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Pastaruoju metu atkreiptas démesys j $alutiniy maisto perdirbimo produkty bei
zemés ir misko tikio produkty perdirbimg j vertingus komponentus. Imobilizuo-
ty fermenty panaudojimas $iam procesui sulaukia vis daugiau susidoméjimo dél
galimybés padidinti jy stabilumg ir ekonominés naudos. Sio darbo tikslas buvo
atrinkti ksilanazes produkuojancius mikroskopinius grybus ir nustatyti tempe-
ratdiros bei terpés pH jtaka ksilanaziy aktyvumui, jvertinti mikroskopiniy gryby
gaminamy ksilanaziy imobilizavimo galimybes: (I) kovalentiniu badu ant kie-
to nesiklio susiuvant ir (II) patalpinant kapsuléje su alginato geliu. I$ desimties
skirtingy mikroskopiniy gryby atrinktas didzZiausiu ksilanaziniu aktyvumu pa-
sizyméjes Penicillium genties mikroskopinis grybas. Nustatyta Penicillium sp.
gaminamy ksilanaziy optimali veikimo temperatiira buvo 70-100 °C, o pH ver-
té 6. Fermentai imobilizuoti kovalentiniu badu ir natrio alginato gelyje. Nustaty-
ta kovalentinio imobilizavimo efektyvumo priklausomybé nuo glutaro aldehido
koncentracijos, ksilanaziy tirpalo koncentracijos ir kapsuliy islaikymo ksilanaziy
tirpale trukmés. Imobilizuojant fermentus kovalentiniu badu ksilanaziy imobi-
lizacijos efektyvumas sieké 91 %, o fiksuojant ksilanazes alginato gelyje — 65 %.

Raktazodziai: Penicillium sp., ksilanazés, imobilizacija, natrio alginatas, imobi-
lizacijos efektyvumas

JVADAS

(Bajpai, 2004). Antras pagal paplitimg polisa-
charidas medienoje yra ksilanas, randamas he-

Didéjant bioprodukty poreikiui vis daugiau dé-
mesio skiriama atsinaujinancios lignoceliuliozés
zaliavos perdirbimui ir jos panaudojimui bio-
produkty gamyboje. Lignoceliulioze sudaro ce-
liuliozé, hemiceliuliozé ir ligninas. Tai cheminiu
poziariu labai didele energeting verte turincios
struktaros (Volynets et al., 2017). Nors lignoce-
liuliozés zaliavos panaudojimas biotechnologijos
pramonéje yra perspektyvus, taciau §i zaliava
labai sudétingos struktiiros, jai apdirbti taikomi
sudétingi metodai. Lignoceliuliozés zaliavai per-
dirbti buvo naudojami cheminiai metodai, taciau
nuodingi reagentai, cheminiai katalizatoriai ilgai-
niui buvo pakeisti pranasesniais biokatalizatoriais

miceliuliozés strukturose (Joseleau et al., 1992).
Norint gauti apciuopiamos naudos, ksilano
struktaros skaidomos fermentais - ksilanazémis
iki monosacharido ir ksilozés. Ksilanazés - tai
ksilanolitiniy fermenty kompleksas, katalizuo-
jantis ksilano hidrolize (Bajpai, 1997). Ksilanazés
placiai naudojamos popieriaus, maisto, tekstilés
ir chemijos pramonéje (Paice et al., 1992; Poli-
zeli et al.,, 2005; Manji, 2006). Kadangi fermen-
tai vykstant reakcijai nekinta, buty tikslinga juos
naudoti daugiau nei vieng kartg. Todél ieSkoma
budy, kaip naudoti fermentus nepertraukiamoje
gamyboje. Si problema gali biti i$spresta per-
einant prie imobilizuoty fermenty, nes fiksuoti
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fermentai ne tik yra tinkami naudoti pakartoti-
nai, taciau yra atsparesni denattiruojanciy agenty
poveikiui, po reakcijos gaunamas grynas produk-
tas, kurj paprasta isskirti i§ reakcijos misinio. Yra
trys pagrindiniai imobilizavimo budai:

1. Imobilizavimas ant kieto nesiklio.

2. Imobilizavimas susiuvant (bifunkciniais rea-
gentais).

3. Imobilizacija jjungiant fermenta j erdvines
struktaras, nesudarant cheminiy rysiy (geliuose).

Adsorbcijos procesas itin paprastas, tac¢iau ne-
$iklj ir fermenta riSancios silpnos jégos (Van der
Valso, hidrofobinés) gali sukelti desorbcijos pro-
cesy, ir reakcija nejvyks. Kovalentinei imobiliza-
cijai svarbu parinkti tinkama nesiklj, nes kitaip
gali sumazeéti fermento aktyvumas. Imobilizacija
susiuvant nereikalauja polimerinio nesiklio, ta-
¢iau sunku parinkti tinkamas ir stabilias biokata-
lizatoriaus gavimo salygas. Fermentas izoliuotas
gelyje nei$plaunamas, lieka stabilus, taciau didelés
makromolekulés substratas sunkiai prasiskverbia
pro gelio struktiras, o tai létina fermentine reak-
cija (Mohamad et al., 2015).

Sio darbo tikslas buvo atrinkti ksilanazes
produkuojancius mikroskopinius grybus, i$skir-
tus i$ augalinés kilmés substraty ir patalpy oro,
nustatyti temperatiros ir terpés pH jtaka ksila-
naziy aktyvumui, taip pat jvertinti mikroskopiniy
gryby gaminamy ksilanaziy imobilizavimo gali-
mybes: (I) kovalentiniu biidu ant kieto nesiklio
susiuvant ir (II) patalpinant kapsuléje su alginato
geliu.

METODALI IR SALYGOS

Mikroskopiniai grybai (Cladosporium sp., Cla-
dosporium cladosporioides, Aureobasidium pullu-
lans, Talaromyces luteus, Cladosporium lignico-
la, Penicillium brevicompactum, Penicillium sp.,
Myrothecium verrucaria) ksilanaziy aktyvumo
tyrimui buvo gauti i§ Gamtos tyrimy centro,
Biodestruktoriy tyrimo laboratorijos (Vilnius).
Mikroskopiniai grybai auginti skystoje terpé-
je (g 1"): 1,4 g (NH),SO,, 2 g KH,PO,, 0,3 g
CaCl,, 0,3 g MgSO, 7H,O, 2 g CoCl,, 1 ml mi-
kroelementy tirpalo, kuris ruostas iStirpinus
1,56 g MnSO, - H,O, 5 g FeSO, - 7THO, 1,4 g
ZnSO, 7H,O ir 0,4 g ksilano. Terpé sterilizuota
121 °C temperaturoje 15 min. | atvésusig terpe
sterilia metaline kilpele pasétos mikroskopinio

grybo sporos (~10° spory ml™') (Jaafaru, 2013).
Mikroskopiniai grybai auginti termostate esant
25 °C temperattrai 7 paras.

Nustatytas ksilanaziy aktyvumas naudojant
berzo ksilang kaip substratg. Tam reakcijos mi-
$inys sudarytas i$ 0,1 ml fermento tirpalo, 0,1 ml
ksilano tirpalo (5 mg ml™) ir 0,8 ml 0,05 M
acetatinio buferio (pH 4,8). Kontrolei naudotas
reakcijos misinys, j kurj buvo pilamas ne fer-
mento tirpalas, o acetatinis buferis. Fermentiné
hidrolizé vykdyta 70 °C temperatiiroje 30 min. Po
fermentinés hidrolizés jpilta 1 ml DNS reagento
(1 g 3,5-dinitrosalicilo rugsties ir 30 g natrio-ka-
lio tartrato iStirpinta 100 ml 0,4 M NaOH tirpale)
ir mégintuvéliai kaitinti 5 min. 100 °C tempera-
taroje. Atvésinus iSmatuota 540 nm bangos ilgio
spindulio sugertis tiriamuoju tirpalu. Veikiant
fermentui vyksta ksilano hidrolizé iki ksilozés
(redukuojantis sacharidas), kuri su 3,5-dinitrosa-
licilo ragstimi (DNS reagentas) stipriai $arminéje
terpéje sudaro spalvotus junginius. Vienas fer-
mento aktyvumo vienetas gali iSskirti 1 umol ksi-
lozés ekvivalento i$ ksilano (70 °C, pH 4,8) per
1 min. Ksilanaziy aktyvumas skaiciuotas pagal
1 formule:

AV/ml = KEVXPFXl’ (1)
30x0,1x 1y,

KEV - ksilozés ekvivalentas i$ standartinés ksilo-
zés tiesés; PF — praskiedimo faktorius; 1 — reak-
cijos misinio taris; 30 — fermentinés hidrolizés
trukmé min.; 0,1 - fermento kiekis reakcijos mi-
$inyje ml; ir 1, - tdris, naudotas spalvinei reak-
cijai.

Nustatyta Penicillium sp. mikroskopiniy gryby
gaminamy ksilanaziy aktyvumo priklausomybé
nuo fermentinés hidrolizés temperatiros bei pH
vertés.

Penicillium sp. augintas Siaudy terpéje kietafa-
zés fermentacijos sglygomis 25 °C temperatiiroje
6 dienas. Mitybinéje terpéje papildomai kaip
azoto S$altinis buvo naudotas mieliy ekstraktas
(0,75 g1'!). Penicillium sp. i terpe i§skirtos ksilana-
zés imobilizuotos dviem budais: (I) kovalentiniu
budu ant kieto nesiklio susiuvant ir (II) jterpiant
kapsuléje su alginato geliu.

Imobilizavimas kovalentiniu biadu buvo atlik-
tas pagal A. Palo ir kt. (2011) bei Mishra ir kt.
rekomendacijas (2017). Alginato kapsulés buvo
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gautos ladinant SvirkStu 4 % natrio alginato gelj i
0,2 M CaCl, tirpala. Sutvirtéjusios kapsulés buvo
aktyvuotos glutaro aldehido tirpale (6, 9 ir 12 %)
islaikant jas 3 valandas. Reikiamos koncentracijos
glutaro aldehidas ruostas 0,05 M citratiniame bu-
feryje (pH 5). Ksilanazés kovalentiskai prijungtos
islaikant aktyvuotas alginato kapsules ksilanaziy
tirpale 30 min., 60 min., 90 min. ir 120 min. nuo-
lat maiSant kambario temperatiroje. Granulés
plautos distiliuotu vandeniu ir naudotos ksilana-
ziy aktyvumui nustatyti. Vertinti keturi paramet-
rai, darantys jtaka imobilizacijos efektyvumui:
(1) glutaro aldehido koncentracija (6, 9 ir 12 %);
(2) ksilanaziy tirpalo koncentracija; (3) kapsuliy
islaikymo trukmeé ksilanaziy tirpale (30, 60, 90 ir
120 min.) ir (4) imobilizuoty fermenty panau-
dojimas keletg karty. Imobilizacijos efektyvumas
apskaiciuotas pagal 2 formule:

1Y, (%) = (Y/X) x 100, 2)

Y - imobilizuoty fermenty aktyvumas, AV; X - imo-
bilizavimui naudoty fermenty aktyvumas, AV.

Patalpinant kapsuléje su geliu ksilanaziy tir-
palas sumai$ytas su 4 % natrio alginato geliu ly-
giomis dalimis. Kapsulés gautos turinj ladinant j
0,25 M CaCl, tirpalg, kuris létai maiSytas magne-
tine maisykle. Baigus ladinti granulés CaCl, tir-
pale islaikytos dar 30 min., kad sutvirtéty. Gauti
kapsuléje patalpinti fermentai kalcio alginato ge-
lyje plauti distiliuotu vandeniu ir nusausinti fil-
truojant pro filtro popieriy. Nustatytas imobiliza-
cijos efektyvumas.

Eksperimentai buvo kartoti 3 kartus, i§ gauty
rezultaty i$vesti vidurkiai ir apskaiciuoti standarti-
niai nuokrypiai naudojant Excel programing jran-
g3, be to, esminiai skirtumai jvertinti statistiniais
metodais pagal Dunkano kriterijy (p < 0,05), nau-
dojant STATISTICA 11 kompiuterine programine

jranga.
REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Tirti mikroskopiniai grybai gamino ksilanazes,
taciau didziausiu aktyvumu pasizyméjo Penicil-
lium sp. Al (1 lentelé). Nustatyta, kad Penicil-
lium sp. Al ksilanaziy aktyvumas buvo 2,17 AV/ml.

Mokslininkai pateikia ilga sarasa mikroor-
ganizmy, gaminanciy ksilanolitinius fermentus,
bet labiausiai i§skiria: Acrophialophora nainiana,
Aspergillus niger, kitos Aspergillus genties rasys,
Cephalosporium spp., Paecilomyces variotii, Ther-
momyces lanuginosus, Trichoderma spp. (Subra-
maniyan, Prema, 2002; Bajpai, 2014). Nemazai
tyrimy atlikta ir su Penicillium spp. mikrosko-
piniais grybais, taciau jy aktyvumas, literatiiros
duomenimis, ne toks aukstas. Ksilanazes gamina
Penicillium lagena, Penicillium capsulatum, Pe-
nicillium canescens mikroskopiniai grybai (Bak-
ri et al., 2003; Khandeparkar, Bhosle, 2006; Gho-
tara et al., 2006).

Penicillium sp. A1 gaminamos ksilanazés yra
termostabilios, kadangi didziausias jy aktyvumas
buvo 80-100 °C temperatiiroje (1 pav.). Q. Che-
nas ir kt. (2016) nustaté, kad Trichoderma gen-
ties mikroskopiniy gryby gaminamos ksilanazés

1 lentelé. Mikroskopiniy gryby gaminamy ksilanaziy aktyvumas

Table 1. The activity of xylanases produced by fungi

Mikroskopinis grybas / Fungus

Aktyvumas AV ml™!

Activity, AU ml™!
Cladosporium sp. X1 0,17
Cladosporium cladosporioides X2 0,92
Aureobasidium pullulans X3 0,50
Neidentifikuotas mikroskopinis grybas NB 6a / Unidentified fungus NB 6a 1,00
Neidentifikuotas mikroskopinis grybas NB 7a / Unidentified fungus NB 7a 0,42
Talaromyces luteus X4 1,50
Cladosporium lignicola X5 0,67
Penicillium brevicompactum X6 0,08
Penicillium sp. Al 2,17
Myrothecium verrucaria X7 0,16




162

Dalia Cizeikiené, Laura Prakopaviciuté, Algimantas Paskevicius, Vita Raudoniené

120
S 100
2
= 80
(SY
<
~ 060
X
g 40
g
=
S 20
b}
< O T T 1 T 1 T 1 1
20 30 40 50 60 80 100
Temperattra °C / Temperature, °C

Pastaba / Note: vidutiniy verciy reikémés pazymeétos skirtingomis raidémis:
a—e parodo, kad yra esminiy skirtumy, jvertinty pagal Dunkano kriterijy
(p £0,05). / The average values marked with different letters, a—e, indi-
cate significant differences between the tested samples assessed according

to the Duncan criteria (p < 0.05).

1 pav. Temperatiros jtaka Penicillium sp. Al ksilanaziy aktyvumui
Fig. 1. Temperature influence on Penicillium sp. Al xylanase activity

buvo aktyviausios esant 70 °C, taciau nebuvo
termostabilios 100 °C temperatiroje. A. Knobas
ir kt. (2013) tyré Penicillium glabrum mikrosko-
piniy gryby produkuojamy ksilanaziy savybes
ir nustaté, kad optimali temperatira ksilanaziy
aktyvumui yra 60 °C. Kai kurie mikroskopiniai
grybai gali gaminti termostabilias ksilanazes,
pavyzdziui, Aspergillus awamori ir Bispora gen-
ties radys tai atlieka esant 80 °C temperatarai
(Yeoman et al., 2010).

Penicillium sp. A1 mikroskopinio grybo gami-
namoms ksilanazéms optimali terpés pH buvo 6, o
rugstinéje terpéje (pH 3 ir 4) ksilanaziy aktyvumas
sudaré tik 20 % (2 pav.). Fermenty savybés labai
priklauso nuo jy $altinio. Q. Chenas ir kt. (2016)
bei C. S. Farinas ir kt. (2010) nustaté, kad ksilana-
zéms optimali pH verté yra taip pat nuo 5 iki 6, o
A. Knobo ir kt. (2013) gauti rezultatai atskleidé,
kad Penicillium glabrum ksilanaziy gamybai opti-
mali pH verté buvo 3. G. Q. Guano ir kt. (2016)
jsitikinimu, Cladosporium oxysporum gamina ksi-
lanazes Sarminéje terpéje (pH 8). Optimali terpés
pH verté ksilanaziy aktyvumui priklauso nuo fer-
menta produkuojanc¢iy mikroorganizmy.

Be glutaro aldehido imobilizavino efektyvu-
mas sudaré tik 33 %, o susiuvant ksilanazes 12 %
glutaro aldehidu ksilanaziy imobilizavimo efek-

tyvumas padidéjo iki 75 % (3 pav.). Nenaudojant
glutaro aldehido nustatytas nezymus ksilanazinis
aktyvumas, taciau tai galima vertinti kaip fermen-
to adsorbcijos proceso padarinj. Glutaro alde-
hidas aktyvuoja alginato granules, sudarydamas
lengvai prieinamus tvirtinimo taskus fermentui
bei suteikia vietos ksilanaziy konformaciniam
lankstumui. Gauti rezultatai patvirtina A. Palo ir
kt. (2011) straipsnyje pateiktas tendencijas - di-
dinant glutaro aldehido koncentracija kartu dideé-
ja imobilizavimo efektyvumas.

Nustatyta, kad mazéjant fermento koncentracijai
tirpale, kuriame buvo panardintos alginato kapsu-
lés, ksilanaziy imobilizavimo efektyvumas didéjo.
Penkis kartus praskiedus ksilanazes (2,2 AV ml™)
pasiektas 67 % imobilizavimo efektyvumas, o nau-
dojant 0,5 AV ml™ fermento tirpalg imobilizavo-
si 88 % ksilanaziy (4 pav.). Taip yra galimai dél
riboto tvirtinimo tasky skai¢iaus ant aktyvuoty
alginato granuliy, todél kovalenti$kai neprijung-
tos ksilanazés po imobilizacijos tiesiog i$plau-
namos vandeniu. A. Palas ir kt. (2011) patvirti-
no, kad ksilanaziy stipriai koncentruoti tirpalai
turi neigiamg jtaka imobilizacijos efektyvumui.
Nurodyta, kad imobilizacijos efektyvumas padi-
déja net 40 % praskiedus fermento tirpala nuo
550 AV ml™" iki 150 AV ml.
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Pastaba / Note: vidutiniy ver¢iy reikémés pazymétos skirtingomis raidémis:
a—f parodo, kad yra esminiy skirtumy, jvertinty pagal Dunkano kriterijy
(p <0,05). / The average values marked with different letters, a—f, indi-
cate significant differences between the tested samples assessed according
to the Duncan criteria (p < 0.05).

2 pav. pH vertés jtaka ksilanaziy aktyvumui
Fig. 2. Influence of pH on xylanase activity
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Pastaba / Note: vidutiniy verciy reik$meés pazymétos skirtingomis raidémis:
a—c parodo, kad yra esminiy skirtumy, jvertinty pagal Dunkano kriterijy
(p <0,05). / The average values marked with different letters, a-c, indi-
cate significant differences between the tested samples assessed according
to the Duncan criteria (p < 0.05).

3 pav. Glutaro aldehido koncentracijos jtaka kovalentinei ksilanaziy
imobilizacijai

Fig. 3. Influence of glutaraldehyde concentration on covalent xylanase
immobilization
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Pastaba / Note: vidutiniy ver¢iy reik$més pazymétos skirtingomis raidémis:

a—c parodo, kad yra esminiy skirtumy, jvertinty pagal Dunkano kriterijy
(p <0,05). / The average values marked with different letters, a—c, indi-
cate significant differences between the tested samples assessed according

to the Duncan criteria (p < 0.05).

4 pav. Ksilanaziy tirpalo koncentracijos jtaka imobilizacijos efekty-

vumui

Fig. 4. Influence of xylanase solution concentration on immobilization

efficiency

Ilgéjant kapsuliy islaikymo fermento tirpa-
le trukmei imobilizacijos efektyvumas padidéjo
iki 91 %. Lyginant 30 min. ir 120 min. kapsuliy
iSlaikymo trukme imobilizacijos efektyvumas
padidéjo net 41 % (5 pav.). A. Palo ir kt. (2011)
straipsnyje pateikti rezultatai taip pat patvirtina
imobilizacijos efektyvumo priklausomybe nuo
kapsuliy islaikymo fermento tirpale trukmés.

Ksilanaziy imobilizacija alginato gelyje arba
kovalentinis prijungimas prie alginato kapsuliy
yra nesudétingi ir pigs budai. Taciau imobi-
lizuojant ksilanazes prarandama dalis fermen-
to. Tiriant skirtingy veiksniy jtaka kovalentinei
imobilizacijai nustatytos salygos, kurios padéjo
pasiekti didziausig Penicillium sp. A1 imobilizaci-
jos iSeiga (91 %), o imobilizuojant alginato gelyje
imobilizavimo efektyvumas sieké 65 %. Nustaty-
ta, kad ksilanaziy, isskirty i§ Penicillium sp. Al,
kovalentinis imobilizavimas yra efektyvesnis nei
ksilanaziy jterpimas j erdvines struktiras (IY, =
91 % > 1Y . = 65 %). Viena pagrindiniy prie-

gelyje
zasCiy, kodél prarandamas ksilanaziy aktyvumas

fiksuojant gelyje, yra sudétingas ksilano kaip
substrato molekulés prasiskverbimas per algina-
to granulés sieneles iki ksilanaziy. Kita priezastis
gali bati per trumpas imobilizacijos laikas. Imo-
bilizuoty ir laisvy ksilanaziy aktyvumo palygini-
mas pateiktas 6 paveiksle.

Laisvyjy fermenty panaudojimas yra jy $vaisty-
mas, nes po reakcijos fermentas negali buti pakar-
totinai naudojamas dél sudétingo jo iSgryninimo i$
reakcijos miSinio. Pritvirtinti prie kiety pavirsiy (ar
imobilizuoti juose) fermentai gali bati panaudoti
keletg karty. Kovalentiskai imobilizuoty ksilanaziy
aktyvumas jau po antro naudojimo sumazéjo 40 %,
taciau po 3, 4, 5, 6 karty naudojimo ksilanazés isli-
ko stabilesnés, o aktyvumas mazéjo léciau (7 pav.).
Gelyje imobilizuotos ksilanazés yra daug stabiles-
nés — po antro pakartotinio naudojimo fermento
aktyvumas sumazéjo tik 3 %, o po 3, 4, 5, 6 karty
naudojimo fermento aktyvumas mazéjo nuo 92 %
iki 63 %. Kovalentiskai imobilizuoty ksilanaziy ak-
tyvumas mazéjo greic¢iau nei imobilizuoty gelyje gal-
bat dél to, kad imobilizacija erdvinése strukttirose
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(p £0,05). / The average values marked with different letters, a-d, indi-
cate significant differences between the tested samples assessed according
to the Duncan criteria (p < 0.05).

5 pav. Kapsuliy iSlaikymo ksilanaziy tirpale trukmés jtaka imobiliza-
cijos efektyvumui

Fig. 5. Influence of the duration of capsules storage in xylanase solution
on immobilization efficiency
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between the tested samples assessed according to the Duncan criteria (p < 0.05).

6 pav. Imobilizuoty ir neimobilizuoty ksilanaziy aktyvumo palyginimas
Fig. 6. Comparison of the activity of immobilized and non-immobilized xylanases
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7 pav. Imobilizuoty fermenty pakartotinio naudojimo jtaka jy aktyvumui
Fig. 7. Influence of re-use of immobilized enzymes on their activity

yra stabilesné, o ksilanazés sunkiau i§plaunamos i§
kapsuliy nei kovalentiskai prijungtos.

ISVADOS

1. I deSimties mikroskopiniy gryby didziausiu ksi-
lanaziniu aktyvumu pasizyméjo Penicillium sp. Al.

2. Penicillium sp. A1 gamina termostabilias ksi-
lanazes, kuriy didziausias aktyvumas yra 70-100 °C
temperatiiroje, o optimali terpés pH verté 6.

3. Kovalentiskai imobilizuojant ksilanazes su
12 % glutaro aldehidu, ksilanaziy imobilizavimo
efektyvumas padidéja iki 75 %, o glutaro aldehidu
aktyvuoty kapsuliy i$laikymo trukmé ksilanaziy
tirpale rekomenduojama 120 min. arba didesné.

4. Imobilizuojant kovalentiniu badu imobili-
zavimo efektyvumas yra 91 %, o fiksuojant ksila-
nazes alginato gelyje imobilizavimo efektyvumas
siekia 65 %.

Gauta 2018 07 18
Priimta 2018 09 28
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Dalia Cizeikiené, Laura Prakopaviciite,
Algimantas Paskevicius, Vita Raudoniené
INVESTIGATION OF XYLANASE PROPERTIES

AND POSSIBILITIES OF IMMOBILIZATION
USING SODIUM ALGINATE

Summary
Recently, attention has been paid to the processing of by-
products of agriculture into valuable components, and
the use of immobilized enzymes for this purpose has be-
come more and more interesting due to the possibility to
increase their stability, as well as economic benefit. The aim
of this work was to select xylanase producing fungi and to
evaluate the influence of temperature and media pH on
the activity of enzyme, as well as to evaluate the possibility
of xylanase immobilization: (i) covalently on a solid car-
rier and (ii) encapsulating in alginate gel. In this study ten
microscopic fungi were screened for xylanase activity and
one belonging to Penicillium sp. genus was selected for
further experiments as it produced the highest amount of
xylanases. The optimum temperature for xylanases produc-
tion by Penicillium sp. was 70-100°C and pH 6. Xylanases
produced by Penicillium sp. were immobilised: (i) cova-
lently on glutaraldehyde activated alginate beads and (ii) in
sodium alginate gel beads. The covalent immobilization
efficiency was optimized by changing the immobilization
conditions: glutaraldehyde concentration, enzyme load and
coupling time. The immobilization yield of covalent immo-
bilization and the immobilization in sodium alginate beads
were 91 and 65%, respectively.

Keywords: Penicillium sp., xylanase, immobilization,
sodium alginate, immobilization efficiency



