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SAZETAK

Ksilanaza spada u skupinu enzima klju¢nih za depolimerizaciju te se Koristi za
razgradnju linearnog polisaharida ksilana u ksilozu, razgradujuci pri tome hemicelulozu, jednu
od glavnih komponenata stani¢ne stijenke. Ksilanaza je svoju primjenu pronasla u industriji
celuloze i papira, prehrambenoj industriji te kemijskoj i farmaceutskoj industriji. Kako bi se
ksilanaza S§to ucinkovitije upotrijebila, potrebno je proizvesti enzim velike katalitiCke
aktivnosti pri ¢emu je kljuc¢an korak proc¢is¢avanje enzima.

Proces proc¢is¢avanja enzima je slozen i povezan s brojnim izazovima kao $to su
pronalazak brzih, ucinkovitih i ekoloski prihvatljivih metoda uz istovremeno smanjenje
proizvodnih troskova. Ekstrakcija eutektickim otapalima (engl. Deep Eutectic Solvents, DESS)
pokazala se kao ucinkovita i odrziva metoda ekstrakcije glicerola iz biodizela, ekstrakcije
bioloski aktivnih sastojaka iz prirodnih izvora, kao ucinkovit reakcijski medij koji osigurava
poboljsanje kontakta izmedu reaktanata Sto rezultira pobolj$sanjem organskih sinteza i katalize.
Kako bi se proces procis¢avanja enzima dodatno pospjeSio, kao alternativa klasi¢nim
procesima koji se provode u Sarznim makroesktraktorima, sve vise se koriste mikroekstraktori.

U ovom radu provedeno je pro¢is¢avanje sirovog ekstrakta enzima endo-1,4-ksilanaze
podrijetlom iz Trametes versicolor dobivenog fermentacijom na ¢vrstim nosa¢ima repinih
rezanaca. ProciSCavanje enzima ksilanaza provedeno je vodenim dvofaznim sustavom

kapljevina-kapljevina na bazi DES-a u Sarznom ekstraktoru i u mikroekstraktoru.

Kljucne rijeci: enzim ksilanaza, DES, ekstrakcija, $arzni ekstratkor, mikroekstraktor



SUMMARY

Xylanase belongs to a group of enzymes crucial for depolymerization and it is used to
break down the linear polysaccharide xylan into xylose, breaking down hemicellulose, one of
the main components of cell wall. Xylanase has found its application in the pulp and paper
industry, the food industry and the chemical and pharmaceutical industries. In order to use
xylanase as efficiently as possible, it is necessary to produce an enzyme of high catalytic
activity, the key step being the purification of the enzyme.

The enzyme purification process is quite complex and presents certain challenges such
as finding fast, efficient and environmentally friendly methods while reducing costs. Extraction
with eutectic solvents (DESs) has proven to be an effective and sustainable method of
extracting glycerol from biodiesel, extracting biologically active ingredients from natural
sources, as an effective reaction medium that ensures improved contact between reactants in
organic synthesis and catalysis. In order to further improve the enzyme purification process, as
an alternative to classical processes carried out in batch macroextractors, microextractors are
being used.

In this work, purification of the crude extract of endo-1,4-xylanase enzyme from
Trametes versicolor produced by solid-state fermentation on beet pulp was carried out.
Purification od the xylanase enzyme was performed with DES based aqueous two-phase liquid-

liquid system in a batch extractor and in a microextractor.

Key words: xylanase, DES, extraction, batch extractor, microextractor
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1. UvOD

Enzimi su kataliticki temelj metabolizma svih stanica, i kao takvi fokus su brojnih
istrazivanja. Od davnina enzimi su imali vaznu ulogu U mnogim proizvodnim procesima, poput
proizvodnje vina, sira, kruha i drugih namirnica. Kako u drugoj polovici dvadesetog stoljeca
raste znanje o uporabi mikroorganizama, njihovih metaboli¢kih proizvoda te enzima, raste i
broj istrazivanja vezanih za njihovu potencijalnu industrijsku primjenu [1].

Bioloski katalizatori, enzimi, utjeCu na brzinu kemijske reakcije te su kao takvi
neophodni za zivi i nezivi Svijet koji nas okruzuje. Veoma je vazno da enzimi koji se u
reakcijama koriste kao katalizatori posjeduju veliku kataliti¢ku aktivnost, koja se uobicajeno
postize njihovim proc¢is¢avanjem [2]. Procesi pro¢iséavanja dugotrajni su i skupi, te uvijek
postupaka.

Tijekom potrage za novim i jeftinijim metodama proc¢is¢avanja, ekstrakcija eutektickim
otapalima pokazala se kao odrziva i u¢inkovita metoda, ponajprije u pro¢is¢avanju biodizela,
odnosno uklanjanju glicerola iz biodizela [3]. Eutekti¢ka otapala smjesa su dviju ili vise
komponenata koje su u Cistom stanju pri sobnoj temperaturi Krutine, a temperatura taljenja
eutekti¢kog otapala znatno je niza od temperature taljenja Cistih komponenata. Sastoje se od
molekula od kojih je jedna donor vodikove veze, a druga akceptor vodikove veze pri cemu su
molekule medusobno povezane vodikovim vezama. Eutekti¢ka otapala odlikuju se svojstvima
kao $to su velika sposobnost otapanja razli¢itih komponenata, dobra biorazgradivost, niska
hlapljivost, nezapaljivost, ekoloska prihvatljivost, laka priprava i niska cijena [4].

Cilj ovog rada bio je ispitati ucinkovitost procesa pro¢i§¢avanja enzima endo-1,4-
ksilanaze koristenjem vodenog dvofaznog sustava na bazi eutektickog otapala. Enzim
ksilanaza koristen u ovom radu podrijetlom je iz Trametes versicolor, a proizveden je
fermentacijom na ¢vrstim nosac¢ima iz repinih rezanaca. U nizu $arZnih eksperimenta ispitan je
utjecaj pet razli¢itih DES-ova na u¢inkovitost ekstrakcije enzima ksilanaza iz sirovog ekstrakta.
Nakon preliminarnih istrazivanja, odabran je DES koriStenjem kojeg je postignuta najveca
ucinkovitost procesa ekstrakcije te je s njim provedena kontinuirana ekstrakcija enzima
ksilanaza u mikroekstraktoru. Osim toga, FTIR analizom (engl. Fourier Transform Infrared
Spectroscopy, FTIR) i UV/VIS spektrofotometrijskom analizom ispitan je utjecaj odabranog

DES-a na enzim ksilanazu.



2. TEORIJSKIDIO

2.1. Enzimi

Enzimi su proteinske makromolekule koje kataliziraju biokemijske reakcije. Nastaju
preklapanjem linearnih polipeptidnih lanaca $to njihovu trodimenzionalnu strukturu ¢ini
slozenom. Kataliticki potencijal enzima cesto je veci od onog koji imaju klasi¢ni kemijski
katalizatori. Osim toga, kemijski katalizatori djeluju najcesce pri ekstremnijim uvjetima dok je
kataliticka aktivnost enzima velika pri blagim reakcijskim uvjetima sto ih, izmedu ostaloga,
u kojima se konstantno odvija veliki broj reakcija kataliziranih enzimima kako bi se
metabolizam stanica odvija nesmetano [5]. Velika prednost enzima, osim S§to ubrzavaju
reakcije, je Sto tijekom katalitickih reakcija ostaju nepromijenjeni te se mogu Koristiti u vise
ciklusa iste ili nove reakcije. Reaktanti u biokemijskim reakcijama, ¢iju pretvorbu kataliziraju
enzimi, se vrlo Cesto nazivaju supstratima. Svaki enzim djeluje specifi¢no §to znaci da pojedini
enzim Cesto katalizira samo odredene vrste reakcija odredenih tvari, odnosno supstrata. Po
svojoj prirodi svi enzimi su proteini, no mnogi sadrze i neproteinski dio koji se naziva kofaktor
[6].

Najstariji poznati zapis komercijalne uporabe enzima, odnosno mikroorganizama,
potjec€e od opisa proizvodnje vina u Hamurabijevom zakoniku (drevni Babilon, oko 2100. pr.
Kr.). Upotreba mikroorganizama kao izvora enzima za fermentaciju bila je rasirena medu
drevnim civilizacijama. Reference na ove procese pronadene su u spisima ne samo iz Babilona
ve¢ 1 iz ranijih civilizacija Rima, Gr¢ke, Egipta, Kine 1 Indije. Drevni tekstovi takoder sadrze
postupak proizvodnje octa, koji se temelji na enzimatskoj konverziji alkohola u octenu kiselinu
[7]. lako je bioloska kataliza od otkri¢a fermentacije koriStena tisu¢ama godina, tek su u 19.
stoljecu znanstvenici potaknuli pitanje jesu li za postupak kao $to je fermentacija odgovorni
zivi organizmi ili kemijska supstanca [5].

Danas enzimi imaju vaznu ulogu u brojnim procesima proizvodnje hrane 1 pica te su
sastojci proizvoda Siroke primjene kao Sto su na primjer deterdZenti za pranje rublja. Primjena
enzima u farmaciji i medicini je od velikog interesa budu¢i da se razvoj raznih bolesti moze
povezati s poremecajima u sintezi 1 aktivnosti jednog ili viSe enzima humanog stani¢nog

metabolizma [7].



2.1.1. Nomenklatura i klasifikacija enzima

Prihvaceni sustav za klasifikaciju i nomenklaturu enzima zasniva se na tri op¢a nacela.
Prvo nacelo podrazumijeva da se nazivi enzima, posebno oni koji zavrSavaju na —ase, koriste
samo za pojedine enzime, tj. pojedine kataliticke cjeline i ne primjenjuju na sustav koji sadrzi
vise od jednog enzima. Drugo nacelo nalaze imenovanje i klasifikaciju enzima prema reakciji
koju katalizira, $to se odnosi na uo¢enu kemijsku promjenu izazvanu enzimom. Pri tome se
mehanizam djelovanja zanemaruje, a srednji kofaktor ili protetske skupine nisu ukljucene u
naziv. Dakle, enzim se ne moze sustavno imenovati sve dok reakcija koju enzim katalizira nije
ispravno identificirana. TreCe nacelo nalaze imenovanje i klasifikaciju enzima prema vrsti
katalizirane reakcije koja omoguc¢uje dodjelu enzimskih brojeva (E.C.) za olakSavanje
naknadne jednoznacne identifikacije [8].

Prema izvjescéu prve Komisije za enzime 1961. godine [9], enzimi su podijeljeni u Sest
glavnih razreda prema vrsti katalizirane reakcije. Svaki razred sastoji se od kodnog broja s
prefiksom E.C., koji sadrze Cetiri elementa odvojena tockom te imaju sljedece znacenje:

1. prva znamenka oznacava kojem od Sest glavnih razreda enzim pripada,
2. druga i treCa znamenka opisuju vrstu katalizirane reakcije,
3. Cetvrta znamenka je serijski broj enzima u njegovom podrazredu.

Razlike sest glavnih razreda enzima, prema vrsti katalizirane reakcije, prikazane su u

Tablici 1.



Tablica 1. Klasifikacija enzima prema vrsti katalizirane reakcije [6], [8].

Prva Razred enzima Vrsta katalizirane reakcije
znamenka
1 Oksidoreduktaze Reakcije oksidacije i redukcije; obuhvaca sve enzime

koji kataliziraju redoks reakcije.
2 Transferaze Kataliziraju prijenos atoma ili skupine izmedu dvije

molekule, kao $to su metil, acil, amino glikozil ili fosfat.

3 Hidrolaze Reakcija hidrolize; kataliticko cijepanje C-O, C-N, C-C
i drugih veza.
4 Liaze Uklanjanje skupine iz podloge; kataliti¢ka eliminacija
C-0O, C-N, C-C i drugih veza.
5 Izomeraze Reakcije izomerizacije; kataliziraju geometrijske ili

strukturne promjene unutar molekule.

6 Ligaze Kataliticko spajanje dviju molekula

2.1.2. Ksilanaza

Ksilanaze su hidrolaze koje kataliziraju endohidrolizu 1,4-5-D-ksilozidnih veza u
ksilanu. Rasprostranjena su skupina enzima uklju¢ena u proizvodnju ksiloze, a proizvodi ih
mnoS$tvo organizama, ukljucujuci bakterije, alge, gljive, prazivotinje, puzeve, rakove i insekte
[10,11]. Mikrobne ksilanaze pokazuju razli¢ite specificnosti prema supstratu i razlicita
biokemijska svojstva Sto ih ¢ini pogodnim za razliCite primjene u industrijskim 1
biotehnoloskim procesima. Obzirom da su ksilanaze pronasle primjenu u proizvodnji hrane i
pica, prehrani zivotinja, izradi papira, proizvodnji celuloze, tekstila i u farmaciji, povecana je
potraznja za ksilanazama na globalnoj razini [12]. Tipi¢ni primjeri mikroorganizama koji
proizvode izoenzime ksilanaze ukljucuju Aspergillus niger, ¢iji sojevi proizvode petnaest
razli¢itih izvanstani¢nih ksilanaza, i Trichoderma viride, ¢iji sojevi proizvode trinaest razli¢itih
izvanstani¢nih ksilanaza [10]. Ksilanaze iz razli¢itih izvora mogu imati razli¢ita fizikalno-
kemijska svojstva, strukture, specificnu aktivnost i iskoriStenje, ¢ime se povecava ucinkovitost
I opseg hidrolize, ali istovremeno i njihova raznolikost i slozenost [10]. S obzirom na
rasprostranjenu upotrebu enzima ksilanaza, nuzno je razviti odrzive, brze i jeftine procese

njegove proizvodnje.



2.1.2.1. Klasifikacija enzima ksilanaza

Enzim ksilanaza se moze opc¢enito klasificirati u tri skupine na temelju molekulske
mase 1 izoelektricne tocke, kristalne strukture te kataliticko/kinetickog svojstva. Na temelju
molekularne mase i izoelektricne tocke, enzim ksilanaza se dijeli u dvije skupine. U prvu
skupinu pripadaju ksilanaze vec¢e molekularne mase (iznad 30 kDa) s niskom izoelektricnom
(kiselom) tockom, dok se u drugoj skupini nalaze ksilanaze niZze molekularne mase (ispod 30
kDa) s visokom izoelektricnom (baznom) tockom. Medutim, primije¢eno je nekoliko iznimaka
u ovoj klasifikaciji gdje neke ksilanaze nije moguce svrstati u te dvije skupine. Stoga je uveden
prikladniji sustav koji ukljucuje primarnu strukturu (kristal) i usporedbu kataliticke domene s
svojstvima kao $to su kinetika, kataliticka svojstva, specifi€nost supstrata i opis proizvoda.
Genomske, strukturne (3D kristalne strukture) i funkcionalne informacije o enzimu ksilanaza
grupirane u podrazrede glikozid hidrolaza (GH) dostupne su u bazi podataka enzima kojima su
supstrati ugljikohidrati (CAZy) [13].

CAZy je baza podataka o enzimima koji igraju kljuénu ulogu u razgradnji, modifikaciji
I sastavljanju glikozidnih veza u ugljikohidratima i glikokonjugatima. Sastoji se od niza
genomskih biljeski, Kklasifikacije podrazreda, strukturnih (3D kristal) i funkcionalnih
(biokemijskih) podataka o enzima kojima su supstrati ugljikohidrati iz javno dostupnih izvora,
poput Nacionalnog centra za biotehnoloske informacije (eng. National Center for
Biotechnology Information, NCBI) [14].

Glavni GH podrazredi povezani s ksilanazom su 5, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 16, 26, 30, 43,
44,51 i 62. GH podrazredi 5, 7, 8, 10, 11, i 43 imaju jednu zasebnu kataliticku domenu, dok
enzimi grupirani u GH podrazrede 16, 51 i 62 imaju dvije kataliticke domene s bifunkcionalnim
svojstvom. Enzimi grupirani u GH podrazrede 9, 12, 26, 30 i 44 pokazuju sekundarnu aktivnost
ksilanaze [12].

2.1.3. Fermentacija na ¢vrstim nosacima

Kako bi enzimi bili $to isplativiji za koriStenje nuzno je pronac¢i metode njihove
proizvodnje koje su odrZive, jeftine i brze. Jedan od nacina je koriStenje otpadnih materijala iz
agroindustrije kao jeftinog i dostupnog supstrata za uzgoj mikroorganizama uz proizvodnju
enzima fermentacijom na ¢vrstim nosacima.

Fermentacija na ¢vrstim nosac¢ima (engl. Solid State Fermentation, SSF) definira se kao
proces fermentacije u kojem mikroorganizmi rastu na krutim materijalima bez prisutnosti
slobodne kapljevine (Slika 1.). KoriSteni supstrat mora posjedovati dovoljno vlage da podrzi

rast i metabolizam mikroorganizama [15,16]. U SSF-u vlaga potrebna za rast mikroba postoji

5



u apsorbiranom stanju ili u kompleksu s ¢vrstom matricom, a sam supstrat djeluje kao izvor
ugljika. SSF se koristi za proizvodnju antibiotika, jednostani¢nih proteina, nezasi¢enih masnih

kiselina, enzima, organskih kiselina, biopesticida, biogoriva i aroma [17].

Odabrani mikroorganizam

i

Fermentacija na ¢vrstim nosacima

r ‘ = . .
Otpadni [ , ) Eecfm.
materijal I Cvrsti supstrat I

Funkcionalni kemijski izvori

Proizvodi s dodanom vrijednoscu: biorazgradiva
plastika, kemikalije. gorivo, itd.

Slika 1. Pojednostavljeni prikaz procesa fermentacije na ¢vrstim nosac¢ima [18].

Cilj SSF-a je omoguciti bliski kontakt gljive ili bakterije s netopljivim supstratom i
omoguciti $to ve¢u dostupnost hranjivih tvari iz supstrata za fermentaciju. Ovisno o prirodi
krute faze koja se koristi, razlikuju se dvije vrste SSF sustava. Najces¢e koristeni sustav
ukljucuje uzgoj na prirodnom materijalu, a rjede na inertnoj podlozi impregniranoj kapljevitim
medijem. Postupci fermentacije u krutom stanju mogu se klasificirati i prema tome je li pocetna
kultura mikroorganizama za fermentaciju &ista ili mijesana. Ciste kulture opcenito se koriste u
industrijskim procesima SSF-a, jer pomazu u optimalnom iskori§tavanju supstrata za ciljani
proizvod, dok se mijesane kulture koriste za biokonverziju agroindustrijskih ostataka [15,17].

Kulture koje su najcesc¢e koriste u procesima fermentacije su mikrobne kulture gljiva i
bakterija. Ipak, najboljim mikroorganizmom za provedbu SSF smatraju se nitaste gljive.
Hifalni nacin rasta gljiva i njihova dobra otpornost na nisku aktivnost vode te uvjeti visokog
osmotskog tlaka daju gljivama veliku prednost u odnosu na jednostani¢ne mikroorganizme u
kolonizaciji Cvrstih supstrata i iskoriStavanju dostupnih hranjivih tvari. Gljive su vrlo
ucinkoviti proizvodaci enzima, pa se tako razliciti sojevi nitastih gljiva koriste u proizvodnji

razli¢itih hidrolitickih enzima kao Sto su celulaze, ksilanaze i pektinaze [15].



SSF je ekonomski isplativa i prihvatljiva tehnologija za industrijske procese
biokonverzije i biorazgradnje. Razvoj odrzivog SSF-a i tehnologije bioprocesa novo je
multidisciplinarno podrucje s mogucom primjenom u proizvodnji enzima, kemikalija,
bioetanola i farmaceutskih proizvoda. SSF nudi mnoge prednosti u odnosu na konvencionalnu
submerznu fermentaciju, kao $to su, jednostavni i jeftini supstrati, otapanje hranjiva iz krutih
podloga nije potrebno, izostanak striktne kontrole veéine procesnih parametara tijekom
provedbe fermentacije, iskoriStenje proizvoda je uglavnom vece, manji su energetski zahtjevi,
proizvodi se manje otpadne vode, a izolacija produkata je u pravilu jednostavnija. SSF pruza
fleksibilnost u pogledu sirovina koje se koriste te moguénosti proizvodnje razli¢itih proizvoda
s dodanom vrijednoscu [19].

Bioreaktore za SSF prikladno je podijeliti u cCetiri skupine, na temelju strategija
prozracivanja i mijeSanja koje se koriste:

1. Bioreaktori s pliticama u kojima sloj supstrata nije moguée prisilno prozracivati te
ostaje statian tijekom cijelog razdoblja fermentacije ili se vrlo rijetko mijesa.

2. Bioreaktori sa slojem supstrata koji se prisilno prozracuje pri ¢emu sloj ostaje stati¢an
tijekom cijelog razdoblja fermentacije ili se vrlo rijetko mijesa.

3. Bioreaktori s rotiraju¢im bubnjem u kojima sloj supstrata nije prisilno prozracen, pri
¢emu se zrak uvodi u bioreaktor u prostoru iznad bubnja, ali se sloj mijesa kontinuirano

ili vrlo Cesto.

4. Bioreaktori u kojima se sloj supstrata prisilno prozracuje i mijesa kontinuirano ili vrlo

Cesto. Za ovu vrstu bioreaktora moguce su razlicite izvedbe [20].

2.1.4. Metode procis¢avanja enzima

Jednom kada se enzim proizvede, nuzno ga je procistiti. Naime, tijekom proizvodnje
enzima uglavnom se dobivaju smjese proteina u kombinaciji s razli¢itim necisto¢ama i
sporednim produktima. Sve to potrebno je ukloniti kako bi se enzim koristio kao katalizator. S
povecanjem CistoCe enzima, povecava se i nhjegova kataliticka aktivnost pa je vrlo bitno
odabrati pogodnu metodu proc¢is¢avanja. Neke od tradicionalnih metoda proc¢is¢avanja enzima
su filtriranje, centrifugiranje, isoljavanje, talozenje, -elektroforeza, ultrafiltracija te
kromatografija (kromatografija ionske izmjene, kromatografija isklju¢enja po veliini, ...).
Kako bi procis¢avanje enzima bilo uspjesno provedeno potrebno je odabrati odgovarajuce

metode koje povecavaju prinos i ¢isto¢u enzima uz minimalni broj procesnih stupnjeva [2].



- Isoljavanje

Isoljavanje je postupak izdvajanja enzima iz otopine pomocu neutralnih soli temeljeno
na ¢injenici da je vecina enzima manje topljiva pri visokim koncentracijama soli. Koncentracija
soli pri kojoj se enzimi taloze razlikuje se od enzima do enzima. Dodavanje neutralne soli
komprimira solvacijski sloj oko enzima i povecava interakcije medu enzimima. Poveéanjem
koncentracije soli u otopini sve veci dio vode povezan je s ionima soli. Radi toga manji broj
molekula vode dostupan je solvacijskom sloju oko molekule enzima, sto dovodi do nakupljanja
I taloZenja enzima iz otopine. Postupak isoljavanja koristan je za koncentriranje razrijedenih

otopina eznima te procis¢avanje enzima uz istovremeno odrzavanje njihove aktivnost [21].

- Kromatografija ionske izmjene

Kromatografija ionske izmjene (ili ionska kromatografija) je zbog velike sposobnosti
razlu€ivanja 1 visokog oporavka aktivnosti enzima jedna od najceS¢e koriStenih metoda
proc¢is¢avanja enzima [6].

Metoda se temelji na separaciji ioniziranih molekula prema razlikama u naboju u
funkciji pH-vrijednosti. Nabijene molekule u uzorku odvajaju se uz pomoc¢ elektrostatske sile
privlacenja koje prolaze kroz ionsku smolu pri odredenoj pH-vrijednosti i temperaturi.
Odvajanje se odvija reverzibilnom izmjenom iona prisutnih u otopini i u ionsko izmjenjivackoj
smoli. Postupak razdvajanja molekula iz smjese ovisi 0 vrsti upotrijebljene smole za izmjenu
iona. Postoje dvije vrste ionskih smola:

e Smole za izmjenu kationa su izmjenjivaci negativnog naboja, sadrze pozitivno nabijeni
protuion i namijenjene su zadrzavanju kationa.
e Smole za izmjenu aniona su pozitivno nabijeni izmjenjivaci, sadrZe negativno nabijeni

protuion i namijenjene su zadrzavanju aniona [22].

- Kromatografija iskljuéenja po veliini

Kromatografija isklju¢enja po veli¢ini je separacijska metoda koja se temelji na
razdvajanju molekula uzorka na temelju njihove veli¢ine i oblika, odnosno molekulske mase.
Manje molekule ulaze u pore Cestica punila i zaostaju u koloni, dok veé¢e molekule brze prolaze
kroz kolonu jer zbog svoje veli¢ine ne mogu difundirati u pore Cestica punila kolone. Osim §to

je kromatografija isklju¢enja po veli¢ini dobra metoda proc¢iS¢avanja korisna je i za dobivanje

informacija o molekulskoj masi enzima te sastavu sirovog ekstrakta enzima.



- Elektroforeza

Elektroforeza je primarno analiticki postupak, ali je idealna metoda odvajanja te se
koristi i za proc¢is¢avanje enzima. Brzina i smjer migracije enzima u elektri¢nom polju ovisi 0
jakosti polja, naboju enzima, veli¢ini i obliku enzima te viskoznosti medija sto ima za rezultat
razli¢ite polozaje na kojima se u gelu, mediju koji je stacionarna faza procesa elektroforeze,
akumuliraju razli¢iti enzimi [6].

Elektroforetsko odvajanje gotovo se uvijek provodi u poroznim gelovima koji sluze kao
molekularno sito 1 pojacavaju odvajanje. Molekule manje od pora gela lako se kre¢u kroz gel,
dok molekule vece od pora gela postaju prakticki nepokretne. Elektri¢no polje primjenjuje se

tako da proteini migriraju s negativne na pozitivnu elektrodu, obi¢no odozgo prema dolje [23].

- Ultrafiltracija
Ultrafiltracija je filtracijski proces ¢ija je pokretacka sila ostvarena razlika tlakova, a

temelji se na razdvajanju komponenata u vodenim otopinama prema molekularnoj veli¢ini,
obliku i/ili naboju, ovisno o veli¢ini pora filtarskog sredstva. Ultrafiltracijski proces odvajanja
pomoc¢u membrana s veli¢inom pora od 1-100 nm, ukloniti ¢e tvari velike molekulske mase,
organske i anorganske molekule te koloidne tvari. Tako se za neke vece predstavnike enzima
mogu koristiti ultrafiltracijske tehnike, enzimi se zbog svoje veliine ceS¢e razdvajaju
nanofiltracijom. Nanofiltracija se odlikuje veli¢inom pora filtarskog sredstva manjom od 1 nm,

§to ju ¢ini pogodnijom tehnikom za razdvajanje enzima [24,25].

Iako su spomenute metode ucinkovite, ¢esto se moraju ponavljati u vise koraka kako bi
se dobio enzim zeljene Cistoce. Sve to usporava, a i znacajno poskupljuje proces procis¢avanja
enzima. Zbog ovih nedostataka sve je popularnije koriStenje vodenih dvofaznih sustava za
prociscavanje proteina i enzima ekstrakcijom. VVodeni dvofazni sustavi u pravilu su prikladni
za procCisc¢avanje osjetljivih biomolekula kao §to su enzimi te ne izazivaju njihova ostecenja ni

strukturne promjene.



2.2. Vodeni dvofazni sustavi i ekstrakcija kao metoda prociséavanja enzima

Vodeni dvofazni sustavi opsezno su proucavani radi njihove sposobnosti istodobnog
odvajanja i proCiS¢avanja raznih bioloskih proizvoda s visokim iskori$tenjima i visokom
Cisto¢om [26]. Ovisno o sastavu, vodeni dvofazni sustavi mogu se prilagoditi za odvajanje i
procisc¢avanje stanica, nukleinskih kiselina, proteina, antitijela i malih molekula. Nastaju kada
se polimeri, soli, alkoholi manjih molekulskih masa i/ili ionske kapljevine kombiniraju u
kriticnim koncentracijama, $to rezultira stvaranjem dviju faza. Obje faze su u nacelu hidrofilne,
iako obi¢no gornja faza ima tendenciju biti nesto hidrofobnija. Glavne prednosti ove metode
pro¢is¢avanja enzima ukljucuju potencijal primjene u industriji, sposobnost integracije
procesa, uporabu kemikalija koje imaju nisku toksi¢nost i koje su biokompatibilne [27].

Tradicionalne metode proc¢is¢avanja enzima su dugotrajne i skupe, a najceSce
provedbom tih metoda dolazi do nezeljenog gubitka aktivnosti enzima. Vodeni dvofazni
sustavi razvijeni su kao alternativa tradicionalnim metodama ekstrakcije, te se temelje na
prijenosu otopljene tvari iz jedne vodene faze u drugu vodenu fazu. Kao ekoloski prihvatljivo
ekstrakcijsko sredstvo sve vise se koriste DES-ovi, koji s odgovaraju¢om soli tvore vodeni
dvofazni sustav [28]. Takvi sustavi karakterizirani su visokom uc¢inkovito$c¢u ekstrakcije ¢ime

zadovoljavaju zahtjeve odvajanja i imaju veliku vrijednost primjene [29].

2.3. Eutekticka otapala

Eutekticka otapala (engl. Deep Eutectic Solvents, DESs) definiraju se kao smjesa dvije
ili viSe krutih tvari koje stvaranjem vodikove veze tvore eutektiCku kapljevitu smjesu.
Temperatura taljenja DES-a niza je od temperature taljenja Cistih komponenata. DES ¢ine
Lewis ili Brgnsted kiseline i baze koje mogu sadrzavati razli¢ite anionske i/ili kationske vrste
[30].

Interes za primjenu DES-ova znatno se povecao na industrijskoj i akademskoj razini
zbog njihove lake priprave, niskih troskova proizvodnje, ekoloske prihvatljivosti, velike snage
otapanja i biorazgradivosti [4,28]. Stovise, moguénost podesavanja njihovih svojstava &ini ih
idealnim kandidatima za $iroki raspon primjena, kao $to su to primjerice procesi pro¢is¢avanja
enzima. Osim prethodno spomenutih prednosti koristenja, DES u odnosu na ostala otapala
odlikuju i primjenski interesantna fizikalno-kemijska svojstva kao $to su niska hlapljivost,

visoka toplinska stabilnost, biorazgradivost, nezapaljivost i ekoloska prihvatljivost [31].
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2.4. Mikroekstraktor

Upotreba mikrotehnologije sve je ¢eS¢a u separacijskim procesima. S obzirom da

omogucavaju kontinuiranu proizvodnju i intenzifikaciju procesa, mikrotehnologija se smatra

jednom od klju¢nih metoda za razvoj odrzivih procesa.

Mikroekstraktori, odnosno mikrostrukturirani ili mikrokanalni ekstraktori, uredaji su

Cija je barem jedna karakteristicna dimenzija manja od milimetra, a dizajnirani su pomocu

metoda mikrotehnologije i preciznog inzenjerstva [32,33]. Kao separatori, koriste se u

mikroprocesnom inzenjerstvu, te u raznim podrucjima kemijske i farmaceutske industrije,

biotehnologije i medicine. Mikroekstraktori su prije svega namijenjeni procesima manjeg

kapaciteta, iako se specificnim pristupom uvecanju procesa mogu razviti mikroekstraktorski

sustavi za provedbu visokotonaznih procesa.

U odnosu na konvencionalne, makroekstraktore, upotreba mikroekstraktora moze

rezultirati zna¢ajnim prednostima kao §to su:

kontinuirani rad koji omogucuje naknadnu obradu nestabilnih meduprodukata s boljom
selektivnoscu,

razlicite profile koncentracija u odnosu na Sarzne procese zbog kontinuiranog rada i
ucinkovitijeg prijenosa tvari,

krace vrijeme ekstrakcije, reda veli¢ine sekunde,

velika vrijednost koeficijenta prijenosa topline dovodi do bolje kontrole brzine
ekstrakcije, lokalni gradijenti temperature znac¢ajno su manji nego u klasi¢nim, Sarznim
makroekstraktorima,

grijanje i hladenje mikroekstraktora je puno brze, §to omogucuje veci raspon radnih
temperatura.

Mikroekstraktori imaju i svoje nedostatke koji su usko povezani s njihovim malim

dimenzijama, a prvenstveno se odnose na zacepljenje mikrokanala, koroziju, pulsirajuéi tok te

krac¢a vremena zadrzavanja [32].
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

U svrhu razvoja vodenog dvofaznog sustava na bazi eutekticnog otapala za

kontinuiranu ekstrakciju enzima endo-1,4-ksilanaze, odabrano je pet razli¢itih DES-ova. Na

samom pocetku eksperimentalnog dijela rada proveden je niz razlicitih eksperimenata S

odabranim DES-om u Sarznom ekstraktoru. Sustav s najve¢om ucinkovito$¢u ekstrakcije

prenesen je u mikroekstraktor pomocu kojeg je ispitana mogucnost intenzifikacije procesa. Na

kraju su provedene FTIR i UV/VIS spektrofotometrijska analiza ekstrahiranog enzima.

3.1. Materijali

3.1.1. Kemikalije

U eksperimentima su koristene sljedece kemikalije:

akrilamid, Acros Organics, SAD

amonijev peroksidisulfat, Alfa Aesar, Njemacka

bromfenol plavo, Fisher Scientific, Belgija

Commassie Brilliant Blue G-250, Fluka, SAD

dikalijev hidrogen fosfat, VWR Chemicals, BDH Prolabo, Ujedinjeno Kraljevstvo
glicin, Sigma-Aldrich, SAD

govedi serumski albumin, Sigma, Njemacka

S -merkaptoetanol, Sigma-Aldrich, SAD

metanol, VWR Chemicals, BDH Prolabo, Ujedinjeno Kraljevstvo
N,N,N’,N'-tetrametil-etilendiamin, TCI Europe N.V., Belgija
N,N'-metilbisakrilamid, TCI Europe N.V., Belgija

natrijev dodecil sulfat, Sigma-Aldrich, SAD

octena kiselina ledena, Gram-mol d.o.0., Hrvatska

octena kiselina, Kemika, Hrvatska

Pageruler™ Prestained Protein Ledder, 10 to 180 kDa, Thermo Scientific, SAD
TRIS (hidroksimetil) aminometan, VWR Chemicals, BDH Prolabo, Ujedinjeno

Kraljevstvo

3.1.2. Aparatura

Za provedbu eksperimenata koriStena je sljedeca aparatura:

centrifuga (Universal 320 R, Hettich, SAD)
digestor (PC150960, Flores Valles, Spanjolska )
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- FTIR spektrometar (Perkin Elmer, Spectrum One FTIR spectrometer, SAD)

- homogenizator (Vibromix 10, Tehtnica, Slovenija)

- magnetska mijesalica (MS-H-S, DLAB, SAD)

- orbitalna tresilica (PSU-10i, Orbital shaker, Biosan, SAD)

- pumpe (Harvard PHD 4400 Programmable, Harvard Apparatus, Inc, SAD)

- spektrofotometar (UV-1601, Shimadzu, Japan)

- spektrofotometar (UV-1800, Shimadzu, Japan)

- tresilica (Innova 4330 Refrigerated Incubator Shaker, New Brunswick Scientific,
SAD)

- vertikalna jedinica za elektroforezu (SE260 Mighty Small 1l Deluxe, Hoefer, SAD)

3.1.3. Priprema otopina
- Bradfordov reagens
U smjesi 50 mL 95%-tnog etanola i 100 mL 85%-tne ortofosforne kiseline otopljeno je
100 mg bojila Commassie Brilliant Blue G-250. Tako pripremljena otopina nadopunjena je
ultracistom vodom do volumena od 1 L. Dobiveni reagens je potom filtriran. Otopina se nakon
pripreme ¢uva na 4 °C u boci oblozenoj folijom koja sprjecava negativan utjecaj svjetlosti.

Prije koriStenja Bradfordov reagens je potrebno termostatirati na sobnoj temperaturi (25 °C).

- 30%-tna vodena otopina akrilamida
Otopina je pripremljena na nacin da je 8,7 g akrilamida i 0,3 g N,N'-metilbisakrilamida
otopljeno u 30 mL ultraciste vode uz mijesanje na magnetskoj mijesalici pri 400 okr/min te uz
zagrijavanje (do 30 °C) do potpunog otapanja svih komponenti. Otopina je zatim profiltrirana
koriStenjem RC-45 filtera (CHROMAFIL Xtra jednokratni filter RC-45/13). Priprema otopine
provedena je u digestoru. Pripremljena otopina ¢uva se u tamnom pri sobnoj temperaturi (25
°C) ili hladnjaku (4 °C) do 30 dana.

- 10%-tna vodena otopina natrijevog dodecil sulfata (SDS)
Otopina je pripremljena otapanjem 0,1 g natrijevog dodecil sulfata u 1 mL ultraciste
vode. Prilikom pripreme otopine voda je natrijevom dodecil sulfatu dodavana polako, kap po
kap s pipetom ili kapaljkom, a otopinu nije preporucljivo mijesati jer se jako pijeni. Tako

pripremljena otopina ¢uva se u hladnjaku (4 °C).
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- 10%-tna vodena otopina amonijevog perkoksidisulfata (APS)

Otopina je pripremljena otapanjem 0,1 g amonijevog peroksidisulfata u 1 mL ultraCiste

vode. Otopina se priprema neposredno prije upotrebe jer je vrlo nestabilna pri sobnoj

temperaturi (25 °C), ali se moze ¢uvati u hladnjaku (4 °C) do 12 h nakon pripreme.

- 1,5 mol/L TRIS pufer pH-vrijednosti 8,8
Otopina je pripremljena otapanjem 9,09 g TRIS-a u 50 mL ultraciste vode te je pH

otopine podesena dodatkom 1 mol/L otopine HCI.

- 0,5 mol/L TRIS pufer pH-vrijednosti 6,8
Otopina je pripremljena otapanjem 3,03 g TRIS-a u 50 mL ultraciste vode te je pH

otopine podesena dodatkom 1 mol/L otopine HCI.

- 10%-tna vodena otopina bromfenolplavo (BPB)

Otopina je pripremljena otapanjem 0,1 g bromfenolplavog u 1 mL ultraciste vode.

- Gelovi za elektroforezu

Za provedbu elektroforeze potrebno je pripremiti gel za razdvajanje i gel za sabijanje.

Gelovi su pripremljeni mijeSanjem odredenih volumena unaprijed pripremljenih otopina kao

Sto je navedeno u Tablici 2.

Tablica 2. Volumeni otopina potrebni za pripremu gelova za elektroforezu

Otopina

H20

1,5 mol/L TRIS pH 8,8

Akrilamid 30 %

Natrijev dodecil sulfat (SDS) 10%
Amonijev peroksidisulfat (APS) 10%

N,N,N’ N'-tetrametil-etilendiamin

Gel za razdvajanje

0,3348
0,2498
0,3997
0,0100
0,0050
0,0007

V, mL
3,350
2,500
4,000
0,100
0,050
0,007

Gel za sabijanje

0,6019
0,2467
0,1303
0,0099
0,0099
0,0014

V, mL
3,050
1,250
0,660
0,050
0,050
0,007
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- Pufer za provedbu elektroforeze
Otopina pufera priprema se otapanjem 30,285 g TRIS-a, 144,134 g glicina i 10,000 g
SDS-au 1 L ultraciste vode uz mije$anje na magnetskoj mijesalici pri 400 okr/min do otapanja

svih komponenti. Dobivena temeljna otopina pufera razrijedena je 10 puta prije koristenja.

- Pufer za uzorke
Otopina pufera za uzorke pripremljena je mijeSanjem 1,25 mL 0,5 mol/L TRIS-a pH
6,8, 2,50 mL glicerola, 2,00 mL 10%-tne vodene otopine SDS-a, 0,20 mL 10%-tne vodene
otopine BPB-a i 3,55 mL ultradiste vode.

- Otopina za bojanje
Otopina je pripremljena otapanjem 0,1 g Commassie Brilliant Blue G-250 bojila u 50

mL metanola, 7 mL 10%-tne otopine octene kiseline i 43 mL ultradiste vode.

3.1.4. Priprema eutektickih otapala

Eutekticka otapala: kolin-klorid:propilen-glikol (1:4) (ChCI:PG (1:4)), kolin-
klorid:glicerol (1:2) (ChCL:Gly (1:2)), kolin-klorid:etilen-glikol (1:3) (ChCL:EG (1:3)),
betain:urea (1:3) s 40% vode (B:U (1:3) 40%) i betain:urea (1:3) s 30% vode (B:U (1:3) 30%)
pripremljena su u casi volumena 50 mL iz odabranih komponenata i vode u potrebnom
masenom udjelu izra¢unatom iz molarnith omjera. SadrZaj je mijeSan na magnetskoj mijeSalici
2 h pri 200 okr/min na temperaturi 50 °C do formiranja homogene i bistre kapljevine. Dobivena

homogena smjesa se hladila na zraku te se Cuvala u staklenoj bocici na temperaturi 25 °C.

3.2. Metode

3.2.1. Ekstrakcija proteina nakon procesa fermentacije na ¢vrstim nosacima

Nakon osmodnevnog procesa fermentacije gljive Trametes versicolor na ¢vrstim
nosac¢ima repinih rezanaca provedena je ekstrakcija enzima dodavanjem ultraciste vode u 2 g
fermentiranog medija. Ovako dobivena suspenzija periodi¢no je mijeSana protresanjem svakih
5 min tijekom 15 min. Razdvajanje krute od kapljevite faze provedeno je centrifugiranjem pri
10.000 okr/min tijekom 5 minuta. Ekstrahirani enzimi bili su prisutni u kapljevitoj fazi koja je

kao sirovi ekstrakt koristena u procesu ekstrakcije enzima.
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3.2.2. Odredivanje koncentracije proteina

Za odredivanje koncentracije proteina KkoriSten je linearizirani Bradford test.
Linearizirani Bradford test temelji se na vezanju boje Commassie Brilliant Blue G-250
sadrzane u reagensu na proteine te je vrlo brz, jednostavan i osjetljiv. Linearno podrucje
ovisnosti apsorbancije o koncentraciji proteina u bazdarnom dijagramu pojavljuje se u vrlo
uskom rasponu koncentracija, od 2-10 mg/L, §to moZe stvarati probleme tijekom analize. 1z
tog razloga koristeni Bradfordov test je modificiran, odnosno lineariziran prema protokolu
opisanom u radu Ernst i sur. [34].

Bazdarni dijagram izraden je koriStenjem vodene otopine govedeg serumskog albumina
(BSA) koncentracije 1 mg/mL, §to odgovara apsorbanciji od 0,660 pri valnoj duljini od 280
nm. Nakon pripreme otopine BSA apsorbancija je izmjerena u kvarcnoj Kiveti. Otopina je
potom razrijedena 10 puta, te je dobivena temeljna otopina koncentracije 0,1 mg/mL. Potom je
izmjerena apsorbancija svih Kkiveta koje su se koristile u testu s 1 mL ultraciste vode pri valnim
duljinama 595 nm i 450 nm. Zatim je u kivetama pripremljeno 500 uL otopina koncentracije
BSA od 0, 1, 5, 10, 15, 20 mg/L te je u svaku kivetu dodano 500 pL Bradford reagensa s
razmakom od 10 sekundi. Kiveta je homogeniziran par sekundi nakon dodavanja reagensa i
nakon 10 minuta spektrofotometrijski je izmjerena apsorbancija pri valnim duljinama od 595
nm i 450 nm. Za sve uzorke napravljena su tri paralelna mjerenja. Na temelju dobivenih
apsorbancija i1 pripadajucih koncentracija izraden je bazdarni pravac (Prilog 1.) pomoc¢u kojeg

su odredene koncentracije enzima ksilanaza u nepoznatim uzorcima.

3.2.3. Ugus¢ivanje ekstrakta enzima

Ugusc¢ivanje ekstrakta enzima endo-1,4-ksilanaze provedeno je pomocu filtera za
ugusc¢ivanje (Amicon® Ultra-0,5 mL filter za ugus¢ivanje, Merck KGaA, Njemacka). U filter
za ugusc¢ivanje dodano je 0,5 mL sirovog ekstrakta enzima endo-1,4-ksilanaze, filter je zatim
polozen u Eppendorf epruvetu i centrifugiran 10 min pri 4000 okr/min i 4 °C. S obzirom na
veli¢inu pora filtera, filter zadrzava proteine te propusta vodu i Cestice manjih dimenzija.
Nakon prvog ciklusa centrifugiranja u filteru zaostaje 200 puL uzorka s uguséenim proteinom.
U filter se iznova dodaje svjeza otopina sirovog ekstrakta enzima do pocetnog volumena od
0,5 mL. Postupak centrifugiranja ponavljan je do dobivanja zeljene koncentracije i volumena

proteina potrebnog za provedbu daljnjih ispitivanja.
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3.2.4. lspitivanje interakcije sirovog ekstrakta enzima endo-1,4-ksilanaza i

eutekti¢kih otapala

Kako bi se utvrdilo eventualno postojanje interakcije sirovog ekstrakta enzima endo-
1,4-ksilanaze s pripravljenim DES-ovima, odnosno utjecaj otapala na strukturu, a time i na
aktivnost enzima, koristene su FTIR i UV/VIS spektrofotometrija.

Tanki sloj uzorka stavljen je u FTIR spektrometar, koji usmjerava infracrvene zrake
prema uzorku i mjeri snop i frekvencije na kojima uzorak apsorbira infracrveno svjetlo. Bitno
je da je naneseni uzorak dovoljno tanak kako bi kroz njega mogle pro¢i infracrvene zrake.
Uredaj stvara opticki signal sa svim kodiranim infracrvenim frekvencijama koji se zatim
dekodira primjenom matematicke tehnike, Fourierove transformacije, te proizvodi
preslikavanje spektralnih informacija. Snimljen je spektar za uzorak komercijalnog enzima sa
svakim pripravljenim DES te spektar donje (solne) faze uzoraka nakon $arzne ekstrakcije.

Apsorpcijski spektar na UV/VIS spektrofotometru snimljen je za sirovi ekstrakt enzima
endo-1,4-ksilanaze i za uzorke dobivene nakon Sarzne ekstrakcije. U kvarcnim kivetama je
pripremljeno 500 pL sirovog ekstrakta enzima odnosno donje faze uzoraka nakon Sarzne
ekstrakcije, te je u svaku kivetu dodano 500 pL ultracdiste vode. Tako pripremljenim uzorcima

snimljen je apsorpcijski spektar u rasponu valnih duljina 190-700 nm.

3.2.5. Sarina ekstrakcija enzima ksilanaza Koristenjem vodenog dvofaznog
sustava na bazi eutekti¢kog otapala

Sarzna ekstrakcija provedena je u Falcon epruvetama volumena 15 mL u kojima je
pomijesano 1,3 g pojedinog DES-a i 2 mL vodene otopine ekstrakta enzima ksilanaze u kojoj
je prethodno otopljena odredena koli¢ina KoHPO4 kako bi se u uzorcima postigla Zeljena
koncentracija soli u rasponu 0,6-0,9 g/mL. Tako dobivene smjese su homogenizirane i stavljene
u inkubacijsku tresilicu 30 min pri 400 okr/min i temperaturi 25 °C. Nakon homogenizacije,
smjesa je centrifugirana 5 min pri 4000 okr/min i temperaturi 25 °C nakon ¢ega je, ukoliko su
nastala dva odijeljena sloja, izmjeren volumen svakog sloja. Slojevi su medusobno odvojeni
pomocu Sprice i igle kako bi se izbjeglo mijesanje faza te je u svakoj od faza odredena

koncentracija proteina Bradford testom. Za svaki uzorak napravljena su dva paralelna mjerenja.
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Iz dobivenih volumena i koncentracija za svaku su smjesu izracunati koeficijent
raspodjele (Jednadzba (1)) i u¢inkovitost ekstrakcije proteina (Jednadzba (2)) na sljedeci nacin:

(1)

K = Yp,GF.

YPDF.

_ YpGF  VGr
YpGF " Ver +VeprE - Vbr

E (2)

gdje su ypcF. 1 yp,p.F. Masene koncentracije proteina (P.) u gornjoj (G.), odnosno donjoj (D.)

fazi uzorka, a Ve r. i Vo.r. volumen gornje, odnosno donje faze.

3.2.6. Kontinuirana ekstrakcija enzima ksilanaza koriStenjem vodenog
dvofaznog sustava na bazi eutekti¢kog otapala u mikroekstraktoru

Kontinuirana ekstrakcija enzima ksilanaza koristenjem vodenog dvofaznog sustava na
bazi eutektickog otapala provedena je u mikroekstraktoru s dva ulaza (L = 30 cm, d = 1000
um). Kapljevine su dobavljene u mikoekstraktor pomocu dvije klipne pumpe koje su s
mikroekstraktorom bile povezane teflonskim cjev¢icama. Klip jedne pumpe napunjen je s
otopinom enzima i soli Zeljene koncentracije dok se u Klipu druge pumpe nalazio DES (Slika
2.). Protoci otopine enzima i soli te DES-a u rasponu 235,62 — 2356,20 pL/min prilagodeni su
na nacin da se u mikroekstraktoru dobio Zeljeni volumni omjer otopine 1 DES-a. Proces
ekstrakcije proveden je pri sobnoj temperaturi (25 °C). Uzorci su sakupljani na izlazu iz
ekstraktora u Eppendorf epruvete, nakon ¢ega je izmjeren volumen svakog od dva odjeljenja
sloja. Slojevi su medusobno odvojeni pomocu Sprice i igle kako bi se izbjeglo mijesanje faza
te je u svakoj od faza odredena koncentracija proteina Bradford testom. Za svaki uzorak
napravljena su dva paralelna mjerenja, a iz dobivenih volumena i koncentracija za svaku su
smjesu izracunati koeficijent raspodjele i ucinkovitost ekstrakcije proteina prema prethodno
definiranim jednadzbama (Jednadzbe (1) i (2)).
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Slika 2. Aparatura za provedbu procis¢avanja enzima endo-1,4-ksilanaze u mikroekstraktoru

3.2.7. Elektroforeza

Nakon pripreme otopina (3.1.3) sastavljena je jedinica za elektroforezu. lzmedu stakla
koji se postavljaju na drzace kao sendvi¢ prvo je izliven gel za razdvajanje do priblizno 3 cm
ispod ruba stakla. Gel za razdvajanje ostavljen je da polimerizira oko 30 minuta, nakon ¢ega
se izlijeva gel za sabijanje do vrha stakla te se u njega uranja ¢eslji¢ koji stvara jazice U koje se
kasnije nanose uzorci proteina. Prostor iznad gela, ukljuéujuci jazice, napunjen je puferom za
provedbu elektroforeze pomocu pipete. Pufer za provedbu elektroforeze nanosi se i u komoru
za pufer i to priblizno 75 mL po jednoj komori.

U digestoru je mijesanjem 950 pL pufera za uzorke i 5 uL p-merkaptoetanola
pripremljena otopina potrebna za pripremu uzoraka. Uzorak enzima pomijeSan je s
pripremljenom otopinom u omjeru 1:1 (10uL uzorka + 10uL otopine). Uzorci enzima
centrifugirani su 1 min, zatim su stavljeni 10 min u susionik na 95 °C, te ponovno centrifugirani
1 min. Tako pripremljeni uzorci spremni su za punjenje jazica.

Prva jazica napunjena je s 5 uL page rulera-a, a ostale s 10 uL uzorka pomocu
injekcijske igle. Nakon §to su jaZzice napunjene sa svim uzorcima, donja komora za pufer
napunjena je s priblizno 250 mL pufera za provedbu elektroforeze. Jedinica za elektroforezu
zatvorena je poklopcem i priklju¢ena na izvor istosmjerne struje (Slika 3.). Prvih 10 minuta
elektroforeza gelova se provodi pri konstantnom naponu od 100 V, a nakon toga pri haponu od
200 V. Elektroforeza se provodi priblizno 45 minuta, odnosno sve dok se crta s uzorcima nije
spustila skoro do dna stakalaca. Nakon zavrsetka elektroforeze, gel se odvaja od stakalaca te

se provodi njegovo bojanje.
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Bojanje se provodi u digestoru u kojem je orbitalna tresilica namjesStena na 100 okr/min.
Uzorak se uroni u otopinu za bojanje u kojoj se boji 1 h. Kada je bojanje uzoraka zavr$eno, gel
se odbojava. Otopina za bojanje uklonjena je iz posudice, u koju je zatim stavljena 10%-tna
otopina octene kiseline na nacin da prekrije cjelokupnu povrsinu gela. Pri istim uvjetima

koristenim pri bojanju, uzorak je ostavljen na tresilici da se odbojava 1 h, uz jednu izmjenu

10%-tne octene kiseline.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom radu provedeno je prociS¢avanje sirovog ekstrakta enzima endo-1,4-ksilanaze
koriStenjem vodenog dvofaznog sustava kapljevina-kapljevina na bazi eutektickog otapala.
Procis¢avanje enzima najprije je provedeno Sarznom ekstrakcijom s pet DES-ova pri razli¢itim
koncentracijama otopine soli KoHPOg4 i ekstrakta enzima endo-1,4-ksilanaze. Na temelju
izraCunatih ucinkovitosti ekstrakcije proteina odabran je sustav u kojemu su provedeni svi
daljnji pokusi, a kao optimalni sustav definiran je onaj u kojem je postignuta najveca
ucinkovitost ekstrakcije proteina. Kako bi se provela intenzifikacija procesa, ekstrakcija je

provedena u mikroekstraktoru.

4.1. Odredivanje pocetne koncentracije proteina te dokazivanje prisutnosti enzima
endo-1,4-ksilanaze u uzorku sirovog ekstrakta

Prije pocetka procesa ekstrakcije bilo je potrebno odrediti koncentraciju proteina u
sirovom ekstraktu. Odredivanje pocetne koncentracije proteina bitno je kako bi se tijekom
procesa ekstrakcije mogla pratiti u¢inkovitost procesa. Po¢etna koncentracija proteina U uzorku
sirovog ekstrakta enzima endo-1,4-ksilanaze odredena je pomoc¢u Bradfordovog testa te je
iznosila 0,002 mg/mL.

S obzirom da je koncentracija proteina u uzorku sirovog enzima bila mala, tj. ispod
razine detekcije gel elektroforeze, uzorak enzima je ugusé¢en (Amicon® Ultra-0,5 mL filteri za
ugusc¢ivanje, Merck KGaA, Njemacka). Koncentracija proteina nakon ugus¢ivanja iznosila je
0,051 mg/mL. Tako dobiveni uzorak analiziran je gel elektroforezom. Intenzitet bojanja i
debljina dobivenih vrpci ukazuju na relativnu veli¢inu, odnosno molekularnu masu enzima
endo-1,4-ksilanaza (Slika 4.).

Prvi stupac gela prikazuje raspored proteinskih markera na gelu (PagerulerTM
Prestained Protein Ledder, 10 to 180 kD). Na temelju poznatih molekulskih masa vrpci
standarda odredene su molekulske mase proteina u komercijalnom uzorku enzima ksilanaza te
u uzorku sirovog ekstrakta. U stupcima 2 i 3 prikazane su vrpce za sirovi ekstrakt. Kao $to je
vidljivo sirovi ekstrakt pokazuje tri vrpce koje odgovaraju vrijednostima molekulske mase 26
kDa, 34 kDa i 43 kDa. Dobiveni rezultati ukazuju na to da je u sirovom ekstraktu prisutno vise
razli¢itih enzima, a ne samo endo-1,4-ksilanaza. Kako bi tocno odredili koja od tri vrpce
pripada enzimu endo-1,4-ksilanaza u stupcima 4 do 7 nanesene su razli¢ite koncentracije
komercijalnog enzima endo-1,4-ksilanaze. Odsustvo vrpci u stupcima 4 do 6 ukazuje na to da
je koncentracija enzima u tim uzorcima bila ispod razine detekcije. Tek u stupcu 7 moze se

uociti pojavljivanje jedne vrpce koja odgovara molekulskoj masi 34 kDa. Na temelju dobivenih
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vrijednosti mozemo zakljuciti kako se u sirovom ekstraktu nalazi enzim ksilanza (34 kDa) te

jedan manji 1 jedan veci enzim.

Slika 4. Proteinske ljestve i markeri na gelu; linija 1: 5 pL Pageruler™ Prestained Protein
Ledder, 10 to 180 kDa, linije 2 i 3: 10 pL uguscenog ekstrakta enzima endo-1,4-ksilanaza,

linije 4,5, 61 7: 10 uL komercijalni enzim endo-1,4-ksilanaza

4.2. Procis¢avanje sirovog enzima koriStenjem vodenog dvofaznog sustava na bazi
DES-a u Sarznom ekstraktoru
Eutekticka otapala, pripremljena od razli¢itih kombinacija donora i akceptora vodikove
veze imaju razlicita fizikalno-kemijska svojstva. Prvi DES odabran u ovom istrazivanju bio je
betain:urea (1:3) s 30% vode (B:U (1:3) 30%). Ovo otapalo odabrano je na temelju prethodnih
istrazivanja koja su provedena na enzimu lipaza [35]. Kako bi uop¢e doslo do formiranja
vodenog dvofaznog sustava bilo je potrebno odabrati i sol koja je topiva u vodi u velikim
koncentracijama. Na temelju rezultata prethodno spomenutog istrazivanja [36], u ovom radu
odabrana je sol kalijev hidrogenfosfat i to u koncentraciji 0,6 g/mL. Ekstrakcija je provedena
pri sobnoj temperaturi (25 °C), te nije uo¢eno formiranje dviju faza. lako se vodeni dvofazni
sustav betain:urea DES s 30% vode i 0,6 g/mL K;HPO4 pokazao u¢inkovitim za ekstrakciju
enzima lipaza [35], spomenuti sustav ipak nije bio pogodan za ekstrakciju enzima endo-1,4-
ksilanaza.
Kako bi ispitali koja je koncentracija soli potrebna za ucinkovito razdvajanje faza,

ekstrakcija u S$arznom ekstraktoru provedena je za raspon koncentracija K;HPO4 0,6-0,9 g/mL.
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Provedbom ekstrakcije pri sobnoj temperaturi (25 °C) uoéeno je formiranje dviju faza samo za
koncentraciju KoHPO4 od 0,9 g/mL (Slika 5.). Odredivanjem volumena i koncentracije
proteina u obje faze nastale pri ovoj koncentraciji KoHPOs, izratunata je ucinkovitost
ekstrakcije od samo 9,68 %. S obzirom da ucinkovitost nije bila zadovoljavajuca, a uz
pretpostavku da je koncentracija proteina u uzorku sirovog ekstrakta (y = 0,002 mg/mL) bila
preniska za provedbu procesa ekstrakcije, proces je ponovljen s ugusé¢enim enzimom (y = 0,081

mg/mL).

Slika 5. Fotografija uzoraka dobivenih Sarznom ekstrakcijom u rasponu koncentracija K;HPO4
0,6-0,9 g/mL uz DES B:U (1:3) 30%

Provedbom SarZzne ekstrakcije uzorka uguscenog enzima u kojemu je koncentracija
proteina bila 0,081 mg/mL, dobivena je ve¢a ucinkovitost ekstrakcije koja je iznosila 26,76 %.
Moze se pretpostaviti kako bi uéinkovitost ekstrakcije i dalje rasla s pove¢anjem koncentracije
proteina u uzroku medutim koncentraciju nije bilo moguce povecati daljnjim uguséivanjem.

Osim odabira otapala, na u¢inkovitost procesa ekstrakcije moze se utjecati i promjenom
raznih ¢imbenika kao §to su temperatura, pH itd. U svom radu Petraci¢ i sur. [36] pokazali su
da porastom temperature ekstrakcija postaje ucinkovitija jer se smanjuje viskoznost DES-a, pa
je u sljede¢em koraku ekstrakcija provedena pri 40 °C. Kada je Sarzna ekstrakcija provedena

pri ovoj temperaturi dobivena je u¢inkovitost ekstrakcije od 2,93 %. Do ovog znacajnog pada

23



ucinkovitosti ekstrakcije s povecanjem temperature vjerojatno je doslo zbog pucanja vodikovih
veza izmedu aminokiselinskih ostataka i vode vezane na povrSinu enzima [37].

Kao $to je prethodno navedeno, DES-ovi pripremljeni od razli¢itih kombinacija donora
i akceptora vodikove veze imaju razliCita svojstva te su u sljedec¢em koraku za provedbu $arzne
ekstrakcije odabrana ¢etiri dodatna DES-a, B:U (1:3) 40%, ChCI:PG (1:4), ChCI:Gly (1:2) i
ChCIL:EG (1:3). S obzirom da na formiranje faza moze utjecati i koncentracija soli, Sarzna
ekstrakcija provedena je s Cetiri prethodno navedena dodatna DES-a te ponovno s DES-om
B:U (1:3) 30%. SarZne ekstrakcije sa svim DES-ovima provedene su za razli¢ite koncentracije
K2HPOj4 u rasponu 0,6-0,9 g/mL.

Kao $to je vidljivo iz rezultata prikazanih u Tablici 3., kod ChCI:Gly (1:2) i ChCIL:EG
(1:3) za cijeli raspon koncentracija nije doslo do razdvajanja faza, kod ChCI:PG (1:4) za cijeli
raspon koncentracija doslo je do razdvajanja faza uz nisku u¢inkovitost ekstrakcije, a kod B:U
(1:3) 30% i B:U (1:3) 40% nema razdvajanja faza za koncentracije 0,6 g/mL i 0,7 g/mL.
Najveca ucinkovitost ekstrakcije dobivena je u pokusu provedenom s B:U (1:3) 30%,
koncentracije KoHPO4 0,9 g/mL te je iznosila 16,29%.
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Tablica 3. Rezultati Sarzne ekstrakcije provedene uz razli¢ite DES za raspon koncentracija
K2HPO4 0,6-0,9 g/mL

DES T,°C  y(KeHPOs), gimL  E, % K

0,6 / /

07 / /

. . 0 !

B:U (1:3) 30% 25 08 10,69 0,393
0.9 16,29 0,432

0,6 / /

_ _ 0,7 / /
B:U (1:3) 40% 25 0.8 14,13 0,470
0.9 13,79 0,480
06 11,66 0,076
_ | 07 4,21 0,025
ChCI:PG (1.4) 25 0,8 13,06 0’087
0.9 9.79 0,063

0,6 / /

_ _ 0,7 / /

ChCI:Gly (1:2) 25 08 / /

0,9 / /

0,6 / /

_ _ 0,7 / /

ChCIL:EG (1:3) 25 08 / /

0,9 / /

Iz provedenih eksperimenata vidljivo je da se u veéini sluCajeva ucinkovitost
ekstrakcije prvo povecava s povecanjem koncentracije soli, a onda se smanjuje nakon odredene
vrijednosti. Razlog tome je vjerojatno smanjena topljivost proteina u donjoj fazi kao posljedica
vece koncentracije soli. Zbog toga proteini prelaze u gornju fazu tj. DES. Daljnjim povecanjem
koncentracije soli dolazi pak do smanjenja koli¢ine vode u sustavu §to smanjuje uéinkovitost
ekstrakcije. Naime, udio vode je vrlo vazan ¢imbenik za otapanje proteina u vodenim
dvofaznim sustavima te je ona potrebna u odredenom udjelu kako bi proces ekstrakcije bio
uspjesan [38].

Na temelju svih dobivenih rezultata, moze se zakljuciti kako je od svih ispitanih sustava
vodeni dvofazni sustav na bazi betain:urea DES s 30% vode i koncentracijom KoHPO4 od 0,9

g/mL najucinkovitiji za ekstrakciju proteina.
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4.3. Procis¢avanje sirovog enzima ksilanaza koristenjem vodenog dvofaznog sustava
na bazi DES-a u mikroekstraktoru

S obzirom da je prijenos tvari, zbog skra¢enog difuzijskog puta, intenzivniji u
mikroekstraktorima, procis¢avanje sirovog enzima ksilanaza koristenjem vodenog dvofaznog
sustava na bazi DES-a provedeno je na mikrorazini.

Proces ekstrakcije u mikroekstraktoru proveden je vodenim dvofaznim sustavom pri
kojem je postignuta najveca ucinkovitost ekstrakcije u Sarznom ekstraktoru, tj. s betain:urea
(1:3) s 30 % vode i koncentracijom KHPO4 od 0,9 g/mL. Ispitana su razli¢ita vremena
zadrzavanja te razli€iti omjeri faza u pokusima provedenim pri sobnoj temperaturi (25 °C). Kao
Sto se moze vidjeti iz rezultata prikazanih u Tablici 4., najveéa u¢inkovitost ekstrakcije iznosila
je 14,61 % u pokusu provedenom pri najduzem vremenu zadrzavanja od 7= 0,50 min te omjeru
faza DES-a i otopine enzima i soli 1:1 (Slika 6.). U¢inkovitosti ekstrakcije u mikroekstraktoru
malo se razlikuju od onih dobivenih $arznom ekstrakcijom gdje je maksimalna uc¢inkovitost
ekstrakcije iznosila 16,29 %. Na temelju dobivenog mozemo zakljuciti kako ucinkovitost
ekstrakcije u ovom sustavu nije limitirana prijenosom tvari nego najvjerojatnije losim
vodikovim interakcijama izmedu enzima ksilanaze i DES-a. Osim toga, razlog ovakvim
vrijednostima ucinkovitosti ekstrakcije mogu biti i smetnje uzrokovane prisustvom razli¢itih
tvari u sirovom ekstraktu, kao $to su primjerice ugljikohidrati i drugi enzimi, a koji su u sirovom
ekstraktu zaostali nakon fermentacije Trametes versicolor na ¢vrstim nosaima repinih

rezanaca.
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Tablica 4. Ekstrakcija sirovog enzima ksilanaza s DES-om betain:urea (1:3) 30% i

koncentracijom KoHPO4 od 0,9 g/mL u mikroekstraktoru

7, min ¢ (DES), pL/min ¢ (enzim), uL/min E, % K
0,50 235,62 235,62 14,61 0,17
0,25 471,24 471,24 9,98 0,11
0,30 392,70 392,70 9,75 0,11
0,05 2356,20 2356,20 9,99 0,11

16

14

12

10

= g
L

6

4

2

0

0,50 0,25 0,30 0,05
7, min

Slika 6. Ovisnost u¢inkovitosti ekstrakcije proteina o vremenu zadrzavanja

Takoder, iako je ucinkovitost ekstrakcije proteina bila niska, u svim eksperimentima
provedenim u okviru ovog istrazivanja, uocena je promjena boje donje faze nakon provedene
ekstrakcije. Naime, nakon ekstrakcije proteina iz podloge nakon SSF, uzorak ekstrahiranog
proteina je smede boje zbog necistoca koje su prisutne u podlozi. Nakon ekstrakcije pomocu
DES-a, u svim uzorcima uoceno je potpuno uklanjanje boje (Slika 7.). 1z navedenog se moze
zakljuciti da iako koristeni DES-ovi ne ekstrahiraju enzim ksilanazu s visokom ucinkovito$éu,
uklanjaju iz uzorka proteina mnoge druge necistoce prisutne nakon SSF. Na taj na¢in, DES bi
se ipak mogli, ako ne za ekstrakciju proteina, koristiti za proc¢is¢avanje ostalih komponenti
podloge zaostalih nakon SSF. U tom slu¢aju bitno je pronaci onaj DES koji uklanja $to manje

proteina, a Sto viSe ostalih necistoca.
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Slika 7. Uzorak nakon sarzne ekstrakcije sirovog enzima

4.4. FTIR i UV/IVIS spektrofotometrijska analiza
U prisutnosti DES-a moze do¢i do promjene u sekundarnoj i tercijarnoj strukturi
proteina [39]. Promjene u tercijarnoj strukturi mogu biti uzrokovane formiranjem vodikovih
veza izmedu enzima i DES-a. U svrhu provjere nastanka vodikovih veza provedena je FTIR
analiza uzoraka. Na temelju prethodnih istrazivanja provedenih na enzimu lipaza [35]
pretpostavljeno je kako nece do¢i do znacajnijih promjena u izgledu spektara DES-a s i bez

enzima endo-1,4-ksilaza. Dobiveni rezultati prikazani su na Slikama 8., 9. i 10.
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Slika 8. Rezultati FTIR analize za DES B:U (1:3) 40% (== Cisti DES, == uzorak enzima nakon
Sarzne ekstrakcije s DES pri koncentraciji K.HPO4 od 0,8 g/mL, == uzorak nakon $arZzne
ekstrakcije s DES pri koncentraciji KzHPO4 od 0,9 g/mL)

29



40000 3800 3200 2504 2404 2000 1840 ] 18 1434 1240 1004 B 5300
cm

Slika 9. Rezultati FTIR analize za DES B:U (1:3) 30% (== ¢isti DES, == uzorak enzima nakon
Sarzne ekstrakcije s DES pri koncentraciji K;HPO4 od 0,8 g/mL, = uzorak enzima nakon

Sarzne ekstrakcije s DES pri koncentraciji Kz2HPO4 od 0,9 g/mL)
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Slika 10. Rezultati FTIR analize za DES ChCI:PG (1:4) (== ¢isti ChCI:PG, == uzorak enzima
nakon Sarzne ekstrakcije s DES pri koncentraciji K;HPO4 od 0,6 g/mL, = uzorak enzima
nakon Sarzne ekstrakcije s DES pri koncentraciji K;HPO4 od 0,7 g/mL, = uzorak enzima
nakon Sarzne ekstrakcije s DES pri koncentraciji K;HPO4 od 0,8 g/mL, = uzorak enzima

nakon Sarzne ekstrakcije s DES pri koncentraciji K.HPO4 od 0,9 g/mL)
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Kao $to je vidljivo iz spektara, u svim ispitivanim uzorcima doslo je do povecanja
intenziteta nekih vrpci. Za pocetak, moze se uociti Siroka vrpca istezanja skupina -OH koja se
nalazi u podruéju 3500-3005 cm™. Takoder, u podrucju 3000-2800 cm™ prisutne su istezne
vibracije skupina -CH. Nakon toga slijedi karakteristicna vrpca za istezanje karbonilne skupine
C=0 koja se javlja u podrugju 1849-1600 cm™. U podrudju od 750 do 1500 cm™ prisutan je
veliki broj vrpci u kojima je uo¢eno povecanje intenziteta. Te vrpce odgovaraju C-O i C-C
vezama koje su karakteristicne za ugljikohidrate pa mozemo zakljuciti da je povecanje
intenziteta ovih vrpci uzrokovano ekstrakcijom zaostalih Secera iz podloge. Ekstrakcija Secera

iz podloge takoder moze biti jedan od razloga smanjene u¢inkovitost ekstrakcije proteina.

Na samom kraju ispitan je utjecaj DES-a na sekundarnu strukturu enzima. Pritom je
koriStena UV/VIS spektrofotometrija te su usporedeni spektri sirovog ekstrakta enzima endo-
1,4-ksilanaze sa spektrima enzima ksilanaze nakon ekstrakcije razli¢itim DES-ovima. Ovi

spektri prikazani su na Slikama 11.-14.
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400,00 E0000 70000

Slika 11. Apsorpcijski spektar uzorka sirovog ekstrakta enzima endo-1,4-ksilanaze na valnim
duljinama u rasponu od 190 do 700 nm
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Slika 12. Apsorpcijski spektar uzorka enzima nakon $arzne ekstrakcije DES-om B:U (1:3) 30
%: a) uzorak pri koncentraciji K2HPO4 od 0,8 g/mL, b) uzorak pri koncentraciji K;HPO4 od
0,9 g/mL
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Slika 13. Apsorpcijski spektar uzorka enzima nakon Sarzne ekstrakcije DES-om B:U (1:3) 40
%: a) uzorak pri koncentraciji K2HPO4 od 0,8 g/mL, b) uzorak pri koncentraciji KoHPO4 od
0,9 g/mL
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Slika 14. Apsorpcijski spektar uzorka enzima nakon Sarzne ekstrakcije DES-om ChCI:PG
(1:4): a) uzorak pri koncentraciji KzHPO4 od 0,6 g/mL, b) uzorak pri koncentraciji KzHPO4 od
0,7 g/mL, c) uzorak pri koncentraciji K;HPO4 od 0,8 g/mL, d) uzorak pri koncentraciji KzHPO4
od 0,9 g/mL

Kao sto je vidljivo maksimumi apsorpcije nalaze se na istim valnim duljinama u svim
uzorcima (Amaks = 370 nm), §to znaci da nema promjena u konformaciji enzima endo-1,4-
ksilanaze te se moze zakljuciti kako nije doslo do nastajanja kemijskih veza izmedu molekula

otapala i enzima tijekom procesa ekstrakcije [40].
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5. ZAKLJUCAK

U ovom radu provedeno je prociS¢avanje sirovog ekstrakta enzima endo-1,4-ksilanaze
podrijetlom iz Trametes versicolor dobivenog fermentacijom na ¢vrstim nosacima repinih
rezanaca. ProCiS¢avanje enzima endo-1,4-ksilanaza provedeno je eutektickim otapalima,
Sarznom ekstrakcijom s pet razli¢itih DES-ova i u mikroekstraktoru s najucinkovitijim DES-
om.

Najveca ucinkovitost ekstrakcije u Sarznom ekstraktoru od 16,29 % postignuta je
koristenjem DES-a betain:urea (1:3) s 30% vode pri koncentraciji K:HPO4 od 0,9 g/mL.
Provedba ekstrakcije u mikroekstraktoru nije rezultirala pove¢anjem ucinkovitosti procesa iz
Cega proizlazi da prijenos tvari nije bio dominantan procesni stupanj u provedbi ove
ekstrakcije.

Provedbom FTIR analize ekstrahiranih uzoraka zakljuceno je kako DES-ovi, uz
proteine ekstrahiraju i Secere, odnosno ugljikohidrate koji su prisutni u sirovom ekstraktu
enzima. Ovo ujedno moze biti i razlog manje ucinkovitosti ekstrakcije proteina iz sirovog
uzorka. Iako je ucinkovitost ekstrakcije bila niska, UV/VIS spektrofotometrijskom analizom
potvrdeno je kako ne dolazi do strukturalne promjene enzima ksilanaze $to ovu metodu, uz
dodatnu optimizaciju, ¢ini pogodnom za ekstrakciju proteina iz sirovog ekstrakta enzima endo-

1,4-ksilanaza.
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7. PRILOZI

y =0,3062x + 0,7772
R?=0,9984

ABS(595 nm)/ABS (450 nm), -

y, mg/L

Prilog 1. Bazdarni pravac za odredivanje koncentracije proteina
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8. ZIVOTOPIS

Sara Andelovi¢ NG U Svctoj Nedelji zavrSava Osnovnu
Skolu Sveta Nedelja, a u Zagrebu zavrSava prirodoslovno-matematic¢ki smjer XIII. gimnazije.
Na Fakultetu kemijskog inZenjerstva i tehnologije Sveucilista u Zagrebu upisana je na
preddiplomski studij Kemijsko inzenjerstvo. Stru¢nu praksu odradila je na Odjelu za
imunolosku 1 molekularnu dijagnostiku, Klinike za infektivne bolesti "Dr. Fran Mihaljevi¢" u
Zagrebu. Za vrijeme 3. godine studija sudjelovala je na medunarodnoj konferenciji
Micromachines 2021 — 1st International Conference on Micromachines and Applications
(ICMA2021) Basel, Switzerland s posterskim priopéenjem pod naslovom: Purification of
biodiesel produced by lipase catalysed transesterification by two-phase systems based on deep
eutectic solvents in a microextractor: Selection of solvents and process optimization
(doi:10.3390/Micromachines2021-09592).
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