina
grupa grupe pora,nm  Cestica, um

ECR8409F NH: duga Z N7 H

(Amino C6 v O ~ “H 60-120 150-300

metakrilat) »hozica M

ECR8806M

(Oktadecil Oktadecil AT 50-70  300-700

metakrilat)

ECR8285F

(Epoksi/butil Epoksi © 40-60 150-300

metakrilat)

Najpre je izveden preliminarni eksperiment gde je FT imobilisana na tri razli¢ita nosaca -
ECR8409F, ECR8806M i ECR8285F - koji pruzaju mogucénost uspostavljanja elektrostatickih
interakcija, hidrofobnih interakcija ili kovalentnih veza, redom. Imobilizacija je izvedena u
uslovima koji su optimalni za svaki od nosaca (poglavlje 3.2.6.7.2.). Prema vrednostima
aktivnosti imobilisane FT prikazanih u tabeli 4.3, moZe se primetiti da je nosac¢ sa primarnim
amino grupama (ECR8409F) najpogodniji za dalji rad. Medutim, imajuéi u vidu da je neznatno
nizZa aktivnost primecena kada je primenjen nosac sa epoksidnim grupama koji omogucava
formiranje jakih kovalentnih veza, a posledi¢no i stabilnih imobilisanih derivata, metakrilatni
nosac¢i ECR8409F i ECR8285F su dalje analizirani kroz detaljnu optimizaciju procesa
imobilizacije.

Tabela 4.3. Preliminarne aktivnosti imobilisane FT usled imobilizacije na razlicite metakrilatne
Lifetech™ nosace

Nosac ECR8409F ECR8806M ECR8285F
Aktivnost, IU/g nosaca 260,01 43,00 233,03
Prinos aktivnosti, % 86,96 14,38 77,94

4.3.2.1. Optimizacija imobilizacije FT na ECR8409F Lifetech™nosac

Prema vrednostima iz preliminarnog eksperimenta, nosa¢ sa primarnim amino grupama
ECR8409F je kvalifikovan kao pogodan za detaljniju optimizaciju procesa selektivne
imobilizacije FT variranjem pojedina¢nih parametara poput pH, koncentracije proteina i
vremena imobilizacije.
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Primena ovog nosaca pruza mogucénost uspostavljanja elektrostatickih interakcija na osnovu
razlike u naelektrisanju enzima i nosaca. U zavisnosti od pH sredine, moZe se promeniti stanje
protonizacije aminokiselina koje su sastavni deo strukture enzima i favorizovati raspodela
naelektrisanih povrsinskih grupa. Naime, ukoliko je pH sredine veéi od izoelektri¢ne tacke (pl)
enzima koja je u slu€aju FT u opsegu od 3,8-4,2, ukupno naelektrisanje enzima Ce biti negativno,
jer dolazi do deprotonizacije veéeg broja grupa kiselinskih aminokiselina, i obrnuto [282]. Kako
je i pK kiselih aminokiselina poput asparaginske i glutaminske oko 4,0, enzim ¢e u sredini ¢iji je
pH veci od pKa biti negativno naelektrisan. Pored pH, i jonska ja¢ina rastvora predstavlja
parametar koji znacajno moze uticati na ishod imobilizacije. Medutim, favorizovanje adsorpcije
je izvedeno u rastvoru niske jonske jacine (0,1 M), jer prema potvrdenim teorijama
(Debye - Hiickelov efekat), visoka jonska ja¢ina rastvora tj. velika koncentracija prisutnih jona,
moZe znacajno smanjiti domet privlacnih sila i oteZati adsorpciju enzima za nosac. U tom
slucaju dolazi do nagomilavanja viska jona na suprotno naelektrisanu povrsinu ¢ime se moze
neutralisati njeno naelektrisanje i dovesti do suzbijanja elektrostatickih interakcija izmedu
enzima i nosaca [283]. Dakle, izvodenjem imobilizacije u uslovima niske jonske jacine moguce
je favorizovati adsorpciju, a adekvatnim izborom pH uticati i na povecanje prisustva anjonskih
ili katjonskih grupa enzima.

Prema tome, preko negativno naelektrisanih karboksilnih grupa FT, koje mogu reagovati sa
pozitivno naelektrisanim amino grupama metakrilatnog mikroporoznog ECR8409F nosaca,
moZe do¢i do adsorpcije enzima. S tim u vezi, na proces vezivanja FT za komercijalni nosac sa
primarnim amino grupama, ispitan je uticaj pH u opsegu od 4,0-7,0 (0,1 M), dok su ostali
parametri ostali nepromenjeni (koncentracija proteina 20 mg/g nosaca i vreme imobilizacije
1h).
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Slika 4.14. Uticaj pH na prinos imobilizacije i na koncentraciju vezanih proteina usled
imobilizacije FT na Lifetech™ nosac sa amino grupama

Sa slike 4.14 je evidentno da pH znatno utiCe na vezivanje enzima. Pri najnizem pH primecena
je najmanja koncentracija vezanih proteina (6,6 mg/gnosaca), a najveca pri pH5,0
(9,0 mg/g nosaca). Daljim povecanjem pH, uoCava se nagli pad koncentracije vezanih proteina.
Prinos imobilizacije prati promenu koncentracije vezanih proteina i takode na pH 5,0 dostiZe
maksimalnu vrednost od 44 %. Imajudi u vidu da je kao izvor FT primenjen komercijalni
enzimski preparat Pectinex® Ultra SP-L, u kojem su dominantniji hidroliticki enzimi poput
pektinaza, radi odabira optimalnih uslova neophodno je detaljno razmotriti sledece funkcije
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cilja: aktivnost, prinos aktivnosti i odnos prinosa transfruktozilacione i pektinoliticke
aktivnosti.

Posmatrajuci aktivnosti imobilisane FT i pektinaza (slika 4.15a) moZe se uociti veoma slican
trend promene. Maksimalne vrednosti FT i pektinoliticke aktivnosti od 275 i 241 IU/g nosaca,
identifikovane su u istim eksperimentalnim ta¢kama tj. pri pH 5,0. [ako su dobijene vrednosti
aktivnosti u slicnom opsegu, sa slike 4.15b se mogu uociti znacajne razlike u prinosu aktivnosti
(92 % za FTi20 % za pektinaze). Rezultati prinosa aktivnosti ispitanih enzimskih vrsta pri svim
razmatranim pH, navode na zakljucak da je prisutna selektivnost, odnosno da je favorizovano
vezivanje FT. Takode, visoke kataliticke aktivnosti imobilisane FT u opsegu pH od 5,0-7,0
kojima odgovaraju i prinosi aktivnosti ve¢i od 87 % su verovatno posledica dobre orijentacije
imobilisanog enzima unutar pora i na povrsini nosaca gde je samim tim i pristupacniji prilaz
supstrata aktivnom centru enzima. Takode, ovaj rezultat moze biti i posledica drasti¢ne razlike
u veli¢ini supstrata posto je supstrat FT mnogo manji (disaharid) od supstrata pektinaze
(polisaharid).
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Slika 4.15.Uticaj pH na: a) aktivnost i b) prinos aktivnosti imobilisane FT i pektinaza na
Lifetech™ nosac sa amino grupama
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Prilikom izbora optimalne vrednosti pH, u nameri da se dobijeni imobilisani preparat dalje
implementira za potrebe biokonverzije saharoze u FOS i u heterogenim sistemima, od vaZnosti
je razmotriti i odnos prinosa aktivnosti kako bi se sagledala i selektivnost.
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Slika 4.16. Uporedni prikaz aktivnosti imobilisane FT i selektivnosti u zavisnosti od pH

93



Doktorska disertacija Milica Veljkovié

Sa slike 4.16, se moZe primetiti da funkcija odnosa prinosa aktivnosti dostize svoj maksimum
od 14,7 pri pH 4,0, dok pri pH 5,0 dostiZe svoj minimum od 4,61. Uporednom analizom i
aktivnost imobilisane FT, uocava se sasvim suprotan efekat. Kao Sto je pomenuto, maksimalna
aktivnost od 275 IU/g nosaca je dobijena pri pH 5,0, a minimalna pri pH 4,0. U ovom momentu,
budu¢i da dve funkcije cilja istovremeno dostiZu svoje minimume i maksimume, dodatno je
oteZzan izbor optimalnog pH. Kako je osnovni cilj ove doktorske disertacije dobijanje
imobilisanih preparata visokih katalitickih performansi radi primene u sintezi FOS, zbog vece
aktivnosti FT, pH 5,0 je izabran kao najpovoljniji za dalji rad.

U sledecoj seriji eksperimenata, radi potpune optimizacije koja ima za cilj dobijanje
imobilisanog preparata vece Kkataliticke aktivnosti, varirana je ponudena koncentracija
proteina kao i vreme imobilizacije. Najpre su izvedeni eksperimenti u kojima je ispitan uticaj
razli¢itih koncentracija proteina od 20-200 mg/gnosaca pri pH5,0 i duZini trajanja
imobilizacije od 1 h.

Grafickim prikazom dobijenih rezultata (slika 4.17.) moZe se uociti da se sa povecanjem
poCetne koncentracije unetog enzimskog preparata Pectinex® Ultra SP-L gde se ujedno
povecava i koncentracija FT, sasvim ocekivano povecava i koncentracija vezanih proteina.
Maksimalna vrednost koncentracije vezanih proteina od 63 mg/g nosaca dobijena je pri unetoj
koncentraciji proteina od 150 mg/g nosaca, dok je veca ponudena koncentracija proteina
(200 mg/gnosaca) rezultirala neznatno niZom Kkoncentracijom imobilisanih proteina
(61,5 mg/g nosaca). Prema tome, sasvim je izvesno da je pri koncentraciji od 150 mg/g nosaca
ostvaren maksimalni kapacitet za vezivanje enzima od 63 mg/g nosaca na Lifetech™ ECR8409F
nosac. lako je primecéen porast vezanih proteina skoro u celom ispitivanom opsegu, maksimalni
prinos imobilizacije od 60 % je dobijen pri pocetnoj koncentraciji enzima od 50 mg/g nosaca,
nakon cega je usledio pad prinosa s obzirom na to da povecanje ponudene koncentracije
proteina nije dovelo do proporcionalnog porasta koncentracije vezanih proteina.
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Slika 4.17. Uporedni prikaz koncentracije vezanih proteina i prinosa imobilizacije u zavisnosti
od ponudene koncentracije proteina

Kako je za imobilizaciju FT primenjen enzimski preparat koji predstavlja smesu razlicitih
enzima, najvazniji kriterijumi za utvrdivanje optimalnih parametara imobilizacije FT su
aktivnost i prinos aktivnosti. Uporedni prikaz promene pomenutih funkcija cilja u uslovima
razli¢itih koncentracija proteina je prikazan na slici 4.18.
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Slika 4.18. Uticaj ponudene koncentracije enzima na aktivnost i prinos aktivnosti imobilisane
FT na Lifetech™ nosac sa amino grupama

Evidentno je da sa porastom ponudene Koncentracije proteina dolazi do povecanja aktivnosti
imobilisane FT u celom ispitivanom opsegu, kao i da su visoke kataliticke aktivnosti u rasponu
od 777-8121U/gnosaca dobijene pri koncentracijama ponudenih proteina od
100 - 200 mg/g nosaca. Medutim, ovim eksperimentalnim tackama odgovaraju niZi prinosi
aktivnosti u poredenju sa najniZom ponudenom koncentracijom proteina od 20 mg/g nosaca
gde je zabeleZen izrazito visok prinos od 92 %. Iako je visoka vrednost prinosa aktivnosti, pri
pomenutoj koncentraciji proteina, aktivnost imobilisane FT iznosi svega 275 IU/g nosaca. U
ovom momentu treba napraviti kompromis izmedu smanjenja troSkova imobilizacije i
posledi¢nog povecanja ekonomske isplativosti procesa (srazmernog prinosu aktivnosti) ili vece
proizvodne moc¢i u cilju produkcije maksimalnih koli¢ina proizvoda (FOS) koja je srazmerna
aktivnosti imobilisanog preparata. Nakon razmatranja oba parametra, s obzirom da je aktivnost
FT pri ve¢im unetim koncentracijama proteina znacajno ve¢a u odnosu na druge primenjene
koncentracije, pri izboru optimalnog reSenja, dalje su detaljno sagledane koncentracije
proteina 100, 150 i 200 mg/g nosaca.

U ovom opsegu primenjenih koncentracija, iako su sli¢ne vrednosti aktivnosti imobilisanog
enzima, znacajno se razlikuje koliina unetih proteina. Konkretno, pri koncentraciji proteina
100 mg/g nosaca dobijena je FT aktivnost od 777 IU/g nosaca, koja je niZa za oko 4 % od
maksimalne FT aktivnosti (812 IU/g nosaca) dobijene pri duplo vecoj unetoj koncentraciji
proteina. Isto tako, i sa aspekta efikasnosti, koncentracija od 200 mg/g nosaca se ne smatra
poZeljnom, jer je dobijen prinos aktivnosti od 27 % koji je u odnosu na preostale dve
primenjene koncentracije dosta niZi. Prema tome, da bi se napravio ispravan izbor
odgovarajuce koncentracije (100 ili 150 mg/g nosaca), u ovom momentu znacajno je sagledati
i efekat vremena imobilizacije na aktivnost i prinos aktivnosti FT. Sa slike 4.19. koja ilustruje
zavisnost aktivnosti imobilisane FT pri razli¢itim vremenima trajanja procesa u uslovima
primenjenih koncentracija, jasno se uocava da vreme imobilizacije zna¢ajno moze doprineti
dobijanju imobilisanog preparata vece kataliticke aktivnosti.
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Slika 4.19. Uticaj vremena imobilizacije na a) aktivnost i b) prinos aktivnosti imobilisane FT u
uslovima razlic¢itih koncentracijama enzima

Naime, sa slike 4.19a je evidentno da duZe trajanje procesa rezultira i vecom aktivnos¢u, kao i
da se maksimalne vrednosti aktivnosti od 1017 i 1355 IU/g nosaca pri unetim koncentracijama
proteina od 100 i 150 mg/g nosaca, dobijaju nakon 5 h trajanja procesa. Dobijene rezultate
aktivnosti prati i promena prinosa aktivnosti (slika 4.19b), pri ¢emu se sa predstavljenog
grafika ne moze tvrditi da je u sluc¢aju primene vece koncentracije proteina nakon 5 h dostignut
plato, ve¢ se moZe smatrati da produZavanjem trajanja imobilizacije, moZe do¢i do dodatnog
povecanja prinosa. Sa druge strane, u slucaju koncentracije 100 mg/g nosaca, primecuje se
porast prinosa aktivnosti do 3 h, nakon Cega prinos zadrZava konstantnu vrednost. Svakako,
variranjem ovog parametra omoguceno je povecanje kataliticke aktivnosti za ¢ak 69 %, sa 802
na 13551U/gnosaca, ali i prinosa aktivnosti sa 36 na 60,4 % za ponudenu koncentraciju
proteina od 150 mg/g nosaca. Sagledavanjem i poredenjem dobijene aktivnosti FT u ovom
slu¢aju sa ostvarenim aktivnostima FT dobijenim pod optimalnim uslovima primenom
modifikovanih nanocestica (1448 IU/g nosaca za AFNS i 1122 IU/g nosaca za CCAFNS) sasvim
je izvesno da pored toga Sto njihove dimenzije predstavljaju ogranicavajuci faktor za dalju
primenu, ni ostvarene aktivnosti nisu ukazivale na njihovu superiornost.

Ovaj odli¢an rezultat ostvaren primenom nosaca ECR8409F upucuje na mogucnost dobijanja
imobilisanog preparata izuzetnog katalitickog delovanja ukoliko se imobilizacija izvodi pri
slede¢im uslovima: pH 5,0, koncentracija proteina 150 mg/g nosaca i vreme imobilizacije 5 h.
U svrhu odredivanja selektivnosti pri izabranim uslovima, odredena je i pektinoliticka
aktivnost imobilisanog preparata. lako je sadrZaj pektinaza dominantan u koriS¢enom
preparatu Pectinex® Ultra SP-L, dobijena je niska aktivnost od svega 350,9 IU/gnosaca u
odnosu na FT aktivnost od 1355 [U/g nosaca. Takode i prinos aktivnosti je nizak i iznosi samo
39% pa je skoro i zanemarljiv u poredenju sa prinosom aktivnosti FT od 60,4 %.
[zracunavanjem odnosa prinosa aktivnosti koji odrazava selektivnost procesa, dobijena je
vrednost od 15,5. Ovakav rezultat koji ukazuje da je detaljnom optimizacijom moguce dobiti
skoro trostuko vecu selektivnost imobilisanog preparata, opravdava prethodan kompromisni
izbor pH i navodi na zakljucak da je i u uslovima pH 5,0 moguce posti¢i ne samo izuzetnu
aktivnost imobilisane FT ve¢ i selektivnost.

4.3.2.2. Optimizacija imobilizacije FT na ECR8285F Lifetech™ nosac

Pored nosaCa sa amino grupama, i nosa¢ ECR8285F Lifetech™ se u preliminarnom

eksperimentu pokazao pogodnim za procenu detaljnijeg vezivanja FT i posleditnog dobijanja

imobilisanog preparata visoke kataliticCke moc¢i. Pored umereno hidrofobne povrsine, koja

potice od prisutnih nepolarnih butil grupa, ovaj nosac sadrZi i epoksidne funkcionalne grupe,

te se stoga njegovom primenom moZe realizovati kombinovano vezivanje u dva koraka, tj.
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dolazi do adsorbovanja enzima uspostavljanjem hidrofobnih interakcija, i kasnijeg formiranja
kovalentnih veza. Detaljnijom analizom uticaja ponudene koncentracije proteina i trajanja
imobilizacije, izvedena je optimizacija imobilizacije FT.

Prema literaturnim navodima, jonska jacina rastvora igra znacajnu ulogu u favorizovanju
hidrofobnih interakcija. Naime, u sistemima vece jonske jacine, dolazi do formiranja jacih
hidrofobnih interakcija [283] izmedu hidrofobnih funkcionalnih grupa nosaca i enzima, dok je
smanjena interakcija sa molekulima vode. Prema tome, u interesu podsticanja hidrofobnih
interakcija, eksperimenti su izvedeni u puferskom rastvoru pH 7,0 visoke jonske jacine (1 M).
[ako epoksidne grupe mogu da reaguju u Sirokom opsegu pH sa razli¢itih funkcionalnim
grupama enzima, ovaj pH je izabran na osnovu saznanja da su u neutralnim uslovima veoma
stabilne [284]. Takode, ovaj pH je povoljan i sa aspekta hidrofobnih interakcija jer uglavnom
molekuli u tim uslovima zadrZavaju svoju hidrofobnu prirodu. Medutim, promena pH svakako
moZe rezultirati i pojavom odredene vrste naelektrisanja na enzimu, koja posledi¢cno mogu
uticati i na intenzitet interakcija sa nosac¢em.

[ u ovim eksperimentima, varirana je ponudena koncentracija enzimskog preparata od 20 do
200 mg/g nosaca, dok je vreme trajanja imobilizacije iznosilo 24 h. Rezultati koji opisuju proces
imobilizacije enzima iz preparata Pectinex® Ultra SP-L su predstavljeni na slici 4.20. i ukazuju
da sa povecanjem ponudene koncentracije proteina skoro linearno raste i koncentracija
vezanih proteina, ¢ak do 150,2 mg/g nosaca. Analizom prinosa imobilizacije moZe se primetiti
da su veoma visoke vrednosti dobijene pri svim ispitanim koncentracijama, kao i da je najveci
prinos od 94,5 % ostvaren pri najniZoj koncentraciji od 20 mg/g nosaca. Pri koncentraciji od
50 mg/g nosaca dolazi do zanemarljivog pada prinosa (91,8 %), dok se znacajnije smanjenje
uocava pri najvecoj unetoj koncentraciji od 200 mg/g nosaca gde iznosi 75,1 %.
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Slika 4.20. Uticaj ponudene koncentracije enzima na koncentraciju vezanih proteina i prinos
imobilizacije

UspesSnost imobilizacije FT se blize moZe sagledati preko imobilisane aktivnosti, prinosa
aktivnosti kao i specificne aktivnosti FT (slika 4.21). Uprkos tome Sto se koncentracija
imobilisanih proteina linearno povecavala sa koncentracijom ponudenih proteina, dijagram
zavisnosti aktivnosti imobilisane FT i ponudene koncentracije proteina pokazuje rastuci trend
aktivnosti do koncentracije 50 mg/g nosaca, gde dostiZe svoj maksimum od 488 IU/g nosaca. U
uslovima vecih unetih koncentracija proteina, aktivnost opada za viSe od 63 %. Ova razlika u
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trendu promene koncentracije vezanih proteina i aktivnosti imobilisane FT ukazuje na to da je
pri veédim pocetnim koncentracijama proteina favorizovano vezivanje drugih enzima iz
primenjenog preparata. Pored toga Sto je u ovim uslovima verovatno blokirano vezivanje
ciljanog enzima za funkcionalne grupe nosaca, niza kataliticka aktivnost moze biti i posledica
oteZanog prilaza supstrata aktivnom centru imobilisane FT usled postojanja sternih smetnji. Za
potpuniju analizu i najadekvatniji izbor optimalne koncentracije, svakako treba sagledati i
parametre koji najbolje opisuju kataliticku efikasnost imobilisanog preparata tj. prinos
aktivnosti i specificnu aktivnost. Sa slike 4.21. se moze uociti skoro identian trend promene
prinosa aktivnosti i specifi¢ne aktivnosti za ispitane koncentracije ponudenih proteina. Najvece
vrednosti prinosa aktivnosti od 77,9 %, ali i specificne aktivnosti od 12,2 [U/mg proteina su
zabeleZene pri koncentraciji 20 mg/g nosaca, dok daljim povec¢anjem koncentracije dolazi do
njihovog smanjenja. Konkretno, u uslovima koncentracije 50 mg/g nosaca kojoj odgovara
najveca aktivnost FT, vrednosti prinosa aktivnosti (65,3 %) i specificne aktivnosti
(10,4 IU/mg proteina) ne odstupaju previSe od maksimalnih, za razliku od 150 i
200 mg/g nosaca, gde je prinos aktivnosti ¢ak ispod 5 %, a specificna aktivnost niZa za 94,5 %.
Imajuci ovo u vidu, koncentracija proteina od 50 mg/g nosaca je izabrana za optimalnu i
primenjena u narednim eksperimentima za utvrdivanje duzine trajanja imobilizacije.
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Slika 4.21. Uticaj ponudene koncentracije proteina na aktivnost, prinos aktivnosti i specificnu
aktivnost imobilisane FT na Lifetech™ nosac sa epoksidnim grupama

Sa slike 4.22a, koja ilustruje promenu aktivnosti imobilisane FT sa vremenom imobilizacije,
uocava se povecanje aktivnosti sve do 6 h i iznosi 483 IU/g nosaca, dok nakon toga imobilisani
preparat zadrZava skoro konstantnu vrednost do 24 h. Sagledavanjem prinosa aktivnosti,
uocava se sasvim ocekivano identican trend promene gde je nakon 6 h prinos 64,6 %, a potom
ostaje nepromenjen. Treba imati na umu cilj ove disertacije, ali i svakog biotehnoloskog procesa
koji je usmeren ka razvijanju ekonomicnih postupaka, ne samo sa aspekta materijalnih
troskova, ve¢ i troSkova energije koji zavise od duZine trajanja. Pored neznatne razlike u
vrednostima aktivnosti i prinosa aktivnosti za 6 i 24 h, izborom kraceg vremena imobilizacije,
bila bi omogucena usteda vremena od ¢ak 18 h. Medutim, imajuci u vidu da je re¢ o nosacu koji
pruza moguénost uspostavljanja kovalentnih veza, kao i da je za njihovo formiranje najcesce
potrebno duZe vreme imobilizacije, u ovom momentu pri izboru optimalnog vremena treba
sagledati i zastupljenost vrsta veza u imobilisanom preparatu.
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U tom Kkontekstu, izvedeni su dodatni eksperimenti za potrebe odredivanja prisutnih
interakcija izmedu molekula FT i epoksi/butil funkcionalizovanog ECR8285F Lifetech™
nosaca. Imobilisani preparat FT je tretiran rastvorom CaCl: radi naruSavanja slabih
elektrostatickih interakcija (ukoliko postoje), a zatim i surfaktantom (Triton X-100) kako bi se
iniciralo naruSavanje i hidrofobnih interakcija. Zadrzana aktivnost nakon koris¢enja pomenutih
rastvora je posledica formiranih kovalentnih veza izmedu enzima i nosaca. Dobijeni rezultati
desorpcionih eksperimenata prikazani na slici 4.22b ukazuju da nakon 6 h dolazi do formiranja
hidrofobnih interakcija, a verovatno i vodonic¢nih veza, slabih Van der Valsovih sila kao i slabih
jonskih interakcija koje su zastupljene sa 73,4 %, dok je nakon 24 h, udeo ovih interakcija
iznosio 64,75 %. Zapravo, na racun smanjenja pomenutih interakcija, dolazi do povecanja udela
kovalentnih veza, sa 26,60 na 35,25 %. Na osnovu ostvarenog procentualnog povecanja od
32,5 %, moZe se konstatovati da produZenje perioda inkubacije moZe promovisati formiranje
kovalentnih veza. Usled postojanja optimalne ravnoteZe prisutnih epoksidnih i butil grupa
ECR8285 nosaca preko kojih je omoguéeno kombinovano vezivanje FT, pored formiranih
stabilnih kovalentnih veza, u ovom slucaju je ipak dominantnije stvaranje hidrofobnih
interakcija. Medutim, zbog veceg udela kovalentnih veza, a samim tim i dobijanja imobilisanog
preparata vece stabilnosti, vreme imobilizacije od 24 h je izabrano kao optimalno vreme za
dalju primenu.
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Slika 4.22. Uticaj vremena imobilizacije na a) aktivnost imobilisane FT na Lifetech™ nosac sa
epoksidnim grupama b) zastupljenost formiranih veza izmedu enzima i nosaca

Pod utvrdenim optimalnim parametrima imobilizacije FT iz Pectinex® Ultra SP-L na
metakrilatni nosac iz Lifetech™ serije ECR8285F koji ukljuCuju koncentraciju proteina od
50 mg/g nosaca i vreme imobilizacije 24 h u 1 M puferskom rastvoru pH 7,0 ispitana je i
pektinoliticka aktivnost s namerom procene selektivnosti. Pored aktivnosti FT od
488 1U/gnosaca, u pomenutim uslovima vrednost pektinoliticke aktivnosti iznosi samo
68,2 IU/g nosaca. Dobijenu aktivnost prati i veoma niska vrednost prinosa aktivnosti od
2,25 %. Vrednost odnosa prinosa aktivnosti ima vrednost od 29 i upucuje na izrazito vezivanje
FT u poredenju sa pektinazama iz primenjenog komercijalnog preparata.

Iz priloZenih rezultata moZe se sumirati da su detaljnim optimizacijama dobijena dva
imobilisana preparata FT koje odlikuje razli¢it tip interakcija, ali i kataliticka aktivnost (tabela
4.4).
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Tabela 4.4. Prikaz izabranih optimalnih uslova za izvodjenje selektivne imobilizacije FT na nosace
iz Lifetech™ serije

v Vreme Konc. proteina Aktivnost FT ,
Nosac pH imob. (h)  (mg/g nosaca)  (IU/g nosaca) Selektivnost
ECR8409F 50;0,1M 5 150 1355 15,5
ECR8285F 7,0; 1M 24 50 488 29

Naime, primena metakrilatnih nosaca Lifetech™ ECR8409F i ECR8285F je rezultirala
dobijanjem imobilisanih preparata aktivnosti FT od 1355 i 488 IU/g nosaca, redom. lako prvi
nosac rezultira veCom aktivno$¢u, u ovom slucaju je ostvareno vezivanje FT preko slabih
elektrostatickih interakcija za koje se pouzdano zna da su manje poZeljne za industrijske
procese zbog poslediCnog spiranja enzima sa nosaca. Drugi primenjeni nosa¢ daje niZu
aktivnost FT, ali se smatra stabilnijom varijantom zbog prisutnih hidofobnih interakcija i
kovalentnih veza. Stoga, izbor imobilisanog preparata zavisi od daljih koraka primene. U ovom
momentu, mikro dimenzije korisS¢enih nosaca, ali i podatak da nosa¢ ECR8285F odlikuje niska
mehanicka stabilnost Cime je posledicno podloZniji abraziji, predstavljaju ogranic¢avajuce
faktore za dalju procenu primene u reaktorskim konfiguracijama dostupnim na Katedri za
biohemijsko inZenjerstvo i biotehnologiju radi dobijanja FOS. Kako je jedan od ciljeva ove
doktorske disertacije razvijanje stabilnih i kataliticki aktivnih imobilisanih preparata FT radi
implementiranja i sinteze FOS u reaktorskim sistemima, u nastavku ¢e polimetakrilatni nosac
vecih dimenzija - Purolite® A109 biti primenjen i ispitan najpre za vezivanje FT, a potom i za
realizaciju reakcije u pojedinim reaktorskim konfiguracijama.
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4.3.3. Imobilizacija FT na Purolite® A109 nosac

Pored cCestica nano i mikro dimenzija, FT iz komercijalnog preparata Pectinex® Ultra SP-L
dobijenog iz A. aculeatus je imobilisana i na makroporozni nosa¢ Purolite® A109 u cilju
razvijanja jednostavnog protokola selektivne imobilizacije pogodnog za industrijsku primenu.
Ovu polistirensku jonoizmenjivacku smolu odlikuje odli¢na hemijska i termicka stabilnost
[285]. Takode, postoji u formi kuglica pre¢nika 425-1000 um Sto obezbeduje na dobre
hidrodinamicke karakteristike, a smatra se pogodnom i za primenu u razli¢itim reaktorskim
konfiguracijama [286].

Purolite® A109 sadrZi primarne amino grupe pa se samim tim vezivanje FT moZe ostvariti
uspostavljanjem elektrostatickih interakcija izmedu pozitivno naelektrisanih amino grupa
nosaca i negativno naelektrisanih karboksilnih grupa enzima (slika 4.23). [zvodenjem ovog
procesa u uslovima niske jonske jaCine moguce je favorizovati adsorpciju, a primenom
puferskih rastvora ciji je pH veci od pl FT (3,8-4,2) moZe se uticati na deprotonizaciju
strukturnih aminokiselina enzima i preovladavanja funkcionalnih grupa sa negativnim

naelektrisanjem.

Imobilizacija enzima

(pH > pl)

Nosac sa amino grupama

nterakcije
Cop-

+
Hsn

Enzim imobilisan na nosa¢ sa amino grupama

Slika 4.23. Sematski prikaz imobilizacije enzima adsorpcijom koja se ostvaruje
uspostavljanjem elektrostatickih interakcija izmedu povrsinskih grupa enzima i nosaca

4.3.3.1. Optimizacija selektivne imobilizacije FT na Purolite® A109 nosac

Optimizacija selektivne imobilizacije FT na komercijalni nosa¢ Purolite® A109 je izvedena
variranjem klju¢nih parametara imobilizacije poput pH, vremena imobilizacije i koncentracije
proteina. Imajucéi u vidu da komercijalni preparat Pectinex® Ultra-SP-L predstavlja kompleksan
enzimski preparat sa dominantnom aktivnos$¢u pektinaza [287, 288], optimizacija je izvedena
pracenjem dva ciljana izlaza koji ukljuc¢uju aktivnost imobilisane FT i prinos aktivnosti za FT i
pektinaze. Kao mera selektivnosti, posmatran je takode odnos prinosa aktivnosti oba navedena
enzima. Da bi se postigla selektivna imobilizacija FT, bez uvodenja dodatnih koraka
preciS¢avanja kao Sto je prethodno objavljeno u literaturi [126], neophodno je definisati
najpogodniji medijum za proces imobilizacije. U tu svrhu, imobilizacija je ispitana u pH opsegu
4,0-7,0, pod pretpostavkom da ¢e odredeni enzimi imati razliitu sklonost ka pozitivno
naelektrisanom amino-funkcionalizovanom nosacu (Purolite® A109). Prema tome,
selektivnost bi trebalo obezbediti podeSavanjem pH sredine za imobilizaciju.
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[spitivanjem uticaja ovog parametra pri nepromenjenoj koncentraciji proteina
(50 mg/gnosaca) i vremena imobilizacije (1h) i sagledavanjem ostvarenih rezultata
prikazanih na slici 4.24a, moZe se videti da je maksimalna aktivnost imobilisane FT od 241 1U/g
nosaca postignuta na pH 5,0, dok je neznatno niZa dobijena na pH 6,0 (216 IU/g nosaca). U
slucaju pektinaza, maksimalna aktivnost od 311 IU/g nosaca postignuta je pri pH 5,0. Ipak, kada
se uporede postignute imobilisane aktivnosti na pH 5,0 i pH 6,0, moZe se primetiti da u slucaju
FT postoji blagi pad aktivnosti (sa 241 IU/g nosaana 216 IU/g nosaca) za razliku od pektinaza,
gde se moZe primetiti nagli pad (sa 311 IU/g nosaca na 142 [U/g nosaca).
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Slika 4.24. Uticaj pH na: a) aktivnost imobilisane FT i pektinaza i b) prinos aktivnosti. Brojevi
iznad stubicastog grafikona definiSu ostvarenu selektivnost. Proces imobilizacije je izveden
primenom pocetne koncentracije proteina od 50 mg/g nosaca u trajanju od 1 h u razli¢itim

puferskim rastvorima (pH 4,0-7,0, 0,1 M) na 25 °C.

Ovi rezultati sugeriSu da je pri pH 6,0, zbog primetno nize aktivnosti pektinaza u odnosu na FT,
selektivnost imobilizacije dostigla svoj maksimum. U slucaju analize prinosa aktivnosti (slika
4.24b), mozZe se primetiti da je imobilizacija FT daleko efikasnija u odnosu na imobilizaciju
pektinaza. Ukoliko detaljno analiziramo ostvarene prinose u dva najpovoljnija medijuma za
imobilizaciju, prinos aktivnosti FT pri pH 5,0 i pH 6,0 je 32,3 % i 28,9 %, a pektinaza 10,3 % i
4,7 %, redom. lzracunavanjem odnosa prinosa aktivnosti FT i pektinaza radi procene
selektivnosti, dobijen je dvostruko vec¢i odnos (6,17) pri pH 6,0 u poredenju sa pH 5,0 (3,14). S
obzirom da je veca selektivnost ostvarena na racun malog smanjenja (10 %) aktivnosti
imobilisane FT, pH 6,0 je izabran kao optimalni parametar za izvodenje daljih eksperimenata.
Vazno je istaci da su drugi autori prijavili veoma skromne prinose aktivnosti za adsorpciju FT
[126, 185], a kao objaSnjenje za takvo ponaSanje navodi se uspostavljanje interakcija preko
grupa koje su povezane sa aktivnim centrom enzima i onima odgovornim za odrZavanje
tercijarne strukture enzima [126].

U narednom setu eksperimenata, u cilju unapredenja procesa imobilizacije i dobijanja
imobilisanog enzima vece aktivnosti, ispitan je uticaj koncentracije proteina
(20 - 200 mg/g nosaca) i vremena imobilizacije (1-7 h). Profili promene aktivnosti FT pri
razli¢itim primenjenim koncentracijama proteina i vremenima trajanja imobilizacije prikazani
su na slici 4.25a. Sa slike se jasno uocava da maksimalna aktivnost FT od 343 IU/g nosaca
odgovara koncentraciji proteina od 50 mg/g nosaca i vremenu imobilizacije od 5 h.
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Slika 4.25. Uticaj ponudene koncentracije proteina i vremena imobilizacije na: a) aktivnost
(IU/g nosaca) imobilisane FT i b) prinos aktivnosti (%). Proces imobilizacije je izveden u
puferu niske jonske jacine Ciji je pH 6,0 pri razli¢itim koncentracijama proteina i viremenima
imobilizacije na 25 °C.

U poredenju sa maksimalnom aktivnoS$¢u iz prve eksperimentalne serije (241 IU/g nosaca),
evidentno je da ovim korakom dolazi do znacCajnog povecanja aktivnosti od cak 42 %.
Posmatrajuc¢i vreme imobilizacije od 5h, primetno je da je pri koncentraciji proteina od
20 mg/g nosaca, postignuta niza aktivnost, Sto je i oekivano zbog manje dostupnosti enzima.
Stavise, pad FT aktivnosti primecen je i u eksperimentima gde su kori$¢ene veée koncentracije
proteina (100, 150 i 200 mg/g nosaca). Naime, u slucaju koncentracija proteina 100 i
150 mg/g nosaca maksimalna aktivnost je postignuta nakon 3 h, dok je u slucaju koncentracije
200 mg/gnosaca ovaj efekat primecen nakon 1 h imobilizacije. Ovakav efekat vece
koncentracije proteina na dobijenu aktivnost nije neocekivan i moZe se pripisati gusto vezanim
molekulima proteina koji sprecavaju pristup supstrata aktivnom centru enzima. Pored toga,
imaju¢i na umu i heterogen sastav enzimskog preparata, vrlo je verovatno da pri visokim
koncentracijama preparata, i drugi enzimi (uglavnom pektinaze) zauzimaju mesto oko nosaca
Cime ometaju vezivanje ciljanog enzima. Ova pretpostavka je potvrdena izvodenjem dodatnih
eksperimenata koji ukljucuju ispitivanje pektinoliticke aktivnosti. Imobilisani preparati su
pokazali nepovoljnije odnose aktivnosti pri vecoj ponudenoj koncentraciji proteina od 150
mg/g nosaca (109 1U/gnosaca za pektinaze i 2121U/gnosaca za FT) u poredenju sa
ostvarenim odnosima aktivnosti pri koncentraciji proteina od 50 mg/g nosaca (70 [U/g nosaca
za pektinaze i 343 IU/gnosaca za FT). Kako se proces imobilizacije FT na Purolite® A109
zasniva na adsorpciji, smanjenje aktivnosti pri vremenu imobilizacije od 7 h, u ¢itavom opsegu
ispitivanih koncentracija, moZe se pripisati desorpciji do koje moZe do¢i tokom produzenog
procesa imobilizacije.

Sa druge strane, efekat ponudene koncentracije proteina na prinos aktivnosti prikazan je na
slici 4.25b. Moze se uociti da povecanje koncentracije proteina dovodi do drasticnog smanjenja
prinosa aktivnosti FT kao i da je najveéa vrednost prinosa aktivnosti (89,4 %) postignuta pri
koncentraciji od 20 mg/gnosaca nakon 5h imobilizacije Sto odgovara aktivnosti od
267 IU/g nosaca. Medutim, pod uslovima 50 mg/g nosaca, 5h vreme imobilizacije koji
odgovaraju najvisoj aktivnosti FT od 343 IU/g nosaca, dobijen je prinos aktivnosti od 45,9 %. U
ovoj situaciji, pri izboru optimalnog parametra potrebno je sagledati dva aspekta.
Produktivnost, sa jedne i efikasnost, sa druge strane. U pogledu produktivnosti, prednost treba
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dati maksimalnoj aktivnosti, dok u pogledu efikasnog koriS¢enja enzimskog preparata,
relevantan je prinos aktivnosti. lako su produktivnost i efikasnost komplementarne velicine,
jer se teZi ka postizanju maksimalnih rezultata uz minimalne gubitke, akcenat ove doktorske
disertacije je ipak na razvijanju procesa koji rezultiraju ve¢im kapacitetom proizvodnje
(dobijanje vecih koli¢ina FOS), pa su stoga koncentracija 50 mg/g nosaca i vreme imobilizacije
od 5 h izabrani za optimalne parametre. U pomenutim optimalnim uslovima, pektinoliticka
aktivnost iznosila je 70 [U/g nosaca, dok je prinos aktivnosti iznosio samo 2,3 %. Znacajne
razlike u dobijenim vrednostima pektinaza, u poredenju sa vrednostima aktivnosti
(343 IU/g nosaca) i prinosa aktivnosti FT (45,9 %), kao i odnos prinosa aktivnosti (20), ukazuju
na visoku efikasnost i selektivnost imobilizacije FT primenom makroporoznog nosaca
Purolite® A109. Ovim pristupom koji je imao za cilj optimizaciju procesa imobilizacije,
omoguceno je delimi¢no preciS¢avanje FT iz komercijalnog preparata uz iskljucenje upotrebe
ista¢i da se imobilisani preparat dobijen pod prethodno utvrdenim optimalnim uslovima
(pH 6,0, 50 mg/g nosaca i 5 h) zbog visoke selektivnosti i niske pektinoliticke aktivnosti moZe
direktno primeniti ne samo u homogenom rastvoru saharoze radi produkcije FOS, ve¢ i u
proizvodima heterogenog sastava (dZem, sok, javorov sirup i dr.) sa visokim udelom saharoze,
bez znacajnog uticaja na inicijalne karakteristike proizvoda.

4.3.3.2. Primena imobilisanog preparata FT na nosac¢ Purolite® A109 u
Sarznom i pneumatskom reaktoru

Po utvrdivanju optimalnih uslova procesa selektivne imobilizacije FT na makroporozni nosac
Purolite® A109 koja se zasniva na adsorpciji, u narednoj fazi istraZivanja procenjena je
efikasnost dobijenog imobilisanog preparata u reakciji sinteze FOS u dva reaktorska sistema -
Sarznom (erlenmajer na tresilici) i pneumatskom (air-lift) reaktoru. Najpre je primenjen
imobilisani preparat u koncentraciji od 0,5% (w/v) koja je ekvivalentna koncentraciji
rastvornog enzima od 1 % (v/v), a dobijeni profili sintetisanih FOS su prikazani na slici 4.26a.
Sa slike se jasno uocava da su sli¢ne progresne krive sinteze FOS za oba primenjena reaktorska
sistema, kao i da je skoro identican maksimalni udeo ukupnih FOS od 57 % (oko 285 g/L)
postignut nakon 20 h trajanja reakcije. Slicne vrednosti ostvarenih udela FOS u ukupnim
ugljenim hidratima (55-61 %) postignute su i u prethodnim istraZivanjima [126, 174, 175].
Nakon dokazivanja visoke efikasnosti dobijenog imobilisanog preparata u pomenutim
reaktorima, u sledecoj seriji eksperimenata ispitana je i njegova operativna stabilnost. Naime,
ovaj parametar je ispitan u cilju procene potencijala primene imobilisanog enzima ne samo u
izvodenju serijske proizvodnje koja se zasniva na izvodenju reakcija u odvojenim ciklusima, ve¢
i sa ciljem kontinualnog razvoja procesa bez znacajnog gubitka aktivnosti. Sa slike 4.26b se
moZe videti da imobilisana FT na Purolite® A109 poseduje potencijal ponovne upotrebe u oba
reaktorska sistema, s obzirom na to da su nakon izvodenja deset uzastopnih ciklusa reakcija
(vreme trajanja jednog ciklusa je 20 h), zadrzane aktivnosti u SarZznom i pneumatskom reaktoru
iznosile 94 % i 89 %, redom. Neznatan pad aktivnosti, koji je neSto izraZeniji pri izvodenju
reakcija u pneumatskom reaktoru, potencijalno bi se mogao pripisati curenju enzima iz nosaca
(zbog prisustva slabih jonskih interakcija).
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Slika 4.26. a) Uporedni prikaz sinteze FOS koriS¢enjem 0,5 % (w/v), 5 % (w/v)i10 % (w/v)
imobilisanog preparata FT u SarZznom i pneumatskom reaktoru. b) Operativna stabilnost
imobilisanog preparata (0,5 % (w/v)) u SarZnom i pneumatskom reaktoru.

Do gubitka enzima moZe do¢i usled filtracije i ispiranja nosaca puferom nakon zavrsetka svakog
ciklusa [289], poSto merljiv sadrzaj proteina nije detektovan u reakcionoj smesi. Takode, s
obzirom da je Purolite® A109 makroporozan nosac, moze se pretpostaviti i da su povrsinski
vezani enzimi verovatno bili odvojeni od nosaca, dok su enzimi vezani unutar pora ostali
imobilisani [289]. Uprkos tome, dobijeni rezultati jasno pokazuju da primenjeni imobilisani
preparat ima izuzetnu operativnu stabilnost, kao i da poseduje potencijal za kontinualnu
katalizu reakcija bez znacajnog gubitka aktivnosti. Poredenjem dobijenih podataka
predstavljenih u ovoj doktorskoj disertaciji sa vrednostima iz naucne literature dolazi se do
saznanja da je operativna stabilnost dobijenog imobilisanog enzima viSe uporediva sa
stabilnoS¢u kovalentno imobilisanih nego sa adsorbovanim enzimima. Na primer, FT iz
Aspergillus orizae 1IPT-301 imobilisana adsorpcijom na silika gelu zadrzala je samo 33 %
pocetne aktivnosti nakon Sest reakcionih ciklusa [289], dok je FT iz Pectinex® Ultra SP-L
imobilisana na jonoizmenjivacku smolu Amberlite IRA900 Cl zadrzala oko 80 % pocetne
aktivnosti nakon dvanaest ciklusa s tim da je trajanje svakog ciklusa iznosilo 2 h [185]. Sa druge
strane, FT iz Pectinex® Ultra SP-L je kovalentno imobilisana na Fe304-magnetne nanocestice pri
¢cemu je dobijen imobilisani preparat koji je zadrzao 86 % pocCetne aktivnosti nakon Sestog
ciklusa reakcije u trajanju od 1 h [179]. Stoga se moZe zakljuciti da FT imobilisana adsorpcijom
na Purolite® A109 ima visok kapacitet ponovne upotrebe, iako je predloZena jednostavna i
neinvazivna metoda imobilizacije.

Shodno prikazanim rezultatima, sasvim je opravdano ispitati i podobnost primene
imobilisanog preparata u reakciji sinteze FOS u kontinualnom reZimu rada. Realizacija
kontinualne produkcije FOS u pneumatskom reaktoru bi najpre ukljucivala izvodenje sinteze
FOS u Sarznom reZimu rada do dobijanja maksimalnog prinosa, a potom uvodenje supstrata i
odvodenje proizvoda. S tim u vezi, u cilju smanjenja vremena dostizanja maksimalnog prinosa
FOS, u narednom setu eksperimenata ispitana je mogucnost koriS¢enja znacCajno vecih
koncentracija imobilisanog enzima (5 % i 10 % (w/v)) (slika 4.26a). 1z prikazanih rezultata
moZe se uociti je da je uvodenje veéih koncentracija imobilisanog preparata FT rezultiralo
povecanjem brzine reakcije. Ta¢nije, maksimalni udeo FOS u ukupnim ugljenim hidratima od
56 % je postignut nakon 4 h reakcije primenom koncentracije 5 % (w/v), dok je koncentracija
imobilisanog enzima od 10 % (w/v) dala 59 % FOS nakon 1 h i 15 min. Prema tome, moZze se
zakljuciti da je primena vecih koncentracija imobilisanog preparata rezultirala znacajnim
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smanjenjem vremena potrebnog za postizanje maksimalnih prinosa (sa 20h u prvom
eksperimentu na 1 h i 15 min). Stoga, koncentracija imobilisanog enzima od 10 % (w/v) je
upotrebljena za ispitivanje mogucnosti izvodenja kontinualne proizvodnje FOS (slika 4.27).

Realizacija kontinualnog procesa je najpre podrazumevala sintezu FOS u SarZznom reZimu rada
u trajanju od 1,25h, a zatim kontrolisano uvodenje supstrata i istovremeno odvodenje
proizvoda pri protoku od 2,5 mL/min ¢ime je zapocet kontinualni reZim rada. Prelazak na
kontinualni reZim rada rezultirao je blagom promenom sastava reakcione smeSe do
uspostavljanja konstantnog toka proizvodnje u kome je zabeleZen udeo FOS u ukupnim
ugljenim hidratima od 53 % tokom 9 h. Po zavrSetku procesa reakciona smesa se sastojala od
FOS 3 (~29 %), FOS 4 (~20 %) i FOS 5 (~4 %). Pored toga Sto je zabeleZen blagi pad FOS (sa 59
na 53 %), brojne prednosti kontinualne proizvodnje (ve¢a produktivnost, smanjenje troskova i
dr.) potpuno opravdavaju realizaciju ovih procesa [290].
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Slika 4.27. Prikaz kontinualne proizvodnje FOS u pneumatskom reaktoru. Crvena strelica
oznacava pocetak kontinualnog reZima rada tj. uvodenja supstrata (rastvor saharoze
koncentracije 500 g/L) u sistem.

Sli¢ne konverzije su prijavljene i od strane drugih autora u sluc¢aju primene imobilisane FT za
izvodenje kontinualne produkcije u drugim reaktorskim konfiguracijama. Na primer, FT iz
Pectinex® Ultra SP-L, zarobljena u kuglicama Kkalcijum-alginatnog gela, veoma je uspesno
koriS¢ena za kontinualnu proizvodnju FOS u bioreaktoru sa fiksnim slojem [183] rezultirajuci
prinosom FOS od pribliZzno 46 %. Kada je u pitanju primena vazdusnog reaktora u ove svrhe,
postoje podaci da su Lin i Li [197] izveli reakciju sinteze FOS, ali u SarZnom reZimu rada
koris¢enjem imobilisanih celih ¢elija A. japonicus u trajanju od 9 h i prijavili prinos FOS od 55 %.
Prema tome, moZe se zakljuciti da proces razvijen u okviru ove doktorske disertacije koji se
zasniva na kontinualnoj proizvodnji FOS u pneumatskom reaktoru primenom FT imobilisane
na Purolite® A109 i koji rezultira smeSom sa udelom FOS od 53 %, poseduje potencijal za
prenos i dalju optimizaciju procesa koji bi bili prilagodeni industrijskim uslovima.
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4.3.4. Imobilizacija FT na modifikovane nosace Purolite® A109

Sama priroda makroporoznog nosaca Purolite® A109 pruza mogucnost uspostavljanja jonskih
interakcija sa suprotno naelektrisanim grupama enzima ¢ime je favorizovana adsorpcija.
Medutim, primena razlic¢itih bifunkcionalnih agenasa moze dovesti do njegove modifikacije
uvodenjem novih grupa koje mogu ucestvovati u formiranju kovalentne veze sa razli¢itim
funkcionalnim grupama enzima. Za razliku od adsorpcije, kovalentna imobilizacija obezbeduje
formiranje hemijske veze izmedu enzima i nosaca, te stoga ima za cilj i dobijanje veoma
stabilnog imobilisanog preparata [291]. Funkcionalne grupe enzima preko kojih se uglavnom
uspostavlja kovalentna veza su najceS¢e bo¢ne amino grupe aminokiseline lizin, tiolne grupe
koje su sastavni deo cisteina i karboksilne grupe koje poticu od asparaginske i glutaminske
kiseline. Pored pomenutih, hidroksilna, fenolna, indol i imidazol grupa takode mogu ucestvovati
u formiranju kovalentne veze sa nosacem [291].

Da bi se obezbedio adekvatan nosa¢ za dobijanje aktivnog i stabilnog (kovalentnog)
imobilizovanog preparata FT, izvedena je hemijska modifikacija makroporozne polistirenske
jonoizmenjivacke smole sa primarnim amino grupama (Purolite® A109). U tu svrhu primenjeni
su glutaraldehid (GA) radi uvodenja aldehidnih grupa i epihlorhidrin (EP) za dobijanje epoksi-
funkcionalizovanih nosaca. U poredenju sa komercijalnim nosa¢ima Kkoji su uglavnom
homogene prirode (sadrZe iskljuc¢ivo jednu vrstu funkcionalnih grupa), ovim pristupom se
mogu dobiti heterofunkcionalni nosaci koji potencijalno mogu i dodatno unaprediti stabilnost
imobilisanog enzima. Stoga, u nastavku su prikazane detaljne optimizacije imobilizacije FT iz
komercijalnog preparata Pectinex® Ultra SP-L na GA- i epoksi-heterofunkcionalne nosace
Purolite® A109. Pradenjem pektinoliticke aktivnosti, procenjena je i moguénost izvodenja
selektivne imobilizacije FT.

4.3.4.1. Optimizacija selektivne imobilizacije FT na GA-aktivirane nosace
Purolite® A109

Pored toga Sto GA odlikuje niska stabilnost pri razli¢itim temperaturama i alkalnom pH, ovaj
bifunkcionalni molekul koji sadrzi aldehidnu grupu se Siroko koristi za modifikaciju nosaca,
zbog niske cene i jednostavnog izvodenja reakcije [292], iako mehanizam ove aktivacije, joS
uvek nije u potpunosti razjaSnjen. Medutim, preciznom kontrolom uslova modifikacije nosaca
(koncentracije GA, vremena trajanja i pH) [293], moguce je imati ciljanu modifikaciju prisutnih
amino grupa. Naime, pretpostavlja se da koris¢enje niskih koncentracija GA za relativno kratko
vreme modifikacije dovodi do toga da nosa¢ poseduje samo jedan molekul GA po amino grupi
(slika 4.28), za razliku od primene vecih koncentracija GA koje rezultiraju posedovanjem dva
molekula GA po amino grupi. Prema tome, primena GA moZe dovesti do stvaranja strukturno
razlicitih aktiviranih nosaca kod kojih GA moZe biti u formi monomera ili dimera [294]. Osim
aldehidne funkcionalne grupe, dobijeni GA-aktivirani nosac jos uvek ima neaktivirane amino
grupe ispod svakog molekula GA, ali i hidrofoban deo koji poti¢e od lanca GA, pa se moze
smatrati heterofunkcionalnim nosacem [161, 293]. Imajuci ovo u vidu, do imobilizacije enzima
moZe doci preko razlicitih interakcija poput jonskih, hidrofobnih i kovalentnih, a podeSavanjem
uslova sredine (jonske jacine rastvora) moZe se uticati na njihovu dominantnost [293].
[zvodenjem imobilizacije FT u uslovima niske jonske jacine, najverovatnije ¢e do¢i do
uspostavljanja jonskih interakcija izmedu pozitivno naelektrisanih primarnih amino grupa
nosaca i negativno naelektrisanih karboksilnih grupa enzima [295], a zatim i kovalentnih veza
izmedu funkcionalne grupe GA i enzima [293].
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Slika 4.28. Sematski prikaz modifikacije nosa¢a sa primarnim amino grupama - Purolite® A109
uvodenjem GA i imobilizacije FT radi uspostavljanja kovalentnih veza pored elektrostatickih
interakcija.

Shodno navedenom, primena razli¢itih koncentracija GA (0,5% i 15 %) tokom izvodenja
modifikacije nosaCa po opisanom protokolu (poglavlje 3.2.6.3.2) rezultirala je dobijanjem
strukturno razlic¢itih GA-aktiviranih nosaca sa GA u formi monomera ili dimera. Obe dobijene
varijante su dalje primenjene za ispitivanje selektivne imobilizacije FT iz komercijalnog
preparata Pectinex® Ultra SP-L. U nastavku su predstavljene detaljne optimizacije selektivne

imobilizacije FT radi procene potencijala primene dobijenog imobilisanog preparata u sintezi
FOS.

4.3.4.1.1. GA - aktivirani nosac Purolite® A109 (monomerni oblik)

Prvi korak u optimizaciji procesa imobilizacije FT na modifikovani nosa¢ Purolite® A109 na
kojem je GA u vidu monomera, podrazumevao je ispitivanje uticaja pH sredine na imobilizaciju
enzima. Opseg pH imobilizacionog pufera je bio 4,0-7,0 jer u alkalnim uslovima GA-aktivirani
nosaci gube stabilnost. Svi eksperimenti su sprovedeni u uslovima niske jonske jacine u cilju
promovisanja jonskih interakcija.

Sa slike 4.29a koja ilustruje promenu aktivnosti imobilisane FT pri razli¢itim pH vrednostima
sredine i vremenima imobilizacije uz koris¢enje fiksne koncentracije enzimskog preparata
(10 mg/g nosaca), jasno se moZe videti da se najviSe aktivnosti FT postiZu u kiselim uslovima
(pH 4,0; 0,1 M) i to najverovatnije zbog optimalne orijentacije FT za naredni korak kovalentnog
vezivanja.
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Slika 4.29. a) Uticaj vremena imobilizacije i pH na aktivnost imobilisane FT b) Uticaj pH na
imobilisanu aktivnost FT pre i nakon desorpcije pri vicemenu imobilizacije 3 h (brojevi iznad
stubicastog grafikona definiSu udeo kovalentnih veza) c) Grafik zavisnosti odnosa prinosa
transfruktozilacione i pektinoliticke aktivnosti od pH imobilizacije pri vrcemenu imobilizacije
3h

Primeceno je da sa porastom pH vrednosti aktivnost enzima opada, kao i da je najniza aktivnost
FT izmerena pri pH 7,0 za ceo ispitivani opseg. Ovi rezultati su na neki nac¢in neocekivani posto
je preporuceni pH za imobilizaciju enzima na nosace sa aldehidnom grupom pH 7,0 (u slucaju
nosaca aktiviranih GA) preko a-amino grupe N-terminalnog kraja (pK 7,0-8,0) ili pod alkalnim
uslovima za druge nosace preko g-amino grupe lizina, (pK oko 10,0) [296]. Medutim, postoje
podaci da FT iz Pectinex® Ultra SP-L povecava afinitet prema nosacu u kiselim uslovima [295]
dajudi najveéu koncentraciju adsorbovanog enzima, $to posledi¢no moze povecati verovatnocu
formiranja kovalentne veze preko aktivne a-amino grupe N-terminalnog kraja sa nizim pK. Da
bi se dokazala ova pretpostavka i pokazalo postojanje kovalentnih veza, izveden je dodatni
eksperiment desorpcije enzima. Kako vreme nije pokazalo znacajan uticaj na proces
imobilizacije FT, jer se nezantno razlikuju dobijene aktivnosti, imobilisani preparati FT dobijeni
nakon 3h pri razli¢itim pH tretirani su rastvorom CaClz u cilju razaranja formiranih
elektrostatickih interakcija i utvrdivanja udela kovalentnih veza. Na osnovu aktivnosti FT pre i
nakon izvodenja desorpcije (slika 4.29b), pokazalo se da je oko 67 % pocetne aktivnosti ostalo
nakon desorpcionog eksperimenta za imobilisani preparat FT na pH 4,0. Isto tako, dobijeno je
da je imobilizacija na pH 7,0 dala samo 28,31 % kovalentno vezane aktivnosti. Takode,
imobilisani preparati dobijeni nakon 3 h pri razli¢itim pH su koriS¢eni za odredivanje
pektinoliticke aktivnosti i procenu selektivnosti. Sagledavaju¢i odnos prinosa FT i
pektinoliticke aktivnosti (slika 4.29c) moZe se primetiti da je najveca selektivnost (oko 6,8)
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primecena pri pH 5,0 i 6,0, dok je za jedinicu niza (oko 5,8) uocena u sredini ¢iji je pH 4,0.
Imajuci u vidu prethodno navedene podatke, i pored neznatno niZe ostvarene selektivnosti,
vreme imobilizacije 3 h i pufer slabe jonske jacine pH 4,0, koji rezultira najve¢im udelom
kovalentnih veza uz najvecu aktivnost imobilisanog preparata od 220 [U/g nosaca, su izabrani
za dalji rad.

U nastojanju da se dobije aktivniji imobilisani preparat, u slede¢em nizu eksperimenata ispitan
je uticaj razlic¢itih koncentracija proteina (5-100 mg/g nosaca). Da bi se na odgovarajuéi nacin
procenila efikasnost imobilizacije, razmatrana je i aktivnost imobilisanog preparata (IU/g
nosaca) kao i prinos aktivnosti (%). Kao Sto se jasno moZze videti sa slike 4.30, povecanje
ponudene koncentracije proteina u pocetku je davalo veée vrednosti aktivnosti imobilisanog
preparata, uz konstantan pad prinosa aktivnosti.
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Slika 4.30. Uticaj ponudene koncentracije proteina na aktivnost i prinos aktivnosti imobilisane
FT na GA-aktiviran nosa¢ (monomerni oblik)

Nakon ponudene koncentracije proteina od 50 mg/g nosaca, i imobilisana aktivnost i prinos
aktivnosti su se smanjili, verovatno zbog zasi¢enja nosaca. U cilju pronalaZenja kompromisa
izmedu ova dva suprotstavljena parametra, ali istovremeno uzimajuc¢i u obzir da imobilisani
preparat treba da ima najveéu mogucu izraZenu aktivnost za buduce primene, zakljuceno je da
optimalni parametri za imobilizaciju FT treba da budu slede¢i: ponudena koncentracija
proteina od 50 mg/gnosaca, pH 4,0 (0,1 M) i vreme trajanja imobilizacije 3 h. Pod ovim
uslovima postignuta je aktivnost imobilisane FT od 276 IU/g nosaca, Sto odgovara prinosu
aktivnosti od 21,64 %.

4.3.4.1.2. GA - aktivirani nosac Purolite® A109 (dimerni oblik)

Pored nosaca kojeg karakteriSe prisustvo monomernih oblika G4, izvodenje modifikacije u
prisustvu vece koncentracije GA rezultiralo je dobijanjem nosaca kod kojeg je GA u formi
dimera. I u ovom slucaju je izvrSena detaljnija optimizacija imobilizacije FT iz preparata
Pectinex® Ultra SP-L ispitivanjem uticaja klju¢nih parametara procesa: pH, vreme imobilizacije
i koncentracija proteina. Najpre je variran uticaj pH i vremena imobilizacije, dok je
koncentracija proteina bila nepromenjena (10 mg/gnosaca), pri ¢emu su na slici 4.31a
prikazane aktivnosti imobilisane FT. Kao i kod nosaca sa GA u formi monomera, i ovde se
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uocava identic¢an trend promene. Naime, sa porastom pH, primeceno je smanjenje aktivnosti
imobilisanog enzima u celom ispitivanom opsegu. Najveca aktivnost FT od 222 IU/g nosaca
dobijena je primenom pufera c¢iji je pH 4,0, nakon 7 h izvodenja imobilizacije. Povec¢anje trajanja
imobilizacije (do 24 h) rezultiralo je smanjenjem aktivnosti koje moZze biti posledica promene
trodimenzionalne strukture enzima u slucaju kovalentnog vezivanja [297]. Izvodenjem
dodatnih eksperimenata, utvrdene su vrste veza izmedu GA - funkcionalizovanog nosaca i
enzima (slika 4.31b). Ostvareni rezultati navode na zaklju¢ak da u imobilisanom preparatu FT
dobijenom primenom pufera pH 4,0 (0,1 M) nakon 7 h imobilizacije postoje elektrostaticke

interakcije sa udelom od 34 %, dok udeo kovalentnih veza iznosi 66 %.
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Slika 4.31. a) Uticaj vremena imobilizacije i pH na aktivnost imobilisane FT b) Zastupljenost
formiranih veza pri imobilizaciji FT na razli¢itim pH i vremenu imobilizacije 7 h c) Grafik
zavisnosti transfruktozilacione aktivnosti i odnosa prinosa transfruktozilacione i
pektinoliticke aktivnosti od pH imobilizacije pri vremenu imobilizacije 7 h

Ukoliko sagledamo i podatke dobijene pri ostalim pH vrednostima, moZemo konstatovati da u
sredini pH 4,0, dolazi do izraZenijeg vezivanja FT putem elektrostatickih interakcija. Takode,
prisutne elektrostaticke interakcije formirane izmedu pozitivno naelektrisanih potpornih
amino grupa nosaca i povrSinskih karboksilnih grupa enzima preko kojih je enzim pribliZzen
podlozi, mogu dodatno uticati i na povecanje reaktivnosti enzima sa ostalim grupama nosaca u
pravcu uspostavljanja kovalentnih veza. Budu¢i da je najveca aktivnost imobilisane FT dobijena
u sredini gde je veci udeo elektrostatickih interakcija u odnosu na druge primenjene puferske
sisteme, moZe se pretpostaviti da intenzivnije vezivanje prati i dobra orijentacija imobilisane
FT tako da je aktivni centar dostupan supstratu. Uzimaju¢i u obzir i dominantnost
pektinolitickih enzima u primenjenom komercijalnom preparatu, prema odnosu ostvarenih
prinosa aktivnosti za oba enzima, izra¢unata je i selektivnost. Sa grafika koji ilustruje uporedni
prikaz aktivnosti FT i selektivnosti (slika 4.31c), uoCava se isti trend promene - sa povecanjem
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pH dolazi do njihovog smanjenja. U ovom slucaju, najveéu FT aktivnost prati i najveca
selektivnost (16,45) Sto dovodi do zakljucka da je u ovom sistemu favorizovana imobilizacija
FT u odnosu na hidroliticke enzime-pektinaze ¢ime je izvedeno i delimi¢no preciS¢avanje FT.
Prema prikazanim rezultatima, iako su stabilniji imobilisani preparati (zbog veceg udela
kovalentnih veza) dobijeni u puferima sa nizom kiselo$¢u (pH 5,0-7,0), svakako niske vrednosti
aktivnosti (niZe od 92 IU/g nosaca) ali i selektivnosti, ne isticu njihov potencijal za dalju
primenu. Stoga, pufer niske jonske jaCine pH 4,0 i vreme imobilizacije 7 h, su koris¢eni u
narednim eksperimentima.

Pored fiksiranih vrednosti pH i trajanja imobilizacije, ispitan je i uticaj ponudene koncentracije
proteina (5-100 mg/g nosaca) na vezivanje FT na GA-funkcionalizovan nosac radi razmatranja
mogucnosti dobijanja aktivnijeg imobilizata. Na osnovu profila promene aktivnosti imobilisane
FT (slika 4.32) moZe se primetiti da sa povecanjem koncentracije proteina od 5 do
50 mg/g nosaca, aktivnost sve vreme beleZi porast, nakon cega je daljim povecanjem
koncentracije (100 mg/g nosac), primecen drasti¢an pad aktivnosti. Ovakvo zapaZanje navodi
na zakljucak da je pri koncentraciji proteina 50 mg/g nosaca, pri kojoj je maksimalna aktivnost
FT 371,8 IU/g nosaca, zapravo doslo do zasi¢enja nosaca.
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Slika 4.32. Uticaj ponudene koncentracije proteina na aktivnost i prinos aktivnosti imobilisane
FT na GA-aktiviran nosac¢ (forma dimera)

Takode, pri ve¢im ponudenim koncentracijama moZe do¢i i do vezivanja drugih enzima iz
primenjene smeSe Cime je oteZano vezivanje ciljanog Sto se reflektuje kroz pad aktivnosti. Sa
druge strane, posmatrajuci zavisnost prinosa aktivnosti od ponudene koncentracije proteina,
evidentno je da sa porastom koncentracije, dolazi do smanjenja prinosa aktivnosti. [zvesno je
da se na osnovu najvece dobijene vrednosti prinosa aktivnosti od 91,7 % najefikasniji proces
moZe izvoditi u uslovima najniZe primenjene koncentracije proteina (5 mg/g nosaca), kao i da
pri 50 mg/g nosaca prinos aktivnosti iznosi samo 29,2 %. Medutim, budu¢i da je osnovni cilj
primena imobilisanog preparata FT u izvodenju reakcija sinteze FOS, presudan uticaj pri
odabiru optimalnih parametara se moZe pripisati aktivnosti. Prema tome, i pored niskog
ostvarenog prinosa aktivnosti, zbog znacajno vece aktivnosti (371,8 IU/g nosaca) koja je
variranjem ovog parametra povecana oko 1,7 puta (u odnosu na prvobitnu od
222 1U/gnosaca), koncentracija proteina od 50 mg/gnosaca je usvojena kao optimalni
parametar.
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Porede¢i maksimalne aktivnosti imobilisanih preparata FT sa razlicitom formom GA Kkoje
iznose 276 IU/gnosaca (monomerni oblik - kra¢a ,noZica“) i 371,8U/gnosaca (dimerni
oblik - duza ,noZica“) moZemo konstatovati da duzina ,noZice“ moze uticati na proces
imobilizacije. Naime, objasnjenje za dobijenu niZu aktivnost u slu¢aju nosaca sa monomernim
oblikom GA, moZe se pripisati tome da primena nosaca sa kracom ,nozicom* rezultira vecom
kruto$¢u i prenapetos$éu molekula enzima ¢ine¢i ga manje aktivnim, u poredenju sa nosacem
koji sadrZi duzu ,noZicu“ (dimerni oblik GA) [161]. Identi¢no zapaZanje prijavili su Lorena
Betankor (Betancor) i sar. u svojoj studiji [298]. Oni su takode izvestili da prisustvo dimera
omogucava reakciju enzima sa ve¢im brojem grupa uz postojanje manjih sternih smetnji ¢ime
je i olakSan prilaz supstratu [298]. Dakle, sasvim je ocekivano $to je u sluc¢aju imobilizacije FT
na GA-heterofunkcionalan nosac Purolite® A109 forme dimera dobijen imobilisani preparat
vece aktivnosti u poredenju sa primenom nosaca forme monomera zbog ¢ega se ujedno smatra
i pogodnijim za dalju primenu u proizvodnji FOS.

Neosporno je da razlike u prisutnim grupama (monomer/dimer) mogu izazvati i razlike u
stabilnosti kao Sto je i prijavljeno u naucnoj literaturi [298], ali paZljivim dizajniranjem uslova
aktivacije i imobilizacije, moZe se uticati na dobijanje imobilisanog preparata Zeljenih
karakteristika.

4.3.4.2. Optimizacija selektivne imobilizacije FT na epoksi - aktiviran
Purolite® A109 nosac

Posto je prema podacima iz literature FT iz A. aculeatus pokazala dobar potencijal za vezivanje
i na epoksi-funkcionalizovane nosace [174, 175], nosac¢ sa primarnim amino grupama Purolite®
A109 je u narednoj fazi istrazivanja tretiran rastvorom epihlorhidrina radi uvodenja ovih
funkcionalnih grupa. Ovaj metodoloski pristup takode pruza moguénost stvaranja
heterofunkcionalnih nosaca koji favorizuju formiranje jakih i stabilnih kovalentnih veza sa
molekulima enzima. Generalno, epoksidne grupe najc¢es¢e reaguju sa povrsinskim delovima
enzima i to sa amino grupama iz boc¢nih lanaca lizina, fenolnim grupama tirozina, tiolnim iz
cisteina, a moZe doci i do reakcija sa karboksilnim iz asparaginske i glutaminske kiseline kao i
sa imidazolom iz histidina [293]. Nosaci aktivirani epoksidnim grupama se smatraju veoma
popularnim izborom za imobilizaciju enzima i zbog dobre stabilnosti [161] u razli¢itim
uslovima, ali i zbog toga Sto izazivaju minimalne neZeljene efekte na enzimsku aktivnost [299].

S tim u vezi, pored hemijske modifikacije makroporozne jonoizmenjivacke smole Purolite®
A109 koriS¢enjem GA, ovaj nosac je tretiran i epihlorhidrinom. Osnovni cilj je bio da se znacajna
frakcija prisutnih amino grupa nosaca zameni epoksidnim i dobije nova, poboljSana podloga za
imobilizaciju FT koja se moZe smatrati heterofunkcionalnom. Izvodenjem dodatnih
eksperimenata utvrdeno je da je epoksi-aktiviran nosa¢ nakon modifikacije sadrzao
525 pmol epoksidnih grupa/gnosaca dok je koncentracija preostalih amino grupa iznosila
2680 umol/g nosaca. Uvodenje epoksidnih grupa je dodatno potvrdeno infracrvenom
spektroskopijom (FTIR) na osnovu razlika u dobijenim spektrima nemodifikovanog i
modifikovanog nosaca (slika 4.33a i 4.33b). Sa snimljenog FTIR spektra za epoksi-aktiviran
nosac (slika 4.33b) evidentno je prisustvo jednog oStrog (1280-1230 cm1) i jednog Sirokog pika
(oko 1068 cm-1) koji nastaju kao posledica simetri¢nih prstenastih vibracija uvedene epoksidne
grupe i -CO vibracija, redom [300]. Druga dva karakteristicna pika za epokside, koja potic¢u od
rastezanja C-0-C (950-810 cm! i 880-750 cm-1), nisu tako ocigledna, poSto se rastezanje
unutar primarnih amina moZe uociti u istom regionu (910-665 cm-1).
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Slika 4.33. FTIR spektri dobijeni analizom: a) nemodifikovanog nosaca b) epoksi-
modifikovanog nosaca i c) imobilisane FT na epoksi-modifikovan nosac

Nakon modifikacije, imobilizacija enzima primenom heterofunkcionalnog nosaca je izvedena u
dva koraka (slika 4.34). Imajuci u vidu hemijski sastav dobijenog amino-epokidnog nosaca, FT
iz komercijalnog preparata Pectinex® Ultra SP-L prvenstveno je imobilisana fizickom
adsorpcijom pri blagim uslovima (kiseli ili neutralni pH i niska jonska jac¢ina) kako bi se enzim
pribliZio funkcionalnim grupama koje obezbeduju formiranje kovalentne veze. Zatim, u drugom
koraku, promenom reakcionih uslova (pH 9,0), favorizovano je uspostavljanje kovalentnih veza
[293]. Ovaj pufer je izabran kao kompromisno resenje izmedu stabilnosti enzima i potencijala
epoksidnih grupa da stupe u reakciju sa razli¢itim grupama enzima. Naime, pri neutralnom ili
blago alkalnom pH, epoksidne grupe su sklone reakciji sa tiolnim grupama, pri pH ve¢em od 9,0
sa amino grupama, pri pH ve¢em od 11,0 sa fenolnim grupama tirozina, a u slabo kiseloj sredini
sa karboksilnim grupama [175].

Optimizacija imobilizacije FT je najpre izvedena variranjem uticaja pH za odigravanje
adsorpcije. Efekat razlic¢itih puferskih rastvora je ispitan u opsegu pH 4,0-7,0 (50 mM) kako bi
se izvela adsorpcija FT na heterofunkcionalan nosac u trajanju od 3 h, nakon cega je pufer
zamenjen alkalnim puferom (pH 9,0) iste jonske ja¢ine do 24 h. Kao parametri za identifikaciju
optimalnih uslova razmatrani su: aktivnost imobilisanog preparata, prinos aktivnosti, prinos
imobilizacije i selektivnost. U slucaju uticaja pH na proces imobilizacije, sa slike 4.35a se moze
primetiti da je do pH 5,0 prinos imobilizacije iznosio oko 20 %, dok za pH 6,0 i 7,0 iznosi 40 %,
odnosno 35 %, redom. Ovaj rezultat ukazuje da je viSe proteina adsorbovano pri blago kiselim
i neutralnim pH vrednostima.
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Slika 4.34. Sematski prikaz modifikacije nosa¢a Purolite A109 upotrebom epihlorhidrina i
imobilizacija FT

Medutim, razmatrajuci prinos aktivnosti (slika 4.35b) i aktivnost imobilisane FT (slika 4.35c),
moZe se primetiti da iako je dva puta veci prinos imobilizacije pri pH 6,0 (40 %), osvarena
aktivnost je duplo manja (100 IU/g nosaca) u poredenju sa podacima dobijenim u uslovima
pH 4,0 (20 %, 207 IU/g nosaca). Ovakav efekat navodi na zakljuCak da je u kiseloj sredini
(posebno u puferu pH 4,0) vezivanje FT intenzivnije nego u blago kiselim i neutralnim
sredinama gde je ocigledno dominantnije vezivanje drugih enzima iz primenjenog
komercijalnog preparata Pectinex® Ultra SP-L. Adekvatnost procesa imobilizacije moZe se
dodatno potvrditi i poredenjem prinosa aktivnosti imobilizacije FT sa pektinazama koje
dominiraju u komercijalnom preparatu i potencijalno izazivaju neZeljene efekte u nekim
reakcijama (slika 4.35b). MoZe se primetiti da se najveci prinos aktivnosti imobilizacije postiZe
pri pH 4,0 (oko 81,36 %), ali i najveci odnos FT i pektinoliticke aktivnosti (19,39) koji odraZava
selektivnost vezivanja ciljanog enzima. Sa povecanjem pH vrednosti pufera za imobilizaciju,
vrednost ovog odnosa se smanjuje.
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Slika 4.35. Uticaj pH u prvom koraku imobilizacije na: a) prinos imobilizacije, b) prinos
aktivnosti FT i pektinaza (brojevi iznad stubicastih grafikona definiSu odnos prinosa
aktivnosti FT i pektinaza) i c) aktivnost imobilisanog enzima (brojevi iznad stubicastih
grafikona definiSu udeo kovalentnih veza).

Uspostavljanje veza izmedu enzima i nosaca i to najverovatnije preko interakcija sa amino
grupama [301] potvrdeno je i FTIR spektroskopijom. Dobijen je spektar sa karakteristicnim
trakama na 1649 cm1i 1525 cm! (slika 4.33c) koje odgovaraju formiranim amidnim vezama
[302].

Da bi se potvrdila literaturna polazna hipoteza - da promena pufera moZe favorizovati
uspostavljanje stabilnih kovalentnih veza, izveden je i dodatni eksperiment koji je imao za cilj
odredivanje imobilisane aktivnosti FT nakon desorpcije enzima (slika 4.35c). Sa slike 4.35c
moZe se primetiti da aktivnosti FT pre i posle desorpcije pokazuju stabilan pad sa porastom pH,
kao i da je najveci udeo kovalentne veze od 85,31 % primecéen na pH 4,0. Ovde je zanimljivo
napomenuti da je u slucaju imobilizacije putem adsorpcije na nemodifikovani nosa¢ Purolite®
A109 doslo do potpune desorpcije enzima, ali je uprkos tome imobilisani enzim bio stabilan u
10 reakcionih ciklusa, jer reakcioni uslovi ne odgovaraju uslovima ,spiranja“ enzima (ne remete
stabilnost interakcije). Pored toga, predstavljeni rezultati ukazuju na visoku izvodljivost
imobilizacije FT na epoksi-aktivirani nosa¢ Purolite® A109 na pH 4,0, koja je izabrana kao
optimalna za dalji rad.

Po utvrdivanju efekta pH na proces imobilizacije FT, varirano je i doziranje enzima radi procene
uticaja ovog parametra na efikasnost imobilizacije. Ispitan je opseg koncentracije od
2 - 40 mg/g nosaca, a dobijeni rezultati su prikazani na slici 4.36. Najveca aktivnost FT od
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243 1U/gnosaca je zabeleZena pri koncentraciji od 20 mg/g nosaca, dok je dalje povecanje
koncentracije dovelo do znatnog smanjenja aktivnosti. Ovakav efekat moZe biti posledica
vezivanja vecih koli¢ina drugih prisutnih enzima, zbog konstantnog povecanja granice vezanih
proteina (slika 4.36a), Cime je spreceno vezivanje ciljanog. Takode, potencijalno objaSnjenje za
nize aktivnosti FT moZe se pripisati pojavi viSeslojne adsorpcije u okviru prvog koraka
imobilizacije, budu¢i da ona moZe ometati formiranje kovalentnih veza i ometati pristup
supstrata aktivnom mestu enzima [174]. Prinos aktivnosti FT opada u celom ispitivanom
opsegu, dok odnos prinosa FT i pektinoliticke aktivnosti dostize plato (19) u opsegu
koncentracija 10-20 mg/g nosaca. Prema tome, po usvajanju optimalnih uslova imobilizacije
koji ukljuCuju pH 4,0 i koncentraciju enzima 20 mg/gnosaCa, moZe se posti¢i aktivnost
imobilizata od 243 IU/g nosaca.
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Slika 4.36. Uticaj ponudene koncentracije proteina na: a) vezane proteine i aktivnost
imobilisanog enzima b) prinos aktivnosti FT i odnos prinosa i aktivnosti FT i pektinaza.

Ovaj protokol imobilizacije koji ima za cilj stvaranje imobilisanog enzima izraZajne stabilnosti,
svakako je doveo do poboljsanja procesa imobilizacije.

4.3.4.3. Sinteza FOS primenom imobilisane FT na modifikovane Purolite®
A109 nosace

Nakon izvodenja detaljnih optimizacija selektivnih imobilizacija FT na modifikovane Purolite®
A109 nosace, Ciji su izabrani optimalni parametri sumirani u tabeli 4.5, u narednom
eksperimentu procenjena je primena dobijenih imobilisanih preparata u reakciji sinteze FOS.
Reakcija je izvedena u rastvoru saharoze koncentracije 500 g/L primenom 1% (w/v)
imobilisanog preparata FT u trajanju od 24 h na 50 °C, a graficki prikaz rezultata je dat na slici
4.37.

Tabela 4.5. Prikaz izabranih optimalnih uslova za izvodjenje selektivne imobilizacije FT na nosace
modifikovane razli¢itim reagensima

Vreme  Konc. proteina Aktivnost FT

Nosac pH (h) (mg/q nosaca)  (IU/g nosaca) Selektivnost
GA (monomer)-Purolite | 4,0;0,1 M 3 50 276 5,80
GA (dimer)-Purolite 4,0; 0,1 M 7 50 371 16,45
Epoksi-Purolite 4,0;9,0 24 20 243 19,00

Posmatrajuci profile promene udela FOS u ukupnim ugljenim hidratima (slika 4.37) za sva tri
imobilisana preparata FT, evidentno je da trajanjem reakcije dolazi do povec¢anja udela FOS u
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slucaju primene sva tri preparata, ali i da je ovaj efekat najizraZeniji kod epoksi-
funkcionalizovanog Purolite® A109 nosaca. U tom slucaju dobijen je maksimalni udeo FOS od
53 % nakon 9 h, dok su niZi maksimalni udeli od oko 50 % dobijeni primenom GA-aktiviranih
nosaca nakon 21 h. Ovi rezultati upucuju na zaklju¢ak da je nosac¢ sa epoksidnim grupama
veoma efikasan u produkciji FOS.
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Slika 4.37. Vremenski tok reakcije sinteze FOS primenom razlicitih imobilisanih preparata FT

Pored toga, imobilizacijom FT na epoksi-aktivirani Purolite® A109 ostvaruje se i visoka
selektivnost, ali i znaCajan udeo formiranih kovalentnih veza pod definisanim optimalnim
uslovima (pH 4,0 i koncentracija enzima 20 mg/g nosaca), Sto posebno izdvaja ovaj nosac od
prethodno ispitanih nosaca na bazi GA. Imaju¢i ovo u vidu, u narednoj fazi istraZivanja nosac
aktiviran epihlorhidrinom je primenjem u reaktorskim sistemima (Sarzni i pneumatski
reaktor) radi procene efikasnosti izvodenja reakcije sinteze FOS, a posledi¢no i intenzifikacije
procesa.

4.3.5. Primena imobilisanog preparata FT na epoksi-aktivirani nosac
Purolite® A109 u Sarznom i pneumatskom reaktoru

Po dobijanju imobilisanog preparata unapredenih karakteristika (epoksi-Purolite® A109), u
narednoj fazi ispitana je njegova primena u reakciji sinteze FOS u SarZznom (u erlenmajeru na
tresilici) i pneumatskom reaktoru. Kako je vodeca prednost imobilisanih enzima mogucnost
njihove ponovne upotrebe, oba reaktorska sistema su takode koriS¢ena i za testiranje
operativne stabilnosti dobijenog imobilisanog preparata. Istovremenim izvodenjem reakcije
sinteze pri koncentraciji imobilisanog preparata od 1 % (w/v), ostvareni su maksimalni udeli
FOS od 52,8 % i 54,7 % nakon 9 h u SarZnom i pneumatskom reaktoru, redom (slika 4.38a).
Nakon produZenja reakcije primecen je blagi pad udela FOS (51 % FOS nakon 24 h) za oba
primenjena reaktorska sistema. Nesto ve¢i maksimalni udeo FOS kao i poCetna brzina reakcije
u vazduSnom reaktoru se moZe pripisati ravnomernijem mesanju u toku procesa pruzajuci vecu
dostupnost supstrata imobilisanom enzimu bez ikakve potrebe za opseZnijim meSanjem koje
bi moglo dovesti do vecih sila smicanja [303].
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Slika 4.38. a) Poredenje dobijenog udela FOS u ukupnim ugljenim hidratima koriS¢enjem
1% (w/v)i10 % (w/v) imobilisanog preparata u SarZznom i pneumatskom reaktoru b)
Operativna stabilnost imobilisanog preparata FT (1 % (w/v)) u SarZnom i pneumatskom
reaktoru.

Potom je testirana operativna stabilnost primenom identi¢ne koncentracije imobilisanog
enzima izvodenjem 15 reakcionih ciklusa sinteze FOS u SarZnom i pneumatskom reaktoru.
Jedan ciklus je definisan vremenom trajanja reakcije od 24 h iako su ostvareni prinosi bili
neznatno nizi, zbog tehnickih ogranicenja pri izvodenju eksperimenata. Rezultati u vidu
relativne aktivnosti su prikazani na slici 4.38b sa koje se moZe jasno uociti da ¢ak i nakon 10
ciklusa reakcije imobilisani preparat nije izgubio svoju aktivnost. Blago smanjenje aktivnosti
primeceno je nakon 15 ciklusa reakcije sinteze, pri ¢emu je zadrZana aktivnost u pneumatskom
reaktoru bila 87,7 %, a u SarZznom 83,1 %. Dobijeni rezultati potvduju bolje karakteristike
pneumatskog reaktora u poredenju sa konvencionalnim SarZnim reaktorom. Prema
literaturnim podacima o operativnoj stabilnosti kovalentnih imobilizata FT primenom
komercijalnog preparata Pectinex® Ultra SP-L, FT imobilisana na Cestice hitozana je zadrzala
manje od 80 % inicijalne aktivnosti nakon 8 reakcionih ciklusa [178], dok je FT imobilisana na
Fe304-magnetne Cestice hitozana zadrZala manje od 90% svoje pocetne aktivnosti nakon 6
ciklusa [179]. Dakle, predstavljeni rezultati u ovoj disertaciji ukazuju na znacajnu i izvanrednu
operativnu stabilnost kovalentno imobilisane FT na epoksi-heterofunkcionalan nosac Purolite®
A109 za koji se neosporno moze re¢i da poseduje potencijal za primenu u kontinualnim
procesima sinteze FOS.

Kao i u slucaju imobilizacije FT na nemodifikovani nosac¢ Purolite® A109, i ovde je testirana veca
koncentracija imobilisanog preparata jer je osnovni cilj eksperimenta bio smanjenje vremena
za postizanje maksimalnog prinosa FOS, a samim tim i vremena dostizanja kraja Sarznog i
pocetka kontinualnog reZima rada. S tim u vezi, u pneumatskom reaktoru u SarZnom rezimu
rada, ispitana je koncentracija enzima od 10% (w/v) (slika 4.38a). Prema prikazanim
rezultatima, primecen je maksimalni udeo FOS od 56 %, posle 1,5 h. Dobijeni rezultat je u skladu
sa prijavljenim rezultatima drugih autora koji su takode razmatrali sintezu FOS u razli¢itim
reaktorskim konfiguracijama [126, 174].

Nakon uspesSne primene imobilisanog preparata FT u koncentraciji od 10 % (w/v) u SarZznom
rezZimu rada u pneumatskom reaktoru, pomenuti preparat je potom testiran u istom
reaktorskom sistemu u kontinualnom procesu (slika 4.39). Dobijen je maksimalni udeo FOS u
ukupnim ugljenim hidratima od 54 % nakon 1,5 h, pri ¢emu ovaj momenat predstavlja pocCetak
kontinuiranog dodavanja supstrata pri brzini protoka od 2,5 mL/min, ali i istovremenog
kontinuiranog odvodenja proizvoda, Sto posledi¢no dovodi do blagog smanjenja udela FOS.
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Slika 4.39. Kontinualna produkcija FOS primenom FT imobilisane na epoksi- Purolite® A109
nosac

Daljim razvojem procesa moZe se primetiti da je nakon 2 h doSlo do stabilizacije kao i da je
uspostavljeno stabilno stanje sa prose¢nim udelom FOS od 52,5 %. Pored visokih ostvarenih
prinosa, razvijena kontinualna proizvodnja FOS pokazala se veoma uspesSnom, jer se odvijala
stabilno i u kontrolisanim uslovima tokom 7 dana (170 h). Na kraju kontinualnog procesa
dobijena je smeSa sledeceg sastava: FOS 3 (31,06 %), FOS 4 (18,14 %), FOS 5 (3,27 %), saharoza
(16,97 %) i monosaharidi (30,56 %). Uporednom analizom razvijenih postupaka kontinualne
proizvodnje FOS primenom imobilisanih preparata FT koriS¢enjem nemodifikovanog i epoksi-
modifikovanog nosaca Purolite® A109 moZe se konstatovati da su krajnje smeSe rezultirale
slicnim prinosom (53 % i 52,5 % FOS u slucaju nemodifikovanog i modifikovanog nosaca,
redom). Uprkos tome Sto duZe trajanje procesa (u sluc¢aju modifikovanog nosaca) ukazuje na
vecu procesnu stabilnost i pouzdanost, dobijeni rezultati svakako ukazuju na potencijalnu
primenljivost razvijenih postupaka u industrijskom okruzenju.

4.3.6. Ispitivanje termicke stabilnosti imobilisanih preparata

[zlaganje visokim temperaturama moZe dovesti do nepovratne inaktivacije enzima tokom
dugotrajnog industrijskog procesa [178]. Prema tome, ispitivanjem termicke stabilnosti
imobilisane FT i uporedujuc¢i je sa slobodnim enzimom, moguce je proceniti unapredenje
stabilnosti enzima procesom imobilizacije. Kompletna analiza je izvedena odredivanjem
kinetickih parametara (kd i t1/2) koji odrazavaju uticaj temperature na denaturaciju enzima, kao
i energije inaktivacije (Eq, k]/mol). Konstanta brzine inaktivacije, vreme poluZivota i energija
inaktivacije su odredeni jednacinama 16-18 (poglavlje 3.2.7). Sa slike 4.40 koja ilustruje
termicku stabilnost slobodne i imobilisane FT iz komercijalnog preparata Pectinex® Ultra SP-L
na epoksi-aktiviran Purolite® A109 moZe se videti da je imobilisani enzim zadrzao 90 % i 48 %
svoje inicijalne aktivnosti nakon 240 min inkubacije na 55 i 60 °C, redom. Isto tako, tokom
inkubacije na visim temperaturama (65 i 70 °C) uocava se drastican pad aktivnosti za oba
primenjena oblika enzima. Uporednom analizom stabilnosti slobodne i imobilisane FT, kao Sto
je i oCekivano, uocCena je veca termicka stabilnost imobilisane. Prema dobijenim rezultatima
(slika 4.40), do inaktivacije je dosSlo u jednom koraku, Sto ukazuje da u posmatranom periodu
nije doSlo do konformacionih promena unutar enzima i da se kinetika inaktivacije, prema tome
moZe dobro opisati eksponencijalnim modelom.
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Slika 4.40. Termicka stabilnost slobodne (isprekidana linija) i imobilisane FT (puna linija) na
razli¢itim temperaturama: 55 °C (H), 60 °C (¥), 65 °C (@),i 70 °C («€)

Sagledavanjem Kkinetickih parametara cije su vrednosti prikazane u tabeli 4.6 za najniZu
temperaturu koja je ujedno i najbliZa temperaturi reakcije (55 °C), dobijene vrednosti ti/2
takode ukazuju na izuzetnu termicku stabilnost imobilisane FT (1732,87 min) u poredenju sa
slobodnim enzimom (95,34 min) i to sa znacajnim faktorom stabilizacije od 18,17. JoS vaznije,
i dvostruko veca energija inaktivacije za imobilisanu FT od 352,9 kJ/mol u odnosu na slobodnu
FT od 174,1 k] /mol dodatno potvrduje termicku stabilnost imobilisanog preparata FT. Imaju¢i
u vidu i literaturne podatke o energiji inaktivacije za FT iz istog preparata na razli¢itim
nosacima koji su u opsegu od 242,2-320 k] /mol [178, 179] moZemo zakljuciti da FT kovalentno
imobilisana na heterofunkcionalan nosa¢ epoksi-Purolite® A109 nesumnjivo pokazuje
povecanu termicku stabilnost.

Tabela 4.6. Kineticki parametri termicke deaktivacije slobodne i imobilisane FT na modifikovani
nosac

Slobodan enzim Imobilisan enzim
Temperatura, °C kd, 1/min ty, min kd, 1/min ti, min
55 0,0073 95,34 0,0004 1732,87
60 0,0144 48,14 0,0030 231,05
65 0,0350 19,80 0,0270 25,67
70 0,1210 5,73 0,1040 6,66

Kako se imobilisani preparat dobijen adsorpcijom FT na nemodifikovani Purolite® A109, kojeg
odlikuje kataliticka aktivnost od 343 IU/g nosaca, pokazao kao veoma efikasan za produkciju
FOS, ispitana je i njegova termicka stabilnost. Uporedni prikaz rezultata termicke stabilnosti FT
imobilisane na nemodifikovani i modifikovani Purolite® A109 na temperaturi inkubacije od
55 °C, je datnaslici 4.41. Sa slike se jasno moZe uociti vec¢i pad aktivnosti za imobilisani preparat
FT dobijen adsorpcijom gde je nakon 240 min inkubacije, zadrzano samo 40 % pocetne
aktivnosti.
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Slika 4.41. Termicka stabilnost imobilisane FT na nemodifikovani i epoksi-modifikovani
Purolite® A109 na 55 °C

Takode, za isti imobilisani preparat, vrednost ti/2 iznosi 184,35 min za razliku od 1732,87 min
u slucaju epoksi-Purolite® A109. lako dobijena vrednost premasSuje ti/2 za slobodan enzim
(95,34 min), oc¢igledno je da dobijeni imobilisani preparat odlikuje manja termicka stabilnost
koja je najverovatnije posledica Ciste adsorpcije enzima, dok se razvoj heterofunkcionalnog
nosaca prema opisanom protokolu za kovalentnu imobilizaciju pokazao potpuno opravdanim.

4.3.7. Sumiranje rezultata imobilizacije FT i dalje perspektive

U okviru ove doktorske disertacije primenjene su razliite strategije imobilizacije FT koje se
zasnivaju na uspostavljanju fizi¢kih interakcija ili kovalentnih veza izmedu enzima i nosaca.
Naime, FT iz komercijalnog preparata Pectinex® Ultra SP-L imobilisana je na nosace razlicitih
funkcionalnih svojstava, a optimizacijom procesa imobilizacije izabrani su najpogodniji uslovi

Ciji je sumirani prikaz dat u tabeli 4.7.

Na osnovu prikazanih rezultata moZe se primetiti da su u slucaju imobilizacije FT na amino-
modifikovane (AFNS) i cijanuril-hloridom aktivirane amino-modifikovane nanocestice silike
(CCAFNS) dobijeni imobilisani preparati izuzetno visokih Kkatalitickih aktivnosti (1448 i
1122 IU/g nosaca, redom). Medutim, pored visoke FT aktivnostii Cinjenice da nanocestice silike
poseduju niz pozitivnih karakteristika (biokompatibilnost, niska toksi¢nost, termicka
stabilnost, velika specificna povrsina za vezivanje molekula enzima (380 m2/g), smanjena
mogucnost pojave limitacija u prenosu mase i dr.) [304], zbog kojih su sklone primeni u
medicini i farmaciji, [305] njihova implementacija u biotehnoloskim procesima radi masovne
produkcije prebiotika (FOS) je limitirana njihovom veli¢inom. Naime, primena nanocestica u
ove svrhe i dalje predstavlja izazov i zahteva paZljiva istrazivanja u pravcu razvijanja efikasnih
bioreaktorskih konfiguracija prilagodenih nosacima nano dimenzija.

Pored nosaca nano dimenzija, FT je imobilisana i na metakrilatne nosace mikro dimenzija iz

Lifetech™ ERC serije tj. na nosa¢ sa primarnim amino (ECR8409F) i nosac sa butil/epoksi

(ECR8285F) funkcionalnim grupama. Kao i u slu€aju AFNS nanocestica, visoka kataliticka

aktivnost imobilisane FT na amino-funkcionalizovanom nosacu ECR8409F od

1355 IU/g nosaca ukazuje na snazan afinitet FT ka uspostavljanju privla¢nih elektrostatickih

interakcija preko negativno naelektrisanih karboksilnih grupa enzima (asparaginska i
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glutaminska kiselina) i pozitivno naelektrisanih amino grupa nosaca. Prilikom imobilizacije FT
na butil/epoksi ECR8285F nosac dobijen je imobilisan preparat niZe kataliticke aktivnosti od
488 1U/gnosaca ali uz dokazano prisustvo kovalentnih veza sa udelom od 35,25 % kao i
hidrofobnih interakcija, Sto upucuje na dobijanje stabilnijeg imobilisanog preparata. Kao i u
sluc¢aju nanocestica, dimenzije koriS¢enih Lifetech™ nosaca (tabela 4.2) predstavljaju takode
ogranicavajuci faktor njihove primene u proizvodnji FOS u postojeéim reaktorskim sistemima,
te stoga postoji potreba za razvojem novih reaktorskih reSenja koja ¢e obezbediti efikasnu
proizvodnju.

Tabela 4.7. Izabrani optimalni uslovi i dobijene aktivnosti imobilisanih preparata FT primenom
razlic¢itih nosaca

Vreme

pH i jonska Konc. proteina  Aktivnost FT

Nosac jacina pufera In;;:)b' (mg/g nosaca) (IU/g nosaca)
Nanocestice silike

AFNS 6,0;0,1 M 2,5 100 1448
CCAFNS 6,0;0,1 M 5 100 1122

Metakrilatni nosaci iz Lifetech™ ERC serije

ECR8409F 50;0,1M 5 150 1355
ECR8285F 7,0, 1M 24 50 488

Polistirenski makroporozni nosac¢

Purolite® A109 \ 6,0;0,1 M 5 50 343

Polistirenski makroporozni modifikovani nosaci

GA (monomer)-Purolite® A109 4,0; 0,1 M 3 50 276
GA (dimer)-Purolite® A109 4,0;0,1M 7 50 371
Epoksi-Purolite® A109 4,0; 9,0 24 20 243

U nastojanju dobijanja kataliticki aktivnih i stabilnih imobilisanih preparata FT sa potencijalom
za primenu u dostupnim reaktorskim konfiguracijama radi proizvodnje FOS, za imobilizaciju
FT primenjen je makroporozni nosa¢ sa primarnim amino grupama Purolite® A109.
[spitivanjem uticaja pojedinac¢nih parametara na proces imobilizacije FT, utvrdeni su optimalni
uslovi pri kojima je postignuta selektivna adsorpcija FT u odnosu na pektinaze, ¢cime je preparat
delimi¢no preciS¢en od dominantnih enzima. Maksimalna aktivnost dobijenog imobilisanog
preparata FT bila je 343 IU/g nosaca. Imobilisani preparat je potom primenjen u reakciji sinteze
FOS u SarZznom i pneumatskom reaktoru u SarZznom reZimu rada, nakon ¢ega je u pneumatskom
reaktoru ispitana i mogucénost odvijanja kontinualne proizvodnje FOS. Kontinualnim
odvijanjem procesa u trajanju od 9 h, dobijen je proizvod sa udelom FOS u ukupnim Seéerima

od 53,0 %.

Imajuc¢i u vidu da je FT procesom adsorpcije tj. preko slabih elektrostatickih interakcija
imobilisana za makroporoznu jonoizmenjivacku smolu Purolite® A109, dalji napori su
usredsredeni ka modifikaciji nosaca radi uspostavljanja kovalentnih veza i samim tim dobijanja
stabilnijeg imobilisanog preparata sa potencijalom za Siroku industrijsku implementaciju. U
vezi sa tim, Purolite® A109 nosac je modifikovan upotrebom GA i epihlorhidrina, a kataliticke
aktivnosti imobilisanih preparata, u kojima je uspostavljena kovalentna veze izmedu
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funkcionalnih grupa FT i nosaca, su bile u rasponu od 243-371 IU/g nosaca. lako je medu
dobijenim imobilisanim preparatima najniZa kataliticka aktivnost od 243 IU/g nosaca dobijena
u slucaju epoksi-funkcionalnizovanog nosaca sa jedne strane, u ovom sistemu ostvarena je
najveca selektivnost FT u odnosu na pektinaze, sa druge strane (tabela 4.5). Ovaj pristup kojim
se obezbeduje selektivno vezivanje ciljanog enzima je od posebnog znacaja u slucaju dalje
primene imobilisanog preparata FT radi biokonverzije saharoze u FOS, u proizvodima
heterogenog sastava. Imobilisani preparat je takode primenjen u reakciji sinteze FOS u SarZznom
i pneumatskom reaktoru u SarZnom reZimu rada, a procenom operativne stabilnosti uoceno je
da je inicijalna aktivnost FT ostala nepromenjenja nakon 10 reakcionih ciklusa, za razliku od
imobilisanog preparata FT dobijenog primenom nemodifikovanog nosaca gde je zadrzana
aktivnost iznosila 94 % u slucaju sarznog i 89 % u slucaju pneumatskog reaktora. Ostvareni
rezultati dodatno potvrduju potencijal epoksi-funkcionalizovanog nosaca Purolite® A109 za
primenu u kontinualnoj proizvodnji FOS. Realizacijom proizvodnje FOS u kontinualnom reZimu
rada koja se odvijala stabilno tokom 7 dana, dobijen je konacni proizvod u kojem udeo FOS
iznosi 52,5%.

Nakon uspeSne realizacije kontinualne proizvodnje FOS u laboratorijskim uslovima, buduci
koraci bi trebalo da budu usmereni ka izvodjenju ovog procesa u reaktorima vecih kapaciteta,
kako bi se proces sve vise pribliZio industrijskim uslovima. Takode, priklju¢ivanje membrane
za nanofiltraciju i propustanje dobijene smeSe radi odvodenja komponenti koje nemaju
prebiotski karakter (mono- i disaharida) i dobijanja proizvoda vece cistoce FOS, moze
predstavljati efikasno reSenje za unapredenje postojecih procesa.

U vezi sa tim, u cilju procene mogucénosti precis¢avanja dobijene smese FOS od sporednih
proizvoda na laboratorijskom nivou, u narednim poglavljima ove doktorske disertacije bice
prikazani rezultati primene nanofiltracije u ove svrhe.
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4.4. Preciscavanje dobijene smesSe FOS nanofiltracijom

Nakon razvijanja efikasnih procesa enzimske sinteze FOS upotrebom slobodne i imobilisane FT
koji imaju za cilj dobijanje smesSe odredenog udela FOS, izvedeni su eksperimenti preciS¢avanja
radi uklanjanja prisutnih sporednih proizvoda i dobijanja proizvoda Sto vece CistoCe. Naime,
smeSa dobijena pod optimalanim uslovima enzimske sinteze primenom slobodne FT koju
definiSe slede¢i sastav: 60,2 % FOS, 29,7 % monosaharida (glukoze i fruktoze) i 10,1 %
saharoze u ukupnim ugljenim hidratima (slika 4.42) je podvrgnuta procesu preciS¢avanja
upotrebom tankoslojnih kompozitnih nanofiltracionih membrana sa razli¢itom distribucijom
pora.
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Slika 4.42. Sastav sintetisane smesSe odreden HPLC sistemom.

Proces nanofiltracije je izveden u reZimu rada tangencijalne filtracije (cross-flow) i ima za cilj
koncentrovanje i preciS¢avanje sintetisane smeSe, a zbog akumulacije Se¢ernih komponenti na
povrsini membrane, realizovan je u kombinaciji sa dijafiltracijom uz odrzZavanje konstantne
zapremine sistema. Dijafiltracija se smatra posebno pogodnom za primenu, jer pored toga Sto
pospeSuje proces preCiS¢avanja, poseduje i potencijal za implementiranje u industrijskim
uslovima [234].

Kako je i u teorijskom delu pomenuto da odredene operativne promenljive poput temperature,
protoka i koncentracije mogu ostvariti razli¢ite uticaje na difuziju rastvornih supstanci, u
okviru ovog poglavlja je prikazano ispitivanje uticaja pojedina¢nih parametara u cilju
optimizovanja propusnosti i efikasnosti preciS¢avanja FOS. Najpre je izvrSena selekcija
najpodobnije membrane za izvodenje procesa, a nakon toga i detaljna optimizacija radnih
parametara.

4.4.1. Selekcija membrane za nanofiltraciju FOS

Karakteristike membrane su od izuzetne vaznosti zbog uske povezanosti sa funkcijom koja se
ogleda kroz selektivnost i permeabilnost membrana [306]. Zbog odli¢nih svojstava koja
obuhvataju mehanicku ¢vrstocu, kao i termicku i fizicku stabilnost, za precis¢avanje smese u
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ovom radu upotrebljene su membrane ¢iji je aktivni sloj sastavljen od poliamida [219]. Stoga,
ispitan je uticaj propustljivosti tankoslojnih kompozitnih membrana, izraZene razli¢itim
nominalnim MWCO, NFW (300-500 Da), NDX (500-700 Da) i NFG (600-800 Da) na proces
precCiS¢avanja pri koncentraciji napojne smeSe od 0,01 g/mL, protoku 22 mL/min na
temperaturi od 35 °C, a dobijeni rezultati prikazani su na slici 4.43. Sa slike se moZe primetiti
da je do selektivnog odvajanja komponenti doslo u sluc¢aju upotrebe membrana NFW i NDX.
Naime, primecen je porast sadrzaja FOS sa 60,2 % na 73,3% za NFW i 71,3 % za NDX
membranu, ali i smanjenje udela monosaharida sa 29,7 % na 15,5 % i 16,2 %, redom. Takode,
jasno se moZe uociti da je u slucaju upotrebe membrane sa ve¢im porama NFG (600-800 Da)
udeo ukupnih FOS, monosaharida i saharoze konstantan u ispitivanom vremenskom periodu,
Sto upucuje na cinjenicu da je otpor pri prelasku svih komponenti sistema kroz membranu
gotovo zanemarljiv.
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Slika 4.43. Uticaj veliCine pora na proces nanofiltracije.

Pomenute promene dodatno potvrduju i koeficijenti odbijanja koji definiSu efikasnost
membrane u separaciji odredene komponente. Dobijeni su koriS¢enjem jednacina za
odredivanje iz retentata, ali i permeata, i prikazani u tabeli 4.8. Iz tabele se moZe videti da su
koeficijenti odbijanja dobijeni iz retentata izostavljeni u slu¢aju upotrebe membrane NFG radi
nelinearne raspodele podataka, i upravo iz tog razloga su u nastavku prikazani i razmatrani
iskljucivo koeficijenti dobijeni iz permeata. Analizom dobijenih podataka, primetno je da su
veoma niske vrednosti koeficijenata odbijanja za Zeljene FOS (od 0,35 za FOS 3 do 0,55 za
FOS 5) dobijene u slucaju membrane sa najve¢im porama (NFG) Sto direktno navodi na izrazitu
propusnost bioaktivnih jedinjenja pored saharoze i monosaharida, pa se prema tome ovaj
membranski modul smatra neodgovaraju¢im za dalji rad. Razmatraju¢i dobijene vrednosti u
slucaju membrane sa manjim porama (NFW i NDX), primetno je da postoje znacajne razlike u
koeficijentima za razli¢ite komponente. Sa jedne strane uocava se visoko odbijanje saharoze
(0,96) i FOS (oko 1,00), a sa druge visoka propusnost monosaharida (oko 0,30).
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Tabela 4.8. Koeficijenti odbijanja pojedinacnih komponenti iz smeSe za preciS¢avanje

NFW (300-500 Da) NDX (500-700 Da) NFG (600-800 Da)
Komponente Retentat Permeat Retentat Permeat Retentat Permeat
Saharoza 0,91+0,04 0,96+0,05 0,96£0,03 0,96+0,02 0,14+0,01 0,32+£0,01
Monosaharidi 0,30£0,01 0,28+0,01 0,32+0,02 0,30£0,02 / 0,31+0,02
FOS 3 0,97+0,04 0,99+£0,04 | 0,98+0,02 0,98+0,04 / 0,35+0,02
FOS 4 1,00£0,05 1,00+0,04 | 0,99£0,02 0,99+£0,03 / 0,45+0,01
FOS 5 1,00+0,04 1,00+0,03 0,99+£0,03 1,00+0,03 / 0,55+0,02

Vode¢i se time da je osnovni cilj upotreba membrane koja obezbeduje visoko zadrzavanje
jedinjenja ve¢ih molarnih masa i ve¢u propusnost jedinjenja manjih molarnih masa, membrana
sa najmanjom raspodelom pora NFW (300-500 Da), kod koje je propusnost monosaharida visa,
je izabrana za dalji rad. Dobijene vrednosti koeficijenata odbijanja su veoma slicne vrednostima
koje je prijavio Kun (Kuhn) sa sar. u slu¢aju upotrebe poliamidne membrane NF270 sa MWCO
od 400 Da [211]. Isti autori su koristili razliCite membrane za preciS¢avanje FOS, a kao
najpogodniju za separaciju izabrali su membranu sa aktivnim slojem polietersulfona (NF030,
400 Da). Naime, u poredenju sa rezultatima prikazanim u ovoj doktorskoj disertaciji, prijavili
su znatno niZi koeficijent odbijanja saharoze (0,58), ali i FOS (0,87) pa stoga dobijene vrednosti
navode na zakljucak da i pored vece propusnosti saharoze, dolazi do ve¢ih gubitaka ciljanih
jedinjenja. Pored toga, membrane na bazi poliamida se smatraju i pogodnijim za upotrebu u
poredenju sa polietersulfonskim membranama koje se deklariSu kao hidrofobne pa stoga
oteZano vezuju vodu i imaju vec¢u sklonost ka adsorpciji rastvornih supstanci dovodeci do veceg
zaprljanja i posledi¢no kraéeg roka trajanja [205, 219]. Takode, preciS¢avanje FOS procesom
nanofiltracije su izveli i Mariana i sar. upotrebom membrana sa Sirokom raspodelom pora
(150 - 1000 Da) i izvestili da je poliamidna membrana NF270 sa jako malom veli¢cinom pora
(150 - 300 Da) zbog visokog zadrZavanja FOS pogodna za upotrebu. Medutim, prijavili su i da
pored FOS, u velikoj meri zadrZana i jedinjenja manjih molarnih masa, ¢ime je omoguceno
jedino koncentrovanje smesSe, ali ne i preciS¢avanje [307].

4.4.2. Uticaj temperature na proces preciScavanja FOS

Nakon izbora najpodobnije membrane za dalji rad, u narednom setu eksperimenata ispitan je
uticaj temperature, jednog od kljuc¢nih faktora za uspesno odvijanje precis¢avanja smese zbog
uske povezanosti sa selektivnoS¢u membrane [218]. Proces unakrsne nanofiltracije u
kombinaciji sa dijafiltracijom je izveden na cetiri razlicite temperature (20, 30, 35 i 45 °C) pri
inicijalnoj koncentraciji smeSe od 0,01 g/mL i protoku permeata od 22 mL/min, a dobijeni
rezultati su prikazani na slici 4.44.

Profil promene cistoce FOS u retentatu (slika 4.44a) ilustruje da sa porastom temperature
dolazi do porasta udela FOS, i smanjenja udela monosaharida u celom ispitivanom opsegu.
Medutim, efikasnost razdvajanja se najbolje moze sagledati na osnovu dobijenih koeficijenata
odbijanja odredenih tokom izvodenja procesa nanofiltracije. Sa grafika (slika 4.44b) se moze
primetiti da se najvece promene koeficijenata odbijanja desavaju kod monosaharida i da sa
porastom temperature dolazi do evidentnog smanjenja koeficijenata odbijanja. U slucaju
glukoze i fruktoze primetan je nagli pad u dobijenim vrednostima, dok je kod saharoze
zabeleZeno blago smanjenje za razliku od FOS kod kojih su vrednosti koeficijenata ostale
konstantne u ispitanom temperaturnom opsegu. IdentiCan efekat promene su prijavili
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Grandison i Gulas sa sar. u svojim studijama [239, 308]. Gulas i sar. su izveli prec¢iS¢avanje GOS
i izvestili da sa porastom temperature ne dolazi do vece propusnosti trisaharida (rafinoze) sto
se moze i objasniti Cinjenicom da porast temperature dovodi do povecanja dostupne, ali ne i
stvarne veli¢ine pora [239]. Na osnovu pomenute hipoteze mogu se objasniti i prikazane
vrednosti koeficijenata odbijanja FOS u ovoj doktorskoj disertaciji. S obzirom na to da je najveca
permeabilnost membrane primecéena na temperaturi procesa od 45 °C zbog ostvarenih najnizZih
vrednosti koeficijenata odbijanja glukoze (0,21) i fruktoze (0,16), radi izbora optimalnog
parametra neophodno je sagledati i celokupan proces preciS¢avanja sa aspekta Cistoce i
ostvarenog prinosa za dobijenu smesu.
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Slika 4.44. Uticaj temperature na: a) tok procesa precis¢avanja FOS b) koeficijente odbijanja

Tok preciS¢avanja ilustrovan na slici 4.45a ukazuje da je najveca i skoro identi¢na cistoca
proizvoda od 73,0 % na kraju nanofiltracije i 88 % na kraju nanofiltracije sa dijafiltracijom
uocena ne samo pri temperaturi 45 °C, ve¢ i 35 °C. Sagledavaju¢i i dobijene vrednosti prinosa
preciS¢avanja koje iznose 71,9 % za 35 °Ci1i 65 % za 45 °C, moZe se zakljuciti da pored skoro
identicne Cistoce od 88,0 % FOS, izvodenje preciS¢avanja na 35 °C zahteva niZu potroSnju
energije, a ima i znacajnu prednost zbog realizacije procesa sa manjim gubicima. Takode,
uzimajuci u obzir i podatak proizvodaca da je grani¢na temperatura za rad sa membranom NFW
(300-500 Da) 50 °C, pri ¢emu se i 45 °C moZe smatrati visokom, zbog duze funkcionalnosti
membrane temperatura 35 °C predstavlja pogodniji izbor. Cao i sar. su takode preci$¢avali
smesu FOS koriS¢enjem NF 5 membrane i prijavili visoku ¢isto¢u proizvoda od 92,3 % FOS, ali
i znatno niZi prinos preciS¢avanja od 58,8 % izvodenjem nanofiltracije na 45 °C [243]. Prema
tome, kako je osnovni cilj razvijanje ekonomski opravdanog i efikasnog procesa preciS¢avanja,
temperatura procesa od 35 °C je izabrana za dalji rad.

4.4.3. Uticaj protoka permeata na proces precis¢avanja FOS

Brzina kojom se odvija proces preciS¢avanja je od velikog znacaja za razvoj efikasnih i
ekonomski odrzivih procesa. Prema tome, preciS¢avanje FOS je izvedeno pri razlicitim
protocima permeata (10-45 mL/min) na temperaturi od 35 °C i pri inicijalnoj koncentraciji
smeSe od 0,01 g/mL, a dobijeni rezultati su prikazani graficki na slici 4.45. Sa grafika koji
ilustruje promenu udela komponenti trajanjem procesa, moZe se primetiti da izvodenjem
nanofiltracije u unakrsnom reZimu rada kojom se postiZe i koncentrovanje i preciS¢avanje
dolazi do vidnih promena u sastavu smeSe koja se preciS¢ava. Naime, primetno je da pri
najniZem protoku (10 mL/min) kome odgovara i najnizi pritisak (od 0,6 do 1,6 bar ) dolazi do
najvecih promena u udelu FOS (od 60,2 % do 75,7 % FOS), dok je neznatno nizi udeo od
73,35 % FOS primecen pri protoku 22 mL/min (promena pritiska od 1,0 do 1,8 bar), a najniZi
od 67,9 % FOS pri najvecem ispitanom protoku od 45 mL/min (promena pritiska od 2,0 do
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3,7 bar). Ostvarene rezultate potvrduju i dobijeni koeficijenti odbijanja za ovu fazu procesa
(slika 4.45b).
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Slika 4.45. Uticaj protoka permeata na: a) tok procesa preciS¢avanja FOS b) koeficijente
odbijanja c) prinos preciS¢avanja.

Naime, primetno je da sa porastom protoka dolazi i do linearnog porasta koeficijenata odbijanja
monosaharida (glukoze i fruktoze). U slucaju disaharida (saharoze) je primecen blagi porast
nakon cega je postignuta stagnacija, dok koeficijenti odbijanja FOS zadrzavaju konstantnu
vrednost duz celog ispitivanog opsega. Ovakav efekat je bio i oCekivan s obzirom na to da sa
porastom protoka (koji je u linearnoj zavisnosti sa pritiskom), dolazi do zna¢ajnog povecanja
pritiska, a ujedno i do kompresije same membrane posledicno dovodeci do smanjenja prisutnih
pora i povecanja koeficijenata odbijanja propusnih molekula [308]. Identi¢an trend promene
koeficijenata odbijanja su prijavili i Gulas i sar. nakon izvodenja unakrsne filtracije smeSe
fruktoze, saharoze i rafinoze upotrebom celulozno-acetatne membrane (NF-CA-50) i
tankoslojnih kompozitnih membrana (DS-5-DL i DS-GE) [239].

Posmatrajudi citav tok procesa precis¢avanja FOS koji nakon izvodenja nanofiltracije ukljucuje
i dijafiltraciju (slika 4.46a), primetno je da je najveca Cisto¢a od 89,6 % FOS dobijena pri
protoku 10 mL/min, dok su smesSe sa neznatnom razlikom u ¢isto¢i od 88,4 % FOS i 88,7 % FOS
dobijene u slucaju primene protoka od 22 i 45 mL/min, redom. Efikasnost pomenutih procesa
blize odreduje i vreme trajanja procesa preciS¢avanja. lako je najcistiji proizvod dobijen pri
najniZzem protoku sistema (10 mL/min), vreme trajanja procesa (10 h) je 1,5 puta duZe u
poredenju sa trajanjem preciS¢avanja pri 22 mL/min ¢ime su i operativni troSkovi znatno visi.
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Proces najkraceg trajanja je izveden pri najve¢em primenjenom protoku (duZina trajanja 2 h i
13 min), ali priizboru optimalnog parametara izuzetno je vazno sagledati i prinos preciS¢avanja
(slika 4.45c). Prinos precis¢avanja pri protoku od 45 mL/min je dvostruko nizi u poredenju sa
ostvarenim prinosima od 77 % (10 mL/min) i 71,75 % (22 mL/min), i iznosi 38 %. Prema
tome, protok permeata od 22 mL/min, kojim se ostvaruje i visoka Cisto¢a proizvoda i prinos
preciS¢avanja uz umereno vreme trajanja procesa, je izabran za dalji rad.

4.4.4. Uticaj koncentracije napojne smese na proces precis¢avanja FOS

Koncentracija ukupnih komponenti koje su sastavni deo smeSe za preciS¢avanje utiCe na
permeabilnost i selektivnost membrane, kao i na rok upotrebe membranskog modula, pa stoga
ovaj parametar takode treba paZljivo razmotriti kako bi se obezbedilo Sto efikasnije
preciS¢avanje [218]. Izvedeni su eksperimenti u kojima su testirane razliCite pocetne
koncentracije ukupnih ugljenih hidrata u pocetnoj smesi (0,01, 0,03 i 0,05 g/mL) pri protoku
permeata od 22 mL/min na temperaturi od 35°C, a profil promene Cisto¢e proizvoda
odvijanjem procesa preciS¢avanja je prikazan na slici 4.46.

Razmatrajuci tok celokupnog procesa separacije (slika 4.46a) uocavaju se neznatne promene u
sastavu FOS i monosaharida. Detaljnijim razmatranjem koeficijenata odbijanja moZe se jasnije
sagledati proces nanofiltracije upotrebljenih smesa. Dakle, sa grafika koji ilustruje promenu
koeficijenata odbijanja pojedina¢nih komponenti odvijanjem nanofiltracije primetno je da sa
porastom unete koncentracije dolazi do blagog smanjenja koeficijenata odbijanja saharoze,
glukoze i fruktoze. U slucaju FOS, uocava se da promene koncentracije inicjialne smeSe nemaju
znacajan uticaj. Pomenuto zapaZanje je u skladu sa prijavljenim podacima Atanasija Gulas i sar.
koji su izveli precis¢avanje komercijalne smesSe Vivinal®GOS upotrebom Sirokog spektra
pocetnih koncentracija i prijavili izraZenije smanjenje propusnosti molekula manjih molarnih
masa poput glukoze i laktoze [239]. Prema podacima sa grafika (slika 4.46b) prikazanim u ovoj
disertaciji uo¢ava se da povecanje koncentracije saharoze od 0,01 do 0,03 g/mL rezultira
smanjenjem koeficijenata odbijanja glukoze (sa 0,30 na 0,17) i fruktoze (sa 0,25 na 0,17), kao i
da daljim povecanjem koncentracije, vrednosti koeficijenata ostaju nepromenjene. Ova
stagnacija moZe biti posledica fenomena koji je poznat kao koncentraciona polarizacija t;j.
akumulacija komponenti iz smeSe na samoj povrSini membrane u vidu grani¢nog sloja koji
stvara dodatni otpor prilikom strujanja [219, 309].
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Slika 4.46. Uticaj poCetne koncentracije ukupnih ugljenih hidrata pocetne smese na: a) tok
procesa preciS¢avanja FOS b) koeficijente odbijanja. Eksperimenti su izvedeni koriS¢enjem
smesa razli¢itih pocetnih koncentracija ukupnih ugljenih hidrata (0,01-0,05 g/mL) pri
protoku permeata od 22 mL/min na temperaturi od 35 °C.
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Sagledavajuci tok celokupnog procesa preciS¢avanja (slika 4.46) uocava se identi¢an trend
promene sastava smeSe pri razli¢itim pocetnim koncentracijama. Naime, na kraju procesa
nanofiltracije u retentatu su pri koncentraciji 0,01, 0,03 i 0,05 g/mL dobijene smeSe cistoce FOS
iznad 73 %. Daljim odvijanjem procesa tj. uvodenjem i dijafiltracije dobijene su takode smeSe
slicne cistoce (88,4 % za 0,01 g/mL, 87,2 % za 0,03 g/mL i 87,3 % za 0,05 g/mL). Pored skoro
identi¢nih faktora preciS¢avanja (1,47 za 0,01 g/mL i 1,46 za preostale dve koncentracije)
dobijeni su i prinosi preciS¢avanja oko 70 % za sve testirane koncentracije. Uzimaju¢i u obzir
primarni cilj ove doktorske disertacije koji podrazumeva razvoj odrZivog procesa sa
minimalnim gubicima, prema dobijenim podacima koji su gotovo identi¢ni za sve tri
koncentracije sa aspekta Cistoce i prinosa, koncentracija 0,03 g/mL je izabrana kao optimalni
parametar. Izbor pomenute koncentracije je rezultat dosadasnjih saznanja koja navode da
pored toga Sto izvodenje procesa upotrebom vecée koncentracije dovodi do veceg proizvodnog
kapaciteta, dovodi i do zaprljanja membrane (pojava grani¢nog sloja) koje je prac¢eno i pojavom
visokih pritisaka koji posledi¢cno mogu dovesti do oSte¢enja membrane.

Dakle, pod utvrdenim optimalnim uslovima koji uklju¢uju temperaturu od 35 °C, protok
permeata od 22 mL/min i inicijalnu koncentrciju ukupnih ugljenih hidrata napojne smese od
0,03 g/mL, po zavrSetku procesa preciS¢avanja upotrebom tankoslojne kompozitne poliamidne
membrane NFW (MWCO 300-500 Da), dobijena je smesa sledeceg sastava: 87,2 % FOS, 10,3 %
saharoze i 2,5% monosaharida. Kun (Kuhn) i sar. [231] su izvodenjem separacije
oligosaharida, prijavili niZu Cisto¢u proizvoda (80,0 % FOS), dok je dobijena vrednost Cistoce
FOS u ovoj disertaciji u skladu sa drugim prijavljenim literaturnim vrednostima [198, 211].

4.4.5. Prebiotski potencijal preciS¢ene smese

Primenom sintetisane smese FOS (slika 4.42) i nakon detaljne optimizacije procesa
preciS¢avanja dobijena je preciS¢ena smesa definisanog sastava (87,2 % FOS, 10,3 % saharoze
i 2,5% monosaharida)(slika 4.47a) koja je dalje upotrebljena za procenu prebiotskog
potencijala. U tu svrhu, koriS¢ene su probiotske kulture poput L. plantarum 299v, L. rhamnosus
GG1iS. boulardii CBS 5926, ali i kulture komensalne bakterije E. coli ATCC 25922, koja je u ovom
radu koriS¢ena kao indikatorski soj patogenih vrsta. Testirane su razlicite koncentracije
precis¢ene smese (1,0-5,0 % (w/v)) na rast pomenutih mikroorganizama, a ostvaren rezultat
prebiotske aktivnosti (PAS) je prikazan na slici 4.47b.

Sa slike 4.47b se moZe uoCiti da je primenom probiotskih sojeva L. plantarum 299v i
L. rhamnosus GG prebiotski efekat registrovan jedino kod veéih ponudenih koncentracija
prebiotika (3,0-5,0 %), dok u slucaju primene S. boulardii CBS 5926 postoji u celom ispitivanom
opsegu. Dobijene vrednosti navode na zakljuc¢ak da je izraZeniji prebiotski efekat primecen u
slucaju bakterijskog soja L. plantarum 299v u poredenju sa koris¢enim sojem kvasca. Najbolji
rezultati prebiotske aktivnosti za bakterijske sojeve L. plantarum 299v i L. rhamnosus GG iznose
0,751 0,27 i ostvareni su pri najve¢oj ponudenoj koncentraciji (5,0 %), dok pri identi¢nim
uslovima vrednost prebiotske aktivnosti za S. boulardii CBS 5926 iznosi 0,18. Ostvaren
negativan efekat pri niskim koncentracijama precis¢éene smese FOS na probiotske bakterijske
kulture su takode prijavili i Hubner (Huebner) i sar. u svojoj nauc¢noj studiji [310]. Oni su
ispitivali funkcionalnu aktivnost dostupnih komercijalnih smesa (NutraFlora P-95 i Raftilose
P95) koje u svom sastavu imaju viSe od 95 % FOS, na rast specifi¢cnih bakterijskih sojeva
laktobacila i bifidobakterija i izvestili da je primenom pomenutih smeSa u koncentraciji od
1,0 %, primeéen negativan efekat kod soja L. plantarum 12006, ali i pozitivan za soj
L. plantarum 4008 i zakljucili da se rast sojeva unutar iste vrste znacajno moze razlikovati za
isti prebiotik [310].

131



Doktorska disertacija Milica Veljkovié

a) 100 4
Sintetisana smesa FOS
| T /| Preciscena smesa FOS
o &
S 80 fi/
S g
£ 1 7
= A,
g F -
=5 601 T
c <= |
é g 7
EE 40-
Y 7
S = . L =
s E )
= g 204 £y
= f
Z2 1 / 7
= g
] 7 )
= 0 ’ //
i /
FOS Saharoza Monosaharidi

b)

1.0
{1 [__15. boulardii CBS 5926
08 @2 L plantarum 299v
— L. rhamnosus GG
w j
<
& 064
o
%]
2 |
c
2 044
—
Az
(¢ j
(9]
fé 0.2 1
2 |
0
2 00
IS :
-0.2 4

T T T T T
1% 2% 3% 4% 5%

Koncentracija preciscene smese FOS

Slika 4.47. a) Sastav sintetisane i preCiS¢ene smesSe FOS b) Prebiotska aktivnost probiotskih
kultura gajenih pri razli¢itim koncentracijama preciS¢ene smese FOS

132



Doktorska disertacija Milica Veljkovié

4.5. Procena prebiotskog potencijala precis¢ene smese u in vitro TIM-
2 modelu

[spitivanja visokopreciS¢ene smeSe kratkolancanih FOS (87,2 %) na rast pojedinacnih
predstavnika probiotskih mikroorganizama u prethodnim mikrobiolosSkim eksperimentima
(poglavlje 4.4.5) ukazala su na prebiotski potencijal FOS. Sa ciljem pouzdanije procene
prebiotskog potencijala pomenute smeSe ispitivanja su izvedena u kompjuterski
kontrolisanom in vitro TIM-2 modelu koji simulira okruZenje ljudskog debelog creva.

U dinamickom TIM-2 sistemu ispitivane su promene u sastavu i aktivnosti bakterija primenom
fekalnih uzoraka zdravih osoba nakon dodatka testiranih supstrata. Hranljiva podloga
suplementirana sa 7,5 g smese FOS (52,2 % FOS 3, 33,6 % FOS 4 i 1,3 % FOS 5) i kontrolna
podloga su dodavane u jedinice TIM-2 modela svaka 24 h tokom 72 h trajanja fermentacionog
eksperimenta. Kontrolna hranljiva podloga sastojala se iz standardog medijuma SIEM,
kompleksne smesSe ugljenih hidrata (pektina, arabinogalaktana, amilopektina, ksilana i skroba),
proteina, vitamina i minerala neophodnih za rast crevnih bakterija [311]. Modifikovani SIEM
koji ne sadrZi ugljene hidrate koriS¢en je za pripremu hranljive podloge u uzorcima
suplementiranim smeSom FOS Efekat FOS na bakterije procenjen je ispitivanjem
longitudinalnih promena u diverzitetu, zastupljenosti i aktivnosti bakterija i poredenjem
rezultata sa kontrolnim uzorkom.

Za procenu sastava mikrobiote, DNK je ekstrahovana iz uzoraka lumena koji su prikupljani
svaka 24 h iz TIM-2 jedinica. KoriS¢enjem dobijenih uzoraka DNK, umnoZen je i sekvenciran V3-
V4 region 16S rRNK kodirajuc¢eg gena na Illumina MiSeq uredaju. Dodatno, aktivnost crevnih
mikroorganizama procenjena je ispitivanjem proizvodnje masnih kiselina kratkog lanca
(SCFA), razgranatih masnih kiselina (BCFA) poput izo-buterne i izo-valerijanske kiseline, a
procenjena je i produkcija valerijanske i kapronske kiseline.

Uzorci sa smeSom FOS ispitivani su u duplikatu, dok su kontrolni uzorci analizirani u triplikatu.
Tokom 72 h eksperimenta analizirano je 20 uzoraka, u kojima je identifikovano ukupno
2.081.732 sekvenci, sa medijanom od 72.032 sekvenci po uzorku. Identifikovane sekvence su
klasifikovane u 1569 ASV jedinica koje su identifikovane i poredene sa SILVA bazom [257].
Rezultati su pokazali da su u ispitivanim uzorcima detektovane bakterije koje se mogu svrstati
u 227 rodova iz 81 bakterijske porodice.

Mikrobiota je ispitivana analiziranjem diverziteta i promena relativnih zastupljenosti bakterija
na viSe taksonomskih nivoa. Za ispitivanje razlika u diverzitetu i sastavu mikrobiote medu
testiranim grupama kori$¢en je linearni model za analizu diferencijalne zastupljenosti (eng.
Linear model for Differential Abundance analysis, LinDA) iz MicrobiomeStat R paketa. Takode
izvrSena je Spearmanova korelaciona analiza kako bi se utvrdila povezanost izmedu odredenih
pripadnika mikrobiote sa produkcijom organskih kiselina.

4.5.1. Alfa i beta diverzitet

Zaispitivanje strukture mikrobnog ekosistema odredivani su razliciti parametri za procenu alfa
i beta diverziteta. Alfa diverzitet je analiziran ra¢unanjem Senon (eng. Shannon) indeksa
(poglavlje 3.2.16.4.1, jednacina 26), koji uzima u obzir raznovrsnost i ravnomernost distribucije
taksona u okviru mikrobnih zajednica [260]. Uticaj suplementacije FOS na alfa diverzitet
ispitivan je uporedivanjem razlika u vrednostima Senon indeksa u pojedinaénim vremenima
izmedu grupa (slika 4.48).
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Slika 4.48. Longitudinalni prikaz promene alfa diverziteta (Senonov indeks) kontrolnog i
uzorka suplementiranog sa FOS pri razliCitim vremenima uzorkovanja (0-72 h)

Dobijeni rezultati ukazuju na vedi alfa diverzitet mikrobnih zajednica uzoraka kojima je dodata
smesa FOS, u odnosu na kontrolne uzorke. U uzorcima sa FOS dobijene su vece vrednosti Senon
indeksa nakon 48 i 72 h, na granici statisticke znacajnosti (p=0,054 i p=0,052, redom). Kod
kontrolnih uzoraka zabeleZen je konstantan pad vrednosti alfa diverziteta tokom trajanja
eksperimenta (0-72 h), dok su uzorci suplementirani smeSom FOS pokazali inicijalan rast alfa
diverziteta (24 h) koji je pracen blagim padom u daljem toku eksperimenta. Pad vrednosti alfa
diverziteta tokom trajanja eksperimenta moZe se objasniti uticajem samog in vitro sistema, kao
pojednostavljenog modela gastrointestinalnog okruZenja [311].

U okviru ove doktorske disertacije odreden je i beta diverzitet, kao mera razlike
sastava mikrobnih ekosistema. Beta diverzitet testiranih uzoraka je procenjen na osnovu
izratunavanja ponderisanih UniFrac distanci (eng. Weighted UniFrac). Procenom beta
diverziteta pomoc¢u UniFrac distanci uzima se u obzir i filogenetski odnos izmedu bakterija
[312]. Promene u vrednostima ponderisanih UniFrac distanci tokom vremena graficki su
predstavljene pomocu analize glavnih koordinata (eng. Principal Coordinate Analysis, PCoA) i
prikazane na slici 4.49. Sa grafika se moZe uociti da su uzorci u nultom trenutku relativno bliski,
kao i da trajanjem eksperimenta dolazi do znacajne razlike izmedu ispitivanih uzoraka.
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Slika 4.49. Longitudinalni prikaz promene beta diverziteta (Weighted-UniFrac) kontrolnog i
uzorka suplementiranog sa FOS

Razlika u beta diverzitetu izmedu testiranih uzoraka ispitana je primenom permutacione
multivarijantne analize varijanse (eng. Permutational multivariate analysis of variance,
PERMANOVA). Rezultati PERMANOVA testa ukazuju na postojanje statistic¢ki znacajne razlike
u beta diverzitetu izmedu FOS i kontrolnih uzoraka (p=0,001). Takode, uocena je i znacajna
razlika u beta diverzitetu izmedu ispitanih vremenskih tacaka (p=0,001).

Znacajna diferencijacija u distancama beta diverziteta izmedu uzoraka uocava se i grafickom
vizuelizacijom pomocu analize glavnih komponenti (PCA) sa CLR (eng. Centered Log-Ratio)
transformisanim relativnim zastupljenostima rodova (slika 4.50). Uocavanje jasno
diferenciranih klastera izmedu testiranih uzoraka ukazuje na razlike u strukturi mikrobnih
zajednica izmedu kontrole i precis¢ene smese FOS, ¢ime je dokazan efekat suplementacije FOS,
saharoze i monosaharida, koji su takode deo precis¢ene smese, ali i efekat nedostatka drugih
ugljenih hidrata, koji su deo kontrolnog uzorka (SIEM), u uzorku sa prec¢iS¢enom smesom FOS.
Slicne zakljucke izneli su i Migez (Miguez) i sar. u svojoj studiji i izvestili da je suplementacija
FOS, kao i POS podstakla slicne promene u strukturi mikrobnih zajednica u odnosu na kontrolni
uzorak (SIEM) koji je rezultirao drugacijom mikrobnom strukturom [311].
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Slika 4.50. Beta diverzitet mikrobiote kontrolnog i uzorka suplementiranog sa FOS pri
razli¢itim vremenima uzorkovanja (0-72 h)

4.5.2. Analiza mikrobnog sastava

Imajuci u vidu prethodne parametre koji ukazuju da suplementacija FOS modulira crevnu
mikrobiotu, radi dobijanja opseznijih informacija o konkretnim promenama bakterijskih
organizama, izvedena je i analiza mikrobnog sastava.

Utvrdeno je da su u mikrobioti prisutnoj u TIM-2 modelu najdominantniji bakterijski tipovi
Bacteroidota (stari naziv Bacteroidetes), Bacillota (stari naziv Firmicutes) i Proteobacteria,
kojima pripada preko 90 % ukupno identifikovanih bakterija. Medu najzastupljenijim
porodicama identifikovane su Prevotellaceae, Bacteroidaceae, Clostridia, Ruminococcaceae,
Lachnospiraceae i Succinivibrionaceae, a od dominantnih rodova Bacteroides, Prevotella9,
Faecalibacterium, Blautia i Succinivibrio.

Dodatak kratkolancanih FOS tokom 72 h trajanja eksperimenta u dinamickom TIM-2 sistemu
rezultiralo je znacajnim promenama u sastavu mikrobnih zajednica. OpSti prikaz promene
relativne zastupljenosti 20 najzastupljenijih bakterijskih rodova tokom vremena, u kontrolnim
i uzorcima suplementiranim smeSom FOS, prikazan je na slici 4.51a. Rezultati ukazuju na
znacajne promene sastava mikrobiote tokom trajanja ekperimenta koje se mogu uociti u obe
testirane grupe.
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Slika 4.51. a) Bakterijski sastav kontrolnog i uzorka suplementiranog sa FOS pri razli¢itim
vremenima uzorkovanja (0-72 h) prikazana na nivou roda b) Grafik longitudinalne promene
relativnih zastupljenosti bakterijskih rodova koji su pokazali znacajnu razlicitost izmedu
testiranih supstrata
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U cilju utvrdivanja efekta FOS na pripadnike crevne mikrobiote u odnosu na kontrolni uzorak,
ispitivane su promene u sastavu mikrobiote na razli¢itim taksonomskim nivoima, a za
normalizaciju podataka koriS¢en je metod ukupnog zbira (eng. TSS - Total Sum Scaling).
Diferencijalna analiza je izvrSena koriS¢enjem Association testa i LinDA metode u okviru
MicrobiomeStat R paketa. Razlika u relativnoj zastupljenosti bakterija izmedu testiranih
uzoraka procenjena je uporedivanjem srednjih vrednosti relativnih rastupljenosti
taksonomskih grupa odredenih nakon 24, 48 i 72 h (Association test). Longitudinalne varijacije
u pojedinim diferencijalno zastupljenim rodovima bakterija prikazane su na slici 4.51b, dok su
pomocu grafika vulkanskog tipa vizuelizovani rezultati diferencijalne analize, slika 4.52.

Tretman sa FOS u odnosu na kontrolni uzorak
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Slika 4.52. Vulkanski tip grafickog prikaza assosiation testa koji pokazuje longitudinalnu
promenu relativne zastupljenosti razlicitih bakterijskih rodova u prisustvu FOS u odnosu na
kontrolni uzorak. Levo od osnovne vertikalne ose prikazani su inhibirani bakterijski rodovi,
dok su sa desne strane prikazani stimulisani bakterijski rodovi primenom FOS u odnosu na
kontrolni uzorak. Duz vertikalne ose menja se i znacajnost promene, pa je prema tome od dna
ka vrhu statisticki znacajnija promena bakterija.

Na osnovu rezultata diferencijalne analize uocCava se da je suplementacija FOS rezultirala
statisticki znacajnom stimulacijom rasta crevnih bakterija iz sledec¢ih porodica (q < 0,05):
Lachnospiraceae (rod Blautia), Eubacteriaceae (rodovi Eubacterium ruminantium grupa i
Eubacterium coprostanoligenes grupa), Butyricicoccaceae (rod Butyricicoccus), Oscillospiraceae
(rod Ruminococcus gauvreauii grupa), Streptococcaceae (rod Streptococcus), Prevotellaceae
(rodovi Alloprevotella i Prevotellaceae UCG-003) i Erysipelotrichaceae (rod Solobacterium).
Takode, dobijeno je da su na granici statisticke znacajnosti stimulisane i bakterije iz roda
Eubacterium hallii grupe, Catenibacterium kao i Marvinbryantia. Statisticki znacajna inhibicija
nakon dodatka FOS primecena je kod bakterija iz Lachnospiraceae NK4A136 group, Clostridia
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UCG-014, i Ruminococcus. Dobijeni koeficijenti i tacne q vrednosti association testa za pomenute
bakterijske rodove, navedene su u tabeli 4.9.

Tabela 4.9. Prikaz ostvarenih koeficijenata i konkretnih q vrednosti association testa za pojedine
bakterijske rodove

Porodica Rod Koeficijent q vrednost
Lachnospiraceae Blautia 1,78 0,00081
Marvinbryantia 1,78 0,09083
Lachnospiraceae NK4A136 grupa -2,55 0,00222
Eubacteriaceae Eubacterium ruminantium grupa 5,18 0,00029
Eubacterium coprostanoligenes grupa 1,92 0,00508
Eubacterium hallii grupa 1,64 0,05009
Butyricicoccaceae Butyricicoccus 3,14 0,00202
Oscillospiraceae Ruminococcus gauvreauii grupa 2,86 0,00081
Ruminococcus -1,58 0,04543
Streptococcaceae Streptococcus 3,31 2,03E-05
Prevotellaceae Alloprevotella 8,66 0,01680
Prevotellaceae UCG-003 1,06 0,00222
Erysipelotrichaceae | Solobacterium 2,95 0,01251
Coprobacillaceae Catenibacterium 3,68 0,07831
Clostridiaceae Clostridia UCG-014 -1,74 0,01136

Medu korisnim bakterijama koje doprinose fermentaciji dijetalnih vlakana i koje se smatraju
vode¢im producentima SCFA ubrajaju se bakterije iz roda Blautia, Butyricicoccus [313], pojedini
pripadnici roda Eubacterium (Eubacterium_ruminantium grupe i Eubacterium_hallii grupe)
[314], Catenibacterium [315], Prevotellaceae UCG-003 i Alloprevotella [316]. Medu
kratkolanCanim masnim kiselinama buterna kiselina se smatra posebno vaznim metabolitom
jer predstavlja glavni izvor energije epitelnih ¢elija tankog creva i promovisSe odrzavanje zdrave
sluzokoZe creva, integriteta crevne barijere, poseduje antiinflamatorno i imunoregulatorno
dejstvo, a ostvaruje i druge aktivnosti koje doprinose crevnoj homeostazi [317]. Pored buterne,
znacajne su i propionska i siréetna kiselina. Propionska uti¢e na smanjenje lipogeneze jetre, a
uCestvuje i u oslobadanju odredenih hormona koji reguliSu apetit, dok se sir¢etna koristi kao
izvor energije, a takode utice i na smanjenje apetita [318, 319].

Rezultati dobijeni izvodenjem eksperimenata u TIM-2 modelu ukazuju na visok potencijal
preciS¢ene smeSe kratkolanc¢anih FOS u promociji rasta bakterija iz roda Blautia. Drugi autori
koji su testirali komercijalnu smeSu FOS dobijenu iz cikorije takode na TIM-2 modelu, su u
svojoj naucnoj publikaciji prijavili suprotan efekat [311]. Naveli su da je suplementacija FOS
rezultirala znacajnim smanjenjem rasta ¢lanova iz pomenutog bakterijskog roda. Ovakav
rezultat moZe biti posledica razli¢itog strukturnog sastava FOS u primenjenim smeSama t;j.
prisustva kratkolancanih FOS sa niZim DP sa jedne strane, i FOS koje odlikuje visi DP, sa druge.
[sto tako, treba imati na umu da u okviru roda Blautia u primenjenoj crevnoj mikrobioti mogu
biti dominantne razlicite bakterijske vrste, Sto se takode moZe odraziti na konacan rezultat. Isti
autori su takode prijavili da nije uocen porast pomenutog bakterijskog roda u tretmanu sa
SIEM-om [311], Sto je u skadu sa prikazanim rezultatima i u okviru ove disertacije. Ovakav
rezultat upucuje na zapaZanje da bakterije iz roda Blautia nisu sklone ka iskoris¢enju
kompleksnih ugljenih hidrata poput pektina, arabinogalaktana, amilopektina, ksilana i skroba
koji Cine sastavni deo kontrolne podloge tj. SIEM-a. Prema tome, vrlo je verovatno da clanovi
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Blautia roda koji su prisutni u primenjenom fekalnom inokulumu za izvodenje eksperimenata
na TIM-2 modelu, lakSe fermentisu strukturno jednostavnije FOS koji predstavljaju dominantne
komponente testirane preciS¢ene smeSe, s obzirom da je uoCena znacajna stimulacija rasta.
Clanovi roda Butyricicoccus, proizvodaci buterne kiseline i obe¢avajuéi probiotski kandidati sa
terapijskim potencijalom u lec¢enju upalnih bolesti creva, [320] takode su stimulisani
prisustvom smese FOS u poredenju sa kontrolnim uzorkom. Stimulaciju rasta bakterija iz
navedenog roda primenom FOS razgranatog tipa prijavili su i Popov i sar. u svojoj nauc¢noj
publikaciji u kojoj su razmatrali efekat uticaja strukturno razli¢itih FOS na ljudsku mikrobiotu
primenom TIM-2 modela [321].

U tretmanu sa FOS povecan je udeo i ¢lanova porodice Eubacteriaceae (rodovi Eubacterium
ruminantium grupa i Eubacterium coprostanoligenes grupa), koji poseduju sposobnost
produkovanja buterne kiseline i drugih SCFA iz vlakana, ¢ime indirektno doprinose odrzavanju
crevne barijere i gastrointestinalnog okruzenja [322]. Takode, stimulacijom rasta
nekultivisanog predstavnika Eubacterium_coprostanoligenes grupe suplementacija FOS mozZe
potencijalno ostvariti pozitivne efekte na lipidni metabolizam ¢oveka. Pripadnici Eubacterium
coprostanoligenes vrste su pokazali moguénost biotransformacije holesterola u koprostanol,
koji se dalje izluCuje u nepromenjenom obliku. Ovim pristupom omogucena je redukcija
holesterola koji se moZe apsorbovati u crevima i u¢i u krvotok, ali i smanjen rizik od pojave
ateroskleroti¢nih kardiovaskularnih bolesti koje su usko povezane sa povecanim sadrzajem
holesterola u krvi [322].

Rezultati prikazani u okviru ove disertacije takode upucuju i na to da je suplementacijom FOS
znacajno stimulisan rast i bakterija iz porodice Prevotellaceae (Prevotellaceae_UCG-003 i
Alloprevotella) koje se smatraju saharolitickim bakterijama budu¢i da produkuju hidroliticke
enzime [323] i veoma uspesno metabolisu kompleksne ugljene hidrate [316]. Prema dobijenim
rezultatima, bakterije iz navedenih rodova su pokazale veci afinitet ka iskoriS¢enju
brzofermentiraju¢eg vlakna tj. FOS [319] s obzirom da nije uocena stimulacija rasta u
kontrolnom uzorku. Iako se prema navodima iz literature pojedine bakterijske vrste iz roda
Prevotella, koje takode pripadaju porodici Prevotellaceae, povezuju sa ekspresijom gena
odgovornih za produkciju ksilanaza i posledicnu hidrolizu ksilana, prema prikazanim
rezultatima u ovoj disertaciji stimulisane bakterije iz Prevotellaceae_UCG-003 i Alloprevotella
verovatno produkuju enzime odgovorne za metabolisanje FOS [324]. Od znacaja je istaci da se
pomenuti bakterijski rodovi smatraju znac¢ajnim producentima sircetne i propionske kiseline
[316], kao i da je prema literaturnim podacima aktivnost pripadnika porodice Prevotellaceae
povezana i sa poboljSanjem metabolizma glukoze u ljudskom organizmu usled konzumiranja
vlakana [325].

[ako je poznato da FOS predstavljaju bifidogene prebiotike [326], primena preciS¢ene smesSe
FOS u TIM-2 modelu nije rezultirala jakim bifidogenim efektom (q=0,28063). Dobijeni rezultati
su u skladu sa prethodno uo¢enim nalazima drugih studija [311, 321]. Razlog za ovakav ishod
moZe biti povezan sa niskom zastupljeno$¢u bifidobakterija u inokulumu ili neodgovarajuce
produkcije glikozid hidrolaza od strane bifidobakterija, koje mogu ucestvovati u hidrolizi FOS
[321].

Imajuci u vidu ulogu komensalnih ¢lanova crevne mikrobiote u odrzavanju crevne homeostaze
i zdravlja coveka, prebiotske intervencije koje mogu modifikovati aktivnost i sastav
mikroorganizama predstavljaju potencijal za razvoj novih pristupa u prevenciji i leCenju
hroni¢nih nezaraznih bolesti.
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4.5.3. Analiza kratkolancanih masnih Kiselina

Kao glavni produkti mikrobne fermentacije razli¢itih dijetalnih vlakana izdvajaju se
kratkolancane masne kiseline (SCFA) tj. sir¢etna, propionska i buterna kiselina. Fermentacijom

proteina uglavnom nastaju razgranate masne kiseline (BCFA) poput izo-buterne i izo-
valerijanske [311].

Rezultati uporedne analize glavnih produkata mikrobne fermentacije kontrolnog uzorka
(SIEM) i testirane smeSe FOS u in vitro TIM-2 modelu prikazani su na slici 4.53 i ukazuju da je
primecena veca kumulativna proizvodnja buterne Kkiseline u kontrolnom uzorku, dok je
suplementacija smeSom FOS znacajno rezultirala ve¢om kumulativnom proizvodnjom siréetne
kiseline (p=0,018). Kumulativna produkcija propionske kiseline je u tretmanu sa FOS bila na
granici statisticke znacajnosti. Suplementacija smesom FOS rezultirala je vecom kumulativnom
proizvodnjom ukupnih SCFA u odnosu na kontrolni uzorak, koja je bila na granici statisticke
znacajnosti.
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Slika 4.53. Kumulativna proizvodnja (mmol) a) siréetne kiseline b) propionske kiseline c)
buterne Kiseline d) ukupnih kratkolanc¢anih masnih kiseline nakon 72 h mikrobne
fermentacije u TIM-2 modelu u kontrolnom uzorku i primenom smese FOS.

Izracunate kumulativne koli¢ine dobijenih masnih Kkiselina nakon 72 h fermentacije u TIM-2
modelu primenom T testa navedene su u tabeli 4.10.
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Tabela 4.10. Kumulativne kolicine pojedinacnih i ukupnih organskih kiselina nakon 72 h mikrobne
fermentacije u TIM-2 modelu primenom SIEM-a i smeSe kratkolancanih FOS

SCFA SIEM, mmol FOS, mmol
Siréetna kiselina 52,67 + 11,38 119,90 + 21,56
Propionska kiselina 39,28 £1,15 27,91 + 8,44
Buterna kiselina 54,90 + 2,87 38,73 + 5,33
Ukupno SCFA 146,80 + 10,34 186,54 + 24,67

Dokazi brojnih studija upucuju na znacajnu ulogu SCFA u odrZavanju zdravlja ljudskog
organizma. Konkretno, do sada se pokazalo da ove kiseline ispoljavaju anti-inflamatorno i
imunomodulatorno dejstvo, da su korisne u borbi protiv gojaznosti (zbog regulacije apetita),
dijabetesa, bolesti jetre i dr. [327] Takode, sir¢etna i propionska kiselina se koriste kao supstrati
za energetske procese metabolizma poput lipogeneze (sinteza triglicerida u cilju skladiStenja
energije) [328]. Buduc¢i da na produkciju masnih kiselina utice hemijski sastav polaznih vlakana
kao i metabolicka aktivnost i sastav crevne mikrobiote, primenom Spearmanove analize
izvedena je korelacija izmedu organskih kiselina i ¢lanova mikrobiote koja uzima u obzir i
pripadnost testiranim grupama.

Korelaciona analiza je izvrSena za 135 bakterijska roda, nakon uklanjanja 67 rodova sa
relativnom zastupljeno$¢u manjom od 0,01%. Sa slike 4.54 moZe se uociti da postoji pozitivna
korelacija izmedu organskih kiselina i relativne zastupljenosti bakterija iz roda Solobacterium i
Olsenella u tretamanu sa FOS, dok je rod Intestinimonas pokazao pozitivnu korelaciju u obe
testirane grupe. Znacajna pozitivna korelacija je uoCena izmedu navedenih rodova i nivoa
siretne i propionske kiseline, ukupnih SCFA, BCFA kao i drugih organskih kiselina, dok nivoi
buterne Kiseline nisu bili u znacajnoj korelaciji sa bakterijama koje su suplementirane smeSom
FOS. Takodje, primetno je da postoje i razlike u produkciji organskih kiselina izmedu testiranih
uzoraka u slu€aju grupa Eubacterium ruminantium i Eubacterium coprostanoligenes, s tim da
pozitivna asocijacija uocena u tretmanu sa FOS nije statisticki znacajna. Dobijeno je i da u
kontrolnoj grupi postoji viSe statisticki znacajnih negativnih korelacija izmedu bakterijskih
rodova Paraprevotella, Parabacteroides, Eubacterium ruminantium grupe, Odoribacter i
produkcije organskih kiselina u odnosu na intervenciju sa FOS.
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Slika 4.54. Spearmanova korelacija izmedu identifikovanih bakterijskih rodova i produkcije
organskih kiselina u kontrolnom uzorku i FOS (* oznacava postojanje statisticki znacajne
korelacije)
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4.6. Simultana sinteza i preciS¢avanje FOS u membranskom reaktoru

U poglavlju 4.4. je prikazano da se do proizvoda visoke cistoce FOS moze doci procesom
nanofiltracije u kombinaciji sa dijafiltracijom upotrebom sintetisane smese FOS definisanog
sastava. U cilju intenzifikacije konvencionalnog postupka preciS¢avanja, pristupa se primeni
membranskog reaktora. Ovaj sistem omogucava kombinaciju dveju tehnologija: membranske
separacione, koja zahteva upotrebu membrana definisanih karakteristika i biotehnologije, koja
podrazumeva upotrebu biokatalizatora za generisanje proizvoda [215]. Primena membranskog
reaktora u cilju simultanog odvijanja reakcije sinteze oligosaharida, ali i precis¢avanja je
posebno korisna ukoliko ukljuCuje odvijanje enzimskih reakcija sa znacajnom inhibicijom
proizvodima reakcije. Njihovim odvodenjem, omoguceno je upravljanje enzimskom reakcijom
u cilju kontrolisane proizvodnje Zeljenih komponenti. Imaju¢i ovo u vidu, upotreba
membranskog reaktora se moze smatrati korisnom u sluc¢aju FOS koji se dobijaju reakcijom
transfruktozilacije gde se kao nusproizvod izdvaja glukoza (inhibitor). Prema tome, u ovoj
doktorskoj disertaciji prikazani su rezultati upotrebe membranskog reaktora koriS¢enjem
rastvora saharoze kao supstrata i komercijalnog preparata Pectinex® Ultra SP-L kao izvora
enzima FT.

U prvoj seriji eksperimenata paralelno su izvedene reakcije sinteze FOS u Sarznom
reaktorskom sistemu (u erlenmajeru na tresilici) i u membranskom sistemu u SarZznom reZimu
rada. Dobijeni tok pomenutih reakcija (slika 4.55a) je skoro identican i navodi na zakljucak da
izvodenje reakcije u membranskom reaktoru u SarZznom rezimu rada prati kinetiku sinteze FOS,
kao i da ne dolazi do nekih znacajnih promena Sto je od vaZnosti za realizaciju procesa u
membranskom reaktoru.

U narednoj seriji eksperimenata, izvedeni su simultani procesi sinteze i preciS¢avanja FOS u
membranskom reaktoru pri razli¢itim vremenima zadrZavanja tj. vremenskom periodu u
kojem enzim samo reaguje sa supstratom pre pocetka separacije jer je zatvoren ventil za
odvodenje permeata [329]. Ovaj parametar predstavlja klju¢nu promenljivu kojom se moze
kontrolisati konacna raspodela proizvoda i prinos procesa [228]. Ispitana su dva vremena
Sarznog izvodenja procesa sinteze FOS (60 i 120 min), a nakon toga omoguceno je uklanjanje
odredenih proizvoda (nanofiltracija) uz uvodenje vode radi pospeSivanja preciS¢avanja
produZenim vremenom ,ispiranja“ jedinjenja za koja je membrana propustljiva (dijafiltracija).
Eksperimenti u membranskom reaktoru koji ukljucuju reakciju sinteze i proces preciS¢avanja
FOS su izvedeni pri prethodno optimizovanim uslovima za preciS¢avanje FOS i to koriS¢enjem
membrane NFW (300-500Da) na 40°C, pri brzini protoka permeata od 22 mL/min,
koncentraciji saharoze 0,05 g/L i enzimskog preparata 2,55 IU/mL, a dobijeni rezultati su
prikazani graficki na slici 4.56b.

Uporedni prikaz rezultata navodi na zaklju¢ak da je izvodenje simultanog procesa u
membranskom reaktoru znatno efikasnije u poredenju sa Sarznim reaktorom, jer se nakon
generisanja, neZeljeni proizvodi odmah uklanjaju, povecavajuci Cisto¢u konac¢nog proizvoda.
Razli¢ito vreme trajanja reakcije u Sarznom rezZimu rezultira i razli¢itim sastavom smeSe za
preciS¢avanje. Kao Sto je i ocekivano, izvodenje reakcije u trajanju od 120 min dovodi do
stvaranja veceg udela FOS razli¢itog stepena polimerizacije u poredenju sa kra¢im vremenom
izlaganja supstrata proizvodu (60 min). Stoga, dobijene su smese sledeceg sastava: 39,56 %
FOS, 33,62 % saharoze i 26,82 % monosaharida za 60 min i 44,06 % FOS, 17,46 % saharoze i
38,48 % monosaharida za 120 min. Zbog prisutne vece koli¢ine FOS u smeSi za preciS¢avanje
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nakon 120 min, sa grafika (slika 4.55b) se moZe primetiti da nakon pocetka preciS¢avanja
postoji izraZeno stacionarno stanje kao posledica nagomilavanja komponenti na membrani.
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Slika 4.55. a) Tok sinteze FOS u SarZznom i membranskom reaktoru (u SarZnom reZimu rada)
b) Tok izvodenja procesa u SarZznom i membranskom reaktoru

U slucaju kraceg vremena reakcije bez separacije uocava se veca promena cistoce FOS usled
manje blokade na povrSini membrane zbog manje koli¢ine sintetisanih prebiotika.
Posmatrajuci celokupni tok promene cisto¢e FOS, primetno je da je preciS¢avanje pri kracem
vremenu trajanja reakcije brze kao i da se nakon 360 min trajanja procesa promene u udelu
FOS minimalno menjaju rezultirajuc¢i krajnjim proizvodom cistoce od 90,5 % FOS. U procesu
koji ukljucuje vreme trajanja reakcije od 120 min, nakon naglog porasta cistoe u pocetnom
periodu precis¢avanja, dolazi do kontinuiranog povecanja u celom opsegu trajanja procesa
(540 min) rezultiraju¢i cistocom od 91,8 % FOS. Pored ostvarene vece CistoCe finalnog
proizvoda, i ¢injenice da krace vreme trajanja reakcije zahteva i raniji pocetak dijafiltracije, a
posledi¢no i upotrebu vece koli¢ine vode, vreme zadrZavanja od 120 min je izabrano kao
efikasnije reSenje za izvodenje procesa u membranskom reaktoru. Medutim, kao Sto je i
pomenuto, a mozZe se videti i sa grafika (slika 4.55b), udeo FOS beleZi blagi porast sa
povecanjem duZine trajanja preciS¢avanja u celom ispitivanom opsegu. Upravo iz tog razloga
izveden je i dodatni eksperiment u kojem je produZeno vreme trajanja procesa do ¢ak 840 min,
kako bi se procenila moguc¢nost dobijanja krajnjeg proizvoda jos vece Cistoce. Naime, dobijeno
je da je produZenje trajanja preciS¢avanja za 5 h, rezultiralo krajnjim proizvodom cistoce 93 %
FOS. Povecanja cisto¢e za samo 1,2 %, na racun produZenja procesa od 5h svakako ne
predstavlja zavidan rezultat, ¢ak StaviSe, takav proces bi se mogao smatrati nepovoljnim.
ProduZenje trajanja procesa rezultiralo je i pove¢anjem kolicine FOS u permeatu, Sto moze biti
posledica nizih koeficijenata odbijanja, pri ¢emu je dobijen prinos FOS od 20 % koji je dva puta
nizi od prinosa FOS dobijenog izvodenjem procesa sa kra¢im vremenom trajanja (9 h) koji
iznosi 42 %. Imajuci sve navedeno u vidu, vreme trajanje procesa od 9 h je procenjeno kao
pogodniji izbor.

Poredenjem profila promene udela ugljenih hidrata u membranskom reaktoru (pri vremenu
zadrzavanja od 120 min) sa Sarznim reaktorom, sa slike 4.56 je evidentno da se udeo FOS
postepeno povecava u celom ispitivanom periodu za razliku od reakcije u Sarznom reaktoru
gde nakon postizanja maksimalne vrednosti od 46 %, dolazi do blagog smanjenja. Pomenuta
razlika je posledica kontinualnog uklanjanja monosaharida iz sistema ¢ime je smanjena
mogucnost inhibicije. Slicno zapaZanje su prijavili Das i sar. u svojoj studiji na primeru GOS
[330].
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Slika 4.56. Uporedni prikaz promene sastava komponenti smesSe u SarZznom i membranskom
reaktoru od momenta pokretanja nano- i dijafiltracije

Da u membranskom reaktoru pored uklanjanja sporednih proizvoda dolazi i do odvijanja
reakcije najbolje ukazuju podaci da sa vremenom dolazi do povecéanja udela tetrasaharida (FOS
4) u poredenju sa trisaharidima (FOS 3) koji su bili dominantni u sintetisanoj smesi za
preciS¢avanje, ali i udela pentasaharida (FOS 5) koji nisu bili sastavni deo inicijalne smeSe. U
finalnom proizvodu kojeg karakteriSe sledec¢i sastav: 91,8 % FOS (31,02 % FOS 3, 53,43 %
FOS4 i 7,31 % FOS5), 3,43 % saharoze i 4,81 % monosaharida, primeéen je nizi udeo
monosaharida 11,6 puta i ve¢i udeo ukupnih FOS 2,4 puta u poredenju sa udelom u sintetisanoj
smesi u Sarznom reaktoru. NiSizava (Nishizawa) sa sar. je takode koristio membranski reaktor,
ali i pS-fruktofuranozidazu iz A. niger ATCC 20611 za izvodenje transfruktozilacije i
preciS¢avanja, i prijavio Cistocu krajnje smesSe iznad 90 % FOS [133]. Dobijeni rezultat je u
skladu sa prijavljenom Cisto¢om finalne smesSe u ovoj doktorskoj disertaciji. Stoga, evidentno je
da membranski reaktor predstavlja efikasno reSenje za dobijanje smesSe visoke ¢istoce FOS.

Uporedivanjem dobijene Cistoce krajnjeg proizvoda od 91,8 % FOS nakon 9 h u slu¢aju primene
membranskog reaktora i CistoCe krajnjeg proizvoda od 87,2 % FOS nakon 30 h (24 h sinteza
FOS i 6,5 h preciS¢avanje) izvodenja konvencionalog procesa preciS¢avanja (poglavlje 4.4.),
moZe se zakljuciti da membranski reaktor predstavlja bolji izbor s obzirom da se pored
drasticno smanjenog perioda trajanja procesa, postiZe i bolji rezultat ¢ime je ujedno proces
idealno resSenje za industrijsku implementaciju kojim se moZe obezbediti produkcija proizvoda
visoke Cisto¢e FOS. Dobijeni proizvod moZe biti primenjen u brojnim prehrambenim
proizvodima Ccija priprema zahteva upotrebu SeCera, dovode¢i do smanjenja kalorijske i
povecanja funkcionalne vrednosti. Takode, u formi praha moze biti upotrebljen i kao
niskokalori¢ni zasladivac ili dodatak brojnim jelima i napicima umesto klasi¢cnog konzumnog
Secera.
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4.7. In situ primena fruktoziltransferaze za dobijanje javorovog sirupa
obogacenog FOS

Poslednja faza istraZivanja u okviru ove doktorske disertacije je usmerena ka razvijanju
funkcionalnih proizvoda obogaéenih FOS. Kao znacajan izvor saharoze, koja predstavlja
prekursor za dobijanje FOS, koriS¢en je javorov sirup. Ovaj jedinstven prirodni kanadski
proizvod koji se u najvecoj meri proizvodi u Kvebeku [331], zbog izuzetnog bogatog i raznolikog
sastava u koji ulaze Seceri, vitamini, aminokiseline, polifenoli i druge komponente [332]
pronalazi viSenamensku primenu u mnogim domacdinstvima ne samo zbog slatkog i
jedinstvenog ukusa, ve¢ i zbog pozitivnog uticaja na zdravlje [333-335]. Dobija se
koncentrovanjem prirodnog soka dobijenog iz stabla javorovog drveta (rod Acer) procesom
uparavanja ili reverzne osmoze, koji se potom zagreva kako bi se razvio karakteristican ukus
kao posledica karamelizacije $e¢era [335]. Cesto je upotreba javorovog sirupa zbog visoke
koncentracije Secera (saharoze) limitirana kod potrosaca koji imaju problem sa gojaznoscu ili
boluju od dijabetesa [332]. Medutim, izvodenjem biotransformacije saharoze u FOS
posredstvom enzima FT, moguce je dobiti javorov sirup sa niZim udelom Secera tj. smanjene
kalorijske, a povecane funkcionalne vrednosti. Upravo iz tog razloga postoji sve vece
interesovanje istrazivackih centara, ali i prehrambene industrije za razvojem i plasiranjem
proizvoda dodatih vrednosti koji podrzavaju bolje zdravlje svih potrosaca, a ujedno unapreduju
i kvalitet Zivota onih ljudi kod kojih je primena proizvoda na bazi saharoze ogranicena [63, 336].

S tim u vezi, u ovoj fazi istraZivanja izvedeni su eksperimenti koji su ukljucivali primenu
komercijalnog javorovog sirupa i enzimskog preparata Pectinex® Ultra SP-L u cilju dobijanja
proizvoda obogacenog prebioticima sa smanjenim sadrZajem saharoze uz minimalnu promenu
inicijalnih karakteristika. Najpre je izvedena optimizacija procesa biokonverzije saharoze u FOS
primenom slobodne FT, a u nameri da se u potpunosti iskoristi potencijal enzima i osigura
industrijski odrZiv proces, ispitana je i upotreba imobilisane FT. Za tu svrhu, primenjeni su
imobilisani preparati FT koji su u prethodno opisanim poglavljima pokazali veliki potencijal za
sintezu FOS u Cistom rastvoru saharoze.

4.7.1. Optimizacija modifikacije javorovog sirupa primenom slobodne
FT

Pre enzimske konverzije, izvedena je analiza sirupa u pogledu sastava ugljenih hidrata.
Dobijeno je da ukupna koncentracija ovih komponenti iznosi 790 g/L, kao i da je koncentracija
saharoze 730 g/L, dok monosaharidi i oligosaharidi ¢ine manju frakciju proizvoda. Imajuci u
vidu da je koncentracija saharoze fiksiran parametar, optimizacija in situ enzimske konverzije
je izvedena ispitivanjem uticaja temperature i koncentracije enzima.

U prvom setu eksperimenata istraZen je uticaj temperature u Sirokom opsegu, od 30-80 °C radi
dobijanja detaljnijih informacija o aktivnosti enzima, ali i lakSeg rukovanja sa vrlo viskoznim
rastvorima kakav je sirup [125]. Na osnovu prikazanih rezultata (slika 4.57a), moZe se primetiti
daje FT pokazala izuzetnu kataliticku aktivnost u ispitivanom temperaturnom opsegu, posebno
na temperaturama iznad 50 °C s obzirom na ostvareni udeo FOS u ukupnim ugljenim hidratima
koji je nakon 25 h ve¢i od 50 %. Izvodenjem reakcije na temperaturi 60, 70 i 80 °C, dobijen je
sirup sa udelom FOS od 52,5 %, 57,9 % i 54,1 %, i stepenom konverzije saharoze od 73,7 %,
82,9% i 78,6 %, redom. Rezultati konverzije upucuju na zaklju¢ak da je pri pomenutim
temperaturama ostvarena znacajna redukcija sadrzaja saharoze. Vazno je napomenuti da je
jedan deo saharoze konvertovan u FOS preko reakcije transfruktozilacije, dok je drugi (manji)
deo hidrolizovan u monosaharide. Detaljan sastav dobijenih krajnjih proizvoda pri razli¢itim
temperaturama nakon 25 h prikazan je na slici 4.57b. Iako je najveca vrednost udela FOS, ali i
stepena konverzije ostvarena na 70 °C, radi ocuvanja ostalih bioaktivnih komponenti (pre
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svega polifenola) i kvaliteta finalnog proizvoda u pogledu boje [270] i ukusa [337], temperatura
od 60 °C kojom se obezbeduje i manja potrosnja energije, izabrana je kao najpogodnija za dalji
rad. Pri izabranoj temperaturi, nakon 25 h trajanja reakcije, dobijen je modifikovan javorov
sirup sledeceg sastava: 26,3 % saharoza, 21,2 % monosaharidi i 52,5 % ukupnih FOS od kojih
su41,4% FOS3i11,1 % FOS 4.
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Slika 4.57. a) Uticaj razlicitih temperatura na dobijanje FOS b) Sastav pojedinac¢nih komponenti
modifikovanog javorovog sirupa na razli¢itim temperaturama reakcije nakon 25 h.

0d znacaja je istaci da su dobijeni rezultati uporedivi sa rezultatima koji su dobijeni primenom
Cistih rastvora saharoze. Ova konstatacija ukazuje na to da sloZeni supstrat kakvim se smatra
javorov sirup nije imao znacajan inhibitorni uticaj na enzim [3]. U ranijim istraZivanjima je
prijavljeno da na primer u slucaju primene soka od Sargarepe kao supstrata, dolazi do
difuzionih problema a ujedno i niZeg prinosa FOS [338]. Prema tome, moZe se zakljuciti da
javorov sirup predstavlja adekvatnu matricu za funkcionalnu derivatizaciju proizvoda.

Nakon utvrdivanja optimalne temperature, istraZen je i uticaj razlicitih koncentracija enzima
na modifikaciju sirupa u opsegu od 2,55-12,75 IU/mL. Profili promene udela FOS u uslovima
razli¢itih koncentracija prikazani su na slici 4.58a, i navode na konstataciju da se sa povecanjem
unete koliCine enzima povecava brzina enzimske reakcije, a smanjuje vreme dostizanja
maksimalnog udela FOS. Na primer, maksimalni udeo sintetisanih FOS od 52,5 % dobijen je
nakon 25 h u uslovima najniZe primenjene koncentracije od 2,55 IU/mL, dok je 56 % FOS
dobijeno nakon 12 h primenom koncentracije enzima 7,65 IU/mL, a 57 % FOS nakon 9,5 h pri
12,75 IU/mL. Reakcija sinteze FOS koris¢enjem najniZe koncentracije je primetno sporija u
odnosu na druge dve primenjene koncentracije. Svakako, efekat primene razlicitih
koncentracija enzima na reakciju sinteze FOS u javorovom sirupu pokazuje veoma sli¢an trend
promene kao kod primene Cistog rastvora saharoze (prikazano u poglavlju 4.2.2. u okviru ovog
doktorata). Dobijene udele FOS, prate i visoki stepeni konverzije saharoze, koji iznose 73,7 %,
82 % 85,6 % pri 2,55,7,65i12,75 IU/mL, redom. Usled dobijenog skoro identi¢nog udela FOS
pri koncentraciji 7,65 i 12,75 IU/mL, prilikom izbora optimalne koncentracije enzima treba
imati u vidu da iako se u uslovima najvece primenjene koncentracije postiZze smanjenje trajanja
procesa za 2,5 h, neophodno je primeniti i vecu koli¢inu enzimske smeSe koja zauzima vodece
mesto u ukupnim troSkovima proces. Prema tome, koncentracija od 7,65 IU/mL predstavlja
pogodnije reSenje za razvijanje profitabilnijeg procesa proizvodnje javorovog sirupa
obogacenog FOS. Kao konacan ishod izvedene optimizacije dobijen je modifikovani javorov
sirup sa 56 % FOS, 27,3 % monosaharida i 16,7 % saharoze u ukupnim ugljenim hidratima
(slika 4.58Db).
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Slika 4.58. a) Uticaj razlicitih koncentracija enzima na dobijanje FOS b) Sastav pojedinac¢nih
komponenti u modifikovanom javorovom sirupu primenom razliitih koncentracija enzima u
momentu dostizanja maksimalnog prinosa na 60 °C.

4.7.2. Modifikacija javorovog sirupa primenom imobilisanih preparata
FT i procena operativne stabilnosti

U poredenju sa slobodnim enzimima, imobilisani enzimi se smatraju korisnijom formom
biokatalizatora za realizaciju industrijskih procesa i to najviSe zbog mogu¢nosti ponovne
upotrebe, ¢ime ne zaostaju kao kontaminiraju¢a primesa u krajnjim proizvodima. Pored toga
Sto proces imobilizacije ima za cilj unapredenje stabilnosti enzima, sama ¢injenica da su vezani
za nosac uz zadrzavanje svojih katalitickih aktivnosti kao i da se po zavrsetku reakcije mogu
odvojiti i ponovno upotrebiti je od izuzetnog znacaja za realizaciju povoljnijih procesa u
pogledu nizih operativnih troskova. U okviru ove doktorske disertacije imobilisani preparati
FT, koji su u prethodnim eksperimentima pokazali visoku kataliticku mo¢ na primeru cistog
rastvora saharoze, primenjeni su za modifikaciju javorovog sirupa u pravcu produkcije FOS.
Nakon detaljne optimizacije modifikacije javorovog sirupa primenom slobodne FT, izvedeni su
eksperimenti koji su ukljucivali primenu cetiri imobilisana preparata FT. Za tu namenu, FT je
imobilisana adsorpcijom na nemodifikovani Purolite® A109 dajuci preparat kataliticke
aktivnosti od 343 IU/g nosaca, ali i preko elektrostatickih interakcija i kovalentnih veza za GA i
epoksi funkcionalizovane nosace Purolite® A109. Pod utvrdenim optimalnim uslovima dobijeni
su imobilisani preparati slede¢ih FT aktivnosti: 276 IU/g nosata (monomerna forma GA),
371 1U/g nosaca (dimerna forma GA) i 243 IU/g nosaca (epoksi-Purolite). Kako bi se adekvatno
procenio potencijal imobilisanih preparata u sloZenom reakcionom sistemu kakvim se smatra
javorov sirup, izvrSeno je poredenje dobijenih rezultata sa sintezom slobodnog enzima.
Povodom toga, za utvrdivanje toka sinteze FOS unet je isti broj jedinica aktivnosti slobodne i
imobilisane FT, a dobijeni rezultati su prikazani na slici 4.59a.

Na osnovu prikazanih rezultata, moZe se primetiti skoro identican vremenski tok produkcije
FOS za razlicite forme enzima (rastvoran i imobilisan) izuzev u slucaju FT imobilisane na nosac
sa dimernim oblikom GA gde je primecena smanjena aktivnost na osnovu niskog udela
sintetisanih FOS od svega 32,7 % nakon 25 h. Dobijeni profili promene udela FOS prilikom
primene preostala tri imobilisana preparata ukazuju da nije doSlo do difuzionih limitacija
uprkos sloZenosti i viskoznosti smeSe. KoriS¢enjem slobodne FT dobijen je maksimalni udeo
FOS od 56 % nakon 12 h trajanja reakcije, dok su primenom preostala tri imobilisana preparata
FT dobijeni udeli FOS od 55-57 %. ProduZenjem trajanja reakcije, udeo FOS je ostao
nepromenjen.
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Slika 4.59. a) Vremenski tok sinteze FOS u javorovom sirupu primenom slobodne i imobilisane
FT na razliite nosace b) Operativna stabilnost imobilisanih preparata FT primenom
nemodifikovanog, epoksi-modifikovanog i GA-modifikovanog (monomerni oblik) Purolite®
A109 nosaca.

U narednim eksperimentima testrana je operativna stabilnost sva tri imobilisana preparata u
cilju procene njihovog potencijala za budu¢u industrijsku implementaciju. Ovaj parametar je sa
aspekta industrije od velike vazZnosti s obzirom na to da pokazuje kolika je zadrZana inicijalna
aktivnost enzima nakon upotrebe u viSe uzastopnih reakcija tj. reakcionih ciklusa. Visekratna
mogucnost primene FT imobilisane na nemodifikovani, GA-modifikovani (monomerni oblik) i
epoksi-modifikovani Purolite® A109, procenjena je izvodenjem 10 uzastopnih reakcionih
ciklusa u trajanju od 12 h kako bi se obezbedilo dobijanje maksimalne koli¢ine FOS. Prema
rezultatima operativne stabilnosti prikazanim u prethodnim poglavljima (4.3.3. i 4.3.4.)
imobilisani preparati FT koij uklju¢uju primenu nemodifikovanog i epoksi-modifikovanog
Purolite® A109, su u reakcijama sa Cistim rastvorom saharoze pokazali ne samo izuzetnu vec i
uporedivu operativnu stabilnost (zadrzana aktivnost veca od 90 % nakon 10 reakcionih
ciklusa), dok reakcije izvedene u javorovom sirupu nisu rezultirale istim ishodom. Naime, u
okviru ovog reakcionog sistema (slika 4.59b) moZe se primetiti da se operativne aktivnosti FT
imobilisane na nemodifikovani i modifikovane nosace Purolite® A109 drasti¢no razlikuju.
Primenom nemodifikovanog nosaca Purolite® A109 imobilisani enzim je zadrZzao 65 %
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inicijalne aktivnosti, dok je primenom epoksi- i GA - aktiviranog nosaca pokazao zadrzavanje
aktivnosti viSe od 90 % nakon 10 reakcionih ciklusa. Konkretno, primena GA-aktiviranog
nosaca je rezultirala ¢ak i nepromenjenom relativnom aktivnoS¢u. Dakle, rezultati jasno
ukazuju da je modifikacija nosaca u cilju uspostavlja stabilnih kovalentnih veza potpuno
opravdan postupak, jer su imobilisani preparati pokazali odli¢nu stabilnost uprkos upotrebi
sloZene i viskozne podloge kao $to je javorov sirup.

4.7.3. Karakterizacija nemodifikovanog i modifikovanog javorovog
sirupa

Radi bolje procene proizvoda i dobijanja potpunijih informacija o javorovom sirupu
obogacenog prebioticima koji potencijalno mozZe biti svrstan medu funkcionalne proizvode,
izvedena je detaljnija karakterizacija. Naime, nemodifikovani i modifikovani javorov sirup su
okarakterisani u pogledu fiziCcko-hemijskih osobina, stabilnosti, prebiotskog efekta na
pripadnike crevne mikrobiote, a izvedena je i procena prihvatljivosti proizvoda sprovodenjem
senzorne analize. Da bi se detaljno okarakterisao dobijeni proizvod, prvo je HPLC analizom

odreden sastav ugljenih hidrata modifikovanog proizvoda i uporeden sa nemodifikovanim
(slika 4.60).

Sa dobijenog hromatograma uocava se prisustvo monosaharida (27,7 %), saharoze (16,7 %) i
FOS (56 %) u proizvodu nakon modifikacije pod utvrdenim optimalnim uslovima (60 °C,
koncentracija enzima 7,65 IU/mL nakon 12 h). Modifikovan proizvod sadrzi 440 g/L FOS Sto je
i viSe nego dovoljno za ispunjenje zahteva kako bi se proizvodi deklarisali kao bogati vlaknima
[339]. Imajucdi u vidu dobijen sastav proizvoda i njihove literaturne kalorijske vrednosti [340],
izracunata je ukupna kalorijska vrednost proizvoda nakon enzimskog tretmana. Dobijeno je da
modifikovani sirup ima 2,2 kcal/mL, Sto je oko 1,6 puta manje u odnosu na deklarisanu
vrednost nemodifikovanog proizvoda (3,6 kcal/mL). Na osnovu smanjenja energetske
vrednosti od 39 %, javorov sirup obogacen prebioticima bi prema Regulaciji (EC) br.
1924 /2006 mogao biti deklarisan kao funkcionalni proizvod smanjene kalorijske vrednosti.
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Slika 4.59. Hromatogrami dobijeni HPLC analizom ugljenih hidrata nemodifikovanog i
modifikovanog javorovog sirupa nakon dodavanja FT i izvodenja reakcije pod optimalnim
uslovima
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Kako bi utvrdili da li je procesom modifikacije doslo do narusavanja inicijalnih karakteristika
ili je sirup zadrzao standardne parametre kvaliteta, u narednom setu eksperimenata ispitane
su sledece fizicko-hemijske karakteristike: transmisija svetlosti, pH, viskoznost, gustina,
sadrZaj suve materije, sadrzaj polifenola i antioksidanasa. Dobijene vrednosti su prikazane u
tabeli 4.11 i upucuju na to da su unutar opsega literaturnih podataka za javorov sirup [341].
Vrednosti transmisije (25-50 %) svrstavaju oba proizvoda u istu grupu javorovog sirupa tj.
sirupa tamne boje sa uglavnom robusnim ukusom [342]. U slucaju sadrZaja suve materije, za
oba ispitivana proizvoda dobijene su vrednosti oko 66 ° Brix. Ovo je u skladu sa literaturnim
podacima koji ukazuju da uzak opseg sadrZaja rastvorenih Cvrstih materija (66-67 ° Brix)
predstavlja standard za definisanje sirupa [334]. Poredeci proizvode prema pH i viskoznosti,
moZe se uoCiti da je modifikovani proizvod pokazao blagi porast pH, ali i neSto veci viskozitet,
verovatno usled prisustva ugljenih hidrata viSeg stepena polimerizacije [63].

Tabela 4.11. Glavne fizicko-hemijske karakteristike nemodifikovanog i modifikovanog sirupa

Parametri Merna jedinica Nemodifikiovani Modifikiovani
javorov sirup javorov sirup
Transmisija % 37,5+0,2 29,8+0,3
pH (25 °C) 6,70+0,11 6,94+0,087
Viskoznost (23 °C) mPa s 190+2 21043
Suva materija °Brix 66,25+1,55 66,00+1,11
Gustina g/mL 1,51+0,025 1,51+0,033
Antioksidativna aktivnost mmol Fe2+/L 3,980,062 3,94+0,058
Sadrzaj polifenola g GAE/L 0,390,006 0,390,004

Osim toga, imajudi u vidu da javorov sirup predstavlja prirodni antioksidans bogat raznim
polifenolnim jedinjenjima [334], odreden je sadrzaj polifenola, ali i antioksidativna aktivnost
modifikovanog sirupa kako bi se proverilo da li predloZena prerada utice na ova karakteristicna
funkcionalna svojstva.
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Slika 4.60. Hromatogrami dobijeni HPLC analizom polifenola nemodifikovanog i
modifikovanog javorovog sirupa na a) 280 nm b) 350 nm
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Imajuci u vidu dobijene i predstavljene podatke o ukupnim polifenolima (tabela 4.11) moZe se
primetiti da modifikacija javorovog sirupa nije narusila navedena svojstva, jer je koncentracija
polifenola bila skoro identi¢na. Ostvarene rezultate su potvrdili i skoro identi¢ni HPLC profili
na posmatranim talasnim duzinama (slika 4.61), dok je antioksidativna aktivnost bila smanjena
za samo 1,15 %. Odatle se moze zakljuciti da modifikovani sirup zadrzava inicijalni sadrZaj
polifenola i antioksidativne aktivnosti.

[spitana je i stabilnost modifikovanog proizvoda u pogledu sintetisanih FOS na period od
godinu dana. Rezultati sa slike 4.62 ukazuju na izrazitu stabilnost prebiotika, s obzirom na to
da je nakon 12 meseci zadrZano 96 % inicijalno sintetisanih FOS. Dakle, moze se zakljuciti da
javorov sirup predstavlja izuzetno pogodan supstrat za derivatizaciju proizvoda obogacenog
FOS, jer njegov sastav i neutralni pH nisu negativno uticali na stabilnost FOS, kao Sto je to
prijavljeno u slucaju nekih voénih sokova i preparata [343].
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Slika 4.61. Stabilnost FOS u modifikovanom javorovom sirupu tokom skladiStenja

[spitan je i prebiotski potencijal nemodifikovanog i modifikovanog javorovog sirupa kako bi se
procenila sposobnost podsticanja rasta korisnih crevnih mikroba. Za tu svrhu testirane su
razlicite koncentracije sirupa (1,0-5,0 % (v/v)) na rast probiotskih sojeva L. plantarum 299v i
S. boulardii CBS 5926, ali i indikatorskog soja patogene vrste E. coli ATCC 25922 (slika 4.63).
Rezultati su izraZeni izracunavanjem prebiotske aktivnosti (PAS) prema jednacini 25 (poglavlje
3.2.15). Nemodifikovani javorov sirup nije pokazao prebiotski efekat. Imaju¢i u vidu da
pozitivne vrednosti PAS ukazuju na postojanje prebiotskog efekta u slu¢aju modifikovanog
javorovog sirupa, sa slike 4.64 se moze primetiti da sa povecanjem ponudene koncentracije,
dolazi do porasta PAS za oba ispitivana mikroorganizma. IzraZeniji efekat primecen je kod
bakterijskog soja u poredenju sa sojem kvasca. Naime, u uslovima najvee primenjene
koncentracije modifikovanog sirupa od 5,0 %, dobijena je najveéa vrednost PAS od 0,8 za L.
plantarum 299v. U naucnoj literaturi postoje podaci o prebiotskom efektu komercijalne smese
visoke Cistoce FOS (iznad 95 %) takode na pripadnike crevne mikrobiote [252] Cije dalje
ugradivanje u prehrambene proizvode moZe dovesti do hidrolize ukupnih oligosaharida usled
razlic¢itih proizvodnih procesa, a posledi¢no i do smanjenja prebiotakog potencijala. Na primer,
postoje podaci da je komercijalna smesa (koja takode sadrzi vise od 95 % FOS) inkorporirana
u mafine rezultirala veoma niskom vredno$¢u PAS, dok nakon dodavanja u kolaci¢e nije
zabeleZen prebiotski potencijal [344]. Dakle, dobijene vrednosti PAS za ceo ispitani opseg
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koncentracija modifikovanog javorovog sirupa predstavljaju prihvatljiv rezultat, pogotovo Sto
se odnose na konkretan proizvod.
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Slika 4.62. Prebiotska aktivnost razliCitih koncentracija modifikovanog javorovog sirupa

Ono Sto javorov sirup posebno izdvaja od drugih proizvoda jesu jedinstven ukus, boja i tekstura.
S obzirom na to da je izvedena enzimska modifikacija komercijalnog javorovog sirupa u pravcu
dobijanja funkcionalnog proizvoda obogalenog prebioticima, na Katedri za biohemijsko
inZenjerstvo i biotehnologiju Tehnolosko-metalurSskog fakulteta Univerziteta u Beogradu
sprovedena je senzorna analiza kako bi se procenile sve potencijalne promene proizvoda. U
sprovodenju senzorne analize ucestvovalo je 40 neobucenih ispitanika koji su ocenjivali
modifikovani i nemodifikovani javorov sirup u pogledu senzornih osobina poput boje, arome,
slatkoce, gorcine, drvenastog ukusa, karamelizovanog ukusa, naknadnog ukusa, teksture. Na
osnovu grafikona paukove mreZe koji omogucava prikazivanje rezultata senzorne analize (slika
4.64), moze se primetiti da proizvodi pokazuju samo neznatne razlike izmedu ispitivanih
parametara. Dobijeno je da modifikovani javorov sirup ima manju slatko¢u (ocena 6,6) u
odnosu na nemodifikovani (ocena 7,9), Sto je i bilo ocekivano s obzirom na to da je
biotransformacija saharoze rezultirala FOS Kkoji imaju nizi stepen slatkoce [63]. Medutim, ovaj
fenomen je ublaZen prisustvom glukoze, kao i fruktoze koja ima vecu mo¢ zasladivanja od
saharoze [345]. Ispitanici su takode primetili da modifikovani sirup ima intenzivniju boju i veci
viskozitet koji se moze pripisati prisutnim oligosaharidima [63], dok druge razlike u senzornom
profilu nisu detektovane. Analizirajuci rezultate zbirne procene ispitanika (opSti utisak) datih
proizvoda, moze se zakljuciti da je 40 % dalo prednost modifikovanom proizvodu, 32,5 %
nemodifikovanom, dok je ostatak (27,5 %) ostao neodlucan. Rezultati senzorne evaluacije
ukazuju da je javorov sirup obogacen prebioticima organolepticki prihvatljiv i da poseduje
veliki potencijal za buduéu primenu.
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Slika 4.63. Senzorna analiza modifikovanog (puna linija) i nemodifikovanog javorovog isrupa
(isprekidana linija)
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5.ZAKLJUCAK

Na osnovu sprovedenih istraZivanja i predstavljenih rezultata u okviru ove doktorske disertacije
izvedeni su sledeci zakljucci:

» Testiranjem razlicitih industrijskih enzimskih preparata u reakciji sinteze FOS polazeéi od
saharoze kao supstrata, kao najpogodniji za dalji rad izabran je Pectinex® Ultra SP-L.
Detaljnom optimizacijom kineticki kontrolisane reakcije transfruktozilacije potvrdeno je da
temperatura, koncentracija enzima i koncentracija supstrata predstavljaju kljucne faktore od
kojih zavisi efikasnost sinteze FOS i izabrani su optimalni uslovi: temperatura 50 °C,
koncentracija supstrata 500 g/L i enzima 2,55 IU/mL. Pri definisanim uslovima nastaje smesa
u kojoj su dominantne komponente FOS (60,2 %) u obliku tri-, tetra- i pentasaharida, dok se
kao sporedni proizvodi izdvajaju neproreagovala saharoza (10,1 %), glukoza i fruktoza (29,7
%).

= [straZivanjem imobilizacije fruktoziltransferaze na razlicite tipove nosaca posredstvom
razli¢itih mehanizama vezivanja doslo se do slede¢ih saznanja:

- Modifikovane nanocestice silike sa uvedenim amino (AFNS) i hloridnim (CCAFNS)
funkcionalnim grupama pogodni su nosaci za imobilizaciju FT, dok se nemodifikovane
nanocestice (FNS) sa prisutnim hidroksilnim funkcionalnim grupama, usled niske
kataliticke aktivnost imobilisanih preparata, nisu pokazale kao adekvatne za dalju
primenu.

- Metakrilatni komercijalni nosaci sa primarnim amino (ECR8409F) i butil/epoksidnim
(ECR8285F) funkcionalnim grupama iz Purolite Lifetech™ ECR serije su pogodni, dok se
hidrofobni nosac sa oktadecil funkcionalnim grupama (ECR8806M) nije pokazao kao
pogodan za dalju primenu.

- Makroporozni komercijalni nosac¢ sa primarnim amino grupama Purolite® A109, kao i
funkcionalizovani derivati dobijeni tretmanima sa GA i epihlorhidrinom radi uvodenja
karbonilnih i epoksidnih funkcionalnih grupa i mogucnosti kovalentne imobilizacije,
pogodni su za imobilizaciju FT. Primena Purolite® A109 nosaca u nemodifikovanom i
modifikovanom obliku rezultirala je dobijanjem imobilisanih preparata FT sa razliCitim
tipom interakcija.

- Purolite® A109 je zbog dimenzija i gustine izabran kao najpogodniji nosa¢ za primenu u
bioreaktorima pa je imobilizacija na ovaj nosac¢ i njegove funkcionalizovane derivate
detaljnije optimizovana. Pri optimalnim uslovima (pH 6,0, koncentraciju enzima 50 mg/g
nosaca i vreme imobilizacije 5 h) imobilizacije FT adsorpcijom na nemodifikovani
Purolite® A109 dobijen je imobilisani preparat FT maksimalne kataliticke aktivnosti od
343 1U/g, a omoguceno je i selektivno vezivanje FT u odnosu na pektinaze iz komercijalnog
enzimskog preparata s obzirom na to da je odnos prinosa aktivnosti koji odraZava
selektivnost imao vrednost 20. Time je dokazano da se ovom strategijom omogucava
delimicno precis¢avanje FT od drugih hidrolitickih enzima iz primenjenog enzimskog
preparata selektivnom imobilizacijom Sto je od izuzetnog znacaja za buducu potencijalnu
implementaciju imobilisanih preparata u kompleksnim supstratima.

- Nakon detaljne optimizacije postupaka imobilizacije FT na funkcionalizovane nosace koji
mogu da se primenjuju za kovalentnu imobilizaciju ustanovljeno je da je epoksi-
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modifikovani nosac¢ Purolite® A109 pogodniji za primenu u reakciji sinteze FOS.
Adekvatnim izborom optimalnih uslova (pH 4,0 u prvoj fazi, a potom 9,0, koncentracija
enzima 20 mg/g nosaca, vreme imobilizacije 24 h) omogucena je visoka selektivnost
imobilizacije FT (19). Strategijom imobilizacije koja ukljuc¢uje promenu reakcionih uslova
(pH sredine) omoguceno je kombinovano vezivanje FT tj. najpre favorizovanje adsorpcije,
a potom i uspostavljanja kovalentnih veza. Ovim pristupom dobijen je imobilisani preparat
FT sa znacajnim udelom kovalentnih veza (85, 31%).

» [mobilisani preparati FT dobijeni primenom nemodifikovanog i epoksi-modifikovanog nosaca
Purolite® A109 uspesno su iskoris¢eni u cilju razvijanja postupaka sinteze FOS u pneumatskom
(air-lift) reaktorskom sistemu u SarZnom reZimu rada, kao i za realizaciju kontinualne
produkcije FOS u ovom reaktoru.

- Rezultati testiranja operativne stabilnosti imobilisanih preparata FT dobijeni primenom
nemodifikovanog i epoksi-modifikovanog nosaca Purolite® A109 u konvencionalnom
sarZnom i pneumatskom reaktoru jasno upucuju na izuzetnu operativnu stabilnost. Nakon
10 reakcionih ciklusa imobilisani preparat FT dobijen primenom epoksi-modifikovanog
nosaca Purolite® A109 potpuno je zadrZao svoju inicijalnu aktivnost, dok je nakon 15
reakcionih ciklusa zadrZao 87,7 % i 83,0 % svoje inicijalne aktivnosti u slucaju
pneumatskog i SarZnog reaktora, redom. Shodno tome, rezultati operativne stabilnosti
potvrduju bolje karakteristike pneumatskog reaktora u poredenju sa konvencionalnim
sarZnim reaktorom.

- Imobilisani preparat FT dobijen primenom epoksi-modifikovanog nosaca Purolite® A109
uspesno je primenjen za relizaciju kontinualne proizvodnje FOS u trajanju od 7 dana koja
je rezultirala dobijanjem proizvoda sa udelom FOS od 52,2 %.

» VaZan deo istraZivanja u okviru disertacije je bio posvecen optimizaciji precis¢avanja FOS
primenom membranskih separacija i razvoju sistema za istovremeno odvijanje enzimske
reakcije sinteze FOS i precis¢avanje u membranskom reaktoru. Najvazniji naucni doprinosi
ovog dela istraZivanja su:

- Reakciona smesa dobijena primenom FT u optimalnim uslovima uspesno je precis¢ena
primenom membranskog modula za nanofiltraciju od tankoslojne kompozitne poliamidne
membrane NFW (MWCO 300-500 Da) u dijafiltracionom reZimu rada. Detaljnom
optimizacijom procesa nanofiltracije potvrdeno je da promena procesnih parametra poput
temperature i protoka permeata utice na efikasnost razdvajanja Sto potvrduju i dobijeni
koeficijenati odbijanja, dok pocetna koncentracija ukupnih ugljenih hidrata nije ostvarila
znacajan uticaj. Izborom optimalnih uslova koji uklju¢uju temperaturu od 35 °C, protok
permeata od 22 mL/min i inicijalnu koncentrciju ukupnih ugljenih hidrata napojne smese
od 0,03 g/mL, dobijena je visokoprecis¢ena smesa sledeceg sastava: 87,2 % FOS, 10,3 %
saharozei 2,5 % monosaharida.

- Primenom membranskog reaktora koji ukljucuje simultano izvodenje sinteze FOS i
precis¢avanja, uspesno je sprovedena intenzifikacija konvencionalnog postupka
precis¢avanja. Nakon 9 h izvodenja procesa, dobijena je smesa slede¢eg sastava: 91,8 %
FOS, 3,43 % saharoze i 4,81 % monosaharida. Ovim pristupom razvijen je efikasniji i
ekonomski pogodniji proces koji ima za cilj dobijanje smese visoke Cistoce FOS, uz skracenje
proizvodnog postupka i smanjenje broja neophodnih uredaja.
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= Jako su FOS ve¢ priznati prebiotici, u ovoj disertaciji je uradena i detaljnija analiza aktivnosti
dobijenih proizvoda testiranjem prebiotskog efekta u kompjuterski kontrolisanom in vitro TIM-
2 modelu kojim se doslo do slede¢ih saznanja:

viv s

Utvrdeno je da suplementacija uzorkom koji je sadrZao precis¢enu smesu FOS statisticki
znacajno stimulise rast korisnih bakterija iz roda Blautia, Butyricicoccus,
Catenibacterium, Prevotellaceae UCG- 003, Alloprevotella, Eubacterium_ruminantium
grupe i Eubacterium_hallii grupe u odnosu na suplementaciju kontrolnim uzorkom (SIEM)
sa dodatim ugljenim hidratima (pektin, arabinogalaktan, amilopektin, ksilan i skrob).

Utvrdeno je da je suplementacija preciSéenom smeSom FOS rezultirala vecom
proizvodnjom ukupnih SCFA u odnosu na kontrolni uzorak. U pogledu pojedinacnih masnih
kiselina, suplementacija FOS rezultirala je vecom proizvodnjom siretne i propionske, dok
je suplementacija kontrolnog uzorka rezultirala ve¢om produkcijom buterne kiseline.

= FT je primenjena u javorovom sirupu radi in situ biokonverzije saharoze u FOS, sa ciljem
dobijanja proizvoda obogacenog prebioticima niZe kalorijske, a vece funkcionalne vrednosti.

Izborom procesnih parametara sinteze FOS (temperatura 60 °C i koncentracija enzima
7,65 IU/mL) dobijen je modifikovani javorov sirup sledeceg sastava: 56,0 % FOS, 27,3 %
monosaharida i 16,7 % saharoze u ukupnim ugljenim hidratima.

Modifkovani javorov sirup sadrZi 1,6 puta niZu kalorijsku vrednost u poredenju sa
polaznim javorovim sirupom. Modifkovani javorov sirup je zadrZao svoj inicijalni sadrZaj
polifenola i antioksidanata, pokazao prebiotski potencijal i izrazitu stabilnost u pogledu
koncentracije FOS.

Rezultati sprovodenja senzorne evaluacije impliciraju na zaklju¢ak da je modifikovani
javorov sirup organolepticki prihvatljiv i da poseduje veliki potencijal za buduéu primenu.
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YCTaHOBE;
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1. AyTopcTBO. [l03BOrbaBaTe yMHOXaBawe, AUCTPUOYLMy ¥ jaBHO caoniiTaBakse
fena, 1 npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH oapefieH of cTpaHe ayTopa
Unu Jasaola NuLeHUe, Yak 1 y komepuujanHe cepxe. OBo je HajcnoboaHuja of CBUX
MNLEHLN.

~
=z

2. AyTOopcTBO — HekomepumjanHo. [lossorbaBarte YMHOXaBawe, AUCTPUOYLwmjy u
jaBHO caoniiTaBake Lena, U npepaje, ako ce HaBele uMe ayTopa Ha HauuH ofpeheH
o[, cTpaHe ayTopa unu fasaoua nvueHue. OBa nuUeHUa He [03BOrbaBa kKomepLmujanty
ynotpeby gena.

3. AyTOopCcTBO — HekoMepuujanHo — Ge3 npepaga. [josBorbaBare yMHOXaBaH-E,
OVCTPUOYUM)y W jaBHO caoniuTaBake fena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBara Wi
ynotpebe gena y CBOM fJerly, ako Ce HaBele VMe ayTtopa Ha HauduH ogpefeH of
CTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He [03Borbasa KoMepLujanHy
ynoTpedy fera. Y oOHOCY Ha CBe ocTare ruueHLie, OBOM NULEHLOM Ce orpaHuyasa
Hajsehn obum npasa Kopuilhewa gena.

4. AyTOpCTBO — HEeKOMepLUMjanHo — AeNnUTU No4 UCTUM ycrnoBuMa. [losBorbaBarte
YMHOXaBaHe, AUCTPUBYLINJY U jaBHO caoriiTaBake Aena, U npepaje, ako ce Hasene
MMe ayTtopa Ha HauuWH ofpefeH of cTpaHe ayTopa WX JaBaoua MULEHLE U ako ce
npepaga aucTpubyupa nog UCTOM Wnv cnivdHoM nuueHuom. OBa nuueHua He
[03B0Orbasa komepuujanHy ynotpeby fena u npepaga.

5. AytopcTBo — 6e3 npepaga. [Jo3sorbaBate yMHOXaBawe, AUCTPUOYLM)Y U JaBHO
caonwTaBare Aena, 6e3 npomeHa, npeobnukorara unu ynotpebe fenay cBoM geny,
aKko ce HaBefe uMme ayTopa Ha HayuH ogpefeH of cTpaHe ayTopa wunu gasaola
nuueHue. OBa nuueHLa Jo3Borbasa koMepumjandy ynotpedy gena.

6. AyTOpCTBO — [HOenuTu nog MUCTUM ycrioBuUMa. [lo3BorbaBaTte YMHOXaBak-e,
OUCTPUBYLMjY 1 jaBHO caormiluTaBare Aena, U Npepaje, ako ce HaBede MMe ayTtopa Ha
HauMH ofpefeH of CcTpaHe ayTopa WM Aasaoua nuLUeHLe W ako ce npepaga
avctpubyupa nog WCTOM wnu crimyHom nwuueHuom. OBa rnumueHua [03BOrbaBa
komepuujanHy ynotpeby gdena u npepaga. CnuyHa je codTBepCKUM rnuLieHuama,
OJHOCHO NULeHLama OTBOPEHOT KoJa.
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