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SAZETAK

Enzimi se dodaju krmnim smjesama radi povecanja probavne
sposobnosti Zivotinja, razgradnje specifi¢nih polisaharida, ovojnica biljnih
stanica i bjelan&evina, te razgradnje antinutritivnih tvari. Primjena enzima
odraZava se u pobolj$anju nutritivne vrijednosti krmnih smjesa, a rezultat je
povecéana produktivnost i ekonomi¢na proizvodnja mesa.

Multienzimski pripravak sadrzi B-glukanazu, o-amilazu i alkalnu
proteinazu te pratece enzime celulazu, ksilanazu i neutralnu proteinazu.
Pojedini enzimi dobiveni su biosintetskim putem pomoc¢u mikroorganizama
Aspergillus niger i Bacillus subtilis, a njihovi pradkasti oblici umijeSani su u
multienzimski pripravak za dodatak krmnim smjesama.

Enzimske aktivnosti su pracene pouzdanim analitickim metodama
tijiekom biosinteze pojedinih enzima izdvajanja enzima iz fermentiranih
podloga, prevodenja u praskasti oblik i kontroli gotovog pripravka. B-glu-
kanazna aktivnost odredivana je analizom reducirajuéih ugljikohidrata po
metodi Somogyi-Nelson nakon hidrolize R-glukana je€ma, a-amilaza
odredivana je metodom "dekstrinizacije" topljivog Skroba (Px metoda), a
alkalna proteinaza metodom razgradnje kazeina (Delft metoda).

Analiticko odredivanje aktivnosti enzima u krmnim smjesama otezano
je zbog relativno malih koncentracija pojedinih enzima (do 0,1%) i velikog
sadrzaja ugljikohidrata i aminokiselina. Alkalna proteinaza odredivana je
standardnom metodom, ali za enzime B-glukanazu i a-amilazu razvijene su
nove gel difuzijske metode odredivanja. Analiti€kom kontrolom svih faza
proizvodnje multienzimskog pripravka kao i skladiStenja omogudeno je
ostvarivanje dobrih reproducibilnih rezultata u hranidbi Zivotinja.

uljarica (suncokret, soju) uz dodatak aminokiselina,
vitamina i minerala.

Industrijska proizvodnja stoCne hrane za uzgoj

smislu

Zivotinja postavlja visoke zahtjeve u
kakvoce, profitabilnosti, iskoristivosti i primjenjivosti.
NajceS¢a hrana za tov domacih Zivotinja sadrZi
Zitarice (kukuruz, jeCam, pSenicu, zob) i safme
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Enzimi u multienzimskom pripravku su prirodni
katalizatori bjelanéevinaste grade, a dobiveni su
biosintezom pomodéu mikroorganizama Aspergillus
niger i Bacillus subtilis te njihova primjena u
hranidbi Zivotinja nema negativni utjecaj na okolis.
Dodatak enzima krmnim smjesama omogucduje
povecanje probavne sposobnosti Zivotinja (Mul i
Bonte, 1995.), bolju razgradnju specifiénih
polisaharida, ovojnica biljnih stanica i bjelandevina
(Huyghebaert, 1995.) te antinutritivnih tvari i
hranjivih sastojaka, nize hranidbene vrijednosti,
odnosno  probavljivosti.  Kinetika probave i
apsorpcija Skroba, bjelancevina, lipida, neskrobnih
polisaharida (Non Starch Polysaccharides-NSP) i
proizvodnja bio aktivnih mono i oligomera vazan je
parametar u odredivanju ukupnog uéinka enzima
(Mul i Bonte, 1995.). Primjena enzima pri uzgoju
Zivotinja omogucuje poveéanu produktivnost i
ekonomicniju proizvodnju mesa.

Proizvodnja enzima (tijek biosinteze, izdvajanje,
iz faze fermentiranih podloga, prevodenje u
praskasti oblik), kao i priprava multienzimskog
pripravka (MEP-a) podvrgnuti stalnom analiti¢kom
pracenju kakvoce i uklju¢uje se u model integralnog
sustava osiguranja kakvocée u tvornici Pliva. Taj se
sustav poceo razvijati ve¢ 1935. godine podevsi od
prvog analitickog laboratorija do danasnjeg ZOJ
Osiguranja kvalitete (1989.). Godine 1980. uvode
se u poslovanje Plive principi Dobre proizvodacke
prakse (DPP), te na uzorima iz Europske eko-
nomske zajednice i ameri¢ke regulative uspostav-
lien je 1992. godine "Plivin model integralnog
sustava osiguranja kvalitete" u proizvodnji far-
maceutskih sirovina i lijekova. Cilj je tog sustava
osigurati kakvoéu rada u svim poslovnim funk-
cijama koje su uklju¢ene u bilo koju fazu nastajanja
i zivota proizvoda, a predstavlja strateki éimbenik
konkurentnosti (Smojver 1995.). Postupkom kon-
trole omoguéena je priprava konaénog proizvoda s
toéno zadanom kakvocdom, §to je potvrdeno u
pokusima tova pilica i prasadi (Branka Markovié
Devéi¢ i sur., 1995.).

ENZIMI

Multienzimski pripravak (MEP) namijenjen
hranidbi domacih Zivotinja sadrzi enzime koji su
proizvedeni biosintezom vlastitim postupcima u
tvornici Pliva i to B-glukanazu, a-amilazu i alkalnu

proteinazu te prate¢e enzime celulazu, ksilanazu i
neutralnu proteinazu. Svi su ovi enzimi u
multienzimskom pripravku u pragkastom obliku.

B-glukanaza, enzim iz grupe hidrolaza, dobiva
se biosintezom pomoéu mikroorganizma Asper-
gillus niger u submerznom uzgoju. Razgraduje
linearne polisaharide p-glukane gradene od glu-
koznih jedinica povezanih 1,3 i 1,4 R-D-glukozidnim
vezama. U zitaricama (je¢am, pSenica, raz, zob) se
B-glukan nalazi u stani¢noj stijenci endosperma
zrna. Razgradnjom R-glukana jeEma nastaju
glukoza, celobioza, laminaribioza, fruktoza i vigi
oligosaharidi, koji se mogu odrediti metodom
tankoslojne kromatografije na silikagelu (Suzana
Joveva i sur., 1985.). Razgradnjom endosperma
zrna omogucen je amilazama i proteinazama laksi
pristup do Skrobnih zrnaca i bjelangevinastog dijela
zrna (Petterson i Aman, 1989.).

o-amilaza je enzim koji takoder spada u
skupinu hidrolaza, a dobiva se biosintezom pomo¢éu
mikroorganizma Bacillus subtilus u submerznom
uzgoju. Razgraduje 1,4 a-D-glukozidne veze u
Skrobu i Skrobnim sirovinama stvarajuéi topljive
oblike oligosaharida, dekstrina i reducirajuée
ugljikohidrate (maltoza) te na taj nadin poveéava
hranjivu i energetsku vrijednost hrane (Ferket,
1996.). Produkti hidrolize odredivani su kao
reducirajuéi  ugljikohidrati fericijanid metodom
prema Hoffmanu (Hoffman, 1937.).

Alkalna proteinaza spada u grupu proteolitickih
enzima i takoder se dobiva biosintezom pomoéu
mikroorganizma Bacillus subtilus, u submerznom
uzgoju. Razgraduje peptidne veze biljnih i Zivotinj-
skih bjelan¢evina do peptida i aminokiselina, koji se
lakSe resorbiraju u crijevnoj sluznici, te se na taj
nacin povecava probavna sposobnost Zivotinja
(Ferket, 1996.). Razgradnja je¢ma s alkalnom pro-
teinazom do endopeptidaza, egzopeptidaza, dipep-
tidaza i aminokiselina pra¢ena je odredivanjem
nastalog a-amino duSika (Sanger, 1945.) koji je
mijerilo stupnja konverzije bjelan¢evina.

ANALITICKE METODE

Analiticko odredivanje aktivnosti enzima tijekom
proizvodnje MEP-a

Enzimi mogu biti u tekuéem ili krutom
(praskastom) obliku i njihove se enzimske aktivnosti
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odreduju pouzdanim analitickim metodama. Pozna-
to je da se enzimi tijekom primjene deaktiviraju, Sto
ovisi o temperaturi, pH vrijednosti, koncentraciji
supstrata ili nekim drugim ¢imbenicima. Da bi se
izbjegao utjecaj deaktivacije na rezultate kod ana-
litiskog odredivanja aktivnosti enzima, izvodenje
reakcija se propisuje kod znatno nizih temperatura
od optimalne uz kratko vrijeme inkubacije (Markovi¢
i sur., 1989.). Kod primjene enzima u realnim uvje-
tima hranidbe Zivotinja takoder dolazi do gubitka
dijela enzima. Doze enzima koje su utvrdene na
osnovi pokusa hranidbe Zivotinja, tako su odmjere-
ne da taj gubitak ne utje€e na njihovu uginkovitost.

B-glukanaza

Postupak odredivanja R-glukanazne aktivnosti
ukljuéuje  hidrolizu  jeémenog B-glukana i
odredivanje nastalih reducirajuéih ugljikohidrata.
Prikladno razrijedeni uzorak enzima inkubira se 30
minuta u 0,5%-tnoj otopini R-glukana u 0,056 M
fosfat-citrat puferu pH 5,0 pri 30° C. Reakcija se
zaustavlja dodatkom bakrenog reagensa (Somogyi,
1952.), a reducirajuéi ugljikohidrati izraZzeni kao
glukoza odreduju se Nelsonovom metodom
(Nelson, 1944.). Istovremeno se odreduju i
reducirajuéi ugljikohidrati u enzimskoj otopini slijepe
probe. Razlika sadrzaja reducirajucih ugljikohidrata
nastalih hidrolizom i slijepe probe uzorka pred-
~ stavlja mjeru B-glukanazne aktivnosti. Alternativno,
aktivnost je odredivana i na automatskom
analizatoru (TRAACS 800 tvrtke Bran+Luebbe,
Njemacka).

Definicija jedinice:

Jedna jedinica B -glukanaze je ona aktivnost
enzima koja pod uvjetima odredivanja katalizira

oslobadanje reducirajuéih ugljikohidrata izraZzenih
kao glukoza, brzinom od 1 pmol min™.

a-amilaza

a-amilazna aktivnost odreduje se modificiranom
S.K.B. metodom (Sandstedt i sur., 1939.; Anon,
1972.). Odredivanje se osniva na brzini razgradnje
topljivog Skroba do graniénih dekstrina. Uzorak
enzima se inkubira u 1,82%-tnoj otopini Skroba u
fosfatnom puferu pH 6,0 pri 30° C uz povremenu
kontrolu uzorka s J,-KJ reagensom i mjerenjem
ekstinkcije kod 617 nm. Interpolacijom se odredi
vrijeme kod kojeg ekstinkcija iznosi 0,800 (vrijeme

"dekstrinizacije"), a na osnovi tog vremena izracuna
enzimska aktivnost. Alternativno, aktivnost je odre-
divana i na automatskom analizatoru (TRAACS 800
tvrtke Bran+Luebbe, Njemacka).

Definicija jedinice:

Pripravak ima aktivnost od 1 Xs j g" kada 250
mg pripravka reagira s 1 g suhe teZine Skroba u
ukupnom volumenu od 55 mL pri temperaturi od 30°
C, kod pH 6,0 tako da je "dekstrinizacija" postignuta
u 15 minuta.

Alkalna proteinaza

Proteinazna aktivnost u alkalnom podrugju
odreduje se metodom razgradnje kazeina prema
Delft-u (Anon.: 1967.). Uzorak se inkubira 30
minuta pri 40°C uz kazein kao supstrat u tris puferu
pH 8,5, a tijekom hidrolize supstrat se razgraduje
na manje fragmente. Reakcija se zaustavlja
dodatkom trikloroctene kiseline koja talozi neraz-
gradeni kazein i njegove vece fragmente. Talog se
uklanja filtriranjem, a koncentracija u trikloroctenoj
kiselini topljivih fragmenata mjeri se kod 280 nm.
Alternativho, aktivhost je odredivana i na
automatskom analizatoru (TRAACS 800 tvrtke
Bran+Luebbe, Njemacka).

Definicija jedinice:
Pripravak ima proteoliticku aktivnost od 1000 j
g' ako 1 mL 2% otopine enzimskog pripravka pod

uvjetima odredivanja aktivnosti daje razliku opticke
gustoce glavne i slijepe probe 0,400.

Analiticko odredivanje aktivnosti enzima u
krmnim smjesama

Multienzimski pripravak umijeSa se u krmnu
smjesu u koncentraciji od 0,1% (1 kg na 1000 kg).
Dok se alkalna proteinaza moze odrediti stan-
dardnom metodom, odredivanje enzima R-glu-
kanaze i a-amilaze u tako pripremljenim krmnim
smjesama bitno je otezano ili je nemoguée izvoditi
standardnim metodama zbog relativno malih kon-
centracija enzima i velikog sadrzaja ugljikohidrata i
aminokiselina. Za odredivanje ovih enzima pri-
mjenjuju se gel-difuzijske metode.

Enzimski supstrati se otapaju ili suspendiraju u
mediju pogodnom za stvaranje gela kao $to su agar
ili zelatina. U rupice izbuSene u gelu stavija se
otopina enzima te nakon difuzije i hidrolize
supstrata otkrivaju zone gdje se odvijala enzimska
hidroliza. Za utvrdivanje aktivnosti pojedinih
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uzoraka enzima potreban je standard koji se nanosi
u nekoliko razli¢itih koncentracija. Mjerenjem zona i
njihovim usporedivanjem sa standardom odreduju
se aktivnosti nepoznatih uzoraka.

a-amilaza

a-amilazna aktivnost odreduje se na principu
difuzije otopine o-amilaze i hidrolize &kroba na
Skrob-agarnim plo¢ama. Gel sadrzi 2% agara, 1%
Skroba, 0,05% CaCl2 i 0,6% NaCl. Rastaljeni gel se
razlije na ploCe za bioloSku titraciju tako da debljina
sloja iznosi 3-4 mm. U izbuSene rupe promjera 7
mm i medusobno udaljene 40 mm pipetiraju se
otopine standarda a-amilaze aktivnosti 10* do 1 Xs
j mL", a u preostale rupe otopine nepoznatih uzo-
raka. Difuzija i hidroliza traju nekoliko sati pri 37 °C,
a nakon toga se plo¢a prelije reagensom J2-KJ.
Nerazgradeni $krob oboji se tamno plavo, a zona
razgradenog Skroba ostaje bezbojna. Iz izmjerenih
promjera zona i koncentracija standarda nacrta se
bazdarna krivulja, koja sluzi za izra-Gunavanje
aktivnosti nepoznatih uzoraka. (Slika 1.)

B-glukanaza

R-glukanazna aktivnost odreduje se na principu
difuzije otopine enzima i hidrolize R-glukana na R-
glukan-agarnim plo€ama. Gel sadrzi 2% agara i
0,5% R-glukana u 0,05 M fosfat-citrat puferu pH
5,0. U sloju gela debljine 4 mm izbuse se rupe
promjera 9 mm u koje se pipetira 0,05 mL
razrijpdenog enzima. Otopine standarda R-
glukanaze prireduju se u koncentracijama 10? do 1
j mL". Nakor 4 sata difuzije i hidrolize pri 40° C,
ploce se preliju s 0,2%-tnom otopinom kongo-
crvene boje. Nerazgradeni R-glukan se oboji
crveno, a razgradeni R-glukan ostaje bezbojan. Iz
izmjerenih promjera zona i uz pomo¢ baZdarene
krivulie  standarda izraunava se enzimska
aktivnost uzorka (Slika 2.).

Celulaza

Celuloliticka aktivnost odreduje se suspendira-
njem 0,5% plavo obojene mikrokristaliniéne
celuloze (remazolbrilant plavi avicel) u citrathom
puferu pH 5,0 uz dodatak 2% agara. Prilikom
hidrolize obojene mikrokristaliniéne celuloze kroz

16 sati pri 50° C oslobada se plava boja. Veligina
plavih zona oko mjesta dodavanja celulaza ovisi o
enzimskim aktivnostima uzorka. Mjerenjem plavih
zona razgradene celuloze uz pomoé baZdarne
krivulje standarda u koncentracijama 1 do 10 j mL",
izraCunavaju se enzimske aktivnosti nepoznatih
uzoraka. (Slika 3.).

Primijenjene gel-difuzijske metode na ploéama
za odredivanje R-glukanaze i a-amilaze prikazane
su na slikama 1 i 2. Metode su relativno
jednostavne, ne traju dugo, ali ne daju toliku
to¢nost kao standardne metode. Na slici 3 takoder
je prikazano odredivanje enzima celulaze
primjenom gel- difuzijske metode.

Slika 1. Odredivanje koncentracije enzima o-ami-
laze u krmnoj smjesi na Skrob-agarnoj ploéi.

- plava boja: nerazgradeni §krob

- bijela zona: $krob razgraden s a-amilazom
1. standard a-amilaze 1 Xs mL"

2. krmna smjesa (1 kg MEP-a na 1000 kg)
3. MEP

4. krmna smjesa bez dodatka enzima

Fig. 1. Determining a-amylase concentration in the
feedstuff on the starch-agar plate.

- blue colour: undegraded starch

- white zone: starch hydrolysed using a-amylase
1. standard a-amylase 1 Xs mL-"

2. feedstuff (1kg MEP on 1000 kg)

3. MEP

4. feedstuff without enzymes
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Slika 2. Odredivanje koncentracije enzima 8-
glukanaze u krmnoj smjesi na B-glukan-agarnoj
ploci.

- crvena boja: nerazgradeni R-glukan

- bijela zona: R-glukan razgraden s R-glukanazom

1. krmna smjesa bez dodatka enzima

2. krmna smjesa (1 kg MEP-a na 1000 kg)

3. standard R-glukanaze 0,1 j mL"

4. standard B-glukanaze 1 j mL"

Fig. 2. Determining B-glucanase concentration in
the feedstuff on the B-glucan-agar plate.

- red colour: undegraded R-glucan

- white zone: R-glucan hydrolysed using R-glucanase
1. feedstuff without enzymes

2. feedstuff (1 kg MEP on 1000 kg)

3. standard R-glucanase 0,1 j mL"

4. standard B-glucanase 1jmL"

Slika 3. Odredivanje koncentracije enzima
celulaze na agarnoj ploci s plavo obojenom

mikrokristalinicnom celulozom.

- bijela podloga s plavim zrncima: nerazgradena obojena
celuloza u agaru

- plava zona: celuloza razgradena s celulazom
1. celulaza 1 FPj mL"

2. celulaza 2 FPj mL™

3. celulaza 5 FPj mL"

4. celulaza 10 FPj mL"

Fig. 3. Determining cellulase concentration in the
feedstuff on the blue microcristalline cellulose-
agar plate.

- white transparent medium with blue grains: undegraded
coloured cellulose in agar

blue zone: cellulose hydrolysed using cellulase
1. cellulase 1 FP jmL"

2. cellulase 2 FP jmL"

3. cellulase 5 FP jmL"

4. cellulase 10 FP jmL"

Primijenjene analititlke metode za kontrolu
kakvoée pripravka jednostavne su i relativno brze i
za primijenjene uvjete rada dobre. Uz te metode
primijenjene su i druge analiticke metode za
odredivanje nastalih proizvoda hidrolize, koji su bili
pokazatelj u€inkovitosti enzima. Na tablici 1 dan je
prikaz proizvodnje multienzimskog pripravka i
primijenjenih analiti¢kih metoda u kontroli enzimskih

aktivnosti po fazama i operacijama. Analitickom
kontrolom svih faza proizvodnje kao i skladistenja
multienzimskog pripravka omogudéeno je
ostvarivanje dobrih reproduktivnih rezultata u
hranidbi Zivotinja. Rezultati pokusa su potvrdili da je
upotreba Plivinog multienzimskog pripravka (MEP-
a) opravdana, a prema podacima u literaturi moze
se svrstati u sam vrh djelotvornosti.
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Tablica 1. Prikaz proizvodnje multienzimskog pripravka i primjene analitickih metoda odredivanja

enz

imskih aktivnosti

Table 1. Presentation of the multienzymatic preparation production and the application of enzyme activity

analytical methods
Primjenjivanje odredivanja enzimske aktivnosti
Faza postupka Operacija B-glukanaza a-amilaza alkalna proteinaza
stand. el difuz. | stand. el difuz.
metoda gmetoda metoda gmetoda stand. metoda
Biosinteza pomocu Fermentacija
mikroorganizama: + + +
A. niger, B. subtilis
Priprema preparata Filtracija Ultrafiltracija
za dobivanje Uparavanje + + +
praskastog oblika Konzerviranje
Dobivanje praskastog | Su$enje raspriivanjem
enzima Homogenizacija + + +
Pakiranje Skladistenje
UmijeSanje enzima u | UmijeSanje . + .
biljni nosaé Skladistenje
UmijeSavanje MEP-a | UmijeSavanje + + +
u sto€nu hranu Skladistenje
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. Gros, S. Gamulin, Branka Markovié-Dev&ié, I. Markovi¢, D. Markovi¢, Lina Bagar-Huskic, N. Vrane&i¢: KONTROLA KAKVOCE MULTIENZIMSKOG PRIPRAVKA

SUMMARY

The enzymes are added into the feedstuffs to advance the animal digestive capacity, the
degradation of specific polysaccharides, plant cell membranes and proteins. They also degrade so-
called antinutritive factors and nutritive stress factors. The enzyme use increases the feedstuff
nutritive alue and also results in increased productivity and economical meat production.

The multienzymatic preparation contains enzymes: B-glucanase, o-amylase and alkaline
proteinase with accompanied cellulase xylanase and neutral proteinase activities. Some enzymes
are obtained biosyntheticaly microorganisms Aspergillus niger and Bacillus subtilis and their
powder forms are mixed into the multienzymatic preparation for to be added into the feedstuffs.
The enzyme activities are accompanied by reliable analytical methods during enzyme biosynthesis,
the isolation from fermentation broths, preparation of the powder forms and the quality control of
the final preparation.

R-glucanase activity is determined by reducing sugar analysis applying the Somogyi-Nelson
method after barley R-glucan hydrolysis. a-amylase activity is determined using the soluble starch
"dextrinisation" method (Px method) and alkaline proteinase is determined by the casein hydrolysis
method (Delft method).

Enzyme activities added into the feedstuffs are difficult to analyze because of low enzyme
concentrations (0,1%) and high carbohydrate and amino acid contents. Alkaline proteinase can be
determined by the standard method but for the enzymes R-glucanase and a-amylase new gel-
diffusion methods are developed. Analytical quality control of all phases in the multienzymatic
preparation production and storage period enabled good reproducible results in animal feeding.
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