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Razvoj imobilisanih sistema peroksidaze rena (Armoracia rusticana) za

polimerizacione reakcije i uklanjanje fenola iz otpadnih voda

1ZvOD

U prvom delu ove teze je makroporozni kopolimer glicidil metakrilata i etilen glikol
dimetakrilata, poly(GMA-co-EGDMA) sa dijametrom cestica od 150 do 500 pm i
razli¢itim karakteristikama povrSine i razli¢itom srednjom veli¢inom dijametra pora od
44 do 200 nm sintetisan, modifikovan 1,2-diaminoetanom 1 testiran kao nosad za
imobilizaciju peroksidaze iz rena (HRP) koriste¢i dve kovalentne metode,
glutaraldehidnu i perjodatnu. Najvecéa specificna aktivnost od oko 35 U/g suve mase
nosaca je postignuta na poly(GMA-co-EGDMA) kopolimeru sa srednjom veli¢inom
dijametra pora od 200 i 120 nm koriste¢i perjodatni metod. Prouc¢avanjem kinetike
deaktivacije na 65 °C i u 80% (v/v) dioksanu je otkriveno da perjodatna metoda takode
dovodi do znacajne stabilizacije biokatalizatora, i da stabilizacioni faktor zavisi snazno
od povrsinskih karakteristika kopolimera. HRP imobilizovana na kopolimeru sa
srednjom veli¢inom dijametra pora od 120 nm perjodatnom metodom je pokazala
najvecu specifi¢nu aktivnost ali takode i dobru stabilnost, tako da je u daljem radu
dodatno karakterisana. Imobilizacija je dovela do stabilizacije enzima u Sirem opsegu
pH, dok je Mihaelisova konstanta (Km) imobilizovane HRP bila 10,8 mM sto je
otprilike 5,6 puta vise nego za slobodni enzim. Posle 6 upotreba u ba¢ reaktoru za
oksidaciju pirogalola imobilizovana peroksidaza je zadrzala 45% polazne aktivnosti.

U drugom delu ove teze ista serija makroporoznih kopolimera glicidil metakrilata i
etilen glikol dimetakrilata, poly(GMA-co-EGDMA) sa veli¢inom pora od 200 nm
(ZS9) pa do neporoznog (ZS6) je testirana kao nosa¢ za imobilizaciju peroksidaze iz
rena, ali ovaj put sa dijametrom ¢estica od 2 do 2,5 um. HRP je imobilizovana na 4
na¢ina, preko epoksidne grupe na kopolimeru, i nakon aminovanja kopolimera
glutaraldehidnom, perjodatnom i karbodiimidnom metodom. Najveca aktivnost
imobilizovane HRP od 14,5 U/g je dobijena glutaraldehidnom metodom, a odmah
zatim najveca aktivnost od 13,7 U/g karbodiimidnom metodom na poly(GMA-co-
EGDMA) oznac¢enom kao ZS9 ¢ija je srednja veli¢ina pora bila oko 200 nm. Prinos
imobilizacije je bio veci u odnosu na seriju kopolimera sa ve¢om veli¢inom Cestica 1
iznosio je 33,5% za glutaraldehidnu metodu i 30,3 % za karbodiimidnu u odnosu na

oko 5% prinosa dobijenog za seriju kopolimera sa vecom veliCinom Ccestica |



glutaraldehidnu metodu imobilizacije. U svim metodama imobilizacije ZS9 sa
najve¢om veli¢inom pora se opet pokazao kao najbolji nosa¢ u odnosu na ostale
nosace sa manjom veli¢inom pora.

U tre¢em delu ove teze fenolne i amino grupe su uvedene u razli¢itim stepenima u
alginat oksidacijom sa perjodatom u 2,5; 5, 10, 15 i 20 mol% odnosu prema
glikozidnim jedinicama i kasnijom reduktivnom aminacijom u prisustvu tiramina.
Modifikacija alginata je povrdena FTIR-om i UV-VIS spektroskopijom, dok je
koncentracija fenolnih i jonizabilnih grupa odredena koriste¢i apsorbanciju na 275 nm
i kiselo-baznu titraciju. Svi tiramin-alginati su mogli da formiraju hidrogelove nakon
umrezavanja sa peroksidazom rena i vodonik peroksidom. Tiramin-alginati oksidovani
do 10 mol% perjodata su bili u stanju da formiraju hidrogelove i u reakciji sa
kalcijumom. Tiramin-alginati su testirani za imobilizaciju HRP-a unutar mikro-kuglica
alginata dobijenih peroksidazom katalizovanom emulzionom polimerizacionom
reakcijom koriste¢i unutrasnju dostavu peroksida preko glukoza oksidaze i glukoze.
Najveca aktivnost imobilizovane peroksidaze je dobijena sa 20 % (w/v) tiramin-
alginatom dobijenim preko 20 mol% perjodatne oksidacije. Imobilizovani enzim nije
cureo iz mikro-kuglica alginata i dalje je okarakterisan kineti¢ki za oksidaciju
pirogalola. Km za pirogalol je povecan nakon imobilizacije sa 1,93 mM za rastvornu
peroksidazu na 7,34 mM za imobilizovanu peroksidazu. pH optimum je takode
poveéan od 7,0 do 8,0. Temperaturna i stabilnost u organskom rastvaracu je znacajno
bila poveéana tako da je polu-zivot na 70°C poveéan otprilike oko 4 puta, dok je polu-
zivot u 80% (w/v) dioksanu povecan 22 puta. Posle viSestruke upotrebe 6 puta u ba¢
reaktoru za oksidaciju pirogalola imobilizovana HRP je zadrzala 45 % pocetne
aktivnosti.

Na kraju je izvrSena optimizacija upotrebe rastvorne i HRP imobilizovane na
poly(GMA-co-EGDMA) i tiramin-alginatu u ba¢ reaktoru za uklanjanje fenola
koncentracije 2 mM koriste¢i razli¢ite nacine dostave vodonik peroksida. Najbolji
rezultati su dobijeni dostavom vodonik peroksida preko 0,125 U/ml glukoza oksidaze
iz Aspergillus niger i 4 mM glukoze gde je fenol uklonjen do 70% iz vodenog

rastvora.

Kljué¢ne redi: peroksidaza, makroporozni, alginat, emulzija, tiramin, fenol
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Development of immobilized horse radish (Armoracia rusticana) peroxidase for

polymerization reactions and removal of phenols from waste waters
ABSTRACT

In the first part of this thesis macroporous copolymer of glycidyl methacrylate and
ethylene glycol dimethacrylate, poly(GMA-co-EGDMA) with various surface
characteristics and mean pore size diameters ranging from 44 to 200 nm was
synthesized, modified with 1,2-diaminoethane and tested as a carrier for
immobilization of horseradish peroxidase (HRP) by two covalent methods,
glutaraldehyde and periodate. The highest specific activity of around 35 U/g of dry
weight of carrier was achieved on poly(GMA-co-EGDMA) copolymers with mean
pore diameter of 200 and 120 nm by the periodate method. Study of deactivation
kinetics at 65°C and in 80% (v/v) dioxane revealed that the periodate immobilization
also produced an appreciable stabilization of the biocatalyst, while stabilization factor
depended strongly on the surface characteristics of the copolymers. HRP immobilized
on copolymer with mean pore diameter of 120 nm by periodate method showing the
highest specific activity but also good stability was further characterized. It appeared
that the immobilization resulted in stabilization of enzyme over a broader pH range
while the Michaelis constant value (Km) of the immobilized HRP was 10.8 mM,
approximately 5.6 times higher than that of the free enzyme. After 6 cycles of repeated
use in batch reactor for pyrogallol oxidation, the immobilized HRP retained 45% of its
original activity.

In the second part of this thesis the same series of macroporous copolymer of glycidyl
methacrylate and ethylene glycol dimethacrylate, poly(GMA-co-EGDMA) with pore
diameter from 200 nm (ZS9) to the nonporous (ZS6) was tested as carier for
immobilization of HRP, but this time with particle diameter between 2 and 2.5 pum.
HRP was immobilized in 4 ways, via epoxide group on copolymer and after amination
of copolymer using glutaraldehyde, periodate and carbodiimide method. The highest
activity of immobilized HRP of 14.5 U/g was obtained using glutaraldehyde method
and immediately after 13.75 U/g using carbodiimide method on poly(GMA-co-
EGDMA) named ZS9 with average pore size of 200 nm. Yield of immobilization was

Vi



higher compared to the series of copolymers with larger particle diameter and was
33.5 % for glutaraldehyde and 30.3 % for carbodiimide method with respect to the 5 %
for series of copolymers with larger particle diameter and glutaraldehyde method of
immobilization. In all tested methods for immobilization ZS9 with largest pore
diameter showed as the best carier among others with smaller pore diameters.

In the third part of this thesis phenol and amino groups were introduced into alginate
to different degrees via oxidation with 2.5, 5, 10, 15 and 20 mol% of periodate and
reductive amination by tyramine. Modification of alginate with tyramine was
confirmed by FTIR and UV-VIS spectroscopy, while concentration of phenol and
ionizable groups was determined using absorbance at 275 nm and acid-base titration.
All tyramine-alginates were able to form hydrogels after cross-linking with horse
radish peroxidase (HRP) and hydrogen peroxide. Tyramine-alginates oxidized with up
to 10 mol% of periodate were also capable of forming hydrogels with calcium ions.
Tyramine-alginates were tested for HRP immobilization within micro-beads obtained
by peroxidase catalyzed emulsion polymerization using internal delivery of hydrogen
peroxide via glucose oxidase and glucose. Highest activity of immobilized peroxidase
was obtained with 20 % (w/v) tyramine-alginate obtained via 20 mol% periodate
oxidation. Immobilized enzyme was not leaking from the micro-beads and was further
kinetically characterized for pyrogallol oxidation. K, for pyrogallol was increased
after immobilization from 1.93 mM for soluble HRP to 7.34 mM for immobilized
HRP. pH optimum was also increased from pH 7.0 to 8.0. Temperature and organic
solvent stability improved significantly after immobilization, so that half-life at 70°C
increased around four times, while half-life in 80 % (v/v) dioxane increased 22 times.
After repeated use of 6 times in batch reactor for pyrogallol oxidation immobilized
HRP retained 45 % of original activity.

At the end optimization of immobilized peroxidase was done in batch reactor for
phenol removal using various hydrogen peroxide delivery modes. The best results of
70% phenol removal from water solution was achieved using delivery of hydrogen

peroxide by 0.125 U/mL of glucose oxidase from Aspergillus niger and 4 mM glucose.

Keywords: peroxidase, macroporous, alginate, emulsion, tyramine, phenol

Academic Expertise: Engineering technology Major in: Biotechnology and

Biochemical Engineering
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| TEORIJSKI DEO
1. uvoD

Upotreba biokatalizatora u industriji u poslednje vreme dobija sve viSe na znacaju
zbog nekoliko dobrih osobina koji oni poseduju kao §to su visoka kataliticka moc¢,
visoka specifi¢nost i enantioselektivnost, upotreba pri blagim reakcionim uslovima $to
dovodi do ustede u energiji kao i njihova netoksi¢nost i biodegradabilnost. Glavni
nedostaci su relativno mala stabilnost u odnosu na klasi¢ne katalizatore 1 visoka cena
proizvodnje. Da bi se povecala ekonomi¢nost upotrebe biokatalizatora u industriji radi
se na razvoju imobilisanih enzimskih sistema koji dovode do povecanja stabilnosti i
moguénosti njihove ponovne upotrebe i samim tim smanjenja cene pri njihovoj
upotrebi. Imobilizacija predstavlja ograni¢avanje slobode kretanja molekula enzima u
rastvoru i najée$ce se razvijaju kovalentne metode imobilizacije na makroporoznim
nosa¢ima i metode imobilizacije enzima unutar polimernih hidrogelova. I jedna i
druga metoda imobilizacije imaju prednosti i nedostatke, tako se kovalentnom
imobilizacijom najce$ée dobijaju stabilni preparati enzima kod kojih ne dolazi do
curenja enzima tokom upotrebe ali dolazi do njegove inaktivacije usled hemijskih
reakcija tokom same metode imobilizacije. Pri enkapsulaciji enzima unutar
hidrogelova sam molekul enzima ne ucestvuje u hemijskoj reakciji imobilizacije tako
da se aktivnost enzima ne gubi usled denaturacije ali se gubi usled velikih difuzionih
ogranicenja, dok se zbog velikog dijametra pora polimernog hidrogela gubi enzimska
aktivnost usled curenja enzim tokom upotrebe.

Peroksidaze predstavljaju vaznu klasu enzima koje katalizuju reakciju polimerizacije
fenolnih jedinjenja. U medicini pronalaze svoju primenu kao klini¢ki reagensi, dok u
industriji mogu da se primene za polimerizaciju fenola i njihovu precipitaciju iz
vodenih rastvora kao i za sintezu fenolnih polimera u organskim rastvarac¢ima. Da bi
se efikasno upotrebila neophodno joj je povecati stabilnost i smanjiti gubitak
aktivnosti usled inaktivacije vodonik peroksidom. U tu svrhu se radi na razvoju
imobilisanih enzimskih sistema sa peroksidazom i na razvoju nacina dostave vodonik
peroksida u reakcioni sistem.

Cilj ove doktorske disertacije je bio razvoj imobilisanih enzimskih sistema
peroksidaze iz rena u cilju dobijanja biokatalizatora koji bi se mogao upotrebiti vise
puta u reakcijama polimerizacije fenola u vodenim sistemima. U tu svrhu je

peroksidaza iz rena imobilizovana kovalentno na makroporoznom glicidl metakrilatu i



unutar polimernih alginatnih hidrogelova. Uradena je optimizacija imobilizacije u
pogledu koli¢ine dodatog enzima, tipa hemijske reakcije koriS¢ene za imobilizaciju i
veli¢ine pora 1 Cestica makroporoznog glicidil metakrilata. Takode je u cilju
poboljsanja efikasnosti imobilizacije u alginatu sintetisan novi hemijski modifikovani
alginat koji je mogao da formira hidrogelove i u reakciji sa kalcijumom i u reakciji se

peroksidazom i vodonik-peroksidom.



2. PEROKSIDAZE

2.1. Podelai stuktura

Peroksidaze predstavljaju superfamiliju proteina koji sadrzi tri razliite klase

peroksidaza [1]:

a) Intracelularne peroksidaze (klasa 1, E.C. 1.11.1.5/6/.11)
0) Ekstracelularne peroksidaze gljiva (klasa 2, E.C. 1.11.1.13/.14)
B) Ekstracelularne peroksidaze biljaka (klasa 3, E.C. 1.11.1.7)

Peroksidaze specificne za biljke u svojoj strukturi imaju hem i pripadaju klasi 3
peroksidaza (u daljem tekstu peroksidaze).

Peroksidaze su glikoproteini koji sadrze po dva jona kalcijuma koji uticu na
rastvorljivost enzima kao i na strukturu aktivnog mesta [2]. U toku svog katalitickog
ciklusa (peroksidativni ciklus), katalizuju redukciju vodonik peroksida uz pomo¢
elektrona koje uzimaju od molekula kao §to su fenolna jedinjenja, prekursori lignin,
auksin ili sekundarni metaboliti [3]. Uprkos tome S§to koriste Sirok spektar elektron
donora imaju zajednicki supstrat gvajakol, pa im opsSte ime moze biti i gvajakol
peroksidaze [4]. Niskospinskog +3 stanja gvozda u kom je peroksidaza neaktivna
mogu proizvesti neki supstrati [5]. U odvojenom hidroksilnom ciklusu, peroksidaze

mogu da katalizuju i nastajanje slobodno radikalskih vrsta kiseonika, Slika 1.
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Slika 1. Kataliti¢ki ciklus klase 3 peroksidaza [1]

Peroksidaze mogu da katalizuju veliki broj reakcija $to ukazuje na njihov znacaj u
mnogobrojnim fizioloSskim procesima kao S$to su metabolizam auksina, formiranje
suberina i lignina, odbrana od patogena, umrezavanje komponenata ¢elijskog zida i
klijanje semena. Kod biljaka su peroksidaze su prisutne u citoplazmi, peroksizomima,
u sastavu ¢Celijskog zida, u vakuolama, plazma membrani, mitohondrijama.
Peroksidaze celijskog zida ucestvuju u polimerizaciji fenolnih jedinjenja 1 sintezi
lignina, otpornosti na bolesti, degradaciji indol-3-sir¢etne kiseline i biosintezi etanola
[6]. Zbog toga peroksidaze imaju veoma vaznu ulogu u toku rasta i razvoja korena i
nadzemnih organa. Pa se i najintezivnija aktivnost peroksidaza uocCava upravo u
mladom tkivu koje se diferencira 1 raste. Zapazeno je da do porasta aktivnosti POD-a
dolazi paralelno sa porastom koli¢ine lignina u ¢elijskom zidu [2].

Svaka promena u spoljas$njoj sredini moze da indukuje promenu aktivnosti POD u
¢elijskom zidu, jer one imaju ulogu i u odbrani od stresa iz spoljasnje sredine [2].
Sinteza peroksidaze u liS¢u razliitog drveca je upotrebljavana kao parametar za

monitoring i mapiranje odbrane od aerozagadenja [7]. POD kod vodenog cveta



(Nymphaea) su uklju¢ene u mehanizam zastite od toksi¢nog dejstva kadmijuma [8],
tako $to katalizuju nastajanje fenolnog polimera koji kompleksira jone kadmijuma u
vidu kristala. Osim u otpornosti na teSke metale peroksidaze mogu imati ulogu i u
zastiti od toksi¢nih organskih molekula kao §to je 2,4-dihloro fenol [9].

Zahvaljuju¢i hidroksilnom ciklusu, peroksidaze mogu katalizovati nastajanje vodonik
peroksida i superoksidnog radikala. Tako je u radu gde su semena Castanea sativa
izlozena suSenju, uocena povecana produkcija ekstracelularnog superoksidnog
radikala, nastalog u reakciji redukcije vodonik peroksida cinami¢nom kiselinom,
katalizovanoj od strane ekstracelularne peroksidaze ¢elijskog zida [10]. Proizvodnja
vodonik peroksida u apoplastu lista kravljeg graSka (Vigna unguiculata) je

katalizovana peroksidazom i ima ulogu u toleranciji biljke na mangan [11].

2.2.  Peroksidaza iz rena (horseradish peroxidase — HRP) Armoracia rusticana

Peroksidaza iz rena (na engl. horseradish peroxidase - HRP, EC 1.11.1.7) je enzim
izolovan iz korena rena koji se intenzivno koristi pre svega u biohemijskim procesima.
Ova peroksidaza se Cesto koristi kod konjugata, da bi se utvrdilo prisustvo ciljanog
molekula. HRP je najpozeljniji enzim za detekciju antitela jer je najmanji i najstabilniji
od tri najpopularnija enzima (HRP, alkalna fosfataza i B-galaktozidaza).

HRP je jedan od enzima koji mogu katalizovati oksidaciju velikog broja organskih i
neorganskih jedinjenja zbog ¢ega je nasla primenu za razli¢ite namene od sinteze finih
hemikalija kao S§to su DOPA (L-3,4-dihidroksifenilalanin) i bifenoli, uklanjanja
toksi¢nih jedinjenja iz otpadnih voda u pre¢iS¢avanju voda, pa do primene u
biosenzorima. Ova peroksidaza, zajedno sa drugim hem peroksidazama, je jarko
obojena, posebno pod UV svetloséu. Ova osobina hem peroksidaza ih ¢ini korisnim za
jer oni mogu biti vidljivi na razli¢itim talasnim duZinama svetlosti. Hem grupa u
peroksidazi iz rena je jednostavnija od one kod sisara i samim tim odli¢na polazna
tacka u studijama hem peroksidaza i1 njenih funkcija. Pronadeno je da, kada se HRP
kombinuje sa drugim jedinjenjima, postaje visoko reaktivna prema celijama tumora
kod ¢oveka. To bi moglo da dovede do mnogih dostignuca u ciljanoj terapiji raka.
HRP je izolovana iz korena rena (Armoracia rusticana) i pripada feroprotoporfirinskoj
grupi peroksidaza. To je jednolan¢ani polipeptid koji sadrzi Cetiri disulfidna mosta.
Predstavlja glikoprotein, koji sadrzi 18% ugljenih hidrata. Od ugljenih hidrata

zastupljeni su: galaktoza, arabinoza, ksiloza, fukoza, manoza, manozamin i
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galaktozamin, u zavisnosti od specificnog izoenzima. Njegova molekulska masa (44
kDa) obuhvata polipeptidni lanac (33.890 Da), hem sa Ca®* (700 Da) i ugljene hidrate
(9.400 Da). Izoelektri¢na tatka HRP izoenzima je u opsegu od 3,00 do 9,00. Postoji
najmanje 7 HRP izoenzima. Enzim HRP-a, naden u renu se intenzivno koristi u
biohemijskim procesima, prvenstveno zbog njene sposobnosti da pojaca slab signal i
poveca detekciju ciljanog molekula.

Struktura peroksidaze je prvi put odredena pomocu rendgenske kristalografije 1997.
godine, i to na vise razli¢itih supstrata. To je a-helikoidni protein koji ima vezan hem
kao kofaktor.

Strukturne koordinate proucavane su pomocu programa za vizuelizaciju RasMol i

Protein Structure Explorer. Strukturni podaci su analizirani u pogledu:

1) duzine a-heliksa,
2) broja formiranih vodoni¢nih veza po ostatku,

3) broja molekula vode u rastojanju vodoni¢nih veza do 3,5 A po ostatku.

Postalo je odmah jasno da u osnovi postoje dve grupe a-heliksa u molekulu: dugi i
kratki. Prilikom definisanja dugih a-heliksa, koji imaju najmanje 10 aminokiselinskih
ostataka, utvrdeno je da oni doprinose 34% sekundarnoj strukturi HRP-a [12, 13]. Ovo
se blize odnosi na oblast doprinosa a-heliksa amidnoj IR traci na 1660 cm-1 (31%).
Kraci a-heliksi, sa manje od 10 ostataka, doprinose 14% strukturi HRP-a. Ovo ukazuje
na ¢injenicu da su nisko-frekventni amid | veze na 1650 cm-1 (20%) u velikoj meri
zastupljene kod kratkih heliksa, dok visoke frekvencije proizilaze najées¢e od duzih
helikoidnih segmenata. Postoji veliki broj izoenzima peroksidaze iz rena, ali najces¢i
je tip C. HRP tipa C ima dva metalna centra, jednu hem grupu sa atomom gvozda i dva

atoma kalcijuma, Slika 2.
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Slika 2. Struktura hem grupe u HRP-u

Hem grupa ima planarnu strukturu sa atomom gvozda koji se drzi ¢vrsto u sredini
porfirinskog prstena koji se sastoji iz ¢etiri molekula pirola. Gvozde ima dve otvorene
vezane strane, jedna iznad i jedna ispod ravni hem grupe. Hem grupa ima histidin
(enzim) pridodat proksimalnom histidin ostatku (His170) koji se nalazi ispod hem
grupe. Drugi ostatak histidina, koji se nalazi u delu iznad hem grupe, predstavlja
mesto vezivanja za vodonik-peroksid pri oksido-redukcionim reakcijama. Atom
kiseonika ¢e se vezati za ovu slobodnu stranu tokom aktivacije. Sesta oktaedarska
pozicija atoma gvozda predstavlja aktivno mesto enzima. Tokom enzimske reakcije,
vezivanje vodonik-peroksida za atom gvozda, stvara oktaedarnu strukturu oko atoma
gvozda. Drugi mali molekuli se takode mogu vezati za distalnu stranu, stvarajui istu

oktaedarnu strukturu.



Slika 3. Trodimenziona struktura HRP-a.

Slika 3 prikazuje trodimenzionalnu strukturu HRP-a. Hem grupa je u centru enzima i
prikazana je crnom bojom sa atomom gvozda koji je predstavljen crvenom sferom.
Dva atoma kalcijuma su crne sfere i leze izmedju helikoidnih oblasti enzima, jedan u
distalnom delu i jedan u proksimalnom delu. a-Heliks i f-naborane plo¢e enzima su
prikazani kao raznobojne spiralne strukture. I hem grupa i atomi kalcijuma su od
presudnog znacaja aktivnost enzima i, isto tako, na stabilnost enzima jer gubitak
jednog od njih prouzrokuje nestabilnost.

Peroksidaze su visoko specificne samo prema vodonik-peroksidu, dok prema drugom
supstratu pokazuju malu specifi¢nost [14, 15]. Tako peroksidaza iz rena moze kao
donore vodonika da koristi veliki broj razli¢itih hemijskih jedinjenja kao $to su fenoli,
aromaticni amini, nitriti, boje, pa ¢ak i jodidi, ferocijanid i druga. Utvrdeno je da
enzim pored peroksidatne aktivnosti, poseduje 1 oksidaznu aktivnost, odnosno da moze
da oksiduje veliki broj hemijskih jedinjenja u prisustvu kiseonika.

Molekulska masa peroksidaze iznosi 44kDa, dok je izoelektri¢na tacka u rasponu od
3,0 do 9,0 sa najmanje sedam izoenzima. HRP se lako kombinuje sa vodonik-
peroksidom (H,0,) i kao rezultat (HRP-H,O,) kompleks moze oksidovati Sirok
spektar hromogenih donora vodonika. Takode HRP moze Kkoristiti hemiluminescentne
supstrate kao sto su luminol i izoluminol, i fluorogene supstrate kao sto su tiramin,

homovanili¢na kiselina, 4-hidroksifenol acetatna kiselina.



Inhibitori HRP-a su natrijum-azid, cijanid, L-cistin, dihromat, etilentiourea,
hidroksilamin, sulfid, p-aminobenzoeva kiselina, Cd**, Co**, Cu*, Fe**, Mn**, Ni**,
Pb”* [16-18].

pH optimum HRP je u opsegu od 6,0-6,5; aktivnost na 7,5 je 84% od maksimuma.
Enzim je najstabilniji u pH opsegu od 5,0-9,0.

Apsorpcioni odnos A403/A275 je mera sadrzaja hema u enzimu peroksidazi, ne
aktivnosti enzima. Cak i preparati sa visokim vrednostima RZ-a, mogu imati nisku

enzimsku aktivnost.
2.3.  Primena peroksidaza u biotehnologiji

Peroksidaze se najcesc¢e primenjuju u klinickoj biohemiji i enzimskim imunoesejima,
ali se u poslednje vreme sve ¢eS¢e pominje njihova upotreba i u biotehnologiji za
tretman otpadnih voda i uklanjanje fenola, sintezu razli¢itih hemikalija kao Sto su
DOPA i bifenoli, uklanjanje peroksida iz industrijskog otpada i proizvodnju
biosenzora. Aromati¢na jedinjenja koja se najéeS¢e mogu pronaci u otpadnim vodama
su fenoli 1 oni predstavljaju toksi¢na koja moraju biti uklonjena pre nego Sto se izluce
u okolnu sredinu. Enzimski tretman je jedna od metoda za njihovo uklanjanje i veéina
tih metoda se zasniva na primeni peroksidaze iz rena u prisustvu vodonik peroksida
gde dolazi do polimerizacionih reakcija i precipitacije polifenolnih proizvoda [19].

Da bi se povecala efikasnost procesa i smanjila inaktivacija peroksidaze ona se
imobilizuje na razlicite nosace ili joj se dodaju polimeri kao §to je polietilen glikol koji
formira zastitni sloj u blizini aktivnog mesta enzima tako da ograni¢ava napad fenoksi
radikala koji se formira u katalitiCkom ciklusu [20-23].

Peroksidaza iz rena se u glavhom Kkoriste kao reagensi za organske sinteze i
biotransformacije, kao i u kuplovanim enzimskim analizama, hemiluminiscentnim
analizama, imunotestovima ali i u tretmanu otpadnih voda (obezbojavanje, uklanjanje
ulja, fenola) [15, 16].

Unapredenje pozeljnih svojstava enzima, kao na primer njegova relativno dobra
stabilnost u vodenim i nevodenim sistemima, postize se hemijskom modifikacijom i
usmerenom mutagenezom. Neke primene HRP u malim organskim sintezama
ukljucuju N- i O-dealkilaciju, oksidativno kuplovanje, selektivnu hidroksilaciju i
reakcije prenosa kiseonika. Primena peroksidaze u enantioselektivnim reakcijama

oksidacije, na industrijskom nivou, zahteva znatno smanjenje cene samog enzima po
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jedinici proizvoda. ReSenje ovog problema je bolje upravljanje procesima sa H,O, da
bi se sprecila inaktivacija enzima ili koris¢enje modifikovanih enzima sa poboljSanom
stabilno$¢u i katalitickom efikasnoscu.

Reakcije kuplovanja bioloski aktivnih jedinjenja, katalizovane peroksidazom iz rena
su nasle veliku primenu u sintezi lekova protiv kancera [17].

Pokazano je da je peroksidaza iz rena efikasna u obezbojavanju otpadnih voda, kao i
da poseduje aktivnost u duzem vremenskom periodu pri precis¢avanju otpadnih voda
industrije papira. Peroksidaza iz rena, imobilisana na aluminijumske i hitozanske
nosace, je efikasna pri oksidaciji razli¢itih hlorfenola u otpadnim vodama i zemljistu
[18,19]. Imobilizacija na magnetitu putem fizicke adsorpcije je efikasnija od
umrezavanja enzima za nosac¢ [20]. Istrazivanja su pokazala znacajno smanjenje
koncentracije fenola u otpadnim vodama industrije papira pri koris¢enju imobilisane
peroksidaze iz rena na poroznom nosacu na bazi litijum-titana, stakla i keramike [21].
Napravljen je biosensor za detekciju fenola koris¢enjem sol-gel tehnologije, pri cemu
je peroksidaza “zarobljena” u konduktivan polimer koji je nanosSen na staklene ugljene
elektrode. Biosenzor je pokazao nizak operacioni potencijal, brz odgovor, visoku
osetljivost 1 mikromolarnu detekciju razli¢itih fenola [22]. Takode, dizajniran je
biosensor visoke osetljivosti i reproduktivnosti, imobilizacijom peroksidaze iz rena na
tetraetil-ortosilikat sol-gel filmove zajedno sa holesterol-oksidazom [23]. Isto tako,
komercijalna peroksidaza je koimobilisana sa holesterol-oksidazom i holesterol-
esterazom pomocu glutaraldehida, pri ¢emu su zadrzale 76% svoje pocetne aktivnosti.
Ovi koimobilisani enzimski sistemi imaju mogucu primenu kao senzori za odredivanje
ukupnog holesterola. U novije vreme postoji veliko interesovanje za biosenzore koji se
baziraju na konduktivnim polimerima kao S$to je polianilin. Na primer, razvijen je
biosensor koji sadrzi holesterol-oksidazu, holesterol-esterazu i peroksidazu sa
prihvatljivom temperaturnom stabilno$¢u i dobrom osetljivos¢u. Napravljen je i
imobilizat pri ¢emu je peroksidaza imobilisana samostalno ili zajedno sa holesterol-
oksidazom na silicijumski nosa¢, aktiviran reakcijom aminosilana 1 glutaraldehida
[24]. 1 imobilisana peroksidaza i koimobilisana peroksidaza pokazale su dobru

stabilnost pri razli¢itim uslovima u poredenju sa nativnom peroksidazom [25].

2.4.  Peroksidaza iz rena u tretmanu otpadnih voda

Posebna paznja se danas pridaje razvoju zelene i odrzive tehnologije za tretman
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otpadnih voda. Zbog uvodenja strogih zakona za preciS¢avanje otpadnih voda
razvijene su razli¢ite metode tretmana otpadnih voda. Ove metode ukljucuju:
adsorpciju  pomoc¢u aktivnog uglja/smola, okisdaciju vlaznim vazduhom,
ozonizaciju/napredni proces oksidacije, elektrohemijsku oksidaciju, fotokataliticku
oksidaciju i aerobnu/anaerobnu degradaciju [24, 25]. Najces¢e koris¢ena metoda za
ukljanaja fenola je adsorpcija pomocu aktivnog uglja [26, 27]. Nedostatak ove metode
je Sto je proces regeneracije uglja skup i nekompletan zbog delimi¢ne ireverzibilne
adsorpcije [28]. Napredni procesi oksidacije, kao na primer H,O,/UV, ozon/H,0,/UV,
Fentonova reakcija i TiO,/UV se danas ¢eS¢e koriste pri uklanjanju sintetickih
organskih jedinjenja iz otpadnih voda. Ove metode su pogodne za tretman ogromnih
koli¢ina otpadnih vodagde je i procenat uklanjanja fenola, kao primarnog zagadivaca,
veliki. Medutim, ne moze se kontrolisati formiranje meduproizvoda koji su u
slede¢em koraku procesa - bioloskom precis¢avanju, toksi¢ni [28].

Kod tretmana otpadnih voda pomocu aktivnog mulja, prevazideni su problemi sa
toksicnim meduproizvoda, ali ovaj pristup nije pogodan za visoke koncentracije
zagadivaca. U poredenju sa konvencionalnim metodama, enzimi imaju vecu
specificnost 1 mogu da podnesu veliku koncentraciju zagadivaca. Supstrat se taloZi van
rastvora i moze se lako ukloniti, umesto da se prenosi na sedeci sistem [29, 30]. Metod
enzimskog uklanjanja fenola iz otpadnih voda, koriste¢i peroksidaze je razvijen od
strane Klibanov-a 1980-te. Prednost ove metode je visoka specificnost enzima, §to
rezultuje visokom efikasno$¢u uklanjanja fenola i niskim rizikom formiranja
sekundarnih polutanata. Takode, enzimi zadrZavaju svoju aktivnost i pri visokim
koncentracijama zagadivaCa, Sirokom opsegu pH 1 temperatura, smanjeno je
formiranje biomasa i lak$a kontrola procesa [31].

Fenol je glavni zagadiva¢ u otpadnim vodama iz petrohemijske, farmaceutske, naftne
industrije 1 sl. On je veoma korozivan, a izaziva dijareju, zamucen vid, ekskreciju
tamnog urina. Takode, fenol je toksican za ribe. Smrtonosna koncentracija fenola u
krvi je oko 150 mg/100 ml. Razli¢iti tretmani se koriste za uklanjanje fenola, kao na
primer adsorpcija, jonska izmena, oksidacija i bioloski tretman.

Stanisavljevi¢ i Nedi¢ su ispitivali uklanjanje fenola polimerizacijom. Polimerizacija
fenola je izvrSena pomocu enzima peroksidaze i vodonik—peroksida. Peroksidaza
konvertuje molekule fenola do slobodnih radikala i vrac¢a ih u sistem, gde slobodni
radikali fenola reaguju medusobno formirajuéi poliaromati¢ne proizvode. Ovi polimeri

su nerastvorni u vodi i lako je ih ukloniti. Konverzija fenola u svim eksperimentima je
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bila ve¢a od 90%, pri koris¢enju prec¢isc¢ene peroksidaze. Ustanovili su da dolazi do
94% polimerizacije fenola pri njegovoj koncentraciji od 100 mg/L sa slobodnom

peroksidazom, a do 62% sa imobilisanom peroksidazom [32].
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3. IMOBILIZOVANI ENZIMI

Prilikom imobilizacije enzima dolazi do ograni¢avanje slobode kretanja molekula
proteina u rastvoru fizickim ili hemijskim metodama [33, 34]. U odnosu na rastvorne

imobilizovani enzimi imaju nekoliko prednosti kao $to su:

- povecana stabilnost imobilizovanog enzima
- ponovna upotreba enzima
- jednostavno odvajanje od proizvoda iz reakcione smese

- visoka zapreminska produktivnost reaktora sa imobilizovanim enzimom

Ipak, u poredenju sa rastvornim enzimima imobilizovani enzimi imaju i nekoliko

nedostataka, kao S§to su:

-inaktivacija enzima tokom imobilizacije i smanjenje aktivnosti
-smanjenje aktivnosti zbog difuzionih ogranicenja

-visoka cena nosac¢a i metode imobilizacije

Metode imobilizacije enzima mogu da se podele na fizicke i hemijske [35, 36].

3.1. Hemijske metode imobilizacije

U slucaju hemijskih metoda imobilizacije molekul enzima ucestvuje u
hemijskoj reakciji grade¢i kovalentne ili nekovalentne veze. Nedostaci hemijskih
metoda u odnosu na fizicke metode imobilizacije Su delimi¢na inaktivacija enzima
tokom hemijske reakcije. Enzim moZe biti vezan za nosa¢ ili umrezavanjem i sam
postaje nosa¢. Enzim se na nosa¢ moze imobilizovati adsorpcijom, jonskom vezom,

koordinativnom vezom i kovalentnom vezom [37].

Adsorpcija predstavlja najjednostavniji metod imobilizacije gde je enzim vezan za
nosa¢ nekovalentnim vezama kao sto su hidrofobne, vodoni¢ne, Van-der-Walls-ove i
elektrostaticke. Ovo je blaga metoda imobilizacije gde se formiraju slabe veze i ne
dolazi do znacajnije denaturacije enzima S$to je dobra osobina ove metode ali je loSa

osobina §to se sam enzim lakSe spira sa nosaca. U nekim varijantama ove metode
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imobilizacije se umrezavanjem enzimskog sloja adsorbovanog na nosacu povecava

jacina veze izmedu enzima (helatni efekat) i nosaca, ali se delimi¢no inaktivira enzim.

Jonska adsorpcija predstavlja metodu gde se enzimi vezuju za nosafe Sa
naelektrisanim grupama [37]. Tom prilikom se stvara jonska veza ¢ija ja¢ina zavisi od
koncentracije i naclektrisanja grupa na nosacu i enzimu. Imobilizovani enzimi koji su
prvi koris¢eni u industriji bili su imobilizovani ba$ jonskom adsorpcijom (U
proizvodnji L-aminokiselina iz racemskih smesa). Ovde je jonska adsorpcija
primenjena zbog svoje jednostavnosti i lakoce izvodenja. Druga prednost ove metode

je Sto se imobilizat moZe regenerisati ponovnom adsorpcijom enzima.

Enzimi se mogu koordinativnom vezom imobilizovati na nosace prethodno tretirane
solima titanijuma i cirkonijuma [38]. Koordinativne veze se formiraju izmedu
hidroksilnih grupa nosaca, metala titana 1 aminokiselinskih ostataka u molekulu
enzima (hidroksilne, merkapto i amino grupe). U toku imobilizacije prvo se tretira
nosa¢ titan-tetrahloridom, a zatim se susi na 90 °C sto dovodi do isparavanja
hidratacione vode i hlorovodoni¢ne Kiseline i ostaje sloj oksida metala. Aktivirani
nosa¢ se zatim inkubira sa rastvorom enzima. Koordinativna veza koja se formira
izmedu enzima i nosaCa je jata nego veze koje se formiraju kod imobilizacije
adsorpcijom i odgovara kovalentnoj vezi, a tokom imobilizacije ne dolazi do
znacajnije inaktivacije enzima. To ukazuje na prednost ove metode u odnosu na

imobilizaciju adsorpcijom.

Kovalentna veza se formira izmedu enzima i aktivnih grupa na povrsini nosaca. U
odnosu na ostale metode imobilizacije, prednost ove metode ogleda se u tome $to su
kovalentne veze jake, pa se enzim vrlo tesko ispira sa nosaca. Nedostatak je Sto tokom
hemijske reakcije dolazi do delimi¢ne inaktivacije enzima. Postoji viSe razlicitih
metoda kovalentne imobilizacije enzima. Podela je na osnovu toga koje aktivne grupe
ucestvuju u samoj reakciji. Metode kovalentne imobilizacije su klasifikovane na

osnovu aktivnih grupa na nosacu i metode za njihovu aktivaciju [37].

Aktivacija nosaca sa amino grupama
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Najpoznatija metoda kovalentne imobilizacije je aktivacija amino grupa na nosacu
glutaraldehidom [39-41], Slika 4

- NH, + OHC-(CHp)sCHO—— 3 }—NzCH-(CHZhCHo

——N=CH-(CHy)3CHO + H,N-Enz ——— 3 }—NzCH-(CH2)3CH=N-Enz

Slika 4. Reakcija aktivacije amino grupe glutaraldehidom
Aktivacija nosaca sa hidroksilnim grupama

Kao reagens za aktivaciju kkod epoksidne aktivacije, najcesce se koristi bisoksiran ili
epihlorhidrin. Aktivacija se izvodi u izuzetno baznoj sredini, na pH oko 11 [42], Slika
5.

. OH + CH,—CH—CH—CH, —— 3 |—0—CH,—CH—CH—CH
N% Nk 2 NV
o o OH o

—O——CHZ—CH—CH\—/CHZ + H,N-Enz —» —0—CH,—CH—CH—CH,NH-Enz

OH © OH OH

Slika 5. Reakcija aktivacije hidroksilnih grupa epoksidima

Enzim se vezuje za aktivirani nosa¢ U blazim uslovima, pri ¢emu su najreaktivnije
sulfhidrilne grupe proteina, pa amino i na kraju hidroksilne. Veza koja nastaje je
izrazito stabilna. Reakcija sa proteinima se izvodi nekoliko dana, tako da je sam proces

spor.
Aktivacija nosaca sa karboksilnim grupama
Karbodiimidi su kondezujuéi reagensi Kkoji se koriste za aktivaciju nosata sa

karboksilnim grupama. Karbodiimidi reaguju sa karboksilnim kiselinama. Reakcija se

izvodi u blago kiselim uslovima i daje O-acil izoureu. Aktivirane karboksilne grupe
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mogu preci u acilureu ili reaguju sa amino-grupama enzima i daju odgovaraju¢e amide

[43], Slika 6.

c// +  R-NHCONH-R
5 T 3 SNH-Enz
R-N=C=N-R’ / TH W
COOH — 3 |—C
So—cC
[
| /R‘
N o NH
R C// %
| o
R

Slika 6. Reakcija aktivacije karboksilne grupe karbodiimidima

Intermedijer moZze reagovati i sa drugim nukleofilima u enzimu, kao §to su hidroksilna

i sulfhidrilna grupa, mada mnogo manjom brzinom.

3.2.  Fizicke metode imobilizacije

U ovoj metodi imobilizacije sam enzim ne ucestvuje u hemijskoj reakciji prilikom
imobilizacije.

Najpoznatiji metod je enkapsulacija enzima unutar hidrogela. Kod ove metode
imobilizacije oko rastvorenih molekula enzima dolazi do stvaranja trodimenzionalne
mreze polimera, Slika 4 [44, 45]. Enzim ne ucestvuje u reakciji polimerizacije, ali

ostaje zarobljen u porama nastalog polimera tj. hidrogela, Slika 7.

Slika 7. Enkapsulirani enzim u hidrogelu
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Spoljasnji oblik hidrogela zavisi od nacina polimerizacije i moze biti sferan,

cilindri¢an, vlaknast ili plo¢ast. Postoji nekoliko metoda enkapsulacije koje se dele na

osnovu principa formiranja hidrogelova, Tabela 1.

Tabela 1. Metode formiranja hidrogelova

Princip geliranja

Polimer

Jonotropsko Zeliranje

Alginat, karagenan

Polikondezacija

Epoksidne smole, poliuretani

Polimerizacija

Poliakrilamid, polimetakrilati

Precipitacija rastvara¢ima

Acetat celuloze, polistiren

Termoreverzibilno Zeliranje Agar, zelatin

Enkapsulacija se najcece koristi za imobilizaciju Celija, zato $to su pore koje nastaju
obi¢no velikog dijametra, tako da manji enzimi difunduju van granica matriksa. Jo$
jedan nedostatak ove metode predstavlja i to $to se dobijaju meki hidrogelovi slabih
mehanickih osobina. Najcescée se od polimera za eknapsulaciju koristi alginat, agaroza
I poliakrilamid.

3.3.  Nosaci za imobilizaciju

Da bi nosac bio pogodan za imobilizaciju enzima poZzeljno je da ima sledece osobine:

veliku aktivnu povrsinu (Sto je veéa dodirna povriina katalizatora i

rastvora brza je kataliza kod heterogene katalize)

- permeabilnost (da aktivna povrSina bude dostupna molekulima enzima i
supstrata)

- nerastvorljivost u reakcionoj sredini (da bi se lakse odvojio od reakcione
smese)

- hidrofilni karakter (povec¢ava permeabilnost)

- mikrobiolosku, hemijsku, mehanicku 1 termalnu stabilnost

- odgovarajuci oblik 1 veli¢inu Cestica (da se smanji otpor protoku tecnosti u

reaktoru, a da bude $to manji uticaj difuzije na enzimsku reakciju)
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Nosaci se mogu klasifikovati na osnovu svojih morfoloskih (fizickih) karakteristika 1

na osnovu hemijske strukture tj. porekla.

Neporozni nosaci

Glavni nedostatak ovih nosaca je obi¢no mala aktivna povrSina. Da bi se dobile §to
veée aktivne povrsine koriste se §to sitnije estice, ali ne u nedogled. Cestice ne treba
da budu presitne, posto to otezava izdvajanje iz reakcione smese i protok kroz reaktor.
U cilju lakseg izdvajanje iz reakcione smese, sve se viSe koriste Cestice sa magnetnim
osobinama, koje se od proizvoda odvajaju elektromagnetom [45].

Ove polimere odlikuju izuzetno mala difuziona ograni¢enja, a to predstavlja njihovu
najvecu prednost. Uglavnom se i koriste za imobilizaciju enzima ¢iji supstrati imaju

velike molekulske mase (amilaza, glukoamilaza), upravo zbog te osobine.

Porozni nosaci

Veoma velika aktivna povrsina po jedinici mase koju porozni nosaci imaju omogucéava
imobilizaciju velikih koli¢ina enzima i ¢ini ih idealnim za velike industrijske reaktore
[46, 47].

PovrSina za imobilizaciju enzima nalazi u unutra$njosti Cestica, pa su difuziona
ogranicenja velika, §to je glavni nedostatak ovih nosaca. Zato porozni nosaci moraju
imati unutrasnju morfologiju koja dozvoljava, ne samo imobilizaciju velikih koli¢ina
enzima, nego i laku dostupnost supstrata imobilizovanom enzimu. Kao i brzu difuziju
proizvoda iz Cestica.

Ovakvi tipovi nosa¢a mogu da imaju veoma Siroku ili usko definisanu distribuciju
pora. U slucaju siroke distrubicije pora samo mali broj pora je dostupan i supstratu i
molekulima enzima. Zbog toga prednost imaju nosaci sa strogo definisanom veli¢inom
pora. Problem je §to ta¢no determinisanu veli¢inu pora nije uvek lako dobiti za svaki
nosac. U izboru nosaca glavni faktor je inverzna veza izmedu aktivne povrsine i

veli¢ine pora, Tabela 2.
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Tabela 2. Zavisnost aktivne povrsina od veli¢ine pora, zapremina pora 1,0 mL/g [37]

Veli¢ina pora Aktivna povrsina
(nm) (m?)
7,5 356
12,5 214
24 111
37 72
70 38
125 21
200 13

U velikom broju slucajeva ovi nosa¢i nemaju stabilne pore i imaju zelatinoznu

strukturu, tako da veoma ¢esto dolazi do njihovog sabijanja u reaktoru.

Podela na osnovu hemijskih osobina [37]

Neorganski nosaci

Neorganski nosaci su prvi materijali na koje su enzimi imobilizovani [48]. Medutim
organski polimeri su, zahvaljujuéi velikoj reaktivnosti, potisnuli neorganske nosace u
imobilizaciji enzima u laboratorijskim uslovima. Neorganski nosaci su nasuprot tome,
pogodni za industrijsku imobilizaciju enzima. Oni imaju prednost, zahvaljuju¢i nekim

svojim osobinama u odnosu na vecinu organskih polimera i to:

- visoka mehanicka ¢vrstina

- termalna stabilnost

- otpornost prema organskim rastvara¢ima i mikrobima
- odli¢an poluzivot skladistenja

- laka regeneracija pirolizom
U industriji se koriste fabricki materijali sa ta¢no odredenim karakteristikama ili jeftini
prirodni materijali. Cesto se koriste vestacki materijali za nosace, kao $to je staklo sa

kontrolisanom veli¢inom pora, u nedostatku veceg broja prirodnih makroporoznih
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nosac¢a. Neorganski nosaci, se na osnovu toga koji je elemenat najzastupljeniji u
strukturi, mogu podeliti na makroporozne silikate, aluminosilikate, nosace na bazi
ugljenika i nosace na bazi metala i metalnih oksida.

Makroporozni silikati mogu biti silika-gelovi, silohromi i makroporozna stakla. Kao
prednosti silikatnih nosaca treba navesti prisustvo ¢vrstog skeleta sa odredenim
veli¢inama pora, hemijsku inertnost prema mnogim rastvara¢ima, mehanicku
postojanost, kao i otpornost prema mikroorganizmima [49-51].

Silika-gel predstavlja amorfnu supstancu ¢ija je opsta hemijska formula xSiO,+yH2O.
Uglavnom se dobija u procesu starenja (polikondezacije) ortosilicijumove kiseline
(SiO2+2H,0) dok se u alkalnoj sredini polako rastvara. Ograni¢ena oblast pH-
stabilnosti i nespecifi¢na adsorpcija su nedostaci silikatnih nosaca.

Modifikacija silikata se izvodi da bi se uvele reaktivne grupe, smanjila rastvorljivost ili
povecala stabilnosti nosaca. Pokrivaju se razli¢itim materijalima, npr. opnom oksida
metala (aluminijuma, cirkonijuma, titana) ili polimerima (polietilenima). Mogu se
hemijski modifikovati uvodenjem razli¢itih reakcionih grupa (-CN, -NO,, -NH,).
Najrasprostranjenija je obrada nosaca organo-silicijumovim jedinjenjima, silanima,
Slika 8:

(C2H50)38i(CHz)zNH; \
——Si—OH - ——Si—— O—Si(CH,)sNH,

Slika 8. Reakcija aktivacije silikatnih nosaca silanima

Nosaci posle ove modifikacije postaju pogodni za kovalentnu imobilizaciju enzima.

Pored ovog, za modifikaciju silikata se koriste i slede¢i silikatni derivati:

(CH30)3Si(CH.)sCN (CH30)3Si(CH2)3SH

y-cijanopropiltrimetoksisilan y-merkaptopropiltrimetoksisilan
CH30)5SiCH,CH—CH
(CH30)3SiCH, Hi—CH;

y-glicidoksipropiltrimetoksisilan
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Makroporozno staklo se pravi zagrevanjem odredenih borosilikatnih stakala na 500-
700 °C izvesno vreme, zatim tretmanom kiselinom, ¢ime se stvara porozna struktura sa
velikim sadrzajem silicijuma [37]. Precizna kontrola fizickog i hemijskog tretmana,
omogucava da se dobiju staklene Cestice razli¢itog dijametra, sa uskim opsegom
veli¢ine pora. U zavisnosti od uslova fizi¢kog i hemijskog tretmana, srednja vrednost
veliine pora moze biti u rasponu od 4,5 do 400 nm.

Makroporozno staklo je nestabilno na pH iznad 8, tokom dugotrajne upotrebe.
Oblepljuje se oksidima metala da bi mu se povecala ugopotrebljivost. Njegova visoka
cena je najve¢a mana makroporoznog stakla.

Alumosilikatne nosace predstavljaju dijatomejska zemlja, glina, zeolit ili porozna
keramika. Odlikuju se velikom ¢vrstinom povrSinskih grupa.

Ugalj se moze koristiti kao nosa¢ posle aktivacije povrSinskih oksidnih grupa i kod
adsorpcione i kod kovalentne imobilizacije. Prednost grafita je velika homogenost i
elektri¢na provodljivost njegove povrsine, Sto je vazno za biosenzore. Velika mana
0vog nosaca je loSa mehanicka ¢vrstina. Nov nosa¢ karbohrom, stvoren je taloZenjem
ugljenika na granulovanu ¢ad. Time se kombinuje visoka mehanicka Cvrstina sa
elektriénom provodljivos¢u grafitne ¢adi.

Nosaci na bazi metala 1 oksida metala se odlikuju velikom mehani¢kom ¢Evrstinom,
dobrim hidrodinami¢kim osobinama, stabilnoS¢u i1 pristupacnom cenom. Nosaci na
bazi aluminijum-oksida, titana, gvozda i oksida gvozda najces¢e se koriste. Oni se
dobijaju kao industrijski proizvodi u vidu makroporoznih praskova. Posle aktivacije
nosaca sa y-aminopropiltrietoksisilanom ili oksidima titana, enzim se na njih moze
imobilizovati adsorpcijom i kovalentno. Metalni oksidi sa feromagnetnim osobinama
koriste se sve ¢eS¢e. Zbog svojih magnetnih svojstava i velike gustine oni se lako

odvajaju od proizvoda u fluidizovanim reaktorima.

Organski nosaci prirodnog porekla [37]

Celuloza kao najzastupljeniji prirodni polimer je jedan od prvih matrijala iskoriséen za
kovalentnu imobilizaciju enzima [52-54]. U svojoj strukturi ima p-1,4-

glukopiranozilne jedinice povezane dodatnim intramolekulskim vodoniénim vezama,
Slika 9.
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N OH CH,OH |
o)
OH OH
O © o}
CH,OH OH
L —n

Slika 9. Hemijska formula celuloze

Postoje razliciti tipovi hemijski modifikovanh celuloza komercijalno dostupnihi to su

uglavnom jonoizmenjivaci. Moze biti u vidu vlakana i sfernih kuglica.

Skrob je prirodni polimer a-D-glukopiranoze povezane 1,4-glikozidnim vezama gde

priblizno na svakih dvadesetak jedinica dolazi jedna 1,6-glikozidna veza, Slika 10.

CH,OH
o}
\ OH
o) 0
\
OH CH, CH,OH CH,OH
0 0 0
\ OH OH OH
o} e} o} o]
n
OH OH OH

n=20-ak

Slika 10. Hemijska formula skroba

Za imobilizaciju enzima skrob je od svih polisaharida najmanje pogodan, zbog
sklonosti ka mikrobioloskoj kontaminaciji [55, 56]. Kao derivatizovana forma

dialdehida dobijenog oksidacijom perjodatom on se najcescée koristi.
Agaroza je linearni polimer galaktoze izolovan iz agara (dobija se iz membrana nekih

crvenih algi). Poseduje p-D-galaktopiranozil i 3,6-anhidro-a-D-galaktopiranozil

ostatke vezane naizmeni¢no a(1-4) i f(1-3) vezama , Slika 11.
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Slika 11. Hemijska formula agaroze

Agarozni gelovi su dosta stabilniji od ostalih gelova i imaju veéi dijametar pora.
Otporni su na mikrobioloSku kontaminaciju. Nedostatak im je §to se ne mogu
sterilisati 1 dezintegriSu se u alkalnoj sredini 1 organskim rastvara¢ima. Umrezavanjem

sa epihlorhidrinom mogu se poboljsati mehanicke i ostale osobine agaroze.

Alginat je glikuronan izolovan iz braon algi koji po hemijskoj strukturi predstavlja
linearni polimer sastavljen od D-manuronske i L-guluronske kiseline, Slika 12.

COOH

COOH Q

o OHHO
OHHO

Slika 12. Hemijska formula alginata

Jonotropnim geliranjem jonima kalcijuma formiraju se alginatni gelovi. Hemijski su
veoma stabilni od pH 5 do 10. Dekarboksilacije alginata nastaje usled visoke
temperature i visoke koncentracije kiselina. Alginatni gelovi su mehanicki stabilni,
osim u visokim koncentracijama kalijuma, magnezijuma, fosfata ili kompleksiraju¢ih
agenasa. Glavni nedostatak predstavlja curenje molekula enzima iz gela. Imobilizacija
u alginatu je brza, jednostavna, blaga i jeftina. Ona se moze primeniti za veliki broj

makromolekula.
Karagenan je opSte ime za galaktane izolovane iz crvenih algi. Sastoji se od

galaktoznih jedinica koje se delimi¢no nalaze u anhidro formi, a delimicno su

esterifikovane sumpornom kiselinom, Slika 13.
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CH,OH
o3so 2 CHon CH,0S03
HO
0SO3 0SO3
R=0OH k karagenan A karagenan

R=0S03" ¢ karagenan

Slika 13. Hemijska formula karagenana

Vrlo su sliéni po osobinama alginatu i agarozi. Od tri poznata tipa karagenana, A, K i1,
najbolji za imobilizaciju je k. Gelove obi¢no formiraju sa kalijumovim i kalcijumovim
jonima na sobnim temperaturama, $to je posledica formiranja dvostrukih heliksa. U
prisustvu natrijumovih jona i na niskim pH vrednostima su nestabilni, zbog slabih
glikozidnih veza izmedu galaktoznih jedinica. Karagenan je iznad pH 4,5 stabilan,
tako da se moze i sterilisati toplotom.

Dekstran je polimer glukoze povezane a-1-6 glikozidnom vezom, gde se pojavljuju i o
-1,2 1,31 1,4 glikozidne veze, Slika 14.

—
o
CH,

Q
OH

CH,
OH

OH
OH

oH |N

Slika 14. Hemijska formula dekstrana
Sephadex predstavlja dekstran umreZen epihlorhidrinom. lzrazito bubri u vodi, a pri

susenju se jako steze. Sephadex ima i manji broj karboksilnih grupa. To moze da utice

na aktivnost enzima ¢iji su kofaktori metalni joni.

24



Hitin je polisaharidi koji sadrze acetilovanu amino grupu. Hitin se nalazi u oklopu
insekata, kraba i rakova. Pojavljuje se i kao nus-proizvod u proizvodnji limunske

kiseline i farmaceutskih sredstava, Slika 15.

™ CH,OH CH,OH

—Q Q
OH OH
o} Oln

NHCOCH 3 NHCOCH 5

Slika 15. Hemijska formula hitina

Poseduje poroznu strukturu.  Nerastvoran je u vodi i organskim rastvarad¢ima.
Sastavljen je od jedinica 2-acetamido-2-dezoksi-D-glukopiranoze povezanih o-1-4
glikozidnom vezom. Svaki Sesti ostatak hitina nije acetilovan (2-amino-2-
dezoksiglukoza). Deacilovanjem hitina u koncentrovanom NaOH moze se dobiti
hitozan rastvoran u vodi. Enzimi se najces¢e imobilizuju na hitozan adsorpcijom, pa
umrezavanjem glutaraldehidom. Hitozan se moZe u rastvornom obliku pomesati sa
enzimom 1 onda zelatinirati umrezavanjem sa glutaraldehidom ili jonotropski
multivalentnim  anjonima  (heksacijanoferat, polifosfat, itd.). Kod enzima

imobilizovanih na hitozanu zapazeno je bitno povecanje termostabilnosti.

Heparin je kiseli polisaharid koji sadrzi naizmeni¢no povezane molekule sulfatisane

D-glukuronske kiseline i sulfatisanog glukozamina, Slika 16.

N COOH CH,0SO:H |
Q
o A
g o
OSO5H NHSOgH

Slika 16. Hemijska formula heparina

Ima primenu za dobijanje u vodi rastvornih preparata imobilizovanih enzima, koji se u

medicini upotrebljavaju za unosenje u ¢eliju (in vivo).
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Zelatin se dobija iz rastvora kolagena kuvanjem u vodi. Nema mehanic¢ku évrstinu kao
kolagen i1 zato se mora umrezavati multifunkcionalnim reagenisma kao S$to je
glutaraldehid. Enzimi se imobilizuje okludovanjem (temperaturno Zzeliranje) ili

kovalentnim kuplovanjem glutaraldehidom na povrsinu gela.

Kolagen je nazastupljeniji konstitutivni protein visih vertebrata. Tako da predstavlja
vrlo dostupan nosac u velikim koli¢inama. Ima dosta dobrih osobina kao $to su velika
hidrofilnost §to obezbeduje pristup enzimima na mesto vezivanja, a otvorena
unutrasnja struktura obezbeduje visoku koncentraciju vezivnih grupa. Enzimi se na
njega imobilizuju adsorpcijom, kompleksiranjem, okludovanjem i kovalentnim

vezivanjem.

Albumin se najces¢e koristi za imobilizaciju enzima umrezavanjem glutaraldehidom i

drugim multifunkcionalnim reagensima.

Svila po strukturi predstavlja B-keratine tj. ne sadrzi ostatke cisteina. Poseduje dobru
termalnu, hemijsku, bioloSku i mehani¢ku stabilnost. Upotreba svile zahteva
povrSinsku aktivaciju. Koristi se aktivacija karboksilnih grupa metilovanjem, pa

diazotovanjem hidrazinom i azotastom kiselinom.

Vuna po strukturi predstavlja a-keratin i sadrzi ostatke cisteina. Zato se na nju mogu

imobillizovati enzimi preko sulthidrilnih grupa. Ima veéu mehanicku ¢vrstinu od svile.
Organski sintetski materijali [37]

Polistiren je prvi sinteti¢ki polimer upotrebljen kao nosa¢ za imobilizaciju proteina.
Nitrovanjem i redukcijom polistirena dobija se njegov glavni derivat aminopolistiren.

Polistiren po strukturi predstavlja polimer vinil benzena. UmreZavanjem vinilbenzena i

divinilbenzena pravi se makroporozni polistiren, Slika 17.
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Slika 17. Hemijska formula polistirena

A

Zbog njegove hidrofobne prirode i pored visoke koncentracije aktivnih grupa, koli¢ina
vezanih proteina i prinosi imobilizacije su obi¢no mali. Hidrofobnost se moze
prevazici kopolimerizacijom sa hidrofilnijim monomerima, kao S§to su akrilna kiselina
i metakrilna Kiselina. Glavna prednost ovog polimera je njegova niska cena i laka

dostupnost (Dowex, Amberlite, Wofatit).

Poliakrilati i polimetakrilati se dobijaju kopolimerizacijom akrilne odnosno metakrilne

kiseline sa nekim divinilnim monomerom, Slika 18.
COOH R R COOH

R COOH O R
(0]

%

(0]

COOH R O R

R COOCH COOH
R=H Akrilat R=CH 5 Metakrilat

Slika 18. Hemijska formula poliakrilata i metakrilata

Koriste se uglavnom u kopolimerima za dobijanje negativno naelektrisanih nosaca.

Uglavnom se aktiviraju karbodiimidima.

27



Poliakrilamid 1 njegovi derivati su najeS¢e koriS¢eni polimeri za imobilizaciju
enzima. Zbog rastvorljivosti linearnih polimera u vodi taloze se umrezavanjem
bifunkcionalnim jedinjenjima. Koriste se u biohemiji, za elektroforezu i umrezavaju se
N,N-metilen-bisakrilamidom, Slika 19.

CONH, CONH,

CONH, =0
HN

NH

CONH, o)

CONH, CONH,

Slika 19. Hemijska formula poliakrilamida

Enzimi se naj¢e$¢e na njih imobilizuju enkapsulacijom, mada se Cesto i kovalentno

vezuju za lance polimera.

Polihidroksialkilmetakrilati su hidrofilni organski polimeri. Oni po sadrzaju
hidroksilnih grupa odgovaraju polisaharidima sa pove¢anom mehani¢kom ¢vrstinom 1
rezistencijom na mikrobioloSku degradaciju. Makroporozni nosac¢i se dobijaju
suspenzionom kopolimerizacijom hidroksialkil metakrilata i umrezavajuc¢eg reagensa

(etilendimetakrilatom se dobija Spheron-Lachema).

Poliglicidilmetakrilati su nosaci koji sadrze epoksidne grupe, $to omogucava direktno
kuplovanje enzima za nosac. Znaci bez prethodne aktivacije i hemijske modifikacije
polimera. Umrezavanjem glicidilmetakrilata i etilenglikoldimetakrilata dobijaju se
makroporozni glicidilmetakrilati, Slika 20.
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Slika 20. Hemijska formula glicidilmetakrilata (Eupergita)

Oksiranska grupa u reakciji sa aminima i drugim funkcionalnim grupama gradi
izrazito stabilne veze koje se ne hidrolizuju u vodenim rastvorima. Prodaju se pod

nazivom Eupergit, kao komercijalni proizvod [57, 58].

Vinilni i alilni polimeri su enzimski nosa¢i koji imaju neutralne i hidrofilne
karakteristike. Oni se mogu dobiti hemijskim modifikacijama polivinil-alkohola,
polialil-alkohola ili viniletarskih kopolimera. Hemijskom modifikacijom polialilnih
alkohola se mogu dobiti reaktivne forme sa izocijanatnim grupama koje sluze kao
umrezavajuci reagens. Dobijeni nerastvorni polimer moze direktno vezati kovalentno

enzim preko izocijanatnih grupa.

Poliamidi su kopolimeri a,w-dikarbonskih kiselina i a,m-diamina, Slika 21.

iy,

Slika 21. Hemijska formula poliamida

Mogu se sintetisati u vidu membrana, vlakana, prahova i cevi. Mehanicka ¢vrstina,
bioloska rezistencija i relativna hidrofilnost su dobre osobine ovih polimera. Moraju se

aktivirati za imobilizaciju, pa je neophodna delimi¢na kisela hidroliza [59].
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Poliuretani su polimeri koji se mogu dobiti reakcijom izocijanata sa poliolima (2,4-

tolilen-diizocijanat i triol npr.), Slika 22.

CHgj

Iz

CHj

Slika 22. Hemijska formula poliuretana

Oni su stabilniji od poliamida u vodi i u prisustvu oksidacionih sredstava.

Direktno vezivanje enzima na nosa¢ dozvoljavaju kopolimeri anhidrida maleinske
Kiseline i etilena, zahvaljuju¢i visokom sadrzaju negativnih karboksilatnih grupa.
Neutralizacija negativne Sarze se moze izvesti dodavanjem diamina tokom

imobilizacije. To dodatno poboljsava vezivanje enzima za nosac.

3.4. Kinetika imobilizovanih enzima

Osnovni termini u enzimologiji [60]

Katal je ona koli¢ina enzima koja pod standardnim uslovima razgradi 1 moL supstrata
(napravi 1 moL proizvoda) u jednom sekundu. Katal je 6x10” puta veéi od IU,
odnosno 1 1U=16,67 nkat.

Internacionalna jedinica enzimske aktivnosti predstavlja onu koli¢inu enzima koja pod
standardnim uslovima transformiSe 1 pmol supstrata (nagradi 1 umol proizvoda) za 1

minut. Standardni uslovi podrazumevaju optimalni pH, zasi¢ujucu koncentraciju

supstrata i temperaturu od 25 °C (najéesée), 30 °C ili 37 °C.
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Specifiéna aktivnost predstavlja broj jedinica enzimske aktivnosti po miligramu

proteina. Ona je merilo Cistoce proteina i njegove kataliticke mo¢i.

Koncentracija enzimske aktivnosti predstavlja broj jedinica enzimske aktivnosti po
jedinici zapremine rastvora enzima (IU/mL ili kat/L). Ona je merilo koncentracije

enzimske aktivnosti tj. koncentracije enzima.

Molekulska aktivnost (turnover number) je broj jedinica enzimske aktivnosti u
katalima po jednom molu enzima ili broj molekula supstrata koji preradi 1 molekul

enzima u jednoj sekundi. Ona je merilo kataliticke mo¢i molekula enzima

Aktivnost katalitickog centra (kataliticka konstanta kg) je molekulska aktivnost
podeljena sa brojem aktivnih mesta u jednom molekulu enzima ili broj molekula
supstrata koje preradi 1 aktivni centar u jednoj sekundi. Ona je merilo kataliticke mo¢i

aktivnog centra enzima.
Jednacina Mihaelis-Mentenove

Jednacina Mihaelisa i Mentenove opisuje zavisnost poéetne brzine enzimske reakcije

od pocetne koncentracije supstrata.

S|

Vo=Vmax == Vmax=KcatE
0~ Vmax K49 max=Kcak

[S] je koncentracija supstrata, a [E] koncentracija enzima.

Pocetna brzina (V,) predstavlja brzinu enzimske reakcije u trenutku t=0 po

uspostavljanju “steady state” stanja, kada je manje od 5 % supstrata razgradeno.

Maksimalna brzina (Vmax) je najveCa pocetna brzina koju enzim mozZe postici

povecanjem koncentracije supstrata. Proporcionalna je koli¢ini enzima.

Km je koncentracija supstrata kada je pocetna brzina dostigla polovinu maksimalne.
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Keat je aktivnost katalitickog centra enzima i konstanta brzine za enzimsku reakciju

kada je enzim zasi¢en supstratom tj. za visoke koncentracije supstrata.

Kea/Km predstavlja specifiénost enzima ka supstratu i konstantu brzine enzimske

reakcije za male koncentracije supstrata

Kineti¢ki parametri imobilizovanog enzima [61]

Specificna aktivnost imobilizata predstavlja broj mikromolova supstrata koje ce
jedinica mase imobilizovanog enzima sa nosacem transformisati u jednom minutu pod
standardnim uslovima. Ona je merilo aktivnosti imobilizata i obi¢no se izrazava u
IU/g. Za ocenu uspesnosti imobilizacije enzima to je najvazniji faktor, jer od njega
zavisi i produktivnost imobilizata.

Prinos imobilizacije predstavlja odnos specificne aktivnosti imobilizata i koli¢ine
vezanih enzimskih jedinica na jedinicu mase nosaca. Obi¢no je prinos imobilizacije
manji od jedan. Znaci stvarna aktivnost imobilizovanog enzima je manja od njegove
aktivnosti u rastvoru pre imobilizacije. To je posledica inaktivacije enzima tokom
imobilizacije i difuzionih ograni¢enja (brzinu reakcije odreduje brzina difuzije
supstrata i proizvoda do i od enzima)

Prinos imobilizacije predstavlja u stvari procenat iskorisé¢enosti enzimske aktivnosti u
imobilizovanom obliku. Za ocenu uspes$nosti imobilizacije kod skupih enzima, prinos
imobilizacije predstavlja vaZan faktor.

Na kineticke parametre enzima imobilizacija uti¢e na dva nacina. Pri imobilizaciji
enzima moze do¢i do promene konformacije enzima i samim tim i njegovih fizicko-
hemijskih osobina kao $to su Kp i Vimax. Enzim moze i da sacuva svoju konformaciju,
pa da ima iste fizi¢ko-hemijske osobine kao i njegov slobodan oblik u rastvoru, ali da
se zbog uticaja difuzije 1 razliite raspodele supstrata unutar nosaca i1 okolnog rastvora,
izmerene vrednosti razlikuju od vrednosti za nativni enzim. Tada dobijamo prividne
kineticke konstante, koje ne odgovaraju pravim konstantama enzima.

Kmn enzima se moze prividno povecati ili ¢ak smanjiti po uticajem koeficijenta
raspodele supstrata. Koeficijent raspodele predstavlja odnos koncentracije supstrata u

okolnom rastvoru i koncentracije unutar cestica nosaca.
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[ S].

m priv :Km*P
s

P=

[S]r je koncentracija supstrata u okolnom rastvoru, [S], je koncentracija supstrata
unutar nosaca. P je koeficijent raspodele i Kmpriv je prividna Mihaelis-Mentenova
konstanta.

U slucaju se koncentracija supstrata unutar Cestica nosac¢a smanji, $to je posledica
visoke enzimske aktivnosti i male brzine difuzije, onda se prividna Mihaelis-
Mentenova konstanta povec¢ava i smanjen je afinitet ka supstratu. Ukoliko se
koncentracija supstrata unutar Cestica nosaca poveca u odnosu na koncentraciju
supstrata u okolnom rastvoru onda se afinitet enzima ka supstratu povecéava, $to moze
biti pozeljno kod enzima koji imaju slabu aktivnost i mali afinitet ka supstratu.
Koeficijent raspodele manji od jedan se postize ukoliko je npr. nosa¢ suprotnog

naelektrisanja u odnosu na supstrat.

Vmax S€ smanjuje za faktor efikasnosti i smanjenje je posledica inaktivacije enzima
tokom imobilizacije 1 unutra$nje difuzije. Uticaj spoljaSnje difuzije je minimalan jer se

radi sa visokim koncentracijama supstrata pri odredivanju maksimalne brzine.

Kada se enzimska reakcija odvija sporije od brzine difuzije supstrata iz spolja$njeg
rastvora do same povrsine Cestice onda je enzimska reakcija kontrolisana spoljasnjom
difuzijom. Ako je spoljasnja difuzija brza od enzimske reakcije, a ona opet brza od
brzine difuzije supstrata od povrsine Cestice do unutras$njosti Cestice, onda imamo
enzimsku reakciju kontrolisanu unutrasnjom difuzijom. U slucaju da je najsporiji
stupanj sama enzimska reakcija, onda imamo kineticki kontrolisanu enzimsku

reakciju.

Samu brzinu reakcije odreduje brzina difuzije supstrata (Vgif) iz rastvora do povrsine

Cestice i ona je data izrazom:

Vir = ksa (Csr'Cs) = VmaxCs/ (Km+Cs)

Cs Je koncentracija supstrata u okolnom rastvoru, a Cs koncentracija supstrata na
povrdini Gestice. ks je konstanta difuzije, a je povriina estice. Sto je koncentracija

supstrata u spoljasnjem rastvoru veca to je manji uticaj difuzije.
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U kojoj meri brzinu reakcije odreduje unutrasnja difuzija opisuje Tilov modul (u).

r Vmax

3 Ky De

r je polupreénik Cestice, D, difuziona konstanta supstrata. Efektivnost predstavlja
odnos brzine reakcije imobilizovanog enzima i brzine koju bi taj enzim imao u

rastvoru.

n= Vimobilizat/ V rastvoran

Faktor efikasnosti zavisi od Tilovog modula i koncentracije supstrata. Sto je
koncentracija supstrata veca, to je difuzija brza i samim tim ima manji uticaj na brzinu
reakcije, tj. faktor efikasnosti je priblizno 1. Pri malim koncentracijama supstrata

difuzija dolazi do izrazaja.
Termostabilnost, Kin

Enzimi se vremenom inaktiviraju i ta brzina inaktivacije zavisi od temperature. Sto je
temperatura veca to je stabilnost enzima manja. Enzimska aktivnost se smanjuje u
funkciji vremena po eksponencijalnoj zavisnosti prvog ili drugog reda, sto zavisi od
samog mehanizma denaturacije. NajCeS¢e se smanjenje aktivnosti deSava po kinetici

prvog ili drugog reda [62]:

A=AL™ A=A ™ + Age™
A, je pocetna aktivnost imobilizata, Ay 1 Ay pocetne aktivnost razli¢itih formi
imobilizovanog enzima, A:; je aktivnost imobilizata u trenutku t dok su k i |

inaktivacione konstante. Eksperimentalno se konstanta inaktivacije prvog reda

odreduje crtanjem grafika zavisnosti InA; od t, .Slika 23
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In Ac
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timin]

Slika 23. Zavisnost logaritme aktivnosti enzima od vremena inaktivacije

Iz inaktivacione konstante se moze izracunati poluzivot enzima na toj temperaturi.

tu=In(1/2)/-k

Crtanjem zavisnosti In(k) od recipro¢ne vrednosti temperature moze se izraCunati i
energija aktivacije za denaturaciju enzima i predvideti brzina denaturacije enzima na

bilo kojoj temperaturi.
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4. MAKROPOROZNI KOPOLIMERI KAO NOSACI ZA IMOBILIZACIJU
ENZIMA
4.1. EupergitC

Eupergit® C (Slika 24) je makroporozni kopolimer metakrilamida, glicidilmetakrilata
i alilglicidil etra, umreZzen sa N,N’-metilen-bis(metakrilamidom), sa prose¢nom
veli¢inom cestica 170 um i precnikom pora 25 nm. Istrazivac¢i nemacke kompanije,
Rohm, Darmstadt, Germany, razvili su i komercijalizovali Eupergit 70-ih godina.
Eupergit® C je veoma hidrofilan i vezuje priblizno tri puta ve¢u masu vode u odnosu
na svoju masu. Zbog svoje strukture Eupergit je stabilan i hemijski i mehanicki u pH

opsegu od 0 do 14, ne bubri i ne kontrahuje se ¢ak i pri drasti¢énim pH promenama [63-
66] .

Slika 24. Struktura Eupergita C i enzima vezanog kovalentno viSestrukim vezama
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Enzimi se kovalentno vezuju za Eupergit® C direktnim nukleofilnim napadom
slobodnih amino grupa na epoksidne grupe na nosacu (Slika 24). Procedura se izvodi
pri neutralnim ili alkalnim pH i dobijene veze su dugoroc¢no stabilne unutar pH opsega
od pH 1 do 12. Preporucuje se velika koncentracija soli (do 1 M fosfata), koja
verovatno ispoljava efekat isoljavanja. Zbog velike gustine epoksidnih grupa na
povrsini Cestica nosaca (600 umol po g suvog Eupergita® C), molekul enzima moze
da formira viSestruke veze (“viSetackasto vezivanje”), koje se smatraju glavnim
faktorom doprinosa velikoj operacionoj stabilnosti enzima vezanih za Eupergit® C.
Preostale epoksidne grupe mogu biti blokirane razliitim reagensima
(merkaptoetanolom, etanolaminom, glicinom, itd.) da bi se sprecile nezeljene reakcije

nosaca i proteina.
4.2.  Kopolimer glicidilmetakrilata i etilenglikoldimetakrilata

Glicidilmetakrilat (GMA, 2,3-epoksipropilmetakrilat) se smatra najpogodnijim
monomerom za direktno dobijanje reaktivnih kopolimera. S obzirom na to da se
epoksidna grupa koja se nalazi u molekulu GMA moze relativno lako prevesti u
hidroksilnu, keto, karboksilnu ili amino grupu i tako svojstva kopolimera prilagoditi
razli¢itim oblastima primene, u literaturi postoji ve¢i broj radova posvecenih upravo
kopolimerima GMA sa razli¢itim monomerima, od kojih ¢e ovde biti pomenuti samo
makroporozni kopolimeri GMA i etilenglikoldimetakrilata (EGDMA), koji se koriste
u hromatografiji (GC, GPC i HPLC), zatim za dobijanje kopolimera koji mogu da
stvaraju komplekse sa razli¢itim metalima, specijalnih jonoizmenjivaca, katalizatora,

nosaca enzima, itd.

CH;
I \/
0 0

Slika 25. Struktura glicidilmetakrilata

Svec je sa saradnicima pokazao da se makroporozni kopolimeri GMA i EGDMA
mogu dobiti suspenzionom kopolimerizacijom GMA i EGDMA u prisustvu

niskomolekulske inertne komponente u smeSi monomera i inicijatora (monomerna
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faza). Inertna komponenta se sastoji od cikloheksana (rastvarac) i dodekanola
(nerastvara¢ za kopolimer). Cestice kopolimera GMA/EGDMA sintetizovane na ovaj
nacin su sfernog oblika. Udeo Cestica nepravilnog oblika je mali (oko 5%) i raste sa
povecanjem brzine mesanja, udela umreziva¢a u monomernoj fazi i udela dodekanola
u inertnoj komponenti. Raspodela veli¢ina Cestica sintetizovanih kopolimera
GMA/EGDMA je vrlo uska. Najvise su zastupljene Cestice dimezija 250-400 um (60-
85 mas%). Prema Svec-u i saradnicima na parametre porozne strukture makroporoznih
kopolimera GMA/EGDMA, najvise uticu: udeo umrezivacéa, EGDMA, u reakcionoj
smesi, udeo inertne komponente u reakcionoj smesi i udeo dodekanola u inertnoj
komponenti [67-70].

Sa povecanjem udela umrezivata EGDMA dolazi do povecanja specifi¢ne povrsine,
dok zapremina pora opada. Suprotno tome, sa pove¢anjem udela dodekanola u inertnoj
komponenti, nastaju pore vece zapremine, a specificna povrsina opada.

Kopolimeri GMA/EGDMA se, osim postupkom suspenzione kopolimerizacije, mogu
sintetisati i u kalupu. Svec i saradnici su sintetizovali makroporozne ravne ploce
(membrane) kopolimerizacijom GMA i EGDMA. Sastav reakcione smeSe je bio isti
kao za odgovarajuce sinteze suspenzionom kopolimerizacijom.

Prema eksperimentalnim rezultatima ovih autora, konverzija monomera u kopolimer je
vrlo brza i dostize 100% za oko 2 Casa. Specifi¢na povrSina poroznog proizvoda se
menja 1 nakon dostizanja konverzije od 100%, a svoju krajnju vrednost dostize tek
nakon 3 cCasa od pocetka kopolimerizacije. Dalje zagrevanje je praceno
restruktuiranjem i promenama u morfologiji unutar membrane. Krajnji proizvod
garantovanih osobina se dobija kopolimerizacijom u trajanju 3-4 Casa.

Brzina kopolimerizacije zavisi i od Kkoncentracije umrezivaca u smeSi za
kopolimerizaciju. Pove¢anje udela EGDMA usporava kopolimerizaciju, najverovatnije
zbog povecane mogucnosti ciklizacije.

Pokazalo se da porozne Cestice nastale suspenzionom kopolimerizacijom i1 kopolimer
dobijen u kalupu, pri istom sastavu monomerne smeSe, inertne komponente i pri istoj
temperaturi  kopolimerizacije, imaju bitno razli¢itu makroporoznu strukturu.
Kopolimerizacijom u kalupu u prisustvu inertne komponente nastaju kopolimeri sa
vrlo velikim porama ¢ije dimenzije prelaze 1000 nm i za red veli€ine su vece nego kod
kopolimera sintetizovanih u suspenziji. Kopolimer sintetizovan u kalupu ima dve

razlicite vrste pora-velike kanale i uobicajne difuzione pore.
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Zapazeno je da se na nizim temperaturama dobijaju kopolimeri sa ve¢im precnicima
pora.

Kopolimeri GMA/EGDMA sintetizovani pri ve¢em udelu dodekanola u smesi
cikloheksanol/dodekanol imaju vece pore. Dodekanol je, naime, bolje talozno sredstvo
za kopolimer GMA/EGDMA od cikloheksanola, pa do razdvajanja faza dolazi ranije u
sistemu u kojem je prisutno vise dodekanola. Takode, ovakav uticaj dodekanola je
slabije izrazen pri nizim temperaturama, jer je brzina kopolimerizacije mala, tako da
uvek nastaju velike pore. Suprotno tome, uticaj dodekanola je dominantan pri
temperaturama od 70-80°C.

Povecanje udela umrezivaca u smeSi monomera uzrokuje pomeranje raspodele
veli¢ina pora ka manjim porama.

Makroporozni poliglicidil-metakrilat koji je u prethodnim istrazivanjima sintetisan je
pokazao veoma veliku aktivnu povrSinu sa usko definisanim opsegom veli¢ine pora,

Tabela 3.

Tabela 3. Karakteristike makroporoznog glicidil-metakrilata [71, 72]

Vrsta Aktivna | Zapremina @ Poroznost & Dijametar Koncentracija

polimera | povrsina pora polimera pora epoksidnih grupa
(m?) (mL/g) (%) (nm) (mmol/g)
SGE
50 0,610 42 53 2,08
10/12
SGE
34 1,020 55 200 2,48
15/16

To se moZe videti i na elektronskim mikrografijama estica jednog od polimera
dobijenih po metodi Prof Jovanovica [72]. Tako se na najmanjem uveli¢anju vidi da su

dobijene kuglice sfernog oblika Slika 26.
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Slika 26. Elektronska mikrografija kuglica SGE 10/16 pri uveli¢anju od 200.
Na nesto vec¢em uvelianju je dobijena slika porozne strukture povrsine kuglice, Slika

217.

UNI BEOGRAD

Slika 27. Elektronska mikrografija povrSine kuglice SGE 10/16 pri uveli¢anju od
5000.

Dok se na najveéem uvelicanju preloma kuglice vidi veoma velika poroznost same
unutra$njosti makroporoznog glicidil metakrilata dobijenog po metodi Prof

Jovanovica, Slika 28.
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Slika 28. Elektronska mikrografija preloma kuglice SGE 10/16 pri uveli¢anju od

Kiselo baznom titracijom nakon aktivacije polimera diaminima dobijena je

koncentracija jonizabilnih grupa na polimeru u rasponu od 0,2 do 1,2 mmol/g, Tabela

4.

Tabela 4. Zavisnost koncentracije jonizabilnih grupa na polimeru od Sarze polimera i

vrste aktivacije

10000.

Vrsta polimera

Koncentracija jonizabilnih

grupa
(mmol/g)
SGE 10/12 aktiviran etilen-diaminom stari 1,18
SGE 10/12 aktiviran amonijakom 0,47
SGE 10/12 aktiviran etilen-diaminom 0,81
SGE 10/12 aktiviran heksmetilen-diaminom 0,40
SGE 15/16 aktiviran amonijakom 0,18
SGE 15/16 aktiviran etilen-diaminom 0,37
SGE 15/16 aktiviran heksametilen-diaminom 0,54

Vlazna masa polimera u odnosu na suvu masu polimera iznosio 3,30.
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4.4.  Primeri imobilizacije peroksidaze na makroporoznim nosa¢ima

Peroksidaza iz rena je do sada imobilizovana na makroporoznim kuglicama silicijuma
SBA-15 sa prosec¢nim dijametrom pora od 7,6 nm. Usled velike uredenosti povrsine i
uskog raspona veli¢ine pora dobijeni preparat imobilizovane peroksidaze je pokazao
izuzetnu stabilizaciju u prisustvu haotropnih agenasa kao §to je urea i guanidijum
hidrohlorid kao i veliko poveéanje termostabilnosti na 70 °C. Jedini nedostatak je bio
smanjenje aktivnosti imobilizovane peroksidaze [73].

Imobilizacijom peroksidaze na magnetnim kuglicama kopolimera poliglicidil
metakrilata i polimetilmetakrilata dobijen je preparat imobilizovane peroksidaze sa
3,35 mg/g vezanog enzima i zadrzavanjem aktivnosti od 79% nakon imobilizacije
[74]. Dobijeni preparat je nakon 2 dana kontinualne upotrebe u reaktoru za oksidaciju
p-hlorofenola zadrzao 80% polazne aktivnosti.

Peroksidaza je imobilizovana i na makroporozno funkcionalizovano staklo sa amino

grupama na svojoj povrsini uz povecanje termostabilnosti [75].
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5. IMOBILIZACIJA ENZIMA U ALGINATU

Alge su velika grupa organizama u koju spadaju raznovrsni oblici, od jednocelijskih
do visecelijskih. To su autotrofni organizmi koji u procesu fotosinteze iz neorganskih
materija (ugljen-dioksida i vode), uz pomoc Sunceve svetlosti i hlorofila stvaraju
organsku materiju i kiseonik. Od organskih materija koje se nalaze u algama od
velikog znc¢aja su polisaharidi. Polisaharidi algi kao i polisaharidi visih biljaka sadrze
D-glukozu i D-galaktozu. Najzastupljeniji polisaharidi su:

1. Alginska kiselina i alginati
2. Agar i karagen

3. Kompleksni polisaharidi zelenih algi

5.1.  Istorijski uvod

Prvi je alginat predstavio hemicar E.C.C. Stanford 1881. godine. On je opisao
izolovanje algininske kiseline iz smedih algi. 1883. godine objavio je rad u kom je
izneo pretpostavku da alginat sadrzi azot u svojoj strukturi i tako je doprineo
razjasnjenju hemijske strukture alginata. Dve grupe istrazivaca su 1926. godine dosle
do istog zakljucka: u sastav alginata ulaze uronske kiseline. Ubrzo nakon toga usledilo
je otkrice da se hidrolizat alginata sastoji od odgovaraju¢e uronske kiseline: D-
manuronske kiseline. Priroda veze izmedu ostataka uronskih kiselina otkrivena je
1939. godine. 1955. godine Fisher 1 Dorfel su hromatografskim istraZzivanjem dosli do
zakljucka da u sastav alginata pored D-manuronske kiseline ulazi i L-glukuronska
kiselina [76].

Danas je poznato da je alginat anjonski kopolimer koji se sastoji od manuronskih
kiselina (M- blok) i glukuronskih kiselina (G-blok). Manuronske kiseline su povezane
B-(1-4) glikozidnim vezama, dok su glukuronske kiseline povezane «o-(1-4)
glikozidnim vezama. Alginat se moze hidrolizovati, pri ¢emu se dobijaju 3 frakcije. To
je dokaz da se alginat sastoji od naizmeni¢no povezanih homo i heterooligomera (MM,
GG i MG), Slika 29.

43



HO—C OH
/
; o
HO > é?H 9
H . :
\0/&07\ o\&;/ \ O OH
—t |
HO-C oy HO™C on oH 9=¢
o o OH
G G

b MMMMGMGGGGGMGMGGGGGGGGMMGMGMGGM

e e e

M-block  G-block G-b]ock MG-hlock

Slika 29. Struktura alginata: (a) konformacija lanca (b) raspored blokova

Alginati nemaju regularnu ponavljajucu sekvencu. Vazno je napomenuti da razli¢iti
izvori alginata daju polimere sa razli¢itim hemijskim strukturama. Tako na primer
alginat dobijen iz bakterija sadrzi ve¢i udeo G-blokova, $to se odraZzava na njegovu

krutost.

5.2.  Dobijanje alginata

Komercijalno dostupan alginat dobija se danas uglavnom iz smedih algi. Alginat se
nalazi u njihovom intracelularnom matriksu u obliku gela sa natrijumovim,
kalcijumovim i magnezijumovim jonima. Prvi korak u ekstrakciji alginata iz algi jeste
otklanjanje jona. To se vr§i dodatkom 0,1-0,2M mineralne kiseline. Ovako se dobija
nerastvoran alginat u obliku svoje kiseline, koji se potom prevodi u rastvoran oblik
dodatkom natrijum-karbonata ili natrijum-hidroksida. Kako bi se otklonile necistoce
vr$i se prosejavanje, flotacija, centrifugiranje i filtracija. Natrijum-alginat se potom
talozi dodatkom alkohola, kalcijum-hlorida ili neke mineralne kiseline. Dobijeni
proizvod se potom susi i melje [77].

Alginat dobijen na ovaj nacin sadrzi neCistoée zbog kojih nije pogodan za
biomedicinsku primenu. Ultracisti alginati se mogu dobiti koriS¢enjem rigoroznijih
tehnika. Za otklanjanje mitogenskih necisto¢a koristi se elektroforeza slobodnog
protoka, koja nije pogodna za proizvodnju velike koli¢ine alginata, jer je skupa i

zahteva dosta vremena. Zbog toga se koristi drugi princip koji se zasniva na kori§¢enju
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barijum-alginata. Barijumovi joni pokazuju veci afinitet prema alginatu u poredenju sa
kalcijumovim jonima, pa su i dobijeni alginati stabilniji. Za dobijanje alginata na ovaj
nacin koristi se ekstrakcija sa etanolom, rastvaranje u alkalnom rastvoru i dijaliza.

Nakon dijalize alginat se talozi dodatkom etanola [77].

5.3.  Fizicke osobine alginata

Fizicke osobine znaCajno uticu na stabilnost gelova, brzinu oslobadanja lekova iz
gelova, kao 1 na funkciju ¢elija enkapsuliranih u alginatnim gelovima.

Molekulska masa komercijalno dostupnog alginata se kre¢e od 32.000 do
400.000g/mol. Povecanje molekulske mase moze poboljsati osobine hidrogela.
Medutim, rastvor alginata napravljen od polimera velike molekulske mase cesto
postaje jako viskozan S$to je nepovoljno prilikom njegovog daljeg koriScenja.
Elasti¢nost gelova se moze povecati koriS¢enjem kombinacije polimera velike 1 male
molekulske mase. Time ¢e se viskoznost rastvora samo u maloj meri povecati [76].

Rastvorljivost alginata u vodi zavisi od 3 faktora:

1. pH rastvaraca
2. jonske jacine medijuma
3. prisustva gelirajucih jona u rastvaracu.

Da bi se alginat rastvorio vrednost pH mora da bude optimalna. Menjanje jonske
jacine medijuma uti¢e na osobine rastvora, kao §to su konformacija polimera, duZina
lanca i viskoznost. Alginat gelira u prisustvu dvovalentnih katjona kao 3to su Ca?",
Ba®* i Sr**. Zbog toga je neophodno da u vodenom rastvoru ovi joni ne budu prisutni
kako bi se omogucilo rastvaranje [78].

Rastvorljivost alginata zavisi od oblika u kom se nalazi karboksilna grupa. Alginat u
kom se karboksilne grupe nalaze u protonovanom obliku ne rastvara se ni u jednom
ispitanom rastvaracu, uklju¢uju¢i 1 vodu. Da bi alginat bio rastvoran karboksilne
grupe prisutne u alginatnoj ki¢mi moraju biti deprotonovane. Natrijum-alginat se
rastvara u vodi, ali se ne rastvara u organskim rastvara¢ima. Alginat preveden u
tetrabutilamonijum so rastvara se u vodi, etilen-glikolu i polarnim aproti¢nim

rastvarac¢ima [78].
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5.4.  Hidrogelovi

Hidrogelovi su trodimenzionalne mreze, koje se sastoje od hidrofilnih polimera sa
visokim sadrzajem vode. Kada su ¢elije uklju¢ene u hidrogelove njihovo bubrenje
olaksava transport hranljivih materija u ¢eliju i iz nje. Alginat je hidrofilan i rastvorljiv
u vodi, zguSnjava se u neutralnim uslovima, Sto je od velikog znaCaja za gradenje
hidrogelova. Alginati koji se mogu koristiti u tkivhom inZenjeringu mogu se svrstati u
fizicke i kovalentne u zavisnosti od mehanizma geliranja. Za formiranje hidrogelova
koriste se metode kao Sto su: jonske interakcije, fazni prelazi, umrezavanja i slobodno-
radikalske polimerizacije. PoSto alginat nema informacionu strukturu za pozitivan
bioloski odgovor obi¢no je neophodna modifikacija alginatnih hidrogelova [79].
Alginat sa dvovalentnim katjonima gradi hidrogelove koji su umrezeni jonskim
interakcijama. U povezivanju ucestvuju pretezno G 1 MG blokovi. Zbog toga alginati
koji sadrze veci udeo G-bloka grade jace gelove. Za umrezavanje se mogu koristiti
ca®*, Ba?*, Sr**, Ni**, Mn?*, Mg* i Fe**. Ca® je katjon koji se najcesée koristi za
formiranje hidrogelova. Za umrezavanje uz pomoc¢ ovog katjona koriste se 2 metode.
Prvi je difuzni metod koji podrazumeva da umrezavajuéi joni difunduju u alginatni
rastvor iz spolja$njeg izvora. Drugi metod je metod unutra$njeg postavljanja u okviru
kog je izvor jona smeSten u unutraSnjosti alginatnog rastvora 1 biva osloboden i
spreman za umrezavanje dejstvom nekog pokretaca. Za dobijanje gelova difuznom
metoda ukapava se rastvor natrijum-alginata u rastvor kalcijum-hlorida, dok se za
dobijanje gelova drugom metodom koriste nerastvorne soli kalcijuma kao $to je
kalcijum-karbonat. Jonski umrezeni hidrogelovi imaju manju efikasnost, snagu i
tvrdocu §to ogranicava njihovu primenu u regenerativnoj medicini [79].

Fazni prelazi se mogu koristiti za formiranje hidrogelova zato $to se geliranje moze
izvesti samo povecanjem temperature iznad kriti€ne vrednosti. Hidrogelovi koji na
ovaj nacin nastaju imaju veliku primenu u tkivnom inZenjeringu.

Specificne interakcije izmedu receptora i1 liganda se mogu iskoristiti za umrezavanje
alginatnih gelova. Alginat se sastoji od inertnih monomera kojima nedostaju
odgovaraju¢i ligandi kako bi mogli da grade hidrogelove. Kada se celije dodaju
modifikovanom alginatu, receptori na povrSini Celije mogu se vezati za ligande
modifikovanog alginata. Modifikovani alginat se postepeno umrezava i grade se

receptor-ligand interakcije izmedu Celijske povrSine i modifikovanog alginata. Iako
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ovakvi hidrogelovi pokazuju veliku bioaktivnost, gelovi su tvrdi, a veze unutar njih su
slabe, §to ograni¢ava njihovu primenu [79].

Proces slobodno-radikalske polimerizacije podrazumeva transformaciju linearnog
polimera u trodimenzionalnu mrezu. Ovakva polimerizacija moze da se sprovede na
fiziolosSkom pH i temperaturi sa odgovaraju¢im hemijskim inicijatorima. Blagi uslovi
geliranja omogucavaju ¢eliji da bude inkapsulirana unutar polimera i da se zadrzi u
tom obliku dok god je to potrebno. Ovo obezbeduje bolju vremensku i prostornu
kontrolu nad procesom geliranja. Prednost ovakve polimerizacije je lako¢a sa kojom
razli¢ite hemikalije mogu da se ugrade u hidrogelove jednostavnim meSanjem
makromolekula i potom kopolimerizacijom.

Alginatni hidrogelovi mogu se naci u razli¢itim oblicima i tako koristiti u mnogim
sferama nauke i industrije. Jedan od moguéih oblika su kuglice. Kuglice se mogu
koristiti u tkivnom inzenjeringu, za oslobadanje celija, gena, proteina ili lekova.
Alginati u obliku kuglica dobijaju se u vodenim uslovima putem jonskog umrezavanja
ili isparavanjem rastvaraca. Ovakvi alginati pokazuju veliku biokompatibilnost kada se
koriste u regenerativnoj medicini.

Alginatne gel-sfere dobijene umrezavanjem u prisustvu kalcijumovih jona se koriste
za kontrolisano oslobadanje ¢elija i faktora rasta. Celije i faktori rasta se pomesaju sa
jednakom koli¢inom alginatnog rastvora i grade mikrosfere u rastvoru kalcijum-
karbonata. Pre¢nik ovako dobijenih mikrosfera je od 200 do 500um, a celije su

ravnomerno rasporedene u unutrasnjosti gela, Slika 30.

Mikrofluidni uredaj
' Rastvor alginata

°! \
at/

Slika 30. Dobijanje alginatnih gel-sfera
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Alginatni gelovi zasnovani na ¢vrstim mikrosferama se mogu dobiti koris¢enjem
emulzione tehnike sa organskim rastvaraem. Na taj nacin se lekovi 1 drugi mali

molekuli mogu smestati unutar gel, Slika 31 [79].

) Rastvor alglnata

%%%

Slika 31. Dobijanje alginatnih gelova zasnovanih na ¢vrstim sferama

Elektrospining je lak nacin za pravljenje alginatnih nanovlakana, koja se pored
regenerativne medicine mogu Kkoristiti 1 u mnogim drugim oblastima. Veli¢ina
dobijenih vlakana moze se kontrolisati podesavanjem uslova pod kojima se
elektrospining izvodi 1 svojstava rastvaraca koji se koriste. Vlakna dobijena na ovaj
nacin imaju ograni¢enu upotrebu u tkivnom inZenjeringu zato Sto pokazuju manju

debljinu i gusto pakovanje vlakana, Slika 32.
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Slika 32.. Elektrospining
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5.5.  Hemijske osobine alginata

Alginat u obliku praha moze se Cuvati na hladnom, suvom i tamnom mestu nekoliko
meseci bez razgradnje. Rok trajanja alginata se moze produziti ukoliko se on cuva u
frizideru. Alginat u obliku kiseline se mnogo brze razgraduje od natrijum-alginata
zbog karboksilne grupe na C5 atomu.

Alginat hidrolizuje u prisustvu kiseline. Dolazi do raskidanja glikozidnih veza u 3
koraka. Prvi korak obuhvata protonovanje kiseonika glikozidne veze i dobijanje
pozitivnog naelektrisanja. Drugi korak podrazumeva raskidanje glikozidne veze i
stvaranje karbonijum jona, koji potom u treCem koraku biva izlozen dejstvu vode i
adiciji hidroksilne grupe na kraju lanca.

Enzimska degradacija alginata odvija se u prisustvu enzima liaze, B-eliminacionim
mehanizmom. Stepen degradacije se povecava kad se promeni pH vrednost. Na pH
vrednostima ve¢im od 10 dolazi do degradacije B-eliminacionim mehanizmom, a na
pH vrednostima manjim od 5 dolazi do kisele hidrolize glikozidnih veza. Alginati ne
podlezu degradaciji samo u prisustvu kiseline ili baze, ve¢ je to takode moguce i u
neutralnim uslovima dodatkom redukujuc¢ih agenasa. Neka redukujuca sredstva kao
Sto su hidrohinon, natrijum-sulfit, cistein, askorbinska kiselina ili hidrazin-sulfat mogu
dovesti do degradacije alginata [78].

Degradacija alginata je veoma bitna kada se radi modifikacija. Potrebno je paZljivo
odabrati sredstva za modifikaciju 1 uslove pod kojima ¢e se modifikacija izvrsiti kako
u toku sinteze derivata ne bi doSlo do smanjenja duzine polimernog lanca zbog

degradacije.

5.6. Modifikacije alginata

Mnogi naucnici se bave modifikacijom alginata kako bi se poboljSale postojece
osobine samog alginata ili kako bi se dobile potpuno nove osobine. Za modifikaciju
alginata koriste se tehnike kao S$to su: oksidacija, sulfonovanje, esterifikacija,
amidacija. Modifikacije se mogu izvr$iti na hidroksilnim i na karboksilnim grupama
koje su zastupljene u polimernom lancu. Ovako modifikovani alginati mogu imati

brojne primene.

49



5.7. Hemijska modifikacija hidroksilne grupe

5.7.1. Oksidacija

U poslednje vreme se mnogo paznje poklanja oksidaciji alginata, zato §to oksidovani
alginati imaju reaktivnije grupe i podlezu brzoj degradaciji kada se koriste za
oslobadanje lekova. Oksidacija se vrsi na 2 hidroksilne grupe na C2 i C3 atomima sa
natrijum-perjodatom kao oksiduju¢im sredstvom. Tom reakcijom stvaraju se 2
aldehidne grupe po monomernoj jedinici. Neophodno je da se reakcija odvija u mraku
kako bi se eliminisale sporedne reakcije. Moguce je kontrolisati stepen oksidacije

koristeci razli¢ite koncentracije natrijum-perjodata, Slika 33.
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Slika 33. Oksidacija alginata natrijum-perjodatom

Primeceno je da oksidacija alginata dovodi do smanjenja krutosti [78]. Alginati velike
molekulske mase bi teoretski trebalo da sadrze 1mol natrijum-perjodata po ostatku
uronske kiseline. Brojna istraZivanja su pokazala da to nije slucaj 1 da je oksidacioni
limit alginata oko 50%, Sto je posledica gradenja stabilnog intermedijarnog
hemiacetala. Pokazano je takode da se G-blokovi oksiduju brze nego M-blokovi.
Oksidovani alginati se razlazu isto kao i nemodifikovani alginati, samo znatno sporije.
Degradacije su moguce €ak i na niskim temperaturama, a optimalno pH na kom je
oksidovani alginat stabilan je 5,5. Oksidovani polimer se u potpunosti razgraduje pri
fizioloskim uslovima (37°C i1 pH~7,4). Ispitana je i sposobnost geliranja oksidovanog
alginata u prisustvu kalcijumovih jona. lako stepen geliranja zavisi od prisutnih G-

blokova, a njihov broj se u oksidovanom polimeru ne menja, uoceno je da polimeri
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slabije geliraju kako se povecava stepen oksidacije. Oksidacijom alginata smanjuje se
njegova krutost [80].

Oksidacija alginata se moze izvesti 1 koris¢enjem kalijum-permanganata u prisustvu
sumporne kiseline kao katalizatora. Kalijum-permanganat oksiduje vicinalne diole do
aldehidnih grupa, ali ukoliko se koristi visak KMnQy, hidroksilne grupe se mogu
oksidovati do karboksilnih grupa, Slika 34.
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Slika 34. Oksidacija alginata kalijum-permanganatom

KMnO, je jeftinije, bezbednije i dostupnije oksidaciono sredstvo od natrijum-
perjodata. Ogranicenje prilikom koriS¢enja ovog oksidacionog sredstva jeste Sto je

teSko kontrolisati stepen i brzinu oksidacije [81].
5.7.2. Reduktivna-aminacija

Oksidovani alginat sa aldehidnim grupama na polimernom lancu ima nove reaktivne
grupe koje se mogu iskoristiti za reduktivnu-aminaciju. Reduktivna-aminacija moze se
izvesti sa propil-aminom koriste¢i natrijum-cijanoborhidrid kao redukujuce sredstvo.
Natrijum-cijanoborhidrid je mnogo reaktivniji i selektivniji od natrijum-borhidrida

koji se ¢esce koristi, Slika 35.
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Slika 35. Reduktivna-aminacija

Prednost NaCNBHj3 jeste i to $to je brzo redukciono sredstvo na pH vrednostima od 6
do 7 [78].

Dodatak dugackih alkil nizova na alginat dovodi do pojave novih karakteristika takvog
alginata kao $to su niZi povrSinski napon, rastvaranje ¢vrstog azobenzena i adsorpcija
teSkih metala. Sintetisan je i novi alginat-polietilenglikol (PEG). Kuplovanje izmedu
PEG i alginata je izvrSeno koriste¢i karbodiimidnu reakciju u vodenoj sredini, Slika

36.
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Slika 36. Karbodiimidna reakcija

Ovaj derivat alginata zadrzava sposobnost za geliranjem i moze se Koristiti kada je

potrebna veéa biokompatibilnost [78].

5.7.3. Sulfonovanje

Kada se alginat sulfonuje on pokazuje veliku strukturnu sli¢nost sa heparinom, koji se
koristi kao antikoagulans vise od 60 godina. Reakcija sulfonovanja se moze izvesti sa
hlorsumpornom kiselinom u formamidu. Alginat je dodat u rastvor koji sadrzi
formamid 1 hlorsumpornu kiselinu. Dobija se braon rastvor, dok se za taloZenje
polimera moze koristiti aceton. Ovako sulfonovani alginat pokazuje sposobnost da se

ponasa kao antikoagulans, Slika 37 [82].
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Slika 37. Sulfonovanje alginata

Sulfonovani alginat se moze dobiti i koris¢enjem karbodiimidne reakcije. Hidroksilne

grupe se mogu sulfonovati koriS¢enjem reagensa dobijenog meSanjem DCC i
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sumporne kiseline. Takode je sulfonovanje moguce izvesti koriS¢enjem natrijum-

bisulfita i natrijum-nitrata u vodenom rastvoru [83].

5.7.4. Kopolimerizacija

Kopolimerizacijom natrijum-akrilata sa natrijum-alginatom moZze se napraviti
superabsorbent. Ovakav superabsorbent moze da apsorbuje vodu i da se pri tome
njegova masa poveca od 85 do 1000 puta. On takode pokazuje i izvanrednu
sposobnost za geliranjem. Modifikovani alginat dobijen na ovaj nacin pokazuje bolje
osobine §to se tiCe apsorpcije metala, flokulacije 1 otpornosti na biorazgradivost u

odnosu na alginat, Slika 38 [78].

;5,04

Coo~ coo”
L
CHO i, CHOH (0] O——]-——
n

COOH

oo oo
(R (R,

( % @ CM Hooc”CH,
[ o ol Tweo
I n

OH  OH

Slika 38. Kopolimerizacija natrijum-akrilata sa alginatom

5.7.5. Acetilacija

Hidroksilne grupe prisutne u alginatu ne mogu direktno da reaguju sa acetanhidridom
zato $to grade jake vodoni¢ne veze. Medutim u vodenoj sredini vodoni¢ne veze slabe i
alginat postaje reaktivan. MeSanjem anhidrida sa alginatom dobija se modifikovani

alginat, koji pokazuje veliku sklonost ka degradaciji, Slika 39 [77].
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Slika 39. Acetilacija alginata sa anhidridom siréetne kiseline

Acetilacija se moze izvesti koriS¢enjem ketena u gasnim uslovima. Gradi se acetat
algininske kiseline, koji je nerastvoran kako u vodi, tako i u organskim rastvara¢ima.
U proseku se uvodi jedna acetil-grupa po jedinici monosaharida u alginatnom lancu.
Algininska kiselina dobijena na ovaj nacin mozZe se prevesti u odgovarajuéu so
natrijuma ili kalcijuma dodatkom hidroksida. Za razliku od algininske kiseline i
natrijum-alginata, kalcijum-alginat se ne razgraduje. Alginat se moze prevesti u
acetilovani oblik kiselo katalizovanom esterifikacijom. Modifikovani alginat moze se
dobiti reakcijom siréetne kiseline i acetanhidrida u perhlornoj kiselini. Alginati
dobijeni acetilovanjem ne pokazuju znafajan stepen degradacije. Uvodenje acetil
grupe dovodi do povecanja duzine polimernog lanca i samim tim uti¢e na njegovu
konformaciju. Sa kalcijumovim jonima grade gelove, koji su slabije jacine u odnosu
na gelove dobijene drugacijim tipovima modifikacija. Pokazano je da mogu biti

acetilovani i M i G-blokovi [77].

5.7.6. Fosforilacija

Fosforilaciju alginata je moguce izvesti koriste¢i ureu i fosfornu kiselinu. Najveci
stepen fosforilacije se postize kada je molarni odnos alginat:H3POg:urea 1:20:70. Posto
je fosforna kiselina jaka kiselina, ona dovodi do degradacije polimernog lanca u toku
modifikacije. U ve¢em stepenu fosforilaciji podleze hidroksilna grupa na tre¢cem C-
atomu M-bloka u odnosu na onu na drugom C-atomu. Uzrok tome je regioselektivnost
1 ¢injenica da su ekvatorijalna mesta dostupnija za reakciju u odnosu na aksijalna.

Fosforilovani alginati ne pokazuju sposobnost za geliranjem, a tome najvise doprinosi
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degradacija tokom reakcije modifikacije koja dovodi do konformacione promene.
Gelovi se mogu dobiti ukoliko se spoji nereaktivni alginat sa fosforilovanim
alginatom, Slika 40 [84].
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Slika 40. Fosforilacija alginata
5.8. Hemijska modifikacija karboksilne grupe

5.8.1. Esterifikacija

Esterifikacija se Cesto koristi kao jednostavan metod za uvodenje alkil-grupe u
molekul. Ovaj metod se Cesto koristi za modifikaciju alginata i time se povecava

njegova hidrofobna priroda dodatkom novih grupa na ki¢mu nativnog alginata.

Nativni alginat se moze modifikovati alkoholima u prisustvu katalizatora. Pri tome
alkohol mora biti u viSku, kako bi se osiguralo da ravnoteZza bude pomerena ka
gradenju proizvoda. Poslednjih nekoliko decenija esterifikovani derivat alginata koji
ima komercijalnu primenu je propilen-glikolni estar alginata (PGA) koji je dobijen
esterifikacijom  alginata  propilenoksidom.  Modifikovani  alginat  dobijen
esterifikacijom sa butanolom u prisustvu sumporne kiseline kao katalizatora pokazuje
sposobnost za enkapsulaciju i hidrofilnih i hidrofobnih molekula. Takode je moguce
natrijum-alginat  transformisati do kiseline, dodatkom etanolnog rastvora
hlorovodoni¢ne kiseline, a zatim dobijeni proizvod tretirati tretabutil-
amonijumhidroksidom. Dobijena so se prevodi u estar dodatkom alkil-halida, Slika 41
[78].
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Slika 41. Esterifikacija alginata

5.8.2. Ugi reakcija

Ugi reakcija je multikomponentna reakcija koja ukljucuje keton ili aldehid, amin,
izocijanid i karboksilnu grupu. Vodi stvaranju bis-amida. Derivat alginata moze se
dobiti kada se pomesaju formamid, n-oktilamin i cikloheksil-izocijanid sa nativnim
alginatom na pH 3,6, Slika 42 [78].
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Slika 42. Ugi reakcija
5.8.3. Amidacija

1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidrohlorid (EDC-HCI) se moze koristiti

za stvaranje amidne veze izmedu karboksilne grupe alginata i amino-grupe

odgovaraju¢eg molekula, Slika 43.
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Slika 43. Amidacija alginata

Kuplovanjem N-(3-aminopropil) pirola sa alginatom stvara se amidna veza izmedu
njih. Ovako dobijeni polimer moZze da podlegne elektropolimerizaciji. Time nastaje
biomolekul koji moZze da zadrzava enzime. Derivat alginata se moze pripremiti
kovalentnim vezivanjem dodecilamina za polisaharid, gradenjem amidne veze. Kao

kuplujuci agens se koristi 2-hloro-1-metilpiridinijum jodid (CMPI), Slika 44 [78].
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Slika 44. Gradenje amidne veze

Reakcijom izmedu primarne amino grupe tiramina i karboksilne grupe alginata gradi
se amidna veza. Na ovaj nacin se moze uvesti aromati¢ni prsten u polimerni lanac.
Oksidativnim kuplovanjem fenolnih grupa uz pomo¢ peroksidaze kao kuplujuceg
agensa grade se C-C i C-O veze i na taj nacin dolazi do umreZavanja i stvaranja
gelova. Kada se na modifikovani alginat primeni odgovaraju¢i pritisak, on se
deformiSe. Ta deformacija je manja kod modifikovanog alginata u poredenju sa
nemodifikovanim. Obaj$njenje za ovakvo ponasanje nalazi se u gradenju kovalentnih

veza prilikom umreZavanja. Na ovaj nacin moZe se ispitati kako redukcija karboksilne
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grupe utice na mehani¢ke osobine samog gela. Ovako dobijeni alginat ima veliku

primenu za enkapsulaciju ¢elija, Slika 45 [85].
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Slika 45. Gradenje amidne veze izmedu alginata i tiramina

5.8.4. Vezivanje signalnih molekula

Velika primena alginata kao biomaterijala je uslovljena njihovom sposobnos¢u da
obezbede sredinu koja je kako hemijski, tako i fizi¢ki pogodna za prisustvo bioloskih
vrsta. Sposobnost alginata da gradi gelove u koje se mogu ugraditi razlicite ¢elije,
lekovi ili neke druge bioloske vrste je joS jedna prednost prilikom koriS¢enja ovog
polimera u bioloske svrhe.

Kako bi se poboljsalo prepoznavanje Celija hepatocita, alginat je kovelentno povezan
za ostatak galaktoze. Hepatociti su vazni za normalno funkcionisanje jetre, ali izvan
jetre oni gube svoje funkcije i mogu da opstanu samo kratak vremenski period.
Alginati, zbog svojih sposobnosti da grade gelove, se smatraju dobrim matriksima
pogodnim za odrZavanje funkcije hepatocita i izvan organizma. U te svrhe mogu se
napraviti gelovi vezivanjem galaktoze za alginat tako Sto karboksilna grupa alginata
moze reagovati sa 1-amino-1-deoksi-p-D-galaktozom. U reakciji u veéem obimu
ucestvuju M-blokovi, dok modifikovani alginat zbog prisustva velike grupe pokazuje

znacajne konformacione promene, Slika 46 [86].
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Slika 46. Kovalentno vezivanje galaktoze za alginat

Vezivanje galaktoze za alginat je moguce izvesti i koriS¢enjem laktobionskog laktona i
etilendiamina, pri ¢emu primarna amino grupa reaguje sa karboksilnom grupom

alginata.

5.9. Primena alginata u biotehnologiji

Potreba za biomaterijalima zasnovanim na alginatnim polimerima u tkivnom
inzenjeringu i za oslobadanje lekova je ogromna. Posebno vaznu ulogu imaju u
oblastima regenerativne medicine. Polimeri bazirani na alginatu se mogu koristiti kao
potencijalne ¢elije 1 nosaci lekova.

Alginati se danas jako koriste za previjanje rana. Oni mogu da se koriste u obliku
zavoja, sundera ili hidrogelova obezbeduju¢i dobre podloge za zarastanje rana.
Alginati dobro upijaju vodu, prilagodljivi su, imaju antisepti¢ka svojstva, nisu toksi¢ni
I biorazgradivi su. Sve te osobine ¢ine ih jako pogodnim za kori$éenje prilikom
previjanja rana. PoSto su gaze na bazi alginata vlaZzne, one mogu da sprece isusivanje
rana, a to dovodi do brzeg zarastanja. Veoma su vazna antimikrobna svojstva svih
materijala koji se koriste za previjanje rana, zato $to su otvorene rane pogodno mesto
za razvijanje bakterija, Sto samo moZe dovesti do teZeg zarastanja. Alginat u
kombinaciji sa hitozanom se koristi za proizvodnju materijala koji pokazuju jako
dobre antiadhezione i antimikrobne osobine [79].

Jos od 1938. godine alginat u obliku natrijumove soli ima primenu u farmaceutskoj
industriji. Natrijum-alginat se tradicionalno koristi kao adheziono sredstvo u mnogim
tabletama, dok se alginat koristi prilikom oslobadanja lekova. Prah natrijum-alginata
se dodaje u toku procesa granuliranja, time ga pojednostavljuje 1 povecava cvrstocu
tableta. MoZe se koristiti 1 u teCnim lekovima za povecanje viskoznosti. Propilen—

glikolni estar alginata povecava stabilnost emulzija.
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Jedna od najvaznijih primena alginata je u oslobadanju lekova. Ova primena privlaci
veliku paznju godinama unazad, a vazna je zato §to se na taj nacin mogu prenositi
kako mali molekuli i joni, tako i veliki biomolekuli kao $to su proteini i geni. Alginat
se koristi kao nosa¢ za imobilizaciju ili enkapsulaciju lekova, bioloski aktivnih
molekula, proteina i ¢elija zahvaljuju¢i svojim biokompatibilnim i biorazgradivim
osobinama. Ve¢ dugo se alginatni gelovi ispituju za oslobadanje razlil¢itih lekova, a
dokazano je da su oni tako korisni zato $to mogu da iskoriste primarne i sekundarne
veze izmedu leka i alginata da bi se kontrolisala kinetika oslobadanja leka. Alginati su
nanoporozne Cestice, §to omoguéava brzu difuziju malih molekula kroz pore gela [80].
Teofilin je lek koji viSe od 70 godina sluzi za leCenje bronhijalne astme. Kako bi resili
problem slabog zadrzavanja ovog leka u disajnim organima i iritiacije koje se tom
prilikom javljaju, naucnici su iskoristili natrijum-alginatne mikrosfere za zarobljavanje

ovog leka i tako poboljsali njegove osobine, Slika 47 [87].

Slika 47. Prikaz alginatnih kuglica sa lekom teofilinom zarobljenim u alginatnoj
mikrosferi [87]

Alginatni gelovi se sve ¢esce koriste kao model sistem za ¢elije sisara u biomedicini.
Ovi gelovi se mogu prilagoditi da sluze bilo kao 2D ili 3D model sistem, mada se
mnogo vise koriste kao 3D model sistem. Alginati mogu da posluze kao idealna
povrsina na koju se moze vezati odgovarajuca ¢elija, koja se dalje moze ugradivati u
organizam. Alginati su poslednjih nekoliko decenija veoma istrazeni kao sredstva koja
mogu posluziti kao matrice u inZenjeringu tkiva i organa, koja imaju veliku primenu u
regenerativnoj medicini. Ovakvo ponaSanje je moguce zbog fizi¢kih osobina gelova,
sposobnosti za adhezijom celija 1 degradativnih osobina alginata. Veli¢ina

regenerativnih agenasa koji se mogu osloboditi iz alginatnih gelova mora biti oko
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Snm. Vecina proteina lako difunduje iz alginatnih gelova, cak i kad nema degradacije.
Formiranje novih krvnih sudova je takode obecavajuc¢a alternativa za lecCenje
pacijenata koji pate od ogranicenog ili sprecenog protoka krvi usled koronarnih ili
perifiernih arterijskih bolesti. Ovo se moZze posti¢i transplantacijom razli¢itih tipova

¢elija u telu, kao Sto su rekombinantni proteini ili geni, a za njihovu dostavu mogu

posluziti alginatni gelovi, Slika 48 [88].
2-D 3-D
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-
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-

Slika 48. Mikroskopski prikazi ljudskih fibroblasta u alginatnom hidrogelu [88]

U prehrambenoj industriji alginat se koristi kao prirodni aditiv u obliku natrijumove,
kalijumove ili amonijumove soli. Moze se koristiti kao sredstvo za zgu$njavanje u
sosevima, sirupima i prelivima za sladoled. Natrijum-alginat se takode koristi kao
stabilizator za sladoled, tako §to se koristi za smanjivanje kristala leda tokom
zamrzavanja dajuci krajnju glatku strukturu. Takode se koristi za smanjenje stvaranja
emulzija u meSavini vode 1 ulja, kao na primer u razli¢itim majonezima i prelivima za
salate. Natrijum-alginat se koristi za proizvodnju tzv. funkcionalne hrane, kao §to je
hrana koja se koristi prilikom razli¢itih dijeta. Dugoro¢no unoSenje hrane koja sadrzi
natrijum-alginat, kao tradicionalni lek koji smanjuje nivo glukoze u krvi, pomaze u
leCenju nekih bolesti kao Sto su dijabetes, hipertenzija ili gojaznost. Alginat moze da

smanjuje gubitak vlage prilikom procesa proizvodnje mesa. Kada se koristi u
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proizvodima od mesa alginat ne samo da povecava prinos, ve¢ takode i poboljsava
teksturu mesa, smanjuje troSkove proizvodnje 1 poboljSava kvalitet proizvoda.

Od alginata se mogu praviti filmovi ili vlakna koja imaju veliku primenu u mnogim
oblastima, kao $to su imobilizacija enzima ili za izradu biosenzora koji se koriste u
masinskoj 1 elektrotehnic¢koj industriji. Imobilizovan enzim je enzim koji je vezan za
inertan 1 nerastvorljiv materijal, kao Sto je kalcijum-alginat dobijen umrezavanjem
alginata uz pomo¢ kalcijum-hlorida. Ovakav enzim pokazuje vecu otpornost na
spoljasnje promene kao Sto su pH i temperatura. Alginat takode omogucava da se
enzim drzi na jednom mestu tokom reakcije, nakon ¢ega se lako odvaja od proizvoda i
moze se ponovo koristiti. Elektrospining je najjednostavniji, najefikasniji i najjeftiniji
postupak za dobijanje polimernih nanovlakana. Koris¢enjem ove metode do danas je
dobijeno preko 50 sintetickih ili prirodnih polimera. Elektrospining daje polimerna
nanovlakna kori§¢enjem elektrostaticke sile. Dugacka nanovlakna nastaju tako §to se
na tecnu kapljicu polimera primeni dovoljno visok napon da telo tecnosti postane
naelektrisano. Elektrostaticko odbijanje koje pri tome nastane dovodi do poniStavanja
povrsinskog napona i kapljica pocinje da se isteze. U jednom trenutku rastvara¢ ispari,
a nanovlakna se skupljaju na kolektoru. Nanovlakna dobijena na ovaj nacin imaju

brojne primene [89].

5.10. Primena alginata u imobilizaciji peroksidaza

Alginat je jedan od najkori$¢enijih prirodnih polisaharida za imobilizaciju enzima i
¢elija [90-94]. Peroksidza iz ren je imobilizovana u alginatnim mikrokuglicama za
primenu u degradaciji azo boja [95] i uklanjanje fenola iz otpadnih voda [96]. U svim
ovim studijama imobilizacije zbog velike veli¢ine pora u polisaharidnom gelu dolazilo
je do curenja enzima i1 gubitka aktivnosti. Da bi se zadrZao enzim unutar alginatnog
hidrogela koriS¢ene su kuglice dijametra nekoliko milimetara koje su opet dovodile do
difuzionih ograni¢enja I smanjene efikasnosti enzima. U cilju smanjenja curenja
enzima a spreavanja difuzionih ograni¢enja neophodno je uvoditi dodatne hemijske

korake modifikacije bilo samih molekula enzima bilo polisahardnog lanca [97, 98].
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Il EKSPERIMENTALNI DEO
6. MATERIJALI | METODE

6.1.  Modifikacija polimera perjodatom i tiraminom

U rastvor polisaharida (alginat ili celuloza) 0,14g u 10 ml dH,O se doda 2,5 ml
natrijum perjodatnog rastvora tako da odnos molariteta perjodata i polisaharida bude
2,5% (1,5mM); 5% (3mM); 10% (6mM); 15% (9mM) i 20% (12mM) u ukupno 12,5
ml. Rastvor se uvije u foliju i ostavi na tamno preko no¢i na +4°C (u frizider).

U rastvor polisaharida i perjodata koji je stajao preko noc¢i dodati 0,7 ml glicerola i
ostaviti jo§ pola sata da se prekine reakcije, a onda dodati 0,07 g NaCl da se rastvori.
Kad se rastvori NaCl dodati 20 ml ¢istog etanola promesati i iscentrifugirati (10 min
na oko 4000 rpm). Rastvor odbaciti, a talog rastvoriti u 10 mL destilovane vode, kada
se rastvori dodati 0,02 g NaCl da se rastvori, a nakon toga 10 mL ¢istog etanola, pa
opet promesati i iscentrifugirati. Talog opet rastvoriti u 10 mL destilovane vode, nakon
rastvaranja dodati 0,01 g NaCl da se rastvori i nakon toga dodati 20 mL etanola,
promesati i ponovo centrifugirati. Talogu dodati 10 mL cistog etanola mesati 15
minuta da se ispere, iscentrifugirati i osusiti talog na sobnoj temperaturi.

Oksidovani osuseni polimer zatim rastvoriti u 10 ml Na-fosfatnog pufera (0,1M)
pH 6. U rastvore je zatim dodat ¢vrst tiramin-HCI (po 0,15g u 10ml polimera) i
ostavljen na magnetnoj mesalici 30 minuta (uz proveru pH rastvora). Zatim u kapeli
dodati po 0,05 g na 10 ml natrijum cijanoborhidrida (NaCNBH3;) promesan i ostavljen
u kapeli 24 h uvijen u alufoliju.

Talog je odvojen centrifugiranjem (ukoliko ga ima, a ne bi trebalo da padne talog).
U supernatant, rastvor modifikovanog polisaharida, dodato je NaCl do finalne
koncentracije od 1M (0,584 g na 10 ml rastvora), a kad se rastvori dodat je Cist etanol
(bar 2 zapremine) — 20 ml etanola. Rastvor je zatim centrifugiran, odvojen talog
rastvoren u 10 ml dH,O i jo§ jednom ponovljen postupak taloZenja sa 1M NaCl i
etanolom. Na kraju talog je ispran u etanolu i osu$en na vazduhu. OsuSeni polimer

dobro zatvoriti i spakovati u zamrzivac¢ na -20°C.
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6.2. Imobilizacija peroksidaze iz rena

Odmereno je po 22,5 mg modifikovanog alginata i rastvoreno u 150 ul dH,O da se

napravi 15% rastvor. Kad se alginat rastvori, slede¢im redom je dodato:

150 ul - alginata (15% rastvor)
106,11 pl - 50mM Tris pufer pH 7
2,89 ul - HRP (Img/ml)

1 ul- GOX(Amg/ml)

40 pl - 1M Glukoza

Za pravljenje kuglica dodato je po 2,89 ul komercijalne peroksidaze iz rena tip Il
(konc. 150-250 U/mg), tako da je u reakciji bilo ukupno 0,5 U. Odmah po dodatku
glukoze, rastvor dobro promeSan i dodat u 600 pl rastvora Span 80 u lakom
mineralnom ulju na magnetnoj mesalici. Kuglice su pravljene mesanjem 10-15 min
konstantnom brzinom, a reakcija je prekinuta dodatkom 1 ml 0,5% Triton X-100 u 5%
CacCl; u destilovanoj vodi i ostavljena da se me$a jo§ 5 min. Zatim su kuglice ispirane
3 puta sa istim rastvorom tritona u CaCl,, a onda 3 puta sa rastvorom 5% CaCl, u
destilovanoj vodi i ispirci su skupljeni i izmerena ukupna zapremina ispiraka. Nakon
ispiranja kuglice su stalozene, odliven viSak rastvora i1 obelezena zapremina kuglica i
ukupna zapremina rastvora. Na kraju se iz zapremina kuglica i rastvora izraunava
procenat kuglica u rastvoru, sto je neophodno za racunanje specifi¢ne aktivnosti.
Merenje specifi¢ne aktivnosti kuglica (u 3 ml reakcione smese u 100-130ul kuglica) i

ispiraka (u 1 ml reakcione smese i 43,3 pl ispirka(10 puta razblazen)).

6.3.  Merenje enzimske aktivnosti

Supstrati za merenje su: pirogalol (13 mM) i vodonik peroksid (9,7 mM) na sobnoj
temperaturi (21°C). Aktivnost slobodne (rastvorne) peroksidaze iz rena tipa Il (HRP)
meri se dodavanjem 10 ul HRP (1 mg/mL ) u ImL rastvora pirogalola u 50 mM TRIS
puferu (pH 7) uz dodavanje 10 ul (0,97 M) H,0,. Reakcija se prati 7 minuta. Nastaje
narandZzasto-braon proizvod purpurogalin, pri reakciji peroksidaze koja katalizuje
oksidaciju pirogalola u prisustvu vodonik peroksida, merenog na 420 nm na Shimadzu

spektrofotometru. Enzimska aktivnosti se izraCunava na osnovu molarnog
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ekstencionog koeficijenta, nagradenog proizvoda, purpurogalina od 12cm?mg-1 (na
420 nm).

Isti postupak je primenjen i za merenje aktivnosti imobilizovane HRP, izuzev S§to je
reakciona smeSa 3 ml (rastvor pirogalola) sa 130 pl suspenzije alginatnih kuglica, uz
dodavanje 30 ul (0,97M) H,0, , na kraju (Sto je i vreme pocetka reakcije).Reakcija se
prati uz stalno meSanje 7 minuta. Meri se apsorbancija na 420 nm, filtriranog
(cedenog) alikvota, nakon 3, 5 i 7 minuta reakcije.

Jedna jedinica enzimske aktivnosti HRP (U) je definisana kao koli¢ina enzima
sposobna da nagredi 1 miligram proizvoda purpurogalin od pirogalola u 20 sekundi na
pH 7,0 21°C.

6.4. Snimanje spektara

Pripremljeni su 0,1% rastvori modifikovanih alginata oksidovanih sa 2,5, 5, 10, 15 i
20% perjodata i nemodifikovanog alginata u destilovanoj vodi. Merene su
apsorbancije na 260 i 280 nm, zatim UV spektar u rasponu od 200-380 nm talasne

duZine.

6.5.  Titracija jonizabilnih grupa

Uzima se 40 mg polimera i rastvori u 4 mL 50 mM rastvora KCL da se dobije 1%
rastvor. Najpre se izmeri pH rastvora, pa se ta vrednost pH smanji na 2-3, dodatkom
razblazene HCL. Taj rastvor je titrovan 0,1M NaOH do pH 10. Titruje se postepeno uz
dodavanje po 50 do 100 pl hidroksida uz belezenje svih vrednosti. Titracija je radena
sa modifikovanim i sa nemodifikovanim polimerom, kao i rastvorom 50mM KCL kao
slepe probe.

Broj mmol-ova hidroksida preracunat je iz dobjenih vrednosti zapremina utroSenog
0,1M NaOH, rastvora za titraciju (umanjenog za titraciju ¢istog KCL). Koncentracija
karboksilnih grupa po gramu polimera (izrazena u mmol/g) dobijena je iz odnosa broja

mmol-ova potrosenog hidroksida sa gramima titrovanog polimera.

6.6.  pH optimum

Odreden je pH optimum gde je najveca peroksidazna aktivnost za slobodnu HRP i
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imobilizovanu HRP u 10% oksidovanom (modifikovanom) alginatu (pravljene su
kuglice u 15% gelu). Koris¢ena je serija 0,1 M TRIS-citratnog pufera sa pH
vrednostima od 2,0-9,0. Enzimska aktivnost pri razli¢itim pH vrednostima se odreduje
na ve¢ opisan nacin, spektrofotometrijom, merenjem apsorbancije na 420 nm za 7

minuta.

6.7. Termostabilnost

Temperaturna stabilnost slobodne-rastvorne i imobilizovane peroksidaze (HRP sa
0,5U) u kuglicama 10% modifikovanog alginata, se odreduje inkubiranjem
(zagrevanjem) enzima na 65°C u 50mM TRIS puferu pH 7,0. Inkubacioni period u
termobloku (Grant QBD21, United Kingdom) je bio 120 minuta, na datoj temperaturi,

pri ¢emu se uzimaju alikvoti posle 1 min, Smin, 15min, 30 min, 60 min i 120 minuta.

6.8. Stabilnost u organskom rastvaracu

Za odredivanje stabilnosti peroksidaze iz rena u organskom rastvaracu koris¢en je 80%
rastvor 1,4-dioksana sa 20% 50 mM TRIS pufera pH 7,0 na sobnoj temperaturi od
25°C. Izmerena je stabilnost slobodnog i imobilizovanog enzima u kuglicama 10%
oksidovanog alginata sa 0,5 U HRP-a, inkubiranjem odgovarajuéih alikvota u rastvor
80% dioksana tokom 2, 24 i 48 sati.

6.9. Km i Vmax

Parametri kinetike enzima: Michaelis-Mentenova konstanta (Km) i maksimalna brzina
reakcije (Vmax) su odredivani za rastvornu i imobilizovanu HRP. Pripremljena je
serija razli¢itih koncentracija supstrata (pirogalola) od 0,44 - 44 mM sa zasi¢uju¢om
koli¢inom H,0,, poéetna brzina je odredena na opisan nacin. Na osnovu dobijenih
aktivnosti nacrtana je Michaelis-Mentenova kriva. Izra¢unate su vrednosti za Km i

Vmax.

6.10. Uklanjanje fenola

Za kalibracionu pravu pripreme se razli¢ite koncentracije fenola u 50 mM TRIS puferu
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pH 8,0. Fenolni rastvor od 800 uL se mesa sa pol00 uL K3Fe(CN)g (83,4 mM; Mr-
329,26 g/mol) i 4-aminoantipirina (AAP 20,8 mM; Mr-203,25 g/mol) u 250 mM Na-
bikarbonatnom puferu pH 8,0. Boja se razvija 10 minuta i posle toga se ocitava
apsorbanca na 510 nm.

Za slobodnu-rastvornu peroksidazu (HRP) koristimo 3 mL rastvor fenola 2 mM (u 50
mM TRIS puferu) u koji se doda H,0, do finalne koncentracije od 2,4 mM i HRP do
0,8 U/mL. Smesa se stavi na magnetnu mesalicu, pa se u odredenom vremenu uzima
alikvot (40 pL). Alikvot se sipa u 760 pL pufera, pa se dodaje po 100 pL rastvora
KsFe(CN)g (83,4 mM) i AAP (20 mM u 250 mM Na-bikarbonatnom puferu). Posle
meSanja od 1 minuta uzima se alikvot, boja se razvija 10 minuta, pa se ocitava
apsorbanca na 510 nm. Uklanjanje fenola u prisustvu rastvorne HRP prac¢eno je u
intervalu od 60 minuta, apsorbance su o¢itavane 5, 10, 30 i 60 minuta.

Za imobilizovanu HRP Kkoristimo isti protokol samo se umesto rastvornog
enzima peroksidaze iz rena doda imobilizat. Kuglice imobilizata su od 10%
modifikovanog polisaharida alginata sa 0,8U HRP u suspenziji.

Drugi imobilizat koji je kori$c¢en je perjodatno modifikovan HRP sa polimerom
EDA 20/12. Za uklanjanje fenola dodato je 80 mg imobilizata.

Racunat je procenat uklonjenog fenola u odnosu na pocetnu koncentraciju (pomocu

standardne prave) posle 2h od pocetka reakcije.

6.11. Koncentracija fenolnih grupa

Odredena je razlika u apsorbancama za 0,1% rastvor nemodifikovanog alginata i 0,1
% rastvora oksidovanog polimera, kao 1 0,01% rastvor tiramina. PreraCunata je
koncentracija fenolnih grupa u pmol/ml i broj fenolnih grupa po ostatku glukoze.

6.12. Opticki mikroskop

Napravljene su kuglice od 10% oksidovanog alginata i posmatrane su pod optickim
mikroskopom pri uveli¢anju od 50 puta i napravljeno je nekoliko slika. Izmerena je

prosecna dimenzija kuglica na uzorku jednog vidnog polja odnosno 51 kuglica.

Odredena je maksimalna 1 minimalna veli¢ina kuglica u tom uzorku.
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6.13. Uticaj gustine polimera na geliranje i parametre imobilizacije HRP

Od alginata modifikovanog perjodatom i tiramina pravljene su kuglice sa razli¢itim
koncentracijama polisaharida. Od 10% oksidovanog alginata perjodatom i tiraminom
testirani su parametri imobilizacije HRP u odnosu na razliite gustine gela za
pravljenje kuglica (5, 10, 15 i 20%).

Praceni parametri imobilizacije HRP su: specificna aktivnost, nevezana aktivnost,

vezana aktivnost i prinos imobilizacije.

6.14. Uticaj procenta oksidacije polimera na parametre imobilizacije HRP

Parametri imobilizacije poredeni su u odnosu na stepen oksidacije alginata
perjodatom. Kuglice su pravljene od 15% gela sa ukupno 0,5U peroksidaze iz rena.
Testirane su vrednosti specificne aktivnosti, procenta aktivnosti nakon 24 sata od
imobilizacije, vezana aktivnost kao i prinos imobilizacije za kuglice ( 2,5%, 5%, 10%,
15% i 20%) oksidovanog alginata perjodatom.

6.15. Uticaj kolicine enzima na parametre imobilizacije HRP

U zavisnosti od kolicine dodatog enzima izmereni su parametri imobilizacije HRP.
Napravljene su kuglice sa 0,5U; 2U; 5U i 10U peroksidaze iz rena sa 1U glukozo-

oksidaze i 1M koncentracijom glukoze pod istim uslovima.

6.16. Uticaj koncentracije glukoze i GOX-a na parametre imobilizacije HRP

Poredene su parametri imobilizacije peroksidaze iz rena kod kuglica od 10%
oksidovanog alginata. Kuglice su pravljene po istoj proceduri, samo sa razliitim
koncentracijama glukoze. Kori$¢ene su koncentracije glukoze od 0,02 M, 0,1 M i 1,0
M da bi proverili da li viSak peroksida koji nastaje pri ve¢im konecntracijama glukoze

inhibira enzim.

6.17. Ispitivanje uticaja koli¢ine dodatog enzima na vezanu aktivnost, specifiénu

aktivnost imobilizata i prinos glutaraldehidne imobilizacije
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Korisc¢ena su cetiri aminovana (predhodno je bila aktivacija diaminima i amonijakom)
polimera sa razlicitom velicinom pora. To su MP3150-300, SGE15/16, EDA20/12,
EDA10/12. Odmereno je 4 puta po 50 mg suvog polimera u vajlu (i tako za sve cetiri
vrste polimera). Doda mu se 1 mL 0,1 M natrijum-fosfatnog pufera pH 8,0 i dezaerise
se 10 min na vodenoj vakum pumpi. Posle dezaeracije polimer se ispere 2 puta sa po 5
mL istog pufera.

Polimer se resuspenduje u 2 mL 2,5 % rastvora glutaraldehida u istom puferu (1.8mL
Na-fosfatnog pufera i 200 uL 25% glutaraldehida), sto je aktivacija polimera. Polimer
se ostavi 2 h na sejker da se blago mesa na sobnoj temperaturi. Posle 2 h polimer se
ispere tri puta sa po 5 mL 0,1 M Na-fosfatnog pufera pH 7,0.

Napravi se razblazenja rastvora enzima po 1 mL slede¢ih koncentracija 2,5 mg/mL;
1,25 mg/mL; 0,25 mg/mL; 0,05 mg/mL, §to odgovara kolicini od 50; 25; 51 1 mg
enzima na 1 g suvog polimera. Ponovi se ¢etiri puta za svaku vrstu datog polimera.

U vajlu sa polimerom se dodaju enzimi ovih koncentracija (po 1 mL). Rastvor enzima
sa polimerom se inkubira 1 dan na Sejkeru na sobnoj temperaturi. Nakon toga se
¢uvaju uzorci imobilizacije u frizideru.

Odvoji se supernatant (sa frakcijom nevezanih enzima) i ostavi za merenja. Polimer se
ispere dva puta po 5 minuta sa po 5 mL 1 M NaCl u natrijum-fosfathom puferu pH
7,0. Spoje se svi supernatant i iostave.

Aldehidne grupe na polimera, koje su preostale, se blokiraju inkubacijom 30 minuta sa
3 mL 1M glicina (sa natrijum-fosfatnim puferom ). Glicin se zatim ispira tri puta sa po
3mL Na-fosfatnog pufera.

Polimer se resuspenduje u istom, 0.1 M natrijum-fosfathom puferu pH 7,0, uskladisten
u frizideru do upotrebe.

Odredi se koncentracija enzima i proteina u spojenim supernatantima kao i u alikvotu
polaznog rastvora enzima. MnoZenjem koncentracije enzima sa zapreminom
supernatanta dobija se koli¢ina nevezanog enzima. Razlika izmedu koli¢ine nevezanog
enzima 1 dodatog predstavlja koli¢inu vezanog enzima i1 proteina na 50 mg suvog

polimera.

6.18. Odredivanje zavisnosti imobilizacije od vremena inkubacije

Pripremi se rastvor enzima HRP, koncentracije 1,25 mg/mL i to Cetiri puta po

ImL.Odmeri se u cetiri vajle po 50 mg suvog aminovanog polimera EDA10/12,
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dezaeriSe i aktivira glutaraldehidom po opisanoj proceduri, kao sa prethodnom
imobilizacijama.

U sve cetiri vajle, posle ispiranja glutaraldehidom, doda se po 1mL 1,25 mg/mL.
Rastvor enzima sa polimerom inkubira se na Sejkeru uz vreme imobilizacije od: 2, 6,

24 i 48 sati.

6.19. Ispitivanje uticaja koli¢ine dodatog enzima na vezanu aktivnost, specifi¢nu

aktivnost imobilizata i prinos perjodatne imobilizacije

U plasti¢ne vajle se odmeri po 50 mg suvog polimera (i to MP3150-300, SGE15/16,
EDA20/12, EDA10/12 ). Doda mu se 1 mL natrijum-acetatnog pufera pH 5,0 (50
mM) i dezaeriSe se 10 minuta, a zatim se ispere 2 puta sa po 5 mL istog pufera.Ostavi
se u frizider do daljeg korisc¢enja.

Rastvori se 6,25 mg peroksidaze u 5 mL 50 mM natrijum-acetatnog pufera pH 5,0 i u
to se doda 0,3 mL 50 mM natrijum-perjodata. Rastvor se ostavi na tamno u frizider 6 h
uz povremeno mesanje. Posle 6 h doda mu se 0,01 mL glicerola (99%) i ostavi jo$
pola sata na sobnoj temperaturi. Nakon pola sata se stavi na dijalizu (na tamno)
naspram 50 mM natrijum-acetatnog pufera pH 5,0, uz tri izmene pufera u trajanju od
Cetiri sata. Posle skidanja sa dijalize od osnovnog Stoka enzima (2,5 mg/mL) se prave
ostala potrebna razblazenja.

U isprani polimer se doda 1 mL rastvora perjodatno oksidovane peroksidaze
koncentracije: 2,5 mg/mL; 1,25 mg/mL; 0,25 mg/mL i 0,05 mg/mL S§to odgovara
koli¢inama od dodatih 50; 25; 5; 1 mg enzima na 1 g suvog polimera. Rastvor enzima
sa polimerom se inkubira 1 dan.

Odvadi se supernatant (sa frakcijom nevezanih enzima) i ostavi za merenja. Polimer se
ispere dva puta po 5 minuta sa po 5 mL 1 M NaCl u natrijum-acetatnog puferu pH 5,0.
Spoje se svi supernatanti i ostave za merenje.

Polimer se resuspenduje u 0,5 M natrijum-acetatnom puferu pH 5,0, uskladiSten u

frizideru do upotrebe.

6.20. Termostabilnost

Termperaturna stabilnost slobodne-rastvorne peroksidaze (HRP) se odreduje

inkubacijom( zagrevanjem) 60 ul enzima koncentracije 0,1 mg/mL na 65 °C u
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termobloku (Grant QBD21, United Kingdom). Uzimani su alikvoti od 10 uL na 0,1, 5
i 30 minuta. Svi uzorci su razblazeni po 10 puta i merena je enzimska aktivnost.

Za temperaturnu stabilnost perjodatno imobilizovane HRP odmereno je 5,0 mg
polimera (imobilizata) koncentracije 1.25 mg/mL u 100 ul 0.1 M Na-fosfatnog pufera
pH 7. Posle inkubacije na 65°C uzimani su alikvoti na 0, 1, 5 i 30 minuta. Nakon

inkubacije uzorci su stavljeni na led, pa je merena enzimska aktivnost u imobilizatima.

6.21. Stabilnost u organskom rastvaracu — 80% 1,4 dioksanu

Za odredivanje slobodne-rastvorne peroksidaze (HRP) koristi se 80% rastvor 1,4-
dioksana sa 20% Na-fosfatnog pufera pH 7,0 koncentracije 0,IM na sobnoj
temperaturi od 23°C. Odmereno je 800 uL dioksana i dodato 150 pL pufera, a zatim i
50 pL HRP koncentracije 0,25 mg/mL. Uziman je alikvot od 10 pL, pa je merena
enzimska aktivnost na:0, 10, 20, 30, 60, 120 i 180 minuta, kao i posle 24 i 48 sati.

U odmerene imobilizate svih polimera koncentracije HRP 1,25 mg/mL dodato 2 mL
80% dioksana. Merena je specificna aktivnost nakon 0, 2, 24 i 48 sati inkubacije,

imobilizata inkubiranih u organskom rastvaracu na sobnoj temperaturi.

6.22. pH optimum

pH optimumom je odredeno gde je najveca peroksidazna aktivnost za slobodnu-
rastvornu HRP (0,1 mg/mL-10 puta razblazena) i imobilizovanu peroksidazu (koriscen
je EDA20/12 1,25mg/mL). Napravljena je serija 0,1M fosfatno-citratnog pufera sa pH
vrednostima od 3,0-8,0. Za pH 9,0 uzima se 0,1 M glicin.

Ista koli¢ina supstrata-pirogalola (8 mg) rastvorena je u po 5 mL svakog pufera i
merena je enzimska aktivnosti. Uradena je 1 kontrola supstrata na svim pH
vrednostima (tokom 3 minuta, bez HRP).

Enzimska aktivnost pri razli¢itim pH vrednostima se odreduje na ve¢ opisan nacin,

spektrofotometrijom, merenjem apsorbancije na 420 nm za 3 minuta.

6.23. Odredivanje Km i Vmax

Michaelis-Mentenova konstanta (Km) i maksimalna brzina reakcije (Vmax) su

odredivani za imobilizat i rastvornu HRP. Literaturna vrednost za Km je 2,235mM ( za
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rastvornu HRP). Na osnovu ove vrednosti za Km, odredivan je Km rastvorne HRP i
imobilizovane uz konstantnu koncentraciju H,O; i enzima, a menjanjem koncentracije
pirogalola. Merena je enzimska aktivnost rastvornog HRP koncentracije 0,25 mg/mL
(20 puta razblazen), kao i imobilizata sa svim koncentracijama pirogalola, merena

aktivnost 3 minuta na 420 nm.

6.24. Uklanjanje fenola

Odmereno je 4 mg vlaznog imobilizata EDA20/12 i pripremljen sveZ pirogalol.
Dodato je 3 mL 13 mM pirogalol i uzimani su alikvoti od po 10 ul na svakih 5, 10, 15,
30, 45, 60, 75 i 90 minuta. Alikvoti su razblazeni 100 puta (sa 990 ul H20 ) i merena
je apsorbancija na 420 nm. Nakon jednog ciklusa imobilizat se ispira ¢etiri puta sa po
5 mL 0.1 M Na-fosfatnog pufera pH 7.

6.25. Izvodenje sinteze umreZenih makroporoznih kopolimera postupkom

suspenzione kopolimerizacije

Za reakciju kopolimerizacije je koriS¢ena aparatura prikazana na slici 4.1. Reaktor
zapremine 1 dm3 je snabdeven povratnim hladnjakom 1 meSalicom. Mesalicu je
pokretao motor , Tehtnica“ Zelezniki, snage 150 W. Zagrevanje je vreno u
termostatu.

Uzorci makroporoznih polimera sintetisani su u etanolu kao reakcionom medijumu pri
temperaturi od 73 °C. Vreme odigravanja reakcije polimerizacije je iznosilo 4 h.
Vodena faza, koju ¢ine etanol 1 PVP, se unosi u reaktor. Reaktor se termostatira na 73
°C 1 mesalica se pusta u rad (broj obrtaja, n = 250 o/min). Kada se PVP potpuno
rastvori, u reaktor se unosi prethodno pripremljena uljna faza, koja se sastoji od
monomerne faze u €iji sastav ulaze monomeri, GMA 1 EGDMA 1 inicijator, AIBN, i
inertne faze u €iji sastav ulaze cikloheksanol 1 dodekanol.

Uljna faza se disperguje u vodenoj fazi do kapljica zeljenih dimenzija, koje se
stabilizuju PVP-om iz vodene faze. Reakciona smesa se greje na temperaturu od 73 °C
1 tako startuje reakcija polimerizacije. Posle dva Casa temperatura se povisi na 80 °C i

reakcija se vodi na toj temperaturi.
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Slika 49. Aparatura za izvodenje suspenzione kopolimerizacije

Makroporozni kopolimer dobijen suspenzinom kopolimerizacijom, se iz reaktora
procedi na Bihnerovom levku i nekoliko puta ispira vodom da bi se uklonio zaostali
PVP. Zatim se ispira tehnickim etanolom da bi se uklonila inertna komponenta.
Polimer se ostavlja u etanolu preko noci, a zatim procedi i susi u vakuum susnici pri
temperaturi od 40 °C, do konstantne mase.

Sintetizovani makroporozni kopolimer je u obliku sfernih Cestica razli¢itih dimenzija.
[12]

Uzorak 7ZS6 1 ZS9 se razlikuju po odnosu monomera koriS¢enih za sintezu. Kod
uzorka ZS6 odnos GMA i EGDMA je iznosio 90:10, a kod uzorka ZS9 odnos je
60:40.

Sinteza uzoraka ZS9, ZS16, ZS17 i ZS18 je izvrSena pri identi¢nim uslovima. Razlike
se ogledaju u odnosu porogena. Pri sintezi ZS9 odnos cikloheksanola i dodekanola
iznosio je 50:50, pri sintezi ZS16 odnos je 60:40, da bi pri sintezi uzoraka ZS17 i
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ZS18 iznosio 70:30 odnosno 90:10. Ispitivanja kopolimera GMA-EGDMA dobijenog
suspenzionom polimerizacijom su pokazala da povecanje udela alifatskog alkohola
vodi ka povecéanju specificne zapremine, poroznosti i veli¢ine pora uz istovremeno
smanjenje specificne povrSine. Zbog toga se oc¢ekuje da prilikom sinteze i u etanolu
kao reakcionom medijumu poveéanje udela cikloheksanola u odnosu na dodekanol
dovede do opadanja precnika pora uz istovremeni porast poroznosti i specificne
povrsine.

Velic¢ina cestica makroporoznog polimera ZS9 odredena je upotrebom optickog

mikroskopa i metode rasipanja svetlosti.

6.26. Aktivacija polimera etilendiaminom

a) Polimer se ispere tri puta sa po dve zapremine etanola, a zatim dezaeriSe u vodi 10

minuta na vakuum-pumpi.

b) 50 mg suvog polimera posle ispiranja i dezaeracije resuspenduje se u 2 mL rastvora
etilendiamina koncentracije 1,3 mg/mL ili u 20 mL rastvora termostatira se 2,5 h na
70°C 1 ostavi preko no¢i na sobnoj temperaturi. Sutradan se polimer ispere vodom dok
joj pH ne bude oko 6, procedi se na Bihnerovom levku 1 susi u susnici na 50°C.

6.27. Titracija amino grupa

a) Odmeri se oko 10 mg vlaznog polimera i resuspenduje u 5 mL 0,5M KCIl u epruveti
sa magnetom. Uz meSanje podesi se pH suspenziji polimera na 11,0 dodatkom 0,1 M

NaOH.

b) U suspenziju se dodaje u porcijama od po 0,05 mL 0,01M HCI. Titracija se radi do
pH 6.

¢) Ponovi se identi¢na procedura i za 5 mL 0,5 M KCL

d) 1z razlike utroSenih zapremina (V) HCI za 0,5 M KCl i1 uzorak dobija se broj

molova amino grupa na izmerenih 10 mg vlaznog polimera:
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n=0.01MxV
e) Odatle se dalje preracuna koli¢ina amino grupa na 1 g vlaznog polimera ili suvog
6.28. Odredjivanje odnosa vlaZzne i suve mase polimera

Izmeri se masa prazne epruvete (m;), u nju se doda oko 100 mg vlaznog polimera i
ponovo se izmeri masa epruvete (m,). Epruveta sa polimerom se susi na 50°C sve dok
masa epruvete ne prestane da se smanjuje, odnosno do konstantne mase (m3). Odnos

mase vlaznog i suvog polimera, faktor F dobija se po formuli:

Fe (m2 —m, )

(1113 —mr])
6.29. Konvencionalna metoda imobilizacije enzima

U ovoj metodi enzim se direktno vezuje za nemodifikovani polimer u rastvoru visoke
jonske jacine. To je najjednostavniji nacin imobilizacije jer nije potrebna prethodna
aktivacija nosaca ili enzima, odnosno amino grupe enzima se direktno vezuju za

epoksidne grupe nosaca.

a) U 5 plastiénih epruveta odmeri se po 50,0 mg odredjenog suvog aminovanog
polimera. 1,25 mg enzima se rastvori u 5 ml 1,25 M kalijum-fosfatnog pufera pH 8 i u
svaku epruvetu se doda po 1 mL ovog rastvora. Epruvete se stave u tresilicu na sobnoj

temperaturi (20-25°C) 48 h da bi se obavio proces imobilizacije.
b) Odvadi se supernatant i polimer se ispere dva puta sa po 5 mL 1 M NaCl u
natrijum-acetatnom puferu pH 5,0. Svi supernatanti se spoje i ostave. Polimer se

resuspenduje u 50 mM natrijum-acetatnom puferu do upotrebe.

c) Odredi se koncentracija enzima i proteina, kao i aktivnost enzima u spojenim

supernatantima i u alikvotu polaznog rastvora enzima.
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d) Imobilizat se ispere viSe puta sa puferom da se uklone i tragovi nevezanog enzima i

onda mu se odredi specifi¢na aktivnost.

e) Crta se grafik zavisnosti specifi¢ne aktivnosti i prinosa imobilizacije od koli¢ine
dodatih proteina i sa njega se odredi optimalna koli¢ina enzima koju je potrebno

dodati.

6.30. Odredjivanje specificne aktivnosti supernatanata

Direktno u kivetu odmeriti 1 ml rastvora pirogalola u puferu. Rastvor pirogalola mora
biti sveze pripremljen i zaSti¢en od svetlosti, jer je jako osetljiv na svetlost, 1 ukoliko je
izlozen vazduhu i svetlosti duze vreme, potamni i gubi aktivnost. Dodati 10 pl
vodonik-peroksida i 10 pl supernatanta. Ukljuciti Stopericu i staviti kivetu u
spektrofotometar. Meriti aktivnost supernatanata 3 minuta, na svakih 30 sekundi,
polazeci od nultog trenutka tj. trentka kada stavimo kivetu u spektrofotometar. Slepa
proba predstavlja pirogalol u puferu. Zabeleziti rezultate.

MnoZzenjem koncentracije enzimske aktivnosti sa zapreminom supernatanta dobija se
koli¢ina nevezanih jedinica enzima. Razlika izmedu koli¢ine nevezanog enzima i
dodatog predstavlja koli¢inu vezanog enzima i proteina na 50 mg suvog polimera. Sve

se preraCunava na 1 g suvog polimera mnozenjem sa 20.

6.31. Odredjivanje specifi¢ne aktivnosti imobilizata

U plasticnu epruvetu odmeriti 5 mg imobilizata, doda mu se 1 ml pufera da se ne
osusi. Pred merenje se pufer odvadi i stavi se magnet u epruvetu. U epruvetu se doda 3
ml rastvora 0.013 M pirogalola u puferu. U trenutku dodavanja 30 pl 0,97 M vodonik-
peroksida ukljuci se Stoperica 1 magnetna meSalica na maksimum. Na svakih 60
sekundi vaditi automatskom pipetom alikvot od 1 ml ovog rastvora, filtrirati kroz
nastavak za pipetu napunjen vatom, a zatim meriti aktivnost. Apsorbancija se meri na
420 nm, koriste¢i kao ekstincioni koeficijent pirogalola e=12 mmol/cm.

Slepa proba predstavlja pirogalol u puferu. Zabeleziti rezultate.

Prinos imobilizacije se racuna po slede¢oj formuli:
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Y=Sp/Avezana x 100 %

Gde je:
Sp- specifi¢na aktivnost,

Avezana-aprorbancija vezanog enzima.

Specifi¢na aktivnost se racuna po formuli:

Sp=(3*A/( ¢ * t))/mimobilizata

Enzimska aktivnost peroksidaze se odreduje prema formuli:

Units/ml enzima = (4 A 420/30s*3*df) / 12*0.01
gde su:
s-sekundi,
3- zapremina (u mililitrima),
df- faktor razblazenja,
12- ekstincioni koeficijent,

0.01-zapremina (u mililitrima) dodatog enzima. [8]

Dobijenu vrednost mnozimo sa 11 da bi dobili koli¢inu nevezanih jedinica (11 je
ukupna zapremina svih spojenih supernatanata). Ta vrednost se oduzme od vrednosti

aktivnosti slobodnog enzima i dobija se koli¢ina vezanih jedinica.

6.32. Imobilizacija enzima na polimeru aktiviranom glutaraldehidom

U ovoj metodi enzim se vezuje za polimer prethodno aktiviran glutaraldehidom.

a) U 5 plasticnih epruveta se odmeri po 50,0 mg suvog prethodno aminovanog
polimera. Doda mu se 1 mL 0,1 M natrijum-fosfatnog pufera pH 8,0 i dezaerise se 10
min na vodenoj vakuum pumpi. Posle dezaeracije polimer se ispere 2 puta sa po 5 mL
istog pufera i resuspenduje u 2 mL 2,5 % rastvora glutaraldehida u istom puferu.
Polimer se ostavi 2 h na sobnoj temperaturi. Posle 2 h polimer se ispere tri puta sa po 5
mL 0,1 M fosfatnog pufera pH 7,0.
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b) U epruvete se doda 1 mL rastvora enzima koncentracije 0,25 mg/mL Sto odgovara
koli¢ini od dodatih 25 mg enzima na 1 g suvog polimera. Rastvor enzima sa

polimerom se inkubira 1 dan.

c) Odvadi se supernatant i polimer se ispere dva puta sa po 5 mL 1 M NaCl u
natrijum-acetatnom puferu pH 5,0. Svi supernatanti se spoje i ostave. Polimer se
resuspenduje u 50 mM natrijum-acetatnom puferu do upotrebe.

d) Odredi se koncentracija enzima i proteina u spojenim supernatantima i u alikvotu

polaznog rastvora enzima.

e) Imobilizat se ispere viSe puta sa puferom da se uklone i tragovi nevezanog enzima i

onda mu se odredi specifi¢na aktivnost.

f) Crta se grafik zavisnosti specifi¢ne aktivnosti i prinosa imobilizacije od koli¢ine
dodatih proteina i sa njega se odredi optimalna koli¢ina enzima koju je potrebno

dodati.

6.33. Imobilizacija enzima na polimeru aktiviranom natrijum-perjodatom

U ovoj metodi enzim se vezuje za polimer prethodno aktiviran natrijum perjodatom.

a) Rastvori se 10 mg peroksidaze u 5 mL 50 mM natrijum-acetatnog pufera pH 5,0 i u
to se doda 0,6 mL 50 mM natrijum-perjodata. Rastvor se ostavi na tamno u frizider 6 h
uz povremeno mesanje. Posle 6 h doda mu se 0.2 mL etilen glikola i nakon pola sata

se stavi na dijalizu naspram 50 mM natrijum-acetatnog pufera pH 5,0.

b) U plasticne epruvete se odmeri 50 mg suvog aminovanog polimera, doda mu se 1
mL natrijum-acetatnog pufera pH 5,0 i dezaeriSe se 10 minuta, a zatim se ispere 2 puta
sa po 5 mL istog pufera. U isprani polimer se doda 1 mL rastvora perjodatno
oksidovane peroksidaze koncentracije 0,25 mg/mL S§to odgovara koli¢inama od
dodatih 25 mg enzima na 1 g suvog polimera. Rastvor enzima sa polimerom se

inkubira 1 dan.
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c) Odvadi se supernatant i polimer se ispere dva puta sa po 5 mL 1 M NaCl u
natrijum-acetatnom puferu pH 5,0. Svi supernatanti se spoje i ostave. Polimer se
resuspenduje u 50 mM natrijum-acetatnom puferu do upotrebe.

d) Odredi se koncentracija enzima i proteina u spojenim supernatantima i u alikvotu

polaznog rastvora enzima.

e) Imobilizat se ispere viSe puta sa destilovanom vodom da se uklone i tragovi

nevezanog enzima i onda mu se odredi specifi¢na aktivnost.

6.34. Imobilizacija enzima na polimeru aktiviranom natrijum-perjodatom uz
dodatak EDAC-a

U ovoj metodi enzim se vezuje za polimer prethodno aktiviran natrijum perjodatom.

a) Rastvori se 10 mg peroksidaze u 5 mL 50 mM natrijum-acetatnog pufera pH 5,0 i u
to se doda 0,6 mL 50 mM natrijum-perjodata. U ovaj rastvor doda se 1 mL 0,1 M
EDAC-a rastvorenog u natrijum-acetatnom puferu pH 5,0. Rastvor se ostavi na tamno
u frizider 6 h uz povremeno mesanje. Posle 6 h doda mu se 0.2 mL etilen glikola 1

nakon pola sata se stavi na dijalizu naspram 50 mM natrijum-acetatnog pufera pH 5,0.

b) U plasticne epruvete se odmeri 50 mg suvog aminovanog polimera, doda mu se 1
mL natrijum-acetatnog pufera pH 5,0 i dezaeriSe se 10 minuta, a zatim se ispere 2 puta
sa po 5 mL istog pufera. U isprani polimer se doda 1 mL rastvora perjodatno
oksidovane peroksidaze koncentracije 0,25 mg/mL S§to odgovara koli¢inama od
dodatih 25 mg enzima na 1 g suvog polimera. Rastvor enzima sa polimerom se

inkubira 1 dan.
¢) Odvadi se supernatant i polimer se ispere dva puta sa po 5 mL 1 M NaCl u

natrijum-acetatnom puferu pH 5,0. Svi supernatanti se spoje i ostave. Polimer se

resuspenduje u 50 mM natrijum-acetatnom puferu do upotrebe.
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d) Odredi se koncentracija enzima i proteina u spojenim supernatantima i u alikvotu

polaznog rastvora enzima.

e) Imobilizat se ispere viSe puta sa destilovanom vodom da se uklone i tragovi

nevezanog enzima i onda mu se odredi specifi¢na aktivnost.
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111 REZULTATI | DISKUSIJA

7. KOVALENTNA IMOBILIZACIJA PEROKSIDAZE NA
MAKROPOROZNIM GLICIDIL METAKRILATU VELICINE CESTICA OD
150 DO 500 um

U prvom delu ovog rada su sintetisani makroporozni glicidilmetakrilati sa razli¢itim
povrsinskim karakteristikama i dijametrom cestica od 150 do 500 pm a zatim je
peroksidaza iz rena imobilizovana perjodatnom i glutaraldehidnom metodom i
izmerena je njena aktivnost i stabilnost u rastvornom i imobilizovanom stanju, Slika
50.

CHs

Suspenziona
o CH
Hzc)ﬁf \/\0)“\% 2 kopollmerlzacua
CHj
Aminovanje
polimera
—_—
e 60°C, pH 10

CH,OH

HO
~C—N=C—H~CH,OH

O=C—H,0

Imobilizovana peroksidaza

Slika 50. Reakciona sema imobilizacije peroksidaze na makroporoznom

glicidilmetakrilatu
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7.1.  Sinteza makroporoznog glicidil metakrilata veli¢ine Cestica od 150 do 500

um

Cetiri razli¢ita kopolimera su dobijena po metodi Prof Jovanovi¢a [71, 72]. Dijametar
Cestica dobijenog kopolimera je bio u opsegu od 150-500 um i povrSina ovih Cestica je

bila veoma porozna, Slika 51.

A

Slika 51. Skenirajuca elektronska mikroskopija makroporoznog poli(GMA-co-
EGDMA). A) kuglice pri uvecanju od 200 puta; B) povrsina kuglica pri uvecanju od
5000 puta; C) povrsina kuglica pri uvecanju od 10 000 puta.

Specifi¢na zapremina pora, specifi¢na povrsina i srednji dijametar pora kopolimera je
odreden pre modifikacije a koncentracija amino grupa je odredena nakon modifikacije

sa diaminoetanom titracijom sa 0,100 M HCI, Tabela 5.
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Tabela 5. Karakteristika povr§ine makroporoznog poli(GMA-co-EGDMA).

Kopolimer | Veli¢ina | Zapremina| Aktivna Amino
pora pora povrsSina grupe

dvz (nm)| Vs (mL/g) Ss Hg (umol/g)

(m?g)
SGE-10/4 44 0.580 70 790
SGE-10/12 53 0.610 50 810
SGE-20/12 120 0.960 31 1050
SGE-15/16 200 1.020 34 370

7.2.  Optimizacija imobilizacije peroksidaze na glicidil metakrilatu

Razlicite Sarze polimera imaju razli¢ite karakteristike povrsine i visoku koncentraciju
amino grupa. Posto je pokazano da karakteristike povrSine nosaca koriS¢enog za
imobilizaciju enzima ima uticaj na aktivnost i stabilnost imobilizovanih glikozidaza
[99] odredili smo koja je od ovih Sarzi najpogodnija za imobilizaciju peroksidaze
koriste¢i glutaraldehidni i perjodatni metod prethodno optimizovan za glikozidaze
[100-102]. Da bi to uradili razlicite koli¢ine enzima su dodavane na gram polimera i
specificna aktivnost imobilizata je odredivana. Pove¢anjem koli¢ine dodatog enzima
po gramu kopolimera specifi¢na aktivnost imobilizovanog enzima je takode rasla,

Slika 52.
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Slika 52. Uticaj koli¢ine dodatog enzima na specifi¢nu aktivnost imobilizovane
peroksidaze. Otvoreni simboli — perjodatna imobilizacija, zatvoreni simboli —

glutaraldehidna imobilizacija.

Perjodatna metoda je dala u proseku 1,5 puta veCu specificnu aktivnost
imobilizovanog enzima od glutaraldehidne metode kada smo koristili istu koli¢inu
dodatog enzima. Veca aktivnost imobilizovanog enzioma sa perjodatnom metodom je
takode prethodno dobijena sa lipazom na eupergitu [100] ili Sepabeads EC-EP [103].
Ovi rezultati ukazuju da je perjodatni metod superiorniji verovatno zato §to proteinski
deo molekula ostaje intaktan. Oksidacija ugljenohidratnog dela molekula dovodi do
formiranja veceg broja reaktivnih grupa Sto povecava verovatnocu imobilizacije.
Prisustvo ugljenohidratnog spejsera smanjuje difuziona ogranicenja i povecava samim
tim aktivnost enzima.

PovrSinske karakteristike kopolimera su takode imala utvak tako da je najvecu
aktivnost pokazao (120 and 200 nm) SGE 20/12 i SGE 15/16 koji su dali aktivnost od
oko 35 U/g. Slican trend je bio dobijen i za glutaraldehidni metod gde je specifi¢na
aktivnost peroksidaze imobilizovane na kopolimeru sa veli¢inom pora od 200 nm bila
oko tri puta veca od specificne aktivnosti peroksidaze imobilizovane na nosacu sa
veli¢inom pora od 44 nm. Kopolimeri sa malom veli¢inom pora daju veliku aktivnu
povrsinu ali veoma male pore takode dovode do smanjenja brzine difuzije enzima i
supstrata. Primeceno povecanje specificne aktivnosti nosaca sa ve¢im porama je u

saglasnosti sa rezultatima dobijenim pri imobilizaciji subtilizina na razli¢itim
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silicijumskim nosa¢ima gde je primeceno da silicijumski nosaci sa ve¢om veli¢inom
pora daju vecu specifiénu aktivnost u odnosu na nosae sa manjim porama [104].
Prinos imobilizacije za najaktivniji glutaraldehidni imobilizat je bio oko 5 % a za
perjodatni oko 2 %. Razlog za manji prinos kod perjodatne metode moze biti
inaktivacija enzima tokom perjodatne oksidacije.

Sli¢ni rezultati su dobijeni koriste¢i Eupergit C i Eupergit C 250L za imobilizaciju
format dehidrogenaze gde se dobija mnogo veca aktivnost u slucaju Eupergita 250L
zbog 10 puta veceg dijametra pora [105]. Navedeni rezultati su u suprotnosti sa
rezultatima dobijenim sa lipazom iz C.rugosa imobilizacijom na Eupergitu C gde je |
aktivniji | stabilniji imobilizat dobijen nego imobilizacijom na Eupergitu C 250L
[100]. Iz svega navedenog sledi zakljucak da optimalna veli¢ina pora zavisi od nosaca
I od enzima koji se imobilizuje. U ovo doktorskoj diesrtaciji peroksidaza iz rena sa
molekulskom masom od 40 000 Da i dijametrom molekula od 5-6 nm daje imobilizate
sa najvecom aktivnoS¢u na nosacima sa veli¢inom pora od 120 do 200 nm. Opste je
prihvaceno pravilo iz literature da dijametar pora treba da bude barem 4 do 5 puta veci

od dijametra molekula enzima da bi efikasnost imobilizacija bila velika [106].

7.3.  Odredivanje stabilnosti imobilizovane peroksidaze

U svim proucavanim imobilizatima termostabilnost imoblizovanog enzima je bila veca
od termostabilnosti rastvorne peroksidaze. Stabilizacioni factor je zavisio od
povrsinskih karakteristika kopolimera I od vrste koriS¢ene imobilizacione metode.
Najveéu termostabilnost na 65°C je imao enzim imobilizovan perjodatnom metodom
na kopolimeru od 50 nm porama (SGE 10/12), Slika 53.
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Slika 53. Uticaj inkubacionog vremena na 65°C na aktivnost imobilizovanog
enzima.Otvoreni simboli — perjodatna imobilizacija, zatvoreni simboli —

glutaraldehidna imobilizacija.

Takode se moze uociti da je peroksidaza imobilizovana perjodatnom metodom davala
termostabilniji imobilizat u odnosu na glutaraldehidnu metodu. Koriste¢i model
kinetike prvog reda sa predpostavkom parcijalnog zadrzavanja aktivnosti finalnog
enzimskog stanja izracunati su poluZzivoti I konstante inaktivacije imobilizata, Tabela

6.

Tabela 6. Parametri kinetike inaktivacije slobodne I imobilizovane peroksidaze na

65°C za razli¢ite kopolimere I metode imobilizacije

Glutaraldehidni metod Perjodatni metod
Kopolimer

kD, h_l o tl/z, h F kD, h_l o t1/2, h F

SGE-10/4 0.245 456 283 126 0.264 6.02 2.62 1.17

SGE-10/12 0.191 26.19 3.63 162 0.083 29.16 8.35 3.73

SGE-20/12 0.099 1891 7.00 312 0.108 20.89 6.42 2.87

SGE-15/16 0.474 1510 146 0.65 0.178 20.20 3.89 1.74

Parametri za rastvornu peroksidazu: kp= 0.310 h™; a=3.02; t;,=2.24 h; F=1
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Iz izracunatih podataka se moze odmah videti da je peroksidaza na kopolimeru sa
velicinom pora od 53 nm (SGE 10712) imobilizovana perjodatnom metodom
najstabilnija sa najve¢im poluzivotom od 8,35h i rezidualnom aktivnoséu od 29,2 %. U
poredenju sa glutaraldehidnom metodom imobilizacije stabilnost perjodatnog
imobilizata je bila dva puta veca dok je u odnosu na rastvornu peroksidazu imobilizat
pokazao 4 puta vecu stabilnost. Kopolimer SGE 20/12 sa veli¢inom pora od 120nm
koji je dao imobilizat sa najve¢om aktivno$¢u je pokazao i dobru stabilnost posle 30 h
na 65°C zadrzavsi 25 % polazne aktivnosti. Niska termostabilnost imobilizata na
kopolimeru sa najve¢om veli¢inom pora (poluzivot od 1,46 i 3,89 h za glutaraldehidni
i perjodatni imobilizat) moze biti posledica malog broja vezivnih mesta za enzim na

kopolimeru i nemoguénosti viSestrukog vezivanja molekula enzima za nosac.

Posto je stabilnost u organskom rastvaracu veoma vazna za sintezu hemikalija a nije
uvek u korelaciji sa termostabilnoscu ispitali smo i stabilnost imobilizata u 80% (v/v)
diokasnu. Rastvorni enzim je nakon 48 h inkubacije u 80 % (v/v) dioksanu u
potpunosti izgubio aktivnost dok je rezidualna aktivnost za sve imobilizate bila dosta

vecéa u odnosu na rastvorni enzim U opsegu od 5,3 do 42,8 %, Slika 54.

—*— HRP||—#%— SGE 10/4 (44 nm)

I e SGE 10/12 (50 nm)
o A SGE 20/12 (120 nm)
v SGE 15/16 (200 nm)
—o— SGE 10/4 (44 nm)
—0— SGE 10/12 (50 nm)
—~— SGE 20/12 (120 nm)
—v— SGE 15/16 (200 nm)

o]
o
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o
o
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Slika 54. Uticaj inkubacionog vremena u dioksanu na aktivnost rastvorne i
imobilizovane HRP. Otvoreni simboli — perjodatna imobilizacija, zatvoreni simboli —

glutaraldehidna imobilizacija.
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Posle 48 h u 80 % dioksanu rastvorni enzim je izgubio potpuno aktivnost dok je
imobilizat na SGE 20/12 zadrzao 43 % polazne aktivnosti. Koristeéi isti kineticki
model kao I kod temperaturne stabilnosti I ovde smo izracunali kineticke konstante

inaktivacije enzima u dioksanu, Tabela 7.

Tabela 7. Kineticki parametri inaktivacije peroksidaze u 80 % (v/v) dioksanu

Kopolimer Glutaraldehidni metod Perjodatni metod
ko,h" o  tmh F  ko,h' o« typ, h F
SGE-10/4 1203 6.80 0.034 - 0.446 8.14 1.55 0.79

SGE-10/12 0.874 1815 0.79 040 0.138 38.69 5.02 2.55

SGE-20/12 0545 1955 127 0.64 0.102 4181 6.80 3.45

SGE-15/16 0.416 21.20 167 085 0542 26.7 1.23 0.62

“u min™. Parametri za slobodnu peroksidazu: kp= 0.352 h; a=0; t1,=1.97 h; F=1

Ovo povecanje u termostabilnosti 1 stabilnosti u organskom rastvaracu je dokaz da
perjodatna imobilizacija vise doprinosi stabilnosti zbog viSestrukih interakcija enzima
sa nosatem.§to je posledica formiranja velikog broja reaktivnih grupa u

ugljenoidratnom delu molekula nakon perjodatne oksidacije.

7.4.  Kineticka karakterizacija imobilizovane peroksidaze

Peroksidaza imobilizovna perjodatom na SGE 20/12 copolymer sa veli¢inom pora od
120 nm je pokazala najvecu aktivnost i znaCajnu stabilnost zato je dalje kinetic¢ki

okarakterisana. Imobilizat je pokazao Siri pH optimum u odnosu na slobodan enzime,
Slika 55.
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Slika 55. Uticaj pH na aktivnost rastvorne (HRP) i imobilizovane peroksidaze (EDA
20/12).

Veca aktivnost imobilizovanog enzima je viSe izraZena n baznim pH vrednostima.
Peroksidaza se ponasala u skladu sa Mihaelis-Mentenovom kinetikom | Mihaelisova
konstanta za pirogalol je bila 12.1 mM za imobilizovanu peroksidazu dok je za
rastvornu bila 1.93 mM pri zasi¢ujuéim koncentracijama peroksida. Ovo je bilo u
skladu sa prethodnim studijama imobilizacije peroksidaza gde je takode pokazano
poveéanje Km vrednosti [74, 107] Sto je posledica povecanja difuzionih ogranicenja
zbog velike veli¢ine Cestica makroporoznog kopolimera koja je izmedu 150-500 pm.
Tako je na primer primeceno povecanje Km vrednosti za 15,6 puta za gvajakol za
peroksidazu imobilizovanu na hitozanu [108] ili povecanje od 1,65 puta za

peroksidazu imobilizovanu na magnetnom poliglicidilmetakrilatu [74].

7.5.  Karakterizacija imobilizovane peroksidaze u ba¢ reaktoru

Da bi joj testirali operativnu stabilnost imobilizovana peroksidaza je upotrebljena u
bac¢ reaktoru za oksidaciju pirogalola. Uradeno je 6 ciklusa 1 nakon zavrSetka reakcije

u svakom ciklusu imobilizovana peroksidza je isprana i ponovno uoptrebljena u
sled¢em ciklusu, Slika 56.
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8. KOVALENTNA IMOBILIZACIJA PEROKSIDAZE NA
MAKROPOROZNOM GLICIDIL METAKRILATU VELICINE CESTICA OD
2D0 2,5 pm

U ovom delu rada su se kao nosaéi Koristili novosintetisani kopolimeri
glicidilmetakrilata i etilenglikoldimetakrilata sa veli¢inom ¢estica od 2 do 2,5
mikrometra. Testirane se 4 metode imobilizacije i 5 serija kopolimera sa razli¢itim

povrsinskim karkateristikama.

8.1.  Sinteza i karakteristike makroporoznog glicidil metakrilata veli¢ine

¢estica od 2 do 2,5 pm

U ovom delu rada za imobilizaciju enzima koris¢ena su pet novosintetisanih
kopolimera, koji se razlikuju po odnosu monomera, veli¢ini ¢estica i pora i obelezeni
su kao: ZS6, ZS9, 7ZS16, ZS17, ZS18. Za sintezu su koris¢eni polivinil pirolidon,
glicidilmetakrilat (GMA), etilenglikoldimetakrilat (EGDMA) i azobisizobutironitril
(AIBN). Kao porogen koris¢eni su cikloheksanol i dodekanol. Slucajnim odabirom
uzorka ispitana su svojstva polimera ZS9, S§to je prikazano na narednim slikama.
Svojstva ostalih polimera su u fazi ispitivanja.

Ispitivanje veli¢ine Cestica makroporoznog polimera ZS9 upotrebom optickog
mikroskopa 1 metode rasipanja svetlosti je pokazalo da je veli¢ina Cestica oko 2 um

(Slika 57 i Slika 58).
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Slika 58. Opticka mikroskopija uzorka ZS9 (kon¢anica 20 pm)

Uzorak ZS6 i ZS9 se razlikuju po odnosu monomera koris¢enih za sintezu. Kod
uzorka ZS6 odnos GMA i EGDMA je iznosio 90:10, a kod uzorka ZS9 odnos je

60:40. Neka od svojstava navedenih kopolimera prikazana su na Slika 59.
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Slika 59. Specifi¢na zapremina pora za razlicite precnike i raspodela veli¢ina pora za
kopolimere ZS6 i ZS9

Uocava se da sa povecanjem udela EGDMA smanjuje se veli¢ina pora, uz istovremeni

porast poroznosti, specifi¢ne zapremine pora i specifiéne povrsine. Za uzorak ZS6 se

moze smatrati da je neporozan tj. poroznost koja se na grafiku javlja je posledica

meducesti¢nih praznina, Tabela 8.

Tabela 8. Karakterisitke povrsine za kopolimere ZS6 i ZS9

Specifi¢na Specifi¢na Poroznost, Velicina Veli¢ina
poroznost, povrsina, (%) pora, Cestica, (dy),
(cm®/g) (m/g) (nm) (um)
ZS6 0,185 8,1 18,9 -
ZS9 0,499 18,5 38,6 209 3,3

Uzorak ZS9 ima pore velic¢ine od 30 do 300 nm sa pikom pri vrednosti od oko 200 nm.

Kod ostalih uzoraka kako raste oznaka, tako bi trebalo da opada velicina pora a sa

njom da raste specifi¢na povrSina i poroznost Cestica. Faktor vlaZnosti racunat je iz

datih podataka, Tabela 9.
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Tabela 9. Faktor vlaznosti (odnos vlazne i suve mase polimera)

polimer ZS6 ZS9 ZS16 ZS817 ZS18
mvlaz 0,3 0,8 0,58 0,69 0,53
msuv 0,17 0,17 0,17 0,18 0,18

F, faktor

vlaznosti 1,76 4,71 3,41 3,83 2,94

8.2.  Modifikacija kopolimera etilendiaminom

Kopolimeri su modifikovani etilendiaminom. Nakon uvodenja amino grupe u

kopolimere, odredivana je njihova koncentracija Kiselo-baznom titracijom Tabela 10.

Tabela 10. Koli¢ina amino grupa nakon tretiranja etilendiaminom.

Polimer Zapremina HCI, mL Koli¢ina amino grupa,
mol
ZS6 3,4 1100
ZS9 4,8 2500
ZS16 4,3 2000
ZS17 4,8 2500
Z5S18 3 700

Iz prilozene tablice se vidi da se najvea koncentracija amino grupa dobijena za
kopolimere ZS9 i ZS17, i to podjednako. Takode se moze primetiti da je
koncentracija amino grupa bila skoro do dva puta veca od koncentracije amino grupa
dobijene za seriju kopolimera sa veli¢inom cestica od 150 do 500 mikrometara u

prvom delu ove doktorske disertacije.

8.3.  Imobilizacije HRP na novosintetisani kopolimer preko epoksidne grupe

U ovoj metodi enzim se direktno kovalentno vezuje preko amino grupa za epoksidne
grupe nosaa U rastvoru visoke jonske jacine. To je najjednostavniji nacin

imobilizacije jer nije potrebna prethodna aktivacija nosaca ili enzima. Ispitan je uticaj
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svojstava nosaca na koli¢inu vezanih jedinica i aktivnost imobilizata i rezultati su dati
u Tabela 11.

Tabela 11. Vezane jedinice i aktivnost imobilizata dobijeni konvencionalnom
metodom.

Kopolimer Vezane jedinice, Aktivnost,
(IU/ml) (1U/9)
ZS6 447 3,50
ZS9 45,9 3,19
ZS 16 31,9 3,63
ZS 17 31,7 5,52
ZS 18 31,2 6,64

Uzorak ZS6 i ZS9 se razlikuju po odnosu monomera koris¢enih za sintezu (GMA i
EGDMA). Uzorci ZS9, ZS16, ZS17 i ZS18 se razlikuju samo u odnosu porogena
(cikloheksanola i dodekanola). U skladu sa postavkama sinteze i prethodnim
rezultatima sa kopolimerima oc¢ekuje se da iduci od ZS9 ka ZS18 veli¢ina pora opada,
a samim tim i da poroznost i specificna povrsina rastu.

U tabeli su prikazane zavisnosti vezanih jedinica, kao i aktivnosti od vrste polimera.
Na osnovu ovih podataka vidi se da se najviSe enzima vezalo za polimer ZS9, pa bi se
ocekivalo da je 1 aktivnost na ovom nosacu najveca, Sto ovde nije slucaj, Sta vise
aktivnost na ovom nosacu je najmanja. Najmanje vezanih jedinica ima polimer ZS18,
iako je to polimer sa najmanjom veli¢inom pora, tj. sa najve¢om poroznoscu. Jedino
objasnjenje za ovu pojavu je predpostavka da je veli¢ina enzima veéa od dijametra
jedne populacije pora unutar kopolimera, i da stoga enzim nije u mogucnosti da prodje
kroz celikupnu unutrasnju zapreminu Cestice.

Deobom specifi¢ne aktivnosti imobilizata i vezanih jedinica po jedinici mase

kopolimera dobijama prinos imobilizacije, Slika 60.
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Slika 60. Zavisnost prinosa imobilizacije od vrste kopolimera primenom
konvencionalne metode.

Sa ovog grafika vidimo da prinos raste u zavisnosti od vrste polimera tj. sa opadanjem
veli¢ine pora. Zapaza se nepravilnost samo kod polimera ZS9 Kkoji ima neznatno nizi
prinos od polimera ZS6.

8.4. Imobilizacije HRP na novosintetisani kopolimer glutaraldehidnom
metodom

U ovoj metodi enzim se vezuje za kopolimer cije su epoksidne grupe
prevedene u amino grupe, zatim je kopolimer aktiviran glutaraldehidom. Koriste¢i ovu
metodu dobijen je porast specifi¢ne aktivnosti imobilizata sa smanjenjem veli¢ine pore

sem u slucaju kopolimera ZS9, Tabela 12.

Tabela 12. Vezane jedinice i aktivnost imobilizata dobijeni glutaraldehidnom

metodom.
Kopolimer Vezane jedinice, Aktivnost,
1U/ml IU/g suvog nosaca
ZS 6 43,9 1,77
ZS9 43,4 14,5
ZS 16 42,5 5,96
ZS 17 35,0 7,78
ZS 18 42,4 8,55
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Kopolimer ZS9 pokazuje najvecu aktivnost od 14,5 U/g, a u isto vreme
ima i veliki broj vezanih jedinica. Kopolimera ZS6 ima najviSe vezanih jedinica i

najmanju specifi¢nu aktivnost, te samim tim i najmanji prinos imobilizacije, Slika 61.
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Slika 61. Zavisnost prinosa od vrste polimera primenom glutaraldehidne metode.

Najmanji prinos ima polimer ZS6, a najveci ZS6 dok u poredenju sa prethodnom
metodom imobilizacije preko epoksidnih grupa se dobija 2 puta veci prinos. Jedno od
objasnjenja bi mogloda bude i prisustvo spejsera izmedu povrSine nosaca i molekula
enzima u vidu etilen diamina i glutaraldehide $to moZe da smanji sterne smetnje

kopolimera ka enzimu i da dovede do vece pristupacnosti molekula enzima supstratu.

8.5.  Imobilizacije HRP na novosintetisani kopolimer perjodatnom
metodom(bez EDAC-a)

Pri perjodatnoj metodi imobilizacije reaktivne grupe se na molekulu enzima uvode
perjodatnom oksidacije njegove ugljenohidratne komponente. Koriste¢i ovu metodu
dobijene su specificne aktivnosti imobilizata manje nego kod glutaraldehidne metode,
Tabela 13.
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Tabela 13. Vezane jedinice i aktivnost imobilizata dobijeni perjodatnom metodom
(bez EDAC-a)

Polimer Vezane jedinice, Aktivnost,
1U/ml 1U/g suvog nosaca
ZS 6 43,7 3,05
ZS9 45,0 6,52
ZS 16 44,5 3,46
ZS 17 44,6 4,65
ZS 18 45,1 5,39

Kod ove metode uocava se linearna zavisnost izmedu vrste polimera (veliCine pora) i
broja vezanih jedinica, odnosno aktivnosti. Sa smanjenjem velicine pora, tj. sa
porastom poroznosti rastu kako broj vezanih jedinica tako i aktivnost. Jedino vrednosti
polimera ZS9 odstupaju, i za ovaj polimer se HRP najvise vezao i ima najvecu

aktivnost. I prinos imobilizacije je bio najveéi u slucaju kopolimera ZS9, Slika 62.
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Slika 62. Zavisnost prinosa od vrste polimera primenom perjodatne metode (bez
EDAC-a).

Ukoliko bismo sa ovog grafika izuzeli polimer ZS9, uocili bismo linearnu zavisnost
izmedu vrste polimera i prinosa. Polimer ZS9 pokazuje daleko vec¢i prinos od ostalih

polimera.
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8.6.  Imobilizacije HRP na novosintetisani kopolimer perjodatnom metodom sa
karbodimidom EDAC-om

U ovoj metodi perjodatno oksidovan enzim se vezuje za polimer prethodno aktiviran
dodatkom EDAC-a. Koriste¢i ovu metodu dobijene su najvece specificne aktivnosti
imobilizata 1 nije korelacija izmedu specificne aktivnosti imobilizata i veliine

dijametra pora, Tabela 14.

Tabela 14. Vezane jedinice i aktivnost imobilizata dobijeni perjodatnom metodom ( sa
EDAC-om)

Polimer Vezane jedinice, Aktivnost,
1U/ml 1U/g suvog nosaca
ZS 6 43,8 4,65
ZS 9 45,0 13,65
ZS 16 449 5,04
ZS 17 45,0 4,90
ZS 18 44,6 5,67

Kopolimer ZS 9 je vezao najvise enzima, pa samim tim ima i najvecu specifi¢nu
aktivnost. Razlika izmedu vrednosti za broj vezanih jedinica 1 aktivnost kod ostalih

polimera je zanemarljiva, Slika 63.
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Slika 63. Zavisnost prinosa od vrste polimera primenom perjodatne metode (sa
EDAC-om).

Kada posmatramo prinos u zavisnosti od vrste polimera, isti je slu¢aj kao i sa brojem
vezanih jedinica i aktivnoséu. Polimer ZS9 pokazuje znatno vec¢i prinos, dok ostali

polimeri imaju priblizno iste vrednosti.
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9. IMOBILIZACIJE PEROKSIDAZE U MIKROKUGLICAMA
ALGINATA

9.1. Sintezai karakterizacija tiramin-alginata
Natrijum alginat je prvo oksidovan sa natrijum perjodatom tokom 24h u mraku na 4°C

i precis¢en. Posle oksidacije sa razli¢itim koli¢inama perjodata dalje je modifikovan

reduktivnom aminacijom, Slika 64.
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Slika 64. Tiramin alginat sintetska reakcij a pomocu perjodatne oksidacije i reduktivne

aminacije.

Stepen modifikacije alginata sa amino i fenolnim grupama je odreden koris¢enjem
UV-VIS spektroskopije, FTIR spektara i kiselo baznom titracijom. Alginati sa
razli¢itim stepenima modifikacije su testirani u 2 reakcije za formiranje hidrogelova,

sa kalcijumom i sa peroksidazom i vodonik peroksidom. Na kraju su dobijeni tiramin-
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alginati testirani kao materijali za imobilizaciju peroksidaze unutar mikrokuglica
sintetisanih u enzimatskoj emulzionoj polimerizacionoj reakciji koriste¢i glukoza
oksidazu i glukozu za unutrasnju dostavu vodonik peroksida.

Zbog prisustva fenolnih grupa, tiramin je pokazao apsorpcioni maksimum na 275 nm
dok nativni alginat nije apsorbovao na toj talasnoj duzini.

Da bi odredili stepen modifikacije alginata fenolnim grupama, UV-VIS spektri

nativnog i modifikovanog alginata su snimljeni u opsegu od 240 do 320 nm, Slika 65.

1.000
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0.600
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Slika 65. UV-VIS spektri nativnog i tiramin modifikovanog alginata.

Iz spektara se moze videti da sa povecanjem molarnog odnosa perjodata na alginat
apsorpcioni maksimum na 275 nm se takode povecavao.

Ovo je potvrdilo prisustvo fenolnih grupa u modifikovanom alginatu i to je koriS¢eno
za odredivanje koncentracije fenolnih grupa u tiramin-alginatima.

FTIR spektri tiramin-alginata su pokazali prisustvo aromatiénih prstenova zbog
prisustva pika C-C (in-ring) streting vibracije na 1517 cm™i to samo u spektru
modifikovanog alginata, Slika 66.
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Slika 66. FTIR spektar nativnog i 20 mol% perjodatom oksidovanog alginata.

Da bi odredili pKa vrednost i koncentraciju jonizabilnih grupa prisutnih u nativnom i

modifikovom alginatu kiselo bazna titracija je uradena uz upotrebu standardnog

rastvora natrijum hidroksida. 1z titracionih kriva se vidi da tiramin-alginati pokazuju

prisustvo jedne karboksilne grupe na pKa 3 kao i nativan alginat oko 3 dok

modifikovani alginati imaju i dodatnu vise baznu grupu na pKa 7,5 Slika 67.
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Slika 67. Titraciona kriva nativnog i modifikovanih alginata (perjodat 2.5-20 mol%).

Ovo je potvrdilo prisustvo jo$§ jedne dodatne bazne grupe u tiramin-alginatu Sto je
rezultat reduktivne aminacione reakcije. Koncentracija ovih jonizabilnih grupa u
nativnom i tiramin-alginatu je izracunata zasnovano na koli¢ini potro$enog natrijum
hidroksida tokom titracije, dok je koncentracija fenolnih grupa izra¢unata iz UV-VIS

spektara, Tabela 15.

Tabela 15. Koncentracija jonizabilnih i fenolnih grupa po gramu suvog alginata

Molarni odnos 0 2,5 5 10 15 20
perjodata (mol%)

Jonizabilne grupe 2,7 3,8 4,0 4,1 4,2 4,3
(mmol/g)

Fenolne grupe
0 0,0816 0,100 0,248 0,303 0,492
(mmol/g)

Stepen
modifikacije
o 0 1,63 2,00 4,96 6,06 9,84
tiraminom

(mol%)
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Kao $to se moze videti, nakon perjodatne oksidacije i reduktivne aminacije alginata
tiraminom karboksilne grupe su sac¢uvane dok su i nove pozitivno naelektrisane grupe
uvedene u strukturu molekula. Ovo predstavlja potpuno razli¢itu hemiju u poredenju
sa prethodno opisanim tiramid alginatima gde je koncentracija karboksilnih grupa
smanjenja usled reakcije sa amino grupom tiramina pa je samim tim i rastvorljivost
alginata veoma smanjena [85, 109]. Prisustvo i pozitivne i negativne grupe unutar
tiramin-alginata i povecanje ukupne koncentracije naelektrisanih grupa vodi adsorpciji
¢elija, enzima, malih molekula unutar alginatnih hidrogelova S§to je od velikog znacaja
u tkivhom inZinjeringu, dostavi lekova i imobilizacionim studijama. Takode zbog
ovoga je i rastvorljivost tiramin alginata znacajno poveéana nego kod prethodno
koris¢enih karbodiimidnih metoda [85]. Prisustvo viSe karboksilnih grupa takode vodi

jacem vezivanju i ¢vr§¢im hidrogelovima.
9.2. UmreZavanje alginate i sinteza hidrogelova

Svi modifikovani alginati su testirani za sposobnost pravljenja hidrogelova u
umreZavajuéim reakcijama sa kalcijumovim jonima, U cilju ovoga alginatni rastvor je
pipetiran u rastvor CaCl,koji se mesao. Tyramine-alginati koji su dobijeni upotrebom
perjodata za oksidaciju u koncentraciji do 10 mol% su mogli da formiraju hidrogelove
dok su ostali pravili samo amorfne precipitate, Tabel 16.

Tabela 16. Tip i vreme formiranja hidrogela za nativni alginat (0 mol%) i tiramin-

alginat (2,5-20 mol%) koriste¢i Ca*" i peroksidaza uslovljeno umrezavanje

Koncentracija 0mol% | 2,5mol%| 5mol | 10 mol%| 15 mol% 20 mol

perjodata

Formiranje

kuglica ) ) ) ) Nepravilni |  Amorfni
] Kuglice | Kuglice | Kuglice | Kuglice o o
ukapavanjem u oblici precipitat

C&Clz

Vreme
umrezavanja _ _ _
] ) - 2 min 2 min 1 min 30s 30s
peroksidazom i

peroksidom
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Alginati sa ve¢im stepenom oksidacije i modifikacije su formirali precipitate, Razlog
za ovo lezi u Cinjenici da se nakon perjodatne oksidacije molekulska masa alginata
smanjuje a samim tim i rigidnost molekula [110]. Tako se na primer u studijama
uticaja koncentracije perjodata pri oksidaciji na molekulsku tezinu nativnog alginate
utvrdilo da se oksidacijom nativnog alginate 10 mol% perjodatom molekulska tezina

alginate smanjila sa 231500 g/mol na 35800 g/mol [80].

U reakciji sa peroksidazom i vodonik peroksidom svi modifikovani alginati su
formirali hidrogelove, Tabela 16. Nativni alginat kao $to smo i o¢ekivali nije mogao
da formira hidrogelove posto nije imao fenolne grupe koje su mogle da prave
hidrogelove. Za vreme umrezavajuc¢ih reakcija sa peroksidazom hidrogelovi koji su
formirani menjali su boju iz bele u mrko braon kao I u slu¢aju tiramidn-alginata [109]

Sto je bio dokaz za polimerizacionu reakciju fenola.

9.3.  Optimizacija imobilizacije peroksidaze u mikrokuglicama alginate

Da bi testirali dobijene hidrogelove za imobilizaciju malih molekula uz upotrebu
umrezavanja preko fenolnih grupa peroksidaza je imobilizovana u mikrokuglicama
alginata dobijenim u enzimskoj polimerizacionoj reakciji gde su glukoza oksidaza i

glukoza bili izvor vodonik peroksida, Slika 68.

HRP
H,0,

EMULZIJA

MIKROKUGLICA UMREZENI HIDROGEL

Slika 68. Shematski prikaz reakcije imobilizacije peroksidaze unutar tiramin-

alginatnih mikrokuglica

Oksidacija glukoze je obezbedila sporo oslobadanje vodonik peroksida i smam tim
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im dijametrom od

smanjenj inaktivacije peroksidaze. Mikro kuglice alginata sa prose¢n

29 um su dobijeni, Slika 69.

utar mikro kuglica alginata je

akciji.

oj re

Slika 69. Mikrografija tiramin-alginatnih mikrokuglica dobijenih u emulzionoj
polimerizacion
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Slika 70.
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Slika 70. Uticaj stepena modifikacije tiramin-alginata na specifi¢nu aktivnost
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Najveca specificna aktivnost imobilizovane peroksidaze je bila 0.9 U/mL i dobijena je
za tiramin alginat dobijen oksidacijom 20 mol% perjodatom. Koristeéi isti emulzioni
sistem nemodifikovani alginat sa unutrasnjom dostavom kalcijum anije vezivao uopste

peroksidazu unutar mikro kuglica.

Ovo je znacilo da alginat modifikovan tiraminom moze da veze peroksidazu mnogo
jaCe nego nativan alginat i to verovatno pomocu hidrofobnih interakcija molekula
peroksidaze i fenolnih jezgara. Takode formiranjem tiramin radikala tokom
polimerizacija moze da dovede 1 do kovalentnog vezivanja peroksidaza preko
molekula tirozina na povrsini molekula enzima, kao $to je prethodno primeceno kod
bojenja Celija kvasaca tiraminom preko tirozina u ¢elijskom zidu [111, 112]. Posto je
oksidacija alginata dovela do povecanja i njegove rastvorljivosti u vodi to smo ispitali
1 uticaj masene koncentracije modifikovanog alginata na specificnu aktivnost

imobilizata, Slika 71.

1.004

0.75

e
J -

(wyn) 1soune eugyoadsg

0.00 T T f T T
10 20 30

Koncentracija tiramin-alginata (w/v) (%)

Slika 71. Uticaj koncentracije tiramin-alginata (20 mol% perjodatno oksidovanog) na

specifi¢nu aktivnost imobilizata

Iz dobijenih rezultat se mode videti da je najveca aktivnost imobilizovanog enzima
dobijena za 20 % (w/v) koncentraciju tiramin-alginata. Manja specificna aktivnost
imobilizovane peroksidaze pri visim koncentracijama tiramin—alginata je verovatno

rezultat difuzionih ogranicenja koji se javljaju usled preguste 3D mreze polisaharidnog
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polimera, dok se pri nizim koncentracijama tiramin-alginata dobija slabije vezivanje |
zadrzavanje molekula peroksidaze unutar hidrogela.

Za dalje imobilizacije smo koristili 20 % (w/v) koncentraciju tiramin-alginata koji je
dobijen oksidacijom sa 20 mol% koncentracijom perjodata.

U slede¢em setu eksperimenata smo ispitali uticaj koli¢ine dodate aktivnosti

peroksidaze na specifi¢énu aktivnost imobilizata i prinos imobilizacije, Slika 72.

2.0 - 100
] 490
%) - 1
S 480
S 154 :
o 470
o 180 23
= 1 w
2 107 10 =
S 10 =2
3 S
7] o 440
c - 430
3 054 o 1
z \ 420
5 110
0.0 . . . . . 0
0 2 4 6

Koli¢ina dodate HRP (U)

Slika 72. Zavisnost specifi¢ne aktivnosti imobilizovanog enzima i prinosa

imobilizacije od koli¢ine dodatog enzima HRP.

Dodavanjem vise od 0,5 U na 0,3 mL tiramin alginatnog rastvora za vreme
imobilizacije povecalo je specifi€nu aktivnost imobilizovane peroksidaze ali je prinos
imobilizacije zan¢ajno opadao. Ovo je bilo u skladu sa prethodnim studijama gde je
usled povecane koli¢ine dodatog enzima doslo do difuzionih ograni¢enja i smanjenje
dostupnosti supstrata molekula enzima zarobljenim unutar alginatnih kuglica [107].
Zbog toga je kao optimum uzet dodatak 2 U, jer se dobijala specifi¢na aktivnost od 1,7

U/mL i 25% prinos imobilizacije.

9.4.  Studije stabilnosti imobilizovane peroksidaze u alginatu

Termalna stabilnost imobilizovane peroksidaze je odredivana an 70 °C i poredena sa

rastvornim enzimom. Dobijeni podaci su fitovani koriste¢i jednacinu za brzinu
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reakcije drugog reda, Slika 73.
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Slika 73. Zavisnost rezidualne aktivnosti imobilizovane peroksidaze od vremena

inkubiranja na 70 °C.

Iz dobijenih podataka je izracunato da je poluzivot imobilizovane peroksidaze bio 57
minuta $to je oko 4 puta viSe od poluzivota rastvorne peroksidaze od 14 min izmerene
u prethodnim studijama pri istim uslovima [113]. Veca stabilnost imobilizovane
peroksidaze je verovatno rezultat viSestrukog vezivanja enzima kovalentnim |
nekovalentnim interakcijama za polisaharidnu mrezu. Zahvaljuju¢i prisustvu
reaktivnih fenoksi radikala za vreme polimerizacije I formiranja hidrogela viSestruke
kovalentne veze se mogu formirati izmedu molekula enzima | tiramin-alginata [111]
Sto moZe voditi znacajnioj stabilizaciji enzima u poredenju sa imobilizatom

peroksidaze u nativnom alginate.

Posto je osim termalne stabilnosti, vazna i stabilnost peroksidaze u organskim
rastvara¢ima posebno pri primeni u sintezi hemikalija ispitali smo I stabilnost naSeg

imobilizata u 80 % (v/v) dioksanu, Slika 74.
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Slika 74. Zavisnost rezidualne aktivnosti imobilizovane rastvorne peroksidaze od

vremena inkubacije u 80% (v/v) dioksanu na 25°C.

Poluzivot imobilizovane peroksidaze u 80 % (v/v) je iznosio 37 h, Sto je bilo 22 puta
viSe nego za rastvorni enzim za koji smo izmerili poluzivot od 1,7 h. U poredenju sa
stabilno$¢u imobilizata na makroporoznom glicidil metakrilatu SGE-20/12 to je bio
okok 5,5 puta duzi poluzivot [114]. Poveéanje poluzivota od 22 puta u odnosu na
rastvornu peroksidazu ukazuje jo§ jednom da je tokom imobilizacije doSlo do
formiranja viSestrukih veza izmedu molekula enzima I polisaharidne mreze. NaSi
rezultati su bili u saglasnosti sa sliénim studijama imobilizacije gde se viSestrukim

vezivanjem molekula enzima za nosac pri imobilizacija dobila znacajnija stabilizacija

enzima [115, 116].
9.5. Kineticka karakterizacija imobilizovane HRP
Kineti¢ki parametri su odredeni fitovanjem eksperimentalnih podataka direktno u

Michaelis-Menten kineticki model. Km je odreden za pirogalol, drze¢i vodonik

peroksid na zasi¢uju¢im koncentracijama, Slika 75.
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Slika 75. Zavisnost specifi¢ne aktivnosti imobilizovane peroksidaze od koncentracije

supstrata. Km=7,34 mM, Vmax=0,537 U/mL.

Vrednost Mihaelisove konstante za imobilizovanu peroksidazu je bila oko 7,34 mM
Sto je otprilike 3,8 puta vise nego za slobodan enzim (K, vrednost za slobodan enzim
je bilal,93 mM). Dobijeni rezultati su bili u skladu sa prethodnim studijama
imobilizacije peroksidaze gde se povecanje Km vrednosti takode deSavalo usled
difuzionih ogranicenja [74, 107].

Efekat pH na aktivnost imobilizovane 1 slobodne peroksidaze je odreden u opsegu od

pH 2 do 9 Slika 76.
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Slika 76. Zavisnost aktivnosti imobilizovane (IME) i rastvorne peroksidaze (HRP) od
pH.

Dok je u prethodnim studijama pri imobilizaciji peroksidaze unutar nemodifikovanog
alginata pH optimum ostajao nepromenjen [96, 117] u naSim proucavanjima pH
optimum se pomerio sa pH 7 za rastvorni enzim na pH 8. Razlog za promenu pH
optimuma lezi najverovatnije u ¢injenici da se prilikom hemijske modifikacije alginata
uvodi dodatno pozitivno naelektrisana amino grupa koja moze da promeni

koncentracija pH jona u okolini enkapsuliranog enzima.
9.6. Upotreba u bac reaktoru imobilizovane HRP
Da bi testirali operativnu stabilnost imobilizovane HRP ista SarZa enzima je koriS¢ena

u bac reaktoru nekoliko puta za oksidaciju pirogalola i rezidualna aktivnost imobilizata

je odredivana nakon svakog ciklusa, Slika 77.
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10. OPTIMIZACIJA PROCESNIH PARAMETARA ZA UKLANJANJE
FENOLA 1Z VODENIH RASTVORA

U cilju primene imobilisane peroksidaze za uklanjanje fenola iz vodenih rastvora prvo
je optimizovana reakcija uklanjanja fenola rastvornom peroksidazom. Reakcija je
optimizovana u pogledu koncentracije vodonik peroksida i brzine njegovog dodavanja
u reakcioni sistem. Nakon toga je pri optimizovanim uslovima reakcije testirana
peroksidaza imobilizovana na makroporoznom glicidl metakrilatu i u tiramin-alginatu

za polimerizaciju i uklanjanje fenola.
10.1. Polimerizacija fenola rastvornom peroksidazom

U cilju odredivanja koncentracije zaostalog fenola u rastvoru nakon polimerizacije
napravljena je kalibraciona kriva zavisnosti apsorbancije od koncentracije rastvornog
fenola, Slika 78.

kalibraciona prava za fenole
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Slika 78. Zavisnost apsorbancije na 512 nm od koncentracije fenola u rastvoru

Nakon toga je testirana rastvorna peroksidza u reakciji polimerizacije 2 mM fenola pri
2,4 mM koncentraciji vodonik peroksida i koncentraciji rastvorne peroksidaze od 0,27
U/mL. Procenat zaostalog fenola je odredivan u vremenu pra¢enjem apsorbancije na

512 nm, Tabela 17.
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Tabela 17. Zavisnost procenta zaostalog fenola od vremena reakcije. 0,8 U

peroksidaze u 3 mL rastvora 2 mM fenola i 2,4 mM vodonik peroksida.

Vreme | Asionm | Zaostali| Uklonjen
reakcije| (OD) fenol fenol
(min) (%) (%)
0 0,94 100 0
15 0,756 | 80,43 19,57
30 0,653 | 69,47 30,53
50 0,614 | 65,32 34,68
90 0,583 | 62,02 37,98
120 0,577 | 62,02 37,98
150 0,539 | 57,34 42,66

Moze se videti da je nakon 1h reakcija prakti¢no stala i da je procenat zaostalog
peroksida posle 2,5h bio oko 40%. Da bi povecali efikasnost uklanjanja fenola reakcija

je ponovljena koris¢enjem 2 puta veée koncentracije peroksidaze, Tabela 18.

Tabela 18. Zavisnost procenta zaostalog fenola od vremena reakcije. 1,6 U
peroksidaze u 3 mL rastvora 2 mM fenola i 2,4 mM vodonik peroksida

Vreme | A510nm| Zaostali| Uklonjen

reakcije| (OD) fenol fenol
(min) (%) (%)
0 0,998 100 0

1 0,818 | 81,96 18,04
5 0,587 | 58,82 41,18
7 0,533 | 5341 46,59
10 0,496 | 49,70 50,30
30 0,398 | 39,88 60,12
60 0,3230 | 32,36 67,64
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U ponovljenoj reakciji procenat uklonjenog fenola je dostigao 67% sto je bilo u skladu
sa literaturnim vrednostima [96, 118]. Posto je bilo poznato da vodonik peroksid
dovodi do inaktivacije peroksidaze posebno u slucajevima kada mu je koncentracija
iznad 1 mM, reakcija je ponovljena ali uz dodavanje vodonik peroksida generisanjem

u reakciji glukoza oksidaze i glukoze, Tabela 19 .

Tabela 19. Zavisnost procenta zaostalog fenola od vremena reakcije. 1,6 U
peroksidaze, 0,75 U glukoza oksidaze u 3 mL rastvora 2 mM fenola i 20 mM glukoze.

Vreme | A510nm| Zaostali| Uklonjen
reakcije| (OD) fenol fenol
(min) (%) (%)
0 0,983 100 0
5 0,905 92,1 7,9
10 0,872 88,7 11,3
30 0,808 82,2 17,8
60 0,468 51,7 48,3
90 0,294 29,9 711
120 0,256 26,0 74,0
150 0,202 20,5 19,5
180 0,184 18,7 81,2
210 0,186 18,9 81,1

Procenat uklonjenog fenola je ovaj put dostigao 81 % Sto je bio rezultat znacajno bolji
od prethodnog i posledica je postepenog oslobadanja vodonik perksida. To je dovelo
do toga da se koncentracija vodonik peroksida tokom trajanja enzimske reakcije
odrzava relativno niskom $to je dovodilo do smanjenja inaktivacije peroksidaze tokom

same reakcije polimerizacije.
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Da bi dodatno smanjili inaktivaciju peroksidaze sledece reakcije su postavljene sa 5

puta manjom koncentracijom glukoze, Tabela 20.

Tabela 20. Zavisnost procenta zaostalog fenola od vremena reakcije. 1,6 U

peroksidaze, 0,75 U glukoza oksidaze u 3 mL rastvora 2 mM fenola i 4 mM glukoze.

Vreme | A510nm| Zaostali Uklonjen
reakcije| (OD) fenol fenol
(min) (%) (%)
0 0,875 100 0
15 0,814 93,0 6,97
30 0,586 67,0 33,0
60 0,265 30,3 69,7
90 0,046 5,26 94,7
120 0,036 4,11 95,9
150 0,017 1,94 98,1
180 0,017 1,94 98,1

Pri ovim uslovima fenol je uklonjen u procentu od preko 98% §to je bio znacajno bolji
rezultat od literaturno zabelezenog [96, 118]. Pri ovim optimizovanim uslovima za
uklanjanje fenola testirani su imobilizati peroksidaze. Upotrebom 2 puta manje
koncentracije peroksidaze i glukoza oksidaze fenol je takode u potpunosti uklonjen ali

manjom brzinom, Tabela 21.
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Tabela 21. Zavisnost procenta zaostalog fenola od vremena reakcije. 0,8 U

peroksidaze, 0,375 U glukoza oksidaze u 3 mL rastvora 2 mM fenola i 4 mM glukoze.

Vreme reakcije| A510nm| Zaostali fenol| Uklonjen fenol
(min) (OD) (%) (%)
0 0,887 100 0
15 0,807 91,0 9,02
30 0,732 82,5 17,5
60 0,518 58,4 41,6
90 0,385 43,4 56,6
120 0,338 38,1 61,9
150 0,320 36,1 63,9
180 0,309 34,8 65,2
600 0,015 1,69 98,3

10.2. Polimerizacija fenola peroksidazom imobilizovanom na glicidilmetakrilatu
Imobilizat peroksidaze na makroporoznom kopolimeru glicidil metakrilatu sa

najve¢om aktivnoS¢u 1 stabilnoS¢u je testiran za polimerizaciju 2 mM fenola u

prisustvu 0,25 U/mL glukoza oksidaze i 20 mM glukozi, Slika 79.
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Slika 79. Zavisnost procenta zaostalog fenola od vremena reakcije. 80 mg vlaznog
imobilizata peroksidaza imobilizovane na SGE 20/12; 0,375 U glukoza oksidaze u 3

mL rastvora 2 mM fenola i 4 mM glukoze.

Nakon 2h reakcije procenat uklonjenog fenola je dostigao 70%, $to je bio bolji rezultat
od literaturnih vrednosti od 60% uklonjenog 2 mM fenola nakon 3h upotrebe HRP
imobilizovane u alginatu [96]. Ponovnom upotrebom imobilizata nije dobijeno

znacajnije smanjenje aktivnosti imobilizata.
10.3. Polimerizacija fenola peroksidazom imobilizovanom u tiramin-alginatu
Pod istim uslovima je testiran i imobilizat HRP u alginatu dobijen pod prethodno

optimizovanim uslovima enkapsulacije. U prvom ciklusu nakon jednog dana je

uklonjeno 70% prisutnog fenola, Slika 80.
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Slika 80. Zavisnost procenta zaostalog fenola od vremena reakcije. 150 mg/mL
vlaznog imobilizata peroksidaze imobilizovane u tiramin-alginatu; 0,375 U glukoza

oksidaze u 3 mL rastvora 2 mM fenola i 4 mM glukoze.

Dobijena efikasnost uklanjanja fenola za na§ imobilizat HRP u tiramin-alginatu je bila
veca od prijavljenih 60% za imobilizat HRP u nativnom alginatu [96]. Povecane
efikasnost uklanjanja fenola moZe biti posledica optimizacije dostavljanja vodonik
peroksida u reakcioni sistem Sto dovodi do smanjene inaktivacije HRP 1 upotrebe
mikrometarskih mikro-kuglica alginata $to u odnosu na milimetarske kuglice alginata
koris¢ene u prethodnim studijama [96, 118] dovodi do manjih difuzionih ograni¢enja i

vece aktivnosti imobilizovanog enzima.

Ponovnom upotrebom imobilizovane HRP u tiramin-alginatu dolazilo je do veéeg
pada efikasnosti uklanjanja fenola nego u slucaju makroporoznog kopolimera S$to
moze biti posledica polimerizacije fenola i lepljenja ze fenolom (tiraminom)

modifikovani alginat.
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IV ZAKLJUCNA RAZMATRANJA

Nekoliko $arzi makroporoznog kopolimera veli¢ine Cestica od 150 do 500 um je

testirano za imobilizaciju peroksidaze koristec¢i glutaraldehidnu i1 perjodatnu metodu.

Najveca specificna aktivnost od 35 U/g je dobijena za perjodatnu metodu

imobilizacijom na kopolimeru SGE 20/12 sa veli¢inom pora od 120 nm i povr§inom

od 31 m%g.

Peroksidaza imobilizovana na ovom kopolimeru je imala 8 puta veéi poluzivot u 80 %

dioksanu u poredenju sa rastvornim enzimom.

U ba¢ reaktoru nakon 6 ciklusa ponovne upotrebe imobilizovana peroksidaza je

zadrzala 45 % polazne aktivnosti.

Nekoliko $arzi istog makroporoznog kopolimera sa manjom veli¢inom ¢estica od 2 do
2,5 um je testirano za imobilizaciju peroksidaze koriste¢i glutaraldehidnu i perjodatnu
metodu kao i u prethodnoj seriji eksperimenata kao i epoksidnu i karbodiimidnu

metodu.

Najveca specifi€na aktivnost imobilizata je dobijena sa kopolimerom sa najve¢om
veli¢inom pora od 200 nm i to glutaraldehidnom metodom od 14,5 U/g a zatim
karbodiimidnom metodom od 13,7 U/g.

Prinos imobilizacije je bio veci za seriju kopolimera sa manjom veli¢inom cestica od
2-2,5 um nego za seriju kopolimera sa veli¢inom Cestica 150 -500 pum i to 33,5% u
odnosu na 5% za glutaraldehidnu metodu na kopolimeru sa dijametrom pora od 200

nm.

Koriste¢i perjodatnu oksidaciju i reduktivnu aminaciju u prisustvu tiramina alginati sa

razli¢itim stepenom modifikacije su sintetisani.
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Tiramin-alginati su mogli da prave hidrogelove i u prisustvu kalcijuma i u prisustvu

peroksidaze i vodonik peroksida.

Tiramin-alginat je uspes$no iskoris¢en za imobilizaciju HRP u mikro-kuglicama
dobijenih enzimskog polimerizacijom u emulzijama alginata u mineralnom ulju.
Najveca aktivnost imobilizovane HRP je dobijena za 20 % (w/v) tiramin-alginat

dobijen oksidacijom 20 mol% perjodatom.

HRP imobilizovana u tiramin-alginatu je imala 4 puta poveéan poluZivot na 70 °C i 22

puta povecan poluzivot u 80% (v/v) dioksanu u odnosu na rastvornu HRP.

Posle viSestruke upotrebe od 6 puta u ba¢ reaktoru za oksidaciju pirogalola

imobilizovana HRP je zadrZala 45% pocetne aktivnosti.

Optimizacijom dostave vodonik peroksida u reakciji polimerizacije 2 mM fenola sa
HRP dobijeno je uklanjanje fenola od preko 98%.

Upotrebom HRP imobilizovane na makroporoznom kopolimeru i unutar mikro-

kuglica tiramin-alginata dobijeno je uklanjanje fenola od 70% uz moguénost ponovne

upotrebe imobilizata.
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IpwuJor 1.

H3jaBa o0 ayTopcTBY

ITornucanu-a Omnugepa [Iponanosuh

Opoj unnekca  Maructap

H3jaBipyjem

Jla je TOKTOPCKa TUCepTalrja Mo HaCJIOBOM

Pa3Boj uMoOMITHCAaHUX CUCTEMa NepoKcuaase u3 pera (Armoracia rusticana) za

MNOJIMMCPU3allOHE peaKque " yKIIababe (I)CHOJ'Ia H3 OTIIaJHUX BOJa

®  pE3yNTaT CONCTBEHOT HCTPAKHBAYKOT Pajia,

e  Ja MpeUIOKEHA JTUcepTaldja y UEIUHU HU Y JISJIOBUMA HEje OWjia mpe/JIosKeHa 3a Jo0ujame
OMJI0 KOje JUIUIOME MPeMa CTY/IHjCKUM IIPOrpaMUMa JIPYTUX BUCOKOIIKOJICKHX YCTaHOBA,

®  1a Cy pe3yNTaTH KOPEKTHO HABEICHH U

e  J1a HHMCaM KpIINO/JIa ayTOPCKa IpaBa U KOPUCTHO MHTEIEKTYaIHY CBOjHHY APYTHX JINIIA.

[oTnuc nokTopanaa
V¥ Beorpany, 01.07.2015.
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IHpuator 2.

H3jaBa O HCTOBETHOCTH IITAMIIAHE U €JeKTPOHCKE Bep3Hje JOKTOPCKOT paja

Nwme u pesume aytopa  Onusepa [Ipomanosuh

Bpoj nnnekca Marucrap
Cryamjcku nmporpam broxemMujcko HHXEHEPCTBO U OHOTEXHOJIOTHja
Hacmos pana Pa3Boj nMoOMIMCaHUX cUCTEMa Mepokcuaase u3 pena (Armoracia

rusticana) 3a mojmmepu3anMoOHe peakiyje U yKIamame (eHosla U3 OTHaJHUX BOJIa

Menrop 3opuna Kuexesuh Jyrosuh

[Mornucann/a Omnusepa [Ipoganosuh

U3jaBibyjem na je mraMmaHa Bep3dja MOT JOKTOPCKOT pajia HCTOBETHA €IIEKTPOHCKO] BEP3HjH KOjy caM
npeaao/na 3a o0jaBJbHBakE Ha OpPTaTy Jururamanor peno3uropujymayYnuBep3utera y beorpany.
Jlo3BospaBaMm Ja ce 0OjaBe MOjH JIMYHH [TOIAIM BE3aHH 3a 0OHjame aKaJIeMCKOT 3Bamba JOKTOpa HayKa,
Kao IITO Cy UME U Mpe3nuMe, ToIMHa U MeCTo poljera u 1aTyM ondpaHe paja.

OBM JIMYHM TOAaM MOTy ce O0jaBUTH Ha MpPEXKHUM CTpaHHIaMa JAWUTUTalIHe Oubnuorteke, y

EJIEKTPOHCKOM KaTaJlory U y myOiikanujamMa Y HuBep3urtera y beorpany.

[oTnuc nokTopanaa
V¥ Beorpany, 01.07.2015.
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Hpuaor 3.

N3jaBa o kopnmhemy

Osgnawhyjem YHuBep3utercky 6ubmmoreky ,,Cero3ap Mapkosuh™ na y JlurutaiHu peno3uTopujym

VHusep3uteta y beorpany yHece Mojy JOKTOPCKY JHCEPTAIUjy MO HACTOBOM:

Pa3Boj nMoOuITICcaHNX cCHCTeMa MepoKCHIa3e u3 peHa (Armoracia rusticana) 3a momuMepu3anuoHe

peaxnmje u yKiIamame (eHosa U3 0TI HAX Bo/Ia

KOja je Moje ayTOPCKO JAeJIO.

Jucepraiujy ca CBUM MpPWIO3MMa Mpeao/Ja caM y EJICKTPOHCKOM (opMaTy MOTOJHOM 3a TpajHO

apXHUBHpambe.

Mojy IOKTOpCKY AWCEpTaljy HoXpameHy y Jururanau penosuTtopujym YHuBepsurera y beorpany

MOTYy Jla KOPHCTE€ CBH KOjH MOIITYjy ozapende caapkane y oxabpaHoMm tumy smneHne Kpeatusre

3ajeqauie (Creative Commons) 3a KOjy caM ce OJIy4Ho/Ja.

1. AyropctBo

2. AyTOpCTBO — HEKOMEPIIH]AITHO

3. AyTopcTBO — HEKOMEpIHjanHO — Oe3 Ipepane

4. AyTOpCcTBO — HEKOMEPIIHjaJlHO — JIEJTUTH 110]] HICTHM YCIIOBHMa

5. AytopctBo — 0e3 mpepajne

6. AyTOPCTBO — JIEUTHU TIOJT UCTUM YCJIIOBUMA

(MOHI/IMO Jla 3a0KpYKUTEC CaMO jCI[Hy OoJ1 meCT HOHyheHI/IX JIMOCHIH, KpaTaK OIMKUC JIMLICHIN AaT jC Ha

nosiehunu nucra).

IMornuc nokTopanaa

V¥ Bbeorpagy, 01.07.2015
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1. AyropctBo - Jlo3BoJpaBaTe yMHOXKABamke, TUCTPHOYIN]Y U jaBHO CAOMIITaBamE A€, U pepaje,
aKo ce HaBelle UMe ayTopa Ha Ha4uH ojpeljeH 011 cTpaHe ayTopa WK AaBaolia JHIECHIE, YakK U Y

KoMepuujaiHe cepxe. OBoO je Hajca0001HH]ja O CBUX JIMLICHIIH.

2. AytopcTBO — HekoMeplujainHo. J[03BosbaBaTe yMHOXKaBame, TUCTPUOYLU]Y M jaBHO CAONIITaBaHbE
JleNla, W Tpepase, ako ce HaBeJe MMe ayTopa Ha HauumH oapeheH o cTpaHe ayropa WM JaBaolia

ymenne. OBa IUICHIIA HE J03BOJhaBa KOMEPIIHjallHy yroTpeOy nena.

3. AyTOpcTBO - HEKOMepIHjaTHO — Oe3 mpepaze. Jlo3BospaBaTe yMHOXKaBamke, TUCTPUOYIH]Y M jaBHO
caorlmraBame Jiena, 0e3 mpoMeHa, IpeoOInKoBamka WiIH YyHOTpeOe Jeria y CBOM JIelly, ako Ce HaBeae
MMe ayTopa Ha HauuH ojpeleH o cTpaHe ayTopa Wi AaBaola JmieHie. OBa JIMIIEHIa He 103BOJbaBa
KOMeplyjalaHy ynorpeOy aena. Y OIHOCY Ha CBE OCTajle JIUIEHIIE, OBOM JIMIIEHIIOM C€ OrpaHHYaBa

HajBehn 0OuM mpaBa kopuiihema Jena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMEPIMjaTHO — JEIHWTH IIOJ WCTHM YCJIOBHMa. J[03BOJbaBaTe yMHOXKaBambe,
JUCTpUOYLNjy W jaBHO CAOMINTaBamke Aeia, U Ipepaje, ako ce HaBeAe MMe ayTopa Ha HauuH oapelheH
O]l CTpaHEe ayTopa WJIM JaBaolla JIMIEHIE M aKo ce Mpepana JUCTpHOyHpa 0] MCTOM WM CIUYHOM

munernoM. OBa JIMIEHNa He 103B0JbaBa KOMEPIMjaIHy yoTpeOy Jiena u mpepasa.

5. AytopcTBo — 6e3 mpepaze. J{03BosbaBaTe yMHOKABAE, TUCTPHOYIIM]Y U JaBHO CAOMIITABAE JCia,
6e3 mpoMeHa, MpeobIUKOBaba UK yroTpede Jena y CBOM JIelly, aKo Ce HaBeje UMe ayTopa Ha HauuH
onpeheH oj1 cTpaHe ayTopa Wi JaBaola juieHne. OBa JIMIEHIa 03B0JbaBa KOMEPIMjAHY YIOTpeOy

Jiena.

6. AyTOpCTBO - JIEJUTH TOJ] UCTHM yCIOBMMA. J[03BOJbaBaTe YMHOXaBame, AUCTPUOYIH]Y U jaBHO
CaoMIITaBakE Jea, U TIpepaje, ako ce HaBelqe MMe ayTopa Ha Ha4duH ojpelheH 0J CTpaHe ayTopa HITH
JIaBaol(a JHICHIIC W aKO ce Tpepaja QUCTPUOyHpa MO UCTOM HIIH CIIHYHOM JuiieHioM. OBa JHIeHIa
JI03BOJbaBA KOMEpIHUjaIHy yroTpeOy aena u npepana. CindHa je cCOPTBEPCKUM JIMIICHI[AMA, OJJHOCHO

JMOeHnaMa OTBOPEHOT KoJia.
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