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1. UvOD

Enzimi su proteini prisutni u svim zivim organizmima, Koji kataliziraju razne biokemijske
reakcije. Desetlje¢ima se koriste u prehrambenoj industriji, npr. u pekarstvu, za proizvodnju
razli¢itih sireva, bistrenje vina, piva, itd. (Robinson, 2015). Osim toga, Cesto se koriste u
tekstilnoj, papirnoj, farmaceutskoj i prehrambenoj industriji. Procijenjena trzi$na vrijednost
industrijskih enzima u 2021. godini iznosila je 6,6 milijuna USD. Do 2026. godine trzi$na
vrijednost enzima trebala bi dosec¢i brojku od 9,1 milijuna USD (MarketsandMarkets, 2022;
Chapman i sur. 2018). Razli¢iti su nacini dobivanja enzima za njihovu upotrebu u industriji.
Oni se mogu ekstrahirati iz tkiva biljaka i zivotinja ili se mogu dobiti fermentacijom pomocu
bakterija i kvasaca, pri cemu se mogu koristiti divlji tipovi ili geneticki modificirani sojevi.
Proizvodnja takvih mikroorganizama se mora optimirati da se poveca produktivnost
proizvodnje enzima i ograni¢i nastajanje nezeljenih sekundarnih metabolita (Liu i Kokare,
2023).

U okviru Europske Unije, donesene su odredbe o odobravanju prehrambenih enzima, aditiva i
aroma (EC broj 1331/2008; EC broj 1332/2008; EC broj 1333/2008; EC broj 1334/2008) koje
omogucavaju sigurnu provjeru i procjenu enzima, aditiva 1 aroma prije pustanja i prodaje na
trzistu (engl. European Commission, EC) (Deckers i sur., 2020). Pri tome, jedan od klju¢nih
kriterija prilikom odobravanja odredenog enzima je taj da Krajnji proizvod nece sadrzavati
proizvodni soj.

U ovom radu bit ¢e prikazana industrijska proizvodnja prehrambenih enzima (FE), s posebnim
naglaskom na proizvodnju iz geneticki modificiranih organizama (GMM). Nakon opisa
industrijskog procesa proizvodnje enzima, bit ¢e navedene karakteristike mikroorganizma koji
¢e se koristiti tijekom procesa fermentacije. Te Karakteristike ukljucuju opis kriterija odabira
odgovarajueg mikroorganizma domacina i izbor odgovaraju¢ih vektora i selekcijskih
markera. Nadalje, bit ¢e predoCene nove tehnologije za unoSenje modifikacija i razvoj
rekombinantnih enzima, te propisi i posljedi¢ne procjene sigurnosti FE industrijskih
pripravaka. Sazeto Ce biti objasnjene prihvacene odredbe razli¢itih GMO propisa i osiguranje
njihove primjenjivost na industrijske FE, te razvijanje strategije za otkrivanje GMM u hrani.
Na kraju ¢e biti opisana studija slucaja koja predstavlja analizu komercijalnog enzimskog
pripravka, a rezultirala je otkrivanjem neovlastenog GMM-a 1 time naglasila vaznosti razvoja

odgovarajucih radnih procesa za kontrolu i prac¢enje FE pripravaka.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. INDUSTRIJSKA PROIZVODNJA PREHRAMBENIH ENZIMA

2.1.1. FERMENTACUA I PROCISCAVANJE

Izvori prehrambenih enzima mogu biti biljne 1 Zivotinjske stanice ili ih se moze dobiti
fermentacijom pomocu razli¢itih mikroorganizama. U proSlosti je sigurniji nacin dobivanja
enzima bila ekstrakcija enzima iz biljaka i zivotinja jer se vjerovalo da tada enzimi nisu mogli
biti kontaminirani kao §to je to moguée u mikrobnim fermentacijama. Medutim, posljednjih je
godina sve viSe paznje usmjereno na mikrobne fermentacije zbog brojnih prednosti (Zhang i
sur., 2019).

Submerzni uzgoj (engl. Submerged Fermentation, SmF) 1 uzgoj na ¢vrstoj podlozi (engl. Solid-
State Fermentation, SSF) vrste su procesa koji se mogu koristiti za proizvodnju enzima iz
mikroorganizama (Liu i Kokare, 2023). Za submerzni uzgoj su potrebni veliki volumeni vode
1 visoke koncentracije kisika, te razne mijeSalice kako bi se izmijeSali svi sastojci hranjive
podloge. Zbog jednostavnog rukovanja u velikim mjerilima i moguénosti on-line kontrole
odredenih parametara, kao $to su pH i temperatura, ovaj na¢in uzgoja najcesée se primjenjuje
u prehrambenoj industriji. Ovisno o vrsti radnog mikroorganizma, razlikuju se Cetiri vrste
submerznog uzgoja: Sarzni, Sarzni s pritokom supstrata, polukontinuirani i kontinuirani (Patel
isur., 2023).

Ako se za proizvodnju enzima koristi soj plijesni, tad je bolje primijeniti uzgoj na ¢vrstoj
podlozi jer bi tijekom submerznog uzgoja moglo do¢i do oStecenja propelera mijesalica zbog
viskoznosti otopine (Liu i Kokare, 2023). Istodobno, SSF je Cesto jeftiniji od SmF-a, te se
postiZe veca produktivnost procesa i koncentracija produkta. Tijekom SSF-a, mikroorganizmi
rastu na podlozi u kojoj su prisutni supstrat i tvari za povecanje enzimske produktivnosti
(Katalini¢, 2021; Deckers 1 sur., 2020).

Nakon zavrSenog procesa fermentacije, enzime je potrebno procistiti. Nacini prociS¢avanja
ovise o tome je li enzim intracelularan ili ekstracelularan, nacinu fermentacije i krajnjoj
upotrebi enzima (Deckers 1 sur., 2020; Robinson, 2015). Ako je enzim intracelularan, prvo se
mora enzimski razgraditi ili mehanicki razoriti stani¢na stijenka 1 membrana. Medutim, u
vecini slucajeva enzimi su ekstracelularni, te ih se tada, u prvom koraku pro¢is¢avanja, izdvaja
iz stanica prisutnih u fermentacijskoj komini centrifugiranjem pri malim brzinama okretaja

centrifuge. Bakterijske se stanice mogu izdvojiti flokulacijom, tijekom koje dolazi do
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povezivanja stanica u vece nakupine (klastere), koje se mogu jednostavno izdvojiti iz
suspenzije stanica. Nakon toga se, za dobivanje Zeljenog stupnja prociS¢enosti enzimskog
pripravka, provodi prociS¢avanje u viSe koraka, a sastoji se od filtracije, kristalizacije,

elektroforeze i kromatografije (Patel i sur., 2023).

2.1.2. IMOBILIZACIJA I FORMULACIA

U proizvodnji hrane mogu se koristiti topljivi i imobilizirani enzimi. Topljivi enzimi se najcesce
koriste u Sarznim procesima u bioreaktorima s mijesSalom, ali ih je na kraju procesa potrebno
odvojiti od neiskoriStenog enzima i preostalog supstrata. Osim $to je sam postupak odvajanja
skup, moze do¢i i do denaturacije enzima. U tom slucaju, za sljede¢i proces mora se koristiti
novi enzim (Sirisha i1 Jain, 2016). Imobiliziranjem enzima omogucava se ponovna uporaba
enzima za viSekratne SarZzne procese, ¢ime se smanjuje ukupna cijena utroSenog enzima.
Metode imobilizacije temelje se na adsporpciji i kovalentnom vezanju (na nosac), ili hvatanju
enzima u ili na nosa¢. Za industrijsku proizvodnju bolji su imobilizirani enzimi jer omoguéuju
koriStenje reaktora s kontinuiranim protokom. Takvi reaktori omogucavaju kontinuirani dotok
supstrata 1 izdvajanje proizvoda. Unato¢ manjoj ucinkovitosti imobiliziranih enzima, ovakvi
reaktori smanjuju proizvodne troSkove zahvaljuju¢i boljem iskoriStenju procesa. Vrlo su
prikladni za industrijsku proizvodnju zbog manjih varijacija u kakvo¢i proizvoda i manjih
proizvodnih pogona (Robinson, 2015).

Enzimi su na trzi§tu prisutni u 3 razli¢ita oblika. Prvo, enzim moZe biti u ¢istom obliku kakav
se koristi u laboratorijima. Zatim, mogu se na¢i enzimski pripravci koji uz enzim sadrze 1 vrlo
mali udio drugih supstanci dobivenih tijekom procesa fermentacije. Najces¢e su to drugi
(sekundarni) enzimi ili zaostali proizvodi fermentacije, te oni prolaze sigurnosnu procjenu prije
komercijalne prodaje. Na kraju, postoje enzimski pripravci koji se sastoje od smjese
koncentrata razlicitih enzima, uz dodatak stabilizatora, konzervansa i sredstva za razrjedivanje.
Ove supstancije sluze za stabiliziranje enzima 1 Stite njegovu aktivnost, te se upravo ovakvi
pripravei prodaju na trziStu (Deckers 1 sur., 2020; Fernandes 1 Carvalho, 2017). Takoder,
postoje pripravcei u tekuéem i1 ¢vrstom stanju. Pripravci u tekué¢em stanju preporucljiviji su zbog

potencijalnih alergijskih reakcija koje mogu izazvati ¢vrsti pripravci (Patel i sur. 2023).



2.2.  GENETICKI MODIFICIRANI MIKROORGANIZMI U PROIZVODNJI
PREHRAMBENIH ENZIMA

2.2.1. OBILIEZJA GMM

Izvori industrijskih enzima su najéesce plijesni (50%), bakterije (35%), a samo 15% c¢ine
zivotinjski 1 biljni izvori. Uporaba mikroorganizama za proizvodnju enzima ima brojne
prednosti. Prvo, proizvodnja enzima je ekstracelularna Sto pojednostavljuje i olakSava
ekstrakciju prilikom postupka proc¢is¢avanja (Robinson, 2015). Drugo, omogucena je selekcija
razli¢itih mikroorganizama u cilju dobivanja enzima sa Zeljenim svojstvima. Trece, koriste se
manji pogoni za proizvodnju koji rezultiraju nizim proizvodnim troSkovima (Chang i sur.,
2016). Cetvrto, enzimi proizvedeni iz mikroorganizama imaju veé¢i prinos od enzima
ekstrahiranih iz biljaka i Zivotinja. Razlog je $to doba godine moze utjecati na dostupnost
enzima iz biljaka i zivotinja te samim time rezultirati smanjenim prinosom i ograni¢enjima u
kontinuiranosti proizvodnje (Singh 1 sur., 2016). Zatim, enzimi proizvedeni iz
mikroorganizama imaju vecu stabilnost 1 aktivnost, npr. enzimi proizvedeni iz termofilnih
mikroorganizama imaju veéu otpornost na visoke temperature. Najveca prednost je Sto se
mikroorganizmi mogu jednostavno geneticki modificirati s ciljem dobivanja enzimskog
preparata s boljim svojstvima i ve¢im prinosom (Liu i Kokare, 2023). Nadalje, koriStenjem
geneticki modificiranih mikroorganizama omogucena je ekspresija enzima u organizmima koji
ne proizvode taj enzim 1 limitirana je proizvodnja neZeljenih metabolita (mikotoksini).
Geneticke modifikacije mogu se provesti primjenom rekombinantnih enzima ili modifikacijom
proizvodnog soja. Rekombinantni enzimi koriste se za poboljSanje svojstava enzima, npr.
aktivnosti, pH 1 temperaturnog optimuma (Trono, 2019). Za uspjeSnu konstrukciju
rekombinantnog soja treba voditi racuna o izboru domacina koji sadrzi odredene karakteristike
za ekspresiju 1 proizvodnju Zeljenog enzima, vrsti ekspresijskog vektora, upotrijebljenim
transformacijskim metodama 1 selekcijskim markerima koji se koriste za selekciju
transformiranih sojeva (Hui i sur., 2008). Deckers i sur. (2020) spominju kako koriStenje
geneticki modificiranih mikroorganizama (engl. Genetically Modified Microorganisms, GMM)
za proizvodnju prehrambenih enzima omogucuje kombinaciju odgovaraju¢ih proizvodnih
sojeva s proizvodnjom zeljenih enzima. Takoder, koriStenje genetickih modifikacija

omogucuje deleciju gena kako bi se sprijecila ekspresija Stetnih sekundarnih metabolita.



2.2.2. ODABIR DOMACINA

Bakterije su jeftini i jednostavni domacini s viSestrukim sustavima za eksperesiju. Kod
bakterija je prisutan problem savijanja proteina i to rezultira nastajanjem jednostavnih proteina.
Bakterije nemaju puno posttranslacijskih modifikacija, pa u tom slu¢aju enzim nece biti aktivan
ako nisu napravljene posttranslacijske modifikacije. S druge strane, kao domacéin mogu se
koristiti i sojevi nitastih gljiva koji omoguc¢uju savijanje proteina i kod kojih su prisutne
posttranslacijske modifikacije. Uz to, nitaste gljive olakSavaju postupak procis¢avanja
izlucujuéi ogranicenu koli¢inu sekundarnih proteina u medij (Deckers i sur., 2020; Demain i
Vaishnav, 2009).

Escherichia coli, Bacillus subtilis, B. licheniformis 1 B. amyloliquefaciens su bakterijske vrste
koje se najcesce koriste kao domacini. Zbog postojanja brojnih molekularnih alata dostupnih
za E. coli, olakSana je proizvodnja enzima s visokim prinosom. No, potrebni su dodatni koraci
prociS¢avanja zbog ekspresije proteina u citoplazmu. S druge strane, B. subtilis se viSe Koristi
u proizvodnji proteaza i a-amilaza zbog sposobnosti lucenja vece koli¢ine enzima u podlogu
(Trono, 2019; Yan i Wu, 2017).

Aspergillus niger, A. oryzae 1 Trichoderma reesei su vrste nitastih gljiva koje se ¢esto koriste
kao domacin (Meyer, 2008). Primjerice, plijesan A. oryzae, koja se ve¢ desetlje¢ima koristi u
proizvodnji fermentirane hrane, proizvodi mikotoksin aflatoksin. Iz tog razloga proizveden je
mutirani soj BECh2 u kojem su geni za aflatoksin 1 ciklopiazonsku kiselinu deletirani te je
smanjena proizvodnja koji¢ne kiseline. Za proizvodnju triacilglicerol lipaze 1 glukoza oksidaze,

kao domacin koristi se soj BECh2 (Deckers 1 sur., 2020).

2.2.3. EKSPRESIJSKI VEKTORI I PROCESI TRANSFORMACIJE

Ekspresijski vektori se koriste za ekspresiju nekog gena, najces¢e u svrhu izolacije Zeljenog
proteina. Ekspresijski vektori sastoje se od ishodista replikacije (ori), polilinkera (engl.
Multiple Cloning Site, MCS), selekcijskog markera (SM), te promotorskih i terminatorskih
regija koje reguliraju ekspresiju Zeljenog gena 1 selekcijskog biljega (Rieder 1 sur., 2021).

Ekspresijski vektori mogu biti integrativni 1 episomalni. Integrativni plazmid nastaje
ugradnjom vektora u genom domacina, dok je episomalni vektor ekstrakromosomska molekula
DNA koja se autonomno replicira u stanici domacina. Kod eukariota Cesto se koriste tzv.
shuttle vektori koji se mogu replicirati u dva ili vise razlicitih organizama (Deckers 1 sur., 2020;
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Stavrou i sur., 2019). Na slici 1 mogu se vidjeti dijelovi ekspresijskog vektora kao i prikaz

integrativnog i episomalnog plazmida.

A B . )
Autonomna replikacija Integracija

Canod )

interesa,

(Ishodiste |
!‘ replikacij e

Gliive

Slika 1. Shematski prikaz ekspresijskog vektora. A. Ekspresijski vektori sadrze ishodiSte
replikacije (ORI), viSestruko mjesto kloniranja (MCS) u koje je integriran gen od interesa i
slijedi selekcijski marker (SM). B. Episomalni i integrativni plazmid. ARS, autonomna

replikacijska sekvenca; IS, integracijsko mjesto (Deckers i sur., 2020)

Cijepanje vektora i daljnja integracija u genom domacina omogucena je preko dva integracijska
mjesta koja okruzuju polilinker. Ugradnja u genom domacina provodi se u odredeni lokus. Za
episomalne plazmide nuZna je prisutnost ishodiSta replikacije koje je kompatibilno s
ishodiStem replikacije domacina. Autonomna replikacijska sekvenca (engl. Autonomously
Replicating Sequence, ARS) kod eukariota sli¢na je ishodistu replikacije kod prokariota.
Postoje razliite metode genetickih transformacija kojima se DNA prenosi u organizam
domacina. Neke od njih su: elektroporacija, konjugacija, upotreba kompetentnih stanica 1
metode protoplastiranja koja se uglavnom koristi kod transformacije eukariota (Deckers i sur.,

2020).

2.2.4. SELEKCIJSKI MARKERI I POVECANA EKSPRESIJA GENA

Vecinom je gen za antimikrobnu rezistenciju nacin selekcije prokariota i eukariota. Taj
selekcijski biljeg moze biti specifi¢an samo za prokariote ili za eukariote ili se moze primijeniti
na oba organizma. Kako bi izbjegli koriStenje gena za antimikrobnu rezistenciju jer mogu biti

riziéni za ljudsko zdravlje, mogu se koristiti 1 auksotrofni mutanti koji zahtijevaju dodatak neke
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aminokiseline ili druge hranjive tvari nuzne za rast. Ovaj je naCin poZeljan u industriji kako bi
se osigurala stabilnost unesenog plazmida (Rieder i sur., 2021). Kod bakterija su naj¢es¢i geni
za antimikrobnu rezistenciju na antibiotik kan® (rezistencija na antibiotik kanamicin), tet®
(rezistencija na antibiotik tetraciklin) i amp® (rezistencija na antibiotik ampicilin). Nitaste
(filamentozne) gljive kao selekcijski marker uglavnom koriste auksotrofne markere. Primjer
auksotrofnog markera je acetamidaza amdS koja hidrolizira acetamid do acetata i amonijaka.
KoriStenjem acetamida kao izvora duSika mozemo selekcionirati sojeve transformirane
markerom amdS. AmdS uglavnom se preferira za primjenu u industriji zato $to ga sojevi
domacdina 4. niger i A. oryzae nemaju. Osim amdS-a, kao auksotrofni marker koristi se i URA3
iz kvasca Saccharomyces cerevisiae koji kodira za enzim orotidin-5'-fosfat dekarboksilazu
potreban u biosintetskom putu za uracil (Pranklin, 2015).

S ciljem dobivanja veceg prinosa enzima, esencijalna je zadovoljavajuca ekspresija gena. Za
povecanje ekspresije koristi se strategija visestruke integracije. U tom slucaju na raspolaganju
su razne strategije: 1) postizanje jakog antibiotskog pritiska, 2) upotreba ogromne koli¢ine
DNA tijekom procesa transformacije, 3) primjena dviju kopija Zeljenog gena koji se u
ekspresijskom vektoru nalazi u oba smjera i, 4) uzastopna integracija ekspresijskih konstrukata
koji sadrze razli¢ite vrste selekcijskih biljega. Jak antibiotski pritisak postize se primjenom
slabijeg promotora za selekcijski marker ili upotrebom visoke koncentracije antibiotika (Rieder
1 sur.,, 2021). Medutim, u industriji je potreban dugotrajan postupak uzgoja zbog Cega
integracija viSestrukih kopija predstavlja problem jer negativno utjece na stabilnost dobivenog
soja (Deckers 1 sur., 2020). Posttransformacijska amplifikacija vektora primjer je metode kod
koje se koncentracija antibiotika povecava i pomoc¢u koje se mogu selekcionirati sojevi s
viSestrukim insercijama (Sunga 1 sur., 2008). Snaga promotora takoder je vaZzan ¢imbenik u
povecanju ekspresije gena. Nadalje, razlikuju se dvije vrste promotora: konstitutivni i
inducibilni promotori. Ekspresija konstitutivnih promotora ne ovisi o abioti¢kim 1 biotickim
¢imbenicima, dok ekspresija kod inducibilnih promotora ovisi o tome je 1i neki abioticki ili
bioticki faktor prisutan ili odsutan (Fitz i sur., 2018; ReSetar, 2018). Rod Bacillus koristi 2 gena
kao promotore: gen amyL (a-amilaza B. licheniformis) i gen amyM (maltogena amilaza B.
stearothermophilus). Kod filamentoznih gljiva (4. oryzae) Cesto se koristi TAKA amilazni
promotor (Christensen 1 sur., 1988). Ekspresija inducibilnog TAKA promotora inducirana je
transkripcijskim aktivatorom amyR (ekspresija amilolitickog gena), dok je potisnuta

prisutnos¢u regulatora cred (represor ugljikovog katabolita). Chh I (promotor gena za



celulobiohidrolazu I) induciran celulozom jos je jedan inducibilni promotor koji se koristi kod
T reesei i ostalih nitastih gljiva (Zou i sur., 2012).

Takoder, moguca je upotreba dvosmjernih promotora (engl. Bidirectional Promoters, BDPs)
koji omogucuju reguliranu ekspresiju jednog ili viSe gena u oba smjera od promotora (Ahmad
1 sur.,, 2021; Rajamanickam i sur., 2017). Moguce je ostvariti kombiniranu ekspresiju
selekcijskog markera i zeljenog gena (Deckers i sur., 2020). Medutim, veéi broj setova
promotora mora biti na raspolaganju kako bi se dopustila upotreba dvosmjernih promotora u
industriji. Dvosmjerni promotori moraju kombinirati regulatorne profile koji variraju ovisno o
smjeru ekspresije 1 moraju predstavljati drugacije razine ekspresije. Zbog toga su Vogl i sur.
(2018) uspostavili banku dvosmjernih promotora koja omogucava koristenje organizama kao

Sto je kvasac Pichia pastoris u ulozi domacina u nastajanju.

2.3. NOVE TEHNOLOGIJE ZA UVODPENJE GENETICKIH MODIFIKACIJA

Posljednjih nekoliko godina pocele su se pojavljivati nove tehnologije genetickog inzenjerstva.
Jedna od njih je CRISPR/Cas9 (CRISPR = Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeat; Cas= CRISPR associated protein). Kratka palindromska ponavljanja (CRISPR)
zajedno s razmaknicom koja se nalazi izmedu njih, pronadena su u bakterijskim imunoloskim
sustavima (Song i sur., 2019). Protein Cas9 ima endonukleaznu aktivnost te uvodi dvolancani
lom u Zeljenu DNA. Genomska DNA mozZe se popraviti pomocu 2 mehanizma. Prvi
mehanizam je nehomologno spajanje krajeva (engl. Non-homologous end joining, NHEJ), no
ovaj mehanizam sklon je pogreSkama te dolazi do mutacija u obliku malih insercija ili delecija.
Drugi mehanizam je homologija usmjerenog popravka (engl. Homology directed repair, HDR)
pomocu kojeg se mozZe ubaciti neka sekvenca, fragment DNA. Ta sekvenca posluzit ¢e kao
kalup za popravak dvolan¢anog loma i na taj se na¢in na to¢no odredenom mjestu uvodi Zeljena
modifikacija (Song i sur., 2019; Donohoue i sur., 2018; Savi¢ i Schwank, 2016). Na slici 2
prikazano je uredivanje genoma pomocu sustava CRISPR-Cas9 u kojem sgRNA (engl. single-
guide RNA) prepoznaje ciljanu sekvencu i tamo usmjerava protein Cas za uredivanje.
Sekvencija PAM (engl. Protospacer Adjacent Motif) nalazi se uz regiju koja ¢e se pocijepati te
je ona neizostavna za endonukleaznu aktivnost proteina Cas. crRNA predstavlja CRISPR

RNA, dok tracrRNA predstavlja tracer RNA (Savi¢ i Schwank, 2016).
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Slika 2. Uredivanje genoma pomocu sustava CRISPR-Cas9 (Savi¢ 1 Schwank, 2016)

Vecina bakterija ne sadrzi mehanizam nehomolognog spajanja krajeva, zbog ¢ega te bakterije
ne mogu koristiti sustav CRISPR-Cas9 za popravak dvolancanih lomova. Samim time, dolazi
do smrti sojeva divljeg tipa (Borner 1 sur., 2019). Medutim, to pruza mogucnost koriStenja
sustava CRISPR-Cas9 za selekciju rekombinantnih sojeva i ujedno kao alternativa genima s
antimikrobnim rezistencijama (Donohoue i sur., 2018).

Koristenjem sustava CRISPR-Cas9 poja¢ana je proizvodnja pululanaze u B. subtilis. Obzirom
da proteaze imaju sposobnost razgradnje heterolognih enzima kao $to je pululanaza, dolazi do
ometanja gena za proizvodnju pululanaze (Zhang i sur., 2018). Osim toga, mogu se omesti geni
s nepozeljnim karakteristikama (npr. stvaranje pjene tijekom fermentacije) s ciljem nastajanja
boljeg soja koji se koristi u proizvodnji enzima (Zhang i sur., 2016). Sustav CRISPR-Cas9
koristi se za precizno popravljanje eukariotskih genoma. Primjerice, deletiran je gen ku70 u
razvijenom soju Penicillium subrubescens. Ovom delecijom potencira se HDR 1 insercija
zeljene sekvencije na mjestu dvolancanog loma jer je deletiran gen ku70 koji je dio NHEJ-a

(Salazar-Cerezo i sur., 2020).



2.4. RAZVOJ REKOMBINANTNIH ENZIMA

Uz moguénost modifikacije soja, moze se modificirati i enzim s ciljem poboljSanja svojstava
tog enzima. Ovisno o poznatim svojstvima enzima, 3D strukturi i slijedu enzima, postoje 3
tehnike prikazane na slici 3 kojima moZemo dobiti rekombinantni enzim. To su: racionalni
dizajn, poluracionalni dizajn i usmjerena evolucija (Zhang i sur., 2019; Fernandes i Carvalho,

2017; Sanchez i Demain, 2017).

Usmierena evoludija Polpraci i dizajn Racionalni dizain

probiranje - selekeija
Optimizirane karakteristike enzima

oo 25 PShe )
e B B w=$

Yy Py g g

Slika 3. Tri razli¢ita na¢ina konstrukcije rekombinantnih proteina (Deckers 1 sur., 2020)

Racionalni dizajn se koristi za modifikaciju odredene aminokiseline koja je povezana sa
svojstvom koji se Zeli poboljSati na nacin da se primjenjuje zamjena, delecija ili insercija neke
regije DNA koja kodira za tu aminokiselinu. Prilikom primjene racionalnog dizajna potrebno
je poznavati kemijski mehanizam kao 1 3D strukturu enzima (Zhang 1 sur., 2019; Trono, 2019;
Sanchez i Demain, 2017).

Poluracionalni dizajn kombinacija je racionalnog dizajna i usmjerene evolucije. Kod ove
tehnike nisu poznate informacije o modifikacijama koje trebaju biti napravljene kako bi dobili

zeljeni enzim. Medutim, poznate su informacije o funkciji 1 strukturi enzima. Zbog izostanka
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saznanja o modifikacijama, prvi korak u ovoj tehnici je uvodenje mutacije u odredenu regiju
aminokiseline. Nakon toga, potrebno je provesti pregled i procjenu na ploc¢i s agarom kako bi
se izabrali modificirani enzimi s odgovarajué¢im svojstvima (Zhang i sur., 2019; Trono, 2019).
Usmjerena evolucija je tehnika kod koje nije potrebno poznavati strukturu i funkciju enzima.
Ovaj pristup podrazumijeva provedbu 2 koraka. Prvi korak je nasumi¢na mutageneza koja se
moze postici: izlaganjem UV zracenju, PCR-om u kojem je veca ucestalnost pogresaka, te
kemijskom mutagenezom. U drugom koraku je potrebno provesti pregled i procjenu na ploci s

agarom kao 1 kod poluracionalnog pristupa (Zhang i sur., 2019; Sanchez i Demain, 2017).

2.5. EUROPSKI PROPISI O PREHRAMBENIM ENZIMIMA

2.5.1. DODACI PREHRANI I POMOCNA SREDSTVA U PROIZVODNII

Neki prehrambeni enzimi, ovisno o utjecaju na prehrambeni proizvod, mogu se svrstati u
kategoriju dodataka prehrani ili u kategoriju pomoénih sredstava. Navedene kategorije
zahtijevaju drugacije propise u okviru zahtjeva oznacavanja proizvoda (Deckers 1 sur., 2020).

Prema EUR-Lex, (2023) dodaci prehrani namjerno se dodaju u hranu u tehnoloske svrhe, npr.
za konzerviranje hrane. Dodaci prehrani mogu se odobriti 1 koristiti samo ako zadovoljavaju
uvjete iz Uredbe br. 1332/2008 Europskog parlamenta i vijeca te su prosli procjenu rizika
Europske agencije za sigurnost hrane (engl. European Food Safety Agency, EFSA) (EUR-Lex,
2023).

Pomoc¢na sredstva su tvari koje se koriste u procesu prerade sirovina 1 hrane kako bi se ispunila
odgovarajuca tehnoloska namjena tijekom prerade. Uz to, u Clanku 3. Uredbe br. 1333/2008,
navodi se da dodatak pomo¢nih sredstava za obradu moZe dovesti do prisutnosti ostataka tvari
ili njezinih derivata u konacnom proizvodu, uz uvjet da ne predstavljaju nikakav zdravstveni

rizik 1 da nemaju nikakav tehnoloski u¢inak na taj konac¢ni proizvod (EUR-Lex, 2023).

2.5.2. PREGLED POJEDINIH EUROPSKIH ZAKONA

Obzirom da je industrija i dalje odgovorna za kvalitetu enzima dostupnih na europskom trZistu,
Europski Parlament je 2008. godine donio ¢etiri uredbe pomocu kojih se utvrduje uskladenost
kriterija 1 zahtjeva za procjenu i odobrenje prehrambenih aditiva, prehrambenih enzima i
aroma. Cetiri donesene uredbe su: Uredba br. 1331/2008, Uredba br. 1332/2008, Uredba br.
1333/2008 1 Uredba br. 1334/2008. Uredba br. 1331/2008 govori o uspostavi zajednickog
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postupka odobravanja prehrambenih aditiva, prehrambenih enzima i aroma; Uredba br.
1332/2008 je o prehrambenim enzimima i o izmjeni Direktive Vijeca iz 2001. godine; Uredba
br. 1333/2008 je o prehrambenim aditivima, dok Uredba br. 1334/2008 govori o aromama i
odredenim sastojcima hrane s osobinama aroma za upotrebu u hrani. Kao rezultat spomenutih
uredbi formirani su popisi zajednice dopusStenih prehrambenih enzima, aditiva i aroma na
europskom trzistu (Deckers i sur., 2020). Prema Uredbi br. 1332/2008, samo oni prehrambeni
enzimi koji su na popisu zajednice, mogu se staviti na trziSte i koristiti u hrani. Prehrambeni
enzim ¢e biti uvrSten na popis zajednice samo ako na osnovu dostupnih znanstvenih dokaza ne
predstavlja zdravstveni rizik za potroSaCe, za njim postoji tehnoloSka potreba i njegova
upotreba ne dovodi potrosace u zabludu (EUR-Lex, 2012). U Clanku 7. Uredbe br. 1332/2008
prikazane su informacije o prehrambenom enzimu koje moraju biti sadrzane u popisu
zajednice, a to su:

(a) naziv prehrambenog enzima,;

(b) specifikacije prehrambenog enzima, ukljucujuéi njegovo podrijetlo, kriterije Cistoce 1 sve
druge potrebne informacije;

(c) hrana kojoj se moze dodati prehrambeni enzim;

(d) uvjeti pod kojima se prehrambeni enzim moze koristiti; prema potrebi, ne utvrduje se
maksimalna koncentracija za prehrambeni enzim. U tom slucaju, prehrambeni enzim se mora
koristiti u skladu s na¢elom quantum satis (proizvodac¢ smije u skladu s dobrom proizvodackom
praksom (DPP) odredenoj namirnici dodati onu koli¢inu enzima koja je nuzna da se postigne
ucinak zbog kojeg se enzim uporablja);

(e) ako je prikladno, postoje li ograni¢enja u prodaji prehrambenog enzima izravno krajnjem
potroSacu;

(f) prema potrebi, posebne zahtjeve u pogledu oznacavanja hrane u kojoj su koriSteni
prehrambeni enzimi kako bi se osiguralo da je krajnji potroSa¢ obavijeSten o fizickom stanju
hrane ili posebnoj obradi kojoj je podvrgnuta (EUR-Lex, 2012).

Prehrambeni enzim, prije stavljanja na popis zajednice, mora procijeniti Europska agencija za
sigurnost hrane (EFSA) koja daje svoje znanstveno misljenje na temelju kojeg Europska
komisija donosi popis zajednice (Deckers i sur., 2020; EUR-Lex, 2012). Cilj procesa procjene
koju provodi EFSA je identificirati sve potencijalno opasne spojeve te procijeniti rizik za
ljudsko zdravlje pomocu toksikoloskih testova (EFSA, 2016). Detaljniji postupak procesa

procjene rizika prikazan je na slici 4.

12


https://e-brojevi.udd.hr/dpp.htm

Predvideni uvjeti uparabe

.
Preporoicns razinc aporabe

——

prehrambenih enzima Clari mh.‘;’:‘" P:“'
(g whonpme woga s walis Tva m Ky wriome inpr. prkaraho
‘V. 2 _| ZakScvs pojaimpeye
v podmoxicls zaievs
Cdgovars midsdomom o
Razme upersbe Frcframbenii proceas wmatss NE
edncac e nz o 22 Europaic
!
DA
‘ Svecbua¥nass
v ez podasiks
Odisbras FoodEx kaxgoric
edgoversjale 22 ovs) pros
hrana za kﬂﬂt‘ armirame l
{npr. krah)
L Podss o ags 2 FoodEx kasgory
{mpe. krah)
» Tetoulis Smiverim | (PFs. Tocprara)
saviojak hrans
énpe. braino) Rzlflzmies podac o powolms
| P— relevantog aswojiis A
(mpz. Braino)

polioprivredna sirevina (RAC)
inpr. Eitarica)
Raifiamyem podas o potrolep: RAC<
I — (RALC - Rak Asscxmmee Code) ‘
(. Zitaracx) { ‘—]

TekemiZis S (mpr. | FAD Smitenis kemverzde)

¥ v v
Model procjens izlodenosti

L 4
Procjena izlofenosti prehrambenih enzima

Slika 4. Dijagram toka metodologije procjene izloZenosti za prehrambene enzime na temelju

EFSA-ine OpseZne europske baze podataka o potro$nji hrane (EFSA, 2016).

U Uredbi br. 1332/2008 spomenuto je kako su prehrambeni enzimi invertaza (E1103) i lizozim
(E1105) odobreni kao prehrambeni aditivi. Uredba br. 1493/1999 dozvoljava upotrebu
lizozima, B-glukanaze i ureaze u vinu (Deckers i sur., 2020; EUR-Lex, 2012). Takoder, u
Uredbi br. 1332/2008 u uvodnom dijelu napisano je da ¢e ti prehrambeni enzimi biti
obuhvaceni unutar popisa zajednice uz koje ¢e biti oznacene 1 primjene enzima u skladu s
Uredbom (EC) br. 1493/1999 i Uredbom (EC) br. 423/2008 (EUR-Lex, 2012). Nakon 2008.
godine objavljeno je nekoliko novih zakona, kao 1 izmjena postoje¢ih zakona. Europska

komisija 10. ozujka 2011. donosi Uredbu (EC) br. 234/2011 o provedbi Uredbe (EC) br.
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1331/2008 Europskog parlamenta i Vijeca o uspostavljanju zajednickog postupka odobravanja
prehrambenih aditiva, prehrambenih enzima i prehrambenih aroma. Ova Uredba sadrzi svu
potrebnu dokumentaciju koju podnositelj zahtjeva mora dostaviti kako bi se omogucila
cjelokupna provjera tvari (Deckers 1 sur., 2020; EUR-Lex, 2021). Uz potrebne podatke za
podnoSenje zahtjeva, ovom Uredbom utvrden je i vremenski okvir podnoSenja zahtjeva.
Uredbom br. 1056/2012 rok za predaju zahtjeva produzen je s 24 na 48 mjeseci (Deckers i sur.,
2020).

Pojam statusa kvalificirane pretpostavke o sigurnosti (engl. Qualified Presumption of Safety
Status, QPS) uveden je 2003. godine kako bi se uskladila procjena sigurnosti mikroorganizama.
,QPS je postupak za procjenu sigurnosti mikroba koji se upotrebljavaju u prehrambenom
lancu. U okviru QPS-a upotrebljavaju se postojece spoznaje o sigurnosti odredenih mikroba
kako bi se razlikovali mikrobi koji ne izazivaju zabrinutost (i kojima se moze dodijeliti status
QPS-a) od mikroba koji mogu predstavljati rizik i koje treba podvrgnuti cjelovitoj procjeni
sigurnosti” (Herman 1 sur., 2019). Popis mikroorganizama s QPS statusom prvi je put
uspostavljen 2007. godine te je azuriran jednom godiSnje sve do 2014. godine. Nakon 2014.
godine, azuriranja se provode i objavljuju svake 3 godine (EFSA BIOHAZ, 2023). Prvi QPS
popis objavljen je 2016. godine (Ricci 1 sur., 2017). Ako se saznaju neke nove informacije koje
bi promijenile QPS, to se objavljuje u izjavi komisije koja pokriva prethodnih 6 mjeseci (EFSA
BIOHAZ, 2023). Sewalt i sur. (2016) spominju kako se QPS status moze usporediti s GRAS
statusom (engl. Generally Recognised As Safe).

2.5.3. 1ZAZOVI 1 KRITERUI UZ PRISUTNOST MIKROBA U PREHRAMBENIM ENZIMSKIM
PRIPRAVCIMA

Klju¢na zada¢a EFSA-e je osigurati sigurnost u prehrambenom lancu. Sigurnosna provjera
samog izvora proizvodnje, posebice ako ima toksigeni 1 patogeni potencijal, bitan je korak u
provjeri nekog prehrambenog enzima, naroCito ako je dobiven iz nekog mikroorganizma
(Deckers i sur., 2020). U Clanku 5, Uredbe br. 234/2011, objasnjene su opée odredbe o
potrebnim podacima za procjenu rizika. Uz sve navedeno u Clanku 5., moraju se dostaviti i
dodatni podaci koji su potrebni za procjenu rizika prehrambenih enzima opisani u Clanku 8. i
Clanku 9. Uredbe br. 234/2011. Podaci o koriitenom izvoru dio su podataka koji moraju biti
dostavljeni EFSA-i od strane podnositelja zahtjeva (EUR-Lex, 2021). Uredba br. 234/2011
nadopunjena je 27. ozujka 2021. u kojoj je navedeno da dokumentacija koja je dostavljena

zajedno sa zahtjevom za procjenu sigurnosti ne mora sadrzavati toksikoloske podatke u dva
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slucaja. U prvom sluc¢aju, kad je taj prehrambeni enzim dobiven od jestivih dijelova biljaka ili
zivotinja, a u drugom, ako je dobiven od mikroorganizma koji imaju QPS status. Medutim, prvi
slu¢aj ne vrijedi ako su te biljke ili Zivotinje geneticki modificirane (EUR-Lex, 2021). U slucaju
da je prehrambeni enzim dobiven iz geneticki modificiranih organizama, moraju se dostaviti
dodatne informacije za ocjenu odgovarajuceg proizvoda. Sve potrebne informacije sadrzane su
u dokumentu ,,Smjernice za procjenu rizika genetski modificiranih mikroorganizama i njihovih
proizvoda namijenjenih prehrani i hrani za zivotinje” koji je usvojio EFSA GMO panel 2006.
godine. Neke od informacija u ovom dokumentu su: karakteristike soja primatelja ili
roditeljskog soja; informacije o svim prethodnim modifikacijama koje su napravljene kako bi
se dobio organizam primatelja; nacini, tehnike detekcije i identifikacije organizma roditelja ili
primatelja; informacije o podrijetlu donirane sekvence; znacajke koristenog vektora, kao i
informacije o genetickoj stabilnosti organizma primatelja (EFSA, 2011).

Za sve prehrambene enzime dobivene iz geneticki modificiranih mikroorganizama i za one
dobivene iz negeneticki modificiranih mikroorganizama, ali koje sadrze gene za rezistenciju
na antibiotike, mora se provesti PCR analiza (engl. Polymerase Chain Reaction, PCR), kako
bi se testirala prisutnost DNA iz proizvodnog soja (Deckers i1 sur.,, 2020). Takoder, za
prehrambene enzime dobivene iz GMM-a, podnositelj zahtjeva mora istraziti i potvrditi
odsutnost zivih stanica u proizvodnom soju. Nuzno je provesti i ukljuciti sljedec¢e kontrole i
testove osjetljivosti:

a) ukupnu DNA iz proizvodnog soja, kao pozitivnu kontrolu za PCR;

b) ukupnu DNA iz proizvodnog soja dodanu u uzorak proizvoda prije procesa ekstrakcije DNA,
pocevsi od poznate koliCine uz razli¢ita razrjedenja do iscrpljivanja DNA, za izraCunavanje
LoD;

¢) pozitivnu kontrolu s ukupnom DNA iz proizvodnog soja, dodanu ekstrahiranoj DNA iz svake
od tri serije testiranog proizvoda, za provjeru svih ¢imbenika koji uzrokuju neuspjeh PCR-a;
d) negativnu kontrolu bez uzorka.

U svrhu ove procjene, podnositelj bi trebao istraziti ima li ciljna DNA otkrivena analizom LoD
od 10 ng DNA po g ili mL proizvoda ili nize (engl. Limit of Detection, LoD) (EFSA, 2021).
Svi podaci vezani uz proizvodne sojeve prenose se EFSA-i i samim time ti podaci su
nedostupni kontrolnim laboratorijima koji bi htjeli kontrolirati prehrambene enzime dostupne
na europskom trziStu. Ovo onemogucava laboratorijima provjeru uskladenosti enzimskih
pripravaka s nacelima sigurnosti EFSA-e. 1z Uredbe br. 2001/18/EC 1 Uredbe br. 1829/2003

Europskog parlamenta prikazano je da nepostojanje metode detekcije te granica od 10 ng/mL
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koja je postavljena za procjenu rizika, predstavlja problem kod odredivanja prisutnosti

geneti¢ki modificiranih organizama u hrani (Deckers 1 sur., 2020).

2.6. PREGLED DOSTAVLJENIH DOSJEA

Napravljen je popis dostavljenih dosjea prema Uredbi br. 1332/2008 Europske Komisije koji
se moze koristiti za pregled kori§tenih enzima na europskom trzistu. U Clanku 17. Uredbe br.
1332/2008 o prehrambenim enzimima utvrdeno je razdoblje u kojem se mogu podnositi
zahtjevi za uvrStavanje enzima na popis EU. Taj odredeni period trajao je od 11. rujna 2011. do
11. ozujka 2015. godine. U tom razdoblju Komisija je primila preko 300 zahtjeva (Deckers i
sur., 2020). Detaljniji podaci prikazani su u tablici 1.

Tablica 1. Pregled svih predanih dosjea o prehrambenim enzimima Europskoj Komisiji na
procjenu 1 uvrStavanje na popis zajednice prema Uredbi br. 1332/2008 Europske komisije

(Deckers 1 sur., 2020)

STATUS DOSJEA BROJ DOSJEA
Dostavljeni dosjei (u zakonskom roku) 303
Povuceni dosjei 8
Neprihvaceni dosjei 5
Podneseni dosjei (nakon zakonskog roka) 11
Ocijenjeni dosjei 74
Evaluacije u tijeku 216

Prema reakcijama koje kataliziraju, enzimi se dijele u 6 skupina: oksidoreduktaze, transferaze,
hidrolaze, liaze, izomeraze 1 ligaze. Zahvaljuju¢i detaljnoj analizi dostavljenih dosjea, utvrdeno
je 10 najboljih enzima koji su najcesce koriSteni 1 proizvedeni. Tih 10 enzima pripada u skupinu
hidrolaza (Patel i sur., 2023; Fernandes i Carvalho, 2017). Prikaz enzima kao i njihova primjena

u prehrambenoj industriji prikazane su u tablici 2.
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Tablica 2. Pregled deset najboljih prehrambenih enzima (FE) spomenutih u 303 dostavljena
dosjea (Deckers i sur., 2020)

exaw | SKUPINA | BROU | Fh bl ENoy | BROJ
ENZIMA | DOSJEA INDUSTRIJI DOSJEA
Pekarski proizvodi 1 ostali
w-amilaza 3 31 pr01zY0d1 na bazi Zitarica 70
(npr. tjestenina, grickalice,
rezanci)
N . Prerada mlije¢nih
Triacilglicerol lipaza 3 21 proizvoda (prerada sirutke) 63
Ksilanaza 3 21 Proizvodnja aroma 51
B-galaktozidaza Pivo i ostala pi¢a na bazi
3 12 ver 49
(laktaza) Zitarica
Glukoamilaza 3 12 Prerada skroba 42
Proteaza 3 10 Destilirana gllviphqlna pica 37
na bazi Zitarica
Endo-1,3(4)-B- 3 9 Prerada voéa i povréa 36
glukanaza
Celulaza 3 8 Prerada proteina 34
Ciklomaltodekstrin ) 7 Prerada kvasca 3
glukanotransferaza
Poligalakturonaza 3 7 Prerada ulja i masti 18

Nadalje, prouc¢avanjem dostavljenih dosjea o prehrambenim enzimima uoceno je da je 87%
prehrambenim enzima dobiveno mikrobnom fermentacijom. Od tih 87%, gljive se koriste u
proizvodnji 53%, bakterije proizvode 32%, dok kvasci proizvode 2% prehrambenih enzima.
Osim mikrobne fermentacije, 13% enzima proizvedeno je ekstrakcijom iz biljaka i Zivotinja.
Medu tim enzimima proizvedenim ekstrakcijom, 47,5% je zivotinjskog, a 52,5% biljnog
podrijetla. A. niger, A. oryzae, T. reesei, B. subtilis 1 B. licheniformis su vrste odgovorne za

proizvodnju prehrambenih enzima u 50% dostavljenih dosjea. Takoder, 43% dostavljenih
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dosjea spominje uporabu geneti¢ki modificiranih (GM) sojeva. 63% enzima dobivenih iz GM
sojeva proizvodi sojevi nitastih gljiva, a 37% proizvode sojevi bakterija (Deckers i sur., 2020).

Detaljniji podaci kao i najcesce zastupljene vrste u dosjeima prikazane su na slici 5.

Aspergillus
migey
e

CaM
3%

Slika 5. NajceS¢e zastupljene vrste mikroorganizama u dosjeima: A. Pregled izvora
prehrambenih enzima iz dostavljenih dosjea; B. Postotak dosjea koji spominju koristenje GM

sojeva kao izvora prehrambenih enzima (Deckers i sur., 2020).

Ricci 1 sur. (2017) spominju kako je analizom QPS popisa koji je objavila EFSA utvrdeno da
ve¢ini mikroorganizama koji proizvode prehrambene enzime nije dodijeljen QPS status.
Arthrobacter ramosus, Bacillus circulans, Geobacillus pallidus, G. caldoproteolyticus,
Paenibacillus macerans 1 Pullulanibacillus naganoensis su vrste koje trebaju potpunu provjeru
sigurnosti jer nema dovoljno informacija o njihovoj sigurnoj upotrebi. Zbog toga nisu
preporucljive za QPS status. Osim njih, Protaminobacter rubrum i Chryseobacterium
proteolyticum nisu valjana imena vrsta te se ne uzimaju u obzir za QPS popis zajedno s vrstama
Streptomyces koje proizvode antibiotike i druge sekundarne metabolite koji mogu biti toksi¢ni.
QPS status dobilo je 33% bakterijskih sojeva koji proizvode prehrambene enzime.

Cellulosimicrobium  cellulans,  Corynebacterium  glutamicum, E. coli, Klebsiella
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pneumonia 1 Pseudomonas fluorescens su vrste koje imaju patogeni potencijal (Deckers 1 sur.,

2020). U tablici 3. prikazani su dodatni sojevi koji ne posjeduju i posjeduju QPS status.

Tablica 3. Pregled statusa kvalificirane pretpostavke o sigurnosti (QPS) mikroorganizama koji
proizvode prehrambene enzime za koje je predan dosje EFSA-i na procjenu sigurnosti i

naknadno uvrsStavanje na popis zajednice prehrambenih enzima (Deckers i sur., 2020)

Rod Vrsta QPS Rod Vrsta QPS
Arthrobacter ramosus Ne Chaetomium gracile Ne
Bacillus circulans Ne Chaetomium erraticum Ne
Cellulosimicrobium cellulans Ne Cryphonectria parasitica Ne
Chryseobacterium proteolyticum Ne Sporobolomyces singularis Ne
Corynebacterium glutamicum Ne Disporotrichum | dimorphosporum Ne
Escherichia coli Ne Boletus edulis Ne
Geobacillus pallidus Ne Fusarium venenatum Ne
Geobacillus caldoproteolyticus Ne Hansenula polymorpha Ne
Klebsiella pneumoniae Ne Humicola insolens Ne
Paenibacillus macerans Ne Leptographium procerum Ne
Paenibacillus alginolyticus Ne Mucor Jjavanicus Ne
Protaminobacter rubrum Ne Penicillium roqueforti Ne
Pseudomonas fluorescens Ne Penicillium camemberti Ne
Pseudomonas amiloderamoza Ne Penicillium multicolor Ne
Pullulanibacillus naganoensis Ne Penicillium citrinium Ne
Streptomyces violaceoruber Ne Penicillium decumbens Ne
Streptomyces murinus Ne Penicillium chrysogenum Ne
Streptomyces netropsis Ne Penicillium Sfuniculosum Ne
Streptomyces mobaraensis Ne Rhizomucor miehei Ne
Streptomyces rubiginosus Ne Rhizopus oryzae Ne
Aspergillus oryzae Ne Rhizopus niveus Ne
Aspergillus niger Ne Talaromyces pinophilus Ne
Aspergillus niger agg. Ne Talaromyces emersonii Ne
Aspergillus niger, macrosporus Ne Trametes hirsuta Ne
Aspergillus niger awamori Ne Trichoderma reesei Ne
Aspergillus fijiensis Ne Trichoderma citrinoviride Ne
Aspergillus acidus Ne Trichoderma viride Ne
Aspergillus melleus Ne Candida rugosa Ne
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Rod Vrsta QPS
Bacillus licheniformis Da
Bacillus subtillis Da
Bacillus pumilus Da
Bacillus amyloliquefaciens Da
Bacillus flexus Da

Geobacillus stearothermophilus Da
Lactobacillus fermentum Da
Lactococcus lactis Da
Leuconostoc citreum Da
Microbacterium imperiale Da
Candida cylindracea Da
Kluyveromyces lactis Da
Pichia pastori Da
Saccharomyces cerevisiae Da
Kluyveromyces lactis Da

Zbog proizvodnje mikotoksina, nitaste plijesni nemaju QPS status. Za razliku od kvasca
Candida rugose koja nema QPS status jer uzrokuje mastitis, sve ostale vrste kvasaca imaju
QPS status. Medutim, to ne znaci da sojevi koji nemaju QPS nemaju GRAS status, te da
predstavljaju sigurnosne probleme prilikom proizvodnje prehrambenih enzima. EFSA mora
provesti detaljniju procjenu sigurnosti samo za sojeve koji nemaju QPS status (Deckers 1 sur.,

2020).

2.7. GMO PROPISI I PREHRAMBENI ENZIMI

Kako bi se zastitilo zdravlje ljudi i1 Zivotinja, geneti¢ki modificirana hrana prije stavljanja na
trziste mora proéi procjenu sigurnosti. U Clanku 2. Uredbe br. 1829/2003 definirana je
geneticki modificirana hrana: ,,Geneticki modificirana hrana je hrana koja sadrzi geneticki
modificirane organizme, sastoji se od njih ili je od njih proizvedena; proizveden od geneticki
modificiranih organizama znaci da potjece u cijelosti ili djelomi¢no od geneticki modificiranog
organizma, ali ne sadrzi geneticki modificirani organizam niti se od njega sastoji. Ova Uredba
treba obuhvacati hranu 1 hranu za Zivotinje proizvedenu ,,0d” geneticki modificiranog

2

organizma, ali ne 1 hranu 1 hranu =za Zivotinje ,s” geneticki modificiranim
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organizmom. Odluc¢ujuéi kriterij je jesu li u hrani ili hrani za Zivotinje prisutne zivotinje koje
potjeCu od geneticki modificirane sirovine ili ne. Pomo¢ne tvari koje se koriste samo u
postupku proizvodnje hrane i hrane za Zivotinje nisu obuhvacene definicijom hrane i hrane za
zivotinje 1 stoga nisu ukljuc¢ene u podrucje primjene ove Uredbe. Takoder, ni ljudska hrana, niti
hrana za zivotinje koja se proizvodi uz pomo¢ geneticki modificiranog pomoc¢nog sredstva,
nisu ukljuc¢ene u podrucje primjene ove Uredbe.” (EUR-Lex, 2021). Potrebno je ispitati dva
koraka kako bi se utvrdilo je li Uredba br. 1829/2003 primjenjiva na prehrambene enzime. Prvi
korak je utvrditi koristi li se prehrambeni enzim kao pomoc¢no sredstvo ili kao sastojak u
procesu proizvodnje. Kod drugog koraka je klju¢no za pomocno sredstvo u obradi odrediti
moze li uporaba enzima utjecati na prisutnost materijala iz geneticki modificiranog izvora u
kona¢nom proizvodu. Ako je u enzimskom pripravku ili prehrambenom proizvodu prisutan
materijal iz geneticki modificiranog izvora, tad se primjenjuje Uredba (EC) br. 1829/2003. Za
sve prehrambene enzime na koje se odnosi Uredba br. 1829/2003 1 za koje nije podnesen dosje
u kontekstu ove uredbe, primjenjuje se nulta stopa tolerancije na geneticki modificiran
proizvodni soj (Deckers i sur., 2020).

Nadlezna tijela pokazuju velik interes za pripravke prehrambenih enzima proizvedenih iz
geneti¢ki modificiranih mikroorganizama. Obzirom da se informacije o izvoru proizvodnje
povjerljivo dostavljaju samo EFSA-i, belgijski laboratorij razvio je strategiju za otkrivanje
geneti¢ki modificiranih mikroorganizama u hrani prikazanu na slici 6 (Deckers i sur., 2020).
Prikazana strategija moZe se koristiti za dobivanje informacija o kontaminaciji enzimskog
pripravka s DNA bakterije ili gljive ili za dobivanje informacija o prisutnosti AMR gena pune
duljine. AMR geni pune duljine pokazatelji su potencijalne prisutnosti GMM-a, te bi takav
proizvod trebalo detaljnije istraziti. Zahvaljujuc¢i prethodno spomenutoj strategiji otkrivene su
neke pojedinosti u enzimskom preparatu proteazi koji je komercijaliziran na europskom trzistu.
Prvo, otkrivena je prisutnost bakterijske DNA u enzimskom preparatu. Ta bakterija je kasnije
identificirana kao Bacillus. Drugo, probiranje (engl. screening) proizvoda pokazalo je
prisutnost aadD gena pune duljine daju¢i kan® (Fraiture i sur., 2020.). Uz to, u preparatu
prehrambenog enzima izolirane su stanice Bacillus. 1zolirane stanice Bacillus proSle su
ponovnu analizu pomoc¢u PCR-a i qPCR-a kako bi se potvrdila prisutnost gena za rezistenciju
pune duljine. Izolirani soj Bacillus podvrgnut je analizi sekvenciranja cijelog genoma Sto je
rezultiralo identifikacijom 1 karakterizacijom neovlastene geneticki modificirane bakterije B.

velezensis. Ta bakterija prekomjerno proizvodi enzim proteazu. Osim toga, ovaj GMM
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sadrzavao je pUB110 shuttle vektor, koji je sadrzavao kan® i bleoR (gen za rezistenciju na
antibiotik bleomicin). Otkriveni podaci rezultirali su uklanjanjem proizvoda s europskog trzista

(Deckers 1 sur., 2020).

A N - Prisutnost proizvodnog organizma?
skstrakeija < [ = -DNA? o
DNA - Odrzive stznice?
- ANR7 GMN?
Priprava prehrambenog o
enzima -
- ¢ < o <
_[ Detsiicija DNA ] -\ . [ Tdentifikacija sodz ] ”
PCR ampiifitacija , y - > BLASTING (u bezi podatakal ;
v v
Datskcija ANR Dete}:c_ija ANR genz pune duljine | > Identifikacijz ANR g=nz (b)
gPCR N-PCR i seivenciranje BLASTING
'[ Procjena Zivotnosti ] > > [ Potpunz "r;';"ig‘?ﬂ izacija J )
B

ID proizvodnog organizma

Rod: Baciiius

AMR geni: Kanamicin

GMM potvrda: Bacillus velezensis
pUB110 vektor
KanR i BleoR

Slika 6. Strategija za otkrivanje GMM u hrani: A. Op¢i pregled razvijene strategije usmjerene
na prisutnost GMM-a koji proizvode prehrambene enzime. (a) Prvo, ciljanjem sekvence 16S
rRNA i regije ITS (engl. Internal Transcribed Spacer, ITS) moze se detektirati potencijalna
prisutnost DNA bakterije 1 gljive. Identifikacija PCR produkta dobiva se sekvenciranjem nakon
cega slijedi ispitivanje u bazama podataka. (b) Prisutnost gena za antimikrobnu rezistenciju
(AMR) ciljano je pomoc¢u qPCR. Ako se dobije pozitivan signal, puna duljina gena umnoZzava

se koristenjem N-PCR-a (engl. Nested PCR) 1 zatim sekvencira. Identifikacija otkriventh AMR
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gena provjerava se postupkom blastinga. (¢) Kao dodatna analiza provodi se procjena
odrzivosti. Ako se dobiju kolonije, prvo se ponavljaju dvije gore navedene metode kako bi se
potvrdili prethodno dobiveni rezultati i odabrale GMM kolonije ukoliko su otkriveni AMR
geni. Potpuna karakterizacija moze se stoga dobiti sekvenciranjem cijelog genoma (engl.
Whole Genome Sequencing, WGS) dobivenih kolonija. Geneticke modifikacije mogu se
okarakterizirati i moze se dokazati identitet GMM-a. B. Pomocu strategije prikazane u A. moze
se identificirati detektirani mikroorganizam. Prikazan je primjer proteaze koja proizvodi GMM

(RASFF2019.3332) (Deckers i sur., 2020).
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3. ZAKLJUCCI

Temeljem podataka iznesenih u ovom zavr$nom radu moze se zakljuciti:

1. Enzimi su proteini prisutni u Zivim organizmima u kojima ubrzavaju razne biokemijske
reakcije zahvaljujuci ulozi katalizatora. Mogu se dobiti ekstrakcijom iz biljaka i zivotinja ili
fermentacijom iz mikroorganizama.

2. Enzimi moze do¢i u 3 razlicita oblika: Cisti enzim, enzimski pripravci s drugim supstancama
dobivenih nakon fermentacije te enzimski pripravci u kojima su enzimski koncentrati s
dodanim stabilizatorima za ocuvanje aktivnosti enzima.

3. Jedna od najvecih prednosti koriStenja mikroorganizama za proizvodnju prehrambenih
enzima je jednostavno uvodenje genetiCkih modifikacija. Geneticke modifikacije mogu se
dobiti pomoc¢u rekombinantnih enzima ili uvodenjem genetickih modifikacija u proizvodni soj.
4. Europski Parlament je 2008. donio Cetiri uredbe pomocu kojih se utvrduje uskladenost
kriterija i zahtjeva za procjenu i odobrenje prehrambenih aditiva, prehrambenih enzima i
aroma. Cetiri donesene uredbe su: Uredba br. 1331/2008, Uredba br. 1332/2008, Uredba br.
1333/2008 i Uredba br. 1334/2008.

5. Kako bi se zastitilo zdravlje ljudi i Zivotinja, geneti¢ki modificirana hrana prije stavljanja na
trziSte mora pro¢i procjenu sigurnosti.

6. Uz sigurnosne provjere prehrambenih enzima naglasena je vaznost njihove dodatne provjere
u kontrolnim laboratorijima. Dodatna kontrola u laboratorijima potrebna je kako bi se
provjerila i utvrdila uskladenost podataka sadrzanih u dosjeima koje sadrzi EFSA s podacima
dobivenima u laboratorijima.

7. Zbog nedosljednosti podataka koje sadrzi laboratoriji i EFSA potrebno je uskladiti podatke

1 kriterije na europskoj razini.
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