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U radu je opisan postupak proèišæavanja enzima fumaraze (fumarat-hidrataza, EC 4.2.1.2) iz pe-
karskog kvasca. Stanice kvasca su razbijane s pomoæu tri metode: staklenim kuglicama, ultrazvu-
kom te kombinacijom ovih dviju metoda. Frakcioniranje proteina provedeno je taloÞenjem s
pomoæu amonijeva sulfata, a fino proèišæavanje gel-filtracijskom kromatografijom na kolonama
punjenim gelovima Sephadex G-50 i G-100. Primijenjenim tehnikama protein je proèišæen s
ukupnim iskorištenjem od pribliÞno 25 %. Provedena je kinetièka karakterizacija dobivenog enzi-
ma, te se pokazalo da su Michaelisove konstante za fumarnu i L-jabuènu kiselinu 5,52 i 2,00
mmol dm–3. Biotransformacija fumarne kiseline u L-jabuènu kiselinu katalizirana proèišæenom fu-
marazom provedena je u kotlastom reaktoru, gdje je postignuta ravnoteÞna konverzija 76,5 % fu-
marne kiseline. Razvijen je matematièki model procesa koji je dobro opisao eksperimentalne
podatke. Utvrðeno je da tijekom ovog eksperimenta dolazi do deaktivacije enzima. Brzina deak-
tivacije opisana je modelom reakcije prvoga reda. Procijenjena konstanta deaktivacije fumaraze
iznosi 0,0031 min–1.
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Uvod

Jabuèna kiselina je dikarboksilna kiselina, meðuprodukt u
ciklusu limunske kiseline, koja se upotrebljava u industriji,
medicini, kozmetici i svakodnevnom Þivotu.1 Aditiv je u
prehrambenim proizvodima: sredstvo za zakiseljavanje,
podešavanje pH,2 pojaèavanje arome3 te sprjeèavanje
obezbojenja prehrambenih proizvoda.4 Malat je sol jabuè-
ne kiseline i vaÞan biljni metabolit prisutan u svim tipovima
stanica5,6 gdje se moÞe akumulirati do koncentracija od 350
mmol dm–3. L-Jabuènu kiselinu i njezinu sol moguæe je
proizvesti na tri naèina:7 ekstrakcijom iz voænog soka, ke-
mijskom sintezom i enzimskom sintezom. Ekstrakcija iz
voænog soka nije uèinkovita radi niskog udjela L-jabuène ki-
seline u njemu. Kemijska sinteza rezultira racemiènim pro-
duktom koji nema jednaka svojstva kao L-jabuèna kiselina,
te takav produkt nije pogodan za uporabu u medicini.8 En-
zimska sinteza je najpovoljnija jer rezultira enantiomerno
èistim produktom. MoÞe se provesti s pomoæu proèišæenog
enzima fumaraze ili cijelih stanica mikroorganizama koje
sadrÞe ovaj enzim.9 Cijele stanice sadrÞe i druge biokatali-
zatore, pa zbog toga mogu nastati eventualni nusprodukti
metabolizma. S obzirom na to da je vaÞnost L-jabuène kise-
line kao produkta neupitna, u ovom je radu prouèavana
izolacija enzima fumaraze iz stanica pekarskog kvasca kao
biokatalizatora za enzimsku sintezu. Pekarski kvasac, Sac-
charomyces cerevisiae, prirodan je izvor èitavog niza enzi-
ma;10 jeftin je i dostupan te nije patogen, što olakšava rad s
njim. Fumaraza katalizira ravnoteÞnu reakciju hidratacije
fumarne kiseline u L-jabuènu kiselinu, a enzim iz pekarskog

kvasca je proèišæen i karakteriziran 1992. godine u radu Ke-
ruchenka i koautora.11 Pokazano je da se ovaj enzim sastoji
od èetiri identiène podjedinice èija je relativna molekulska
masa oko 50 000, te mu je molekula vrlo slièna fumarazi iz
srca svinje.12

U ovom radu razvijena je, prema našim saznanjima, nova
tehnika proèišæavanja fumaraze koja bi se mogla upotre-
bljavati za dobivanje veæe kolièine ovog enzima.

Eksperimentalni dio

Kemikalije

U ovom radu upotrijebljene su sljedeæe kemikalije: albu-
min iz goveðeg seruma (Fluka), Comassie Brilliant Blue G
250 (Fluka), KH2PO4 (Kemika), K2HPO4 (Merck), L-jabuèna
kiselina (Fluka), fumarna kiselina (Fluka), Sephadex G-50
(Pharmacia Fine Chemicals), Sephadex G-100 (Sigma),
(NH4)2SO4 (Sigma) i svjeÞi pekarski kvasac (Kvasac d. d.).

Enzimski test za odreðivanje
aktivnosti fumaraze

Aktivnost fumaraze odreðivana je spektrofotometrijskim
testom prema modificiranoj Rackerovoj metodi.13 Kao
supstrat upotrijebljena je fumarna kiselina koncentracije
30 mmol dm–3 otopljena u fosfatnom puferu koncentracije
50 mmol dm–3, pH = 6,8. Reakcija je zapoèeta dodatkom
enzima u otopinu supstrata, a praæena je spektrofotome-
trijski pri 300 nm. Mjerenja su provedena pri 30 °C u kvarc-
noj kiveti obujma 1 cm3.
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Odreðivanje koncentracije proteina

Koncentracija proteina odreðivana je u uzorcima nakon
svakog koraka proèišæavanja enzima. Primijenjena je spek-
trofotometrijska metoda po Bradfordu.14 Kao standard upo-
trijebljen je albumin iz goveðeg seruma. Mjerenja su pro-
vedena pri 595 nm. Proteini su bojani otopinom bojila
Commassie Brilliant Blue G250. Svaki radni dan napravljen
je novi baÞdarni pravac.

Odreðivanje koncentracije fumarne
i L-jabuène kiseline kapljevinskom
kromatografijom visokog uèinka

Koncentracije fumarne i L-jabuène kiseline odreðivane su
kapljevinskom kromatografijom visokog uèinka15 (HPLC) s
UV-detektorom (Shimadzu, Japan), pri valnoj duljini od
210 nm, na koloni za organske kiseline proizvoðaèa Merck:
Lichrosorb 100, RP-18 (5 �m). Mobilna faza bila je redestili-
rana voda s dodatkom perklorne kiseline do pH 2,10 –
2,15. Standardne otopine jabuène i fumarne kiseline pri-
premljene su otapanjem odreðenih masa standarda u vodi.

Opis postupaka izolacije fumaraze
iz pekarskog kvasca

Izdvajanje enzima fumaraze iz stanice pekarskog kvasca
provedeno je postupkom koji se sastojao od nekoliko kora-
ka. Aktivnost enzima fumaraze iz pekarskog kvasca i kon-
centracija proteina u uzorcima odreðivani su spektrofoto-
metrijski nakon svakog koraka.

Korak 1. Razbijanje stanica

Stanice pekarskog kvasca razbijene su na tri naèina: s po-
moæu staklenih kuglica na homogenizatoru, ultrazvukom,
te kombiniranim razbijanjem ultrazvukom i staklenim kugli-
cama. Za razbijanje stanica staklenim kuglicama na homo-
genizatoru upotrijebljeno je 2 i 10 g staklenih kuglica pro-
mjera 4 mm. Pripremljena suspenzija sadrÞavala je staklene
kuglice, 2 g pekarskog kvasca i 10 cm3 fosfatnog pufera
pH 6,8. Stanice su razbijane 15, 30, 45, 60 i 70 minuta.
Razbijanje stanica ultrazvukom provedeno je ureðajem So-
noplus HD 3200 proizvoðaèa Bandelin upotrebom ultra-
zvuène igle MS 73 koja je bila uronjena u suspenziju uzora-
ka pripremljenih suspendiranjem 8 g kvasca u 40 cm3

fosfatnog pufera pH 6,8. Stanice su razbijane 10, 20, 30,
45, 60 i 70 minuta. Razbijanje stanica kombinacijom ul-
trazvuka i staklenih kuglica provedeno je na sljedeæi naèin:
ultrazvuèna igla MS 73 uronjena je u suspenziju uzoraka
pripremljenih suspendiranjem 8 g kvasca i 10 g staklenih
kuglica promjera 4 mm u 40 cm3 fosfatnog pufera pH 6,8.
Stanice su razbijane 10, 30 i 60 minuta. Valja napomenuti
da su sva razbijanja stanica provedena uz hlaðenje u lede-
noj kupelji kako bi se odvela toplina generirana tijekom po-
stupka, koja moÞe uzrokovati denaturaciju proteina.

Korak 2. Centrifugiranje

Razbijene stanice kvasca centrifugirane su 10 min pri 4 °C
brzinom 4500 okretaja u minuti (Hettich Universal 320R).
U ovom koraku izdvojene su kuglice i dio staniènog ostatka.
Supernatant je još jednom centrifugiran 20 min pri 4 °C
brzinom 14 000 okretaja u minuti (Hettich Universal 320R)

te je tim postupkom uklonjen višak proteina i dijelova sta-
nica. U supernatantu se nalazila fumaraza te je on upotrije-
bljen u daljnjim koracima izdvajanja enzima.

Korak 3. TaloÞenje proteina amonijevim sulfatom

Poznato je da se dodatkom amonijeva sulfata do odreðene
koncentracije u otopinu proteina proteini poèinju taloÞiti
jer se mijenja ionska jakost otopine, a time i topljivost pro-
teina. S obzirom na to da te koncentracije za fumarazu iz
pekarskog kvasca nisu navedene u literaturi, bilo ih je po-
trebno odrediti. Eksperimenti taloÞenja proteina provedeni
su pri 0 – 4 °C. U otopinu proteina je polagano i uz miješa-
nje dodavan amonijev sulfat u koncentracijama koje su 30,
40, 50, 60, 70, 80 i 90 % od koncentracije zasiæenja (toplji-
vosti), �sat, koja iznosi 514,72 g dm–3. Prvo taloÞenje prove-
deno je pri koncentraciji amonijeva sulfata koja iznosi 30 %
od �sat. Nakon toga je dobivena suspenzija centrifugirana 25
minuta brzinom od 14 000 okretaja u minuti i pri 4 °C. U
supernatantu i talogu je odreðena koncentracija proteina te
aktivnost fumaraze. Dobiveni supernatant je upotrijebljen
dalje u postupku taloÞenja proteina do 40 % od �sat, te je
postupak nastavljen do koncentracije koja je 90 % od �sat

amonijeva sulfata. Na ovaj naèin dobiveno je podruèje kon-
centracije amonijeva sulfata u kojem se taloÞi fumaraza.

Korak 4. Gel-filtracijska kromatografija

Uzorci dobiveni taloÞenjem uz amonijev sulfat proèišæeni
su gel-filtracijskom kromatografijom na kolonama punje-
nim gel-punilima Sephadex G-50 i Sephadex G-100. Postu-
pak proèišæavanja uzoraka na gelu Sephadex G-50 obujma
65 cm3 proveden je u koloni promjera 2,2 cm, visine 18 cm
pri protoku eluenta od 0,67 cm3 min–1. Kao eluent je upo-
trijebljen fosfatni pufer koncentracije 0,1 moldm–3 i pH 6,8.
Na vrh kolone je dodano 2 mL uzorka, a na izlazu kolone
skupljane su frakcije od 5 mL. U uzorcima su odreðivani
koncentracija proteina, aktivnost fumaraze i vodljivost.
Frakcije u kojima su odreðene najveæe aktivnosti fumaraze
nakon gel-filtracijske kromatografije na gelu Sephadex G-50,
uzete su za daljnje proèišæavanje u koloni punjenoj gelom
Sephadex G-100. Na vrhu kolone dodano je 1 mL uzorka, a
na izlazu kolone skupljane su frakcije od 0,5 mL. U svakoj
od prikupljenih frakcija odreðena je aktivnost fumaraze i
koncentracija proteina. Postupak proèišæavanja uzoraka na
gelu Sephadex G-100 obujma 20 cm3 proveden je na kolo-
ni promjera 1,2 cm, visine 20 cm pri protoku eluenta od
0,15 cm3 min–1. Kao eluent je upotrijebljen fosfatni pufer
koncentracije 0,1 mol dm–3 i pH 6,8.

Odreðivanje kinetike reakcije hidratacije fumarne
kiseline u L-jabuènu kiselinu

Kinetika reakcije je odreðena metodom poèetnih brzina
reakcije. S obzirom na to da se radi o ravnoteÞnoj reakciji,
odreðen je utjecaj koncentracije fumarne kiseline na poèet-
nu brzinu hidratacije fumarne kiseline te utjecaj koncentra-
cije L-jabuène kiseline na poèetnu brzinu reakcije dehidra-
tacije L-jabuène kiseline. Iz eksperimentalnih podataka
procijenjeni su kinetièki parametri Michaelis-Mentenièina
kinetièkog modela: maksimalne brzine reakcije (Vm1 i Vm2)
te Michaelisove konstante za fumarnu i L-jabuènu kiselinu
(Km

fumarna, Km
jabuèna). Poèetna brzina reakcije odreðena je iz li-

nearne promjene apsorbancije pri 300 nm.
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Hidratacija fumarne kiseline u L-jabuènu kiselinu
u kotlastom reaktoru

Eksperiment hidratacije fumarne kiseline u L-jabuènu kiseli-
nu proveden je u staklenom kotlastom reaktoru radnog
obujma 17 cm3 pri 25 °C u fosfatnom puferu pH 6,8. Nulti
uzorak je analiziran prije dodatka fumaraze i u njemu je
odreðena poèetna koncentracija fumarne kiseline. Nakon
toga je dodano 2 cm3 proèišæene fumaraze i uzorkovanje je
nastavljeno u pravilnim vremenskim razmacima. Reakcija
je provoðena sve dok nije došla u ravnoteÞno stanje. Uzorci
iz reaktora od 100 �l (za analizu reaktanta i produkta)
razrjeðivani su u redestiliranoj H2O (10 i 100 puta). Za
mjerenje aktivnosti enzima u reaktoru uzimani su uzorci od
10 �l.

Obrada podataka

Na temelju eksperimentalnih podataka dobivenih pri odre-
ðivanju kinetike reakcije, koji su dobiveni u obliku ovisnosti
aktivnosti enzima (ili poèetne reakcijske brzine) o koncen-
traciji supstrata (ispitivanje kinetike enzimski katalizirane
reakcije), procijenjeni su kinetièki parametri modela. Para-
metri modela procijenjeni su nelinearnom regresijom
primjenjujuæi simpleksnu metodu i metodu najmanjih kva-
drata koje su sadrÞane u programskom paketu Scientist.16

Rezultati dobiveni simulacijom s pomoæu matematièkog
modela usporeðeni su s eksperimentalnim podacima, po-
novno proraèunati u optimizacijskom potprogramu sve dok
nije postignuta minimalna pogreška izmeðu eksperimental-
nih podataka i vrijednosti izraèunatih s pomoæu modela.
Razlika izmeðu vrijednosti eksperimentalnih podataka i
onih proraèunatih s pomoæu modela dana je kao suma kva-
drata.

Matematièki model procesa hidratacije fumarne kiseline u
L-jabuènu kiselinu sastoji se od kinetièkog i reaktorskog
modela. Reakcija biotransformacije fumarne kiseline u
L-jabuènu kiselinu je povratna, stoga model sadrÞi bilanène
jednadÞbe za hidrataciju fumarne kiseline i dehidrataciju
L-jabuène kiseline. Kinetika je opisana Michaelis-Mente-
nièinim izrazom. Osim kinetièkog modela (jed. 1 i 2), za
matematièki model procesa u kotlastom reaktoru postav-
ljene su bilanène jednadÞbe za fumarnu kiselinu (jed. 3) i
L-jabuènu kiselinu (jed. 4). Pretpostavljeno je da æe tijekom
eksperimenta u kotlastom reaktoru doæi do deaktivacije en-
zima èija je brzina opisana kinetièkim modelom prvog reda
(jed. 5). Konstanta deaktivacije procijenjena je na temelju
eksperimentalnih podataka ovisnosti aktivnosti enzima o
vremenu.

(1)

(2)

(3)

(4)

(5)

Rezultati i rasprava

Izolacija i proèišæavanje fumaraze
iz pekarskog kvasca

Cilj ovih istraÞivanja bio je pronaæi minimalno vrijeme po-
trebno za razbijanje stanica pri kojem bi se dobila maksi-
malna volumna aktivnost fumaraze te odrediti koji je naèin
razbijanja stanica najuèinkovitiji. Slike 1A i B prikazuju utje-
caj vremena razbijanja stanica staklenim kuglicama na ak-
tivnost fumaraze i koncentraciju proteina u supernatantu
nakon provedenog centrifugiranja. Rezultati prikazani na
slici 1A su dobiveni upotrebom pet puta manje kolièine sta-
klenih kuglica od onih prikazanih na slici 1B. Ovi rezultati
pokazuju da je moguæe dobiti oko 2,5 puta veæu maksimal-
nu aktivnost fumaraze upotrebljavajuæi veæu kolièinu kugli-
ca. Maksimalna volumna aktivnost fumaraze u tom sluèaju
je iznosila oko 5,7 mmoldm–3 min–1 nakon 60 minuta razbi-
janja (slika 1B). Utjecaj vremena razbijanja na aktivnost
fumaraze i koncentraciju proteina u supernatantu, kada su
stanice razbijane s pomoæu ultrazvuka, moÞe se vidjeti na
slici 1C. Aktivnost fumaraze prati koncentracija proteina, te
je nakon 30 min razbijanja ultrazvukom aktivnost gotovo
jednaka onoj dobivenoj razbijanjem stanica 45, 60 i 70
minuta. Valja primijetiti da je ovdje maksimalna volumna
aktivnost fumaraze oko 2,75 mmol dm–3 min–1, što je oko
dva puta manje nego kada su stanice razbijane s pomo-
æu veæe mase staklenih kuglica (slika 1B). Koncentracija
kvasca u oba sluèaja je bila jednaka, osim što je obujam oto-
pine bio veæi zbog velièine ultrazvuène sonde. Na slici
1D su prikazani rezultati razbijanja stanica kombiniranim
djelovanjem staklenih kuglica i ultrazvuka. Kako se vidi,
ovdje je dobivena maksimalna aktivnost fumaraze oko
8,0 mmol dm–3 min–1, koja je oko 1,4 puta veæa od aktiv-
nosti enzima kada su stanice razbijane samo staklenim ku-
glicama i oko 2,9 puta veæa kada su stanice razbijane samo
ultrazvukom. Maksimalnu aktivnost fumaraze moguæe je
dobiti nakon 60 min razbijanja. Iz prikazanih rezultata
moÞe se zakljuèiti da je od primijenjenih, najuèinkovitija
metoda razbijanja stanica ona koja kombinira ultrazvuk i
staklene kuglice, a razbijanje traje 60 min.

Nakon razbijanja stanica uzorci su centrifugirani. Ovako
dobiveni supernatant je upotrijebljen u slijedeæem koraku
izdvajanja fumaraze iz stanica; taloÞenju s pomoæu amoni-
jeva sulfata. Proteini su taloÞeni pri razlièitim koncentracija-
ma amonijeva sulfata u odnosu na koncentraciju zasiæenja
�sat te su dobiveni rezultati prikazani na slici 2. Oni poka-
zuju da je znaèajnija aktivnost fumaraze u talogu odreðena
pri koncentraciji amonijeva sulfata izmedu 40 i 70 % u od-
nosu na �sat koja iznosi 514,72 g dm–3. Iz toga slijedi da je
prvo potrebno provesti taloÞenje proteina do 40 % od kon-
centracije zasiæenja amonijevim sulfatom, a zatim se dobi-
veni talog odbacuje jer u njemu gotovo nema enzima fuma-
raze. Supernatant se dalje upotrebljava za taloÞenje proteina
s amonijevim sulfatom do 70 % u odnosu na �sat. Prema
dobivenim rezultatima proteini koji pokazuju aktivnost fu-
maraze uglavnom se nalaze u ovako dobivenom talogu.
Preostali supernatant nije se upotrebljavao za izdvajanje i
proèišæavanje fumaraze. Talog s fumarazom se upotreblja-
va u daljnjim koracima proèišæavanja. U literaturi je opisa-
no da se fumaraza iz srca svinje taloÞi pri koncentraciji amo-
nijeva sulfata koja je izmedu 40 i 65 % �sat,17 no podaci za
fumarazu iz pekarskog kvasca nisu dostupni.
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Nakon što je fumaraza iz uzorka izdvojena taloÞenjem, soli i
niskomolekulski proteini mogu se izdvojiti gel-filtracijskom
kromatografijom u koloni napunjenoj gelom Sephadex G-50.
Propuštanjem uzorka proteina kroz kolonu prikupljaju se
frakcije od 5 ml te su rezultati dobiveni njihovom analizom
prikazani na slici 3. Iz prikazanih krivulja vidi se da krivulja
proteina prati krivulju aktivnosti fumaraze. Takoðer se vidi
krivulja soli dobivena mjerenjem vodljivosti u uzorcima,
koja je razdvojena od krivulje proteina. Frakcije koje su
imale visoku aktivnost fumaraze spojene su (u prikazanom
primjeru na slici 3 su to bili uzorci 5 i 6), te su primijenjene u
daljnjem postupku proèišæavanja. Ovdje valja naglasiti da je
kapacitet upotrijebljene kolone relativno mali (obujam do-
danog uzorka bio je 2 cm3), pa je postupak proèišæavanja
fumaraze gel-filtracijom s pomoæu ove kolone potrebno
ponoviti u nekoliko navrata.

Kolona napunjena gelom Sephadex G-100 upotrijebljena
je kako bi se razdvojili proteini razlièitih molekulskih masa,
odnosno kako bi se fumaraza proèistila od prisutnih protei-
na razlièite molekulske mase. Nakon dodavanja uzorka na
kolonu prikupljane su frakcije koje su analizirane. Rezultati
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S l i k a 1 – Razbijanje stanica pekarskog kvasca: A) staklenim kuglicama (10 cm3 fosfatnog pufera, 2 g kvasca, 2 g staklenih kuglica promje-
ra 4 mm); B) s pomoæu veæe mase staklenih kuglica (10 cm3 fosfatnog pufera, 2 g kvasca, 10 g staklenih kuglica promjera 4 mm); C) s po-
moæu ultrazvuka (40 cm3 fosfatnog pufera, 8 g kvasca, 62 % amplitude); D) kombinacijom ultrazvuka i staklenih kuglica (40 cm3 fosfatnog
pufera, 8 g kvasca, 10 g staklenih kuglica promjera 4 mm, 62 % amplitude). Utjecaj vremena razbijanja na volumnu aktivnost fumaraze te
koncentraciju proteina. � – volumna aktivnost fumaraze, � – koncentracija proteina.

F i g. 1 – Baker's yeast cell disruption: A) by glass beads (10 cm3 of phosphate buffer, 2 g of yeast, 2 g of glass beads – diameter 4 mm); B)
by higher amount of glass beads (10 cm3 of phosphate buffer, 2 g of yeast, 10 g of glass beads – diameter 4 mm); C) by ultrasound (40 cm3 of
phosphate buffer, 8 g of yeast, 62 % of amplitude); D) by the combination of ultrasound and glass beads (40 cm3 of phosphate buffer, 8 g of
yeast, 10 g of glass beads – diameter 4 mm, 62 % of amplitude). The influence of disruption time on fumarase volume activity and protein
concentration. � – volume activity of fumarase, � – protein concentration.

S l i k a 2 – TaloÞenje proteina s amonijevim sulfatom (2 g kvasca,
2 g staklenih kuglica promjera 2 mm, 10 cm3 fosfatnog pufera pH
6,8)

F i g. 2 – Protein precipitation by ammonium sulphate (2 g of
yeast, 2 g of glass beads with diameter 2 mm, 10 cm3 of phosphate
buffer pH 6.8)



prikazani na slici 4 prikazuju koncentraciju proteina i aktiv-
nost fumaraze u razlièitim frakcijama. Znaèajnija aktivnost
enzima fumaraze odreðena je u frakcijama sedam do se-
damnaest. Iz rezultata dobivenih za koncentraciju proteina
u razlièitim frakcijama mogu se vidjeti i drugi pikovi, koji
pripadaju proteinima koji imaju znatno manju aktivnost
fumaraze (npr. frakcije 18 – 20 i frakcija 24). Kapacitet ove
kolone je takoðer relativno mali (obujam dodanog uzorka
je bio 1 cm3), pa je postupak proèišæavanja proteina s po-
moæu kolone ovog kapaciteta nešto dugotrajniji. Poèetni
uzorak je potrebno razdvojiti u više malih uzoraka (ovisno o
koncentraciji proteina u uzorku) kako ne bi došlo do za-
siæenja kolone.

S l i k a 3 – Koncentracija proteina, aktivnosti fumaraze i vodlji-
vosti u frakcijama nakon razdvajanja gel-filtracijom u koloni pu-
njenoj gelom Sephadex G-50. � – volumna aktivnost fumaraze,
� – koncentracija proteina, � – vodljivost.
F i g. 3 – Protein concentration, fumarase activity and conduc-
tivity of fractions separated by gel filtration on a column filled with
Sephadex G-50. � – volume activity of fumarase, � – protein con-
centration, � – conductivity.

S l i k a 4 – Koncentracija proteina i aktivnosti fumaraze u frakci-
jama nakon razdvajanja gel-filtracijom u koloni punjenoj Sephadex
G-100 gelom. � – volumna aktivnost fumaraze, � – koncentracija
proteina.

F i g. 4 – Protein concentration and fumarase activity in frac-
tions separated by gel filtration on a column filled with Sephadex
G-100. � – volume activity of fumarase, � – protein concentration.

U tablici 1 prikazani su rezultati izolacije i proèišæavanja
fumaraze iz pekarskog kvasca po svakom pojedinom kora-
ku. Pri tome valja napomenuti da je odabran samo jedan

cjeloviti eksperiment. Tablica prikazuje kako se mijenjala
aktivnost fumaraze te koncentracija proteina u uzorcima
dobivenih nakon razlièitih koraka postupka izdvajanja i
proèišæavanja ovog enzima. Ovdje treba naglasiti da su u
svakom iduæem koraku proèišæavanja primijenjene samo
frakcije s visokom aktivnosti fumaraze. Iako navedena me-
toda nije selektivna na proteine razlièite molekulske mase,
upravo odabirom samo frakcija s visokom aktivnošæu pro-
teina fumaraze smanjuje se ukupna kolièina proteina u
uzorku, a kao posljedica poveæava se specifièna aktivnost
fumaraze. Navedeni su podaci primijenjeni za proraèun
iskorištenja postupka izolacije fumaraze te za raèunanje
stupnja proèišæavanja enzima. Iskorištenje svakog koraka je
izraèunato dijeljenjem ukupne aktivnosti fumaraze u poje-
dinom koraku s ukupnom aktivnošæu u prvom koraku. Stu-
panj proèišæavanja enzima je izraèunat dijeljenjem specifiè-
ne aktivnosti enzima u pojedinom koraku sa specifiènom
aktivnošæu enzima u prvom koraku. Konaèno iskorištenje u
procesu proèišæavanja bilo je oko 25 %, što je u usporedbi
sa 71 % dobivenih u radu Keruchenka i sur.11 znatno manje.
Ovi su autori primijenili selektivnije metode, te su imali
manje gubitke tijekom izolacije. Stupanj proèišæavanja fu-
maraze na kraju procesa bio je 74 puta. Najviše fumaraze
izgubljeno je u posljednjem koraku (gel-filtracijska kroma-
tografija u koloni punjenoj gelom Sephadex G-100). Razlog
tomu je najvjerojatnije što se ovaj korak provodi nekoliko
dana, te u uzorcima stajanjem u hladnjaku fumaraza gubi
aktivnost. S obzirom na to da je gel-punilo Sephadex G-100
selektivno za molarne mase do 100 000 g mol–1, moÞe se
oèekivati da su u uzorku fumaraze još i proteini veæe mo-
lekulske mase poput alkoholdehidrogenaze, koja se na ovaj
naèin nije mogla ukloniti.

Kinetièka karakterizacija enzima

Kinetièki parametri procijenjeni su nelinearnom regresijom
iz eksperimentalnih podataka i prikazani su u tablici 2. Ki-
netièki parametri ukazuju na veæi afinitet enzima prema
L-jabuènoj kiselini u odnosu na fumarnu kiselinu (Km

jabuèna

< Km
fumarna) te ukazuju na veæu reakcijsku brzinu u smjeru

nastajanja L-jabuène kiseline (Vm1 > Vm2). To takoðer upu-
æuje na poloÞaj ravnoteÞe reakcije koji je više pomaknut u
smjeru nastajanja produkta. Ako usporedimo kinetièke pa-
rametre fumaraze iz pekarskog kvasca i srca svinje, moÞe se
zakljuèiti da se radi o enzimima sliènih afiniteta prema fu-
marnoj i L-jabuènoj kiselini.9

Biotransformacija fumarne kiseline u L-jabuènu
kiselinu u kotlastom reaktoru

Izoliran i proèišæen enzim upotrijebljen je kao biokataliza-
tor pri biotransformaciji fumarne kiseline u L-jabuènu kiseli-
nu u kotlastom reaktoru. Rezultati su prikazani na slici 5A.
Tijekom eksperimenta je nezavisnim mjerenjima s pomoæu
enzimskog testa (opisanog u eksperimentalnom dijelu – po-
glavlje Enzimski test za odreðivanje aktivnosti fumaraze)
praæena aktivnost fumaraze. Pokazalo se da aktivnost opa-
da tijekom provoðenja eksperimenta (slika 5B). Iz prikaza-
ne je ovisnosti procijenjena konstanta deaktivacije fumara-
ze, kd, primjenjujuæi jed. 5, te ona iznosi 0,0031 ± 0,0001
min–1. Razvijeni matematièki model (jednadÞbe 1–5) s pro-
cijenjenim kinetièkim parametrima (tablica 2) dobro opi-
suje eksperimentalne podatke.
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S l i k a 5 – A) Biotransformacija fumarne kiseline u L-jabuènu kiselinu u kotlastom reaktoru (fosfatni pufer pH 6,8, T = 30 °C, Vreaktor = 17
cm3, VAreaktor = 0,188 µmol min–1 dm–3, �fumaraza = 0,557 mg cm–3); � – koncentracija fumarne kiseline, � – koncentracija L-jabuène kiseline,
linija – simulacija matematièkim modelom. B) Promjena aktivnosti enzima tijekom eksperimenta; � – aktivnost fumaraze, linija – simulacija
matematièkim modelom.

F i g. 5 – A) Biotransformation of fumaric acid into L-malic acid in the batch reactor (phosphate buffer pH 6.8, T = 30 °C, Vreactor = 17
cm3, VAreactor = 0.188 µmol min–1 dm–3, �fumarase = 0.557 mg cm–3); � – fumaric acid concentration, � – L-malic acid concentration, line –
mathematical model simulation. B) The change of the fumarase activity during the experiment; � – fumarase activity, line – mathematical
model simulation.

T a b l i c a 1 – Prikaz ukupnih rezultata proèišæavanja fumaraze iz pekarskog kvasca
T a b l e 1 – Results of the fumarase purification procedure

�proteini
�proteins

–––––––
g dm–3

VA
–––––––––
mmol dm–3

min–1

SA
–––––––––
�mol mg–1

min–1

V
––––
cm3

Ukupna aktivnost

Total activity
–––––––––––––

µmol min–1

Ukupni
proteini

Total proteins
–––––––––––

mg

Stupanj
proèišæavanja

Purification
degree

–––––––––––
–

Iskorištenje

Yield
––––––––

–

uzorak nakon razbijanja stanica
ultrazvukom i dva centrigufiranja
sample after ultrasound cell disruption
and two centrifugations

11,05 4,23 0,38 26,00 109,87 287,30

supernatant nakon taloÞenja proteina s
(NH4)2SO4 (30 % od konc. zasiæenja)
supernatant after precipitation of
proteins by (NH4)2SO4 (30 % of
saturation conc.)

7,50 4,30 0.57 25,50 109,65 191,25 1,50 1,00

istaloÞeno iz supernatanta (iz
prethodnog taloÞenja) s (NH4)2SO4 (70
% od konc. zasiæenja)
precipitated from supernatant (from
the previous step) by (NH4)2SO4 (70 %
of saturation concentration)

25,13 20,98 0,83 4,30 90,20 108,06 2,18 0,82

frakcije 4–7 nakon gel-filtracije
Sephadexom G50
fractions 4–7 after gel filtration by
Sephadex G50

1,69 5,10 3,02 18,00 91,76 30,42 7,89 0,83

frakcije 8–16 nakon gel-filtracije
Sephadexom G100
fractions 8–16 after gel filtration by
Sephadex G100

0,48 13,66 28,28 2,00 27,32 0,97 73,96 0,25

T a b l i c a 2 – Kinetièki parametri izolirane fumaraze
T a b l e 2 – Kinetic parameters of the isolated fumarase

Parametar / Parameter Jedinica / Unit Vrijednost / Value

Vm1 �mol min–1 mg–1 0,338 ± 0,005
Vm2 �mol min–1 mg–1 0,103 ± 0,005

Km
fumarna mmol dm–3 5,520 ± 0,230

Km
jabuèna mmol dm–3 2,000 ± 0,460



Zakljuèci

Od primijenjenih metoda razbijanja stanica pekarskog kva-
sca najuèinkovitijim se pokazalo razbijanje stanica kombi-
nacijom ultrazvuka i staklenih kuglica, pri èemu je dobivena
najviša volumna aktivnost fumaraze oko 8,0 mmol dm–3

min–1.

Selektivno je moguæe istaloÞiti fumarazu dodatkom amoni-
jeva sulfata u koncentraciji izmeðu 40 i 70 % od �sat amoni-
jeva sulfata.

Gel-filtracijom razdvojeni su proteini fumaraze od ostatka
otopine uz najveæi gubitak proteina u koloni punjenoj ge-
lom Sephadex G-100 radi malog kapaciteta kolone.

Ukupno iskorištenje izolacijskog postupka je oko 25 % zbog
dugotrajnosti provedbe i dugog èuvanja uzoraka pri 4 °C.

Ovim postupkom je pripremljena dovoljna kolièina fuma-
raze za biotransformaciju fumarne kiseline u L-jabuènu ki-
selinu u kotlastom reaktoru, gdje je postignuta 74 %-tna
konverzija fumarne te za njezinu kinetièku karakterizaciju.
Razvijeni matematièki model je dobro opisao eksperimen-
talne podatke.

Opisanim se postupkom izolacije i proèišæavanja enzima
moÞe dobiti dovoljna kolièina biokatalizatora za laborato-
rijsku upotrebu.
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Popis simbola
List of symbols

c – mnoÞinska koncentracija, mmol dm–3

– molar concentration, mmol dm–3

Km – Michaelisova konstanta, mmol dm–3

– Michaelis constant, mmol dm–3

kd – konstanta deaktivacije enzima, min–1

– enzyme deactivation constant, min–1

r – brzina reakcije, mmol dm–3 min–1

– reaction rate, mmol dm–3 min–1

SA – specifièna aktivnost, �mol mg–1 min–1

– specific activity, �mol mg–1 min–1

t – vrijeme, min
– time, min

V – obujam, dm3, cm3

– volume, dm3, cm3

Vm – maksimalna brzina reakcije, �mol min–1mg–1

– maximal reaction rate, �mol min–1 mg–1

VA – volumna aktivnost, �mol cm–3 min–1, mmol dm–3 min–1

– volume activity, �mol cm–3 min–1, mmol dm–3 min–1

X – konverzija, 1, %
– conversion, 1, %

� – masena koncentracija, mg cm–3

– mass concentration, mg cm–3

�sat – masena koncentracija zasiæenja (topljivost), g dm–3

– saturation mass concentration (solubility), g dm–3

� – vodljivost, mS cm–1

– conductivity, mS cm–1
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SUMMARY

Isolation and Kinetic Characterization of Fumarase from Baker's Yeast
Z. Findrik,* E. Smailbegoviæ, M. Prkaèin, and Ð. Vasiæ-Raèki

Isolation and purification of fumarase (fumarate hydratase EC 4.2.1.2) from baker’s yeast was
carried out. Yeast cells were disrupted by three methods: glass beads, ultrasound, and the
combination of these two methods. Cell disruption methods were compared in their efficiency in
Fig. 1. Protein fractionation was carried out by precipitation with ammonium sulphate. The
concentrations of ammonium sulphate necessary for fumarase precipitation were found ex-
perimentally and are presented in Fig. 2. After precipitation, fumarase samples were purified by
gel filtration chromatography on columns filled with Sephadex G50 and Sephadex G100.
Examples of the elution curve of one protein suspension sample on both columns are presented
in Fig. 3 and Fig. 4. Only the samples having high fumarase activity were used in the next purifying
step. Table 1 presents the collective results of the fumarase purification procedure. The tech-
niques used enabled purification of fumarase with a yield of 25 %. The purified enzyme was
employed in the hydration of fumaric acid to L-malic acid. Kinetic constants of fumarase were
estimated and are presented in Table 2. They were determined from the experimental data
measured by the initial reaction rate method. The hydration of fumaric acid to L-malic acid was
carried out in a batch reactor and the results are presented in Fig. 5. The kinetic model was
developed on the basis of kinetic data and reaction scheme, as presented by equations 1 and 2. It
was combined with the mass balances in the batch reactor presented by equations 3 and 4.
Considering that fumarase deactivation occurs, it was proposed that the activity loss could be
described by a first-order kinetic model (equation 5). Fumarase activity was followed during the
batch experiment by the enzyme assay and it was found that activity decay occurs. Deactivation
constant was estimated from the independent experimental results and found to be 0.0031
min–1.
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