SANJA Z. GRBAVCIC'
DEJAN |. BEZBRADICA'
IVANKA M. KARADZIG?
ZORICAD.
KNEZEVIG-JUGOVIC'

'Tehnolosko-metalurski fakultet,
2Univerzitet u Beogradu, Beograd
Medicinski fakultet, Univerzitet u
Beogradu, Beograd

NAUCNI RAD
UDK 661.185.6:66.097.3:579.841.1

DOI: 10.2298/HEMIND0904331G

DeterdZenti su kompleksne smeSe koje sadrZe po-
vrdinski aktivne materije (PAM), omeksivace, oksida-
cione agense i razlicite enzime. Kako svest o zadtiti zi-
votne sredine raste tako i formulacije deterdzenata koje
sadrZe enzime velikom brzinom zamenjuju konvencio-
nalne hemijske formulacije koje sadrze slabo razgrad-
ljive, korozivnei toksi¢ne materije [1].

Enzimi se smatraju ekoloski prihvatljivim aditivi-
ma jer su biodegradabilni, a kako se njihovom upotre-
bom povecava efikasnost ¢is¢enja, moguce je smanjenje
kolic¢ine agresivnih supstanci u formulacijama za ¢isc¢e-
nje kao i usteda energije jer se proces pranja moze vrsiti
pri nizim temperaturama[2].

Medutim, nisu svi enzimi pogodni za upotrebu u
formulacijama deterdZenata. Pored toga Sto njihova pro-
izvodnja mora biti ekonomi¢na, enzimi koji se koriste u
formulacijama deterdZenata morgju da budu stabilni u
prisustvu agenasa koji ¢esto imaju inhibitorno ili deakti-
virgjuée dejstvo. Takode, proces pranja se ¢esto vrs pri po-
viSenim temperaturama (iznad 40 °C) i u izrazito alkal-
noj sredini (pH 9-12) [3]. Proizvodati enzima su uspeli
daizoluju razlicite mikrobne producente enzima koji su
aktivni i stabilni pri navedenim temperaturnim i pH uslo-
vima. Pored toga, metode molekularnog inZenjeringa omo-
gucile su dobijanje enzima stabilnih u prisustvu izbelji-
vaca, omekSivacai drugih agresivnih supstanci [4].

U formulacijama deterdZenata se kao aditivi koriste
proteaze, lipaze, amilaze i celulaze [3]. Lipaze (EC
3.1.1.3) enzimi su koji katalizuju hidrolizu triglicerida
do glicerola, slobodnih masnih kiseling, di- i monogli-
cerida [5]. Natgj natin ovi enzimi razlaZzu masne fleke
do hidrofilnijih jedinjenja ¢ime se olakSava njihovo
uklanjanje. Komercijalno najvise upotrebljivan enzim
ove grupe Lipolase® (Novozymes) dobijen je primenom
tehnologije rekombinantne DNK. Druge komercijalne
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LIPAZE | PROTEAZE DOBIJENE IZ EKSTREMO-
FILNE Pseudomonas aeruginosa VRSTE KAO
ADITIVI U FORMULACIJAMA DETERDZENATA

Enzimi iz ekstremofilne Pseudomonas aeruginosa vrste pokazuju visoku stabilnost u
alkalnoj sredini §to ih ¢ini pogodnim za primenu u proizvodnji deterdZenata. U ovom
radu ispitana je aktivnost lipaza i proteaza dobijenih iz ove vrste u uslovima od
nacaja za industriju deterdZenata. Ustanovijeno je da u realnim uslovima pranja, oba
enzima zadrZavaju visoku aktivnost u prisustvu razlicitih povrSinski aktivnih materija i
oksidacionih agenasa. Takode, prisustvo nekih aditiva kao Sto su Tween® 20, Triton®
X-100, SDSi NaClO u pocetnoj fazi povecava lipoliticku aktivnost dok je povecanje
proteoliticke aktivnosti primeceno u formulacijama koje sadrZe Tween® 20 i Triton®
X-100. Nadalje, sama lipaza je ocuvala aktivnost u prisustvu nativnih proteaza to
upucuje na zakljucak da bi ovi enzZiimi zadrZali visoku efikasnost u formulacijama
deterdzenata i tokom procesa pranja/ciséenja.

lipaze, Luma Fast® i Lipomax® (Gist-Brocades), dobije-
ne su iz Pseudomonas spp. [6,7]. Proteaze se dodaju de-
terdZzentima radi pospeSenog uklanjanja mrlja na bazi
proteina kao §to su krv i neki tipovi hrane. Komercijalno
kori&teni enzimi ove grupe su serinske proteaze dobi-
jene iz razli¢itih Bacillus vrsta. Novo Industri A/S pro-
izvodi komercijalne enzimske preparate Alcalase® i Es-
perase”® iz Bacillus licheniformis vrste i Savinase” iz
alkalofilne Bacillus amyloliquefaciens vrste. Gist-Bro-
cades je proizvodat enzimskog preparata Maxatase”
(Bacillus licheniformis) [3]. Kako su proteaze najvise
koris¢eni enzimi u industriji deterdzenata, usled njiho-
vog dejstva moze do¢i do inaktivacije drugih enzima
Zbog toga je potrebno selektovati enzime manje podloz-
ne proteolizi i preduzeti razli¢ite mere njihove zastite.

U prethodnim istraZivanjima proizvedene su i oka
rakterisane lipaza i proteaza iz ekstremofilnog Pseudo-
monas aeruginosa soja [8,9]. Ova mikroorganizam izo-
lovan je iz izrazito akane emulzije (pH 10) koris¢ene
kao mazivo pri se¢enju i obradi metala. 1zolovana eks-
tracelularna lipaza je pokazala izuzetna svojsva i poten-
cijal za razlicite biotehnoloske primene. Naime, tempe-
raturni i pH optimum ove lipaze su 70 °C i 11, redom, a
sam enzim je stabilan u Sirokom opsegu pH vrednosti
(pH 4,0-11,5) [9]. Pored toga, ova bakterijska vrsta is-
tovremeno proizvodi i ekstracelularne proteaze &o je
¢ini izrazito atraktivnom vrstom bakterija za dobijanje
aditiva za upotrebu u industriji deterdZenata [8]. Nada-
lje, ove enzime je moguce dobiti fermentacijom u jef-
tinoj podlozi i pri blagim uslovima[10].

U ovom radu, enzimi dobijeni iz P. aeruginosa vr-
ste su ispitani sa aspekta eventualne primene u detrdzen-
tima. Efekat razlicitih surfaktanata i oksidujucih mate-
rijaje pracen u odgovarajuc¢em vremenskom periodu ke
ko bi se sagledao sveukupan efekat ovih aditiva na sta-
bilnost i aktivnost lipazai proteaza.

EKSPERIMENTALNI DEO

Sirovi enzimski preparat dobijen je uzgajanjem
Pseudomonas aeruginosa u podlozi sledeceg sastava
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pepton | (10 g dm®), ekstrakt kvasca (5 g dm™) i NaCl
(5 g dm™). Fermentacija je vrena u erlenmajerovim su-
dovima zapremine 500 ml na 30 °C uz meSanje (250 o
min™). Nakon tri dana, dobijena fermentaciona teznost
je centrifugirana tokom 10 minuta pri brzini od 10 000 o
mint kako bi se uklonile bakterijske éelije. Ovako
dobijena fermentaciona te¢nost smatrana je sirovim en-
zimskim preparatom i koris¢ena u ispitivanjima relevan-
tnim zaindustriju deterdZenata.

Pocetna lipoliticka aktivnost je odredena p-nitrofe-
nil-palmitathom metodom [9]. Supstrat je pripremljen
meSanjem 30 mg p-nitrofenil-palmitata sa 10 ml izopro-
panola. Aktivnost je ispitanana 37 °C tako $to se 100 pl
uzorka meSalo sa 810 pl 0,05 M Sorensenovog fosfat-
nog pufera (pH 8,00). Ovako razblazeni uzorak (910 ul)
dodat je supstratu (90 pl) direktno u kiveti spektrofoto-
metra. Aktivnost je merena pracenjem promene apsor-
bancije u toku prva 3 min reakcije na 410 nm. Jedinica
enzimske aktivnosti (IU) definisana je kao koali¢ina en-
zima koja oslobada 1 pmol p-nitrofenola po minuti (¢ =
=15001 mol™ cm™) pri opisanim uslovima.

Da bi se ispitala aktivnost lipaza i proteaza u pri-
sustvu razli¢itih aditiva, sirovi enzimski preparat je raz-
blaZen puferom u odnosu propisanim prethodno opisa
nom metodom za odredivanje lipoliticke aktivnosti. U
pufer je prethodno dodata odgovaragjuca koli¢ina povr-
Sinski aktivnih materija (oksidacionih agenasa) tako da
je finalna koncentracija ovih aditiva u ispitivanoj smesi
sirovog enzimskog preparata, pufera i PAM-a (oksida
cionog agensa) iznosila 2% (w/v ili v/v). Natrijum do-
decil benzol sulfonat (SDBS) i natrijum dodecil sulfat
(SDS) su koristeni u finanoj koncentraciji od 0,1%
(w/v). Takode, lipoliticka aktivnost je ispitana i u pri-
sustvu 2% (w/v) razlicitih komercijalnih deterdzenata
koje proizvodi Midra Eko, Srhija.

Istovremeno je u svim slu¢ajevimaraden i kontrol-
ni uzorak, pripremljen na isti nagin, razblazenjem siro-
vog enzimskog preparata puferom, ali bez dodatka adi-
tiva. Aktivnost enzima u prisustvu ispitivanih aditiva je
preracunata u odnosu na kontrolni uzorak koji je uzet
kao 100%.

Eksperimenti su izvedeni u termostatiranom vode-
nom kupatilu sa meSanjem (120 o min™®) na temperaturi
od 30 °C u toku 2,5 sata.

Na svakih pola sata vadeni su uzorci u kojima je
odredena lipoliticka aktivnost spektrofotometrijskom
metodom dodatkom rastvora p-nitrofenil-palmitata u
izopropanolu u odgovaraju¢em odnosu.

Proteoliti¢ka aktivnost je odredivana nakon jednog
sata na osnovu reakcije hidrolize kazeina prema odgo-
vargjucoj literaturi [11]. Jedinica enzimske aktivnosti (1U)
proteaza je definisana kao koli¢ina enzima koja osloba
da 1 pmol tirozina u minuti pri opisanim uslovima[11].
Relativna proteoliticka aktivnost je preracunata u
odnosu na kontrolni uzorak koji je uzet kao 100%.
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PRIKAZ REZULTATA

U radu je ispitan utica] nekoliko anjonskih i ne-
jonskih povrsinski aktivnih materija nalipoliticku i pro-
teoliticku aktivnost sirovog enzimskog preparata. Medu
ispitivanim surfaktanitima su i natrijum dodecil benzol
sulfonat (SDBS) i natrijum dodecil sulfat (SDS) koji se
smatraju nagjagresivnijim agensima u formulacijama de-
terdZzenata i koji pokazuju snazno deaktiviragjuce dejstvo
na enzime. Takode, ispitane su i razli¢ite komercijalne
nejonske povrsinski aktivne materije na bazi estara poli-
alkohola koje se koriste u modernim formulacijama de-
terdZenata.

U pocetnim ispitivanjima je utvrdena visoka en-
zimska aktivnost dobijene fermentacione te¢nosti. Na-
ime, pocetna lipoliticka aktivnost iznosila je oko 6400
IU dm?, dok je utvrdena aktivnost proteaza iznosila
18,8 IU cm™. Kako je inaktivacija lipaza proteazama
jedan od osnovnih problema lagerovanja deterdZenata
koji sadrZe enzime, prvi eksperimenti su se odnosili na
utvrdivanje gubitka aktivnosti lipaze usled proteolize.
Utvrdeno je da ¢uvanjem na sobnoj temperaturi u toku
24 ¢asa, sirovi enzimski preparat zadrZava vise od 80%
pocetne lipoliticke aktivnosti ukazujuéi na moguénost
kori&tenja oba dobijena enzima u formulacijama deter-
dZenata.

Drugi set eksperimenata obuhvatio je ispitivanje
aktivnosti lipaza i proteaza u prisustvu anjonskih i ne-
jonskih povrsinski aktivnih materija, kao i razlicitih ok-
sidujucih agenasa.

Na dlici 1 prikazan je uticg razli¢itih povrSinski
aktivnih materija i oksidacionih agenasa na aktivnost
lipaza dobijenih iz Pseudomonas aeruginosa. Na dlici
1b prikazana je aktivhost kontrolnog uzorka (bez do-
datka PAM-ova ili oksidacionih agenasa). Aktivnost
kontrolnog uzorka je preratunata u odnosu na aktivnost
kontrolnog uzorka u trenutku razblaZenja koja je uzeta
kao 100%. Proteoliticka aktivhost, odredena pri istim
uslovima nakon sat vremena, data je u tabeli 1.

Takode, jedan od ciljeva ovog rada je ispitivanje
dobijenih enzima u uslovima od realnog znatgja za
eventualnu primenu. Tako je ispitana kompatibilnost
dobijene lipaze sa komercijalnim hemijskim deterdzen-
tima. Rezultati ovog ispitivanja su prikazani naslici 2.

DISKUSIJA

Kao &to se sa dlike l1a vidi, jonske povrSinski ak-
tivne materije ve¢ u malim koncentracijama snazno de-
aktivirgjuce deluju na aktivnost lipaza. Tako, u prisus-
tvu SDBS enzim ve¢ u prvih pola sata gubi oko 80%
aktivnosti u odnosu na kontrolni uzorak.

S druge strane, dodatak SDS-a je imao drugtije
dejstvo na aktivnost lipaze iz P. aeruginosa, u odnosu
na SDBS, pa je u pocetnoj fazi primeteno i povecanje
aktivnosti (~104% nakon pola sata) u prisustvu ovog
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Sika 1. a) Uticaj povrSinski aktivnih i oksidujuéih materija na aktivnost lipaze u funkciji vremena na 30 <C; b) aktivnost kontrolnog

uzorka u funkciji vremena na 30 <C.

Figure 1. a) The effect of surfactants and oxidazing agents on lipase activity as a function of time at 30 <C; b) control activity asa

function of time at 30 <C.

surfaktanta. Medutim, nakon povetanja aktivnosti lipa-
ze u prisustvu SDS-a, dolazi do naglog pada (nakon jed-
noc¢asovne inkubacije u prisustvu ovog surfaktanta, za-
drZana je aktivnost lipaze od oko 40%). Ovo se moze
protumaciti tako da se u toku prvih 10 min povetava
fleksibilnost supstrat vezujuceg/aktivnog mesta enzima,
pa time i njegova aktivnost, a zatim kako enzim dejs-
tvom SDS-a sve viSe gubi nativnu konformaciju, dolazi
i do gubitka njegove aktivnosti. Dodatak nejonskih surf-
aktanata (Tween® 20 i Triton® X-100) takode je poka-
Zao potitivan uticaj na aktivnost lipaza u po¢etnom pe-
riodu inkubacije enzima. Tako je nakon sat vremena,
aktivnost lipaza u prisustvu Triton-a® X-100 iznosila
gak 129,7% dok je dodatak Tween-a® 20 u manjoj meri
aktivirao ova enzim (100,4%). Kako je nativni enzim
bio stabilan u toku prvih 60 min, ova pozitivan uticg
navedenih surfaktanata se moze objasniti aktivacijom
enzima. Tako, moguce je da jonske interakcije izmedu
polarne glave SDS-a i enzima imaju ulogu u aktivaciji,
dok nejonski surfaktanti slabo reaguju sa enzimom us-
led nedostatka doprinosa elektrostatickih sila. Sumira-
ju¢i objavljene podatke, pretpostavlja se da izmedu la
naca etilen oksida ngjonskih PAM i molekula enzima
dolazi do stvaranja vodoni¢nih veza, $to za posedicu
ima povecanje konformacione fleksibilnosti u aktivnom
centru enzima [14]. Ovi rezultati ukazuju na to da do-
bijeni enzim ima bolje karakteristike od do sada ispita-
nih alkalnih lipaza kao i od komercijalno koris¢enog
preparata Lipolase®. Naime, literaturni podaci pokazuju
dau prisustvu 1% Triton-a® X-100, Tween-a® 20 i SDS-a,
Lipolase® nakon sat vremena zadrzava 67, 33 i 20% po-
cetne aktivnosti, redom [12]. Sa druge strane, lipaza do-
bijena iz naSeg soja P. aeruginosa snazno je inhibirana
dodatkom Tween-a® 80 i Triton-a® WR 1339 za koje je
pokazano da stimulisu aktivnost nekih mikrobnih lipaza
[13].

Tabela 1. Uticaj surfaktanata i oksidacionih agenasa na
aktivnost proteaza nakon sat vremena na 30 C

Table 1. The effect of surfactants and and oxidazing agents on
protease activity after 1 hour on 30

Povrsinski aktivna materija Relativna proteoliticka

(oksidacioni agens) aktivnost, %
Tween® 20 134,5
Tween® 80 31,03
Triton® X-100 140,3
Triton® WR 1339 86,21
SDBS 54,54
sDS 40,21
H,0, 63,64
NaClO 94,74

Pseudomonas aeruginosa lipaza je pokazala i dob-
ru aktivnost u prisustvu oksidacionih agenasa. Aktivnost
u prisustvu oksidacionih agenasa je vaZna osobina en-
zima koja se ostvaruje metodama usmerene evolucije i
proteinskog inZenjeringa [4]. Ispitivana lipaza je poka-
zala superiorne karakteristike u poredenju sa komerci-
janim lipolitickim aditivom Lipolase®, za koji je u lite-
raturi navedeno da zadrZava samo 33% aktivnosti u pri-
sustvu H,0,, odnosno 43% u prisustvu NaClO pri kon-
centracijama od 1% nakon sat vremena [12]. Naime,
nakon 100 min, u prisustvu 2% H,O, i NaClO, ispiti-
vana P. aeruginosa lipaza zadrzala je 137 i 90% aktiv-
nosti, redom. Aktivnost lipaze u prisustvu ovih aditiva
pokazuje interesantan trend: u pocetnoj fazi aktivnost
enzima je smanjena, nakon ¢ega dolazi do povecanja
aktivnosti lipaze. Kako je povetanje aktivnosti lipaze u
prisustvu vodonik-peroksida i natrijum-hipohlorita utvr-
deno u periodu inkubacije kada nativna lipaza gubi ak-
tivnost (kontrolni uzorak), ovaj pozitivan efekat oksida-
cionih sredstava moZe da bude posedica stahilizacije
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enzima oksidacionim sredstvima. Isto tako, moguce je
daje do porasta aktivnosti dodlo i usled gubitka oksida-
cione mo¢i H,O, i NaClO, koji dalje viSe ne uticu na
enzim. Moguce je da su ovom gubitku oksidacione moci
doprinele i komponente sirovog preparata enzima koje,
iako prisutne u tragovima, smanjuju oksidacionu mo¢
H,0, i NaClO od samog pocetka inkubiranja.
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Sika 2. Uticaj dodatka komercijalnih deterdzenata (2%) na
aktivnost lipaza u funkciji vremena na 30 <C.

Figure 2. The effect of commercial detergent formulations
(2%) on lipase activity as a function of time at 30 <C.

Prisustvo nekih komercijalnih hemijskih formula-
cija deterdzenata (2%) takode je povecalo lipoliticku ak-
tivnost (slika 2). Ekocidet®, komercijalna formulacija za
¢iséenje i dezinfekciju medicinskih instrumenata i povr-
Sina u zdravstvenim ustanovama, pod navedenim uslo-
vima uvecava pocetnu aktivnost lipaze za 84% u toku 3
h. Pod istim uslovima, formulacija za ¢iS¢enje rerni
Ekorer® poveéava aktivnost lipaze vige od 2,5 puta. U
literaturi je zabelezeno da komercijalni deterdzenti ¢ak i
pri malim koncentracijama, a usled sinergijskog inhi-
birgjuceg ili deaktivirgjuceg dejstva komponenti koje
sadrze, u velikoj meri umanjuju aktivnost komercijalnog
enzimskog preparata Lipolase®. Tako je otuvana aktiv-
nost ovog komercijalnog enzimskog preparata u prisus-
tvu 1% (w/v) komercijalnih deterdZzenata Ariel®, Whe-
el®, Surf Ultra® i Rin Supreme® nakon sat vremena bila
U opsegu 40-46%, dok je aktivnost alkalne lipaze iz Bu-
rkholderia cepacia vrste u prisustvu istih komercijalnih
deterdzenata bila 67, 80, 67, i 57%, redom [12].

Sirovi enzimski preparat pokazao je i znatajnu pro-
teoliticku aktivnost u prisustvu surfaktanata (tabela 1).
Tako je zabeleZeno da nakon jednocasovne inkubacije
pod navedenim uslovima, Tween® 20 i Triton® X-100
Znacajno povecavaju aktivnost proteaza (=134 i 140%,
redom). Sli¢an trend je primecen i kod drugih Pseudo-
monas spp. proteaza. Naime, u literaturi je zabelezeno
da je aktivnost proteaze Pseudomonas sp. JH1014 u
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prisustvu Tween-a 20 povecana za 5%, dok je u prisus-
tvu 2% Tritona-a X-100 ona iznosila 96% u odnosu na
kontrolni uzorak [15]. S druge strane, nasS sirovi enzim-
ski preparat je u vecoj meri inhibiran u prisustvu Tween-a
80 koji aktivira neke Pseudomonas spp. proteaze [16].
Takode, aktivnost u prisustvu SDS-a nije zanemarljiva,
tako je da nakon sat vremena ocuvano oko 40% proteo-
liticke aktivnosti. Ovi rezultatu su ohrabrujudi jer je u li-
teraturi zabelezeno da, u uslovima pod kojima su izvr-
Senataistrazivanja, SDS u vecoj meri inhibira proteaze
dobijene iz nekih pripadnika roda Bacillus ¢ije vrste se
komercijalno koriste za dobijanje proteaza za upotrebu
u industriji deterdZzenata[17].

ZAKLJUCAK

Enzimi dobijeni iz ispitane Pseudomonas aerugi-
nosa vrste su pokazali izuzetnu aktivnost u prisustvu
razli¢itih povrsinski aktivnih materija, oksidacionih age-
nasa i komercijalnih detrdzenata. Prisustvo nekih surf-
aktanata, kao &o su Tween® 20 i Triton® X-100, pove-
¢aojei lipoliticku i proteoliticku aktivnost ispitivanog
sirovog enzimskog preparata. Takode, primecena je i
Znacajna aktivnost oba enzima u prisustvu oksidacionih
agenasa. Sama lipaza je pokazala nepodlozZnost proteo-
lizi, &to ispitivani mikroorganizam &ini industrijski at-
raktivnim za dobijanje aditiva za formulacije deterdze-
nata.
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(Scientific paper)

Enzymes produced by indigenous Pseudomonas aeruginosa strain have
been subjected to research considering their potential application as deter-
gent additives. As previously noted, lipase produced by Pseudomonas ae-
ruginosa is highly akaline, thermostable and solvent tolerant. Further-
more, same strain exhibits both lipase and protease activity establishing
this lipase as potentially desirable component of enzyme-containing deter-
gents. Further research was carried out to investigate insusceptibility of
this lipase against coexisting native protease, several commercia surfac-
tants, oxidizing agents and commercial detergents. Lipases and proteases
remained highly active when incubated with severa different surfactants
and oxidizing agents under washing conditions. Moreover, presence of
surfactants and oxidizing agents such as Tween® 20 and Triton® X-100
initially augment lipase and protease activity. Additionally, crude lipase
preparation was insusceptible to coexisting native protease hence indica
ting possible storage stability. Overall, the remarkable properties of these

enzymes make them potential detergent additives.

Kljuéne reti: Lipaza e Proteaza e De-
terdZenti e Pseudomonas aeruginosa
Key words. Lipase e Protease e De-
tergent « Pseudomonas aeruginosa
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