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1. UVOD

Enzimi imaju Siroku primjenu u industriji u obradi biljnog materijala, najcesce sluze za hidrolizu
dijelova biljnih stanica. Sve ¢es¢e se koriste u metodama za ekstrakciju bioaktivnih spojeva iz
stanice, samostalno ili u kombinaciji sa nekom drugom fizikalnom metodom. Kako je stani¢na
stijenka biljaka gradena od kompleksnih polisaharida kao $to su celuloza, ksilan i pektin, za njenu
degradaciju se upotrebljavaju kemijske metode, fizikalne metode ili se koriste enzimi. Kako bi se
smanjila potrosnja organskih otapala i rijeSio problem zbrinjavanja istog, te smanjila potrosnja
energije koriste se enzimi kao dobra alternativa fizikalno-kemijskim metodama obrade biljnog

materijala.

Komercijalno dostupne enzime proizvode sojevi: Aspergillus, Bacillus 1 Trichoderma. Za kontrolu
kvalitete enzima koriste se metode mjerenja aktivnosti. Temelje se na mjerenju koli¢ine produkta
nastalog hidrolizom specifi¢nog supstrata za odredeni enzim. Neke metode za mjerenje aktivnosti
funkcioniraju na principu mjerenja pada viskoznosti u ovisnosti o padu polimerizacije supstrata
zbog njegove hidrolize. Takoder postoje metode kojima se mjeri porast koli¢ine reducirajuc¢ih
skupina u otopini pomocu oksidirajuc¢eg reagensa, pri ¢emu dolazi do promjene boje. Intenzitet

promjene boje mjeri se na spektrofotometru 1 ukazuje na aktivnost enzima (Miller, 1959).

Uglavnom se koriste metode mjerenja reducirajucih ekvivalenata. Metoda koja se najceSc¢e koristi
1 koja je koriStena u ovom radu je metoda mjerenja aktivnosti koriStenjem 3,5-dinitrosalicilne

kiseline (Konig 1 sur., 2002).



2. TEORIJSKI DIO

2.1.  Metode ekstrakcije
Ekstrakcija bioaktivnih spojeva iz biljnog materijala je prvi korak u izolaciji 1 prociS¢avanju
bioaktivnih spojeva (Jha 1 Sit, 2022.). Efikasnost ekstrakcije ovisi o topivosti bioaktivnog spoja u
odnosu na otapalo kojim se ekstrahira i ostalim spojevima koji se nalaze u sklopu biljne stanice.
Ucinkovitost ekstrakcije ovisi o parametrima kao $to su: temperatura, priroda otapala i njegova pH
vrijednost, omjer otapala 1 spoja koji zelimo ekstrahirati, te vremenu trajanja ekstrakcije (Puri 1
sur., 2012.). Metode ekstrakcije mogu se podijeliti na konvencionalne (klasi¢ne) 1

nekonvencionalne (suvremene) metode (Slika 1).

METODE EKSTRAKCIJE

KONVENCIONALNE METODE NEKONVENCIONALNE METODE
EKSTRAKCIE EKSTRAKCIE

e Soxhlet ekstrakcija Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom
e Vodena destilacija (UAE)
e Maceracija Ekstrakcija pulsiraju¢im elektriénim
poljem (PEF)
Enzimski potpomognuta ekstrakcija

(EAE)

Ekstrakcija potpomognuta
mikrovalovima (MAE)
Tekucinska ekstrakcija pod tlakom
(PLE)

Ekstrakcija superkritiénim fluidom
(SFE)

Slika 1. Podjela metoda ekstrakcije bioaktivnih spojeva (Azmir i sur., 2013.)



2.1.1. Konvencionalne metode ekstrakcije
Konvencionalne metode ekstrakcije se temelje na sposobnosti otapala, da uz mijesanje i/ili

zagrijavanje ekstrahira odredenu tvar iz uzorka.

Soxhlet ekstrakcija je jedna od najceS¢e koriStenih metoda ekstrakcije. Metoda ukljucuje
konstantnu cirkulaciju istog otapala u ekstraktoru, §to omogucava koriStenje manje koliCine
otapala te povecanje ekonomicnosti metode. NajCesée se koristi za ekstrakcije kruto-tekuce, kod
uzoraka kao $to su osuSeni i usitnjeni dijelovi biljaka. Metoda se primarno koristila za ekstrakciju

lipida 1 masti, ali danas nije ograni¢ena na samo tu vrstu spojeva (Azmir 1 sur.,2013).

Maceracija se koristi za ekstrakciju kruto-tekuce. Jednostavan je nacin za ekstrakciju eteri¢nih ulja,
bioaktivnih spojeva i1 aroma. Biljni uzorak se prije provodenja ekstrakcije mora usitniti,
mljevenjem ili drobljenjem. Usitnjavanjem uzorka se povecava kontaktna povrSina s otapalom.
Odgovarajuce otapalo, se stavlja u zatvorenu posudu i mijesa s uzorkom kako bi se povecala brzina

difuzije. Nakon toga, tekuéina se ocijedi te se ostala komina presa (Azmir i sur. 2013).

Vodena destilacija je metoda kod koje se ne koriste organska otapala, te se moze koristiti prije
susenja, odnosno dehidratacije uzorka. Vodena destilacija moze biti: vodena, destilacija direktnom
parom 1 vodeno-parna destilacija (Azmir 1 sur. 2013; prema Vankar, 2004). Uzorak se pomijesa s
vodom koja se zagrijava, te se u sustav moze uvesti i para koja djeluje kao pokretac ekstrakcije
bioaktivnog spoja iz uzorka. Spoj iz uzorka s vodenom parom isparava te dolazi na hladilo gdje se
kondenzira. Kondenzat se zatim odvaja od vode na separatoru. Mana ovog postupka je smanjena

mogucnost pri ekstrakciji termolabilnih spojeva (Azmir i sur., 2013; prema Silva 1 sur., 2005).



2.1.2. Nekonvencionalne metode ekstrakcije
Zbog problema kao Sto su: ubrzavanje procesa ekstrakcije, povecanje ekonomicnosti i
iskoriStenja, zelje za smanjenjem organskih otapala zbog njihove cijene i problema odlaganja, te
nemogucnosti ekstrakcije termolabilnih spojeva javila se potreba za unaprjedenjem metoda

ekstrakcije.

Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom je metoda koja se koristi za ekstrakciju aroma, polifenola,
karotenoida te polisaharida iz biljnih stanica. Navedena metoda ne zahtjeva dovodenje topline, ali
je potrebna regulacija frekvencije, snage, vremena, temperature, vrste otapala i omjera otapalo-
kruta tvar (Kumar i sur.,2021; prema Vilkhu i sur., 2008). Ultrazvucna ekstrakcija funkcionira na
principu akusti¢ne kavitacije. Zvucni valovi visokog intenziteta (>20kHz) prolazeé¢i kroz fluid
stvaraju ekspanziju 1 kompresiju, pri ¢emu nastaju kavitacije. Kavitacijski mjehuri¢i svojom
implozijom, oslobadaju veliku koli¢inu energije te uzrokuju fragmentaciju stani¢ne stijenke

(Kumar 1 sur., 2021; prema Aijla i sur. 2011).

Tehnologija pulsirajuéeg elektricnog polja se koristi za ekstrakciju bioaktivnih spojeva te ocuvanje
hrane s ve¢om elektricnom vodljivos¢u. Ekstrakcija pulsiraju¢im elektri¢nim poljem se temelji na
principu da elektri¢ni impulsi povecavaju permeabilnost staniéne membrane, na nacin da stvaraju
ireverzibilne pore (Naliyadhara 1 sur., 2022; prema Wang 1 sur.,2018). Metoda koristi umjeren do
visok intenzitet impulsa: 20-80 kV/em za kontinuiranu ekstrakciju 1 100-300V/em za
diskontinuiranu ekstrakciju. Efikasnost metode ovisi o frekvenciji, $irini, trajanju, broju impulsa
te jacini elektricnog polja. Osim paramatera vezanih uz uredaj, takoder ovisi 1 0 omjeru otapala 1

krute tvari, vrsti uzorka, veli¢ini komponente koja se ekstrathira (Ranjha 1 sur.,2021).

Enzimski potpomognute ekstrakcije su metode koje se razvijaju zbog potrebe za pronalaskom
»zelene® alternative organskim otapalima. KoriStenjem enzima koji hidroliziraju stani¢nu stijenku
biljaka, povecava se efikasnost ekstrakcijskog predtretmana te se smanjuje koli¢ina organskog
otapala koji se koristi tijekom ekstrakcije. Dokazano je da enzimski potpomognute ekstrakcije
povecavaju prinos ekstrakcije polisaharida, lipida, prirodnih pigmenata i ostalih bioaktivnih

spojeva (Puri i sur., 2021).

Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima se temelji na principu zagrijavanja materijala
mikrovalovima. Mikrovalovi su neionizirajuci elektromagnetski valovi, frekvencije od 300 MHz

do 300 GHz. Materijal izlozen mikrovalovima pretvara dio apsorbiranog elektromagnetskog
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zracenja u toplinu. Zagrijavanje se dogada lokalizirano bez gubitka topline u okolis. Kao uzorak
se ne koristi osuSeni biljni materijal, ve¢ hidratiziran, odnosno biljne stanice koje sadrzavaju vodu.
Voda izlozena mikrovalovima se zagrijava, pretvara u paru i stvara tlak na unutraSnjost stanic¢ne

stijenke, Sto kasnije dovodi do njenog pucanja (Mandal i sur., 2007; prema Wang i sur., 2006).

Tekucinska ekstrakcija pod tlakom je vrsta tekuc¢inske ekstrakcije koja se provodi pri poviSenim
temperaturama i tlaku. Pri promjeni uvjeta ekstrakcije dolazi do promjene fizikalno kemijskih
svojstava otapala. Dolazi do povecanja prijenosa mase i topivosti Zeljenog analita, te se pritom
smanjuje viskoznost i povrSinska napetost otapala. Kao posljedica dolazi do lakSeg prodiranja

otapala u stanicu te iskoristenje ekstrakcije raste (Alvarez-Rivera i sur., 2020).

Ekstrakcija superkriticnim fluidom je vrsta ekstrakcije kod koje se kao otapalo koristi fluid u
svojim kriticnim uvjetima. NajceSce koriSten fluid je ugljikov dioksid. Njegova kriti¢na tocka se
nalazi pri temperaturi od 31°C i tlaku od 74bar. Njegova prednost je u tome Sto je: jeftin, ne
zapaljiv, nije toksiCan te je inertan. Prednosti u koriStenju superkriticnih fluida u odnosu na
organska otapala je ta Sto na kraju procesa ne zaostaje viSak otapala. Na kraju procesa se
smanjivanjem tlaka odvajaju analit 1 superkriti¢ni fluid, te fluid slobodno isparava u atmnosferu

(Sapkale i sur., 2010).



2.2. Enzimi

2.2.1. Celulaza
Celulaze su skupine enzima koje hidroliziraju celulozu, odnosno B 1,4-glikozidne veze u celulozi.
Kao produkti hidrolize nastaju jednostavniji Seceri ili jedinice glukoze. U industriji se koriste
celulaze koje sintetiziraju bakterije ili kvasci, one su znatno otpornije od celulaza biljnog ili

animalnog porijekla (Ohmiya i sur., 1997).

2.2.1.1.  Struktura celulaze
Celulaze bakterijskog ili fungalnog porijekla se najcesce sastoje od dvije ili vise funkcijskih ili
strukturalnih domena. Sastoji se od katalitickih i nekatalitickih domena. KataliticCke domene su
klasificirane u nekoliko razreda, ovisno o strukturi i rasporedu aminokiselina. Nekataliticke
domene, domene koje vezu ugljikovodike se nalaze na C ili N terminalnim krajevima kataliticke
domene. Uz navedene dvije vrste domena enzim se moze sastojat od domena kao $to su: S-sloj
homologna domena (S-layer homologous domain). Cesto su povezane prolinskim, treoninskim i

serinskim vezivnim sekvencama.

Postoje dva tipa celulaza, ovisno o organizmu koji ih proizvodi. Aerobni mikroorganizmi
proizvode jednostavne celulaze, ¢ije su kataliticke domene povezane s domenom koja se veze na
celulozu (cellulose-binding domain, CBD). Anaerobni mikroorganizmi proizvode kompleksne
celulazne sustave koji se nazivaju ,,celulosimi®, a nalaze se na povrSini bakterijskih stanica 1

povezani su s nekatalitickom domenom (Jayasekara 1 Ratnayake,2019).

2.2.1.2.  Funkcija celulaze
Celulaza hidrolizira B-1,4-glikozidne veze izmedu molekula glukoze u celulozi. Tri vrste enzima
hidroliziraju celulozu: B-glukozidaza, endo-B-1,4,-D-glukanaza (endoglukanaza) i egzo-1,4-B-D-
glukanaza (egzoglukanaza) (Patel 1 sur.,2019). Potpuna hidroliza celuloze se postize djelovanjem
sva tri enzima. Endoglukanaza je aktivna na amorfnim dijelovima glukoze. Djeluje na unutarnjim
vezama oligosaharida stvarajuci nove krajeve lanaca, na koje se kasnije lakSe vezu ostali enzimi.
Najvecu aktivnost enzim pokazuje kod topivih dijelova celuloze ili amorfne celuloze tretirane
kiselinom. Egzoglukanaza hidrolizira ne reduciraju¢e krajeve celuloze kristalne strukture, te kao
produkte formira glukozu ili celobiozu. B-glukozidaza hidrolizira ne reducirajuée krajeve

celobioze u glukozu (Slika 2).



Celulaza cijepa glukozidne veze koriste¢i kiselinsko-baznu katalizu. Hidrolizu provode dvije
kataliticke skupine na enzimu proton donor i nukleofil. Kataliticki mehanizam koji enzim koristi

ovisi o prostornom polozaju katalitickog ostatka, odnosno supstrata (Ohmiya i sur., 1997).

I'h E I‘b Endocelulaza
e H H
(i [4] celuloza
H

- Egzocelulaza
R il | «
celuloza
Ho . HO—y HO
celobiaza
HO  —
HO OH
glukoza .
celobioza

Slika 2. Mehanizam djelovanja celulaze (Bacovsky, 2010).

2.2.2. Ksilanaza
Ksilanaze su skupine enzima koje hidroliziraju ksilan. Ksilan je razgranati heteropolisaharid,
struktura 1 stupanj polimerizacije ovisi o biljnoj vrsti. Glavni lanac u ksilanu je analogan onome u
celulozi. Molekule D-ksilana su povezane B-1,4-glikozidnim vezama, takoder se u njemu nalazi 1
L-arabinoza u tragovima, te glukaronska kiselina, acetil, p-kumarinska kiselina, arabinoza kao

supstituenti (Bajpai,2014).

2.2.2.1. Struktura i funkcija ksilanaze
Ksilanaze su skupine od nekoliko enzima koje hidroliziraju ksilozu, polimer koji se nalazi u

hemicelulozi. Enzimi koji sluZe za depolimerizaciju ksiloze su: B-ksilozidaza (ksilan-1,4-f-



ksiloksidaza), = endo-ksilanaza  (endo-1,4-B-ksilanaza),  o-L-arabinofuranozidaza, a-D-

glukuronidaza, acetiksilan-esteraza, esteraza feurlinske kiseline 1 esteraza p-kumarinske kiseline.

Dva klju¢na enzima za hidrolizu ksilana su endo-ksilanaza i B-ksilozidaza. Endo-ksilanaza
nasumicno cijepa p-1,4-glikozidne veze u ksilozi, kao produkti nastaju manji oligosaharidi ksilana.
B-ksilozidaza cijepa nastale ksilo-oligosaharide, hidrolizira sa ne reduciraju¢eg kraja, te nastaju

monomeri ksilana (Slika 3). Ostali enzimi sluze za odvajanje radikala sa ksiloze (Bajpai,2014).

(a)
e-4-0-Me-GleUA Acetilksilan
Endo-B-1,4-ksilanaza (OOH 4 p glukoronidaza esteraza
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a-L-arabinofuranozidaza a-araf’

"HyOH "H-O-peon./fer.

(b) | p-kumarinska kiselina
T )
B-D-ksilozidaza

Slika 3. (a)Struktura ksilana 1 mjesta na koje se veze ksilanaza. (b)Hidroliza ksilo-oligosaharida

B-ksilozidazom (Sunna 1 Antranikian, 1997)

2.2.3. Pektinaze
Pektin je polisaharid sastavljen od galakturonske kiseline i metanola kao glavnih komponenti
(Haile i Ayele,2022; prema Shet i sur., 2018). U sastavu radikala glavnog lanca pektina nalaze se
drugi Seceri kao Sto su: D-glukoza, D-manoza, D-kisloza, D-fukoza 1 D-galaktouronska kiselina
(Nighjokar 1 sur.,2019). Pektin je smatran jednim od najkompleksnijih heteropolisaharida stanicne

stijenke biljaka.



2.2.3.1. Propektinaza
Propektinaza je enzim koji hidrolizira, netopivi dio pektina. NajviSe se nalazi u nezrelim

plodovima biljaka. Propektinaza prevodi netopivi pektin u visoko polimerizirani, topivi pektin (

Haile i Ayele, 2022; prema Hassana i Ali, 2016.) .

2.2.3.2.  Pektin metilesteraza
Metoksi esterska skupina je jedna od glavnih skupina strukture pektina. Pektin metilesteraza
cijepa navedenu skupinu te kao produkti reakcije nastaju pektinska kiselina i metanol. Enzim de-

esterificira metil estersku vezu na a-1,4-D galaktouronozilnoj podjedinici uz dodatak vode

(Rebello i sur., 2017.).

2.2.3.3. Poligalaktouronaza
Poligalaktouronaza sudjeluje u depolimerizaciji pektina. Katalizira hidroliticko cijepanje
poligalakturonskog lanca (Rebello i sur.,2017, prema Kant i sur.,2013). Cijepa a-1,4-glikozidnu
vezu izmedu monomera galaktouronske kiseline. Poligalaktouronaze su podijeljene u dvije
skupine: endo- 1 egzo- poligalaktouronaze. Endopoligalaktouronaze  hidroliziraju
poligalaktouronsku kiselinu, a kao rezultat nastaju jedinice oligogalakturonske kiseline.
Egzopoligalaktouronaza  hidrolizira pektinsku kiselinu, te se oslobadaju jedinice mono-

galaktouronata (Haile 1 Ayele, 2022; prema Patidar 1 sur., 2016,).



2.3.  Teorijska osnova mjerenja aktivnosti enzima DNSA metodom
Navedena metoda se koristi za odredivanje aktivnosti celulolitickih 1 hemiceluloliti¢kih enzima u

sirovim ekstraktima ili djelomi¢no proc¢i§¢enim uzorcima.

U prisutnosti reducirajucih Secera 3,5-dinitrosalicina kiselina prelazi u 3-amino-5-nitrosalicilnu
kiselinu te se karbonilna skupina Secera reducira u karboksilnu, pri ¢emu dolazi do promjene

obojenja reakcijske smjese iz Zute u crveno-smedu boju (Slika 4).

OH O OH O
N H-N 0
% OH i 2 oH
+3R” "H+HQ——> +3 R “OH
NO, NO,
Reducirajudi
DNSA Secer 3-amino-5-nitrosalicilna Oksidirani

kiselina Secer

Slika 4. Prikaz redukcije 3,5-dinitrosalicilne kiseline u 3-amino-5-nitrosalicilnu kiselinu

(Thongprajukaew 1 sur.,2014)

Moguce je odrediti aktivnost razli¢itih celuloliti¢kih enzima kvantifikacijom produkta nastalih

hidrolizom odgovaraju¢eg supstrata (Tablica 1).

Tablica 1. Kvantifikacija razlicitih enzima koristenjem DNSA (Karcher,2010)

Ime enzima Supstrat Produkt
Endo-ksilanaza Ksilan D-ksiloza
Egzo-ksilanaza Ksilan D-ksiloza
Endo-manaza Manan D-manoza
Egzo-manaza Manan D-manoza
Endo-arabinaza Arabinan L-arabinoza
Egzo-arabinaza Arabinan L-arabinoza
Galaktomanaza Galaktomanan D-galaktoza
Endo-glukanaza Celuloza D-glukoza
Egzo-glukanaza Karboksimetil celuloza D-glukoza
Pektinaza Pektin Galaktouronska kiselina
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2.4.  Enzimski potpomognuta ekstrakcija polifenola
Fenolni spojevi zbog svojeg antioksidativnog, protuupalnog i antitumorskog djelovanja pozitivno
utjecu na zdravlje. Polifenoli se nalaze u topivom obliku kao flavonidi, te u netopivom obliku kao
fenolne kiseline. Fenolne kiseline su kovalentno vezane za komponente stani¢ne stijenke biljaka

kao Sto su: lignin, celuloza, hemiceluloza i pektina (Gligor i sur., 2019; prema Azmir i sur., 2013).

Klasi¢ne ekstrakcijske metode imaju nedostatke kao $to su: predugo vrijeme trajanja ekstrakcije,
otapalo visoke Cistoce te niska selektivnost ekstrakcije, zbog kojih se javila potreba za razvojem
novih metoda. Enzimski potpomognuta ekstrakcija nudi prednosti u odnosu na klasi¢éne metode
kao §to su: niZze temperature provodenja reakcije, brze provodenje ekstrakcije, mogucénost
ekstrakcije spojeva koji se nalaze u teze dostupnim dijelovima stanice kao Sto su vakuole te

smanjenje cijene ekstrakcije (Gligor 1 sur.,2019).

2.4.1. Cimbenici koji utjeéu na kvalitetu ekstrakcije

24.1.1.  Vrstaenzima
Vrsta enzima te koli¢ina razlicitih enzima kojih se koriste kao predtretman ekstrakciji utjeCu na
prinos ekstrakcije ovisno o vrsti biljke iz koje se ekstrahira bioaktivni spoj. Prema rezultatima iz
rada Nagendra i1 suradnika u kojem je proucavana enzimska ekstrakcija bioaktivnih spojeva iz
dumbira, zakljuceno je da je najvisi prinos ekstrakcije polifenola postignut koristenjem celulaze
kao predtretman ekstrakciji etanolom u odnosu na predtretman pektinazom, proteazom ili o-
amilazom (Nagendra i sur., 2013). Chen 1 suradnici su zakljucili da celulaza proizvedena od
Penicillium decumbens bolje razgraduje stani¢nu stijenku stanica lista ginka u odnosu na pektinazu
koju je proizveo soj Aspergillus niger (Chen 1 sur., 2011). Naime prinos najvise ovisi 0

specificnosti enzima za supstrat, odnosno o strukturi 1 sastavu uzorka.

2.4.1.2.  Utjecaj smjese enzima
Kako bi se degradirao §to ve¢i dio stani¢ne stijenke cesto se koriste smjese hidroliti¢kih enzima.
Efikasnost smjese ovisi o udjelu pojedinih enzima te sastavu smjese. Hosni 1 suradnici su zakljucili
da koristenje smjese hemicelulaze i celulaze pri ekstrakeiji ulja iz timijana, omogucava celulazama

lakSe djelovanje, jer hemicelulaza degradira hemicelulozu odnosno uklanja ,,fizicku barijeru do
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celuloze. Dok kod ekstrakcije ulja iz ruZmarina mjesavina enzima nije poboljSala prinos
ekstrakcije u odnosu na ekstrakciju potpomognutu samo jednim enzimom. Koli¢ina i vrsta enzima

u smjesi ovsi o sastavnu biljnog uzorka (Hosni i sur.,2013)

2.4.1.3.  Utjecaj vremena ekstrakcije i koncentracije enzima
Vrijeme trajanja ekstrakcije i koncentracija enzima su usko povezani, na nain da se vrijeme
ekstrakcije moze skratiti ako se poveca koncentracija enzima. Vrijeme ekstrakcije je jedan od
kljucnih faktora koji utjeCu na prinos; dulje trajanje ekstrakcije moze prouzrociti degradaciju
bioaktivnih komponenata zbog duljeg izlaganja visokoj temperaturi ili zbog moguce oksidacije
(Muniglia i sur., 2014). Lotfi i suradnici su u svom radu proucavali utjecaj koncentracije enzima i
vremena na prinos ekstrakcije antocijanina iz latica Safrana (Crocus sativus L.). Koristili su vodenu
otopinu smjese enzima koncentracije iznad 5% 1 ekstrakciju provodili 3 sata pri cemu je doSlo do
negativnih rezultata ekstrakcije. Odnosno pri ve¢oj koncentraciji enzima doslo je do oslobadanja

proteina iz uzorka koji su unistili stanice pigmenata (Lotfi 1 sur., 2015).

2.4.1.4.  Utjecaj temperature ekstrakcije
Temperatura ekstrakcije je jo§ jedan parametra koji utjeCe na aktivnost enzima i topivost
bioaktivnog spoja. Enzimska aktivnost se povecava poviSenjem temperature, viskoznost
ekstrakcijskog medija smanjuje te se povecava topivost bioaktivnog spoja. No pretjerano
povecanje temperature moze negativno utjecat na trodimenzionalnu strukturu enzima i rezultirati
smanjenjem njegove aktivnosti te degradirati bioaktivni spoj. Farinas 1 suradnici su u svom radu
proucavali utjecaj temperature na celuloliticke enzima, iz ¢ega je zakljuCeno da se optimalan
temperaturni interval nalazi izmedu 35°C 1 60 °C, te je najveca brzina reakcije izmjerena pri 55°

(Farinas 1 sur.,2010).

2.4.1.5.  Utjecaj pH na ekstrakciju
pH je bitan parametar ekstrakcije zbog njegovog utjecaja na efikasnost djelovanja enzima i
strukturu stani¢nog zida. Pri kiselim uvjetima ekstrakcije, dolazi do destabilizacije vodikovih veza
Sto rezultira povecavanju ,,plasti¢nosti® stani¢nog zida, te dolazi do modifikacije konfiguracije
proteina, odnosno utjecaja na kataliticku aktivnost enzima, te zato ekstrakceiji pogoduju blago kiseli
uvjeti. Wang 1 suradnici su proucavajuci utjecaj pH na aktivnost celulaze i pektinaze dosli do
zakljucka da je optimalan pH izmedu 5 1 6,5, te da se daljnjim povecavanjem smanjuje aktivnost

(Wang i sur., 2011).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1.

Materijali

3.1.1. Reagensi
Odredivanje aktivnosti enzima:

Destilirana voda

Procis¢ena destilirana voda

K-Na-tartarat tetrahidrat (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)
3,5-dinitrosalicilna kiselina (DNSA) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)
natrijev sulfit (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)

natrijev hidroksid (T.T.T. d.o.o., Sveta Nedjelja, Hrvatska)

fenol

limunska kiselina monohidrat (T.T.T. d.o.o0., Sveta Nedjelja, Hrvatska)

Odredivanje ukupnih fenola :

Folin-Cicolteau reagens
Zasi¢ena otopina natrijeva karbonata (20%-tna otopina)

Standard galne kiseline

3.1.2. Supstrati i enzimi

Celulaza iz Aspergillus niger (Sigma-Aldrich, Seborg, Danska)
Ksilanaza (Sigma-Aldrich, Seborg, Danska)
Pektinaza(Sigma-Aldrich, Seborg, Danska)

Celuloza (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)

Ksilan (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)

Pektin (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)

13



3.1.3. Aparatura i pribor
Tresilica s grijacem (Thermo-Shaker TS-100) (Biosan, Riga, Latvija)

analiticka vaga (GR-200-EC, A&D Instruments Ltd., Tokyo, Japan)
automatske pipete volumena 2 — 1000 uL (KemoLab d.o.o., Zagreb, Hrvatska)
centrifuga (Z 216 MK, Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen, Njemacka)
Erlenmeyerove tikvice volumena 250 mL i 500 mL

graduirane pipete volumena 10 ml

kapaljka

kivete

laboratorijska metalna Zlica

laboratorijska $patula

laboratorijske boce volumena 500 mL

menzura volumena 100 mL

odmjerne tikvice volumena 10 mL, 25 mL, 50 mL i 100 mL
pH-metar (LAB 860, SCHOTT Instruments, Mainz, Njemacka)
plasti¢ne epruvete volumena 1,5 mL (Eppendorf)

propipete

spektrofotometar (Lambda 1, Perkin-Elmer, Waltham, SAD)
staklene laboratorijske ¢aSe volumena 250 mL

stakleni lijevak

stakleni Stapici

tehnicka vaga (MK-500C, Chyo, Kyoto, Japan)

vorteks tresilica (VTX, Labo Moderne, Pariz, Francuska)

magnetna mijesalica (MS-H-S, DLAB Scientific, Peking, Kina)



3.2. Metode
3.2.1. Priprema otopina

3.2.1.1.  Otopina K-Na-tartarata
Odvaze se 4g K-Na-tartarat monohodrat u odmjernu tikvicu od 10 mL, te se tikvica napuni do

oznake. Dobivena je 40%tna otopina.

3.2.1.2.  Otopina DNSA

Otopina je pripremljena prema Kracher i sur., 2014.

Odvaze se 10g DNSA, 0,5g natrijevog sulfita, 10g natrijevog hidroksida i 2mL fenola. Krute tvari
se u meduvremenu otope u destiliranoj vodi. Sve otopine se pomijesaju, te se doda ostatak vode

do 1L. Otopina se dobro promijesa, te prebacuje u zatamnjenu posudu i ¢uva se na 4°C.

3.2.1.3.  Otopina enzima
U cistu laboratorijsku ¢asu volumena 50mL izvaze se 11mg enzima i otopi u S0mL procis¢ene
vode ili citratnog pufera kako bi se dobila otopina enzima masene koncentracije 0,22 mg mL™ .
Zatim su se iz pripremljenih otopina enzima masene koncentracije 0,22 mg mL™!' otpipetirali
alikvoti od 100uL te prebacili u odmjerne tikvice od 100mL koje su nadopunjene odgovaraju¢im

otopinama. Dobivena su razrjedenja 1:1000 u odnosu na pocetne koncentracije.

3.2.1.4.  Slijepe probe
Napravljene su tri razlicite slijepe probe za svaki enzim. Slijepe probe bez otopine ispitivanog
enzima, slijepe probe bez supstrata i slijepe probe bez otopine DNSA. Otopine enzima i DNSA su

nadomjestene destiliranom vodom u odgovaraju¢em volumenu.

Slijepa proba bez ispitivanog enzima se sastojala od: otopine DNSA, supstrata, procis¢ene vode i
tartarata. Slijepa proba bez DNSA se sastojala od: vodene otopine enzima, supstrata, procis¢ene

vode 1 tartarata. Slijepa proba bez supstrata ima sve otopine osim krutog supstrata.

3.2.2. Postupak odredivanja enzimske aktivnosti prema Kracher metodi
Aktivnosti enzima su bile odredivane prema protokolu za odredivanje hemicelulazne i celulazne
aktivnosti pomocu DNSA (Kracher i sur., 2014.). U odgovaraju¢e Eppendorf epruvete se pomijesa
oko 7mg supstrata i ImL otopine enzima, te se stave na inkubaciju u mijesalicu s grijacem na 50°C
u trajanju od 2h. Nakon inkubacije uzorci se centrifugiraju 5 min na 1000rpm. Poslije

centrifugiranja izdvaja se 600uL supernatanta u nove Eppendorf epruvete, te se dodaje 600uL
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otopine DNSA. Epruvete se ponovo inkubiraju 15min na 95°C. Nakon inkubacije u epruvete se
dodaje 200uL otopine K-Na-tartarata i zatim se epruvete hlade u hladnjaku 5-10 min. Kada se

uzorci ohlade mjeri im se apsorbancija na spektrofotometru na valnoj duljini od 575nm .

3.2.2.1.  Princip metode
Metoda odredivanja aktivnosti enzima je provedena prema Kracherovoj metodi iz 2014. pod

nazivom: ,,Odredivanje celuloliticke 1 hemiceluloliticke aktivnosti sa 3,5-dinitrosalicilnom
kiselinom®. Metoda je primjenjiva za mjerenje aktivnosti iz sirovih ekstrakta i procis¢enih

preparata.

DNSA wuz prisutnost reduciraju¢ih Secera prelazi u 3-amino-5-nitrosalicilnu kiselinu, te se
karbonilna skupina Secera reducira u karboksilnu skupinu. U reakcijskoj otopini dolazi do
promjene boje iz Zute u smedu i promjene apsorpcijskog maksimuma na 575nm. Intenzitet boje
ovisi o koli¢ini Secera.

Od ocitanih apsorbancija na spektrofotometru pri 575nm se oduzmu apsorbancije slijepe probe.
Dobivena razlika uvrsti se u formulu bazdarnog pravca enzima te se dobivena vrijednost pomnozi
s faktorom konverzije za odredeni enzim. Bazdarni dijagrami su uzeti iz prethodno navedene

literature. Nakon izracuna oslobodene koli¢ine Secera, enzimska aktivnost izratuna se prema

sljede¢oj formuli:

Oslobodeni Seter (umol)

Enzimska aktivnost(U mL™1) = * faktor razrjedenja

Vrijeme inkubacije(min) * 1mL

Faktori konverzije:

e glukoza Img=5,5506pumol
e ksiloza 1mg=6,6609umol
e galaktouronska kiselina 1mg=5,1509umol
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3.2.3. Odredivanje ukupnih fenola iz lista masline
Ukupni fenoli su odredivani kolorimetrijskom metodom s Folin-Ciocalteau reagensom. U reakciji
fenola sa reagensom koji se sastoji od fosfomolibdata i fosfovoflramata, nastaje plavo obojenje
¢iji se intenzitet mjeri pri 765nm. Pri oksidaciji fenola u blago alkalnim uvjetima fosfovolframova

1 fosfomolibdena kiselina reduciraju u volframov oksid i molibdenov oksid (Jakopi¢, 2009).
Reakcija:

Na;WOs ili NaxMoOs + Fenol — (fenol-MoW11040)*

Mo (V1) (zuto obojen) + ¢ — Mo (V) (plavo obojen)

Postupak provodenja reakcije:

U staklenu epruvetu otpipetira se redom: 125puL uzorka (prethodno razrijedenog, 5 puta),
625puLFolin-Ciocalteu reagensa i 10mL deionizirane vode. Nakon 3 min doda se 1,9mL zasi¢ene
otopine natrijeva karbonata. Sve skupa se promijesa pomocu Vortex tresilice, a potom se uzorci
termostatiraju 25min na temperaturi od 50°C u vodenoj kupelji. Zatim se mjeri apsorbancija pri
valnoj duljini od 765nm. Te se na isti nacin priprema slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima

otapalo za ekstrakciju (voda ili pufer).
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4. REZULTATI

4.1.  Mjerenje enzimskih aktivnosti ksilanaze, celulaze i pektinaze
Promatrana je enzimska aktivnost hidroliti¢kih enzima: ksilanaze, celulaze i pektinaze u ovisnosti
o mediju u kojem su otopljeni, citratni pufer pH 5 i procis¢ena voda pri 50°C. Uz pomo¢ oc€itanih
apsorbancija na spektrofotometru i bazdarnih dijagrama ovisnosti apsorbancije o koncentraciji
Secera, dobivena je koncentracija oslobodenog Secera tijekom reakcije koja odgovara aktivnosti
enzima. Aktivnost enzima je definirana kao koli¢ina enzima koja je potrebna za oslobadanje 1umol

odgovarajuceg Secera u Imin u odgovaraju¢im uvjetima.
Zadatak:

Odrediti enzimske aktivnosti: ksilanaze, celulaze i pektinaze, u proc¢is¢enoj vodi i citratnom puferu
pH S5
4.1.1. Ksilanaza

Na slici 5 prikazan je bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije o koncentraciji ksiloze nastale

tijekom enzimske hidrolize ksilana. Tablice 2 1 3 prikazuju rezultate mjerenja aktivnosti ksilanaze

u destiliranoj vodi 1 citratnom puferu pH 5.

DNSA bazdarni pravac-KSILAN

1.3 4
y=1.5041x - 0.1826 _
T R?=0.997 ¢
€ 08
LN .0
M~
n
.3 _....
< 0.3 .
N 2
..
02 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
¢ (mg/mL)

Slika 5. Bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije o koncentraciji ksiloze nastale enzimskom
hidrolizom ksilana.
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Tablica 2. Rezultati dobiveni mjerenjem aktivnosti 0,22mg ksilanaze u 1mL destilirane vode

Abs(reakcijske | Koncentracija | Kolic¢ina Aktivnost
Abs (575nm) smjese)- ksiloze ksiloze ksilanaze
UZORAK Abs(slijepih (mg/mL) (nmol) (U/mL)
proba)
Slijepa proba 0,088
bez DNSA
Slijepa proba 0,016 0,119 0,2009 1,3380 22,3006
bez supstrata
Slijepa proba 0,192
bez enzima
Enzim-voda 0,415

Tablica 3. Rezultati dobiveni mjerenjem aktivnosti 0,22mg ksilanaze u 1mL pufera pH=5

Abs(reakcijske | Koncentracija | Koli¢ina Aktivnost
Abs (575nm) smjese)- ksiloze ksiloze ksilanaze
UZORAK Abs(slijepih (mg/mL) (nmol) (U/mL)
proba)
Slijepa proba 0,088
bez DNSA
Slijepa proba 0,016 0,273 0,3035 2,02125 13,4750
bez supstrata
Slijepa proba 0,192
bez enzima
Enzim-pufer 0,569
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4.1.2. Celulaza

Na slici 6 prikazan je bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije o koncentraciji glukoze nastale

tijekom enzimske hidrolize celuloze. Tablice 4 1 5 prikazuju rezultate mjerenja aktivnosti celulaze

u destiliranoj vodi i citratnom puferu pH 5.

Abs (575 nm)
= ©o o o o
N o N B [e)] (o0] =

DNSA bazdarni pravac-GLUKOZA

y =0.9736x - 0.1446

R2=0.9844
e
...
T 02 0.4 0.6
¢ (mg/mL)

0.8 1

1.2

Slika 6. Bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije o koncentraciji glukoze nastale enzimskom

hidrolizom celuloze

Tablica 4. Rezultati dobiveni mjerenjem aktivnosti celuluoze u ImL destilirane vode

Abs(reakcijske | Koncentracija | Koli¢ina Aktivnost
Abs (575nm) smjese)- glukoze glukoze celulaze
UZORAK Abs(slijepih (mg/mL) (nmol) (U/mL)
proba)
Slijepa proba
bez DNSA 0,018
Slijepa proba 0,014 0,011 0,1372 0,7617 12,6945
bez supstrata
Slijepa proba 0,028
bez enzima
Enzim-voda 0,049
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Tablica 5. Rezultati dobiveni mjerenjem aktivnosti 0,22mg celuloze u 1mL pufera pH=5

Abs(reakcijske | Koncentracija | Kolic¢ina Aktivnost
Abs (575nm) smjese)- glukoze glukoze celulaze
UZORAK Abs(slijepih (mg/mL) (nmol) (U/mL)
proba)
Slijepa proba
bez DNSA 0,018
Slijepa proba 0,014 0,122 0,2738 1,5199 25,3319
bez supstrata
Slijepa proba 0,028
bez enzima
Enzim-pufer 0,182

4.1.3. Pektinaza

Na slici 7 prikazan je bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije o koncentraciji galaktouronske

kiseline nastale tijekom enzimske hidrolize pektina. Tablice 6 1 7 prikazuju rezultate mjerenja

aktivnosti pektinaza u destiliranoj vodi i citratnom puferu pH 5. U tablici 8 prikazani su zbirni

rezultati mjerenja aktivnosti ksilanaza, celulaza i pektinaza.

DNSA bazdarni pravac-GALAKTOURONSKA KISELINA

13

0.8

Abs (575 nm)

-02 0

y=1.1136x - 0.1534

0.2

0.4

R2=0.9944
0.6
c (mg/ml)

0.8 1

1.2

Slika 7. Bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije o koncentraciji galaktouronske kiseline nastale

enzimskom hidrolizom pektina
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Tablica 6. Rezultati dobiveni mjerenjem aktivnosti 0,22mg pektinaze u ImL destilirane vode

Abs(reakcijske | Koncentracija Koli¢ina Aktivnost
Abs smjese)- galaktouronske | galaktouronske pektinaze
UZORAK (575nm) | Abs(slijepih kiseline kiseline (U/mL)
proba) (mg/mL) (umol)
Slijepa proba
bez DNSA 0,09
Slijepa proba 0,500 0,5867 3,0223 50,3711
bez supstrata 0,021
Slijepa proba
bez enzima 1,009
Enzim-voda 1,62

Tablica 7. Rezultati dobiveni mjerenjem aktivnosti 0,22mg pektinaze u ImL destilirane vode

Abs(reakcijske | Koncentracija Koli¢ina Aktivnost
Abs smjese)- galaktouronske | galaktouronske pektinaze
UZORAK | (575nm) Abs(slijepih kiseline kiseline (U/mL)
proba) (mg/mL) (nmol)
Slijepa proba
bez DNSA 0,09
Slijepa proba 0,385 0,4834 2,4912 41,5000
bez supstrata 0,021
Slijepa proba
bez enzima 1,009
Enzim-pufer 1,505

Tablica 8. Prikaz ukupnih rezultata mjerenja aktivnosti ksilanaza, celulaza i pektinaza u

destiliranoj vodi i citratnom puferu.

Aktivnost 0,22 mg enzima u | Aktivnost 0,22 mg enzima
ENZIM 1mL destilirane vode u 1mL pufera pH=5
(U/mL) (U/mL)
Ksilanaza 22,3006 13,4750
Celulaza 12,6945 25,3319
Pektinaza 50,3711 41,5231
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4.2.

Odredivanje aktivnosti celulaze tijekom ekstrakcije fenola iz lista masline

Zadatak: Odrediti enzimske aktivnosti celulaze tijekom ekstrakcije fenola iz lista masline

Hidroliticka aktivnost celulaze je odredivana prema kolorimetrijskoj metodi s DNSA. Rezultati

odredivanja aktivnosti celulaze na mljevenom listu masline (Olea europea L.) u puferu pH=5 1

destiliranoj vodi DNSA metodom prikazani su u tablici 8. Rezultati odredivanja ukupnih fenola

ekstrahiranih iz lista masline s 1 bez dodatka celulaze prikazani su u tablici 9.

Tablica 9. Rezultati odredivanja aktivnosti celulaze na mljevenom listu masline (Olea europea

L.) u puferu pH=5 i destiliranoj vodi DNSA metodom (Buha, 2023)

Otapalo Koncentracija Masa nastale Koli¢ina nastale Enzimska
enzima (U/mg) glukoze glukoze aktivnost (U/mL)
(mg) (umol)
voda 10 0,5042 0,3132 5,1299
pufer 0,6753 0,3748 6,2474
voda 50 0,8977 0,4981 8,3025
pufer 1,5972 0,8865 14,7763
Tablica 10. Rezultati odredivanja ukupnih fenola iz lista masline
otapalo Masa Apsorbancija Koncentracija W (ukupni fenoli)
celulaze (765nm) galne Kiseline (mgGAE/100g)
(mg) (mg/mL)

destilirana voda 0,111 112,00 696,725

voda 25 0,175 176,00 1096,655

pufer pufer 0,116 117,00 730,738

pH=5 25 0,192 193,00 1205,880
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5. RASPRAVA

Koristenje DNSA metode omogucuje kvantifikaciju oslobodenih reduciraju¢ih Secera te
odredivanje aktivnosti hidrolitickih enzima. Kao supstrati koriSteni su celuloza, ksilan i pektin te
je mjerenjem apsorbancije pri 575nm i 765nm 1 koriStenjem bazdarnih dijagrama (slike 5,6 1 7)
odredena koncentracija ksiloze, glukoze i galaktouronske kiseline u demineraliziranoj vodi pH 7
(tablice 2,4,6), odnosno u citratnom puferu pH 5 (tablice 3,5 1 7). Metoda je izvodena uz
pretpostavku da je aktivnost enzima vecéa pri odgovarajucoj temperaturi i pH vrijednosti. Rezultati
mjerenja aktivnosti u vodenoj otopini i puferu na ¢istom supstratu se ne poklapaju s pretpostavkom
za ksilanazu i pektinazu. Naime, aktivnosti ksilanaze i1 pektinaze u puferu pH=5 su manje u odnosu
na aktivnosti u destiliranoj vodi (tablica 8). Prema tome zakljucujemo da je doSlo do pogreske u
samoj pripremi otopina ili provodenju mjerenja. Takoder na aktivnost enzima znacajan utjecaj ima
1 prisutnost teskih metala (Aponte i sur.,2020). Optimalan temperaturni interval za celuloliticke
enzime medu kojim je i ksilanaza je od 35°C do 60°C, a pH interval se nalazi izmedu 4 1 5,5. Na
aktivnost pH ima ve¢i utjecaj od temperature. Te vrijednosti pri kojima je aktivnost najveca su:

temperatura u iznosu od 55°C 1 pH 4,5 (Farinas i sur., 2010).

U usporedbi s rezultatima odredivanja aktivnosti celulaze u otopinama supstrata celuloze i lista
masline, moZemo zakljuciti da je aktivnost veca ako je supstrat Cist (tablice 4, 51 9). Odnosno
ostale komponente lista masline utjeCu na aktivnost celulaze u hidrolizi celuloze do glukoze.
Utjecaj ¢vrste komponente moze biti i1 posljedica vezanja dijela enzima na ¢vrstu komponentu
(Tian 1 Shi, 2014).Takoder aktivnost celulaze vec¢a je u puferu odnosno povecava se povecanjem

aktivnosti enzima s 10 U/mg na 50 U/mg (tablica 9).

KoriStenje enzima za degradaciju komponenata stani¢ne stijenke prije odabrane metode
ekstrakcije povecava se iskorisStenje ekstrakcije (Tablica 10). Iz rezultata odredivanja ukupnih
fenola iz lista masline vidljivo je da maseni udio celulaze od 1% u otopini za provodenje
ekstrakcije znatno povecava njeno iskoriStenje, u odnos na ekstrakcije provodene u otapalima bez
enzima. Sli¢ne rezultate su postigli Hosin 1 sur. (2013) koji su provodili ekstrakciju po Clevengeru
iz timijana 1 ruZmarina, u ¢ije su reakcijske smjese prethodno dodani celulaza i/ili hemicelulaza.
Iz dobivenih rezultata zakljuc¢eno je da su ekstrakcije provodene uz prethodni enzimski pred
tretman imale veci prinos. Kod ekstrakcije etericnih ulja iz timijana, najveci prinos je dobiven kod

koriStenja smjese hemicelulaze 1 celulaze. A kod ekstrakcije eteri¢nih ulja iz ruZmarina najveci

24



prinos je uocen pri koriStenju same hemicelulaze. Takoder se pokazalo da koristenje enzima kao
pred tretman prilikom ekstrakcije bioaktivnih spojeva nema utjecaj na kvalitetu ekstrakta, ve¢ na

koli¢inu odredenih spojeva u ekstraktu (Hosin 1 sur., 2013; Boulila i sur., 2015).

25



6. ZAKLIJUCCI

Na temelju rezultata izvedeni su sljede¢i zakljucci:

1. KoriStena metoda je prikladna za odredivanje aktivnosti celulaze, ksilanaze i1 pektinaze na
temelju koli¢ine oslobodenih Sec¢era odredenih pomoc¢u DNSA.
2. Kompleksni supstrati imaju negativan utjecaj na aktivnost celulaze.

3. KoriStenjem celulaze znacajno se povecala efikasnost ekstrakcije fenola iz lista masline.
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