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Imobilisane proteaze i peroksidaze na magnetim mikronskim i sub-mikronskim 
česticama obloženim alginatom kao biokatalizatori za hidrolizu proteina i 

obezbojavanje antrahinonskih boja iz otpadnih voda 

 

REZIME 

 

Predmet naučnog istraživanja doktorske disertacije je imobilizacija dva industrijski 
važna enzima, proteaze iz Bacillus licheniformis (komercijalni naziv alkalaza) i peroksidaze 
iz rena, kao i njihova primena u hidrolizi proteina i uklanjanju zagađujućih materija, kao što 
su fenoli i sintetičke boje, iz otpadnih voda. Fokus je na razvoju tehnika za dobijanje hidro-
gel čestica na bazi alginata i alginat/magnetita, kao i tehnika imobilizacije enzima koje bi 
omogućila dobijanje biokatalizatora sa unapređenim katalitičkim svojstvima. Enzimska 
hidroliza proteina i oksido-redukcija antrahinonskih boja katalizovane enzimima iz različi-
tih grupa, odabrane su kao dve model reakcije za ispitivanje katalitičkih svojstava imobili-
sanih biokatalizatora, zbog komercijalne važnosti u industriji hrane i u procesima tretiranja 
otpadnih voda iz tekstilne industrije. 

 Razvojem imobilisanih enzima omogućena je primena enzima i u onim oblastima 
kada je primena slobodnog enzima ograničena zbog male stabilnosti usled degradacije au-
tokatalizom, kao kod proteaza u slučaju hidrolize proteina, ili usled inhibicije supstratom u 
višku, kao kod peroksidaza za razgradnju antrahinonskih boja u prisustvu vodonik-perok-
sida. Imobilizacijom enzima mogu se dobiti stabilni biokatalizatori koji se mogu izdvojiti iz 
reakcione smeše po završetku reakcije filtracijom ili centrifugiranjem i koristiti više puta u 
šaržnim ili u toku dužeg vremenskog perioda u kontinualnim procesima. Jedan od najvaž-
nijih faktora imobilizacije enzima je izbor i dizajn nosača za imobilizaciju, jer fizičke i hemij-
ske karakteristike nosača u velikoj meri određuju aktivnost imobilisanog enzima. 

Neorganski nosači poput oksida gvožđa mogu imati prednosti u poređenju sa dru-
gim materijalima zbog velike termičke i mehaničke otpornosti, smanjene mikrobiološke 
kontaminacije i magnetnih svojstava što je, naročito, značajno kod imobilisanih enzima, gde 
se kao osnovna prednost u odnosu na nativne enzime ističe olakšana separacija iz reakcione 
smeše i njihova ponovna upotreba. Međutim, zbog malog broja funkcionalnih grupa na o-
vim neorganskim nosačima ne može se vezati dovoljna količina enzima, niti nagraditi po-
voljno mikrookruženje za enzim, što bi dovelo do unapređenja njegovih katalitičkih svoj-
stava. Zato se oblaganjem magnetnih čestica dodatnom prevlakom od nekog organskog po-
limera sa većim brojem funkcionalnih grupa, kao što je alginat, potencijalno može vezati 
veća količina enzima i postići poboljšano vezivanje. U ovoj disertaciji ispitana je mogućnost 
korišćenja alginatnih čestica i magnetnih nanočestica obloženih alginatom kao nosača za 
imobilizaciju alkalaze i peroksidaze iz rena. 

Veliku mogućnost primene za dobijanje čestica malih prečnika uniformnih veličina 
u industrijskim razmerama ima tehnika dobijanja čestica pod uticajem električnog polja, 
koja se u literaturi često naziva elektrostatička ekstruzija i koja se zasniva na primeni e-
lektrostatičke sile na suspenziju polimera i biokatalizatora koja se pojavljuje na vrhu igle u 
vidu kapi, pri čemu dolazi do razbijanja kapi na više naelektrisanih sitnih kapljica. Ova 
tehnika je dosta proučena za imobilizaciju različitih biokatalizatora. U ovoj disertaciji pored 
elektrostatičke ekstruzije ispitan je i novi postupak za dobijanje alginatnih submikronskih 
čestica koji se zasniva na kombinovanju ultrazvučnog raspršivanja, sušenja toplim vazdu-
hom i želiranja u koloni sa okvašenim zidovima. Naime, alginatne čestice su dobijene me-
todom ultrazvučnog raspršivanja rastvora alginata, pri čemu vazduh koji nosi raspršene 
čestice polimera-aerosola u zavisnosti od temperature i nezasićenosti, u manjoj ili većoj meri 



 

podstiče isparavanje vode iz njih i na taj način im smanjuje veličinu, a tako dobijene nano-
čestice zatim geliraju u koloni sa okvašenim zidovima. Ovako dobijene nanočestice ko-
rišćene su kao nosači za imobilizaciju alkalaze i peroksidaze iz rena i njihova katalitička 
svojstva smo uporedili sa imobilisanim sistemima sa česticama dobijenim elektrostatičkom 
ekstruzijom. Čestice najboljih karakteristika (dimenzije, sferičnosti, raspodele veličina, mag-
netnih svojstva, odnosa magnetita i alginata) korišćene su za imobilizaciju enzima. 

Optimizacija kovalentne imobilizacije enzima alkalaze na alginatne čestice i magne-
tit/alginatne čestice dobijene elektrostatičkom ekstruzijom i ultrazvučnim raspršivanjem 
predstavlja drugu fazu eksperimenata. Ispitivan je uticaj uslova imobilizacije poput vred-
nosti pH, molariteta TRIS pufera, količine dodate alkalaze, načina hemijske aktivacije funk-
cionalnih grupa čestica i količine hemijskog agensa za aktivaciju, kao i samog vremena kon-
takta enzima sa aktiviranim česticama na aktivnost, masu vezanog enzima i prinos aktivno-
sti.  

Količina vezane alkalaze određivana je standardnim metodama za određivanje pro-
teina i to Bradford-ovom metodom, dok je proteolitička aktivnost određivana spektrofoto-
metrijski praćenjem hidrolize hromogenog derivata kazeina, azokazeina. Morfološke karak-
teristike dobijenih čestica sa i bez imobilisanog enzima analizirane su primenom skenirajuće 
elektronske mikroskopije (SEM). Utvrđena je veličina čestica kao i morfologija površine 
magnetnih čestica sa i bez alginatne prevlake. Kako bi se bolje razumela priroda potenci-
jalno uspostavljenih veza između enzima i nosača, čestice nosača i imobilizata karakterisane 
su infracrvenom spektroskopijom sa Fourier-ovim transformacijama. Metodom dinamičkog 
rasipanja svetlosti ispitane su raspodela veličine čestica i zeta potencijal. Magnetna svojstva 
čestica i jačina koercitivnog polja ispitana je primenom SQUID magnetometrije (superpro-
vodni kvantni interferometar). Magnetna svojstva čestica su  upoređena na osnovu histere-
zisnih krivih za magnetne i magnetit/alginat čestice na temperaturama od 5 K i 300 K.  

Aktivnost slobodne i imobilisane alkalaze praćena je i u reakciji hidrolize proteina iz 
izolata soje i belanca u industrijski relevantnim uslovima, odnosno u reaktoru sa intenziv-
nim mešanjem i u prisustvu nečistoća na osnovu merenja utroška kalcijum-hidroksida za 
održavanje konstantne pH vrednosti tokom hidrolize. Korišćena je trinitrobenzensulfonska 
kiselina pri hidrolizi, tzv. TNBS metoda. Kinetika reakcije sa nativnim i imobilisanim enzi-
mom je ispitana praćenjem brzine reakcije hidrolize proteina iz izolata soje i belanca pri 
različitim početnim koncentracijama supstrata u početnim uslovima, dok su kinetički para-
metri određeni korišćenjem aplikacije Enzyme Kinetics  programskog paketa OriginPro. Ispi-
tana je stabilnost imobilisane alkalaze, mogućnost upotrebe kroz više ciklusa izvođenja re-
akcije hidrolize proteina iz izolata soje i belanca u šaržnom reaktoru sa mehaničkim meša-
njem i potencijalno zadržavanje aktivnosti nakon određenog vremena skladištenja. Dobijeni 
rezultati korišćeni su u daljem razvoju imobilisanog sistema sa peroksidazom iz rena. 

Čestice najboljih karakteristika (dimenzije, sferičnosti, raspodela veličine, magnetna 
svojstva, odnosa magnetita i alginata) su korišćene za imobilizaciju peroksidaze iz rena. Ko-
ličina vezane peroksidaze i njena aktivnost, kao i aktivnost slobodne peroksidaze, određi-
vane su spektrofotometrijskom metodom sa pirogalolom kao supstratom. Ispitani su uticaji 
vremena imobilizacije, masenog odnosa enzima i nosača, koncentracije aktivirajućeg agensa 
na masu vezanog enzima i specifičnu aktivnost dobijenog biokatalizatora na aktivnost. Ispi-
tana je stabilnost imobilisane alkalaze, mogućnost upotrebe kroz više ciklusa izvođenja re-
akcije oksidacije dve antrahinonske boje Acid Violet 109 (AV109) i Acid Blue 225 (AB225). 

Efikasnost imobilisanih peroksidaza upoređena je na osnovu dobijenih kinetičkih pa-
rametara, aplikacijom Enzyme Kinetics, u reakciji oksidacije boje AV109 i AB225. 



 

Ovaj rad je predstavio novu jednostavnu i brzu tehniku za proizvodnju submikron-
skih alginatnih čestica korišćenjem prilagođenog ultrazvučnog sistema za raspršivanje i u-
poredio čestice dobijene ovom tehnikom sa česticama dobijenim elektrostatičkom ekstruzi-
jom u imobilisanim sistemima sa alkalazom za hidrolitičke reakcije sa standardnim i indus-
trijskim proteinskim supstratima hrane. U te svrhe, alkalaza je efikasno kovalentno imobi-
lisan na kalcijum-alginatne mikro- i submikronske čestice nakon modifikacije površine kar-
bodiimidom. Optimalni uslovi za imobilizaciju alkalaze na alginatne mikročestice aktivi-
rane sa EDAC su 5,32 IU alkalaze, 50 mM Tris-HCl pufer pH vrednosti 8,5, 30 minuta akti-
vacije  EDAC-om ( masa EDAC-a/masa nosača) (10 mg/0,5 g) i 20 sati imobilizacije. Naj-
veću aktivnost je pokazala alkalaza imobilisana na UAD 0,4% (w/v) alginatnim česticama, 
sa maksimalnom vrednošću aktivnosti od 2716,1 IU/g nosača i najvećim opterećenjem 
enzima od 671,6±4 mg/g na nosaču. Imobilisani enzim na UAD 0,4% (w/v) alginatnim česti-
cama pružio je bolje performanse od alginatnih mikročestica u pogledu hidrolize proteina 
iz belanca i izolata soje. Biokatalizator se može ponovo koristiti u sedam uzastopnih ciklusa 
hidrolize proteina soje sa malim smanjenjem aktivnosti. Stoga postoji potencijal za korišće-
nje ovog tipa submikronskih alginatnih čestica dobijenih novom tehnikom ultrazvučnog 
spreja za bilo koju imobilizaciju enzima. 

HRP-C imobilisana na MAB se pokazala kao obećavajući biokatalizator za razgrad-
nju dve antrahinonske boje. HRP-MAB sistem je pod optimalnim uslovima uklonio 77,3% i 
76,1% AV109 i AB225 nakon 15 minuta, respektivno. Takođe je pokazao dobru ponovnu 
upotrebu nakon sedam ciklusa, zadržavajući 75% i 51% početne aktivnosti degradacije za 
AB225 i AV109, respektivno. Glavno ograničenje potencijalne komercijalne primene imobi-
lisane HRP-C za uklanjanje antrahinonskih boja može biti inaktivacija enzima u prisustvu 
boje. Uprkos ograničenjima, ovi eksperimentalni rezultati ukazuju da HRP-MAB ima dobru 
budućnost u biokatalizi zbog niskih troškova, lakoće proizvodnje i efikasnog uklanjanja iz 
reakcionog medijuma radi ponovne upotrebe. 

 

Ključne reči:  Alkalaza, peroksidaza iz rena, imobilizacija, alginat, magnetit, hidroliza pro-
teina, soja, belance, otpadne vode, antrahinonske boje 

Naučna oblast: Tehnološko inženjerstvo 
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Immobilized Protease and Peroxidase on Magnetic Micron and Submicron Alginate 
Coated Particles as Biocatalysts for Protein Hydrolysis and Decolorization of Anthra-

quinone Colors from Wastewaters 

 

ABSTRACT 

The subject of the scientific research of the doctoral dissertation is the immobilization 
of two industrially important enzymes, protease from Bacillus licheniformis (commercial 
name alkalase) and peroxidase from horseradish, as well as their application in protein hy-
drolysis and removal of pollutants, such as phenols and synthetic dyes, from wastewater. 
The focus is on the development of techniques for obtaining hydrogel particles based on 
alginate and alginate/magnetite, as well as enzyme immobilization techniques that would 
enable obtaining biocatalysts with improved catalytic properties. Enzymatic hydrolysis of 
proteins and oxido-reduction of anthraquinone dyes catalyzed by enzymes from diverse 
groups we have chosen as two model reactions for evaluating the catalytic properties of 
immobilized biocatalysts, due to their industrial importance in the food industry and in the 
processes of treating wastewater from the textile industry. 

The development of immobilized enzymes enabled the application of enzymes in 
those areas where the application of free enzymes is limited due to low stability due to deg-
radation by autocatalysis, as in the case of proteases in the case of protein hydrolysis, or due 
to inhibition by excess substrate, as in the case of peroxidases for the degradation of anthra-
quinone dyes in the presence of hydrogen- peroxide. By immobilizing enzymes, we could 
obtain stable biocatalysts, which we separated from the reaction mixture after the end of the 
reaction by filtration or centrifugation and use repeatedly in batches or over a longer period 
in continuous processes. One of the most crucial factors in enzyme immobilization is the 
choice and design of the immobilization support, because the physical and chemical char-
acteristics of the support determine the activity of the immobilized enzyme. 

Inorganic supports such as iron oxide can have advantages compared to other mate-
rials due to high thermal and mechanical resistance, reduced microbiological contamination 
and magnetic properties, which is especially important for immobilized enzymes, where 
the main advantage compared to native enzymes has eased separation from reaction mix-
tures and their reuse. However, due to the small number of functional groups on these in-
organic supports, enough enzyme cannot be bound, nor can we reward a favorable micro-
environment for the enzyme coupling, which would lead to the improvement of its catalytic 
properties. Therefore, by coating the magnetic particles with an additional coating of an 
organic polymer with a larger number of functional groups, such as alginate, a larger num-
ber of enzymes can potentially be bound, and we could achieve improved binding. In this 
dissertation, we examined the possibility of using alginate particles and magnetic particles 
coated with alginate as carriers for the immobilization of alkalase and horseradish peroxi-
dase. 

The technique of obtaining particles under the influence of an electric field, which in 
the literature is often called electrostatic extrusion and which is based on the application of 
an electrostatic force to a suspension of polymers and biocatalysts that appears on the tip of 
a needle, in the form of drops, during which the drop splits into several small charged drop-
lets, has a great possibility of application for obtaining particles with small diameters of 
uniform sizes on an industrial scale. Researchers have been extensively using this technique 
for the immobilization of various biocatalysts. However, this dissertation examined a new 
procedure for obtaining alginate submicron particles, which is based on a combination of 
ultrasonic dispersal, drying with hot air and gelling in a column with wetted walls. Namely, 



 

we obtained alginate particles by the method of ultrasonic dispersion of alginate solution, 
whereby the air carrying the dispersed polymer-aerosol particles, depending on the tem-
perature and unsaturation, to a greater or lesser extent encourages the evaporation of water 
from them and thus reduced their size, and thus obtained the nanoparticles gel in a column 
with wetted walls. We assessed the nanoparticles obtained in this way as carriers for the 
immobilization of alkalase and horseradish peroxidase and their catalytic properties with 
the immobilized systems with beads obtained by electrostatic extrusion. We used beads 
with the best characteristics (dimensions, sphericity, size distribution, magnetic properties, 
magnetite-alginate ratio) for enzyme immobilization.  

Optimization of covalent immobilization of alkalase enzyme on alginate particles and 
magnetite/alginate particles obtained by electrostatic extrusion and ultrasonic spraying 
represents the second phase of the experiments. We have investigated the influence of im-
mobilization conditions such as pH value, TRIS buffer molarity, amount of added alkalase, 
method of chemical activation of functional groups of particles and amount of chemical 
agent for activation, as well as the contact time of the enzyme with activated particles on 
activity, mass of bound enzyme and yield of activity. 

The amount of bound alkalase and peroxidase was determined by standard methods 
for protein determination, the Bradford method, while the proteolytic activity was deter-
mined spectrophotometrically by monitoring the hydrolysis of the chromogenic derivative 
of casein, azocasein. We analyzed the morphological characteristics of the obtained particles 
with and without immobilized enzyme using scanning electron microscopy (SEM). The size 
of the particles as well as the surface morphology of the magnetic particles with and without 
alginate coating were determined. To better understand the nature of the potentially estab-
lished bonds between the enzyme and the carrier, we have characterized the particles of the 
carrier and the immobilizer by Infrared Spectroscopy with Fourier transformations. Next, 
we examined the particle size distribution and zeta potential using the dynamic light scat-
tering method. We examined the magnetic properties of the particles and the strength of the 
coercive field using SQUID magnetometry (superconducting quantum interferometer). 
Also, we have compared the magnetic properties of the particles based on hysteresis curves 
for magnetic and magnetite/alginate particles at temperatures of 5 K and 300 K. 

The activity of free and immobilized alkalase we monitored in the reaction of protein 
hydrolysis from soy isolate and egg white under industrially relevant conditions, i.e., in a 
reactor with intensive mixing and in the presence of impurities based on the measurement 
of calcium hydroxide consumption to maintain a constant pH value during hydrolysis. We 
used trinitrobenzenesulfonic acid during hydrolysis, the so-called TNBS method. Kinetics 
of the reaction with native and immobilized enzyme, we have examined by monitoring the 
reaction rate of protein hydrolysis from soybean and egg white isolates at different initial 
substrate concentrations in initial conditions, while kinetic parameters were determined us-
ing the Enzyme Kinetics application of the OriginPro software package. We evaluated stabil-
ity of the immobilized alkalase, the possibility of using it through several cycles of perform-
ing the protein hydrolysis reaction from soy and egg white isolates in a batch reactor with 
mechanical mixing, and the potential retention of activity after a certain storage time. We 
used the obtained results in the further development of the immobilized system with horse-
radish peroxidase. 

We used beads with the best characteristics (dimensions, sphericity, size distribution, 
magnetic properties, ratio of magnetite and alginate) for horseradish peroxidase immobili-
zation. The amount of bound peroxidase and its activity, as well as the activity of free pe-
roxidase, were determined by the spectrophotometric method with pyrogallol as a 



 

substrate. We have examined effects of immobilization time, mass ratio of enzyme and car-
rier, concentration of the activating agent on the mass of the bound enzyme and the specific 
activity of the obtained biocatalyst on the activity. With stability of the immobilized alkalase 
we evaluated the possibility of using it through several cycles of oxidation for two anthra-
quinone dyes, Acid Violet 109, and Acid Blue 225. 

The effectiveness of immobilized peroxidases, we compared based on the obtained 
kinetic parameters, using the Enzyme Kinetics application, in the oxidation reaction of AV109 
and AB225. 

The work presented here has demonstrated novel simple and fast technique for algi-
nate submicron beads production by employing the custom-made ultrasonic spray atomi-
zation system and compared it with the electrostatic extrusion in the hydrolytic reactions 
with standard and industrial food protein substrates. For these purposes, we have effec-
tively covalently immobilized alcalase onto calcium-alginate microbeads and submicron 
beads after surface modification by carbodiimide. The optimal conditions for the alcalase 
immobilization on the alginate microbeads activated with EDAC were 5,32 IU of alcalase, 
50 mM Tris-HCl buffer pH 8,5, 30 min of activation by EDAC/beads mass ratio (10 mg/0,5 
g) and 20 h immobilization time. The highest activity was exhibited with alcalase immobi-
lized onto UAD 0,4% (w/v) alginate beads, with the maximal value of 2716,1 IU/g support 
and the highest enzyme loading of 671,6±4 mg/g on the carrier in comparison to 2600,8 
IU/g and 592,3±6,7 mg/g for EE biocatalyst made from 2% (w/v) alginate solution. The im-
mobilized enzyme onto UAD 0,4% (w/v) alginate beads provided better performance than 
micro-sized alginate counterparts in terms of egg white and soy protein hydrolysis. We have 
reused optimal biocatalyst in seven successive soy protein hydrolysis cycles with a slight 
decrease in activity. Therefore, there is potential to use this type of alginate submicron beads 
obtained by novel ultrasonic spray atomization technique for enzyme immobilization. 

HRP-C immobilized on MABs proved to be a promising biocatalyst for degradation 
of two anthraquinone dyes. HRP-MABs removed 77,3% and 76,1% of AV109 and AB225 
under optimal conditions after 15 min, respectively. It has also shown good reusability after 
seven cycles, retaining 75% and 51% of the initial degradation activity for AB225 and AV109, 
respectively. A major limitation in potential commercial application of the immobilized 
HRP-C for anthraquinonic dye removal can be the inactivation of the enzyme in the pres-
ence of the dyes. Despite the limitations, these experimental results indicated that HRP-
MABs have a good future in biocatalysis because of low cost, easy production, and efficient 
removal from the reaction medium for reuse. 
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UVOD 

Enzimi su neophodni za fiziologiju svakog živog organizma i postoje u svakom orga-
nizmu, bilo u jednostavnom ili složenom obliku. Njihova upotreba kao biokatalizatora u 
industrijskim procesima dobija sve više na značaju, zbog njihove sposobnosti da izvode re-
akcije sa visokom specifičnošću i efikasnošću, kao i enantioselektivnošću pri blagim uslo-
vima.1 Zbog svoje netoksičnosti i biodegradabilnosti od velike su važnosti za ekološki pri-
hvatljive hemijske i industrijske procese.2–4  Visoka cena proizvodnje i relativno mala stabil-
nost u odnosu na klasične katalizatore su im glavne mane. Većina industrijskih enzima su 
životinjskog (himozin, pepsin, tripsin i pankreatin), biljnog (ficin, papain i bromelain) ili 
mikrobnog porekla (pektinaza, glukoamilaza, alkalaza).5–8 Mikrobni enzimi naročito su 
postali neprocenjivi katalizatori u prehrambenoj, farmaceutskoj, tekstilnoj, kožarskoj, papir-
noj industriji, kao i u proizvodnji deterdženata, biogoriva,  pića i drugih potrošačkih proiz-
voda.9 Veći značaj mikrobnih enzima u poređenju sa enzimima biljnog i životinjskog pore-
kla, pripisuje se njihovoj većoj stabilnosti i aktivnosti.10  Pored toga, mikrobni enzimi se za 
minimalno vreme mogu proizvesti u većoj količini procesom fermentacije.11   

Proteolitički enzimi (koji se nazivaju i proteaze ili proteinaze) su enzimi sposobni da 
hidrolizuju peptidne veze u proteinima.12 Zahvaljujući njihovoj specifičnosti da selektivno 
deluju na ključne proteine kontrolišući njihovu veličinu, strukturu i sastav, proteaze igraju 
važnu ulogu tokom različitih biohemijskih procesa.13 Proteaze, kao važna grupa industrij-
skih enzima, zauzimaju skoro 60% celog tržišta enzima i takođe čine 40% ukupne prodaje 
enzima, zbog njihove primena u mnogim industrijama kao što su industrija deterdženta, 
kožarska industrija, prehrambena industrija, prerada mesa, proizvodnja sira, papira i pulpe, 
recikliranje srebra iz fotografskih filmova, i procesima biremedijacije. Ovi enzimi mogu ta-
kođe da se koriste kao terapija za upalne procese i otvorene rane.14–18  Međutim, pored ovih 
tradicionalnih primena proteaza, sve više se ispituje njihov potencijal u proizvodnji bioak-
tivnih peptida, strukturnih proteina tačno određenih svojstava, farmaceutika i drugih finih 
hemikalija.   

Različite proteaze imaju različita svojstva kao što su katalitička aktivnost, tempera-
tura reakcije, pH vrednost, specifičnost supstrata, specifičnost aktivnog mesta i stabilnost.19  
Zbog jednostavnosti u proizvodnim procesima, poželjnija je proizvodnja proteaza iz mikro-
organizama. Većina mikrobnih proteaza je ekstracelularna i izlučuje se u medijumu za fer-
mentaciju, što olakšava dalje procese dobijanja.20 Većina komercijalno dostupnih proteaza 
su alkalne i biosintetišu ih uglavnom bakterije kao što su Pseudomonas, Bacillus i Clostridium, 
takođe se navodi da neke gljive proizvode ove enzime.21  Alkalne proteaze su veoma zna-
čajne sa industrijske tačke gledišta, zbog svoje aktivnosti i stabilnosti na alkalnim pH vred-
nostima, ali njihova primena je u novije vreme sve šira. Mogu se koristiti u sastavima od 
detergenata do farmaceutskih proizvoda. Koriste se u industrijama hrane, mleka, tekstila 
kao i u kožarskoj industriji (uklanjanje dlaka sa kože i za njeno pranje, omekšavanje mesa, 
razvoj ukusa kod sira  ili poboljšanje svarljivosti stočne hrane).22,23   

Alkalaza (EC 3.4.21.14), je komercijalna proteaza proizvedena iz soja bakterija Bacillus 
licheniformis koja pripada klasi nespecifične endoproteaze serinskog tipa.24 Kao i druge 
alkalne proteaze, alkalaza je prvo bila široko primenjena kao komponenta proizvoda za 
čišćenje, budući da je bila prva detergentna proteaza koju je Novozymes razvio tokom 1960-
ih godina.25 Svojom upotrebom u proizvodnji proteinskih hidrolizata, alkalaza je našla ši-
roku primenu u proizvodnji i modifikaciji hrane. Interesovanje za hidrolizate proteina pro-
gresivno raste u poslednje vreme, što je interesantna alternativa upotrebi intaktnih proteina 
kako u hrani, tako i u stočnoj hrani.26,27 Zasniva se na poboljšanju karakteristika proteina, 
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povećanju njegove svarljivosti ili smanjenju njegovih alergenih osobina. Štaviše, proizvod-
nja novih jedinjenja, slobodnih aminokiselina i peptida različitih veličina i sekvenci, može 
poboljšati funkcionalna i biološka svojstva originalnog proteina, u zavisnosti od izvora pro-
teina supstrata i upotrebljene proteaze.28,29 Među ovim peptidima, mnogi mogu imati razli-
čite biološke aktivnosti, odnosno mogu pozitivno uticati na metabolizam i zdravlje ljudi i 
životinja, što je intenziviralo istraživanja u cilju uspostavljanja protokola za proizvodnju o-
vih peptida. Alkalaza je našla široku primenu u ovoj oblasti.30 

Peroksidaze (EC 1.11.1.7), budući da su oksidoreduktaze, katalizuju oksidaciju i re-
dukciju raznih jedinjenja i peroksida. To su proteini sa hem grupom koji imaju molekulsku 
težinu u rasponu od 30 do 150 kDa i imaju specifičnu prostetičku grupu, tj. feriprotoporfirin 
IX poznat i kao gvožđe (III) protoporfirin IX. Značajna uloga aktivnosti peroksidaza u živim 
organizmima, posebno u životinjama, mikroorganizmima i biljkama, je otkrivena od 90-ih 
godina 20. veka. Njihova aktivnost doprinosi lignifikaciji i pruža pomoć u mehanizmu opo-
ravka biljnih tkiva koja su ili zaražena ili telesno oštećena.31,32 Peroksidaze katalizuju oksi-
daciju peroksida i raznih drugih supstrata.33–35 Upotreba peroksidaza u imunološkim testo-
vima i kliničkoj biohemiji je mnogostruka. Neke od novih i efikasnih upotreba peroksidaza 
obuhvataju fenolna jedinjenja koja sadrže otpadne vode, uklanjanje peroksidne kontamina-
cije i ostataka iz prehrambenih proizvoda, kao i industrijski otpad i sintezu aromatičnih he-
mikalija i jedinjenja.36,37 Krtole korena rena se uglavnom razmatraju i koriste za komerci-
jalnu i masovnu proizvodnju peroksidaza, ali neke od rekombinovanih vrsta koje imaju bo-
lje osobine takođe se koriste za proizvodnju peroksidaza.38,39 

Peroksidaza iz rena (HRP-C) je enzim koji sadrži hem grupu koji je sposobna da ka-
talizuje oksidaciju različitih organskih jedinjenja kao što su hlorisana organska jedinjenja, 
fenoli, boje u tekstilnoj industriji, efluenti i ulja uz istovremenu redukciju vodonik-perok-
sida (H2O2) na njegovom kosupstratu stvarajući velike reaktivne hidroksilne radikale.40 Izo-
enzimi peroksidaze rena pripadaju klasi III (sekretne biljne peroksidaze) superfamilije bilj-
nih peroksidaza, koja uključuje peroksidaze bakterijskog, gljivičnog i biljnog porekla. HRP-
C je pokazala potencijal kao katalizator za bioremedijaciju, zbog svoje sposobnosti da oksi-
dira veliki broj boja čak i u prisustvu zagađivača koji se obično nalaze u otpadnim vodama, 
njene sposobnosti da funkcioniše u širokim rasponima temperatura i pH vrednosti, njene 
dostupnosti i relativno niske cene.41–44 Međutim, pod različitim uslovima HRP-C nije sta-
bilna. Glavni problem u reakciji koju katalizuje slobodna HRP-C je cena enzima, kao i niska 
stabilnost biokatalizatora, naročito u industrijskim uslovima i u prisustvu supstrata- vodo-
nik-peroksida, što značajno podiže cenu celog procesa. 

Jedan pristup za povećanje stabilnosti enzima i razvoj isplativog bioprocesa pred-
stavlja imobilizacija biokatalizatora na različitim nosačima, čime se omogućava njegova po-
novna upotreba.45,46 Imobilizacijom enzima na različite prirodne i sintetičke organske ili ne-
organske materijale možemo dobiti enzimske sisteme sa povoljnim svojstvima. Imobilisani 
enzimi se mogu lako odvojiti iz reakcionih sistema za ponovnu upotrebu i koristiti više puta 
ili kontinuirano u različitim reaktorima, što bi smanjilo kontaminaciju proizvoda enzimom 
i scale-up učinilo jednostavnijim.47,48 Imobilisani enzimi su  takođe često pokazivali veću 
selektivnost i specifičnost.49 

Izbor odgovarajućeg nosača i metode imobilizacije je veoma važan da bi se poboljšala 
stabilnost enzima, a u nekim slučajevima čak i aktivnost.49,50 Alginat ima veliki potencijal 
kao nosač jer sadrži veliki broj visoko negativno naelektrisanih grupa koje se na različite 
načine i preko jonskih interakcija mogu vezati za enzim.  Pored toga, ovaj prirodni polisa-
harid sintetizovan od smeđih morskih algi i bakterija u zemljištu, lako formira strukture 
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slične gelu u prisustvu dvovalentnih katjona, obično Ca2+ u koje se enzim može umetnuti ili 
se hemijski vezati.51,52 Do sada su razvijene različite metode alginatnog želiranja (spoljno, 
unutrašnje i hladno želiranje), kao i metode za dobijanje čestica kalcijum-alginata (ekstru-
zija, emulzija, sušenje raspršivanjem, kompleksna koacervacija).53–55 Najpopularniji metod 
za imobilizaciju različitih enzima korišćenjem alginatnih čestica je inkapsulacija.51,52,56,57 Me-
đutim, za imobilizaciju alkalaze, potrebno je uzeti u obzir nekoliko aspekata, kao što su je-
dinstvene karakteristike supstrata, obično velikih makromolekula, što uzrokuje unutrašnja 
ograničenja difuzije ovog velikog molekula unutar katalizatora i sklonost enzima ka auto-
lizi. Štaviše, molekuli enzima nisu dovoljno veliki da se izbegne njihovo ispiranje iz gela, pa 
imobilizacija ovog enzima inkluzijom u polimernu matricu je praćena smanjenjem katali-
tičke efikasnosti u uzastopnim hidrolitičkim ciklusima, kao posledica curenja enzima iz 
hidrogela. S druge strane, kovalentno vezivanje različitih enzima za čestice kalcijum-algi-
nata, npr. preko tzv. „višetačkastog kovalentnog vezivanja“ korišćenjem karbodiimida kao 
aktivirajućeg agensa, opisano je kao pogodan metod za postizanje stabilizacije nekoliko 
enzima kao što su β-galaktozidaza, acetilholinesteraza, α-amilaza i drugi.58–60 Iako enzimi 
kovalentno vezani za alginatne čestice nude neke posebno atraktivne prednosti za mnoge 
biološke primene, koliko nam je poznato, u literaturi ne postoje studije koje se odnose na 
kovalentnu imobilizaciju alkalaze na alginatnim mikronskim ili submikronskim česticama. 
Generalno, pored velike primene i značaja proteaza za modifikaciju proteina u prehrambe-
nim matrksima, kovalentna imobilizacija proteaza i njihova primena za katalizu hidrolitič-
kih reakcija u realnim sistemima hrane nije puno ispitivana, odnosno mnogo manje u pore-
đenju sa drugim enzimima.61 

Većina postojećih metoda imobilizacije enzima na ili unutar alginatnih čestica odnosi 
se na proizvodnju čestica veličine 100–2000 µm, dok se o submikronskim alginatnim česti-
cama može naći samo oskudna literatura. Za potrebe imobilizacije enzima, submikronske 
alginatne čestice (<1 µm) imaju brojne prednosti u odnosu na veće čestice i pružaju rešenje 
za generalno kontradiktorna pitanja u vezi sa optimizacijom sistema imobilizacije, kao što 
su mnogo veća mehanička čvrstoća, minimalno ograničenje difuzije, maksimalna površina 
po jedinici mase i mogućnost vezivanja veće količine enzima.62 Štaviše, mogu lako da pro-
tiču kroz uske prskalice i kanale koji bi bili blokirani većim česticama. Većina metoda opi-
sanih u literaturi za proizvodnju alginatnih nanočestica, nanoagregata i nanokapsula su 
komplikovane za izvođenje, često uključuju upotrebu različitih hemikalija (osim alginata i 
izvora jona Ca2+) i imaju ograničenu sposobnost kontrole veličine čestica (agregata genera-
cija). Pored toga, većina njih nije pogodna za dobijanje velikih količina čestica, što znači da 
nisu od velikog značaja za industrijsku primenu.63–66  

Hidrogelovi i nanomaterijali koji obezbeđuju veliku površinu, veliki broj funkcional-
nih grupa i druge prednosti nisu optimalni nosači u smislu reciklacije i ponovne upotrebe 
biokatalizatora jer se ne mogu izdvojiti iz reakcionog medijuma nakon reakcije korišćenjem 
uobičajenih operacija kao što su centrifugiranje ili filtracija. Međutim, primena magnetnih 
nanočestica može imati veliki potencijal u ovoj oblasti za olakšanu separaciju biokataliza-
tora iz reakcionog medijuma zbog olakšane magnetne separacije primenom spoljašnjeg 
magnetnog polja.67 

Kao magnetni materijal, nanočestice oksida gvožđa (magnetit) su uspešno korišćene 
ne samo za imobilizaciju enzima, već i u mnogim drugim oblastima kao što su odvajanje 
biohemijskih proizvoda i magnetski potpomognuta isporuka lekova.68 Mogu se modifiko-
vati funkcionalnim grupama ili neorganskim jedinjenjima da bi se dobio magnetni nosač 
koji ima veliki potencijal za imobilizaciju enzima.69 Međutim, magnetit ima neka 
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ograničenja u praktičnoj primeni, kao što su hemijska nestabilnost (lako oksiduju na vaz-
duhu), laka aglomeracija, problematična distribucija i sakupljanje.70 Integrisanje magnetita 
u druge materijale za stvaranje kompozitnih ili hibridnih materijala (npr. ugljenične nano-
cevi sa magnetitom, biopolimeri konjugovani sa magnetitom)71–73 ili oblaganje magnetita sa 
nekim polimerom (npr. alginat, poliakrilna kiselina, poli(vinil alkohol), polietilenimin, 
poli(izobutilen-alt-maleinski anhidrid) polietilenglikol, skrob, metoksipoli(etilenglikol)) su 
glavne strategije koje se koriste za rešavanje ovih nedostataka magnetita.74–78 U okviru ove 
doktorske disertacije sintetisaće se magnetne nanočestice obložene alginatom i ispitaće se 
njihov potencijal za imobilizaciju dva industrijski važna enzima. Navedene čestice kombi-
nuju prednosti obe vrste čestica (čestice gela i magnetita) i to: brzo odvajanje spoljnim mag-
netnim poljem i/ili gravitaciono taloženje zbog velike gustine, velika hemijska stabilnost 
posebno pri nižem pH vrednostima rastvora, pojačana aktivnost enzima i mogućnost pri-
mene velikog broja dostupnih metoda koje mogu da daju velike količine čestica pod blagim 
i jednostavnim uslovima pripreme.  

U ovom radu sintetizovana su dva tipa čestica kalcijum-alginata (mikronske i sub-
mikronske čestice). Submikronske čestice alginata su dobijene u ultrazvučnom uređaju koji 
koristi raspršivanje rastvora natrijum-alginata pomoću jedinice za raspršivanje ultrazvuč-
nog raspršivača. Nakon toga, alginatni aerosol se suši i zatim prenosi strujom vazduha u 
kolonu sa vlažnim zidovima, gde se odvija želiranje u rastvoru kalcijum-hlorida. Takav 
sistem ima dve novine u poređenju sa konvencionalnom ultrazvučnom raspršivanjem. Prva 
je sušenje aerosola, koje omogućava stvaranje funkcionalnih submikronskih čestica iz raz-
blaženih rastvora alginata. Naime, sušenje alginatne matrice dovodi do povećanja koncen-
tracije alginata i čvrstoće čestica. Još jedna novina je način sakupljanja čestica, pomoću ko-
lone sa vlažnim zidovima koji prevazilazi mnoge probleme, uključujući začepljenje kolone 
i formiranje aglomerata na ulazu i izlazu iz kolone koji nastaju kada alginat nije u obliku 
aerosola.  

Druga vrsta alginatnih čestica, mikročestica, koje su formulisane u ovom radu, dobi-
jena je metodom elektrostatičke ekstruzije koja se zasniva na procesu formiranja alginatnih 
kapljica pod uticajem elektrostatičkih sila.51,54 Od posebnog interesa je inkapsuliranje mag-
netita u čestice kalcijum-alginata, pošto je kovalentno vezivanje enzima za kalcijum-alginat 
korišćenjem karbodiimida kao aktivirajućeg agensa opisano kao pogodan metod za posti-
zanje stabilizacije i dobrih performansi nekoliko enzima uključujući alkalazu, β-galaktozi-
dazu, acetilholinesterazu, α-amilazu i druge.56–58,79 Na osnovu uvida u literaturu, u ovom 
radu će se prvi put ispitati peroksidaza kovalentno imobilisana na MAB česticama. Do sada, 
najbliži sistem ovom sistemu je onaj koji su dali Vasak (Wasak) sa saradnicima, koji su kori-
stili peroksidazu tipa DyP za imobilizaciju u alginatne feromagnetne čestice, ali su autori 
primenili fizičko zarobljavanje kao proceduru imobilizacije.80 

Sintetičke boje imaju složenu aromatičnu molekularnu strukturu i najmanje jednu 
hromofornu grupu koja poseduje obojenost i neophodna su u različitim značajnim indus-
trijama kao što su kožarska, papirna, kao i tekstilna industrija zbog svojih osobina bojenja.81 
Tekstilne boje su posebno jaki zagađivači zbog svoje visoke toksičnosti po životnu sredinu, 
kao i potencijalne toksičnosti koja je rezultat degradacije boja u ekosistemu.82 Iako sastav 
proizvoda razgradnje tekstilnih boja varira, tokom redukcije boja i njihovih međuproizvoda 
mogu nastati visoko mutagena ili kancerogena jedinjenja. Konzumacija vode kontaminirane 
bojom od strane ljudi može izazvati razne štetne zdravstvene efekte kao što su problemi sa 
disanjem, supresija imuniteta, poremećaji centralnog nervnog sistema, problemi u ponaša-
nju, alergijske reakcije, nekroza tkiva i infekcije kože i očiju.83 Ovi ekološki i zdravstveni 
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problemi povećali su interesovanje istraživača i industrije za pronalaženje efikasnih metoda 
za uklanjanje ili degradaciju velikih količina ovih zagađujućih efluenta iz otpadnih voda u 
kratkom vremenskom periodu bez stvaranja sekundarnog zagađenja.84 Različite metode 
uklanjanja boje ustanovljene su u bezbrojnim istraživačkim radovima koji tvrde da se razli-
čite boje mogu uspešno razgraditi postupcima, kao što su fizička adsorpcija, hemijska oksi-
dacija, hemijska koagulacija/taloženje, elektrohemijska oksidacija, ultra/nano filtracija, fo-
tokataliza i biološka anaerobna/aerobna degradacija i/ili konverzija.85–92 Međutim, postoji 
niz nedostataka tehnika sintetičkog uklanjanja boja koje se moraju savladati: generišu se 
velike količine aktivnog mulja koje zahtevaju pravilno skladištenje i tretman, visoka cena i 
mala efikasnost procesa. Sa druge strane, biološkim postupcima koji se zasnivaju na primeni 
enzima i mikroorganizama poput bioremedijacije otpadnih voda sintetičkih boja moguće je 
postići veliku učinkovitost u uklanjanju boja bez opasnosti stvaranja toksičnih proizvoda ili 
generisanje otpada. Biološki procesi su klasifikovani kao potpuno prirodne metode gde se 
organske boje pretvaraju u potpuno bezopasne krajnje proizvode.93 

U ovom radu, ispitana je izvodljivost kovalentne imobilizacije alkalaze na mikronske 
i submikronske čestice kalcijum-alginata, koje su aktivirane sa 1-etil-3-(3-dimetilaminopro-
pil)karbodiimidom (EDAC). Uslovi imobilizacije (koncentracija enzima, pH vrednost i mo-
laritet pufera, odnos mase EDAC/nosač, vreme tretmana EDAC-om i vreme imobilizacije) 
su optimizovani na osnovu prinosa imobilizacije, kapaciteta vezivanja enzima i aktivnosti 
imobilisanog enzima na alginatnim mikronskim i submikronskim česticama. Optimalno 
proizvedeni biokatalizatori su zatim korišćeni u industrijski važnim reakcijama, uključujući 
enzimsku hidrolizu proteina iz belanceta i soje. Dobijeni rezultati su upoređeni sa rezulta-
tima dobijenim pri hidrolizi sa slobodnom alkalazom. 

Drugi deo ove studije proizilazi iz potrebe da se razvije optimalni imobilisani bioka-
talizator sa peroksidazom iz rena (HRP-C), koji će imati najbolje karakteristike u pogledu 
prinosa imobilizacije, kapaciteta vezivanja enzima, mehaničke stabilnosti i aktivnosti imo-
bilisanog enzima. Potom su performanse razvijenog biokatalizatora testirane u industrijski 
važnim reakcijama; odnosno ispitan je njegov katalitički potencijal u uklanjanju dve antra-
hinonske boje, AB225 i AV109. Ove kisele antrahinonske boje, koje imaju široku upotrebu 
za bojenje i štampanje vune, poliamida, svile i mešanih vlakana, odabrane su kao modeli za 
ova ispitivanja kao glavna klasa obojenih zagađivača životne sredine zbog svoje visoke tok-
sičnosti i otpornosti na degradaciju i zato je važno ukloniti ih iz industrijskih efluenata pre 
nego što se isti ispuste u životnu sredinu.94
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I. TEORIJSKI DEO 

 

I.1. INDUSTRIJSKI ENZIMI 

 

U savremenoj nauci i tehnologiji, enzimi su postali ključni akteri u preoblikovanju 

industrijskih procesa, postavljajući temelje za razvoj napredne biotehnologije. Kao esenci-

jalni biokatalizatori, industrijski enzimi, poput proteaza i peroksidaza, omogućavaju razvoj 

održivih i efikasnih tehnoloških rešenja, pružajući alternativu tradicionalnim hemijskim 

metodama. Njihova sposobnost da deluju specifično i efikasno na širokom opsegu tempe-

ratura i pH vrednosti ih čini idealnim za različite industrijske aplikacije. Posebno, tehnika 

imobilizacije ovih enzima je otvorila nove mogućnosti za njihovu ponovljenu upotrebu i 

kontrolisanu aplikaciju u industrijskim procesima.95,96 

Proteaze, koje katalizuju razlaganje proteina na manje fragmente, kad su imobilisane, 

pokazuju poboljšanu termalnu stabilnost i otpornost na promenljive uslove okruženja, što 

je ključno u industrijskim primenama kao što su proizvodnja detergenata, hidroliza prote-

ina i razvoj terapeutskih agenasa u farmaciji. Ova karakteristika omogućava njihovu efika-

sniju upotrebu i smanjuje troškove proizvodnje.18 S druge strane, peroksidaze su instrumen-

talne u oksidaciji različitih supstrata, igrajući ključnu ulogu u ekološkom inženjeringu. Kada 

se imobilišu, postaju snažni alati u bioremedijaciji i obradi otpadnih voda, jer njihova imo-

bilizacija povećava otpornost enzima na inhibitore prisutne u industrijskim otpadima. 

Takva poboljšanja omogućavaju peroksidazama da efikasno razgrađuju toksične materije, 

što je ključno za ekološku održivost.97 

Bitno je postaviti teorijski i praktični okvir za dublje razumevanje uloge i potencijala 

ovih industrijskih enzima, kao i istražiti kako oni, posebno u imobilisanom obliku, mogu 

doprineti razvoju održivih i efikasnijih industrijskih procesa. 

 

I.1.1 PROTEAZE 

 

Proteaze su enzimi koji se prirodno pojavljuju u većini živih ćelija i obavljaju vitalne 

fiziološke funkcije kao što su aktivacija proenzima, koagulacija krvi posttranslaciona modi-

fikacija i inflamacija.98 Oni imaju centralnu funkciju u apsorpciji aminokiselina u ćelije 

hidrolizom proteina i u metabolisanju azota.99,100 One predstavljaju najistaknutiju porodica 

gena koja čini približno 2% našeg genoma.101 Međutim, većina proteaza početno proizvede-

nih u prirodi su neaktivni prekursori zvani proenzimi ili zimogeni koji sprečavaju neželjene 

proteolize. Oni prolaze kroz konformacione promene izazvane okolnom sredinom ili otcep-

ljuju aktivacioni segment da bi dobili aktivni oblik.22 

Proteaze se sastoje ne samo od jednog enzim, već takođe sadrže skup enzima (koji 

uključuje proteinaze, peptidaze i amidaze). Proteinaze učestvuju u hidrolizi celih protein-

skih molekula oslobađajući peptone i amino kiseline. Peptidaze izazivaju hidrolizu peptida 

i oslobađaju amino kiseline, dok amidaze katalizuju hidrolizu aminokiselina i oslobađaju 

amonijak.102,103 Molekulska masa proteaza je u opsegu 18-90 kDa.16 
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Danas većina enzima koji se koriste u industriji je hidrolitička i koristi se za razgradnju 

različitih prirodnih materijala. Zbog široke upotrebe u industriji mleka i deterdženata, pro-

teaze predstavljaju dominantni tip enzima.104 Štaviše, one su ekološki prihvatljive i obično 

imaju tendenciju da smanje nivo toksičnosti u atmosferi nakon upotrebe u industriji.105 

Zbog njihove mogućnosti da raskidaju peptidne veze u proteinima, proteaze predstav-

ljaju osnovne industrijske enzime sa širokom primenom u hemijskim i biohemijskim proce-

sima. Glavne prednosti korišćenja proteaza u industriji su aktivnost pri blagim uslovima 

reakcije, stereo-specifičnost, biorazgradljivost, mogućnost proizvodnje prirodnih proiz-

voda.18 Vrednost svetskog tržišta proteolitičkih enzima će se povećavati za  6,1% godišnje 

do 2024. godine. Očekuje se da će do 2024. godine ukupna vrednost prihoda na svetskom 

tržištu proteaza iznositi 3 milijarde USD.18  

 

I.1.1.1 Klasifikacija proteaza 

 

I.1.1.1.1 Klasifikacija proteaza na osnovu pH vrednosti 

 

Proteaze, kao i drugi enzimi, zavisne su od pH vrednosti rastvora. Stoga, na osnovu 

vrednosti pH mogu se klasifikovati kao kisele (pH vrednosti u opsegu 2-6), neutralne (pH 

vrednosti u opsegu 6-8) i bazne (pH vrednosti u opsegu 8-13).29,103 

 

I.1.1.1.2 Klasifikacija proteaza na osnovu aktivnog centra proteaze  

 

Proteaze koje pripadaju klasi hidrolaze (EC.3) su grupisane u podklasu peptidnih 

hidrolaza ili peptidaza (EC 3.4). Proteaze koje hidrolizuju spoljne peptidne veze (-NH2 ili -

COOH terminalne grupe supstrata) poznate su kao egzopeptidaze (EC 3.4.11–19), dok one 

koje hidrolizuju unutrašnje peptidne veze proteina su poznate kao endopeptidaze (EC 

3.4.21–99) .12,106  

Proteaze se mogu podeliti na osnovu strukture aktivnog mesta i mehanizma katalize 

na serinske proteaze, metalo-proteaze, aspartatne proteaze i cisteinske proteaze. 

 

I.1.1.1.2.1 Serinske proteaze 

 

Serinske proteaze imaju široku raznolikost u prirodi koja se javlja ne samo u carstvu 

ćelijskih organizama, već su prisutne i u mnogim virusnim genomima. Od poznatih 

proteolitičkih enzima, jedna trećina su serinske proteaze. To su generalno enzimi koji u ak-

tivnom centru imaju aminokiselinski ostatak serina i najčešće su endopeptidaze po mehani-

zmu delovanja, odnosno kod kojih se kidanje veze odvija u centralnom delu lanca. Neke od 

njih su egzopeptidaze, koje odvajaju aminokiseline sa krajeva polipeptidne sekvence. 

Njihovo ime potiče od ostatka Ser, koji je nukleofilan i nalazi se u aktivnom centru enzima. 

Intermedijer acil-enzima se formira reagovanjem serinskog ostatka sa karbonilnim krajem 

predstojeće peptidne veze supstrata. Njihova nukleofilna aktivnost se može prepisati 

kompleksu  Asp, His i Ser ostataka107,108
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I.1.1.1.2.2 Metalo-proteaze 

 

Metalo-proteaze su uglavnom endopeptidaze koje sadrže cink. Joni metala, prisutni 

u gljivama, kao što su kobalt, kalcijum i cink su uključeni u njihovu reaktivaciju. Većina 

gljivičnih i bakterijskih metaloproteaza poseduju enzime koji sadrže cink. Cink je potreban 

za njihovu enzimsku aktivnost, a kalcijum je neophodan za stabilizaciju strukture molekula. 

Ovi enzimi imaju optimalnu pH vrednost u rasponu 5-9 i osetljivi su na agense za heliranje 

metala kao što je EDTA, ali su neosetljivi na cisteinske ili sulfohidrilne inhibitore.109 

 

I.1.1.1.2.3 Aspartatne proteaze 

 

Asparatatne proteaze su dvokrake sa centralnim katalitičkim mestom, koje se sastoji 

od dva ostatka aspartata. Ove proteaze funkcionišu pri kiseloj vrednosti pH i nalaze se u 

životinjama, biljkama i mikroorganizmima. Aspartatne proteaze imaju afinitet prema hidro-

fobnim amino kiselinama u blizini dipeptidne veze. Najpoznatiji predstavnici su pepsin i 

renin, koji su životinjski stomačni enzimi.110–112 

 

I.1.1.1.2.4 Cisteinske (tiolske) proteaze 

 

Aktivno mesto ove klase proteaza se sastoji od ostataka cisteina. One imaju prirodno 

poreklo u prokariotskim i eukariotskim organizmima. Optimalne pH vrednosti za njihovu 

proteolitičku aktivnost su u rasponu  6-8, dok je optimalna temperatura 50–70 °C. Vodonik-

cijanid prikazuje posledičnu ulogu pri aktivaciji ovih enzima zahvaljujući regeneraciji -SH 

grupe. Ove proteaze mogu da se inhibiraju oksidirajućim agensima i pokažu osetljivost na 

sulfohidrilne agense npr. p-CMB, međutim one ostaju nepromenjene sa sredstvima za heli-

ranje metala.113 

 

I.1.1.1.2.5 Egzopeptidaze 

 

Egzopeptidaze katalizuju raskidanje karakterističnih peptidnih veza u blizini amino 

ili karboksilnih terminalnih grupa u supstratu. U zavisnosti od mesta delovanja (-NH2 ili -

COOH terminalne grupe supstrata), one su dodatno okarakterisani kao dve veće klase ami-

nopeptidaze i karboksipeptidaze.114,115 

 

I.1.1.1.2.5.1 Aminopeptidaze 

 

Aminopeptidaze oslobađaju tripeptidne, dipeptidne i pojedinačne aminokiselinske 

ostatke iz polipeptidnih lanaca sa slobodnom N-terminalnom grupom (slika 1). Nakon pre-

poznavanja, nastoje da uklone N-terminalni metionin koji bi mogao biti prisutan u protei-

nima, koji su heterologni po ekspresiji, ali se ne nalaze u mnogim prirodnim (zrelim) prote-

inima. Aminopeptidaze se javljaju u širokom opsegu mikrobnih sojeva, uključujući bakterije 

i gljivice.18 
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I.1.1.1.2.5.2 Karboksipeptidaze 

 

Karboksipeptidaze pokazuju svoje katalitičku aktivnost na slobodnom C terminalom 

kraju polimera aminokiselina uz oslobađanje dipeptida i pojedinačnih amino kiselina (slika 

2). One se primarno ne tretiraju kao endopeptidaze, jer ostavljaju aminokiselinu na ciljanom 

proteinu. Umesto toga, one su zaslužne za klanjanje ostataka dodatih na C-terminalnom 

kraju ciljanog proteina. Među metalo-karboksiproteazama, karboksipeptidaza tipa A 

prvenstveno uklanja bočni ili aromatični lanac i smanjuje veličinu enzima, dok se tip B uvodi 

u proces za osnovne amino kiseline.106 

 

Slika 2. Reakcija katalizovana karboksipeptidazom 

I.1.1.1.2.6 Endopeptidaze 

 

Endopeptidaze raskidaju peptidnu vezu na mestu unutar supstrata (slika 3). Pod uticajem 

određene funkcionalne grupe prisutne na aktivnom mestu, endopeptidaze su dalje 

podeljene na serinske, aspartatne, cisteinske i metalo-proteaze.114,116 

Slika 3. Reakcija katalizovana endopeptidazom 

Slika 1. Reakcija katalizovana aminopeptidazom 
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I.1.1.2 Izvori proteaza 

 

Proteze su neophodne za sve žive organizme i za njihov metabolizam. Postoje razli-

čiti izvori proteaza, kao što su biljke, gljive, životinje i mikroorganizmi.107 

 

I.1.1.2.1 Biljni izvori proteaza 

 

Korišćenje biljaka kao izvor proteaza zavisi od različitih faktora, kao što su pristu-

pačnost zemljištu namenjenom za uzgajanje biljaka i pogodnost  klimatskih uslova za uzgoj. 

Štaviše, za dobijanje proteaza iz biljaka je potrebno uložiti dosta vremena. Neke od dobro 

poznatih proteaza kao što su papain, bromelin i keratinaza su proizvedene iz biljnih 

izvora.114 Papain se proizvodi iz papaje (Carica papaya) i ima svojstva zgrušavanja mleka i 

digestije proteina pri širokom opsegu pH vrednosti. Bromelin je biljna proteaza koja se do-

bija iz lista, soka, stabljike i kore ananasa. Može efikasno kontrolisati rast tumorskih ćelija.117 

Keratinaze se proizvode od grupe biljaka koje se koriste za uklanjanje kose i vune iz kanali-

zacionih sistema.118 

 

I.1.1.2.2 Životinjski izvori proteaza 

 

Najpoznatiji enzimi izolovani iz životinjskih tkiva su tripsin, himotripsin, pepsin i 

renin. Iz creva životinja se izoluje tripsin, koji predstavlja enzim za varenje i odgovoran je 

za hidrolizu proteina iz hrane. Himotripsin se može naći u proizvodima koji se izlučuju iz 

pankreasa životinja. Prečišćeni himotripsin je skup enzim i koristi se u analitici i dijagnostici. 

Proteaza renet se proizvodi kao neaktivan prekursor u stomaku svih sisara. Uz pomoć pep-

sina se prevodi u aktivan oblik. Koristi se u mlečnoj industriji za dobijanje surutke. Pepsin 

je kisele prirode i nalazi se u stomaku skoro svih kičmenjaka.18 

 

I.1.1.2.3 Mikroorganizmi kao izvori proteaza 

 

U svetlu ograničenih kapaciteta životinjskih i biljnih proteaza da zadovolje rastuće 

zahteve globalnog industrijskog sektora, istraživači su usmerili fokus ka identifikaciji i 

eksploataciji mikrobnih izvora kao alternativnog rešenja.17 Proteaze koje su dostupne danas 

na tržištu se najčešće dobijaju iz mikroorganizama. Ovo je zbog  nekoliko razloga, kao što 

su visoka stopa proizvodnje, ograničeni zahtevi prostora za uzgoj, široka biohemijska raz-

novrsnost, laka genetska manipulacija i karakteristike koje ih čine prikladnim za biotehno-

lošku primenu.29,119,120 Proteaze izvedene iz mikroba čine oko 40% cele globalne prodaje 

enzima.121 Mikroorganizmi su odgovorni za proizvodnju intracelularnih i ekstracelularnih 

proteaza. Intracelularne proteaze su od vitalnog značaja za brojne metaboličke krajnje pro-

izvode ćelijskih procesa kao što su razlikovanje, okretanje proteina, sporulacija, prerada hor-

mona i proteina, uklanjanje nepotrebnih proteina, dok su ekstracelularne proteaze  važne 

za potrošnju i hidrolizu proteinskih hranljivih materija. Ekstracelularne proteaze imaju zna-

čajnu ulogu i različitu primenu u različitim industrijama.18 Proteaze su izolovane od razli-

čitih mikroorganizama kao što su gljivice, bakterije i kvasac.
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Proteaze dobijene iz mikrobnih sistema spadaju u tri tipa: kisele, neutralne i alkalne. 

Alkalne proteaze su efikasne pod alkalnim uslovima i sastoje se od serinskog ostatka u svom 

aktivnom mestu.122 Alkalne serinske proteaze imaju najveću primenu u bioindustriji. 

Alkalne proteaze su od posebnog značaja, jer su pogodnije za širok spektar primena, pošto 

poseduju visoku aktivnost i stabilnost u ekstremnim uslovima. Alkalne proteaze su poka-

zale svoju sposobnost da rade pri visokim pH vrednostima sredine, temperature i u prisus-

tvu inhibitornih jedinjenja.122–125 

 

I.1.1.2.3.1 Proteaze dobijene  iz bakterija 

 

Proteaze bakterijskog porekla, koje su alkalne po svojoj prirodi, igraju ekonomski 

značajnu ulogu u različitim sektorima industrije, uključujući kožarsku industriju, 

prehrambenu industriju, tekstilnu industriju, kao i u proizvodnji detergenata za veš, 

zahvaljujući svojim visokim katalitičkim aktivnostima i proizvodnim kapacitetima. 

Karakteriše ih povećana aktivnost u alkalnom opsegu pH vrednosti 8-12, uz optimalne 

temperature delovanja 50-70 °C.126 Neke od bakterija iz kojih se proizvode proteaze su 

Bacillus subtilis,127,128 B. alkaloophilus, B. amyloliquefaciens, B. clausii, B. halodurans, B. lentus, B. 

licheniformis,18,129 B. pumilus,130 B. circulans,131 i B. safensis.4 

 

I.1.2 ALKALAZA (EC 3.4.21.14) 

 

U kontekstu proteaza, alkalaza se smatra serinskom endopeptidazom koja pruža 

informacije o katalitičkoj strukturi poznatoj po klasičnoj katalitičkoj trijadi aminokiselina 

(Asp, His, Ser), budući da je serin jedna od njih. Ovaj enzim takođe raskida proteine u sre-

dini lanca aminokiselina.132,133 Prvobitno je dobijen od Bacillus subtilis i nazvan ,,Subtilisin 

Carlsberg’’ (slika 4). Otkrili su ga Linderstrom-Lang (Linderstrom-Lang) i Otesen (Ottesen), a 

prečistili Gtintelberg (Gtintelberg) i Otesen.134 Druge proteaze su proizvedene iz različitih 

sojeva B. subtilis. One su pokazale široku specifičnost i imaju optimum u alkalnoj sredini. 

Ovaj enzim se takođe naziva subtilisin A, subtilopeptidaza A, a od kada ga je lansirao Novozim 

(Novozymes), ,,Alkalaza’’(Alcalase®). Danas se ovaj enzim proizvodi polušaržnom submer-

znom fermentacijom pomoću B. licheniformis bakterije.135 Novozim je sredinom šezdesetih 

godina izbacio na tržište alkalazu kao prvu detergentsku proteazu, koja je korišćena kao 

sastavni deo formulacija sredstava za čišćenje. Kasnije su predložene i druge primene alka-

laze, kao dodatak u procesu degumiranja svilenih vlakana,136 ili enzimska modifikacija 

površine poliamida.137 

Primena pri proizvodnji i modifikaciji hrane je istaknuta 70-ih godina 20. veka u Ha-

lovom (Hale) izveštaju o primeni alkalaze u proizvodnji koncentrata ribljih proteina  katali-

zovanjem hidrolize.138 Komercijalna ‚‚Alcalase®” je registrovani zaštitni znak Novozim kor-

poracije i sastoji se od tečnog enzimskog preparata sastavljenog od oko 50% (w/w) glicerina, 

41% (w/w) vode i 9% (w/w) ekstrakta proteaze iz B. licheniformis. Njena aktivnost je izražena 

u Anson-ovim  jedinicama (AU), a najčešća vrednost aktivnost je ≥2,4 Ug-1 , koja je čistoće za 

upotrebu u prehrambenoj industriji, prema uslovima zajedničkog stručnog komiteta 

FAO/WHO za aditive u hrani (JECFA) i hemijskog kodeksa hrane (FCC).135 
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U kontekstu hidrolize peptidnih veza, položaji aminokiselina u supstratu u neposred-

noj blizini mesta hidrolize su konvencionalno označeni kao P1, P2, P3, itd., nalazeći se sa leve 

strane raskinute peptidne veze, dok su pozicije desno od mesta hidrolize označene kao P1’, 

P2’, P3’, itd. U skladu s pretpostavkom da prva aminokiselina u proteinskom lancu ima N-

terminalni kraj, a poslednja C-terminalni kraj, aminokiselina na poziciji P1 identifikuje se 

kao ona koja formira karboksilni kraj novonastalog fragmenta ili peptida nakon hidrolize. 

Analogno, aminokiselina na poziciji P1’ postaje novi N-terminalni kraj drugog oslobođenog 

fragmenta.118 

 

 

Slika 4. Subtilisin Carlsberg (Alkalaza) vezan za inhibitor (narandžasto). Katalitička Asp, 
His, Ser trijada (štapići) je vezana sa sedmostranim β-listovima u sendviču između dva 

sloja α-spirala 

Specifičnost alkalaze je opisana kao preferencijalna za veliki nenaelektrisani ostatak u 

P1, kada su druge specifičnosti već́ istaknute. Adamson (Adamson) i Rejnolds (Reynolds) su 

primetili raskidanje peptidnih veza kada su aminokiseline Glu, Met, Leu, Tyr, Lis i Gln pozi-

cionirane na P1, prvenstveno ako je Glu na P1 i još jedan hidrofobni ostatak na P2’ ili P3’.118 

Na ovaj način, alkalaza se može koristiti za dobijanje peptida sa hidrofobnim karakteristi-

kama. Zbog širokog spektra aminokiselina koje može da prepozna, reakcija hidrolize prote-

ina katalizovana alkalazom dovodi do obrazovanja velikog broja peptida kratkog lanca, od-

nosno male molekulske mase.135 

Ova izražena selektivnost i specifičnost enzima omogućavaju primenu alkalaze na ši-

rok spektar proteinskih supstrata, rezultirajući u visokom stepenu hidrolize proteina, bilo 

da se koristi samostalno ili u sinergiji sa drugim proteazama. Kada je Ahmadifard (Ahmadi-

fard) sa saradnicima izvršio poređenje između efikasnosti alkalaze, papaina i komercijalnog 

koktela koji sadrži tripsin, himotripsin i aminopeptidazu u enzimskoj hidrolizi koncentrata 



20 

 

proteina pirinčanih mekinja i proteina soje, rezultati su pokazali da je alkalaza pokazala 

veću sposobnost hidrolize (oko 10 puta veću od drugih ispitanih enzima).139 

Alkalaza je izuzetno stabilna pri umereno alkalnim pH vrednostima. To je učinilo ve-

oma adekvatnim enzimom za detergente.140 Međutim, nije tako stabilna u drugim opsezima 

pH vrednosti. Kompanija Novozim izveštava da se optimalna aktivnost može naći na pH 

vrednosti 10, maksimalna aktivnost na 70 °C i da enzim održava punu aktivnost na sobnoj 

temperaturi u opsegu pH vrednosti 5-11, sa značajnijim smanjenjem aktivnosti pri kiselijim 

pH vrednostima nego na više alkalnim pH vrednostima.141 Enzim je takođe prilično stabilan 

u organskoj sredini, što je omogućilo da se koristi u mnogim različitim reakcijama.142 Npr. 

u 2-metil-2-propanolu i etanolu, 50% početne aktivnosti je zadržano nakon 5 dana, a u terc-

amil alkoholu, alkalaza je ostala potpuno aktivna nedeljama. Međutim, u metanolu je samo 

50% početne aktivnosti zadržano nakon 35 min. Stabilnost se povećavala kako se polaritet 

ili dipolni moment rastvarača smanjivao.142 Čak i ako je enzim veoma stabilan, dalja stabili-

zacija može povećati opseg radnih uslova. 

 

I.1.3 ENZIMSKI TRETMAN PROTEINA HRANE 

 

Pored ključne uloge u procesu digestije, gde enzimi doprinose razgradnji proteina na 

aminokiseline, olakšavajući time njihovu apsorpciju, enzimi imaju značajnu funkciju u 

obradi i modifikaciji proteina unutar prehrambene industrije, posebno u pogledu izmene 

funkcionalnosti putem razlaganja kompleksnih proteinskih struktura. Tokom ovog procesa 

degradacije, veliki molekuli se razlažu, čime se otkrivaju funkcionalne amino grupe i hidro-

fobne regije, a istovremeno se redukuje molekulska težina rezultujućih proteinskih hidroli-

zata.143–147 Ove modifikacije su se pokazale bezbednim i smatraju se poželjnijim od neen-

zimskih tretmana. Funkcionalna svojstva hidrolizata u velikoj meri zavise od vrste korišće-

nog enzima, opterećenja (odnos enzim/supstrat), vremena reakcije, temperature i stepena 

hidrolize.143,146 Enzimska razgradnja polipeptida je selektivna i proizvodi minimalne ili ni-

kakve neželjene reakcije. I endo- i egzopeptidaze su korišćene za hidrolizu proteina u pobo-

ljšanju njihove funkcionalnosti. Endopeptidaze uključuju tripsin, himotripsin, pepsin, pan-

kreatin, aktinidin, bromelain, papain i alkalazu. Oni hidrolizuju peptidne veze unutar pro-

teinske sekvence tako što deluju na neterminalnu amino kiselinu (tj. imaju tendenciju da 

deluju dalje od -N/-C kraja). Egzopeptidaze (npr. karboksipeptidaza Y, aminopeptidaza M, 

Flevorzim), s druge strane, razbijaju peptidne veze na kraju manjih polipeptidnih lanaca ne 

više od tri ostatka od kraja. Za aktivnost egzopeptidaze potrebna je slobodna N-terminalna 

amino grupa ili C-terminalna karboksilna grupa ili oboje. Sinergistički efekat koktela 

enzima može biti potreban da bi modifikovani proteini imali bolja funkcionalna svojstva. 

Enzimi sa širom specifičnošću mogu hidrolizovati više peptidnih veza i izložiti nova mesta 

koja možda nisu bila dostupna specifičnijim enzimima.146 

Enzimi gastrointestinalnog porekla (npr. pepsin, tripsin, himozin, himotripsin, itd.) 

se široko koriste za razgradnju proteina do hidrolizata i peptida. Enzimi biljnog porekla za 

hranu kao što su aktinidin (iz kivija), bromelin (iz ananasa) i papain (iz papaje) takođe do-

bijaju na značaju u preradi hrane. Međutim, za upotrebu u industrijskom obimu, proteoli-

tički enzimi iz bakterija mlečne kiseline su predloženi kao održivija opcija, bolja za scale-

up.148 Kod svih navedenih enzima, stepen enzimske modifikacije zavisi od supstrata i 
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koncentracije, specifičnosti i tipa (endo- ili egzoproteaza) enzima, stanja polaznog materijala 

(osnovni ili denaturisani protein), trajanja tretmana, jonske snage, pH vrednosti i tempera-

ture. Prekomerna i nekontrolisana hidroliza može dovesti do oslobađanja peptida gorkog i 

neprijatnog ukusa, koji su nepoželjni i mogu smanjiti prihvatljivost prehrambenih proiz-

voda koji sadrže proteine potrošačima..  

Enzimski tretman deamidazom ili transglutaminazama korišćen je za poboljšanje ras-

tvorljivosti i drugih funkcionalnih svojstava proteina hrane.149 Ovi tretmani povećavaju na-

elektrisanje proteina, što zauzvrat povećava njegovu hidrofilnost i elektrostatičku odbojnost 

između lanaca specifičnih proteina kao što su glijadini, uzrokujući da se istežu u rastvoru i 

stvaraju rastvorljiv proizvod. Dodavanje askorbinske kiseline stvara jone negativnog nae-

lektrisanja, koji stupaju u interakciju sa pozitivno naelektrisanim proteinima. Smanjenje e-

lektrostatičkog odbijanja generalno poboljšava hidrofobne interakcije. Povećanje nekova-

lentnih interakcija može rezultirati većom tendencijom stvaranja nerastvorljivih proteinskih 

agregata, čime se smanjuje rastvorljivost. Međutim, polimerizacija proteina koju katalizuju 

mikrobna transglutaminaza (MTG) dovodi do povećanja njihovog neto negativnog nae-

lektrisanja, što favorizuje disocijaciju proteinskih agregata, čime se povećava rastvorljivost. 

Poboljšana rastvorljivost proteinskih hidrolizata je posledica smanjenja veličine pep-

tida i povećane dostupnosti jonizujućih grupa. Delimična hidroliza proteina ovsa značajno 

je poboljšala kapacitet zadržavanja vode (WHC), snagu gela i tvrdoću uporedivu sa gelom 

od belanaca. Enzimi su modulirali ravnotežu između sile elektrostatičkog odbijanja i hidro-

fobne privlačne sile među polipeptidnim lancima tokom procesa želiranja. U kontekstu 

ekstenzivne hidrolize, ovaj proces rezultira stvaranjem peptida niske molekulske težine, 

koji potencijalno gube sposobnost da se agregiraju i formiraju čvrstu umreženu strukturu. 

Specifični rezultati istraživanja na hidrolizovanom proteinu graška ukazuju da je, u pore-

đenju sa dva evaluirana enzima (tripsin i alkalaza), hidrolitička obrada tripsinom rezultirala 

poboljšanjem funkcionalnih svojstava proteina graška, verovatno usled ograničenije hidro-

lize u odnosu na tretman sa kombinacijom mikrobnih enzima.150 

 

I.1.3.1 Enzimska hidroliza proteina 

 

Hidroliza proteina predstavlja raskidanje peptidne veze, pri čemu nastaju kraći ili 

duži peptidni lanci i/ili aminokiseline. Ovim postupkom dolazi do denaturacije proteina, 

odnosno protein gubi svoju nativnu strukturu i razvija se iz kvaternarne strukture reverzi-

bilno ili ireverzibilno. Enzimska hidroliza je proces koji se izvodi pri blagim reakcionim 

uslovima, lako se kontroliše i omogućava dobijanje proizvoda sa željenim svojstvima. Ta-

kođe, ona dovodi do promene veličine molekula i promene hidrofobnosti proteina, kao i do 

promene polarnosti i jonizujućih grupa proteinskih hidrolizata, što direktno utiče na funk-

cionalne osobine dobijenih hidrolizata.151 

Rastvorljivost, penjenje, želiranje i emulgaciona svojstva hidrolizata proteina zavise 

od specifičnosti samog enzima i stepena hidrolize (DH). Međutim, upotreba enzima dovodi 

do povećanja troškova samog procesa, pa se pribegava korišćenju jeftinih sirovina i sup-

strata.152 Pravilna selekcija enzima je ključna za osiguravanje optimalne biološke aktivnosti 

rezultirajućih hidrolizata. Enzimske tehnike su prepoznate kao ,,zelenim tehnologijama’’ u 

biotehnologiji, a distinktivna karakteristika enzima leži u njihovoj sposobnosti da razlikuju 
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specifične grupe unutar molekula, čime se postiže regiospecifičnost. Pored toga, njihova 

sposobnost da razlikuju enantiomerne forme čini ih stereospecifičnim. Među enzimima, 

hidrolitički enzimi su ekonomski najpovoljniji, budući da ne zahtevaju ko-faktore za svoje 

delovanje. Njihova primena u prehrambenoj industriji je već dobro uspostavljena i široko 

dokumentovana.153 

Za postizanje proteinskih hidrolizata s ciljanim karakteristikama putem enzimske 

hidrolize, ključno je temeljito razumevanje mehanizma ove hidrolitičke reakcije. Specifič-

nost određenih proteaza može varirati od stroge specifičnosti prema određenim aminokise-

linama koje su uključene u formiranje peptidnih veza, do manje striktne specifičnosti kod 

drugih proteaza. Kao rezultat, enzimske reakcije hidrolize koje katalizuju proteaze obuhva-

taju tri uzastopna koraka koji se odvijaju tokom procesa hidrolize, a to su:154 

I. formiranje kompleksa između osnovnog peptida i enzima, poznatog kao Mihaelisov 

kompleks;  

II. hidroliza peptidne veze prilikom koje se oslobađa jedan ili dva peptida i  

III. nukleofilni napad na ostatak Mihaelisovog kompleksa u cilju oslobađanja drugih 

peptida i reciklacije slobodnog enzima.  

Enzimskom hidrolizom peptidnih veza povećava se broj jonizujućih grupa (-NH3+ i 

-COO-), koji je praćen povećanjem hidrofobnosti molekula i ukupnog naelektrisanja, a upo-

redo i smanjenjem molekulske mase peptida i strukturnim promenama unutar molekula 

proteina.155 Nakon dodatka enzima u reakcionu smešu molekula proteina, dolazi do formi-

ranja enzim-supstrat kompleksa koji može da disosuje i dovede do formiranja slobodnog 

enzima i supstrata ili slobodnog enzima i proizvoda reakcije.156 Generalno prihvaćen meha-

nizam enzimske hidrolize proteina proteazama zasniva se na činjenici da je disocijacija Mi-

haelisovog kompleksa na slobodan enzim i proizvod reakcije, stupanj koji kontroliše u-

kupnu brzinu reakcije hidrolize.  

Proces hidrolize proteina inicira se kada se peptidne veze supstrata translociraju na 

aktivno mesto enzima, zahtevajući da enzimski protein bude u konformacionom stanju po-

godnom za katalizu. Održavanje katalitički aktivne konformacije enzima zahteva pažljivo 

podešavanje reakcionog medijuma na optimalne pH vrednosti i temperature. S obzirom na 

to da temperatura utiče na pH vrednost rastvora, neophodno je prvo prilagoditi tempera-

turu rastvora pre podešavanja njegovog nivoa pH vrednosti.157 Postoje dva pristupa pri-

premi supstrata za enzimsku hidrolizu: jedan uključuje disperziju proteinskog materijala u 

vodi, sa naknadnim podešavanjem pH vrednosti, dok drugi koristi rastvor pufera na želje-

noj pH vrednosti.158 Prva metoda, primena vodenog rastvora, omogućava kontinuirano pra-

ćenje reakcije kroz dodavanje hidroksida za održavanje željenog pH nivoa. S druge strane, 

puferska metoda ograničava fluktuacije pH vrednosti, ali nije pogodna za kvantitativnu 

procenu stepena enzimske katalize putem zapremine dodatog alkalnog rastvora. Takođe, 

puferska metoda ne pruža jasne indikacije o završetku proteolize, budući da se tokom reak-

cije javljaju minimalne promene pH vrednosti. Nasuprot tome, vodeni sistem omogućava 

preciznije određivanje kraja reakcije, jer se promena pH vrednosti smanjuje i zaustavlja kada 

enzimska reakcija prestane, odnosno kada više nema hidrolize proteina. 

Hidrolitička degradacija proteina karakteristično uključuje oslobađanje H+ jona, što 

dovodi do progresivnog akumuliranja kiselosti i smanjenja pH vrednosti reakcione smeše 

tokom vremena. Ovo smanjenje pH vrednosti može negativno uticati na aktivnost proteaza, 
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potencijalno dovodeći do njihove inaktivacije. Stoga, kako bi se održale optimalne brzine 

hidrolize, esencijalno je neutralisati akumulirane H+ jone i time održavati pH vrednost re-

akcione smeše unutar optimalnog opsega. Uobičajeni postupak u ovom kontekstu uključuje 

dodavanje odgovarajuće baze, tipično natrijum-hidroksida (NaOH), kako bi se neutralisali 

oslobođeni H+ joni i pH vrednost efikasno vratila na optimalni nivo ili na izvornu vred-

nost.159–161 Neželjeni efekat dodavanja NaOH tokom proteolize je prisustvo visokog nivoa 

ostatka (natrijuma) u finalnom proizvodu proteinskog hidrolizata.162 Međutim, ako pad pH 

vrednosti nije značajan ili proteaza ima širok opseg pH aktivnosti, onda dodavanje NaOH 

možda neće biti potrebno.  

Kada se hidroliza proteina završi ili se postigne odgovarajući stepen hidrolize, reak-

cija se može zaustaviti korišćenjem različitih metoda: 

I. reakciona smeša se podešava na nivo pH vrednosti gde je enzim neaktivan. Za većinu 

proteaza, ovo znači podešavanje na pH vrednosti 4–5 pošto je aktivnost obično izvan 

ovog pH opsega.160 Za biljne proteine podešavanje pH vrednosti u opsegu 4–6, ima 

prednost taloženja nesvarenih proteinskih molekula, što poboljšava odvajanje ras-

tvorljivih peptida tokom naknadnog centrifugiranja da bi se dobio supernatant bogat 

peptidima.  

II. reakciona smeša se drži (5-20 min) na nivou temperature koji će denaturisati prote-

azu i zaustaviti enzimsku aktivnost, obično iznad 80 °C za većinu enzima. Inaktiva-

cija proteaze je zavisna od temperature i može se izvršiti sa ili bez pH inaktiva-

cije.160,163,164 

III. reakciona smeša se može čuvati na niskim temperaturama (obično manje od -20 °C), 

što takođe zaustavlja enzimsku reakciju. Nedostatak metode zamrzavanja je u tome 

što ako reakcija još nije završena na odabranoj krajnjoj tački, enzim se može ponovo 

aktivirati kada se odmrzne pod povoljnim uslovima.  

Kada se postigne krajnja tačka ili se enzimska reakcija završi, reakciona smeša se za-

tim centrifugira da bi se izolovao supernatant gde su peptidi podeljeni; talog se obično odba-

cuje. U zavisnosti od eksperimenata, supernatant se može osušiti zamrzavanjem kao hidro-

lizat proteina ili podvrgnuti protokolima frakcionisanja peptida. Hidroliza proteina se može 

postići sa jednim enzimom ili kombinacijom dva ili više enzima.165 U tabeli 1 su prikazani 

problemi koji se javljaju prilikom enzimske hidrolize proteina. 

 

I.1.3.1.1 Hidroliza proteina jednim enzimom 

 

Hidroliza proteina jednim enzimom predstavlja najčešći pristup koji se koristi u pro-

izvodnji hidrolizata proteina hrane. U ovoj metodi, protein koji se hidrolizuje se prilagođava 

temperaturi i pH vrednostima koji omogućavaju optimalnu i dugotrajnu katalizu protea-

zom (slika 5). Tipični reakcioni uslovi za različite enzime prikazani su u tabeli 2. 
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Može se izabrati jedna krajnja tačka gde će se enzimska reakcija zaustaviti da bi se 

izolovali digestirani peptidi ili se alikvot smeše za varenje može ukloniti u unapred određe-

nim vremenskim intervalima kao sredstvo za praćenje katalitičke brzine.160,167 Po završetku 

enzimske reakcije, stepen hidrolize, koji predstavlja procenat ukupnog broja prekinutih 

peptidnih veza, može se izračunati pomoću nekoliko metoda. 

 

Tabela 1. Problemi koji se javljaju prilikom enzimske hidrolize proteina166 

Problem Uzrok Rešenje problema 

Gorčina hidrolizata 

Reakcija hidrolize nije  
optimizovana sa aspekta stepena 

hidrolize i/ili izbora enzima 
 

Previše jak termički tretman 
 
 

Preveliko zadržavanje na visokoj 
temperaturi 

Izabrati odgovarajući enzim i  
podesiti stepen hidrolize da ne bude 

ni suviše mali ni suviše veliki 
 

Zameniti termičke tretmane  
netermičkim postupcima 

 
Smanjiti dugo tretiranje na visokoj 

temperaturi naročito ako je  
proizvod koncentrovan 

Hidrolizati nemaju ukus Infekcija u toku obrade 

Proveriti kvalitet supstrata i/ili 
smanjiti vreme procesa u kome je 

moguć ́ rast mikroba. Druga 
mogućnost je pasterizacija ili  

dodatak soli. 

Spora hidroliza 

Temperatura izvan kontrole 
 
 

Mala količina enzima 
 

Gubitak aktivnosti enzima usled 
neadekvatnog čuvanja 

 

 
 

Razblaženje enzima vodom pre u-
potrebe 

 
 
 

Inhibitor proteaza u supstratu 
 
 
 
 

Koncentracija proteina drugačija 
od očekivane 

Proveriti temperaturu upotrebom 
drugog termometra 

 
Povećati količinu enzima 

 
Proveriti način čuvanja, rok  

trajanja  i aktivnost enzima sta-
ndardnom metodom sa azokazei-

nom 
 

Enzim je stabilan samo u  
originalnoj formulaciji, stoga ga ne 

treba razblaživati 
 

Eliminisati inhibitore termičkom de-
naturacijom ili nekim drugim  

fizičkim predtretmanom 
 

Proveriti koncentraciju i ako je 
potrebno podesiti je dodatkom  

rastvora NaOH ili NaCl 
Proveriti pH vrednost i podesiti na  

odgovarajuću 
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Tabela 2. Najčešće korišćene proteaze sa optimalnim uslovima za hidrolizu proteina 

Proteaza Optimalna pH vrednost Optimalna temperatura (°C) 

Alkalaza 
Tripsin 

Himotripsin 
Pepsin 

Pankreatin 
Flevorzim 

Papain 
Neutraza 
Protamex 
Pronaza 

Ficin 
Bromelain 

Alkalna proteaza 
Validaza 

 

Savinaza 

8,0–9,5 
7,0–8,0 
7,0–8,0 

2,0 
7,0–8,0 
6,0–7,0 
6,5–7,0 
6,5–7,0 

7,0 
7,0–8,0 

7,0 
7,0 

10,0 
7,0 
8,0 

50–60 
37–50 
37–50 
37–50 
37–50 
50–60 
40–70 
50–60 

50 
37–40 

37 
40–50 

55 
55 
40 

 

 
Slika 5. Tipičan dijagram toka hidrolize sa jednim enzimom165 
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U tabeli 3 su prikazane najčešće metode koje se koriste za enzimsku hidrolizu prote-

ina sa svojim prednostima i manama.165 

 

Tabela 3. Najčešće metode koje se koriste za praćenje enzimske hidrolize proteina sa 
svojim prednostima i manama166 

Metoda Prednost Mana 

pH-stat 

Praćenje u realnom 
vremenu 

Ne utiče na denaturaciju 
proteina 

Brza metoda 
Nema derivatizaciju 

Preciznost zavisi od vrste enzima 
Egzoproteaze daju lošu procenu 

DH 
Odnos potrošnje baze i DH nije 

precizan 
za sve proteine 

Samo za alkalne reakcione smeše 

TNBS 
Generalno tačna i precizna 

Brza derivatizacija 

Nemogućnost praćenja u realnom 
vremenu 

Samo za rastvorljive uzorke 
Toksično jedinjenje 

Interferira sa ostacima lizina 
Zahteva korak derivatizacije 
Netačna za proteine bogate 

prolinom 

OPA 

Brza derivatizacija 
Praćenje u realnom vre-

menu 
 

Neprecizna za proteine bogate 
cisteinomi/ili prolinom 

Samo za rastvorljive uzorke 
Interferira sa ostacima lizina 
Zahteva korak derivatizacije 

TCA Brza metoda 
Određuje rastvoreni azot, pre 

nego stepen hidrolize 

Formol 
titracija 

Brza metoda 
Praćenje u realnom vre-

menu 

Indirektna i direktna metoda ne 
daju 

različite rezultate 
Promenljivi rezultati 

 

U prvoj metodi (pH-stat), količina potrošenog alkalnog rastvora (tj. koja se koristi za 

podešavanje pH vrednosti) se uključuje u standardnu jednačinu na sledeći način: 

𝑫𝑯(%) = 𝑩 × 𝑵𝒃 ×
𝟏

𝜶
×

𝟏

𝑴𝑷
×

𝟏

𝒉𝒕𝒐𝒕
× 𝟏𝟎𝟎   (1) 

gde je: 

B – potrošena količina alkalnog rastvora (L) 

Nb – normalitet baze 

α – prosečan stepen disocijacije α-NH2 grupe 

MP – masa proteina (kg) 

htot – ukupan broj peptidnih veza u proteinskom supstratu (meq g-1proteina) 
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Stepen disocijacije: 

𝜶 =
𝟏𝟎𝒑𝑯−𝒑𝑲

𝟏+𝟏𝟎𝒑𝑯−𝒑𝑲
     (2)  

gde je pK prosečna pK vrednost α-amino grupa oslobođenih tokom hidrolize.168 

Druga metoda je kolorimetrijska i koristi vezivanje određenih jedinjenja za slobodne 

amino grupe; intenzitet boje je direktno proporcionalan broju slobodnih amino grupa. Vred-

nost apsorpcije se zatim konvertuje u kvantitativne vrednosti korišćenjem standardne krive 

pripremljene sa slobodnom aminokiselinom, obično leucinom. DH se izračunava kao pro-

centualni odnos vrednosti hidrolizata prema vrednosti celog proteina. Da bi se dobile u-

kupne slobodne amino grupe, ceo protein se digestira u aminokiseline i koristi za kolorime-

trijski test. Najčešće kolorimetrijske metode uključuju upotrebu trinitrobenzensulfonske ki-

seline (TNBS) i ortoftaldialdehida (OPA).169,170 

TNBS metoda je u osnovi spektrofotometrijski test hromofora nastalog reakcijom 

TNBS-a sa primarnim aminima. TNBS kiselina reaguje se aminokiselinama u neprotonova-

nom obliku dajući proizvod žutog obojenja (slika 6).  

Slika 6. Reakcija TNBS kiseline sa primarnim aminom 

Reakcija se odvija u blago alkalnim uslovima i sa snižavanjem pH vrednosti  se prekida. 

Stepen hidrolize (DH) se izračunava prema jednačini: 

DH (%) =
𝒉

𝒉tot
× 𝟏𝟎𝟎      (4) 

gde su: h - broj ekvivalentnih peptidnih veza hidrolizovanih u trenutku t, htot - ukupan broj 

peptidnih veza u proteinskom supstratu u mmol g-1proteina (meq g-1proteina). 

Treća metoda koristi rastvorljivost peptida u trihlorsirćetnoj kiselini (TCA). U najo-

bičnijoj varijanti, zapremina vodenog rastvora hidrolizata proteina je rastvorena u jednakoj 

zapremini od 20% TCA nakon čega sledi centrifugiranje.171 Količina peptida u TCA super-

natantu se zatim određuje i izražava kao procenat ukupne težine proteina u hidrolizatu. 

Nedostatak TCA metode je što je početni uzorak (hidrolizat) već digestiran i sadrži visok 

sadržaj rastvorljivih peptida; stoga se dobijaju veće vrednosti DH nego kod TNBS i OPA 

metoda.  

Glavni faktori koji utiču na stepen hidrolize proteina jesu:  

• odnos enzima i supstrata,  

• temperatura na kojoj se odigrava reakcije hidrolize,  

• pH vrednost rastvora u kome se izvodi reakcija i  

• vreme trajanja reakcije hidrolize.
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I.1.3.1.1.1 Odnos enzima i supstrata 

 

Kako je početna brzina reakcije hidrolize proporcionalna koncentraciji enzima, po-

većanje brzine reakcije se može postići povećanjem koncentracije enzima, pri čemu po-

većanje stepena hidrolize u tačno definisanom vremenskom intervalu prati trend krive hi-

perbole. Povećanje količine proteaze utiče na raskidanje većeg broja peptidnih veza sup-

strata što pozitivno utiče na sam tok reakcije hidrolize, a praćeno je i naknadnim po-

većanjem rastvorljivosti proteina.172 Generalno, u određenom intervalu količine proteaze, 

stepen hidrolize je proporcionalan količini enzima. Potrebno je naglasiti da prevelika kon-

centracija enzima negativno utiče na tok reakcije hidrolize, dovodeći do smanjenja stepena 

hidrolize. U početku reakcije, sa povećanjem količine enzima dolazi do naglog povećanja 

brzine reakcije, sve do momenta kada svi molekuli supstrata budu zasićeni enzimom i tada 

dolazi do smanjenja brzine reakcije hidrolize.173 Takođe, jedan od mogućih razloga smanje-

nja brzine reakcije hidrolize jeste inhibicija enzima peptidima nastalim tokom hidrolize.174 

Moguća inhibicija reakcije hidrolize može biti posledica prisustva proizvoda reakcije 

(nastali peptidi) ili hidrolize svih dostupnih peptidnih veza supstrata. Kako je prevelika 

koncentracija rastvorljivih peptida nepovoljna sa aspekta brzine enzimske reakcije hidro-

lize, poželjno je ukloniti nastale peptide iz reakcione smeše kako bi došlo do povećanja 

brzine reakcije.175 

 

I.1.3.1.1.2 Temperatura reakcije  

 

Povećanje temperature reakcije dovodi do povećanja brzine reakcije hidrolize, jer se 

učestalost sudara molekula enzima i supstrata povećava i dolazi do povećanja broja efek-

tivnih sudara i dostizanja minimalne energije potrebne za odvijanje reakcije. Dostizanjem 

odgovarajućeg sadržaja energije veliki broj molekula može efikasno reagovati dajući proiz-

vode reakcije (peptide). Ipak, preterano povećanje temperature negativno utiče na brzinu 

reakcije hidrolize, dovodeći do denaturacije enzima. Postoji optimalna temperatura na kojoj 

je aktivnost enzima maksimalna, a iznad koje aktivnost enzima naglo opada. Za proteine 

koji su veoma osetljivi na termičku denaturaciju, početno povećanje temperature reakcije 

dovodi do tzv. odmotavanja molekula proteina i izlaganja peptidnih veza iz unutrašnjosti 

molekula proteina molekulima enzima. Dalje povećanje temperature utiče na uspostavljanje 

hidrofobnih interakcija koje dovode do agregacije molekula proteina utičući tako na spre-

čavanje dalje hidrolize dostupnih peptidnih veza. Dva glavna uticaja temperature na brzinu 

reakcije hidrolize jesu povećanje brzine hidrolize i povećanje stope denaturacije enzima.172 

Kako bi uopšte došlo do hidrolize proteina, moraju se postići efikasni sudari između 

enzima i proteina koji bi doveli do vezivanja proteina za aktivno mesto enzima. Sa po-

većanjem temperature povećava se učestalost sudara u jedinici vremena, pa se i brzina re-

akcije povećava u okviru dozvoljenih granica. Isto tako, povećanje temperature reakcije do-

vodi do povećanja unutrašnje energije molekula koja uključuje translatornu energiju, ener-

giju rotacije i vibracije molekula, kao i energiju hemijskih veza i energiju međumolekulskih 

interakcija. Ako je unutrašnja energija proteina prilično velika, može doći do raskidanja veza 

koje učestvuju u održavanju trodimenzionalne strukture proteina, a samim tim i do ter-

mičke denaturacije proteina. Stoga, previše visoka temperature može uticati na smanjenje 
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brzine reakcije hidrolize koje može biti objašnjeno denaturacijom i/ili deaktivacijom enzima 

ili supstrata.176 

 

I.1.3.1.1.3 pH vrednosti reakcije  

 

Uticaj pH vrednosti na kojoj se odigrava enzimska reakcija hidrolize proteina je kru-

cijalan faktor i zavisi od prirode enzima i supstrata. Promena pH vrednosti utiče na raspo-

delu naelektrisanja i konformaciju molekula enzima i supstrata, a takođe je bitna kako ne bi 

došlo do ireverzibilne denaturacije enzima u ekstremno kiselim i alkalnim sredinama koja 

je praćena gubitkom njihove aktivnosti.177,178 Isto tako, pH vrednost utiče na jonizaciju grupa 

koje učestvuju u održavanju odgovarajuće konformacije aktivnog centra enzima, vezivanje 

supstrata za enzim i konverziju supstrata u proizvod.178 Ove grupe su locirane u unutraš-

njosti kiselih i baznih aminokiselinskih ostataka. Ekstremne pH vrednosti imaju štetan uticaj 

na proteine i peptide. Poznato je da se mnogi proteini odmotavaju na pH vrednostima ma-

njim od 5 ili većim od 10, što je uglavnom posledica toga što uvijeni proteini (ili oligopeptidi) 

poseduju sakrivene grupe (nejonizovane) unutar svoje strukture koje mogu biti jonizovane 

jedino nakon odmotavanja proteina.104 Takođe, ekstremno velike pH vrednosti mogu dove-

sti do raskidanja jonskih mostova između jonizujućih grupa. Iz svega navedenog, zaključuje 

se da je optimalna pH vrednost karakteristika svakog enzima i neophodno je izvođene 

enzimske reakcije upravo na odgovarajućoj pH vrednosti za dati enzim. 

 

I.1.3.1.1.4 Vreme trajanja reakcije hidrolize  

 

Kriva hidrolize u funkciji vremena je obično definisana sa dve faze, početnom brzom 

fazom i sporom, opadajućom fazom, kada je količina supstrata u sistemu smanjena. Tokom 

prve faze dolazi do hidrolize polipeptidnih lanaca, dok je druga faza karakteristična po 

hidrolizi manjih peptida. Sa vremenom se brzina reakcije smanjuje što može biti posledica 

smanjenja aktivnosti enzima, zasićenja enzima supstratom ili inhibicije enzima proizvodom 

reakcije.175 Takođe, smanjenje brzine reakcije tokom vremena objašnjava se deaktivacijom 

enzima ili inhibicijom enzima.179 Postoje dva uopštena mehanizma hidrolize proteina, od 

kojih je prvi poznat po tome da dovodi do sekvencionalnog oslobađanja jednog peptida u 

određenom vremenskom intervalu (na engl. one by one mechanism), dok je za drugi karak-

teristično formiranje intermedijera koji se naknadno hidrolizuje (na engl. zipper 

mechanism).179,180 Vreme trajanja reakcije hidrolize je bitno i sa aspekta isplativosti procesa 

prilikom njegove implementacije u prehrambenoj industriji. Povećanje vremena hidrolize u 

cilju neznatnog povećanja stepena hidrolize nije ekonomski opravdano, jer utiče na po-

većanje kapitalnih i operativnih troškova proizvodnje. Stoga se preporučuje da se procesi 

bazirani na hidrolizi proteina iz različitih izvora izvode u reaktorima manjih zapremina i 

budu vremenski kraći, jer se na taj način smanjuju ukupni troškovi proizvodnje i omogu-

ćava isplativa proizvodnja. 

 

I.1.4 STRUKTURA I HEMIJA PROTEINA HRANE 
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Proteini se sastoje od dugih lanaca aminokiselinskih ostataka koji se savijaju u jedin-

stvene strukture. Ovi nabori uključuju jednu ili više specifičnih prostornih konformacija vo-

đenih brojnim kovalentnim i nekovalentnim interakcijama (npr. vodonične veze, jonske 

interakcije, van der Waals-ove sile, hidrofobno pakovanje, mostovi soli, disulfidna veza i 

posttranslacione modifikacije). Proteini se mogu opisati kao linearni niz aminokiselina (pri-

marna struktura), lokalne strukture koje se redovno ponavljaju (sekundarna struktura npr. 

α-heliks i β-lanac/listovi), složeno i nepravilno savijanje peptidnog lanca u tri dimenzije, tj., 

geometrijski oblik koji protein poprima (tercijarna struktura) i klaster proteinskih molekula 

ili polipeptidnih lanaca (kvaternarna struktura). Primarna struktura generalno ostaje nepro-

menjena tokom denaturacije proteina, ali promene u sekundarnim i tercijarnim strukturama 

povećavaju interakcije proteina i favorizuju agregaciju usled izlaganja hidrofobnih amino 

kiselina površini proteina.181 

Proteini se takođe mogu samopodružiti, da formiraju dimere i oligomere višeg reda. 

U zavisnosti od pH vrednosti, jonske snage i intermolekularne interakcije (odbojne ili pri-

vlačne sile) proteini mogu postojati u različitim oblicima (monomer, dimer, trimer, itd.) u 

vodenom rastvoru. Osnovno naelektrisanje proteina može biti pozitivno ili negativno na 

osnovu pH vrednosti mreže koja okružuje protein i relativnog obilja naelektrisanja na ter-

minalnim amino (-NH2) i karboksilnim (-COOH) grupama ili drugim naelektrisanim gru-

pama na bočnim lancima aminokiselina. Na izoelektričnoj tački (pI) proteina se primećuje 

osnovno naelektrisanje jednako nuli. Hemijska svojstva kao što su vrste aminokiselinskih 

grupa, hidrofobnost, hidrofilnost, elektrostatičke interakcije i vodonične veze takođe utiču 

na povezivanje i savijanje proteina. Unutrašnji i spoljašnji faktori kao što su koncentracija 

proteina, sastav okolnog rastvora i kontakt, itd. utiču na funkcionalna svojstva proteina.182–

186 

Proteini se takođe klasifikuju kao globularni, membranski ili vlaknasti. Od njih su 

samo globularni proteini rastvorljivi i stoga su od najvećeg značaja za određivanje funkcio-

nalnosti proteina u hrani. Većina proteina hrane je funkcionalna zbog svojstava njihovih 

globularnih komponenti, posebno njihove rastvorljivosti, koja se pripisuje amfifilnosti mo-

lekula. Proteini imaju okrenute ka unutrašnjosti apolarne (hidrofobne) aminokiseline koje 

su udaljene od vode i ostataka aminokiselina polarnog (hidrofilnog) bočnog lanca okrenu-

tog ka spolja. Nepolarni bočni lanci i peptidne grupe koje su skrivene u savijenom ili nativ-

nom proteinu važni su za stabilnost proteina. Ovakav raspored omogućava dipol-dipol 

interakcije sa rastvaračima uvijanjem i odvijanjem bočnih lanaca aminokiselina, čime se po-

larne grupe postavljaju na površinu proteina.  

Većina namirnica, posebno žitarica i mahunarki, sadrže 10–30% proteina, a to su 

uglavnom proteini za skladištenje.187 Proteini za skladištenje semena su klasifikovani na 

osnovu njihove rastvorljivosti u nizu rastvora i uključuju albumine (rastvorljive u vodi), 

globuline (rastvorljive u soli i drugim izotoničnim rastvorima), prolamine (rastvorljive u 

vodenom rastvoru alkoholu) i gluteline (rastvorljive u kiselinama, bazama, deterdžentima, 

haotropnim ili redukcionim agensima). Prolamini kao što su glijadin, hordein, kafirin, seka-

lin i zein su proteini za skladištenje bogati prolinom i glutaminom koji se nalaze u pšenici, 

ječmu, sirku, raži i kukuruzu. Poznato je da ovi proteini doprinose netoleranciji i alergenosti 

kod određenih pojedinaca. Zanimljivo je da izbor prerade hrane takođe može pojačati a-

lergenost nekih od ovih proteina. Npr. iako suvo pečenje može dati ukus kikirikiju, ono 
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može povećati imunoreaktivnost i pojačati formiranje ili otkrivanje novih alergenih epitopa 

u proteinima kikirikija.188,189 

Pojedinačne i kombinovane karakteristike proteina korišćene su za modifikaciju nji-

hovih funkcionalnih svojstava kroz različite mehanizme.182,184–186,190–192 Modifikacija prote-

ina može uticati na konformaciju, orijentaciju i broj polarnih, nepolarnih i sulfhidrilnih 

grupa, a takođe može aktivirati ili povećati elektrostatičko odbijanje, hidrofobne interakcije 

i formiranje disulfidne veze. Npr. proteini sočiva se talože na pH vrednosti 4,5, što takođe 

odgovara njihovoj pI. Povećanje interakcija protein-protein i smanjenje odbojnih sila (nega-

tivnih ili pozitivnih) između istovetno naelektrisanih proteina rezultiraju agregacijom i pre-

cipitacijom. Ovaj koncept je korišćen za frakcionisanje koncentrata proteina i izolovanje pro-

teina iz mlevenog semena.145,146,184,193 Gelovi će se takođe formirati na sobnoj temperaturi 

ako su privlačne interakcije veće od odbojnih sila. Iznad temperature denaturacije većine 

proteina, denaturisani proteini takođe mogu da formiraju gelove, jer je elektrostatičko odbi-

janje manje i hidrofobna interakcija između ovih modifikovanih proteina je veća.  

 

I.1.4.1 Proteini soje 

 

Soja je bila važna namirnica u azijskim zemljama, a takođe je prihvaćena kao zdrav 

sastojak u Sjedinjenim Američkim Državama i Evropi. Ona sadrži približno 40% proteina i 

20% ulja na prosečnoj bazi suve materije i stoga je bila važan izvor proteina u zemljama 

njene velike potrošnje. Ima veliki potencijal da se dalje razvija kao izvor proteina za vegeta-

rijance, a takođe i za ljude koji ne konzumiraju životinjske proteine iz etičkih, verskih i eko-

loških razloga. Iako se procena aminokiselinskog rezultata korigovane svarljivosti proteina 

(PDCAAS) i dalje unapređuje, opšte je poznato da je PDCAAS proteina soje mnogo veći od 

onog kod drugih biljnih proteina kao što su pšenični protein.194,195 Pored njihovih visokih 

nutritivnih vrednosti, prijavljene su i neke fiziološke funkcije sojinog izoflavona kao što su 

snižavanje holesterola, inhibiranje resorpcije kostiju i stimulisanje formiranja kostiju, spre-

čavanje raka dojke i prostate.196,197 Prikazan je i  inhibitorni efekat soje kod alergijskog kon-

taktnog dermatitisa.198 Uprkos visokoj nutritivnoj vrednosti, neki potrošači ih nisu prihvatili 

zbog ukusa pasulja i nekih sastojaka koji izazivaju nadimanje. Zbog toga je veoma važno da 

namirnice na bazi soje budu ukusnije i privlačnije za ljude. 

Uprkos visokoj nutritivnoj vrednosti u sirovom stanju, soju pre upotrebe treba zagre-

jati da bi: 

I. deaktivirali fiziološke štetne supstance, kao što su inhibitor tripsina koji smanjuje 

proteolizu i hemaglutinin koji izaziva aglutinaciju crvenih krvnih zrnaca,  

II. indukovali denaturaciju proteina soje, zbog boljeg varenje,  

III. omekšali tkivo soje za dalju obradu,  

IV. uklonili ili smanjili miris sirove soje radi poboljšanja ukusa i  

V. izvršili sterilizaciju.199 

Kao rezultat obrade uključujući zagrevanje i druge procese, sadržaj proteina u proizvodima 

na bazi soje koji se najčešće konzumira kreće se od 2,8 g/100 g sojinog mleka do 46,2 g/100 

g kajmaka, filma koji se formira na površini zagrejanog sojinog mleka. 
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Soja se kuva i konzumira u kući, ali je veća potrošnja u različitim oblicima prerađene 

hrane. Najčešća prerađena hrana na bazi soje je tofu i sojina surutka. Drugi proizvodi uklju-

čuju prženi tofu, natto, sojino zrno fermentisano Bacillus-om, tempeh, fermentisano rizomom 

(Rhizopus), uglavnom se konzumiraju u Indoneziji, miso, koji se koristi kao slani začin, tofu 

surutka fermentisana Mocus-om ili Rhizopus-om, sufu, kao i sojino zrno, fermentisano  Mo-

cus-om , Bacillus-om, douchi, uglavnom se konzumiraju u Kini kao začini, soja pomešana sa 

pirinčem ili ječmom fermentisana kvascem ili enzimom otpornim na so, shoyu, soja sos, soja 

pomešana sa pšenicom fermentisana kvascem ili enzimom otpornim na so (Aspergillus sojae, 

Tetragenococcus halophilus, Zygosaccharomyces rouxii). Yuba, i druge varijante proizvedene su 

po tradicionalnim i novostvorenim recepturama. Sojino mleko se obično servira u mnogim 

kineskim hotelima i restoranima, ali ne toliko u drugim zemljama, verovatno zbog njegovog 

ukusa pasulja koji potiče uglavnom od aldehida, pentanala i heksanala. Ovaj miris je pose-

bno uvredljiv za ljude u zapadnim zemljama, dok se ponekad procenjuje da tofu ili sojino 

mleko napravljeno od sojinog zrna bez lipoksigenaze u azijskim zemljama nije dovoljno za-

sićujuće.200 Heksanska kiselina je važan sastojak koji daje koku, osećaj koji se percipira kada 

ljudi osete složenost, sitost, dugotrajnost uz dobar balans između ukusa, mirisa i taktilnog 

osećaja u tofuu.201,202 Iako su uloženi veliki napori da se smanji ukus pasulja kako bi soja bila 

prihvatljivija na zapadu, npr. da se uzgaja soja lišena enzima lipoksigenaze koji reaguje sa 

nezasićenim masnim kiselinama što dovodi do aldehida i ketona, nisu mogli da zamene 

kravlje mleko kao prilog uz čaj ili kafu. 

 

I.1.4.1.1 Struktura proteina soje 

 

Uklanjanjem ulja iz sojinog zrna dobija se odmašćeno sojino brašno, koje ima široku 

primenu u prehrambenoj industriji. Celokupni vodeni ekstrakti sojinih proteina mogu se 

razdvojiti na izolat sojinih proteina (SPI) i surutku zakišeljavanjem do pH vrednosti 4,5–4,8. 

Frakcija koja se taloži kiselinom (SPI) uključuje glavne proteine za skladištenje soje. Preostali 

deo se sastoji od manjeg globulina β-konglicinina i relativno velikih količina kontaminira-

jućih proteina, uključujući proteine surutke koji čine 9-15,3% proteina soje.165 Proteini su-

rutke se sastoje od lipoksigenaze (LOX, 102 kDa), β-amilaze (61,7 kDa), lektina (33 kDa), 

inhibitora Bouman-Birk (Bowman-Birk) proteaze (BBI, 7,8 kDa) i Kunitzovih (Kunitz) inhibi-

tora tripsina (KTI, 20 kDa).199 SPI je mešavina različitih proteina, a glavni sastojci su klasifi-

kovani u četiri kategorije proteina prema njihovim koeficijentima sedimentacije 2S, 7S, 11S 

i 15S koji se talože pri različitim gravitacionim silama kada se rastvor podvrgne centrifugal-

nom polju. Volf (Wolf) i Nelsen (Nelsen) su predložili identitet frakcije 15S sa 11S u sastavu 

koristeći gel elektroforezu i analizu aminokiselina.203 7S (β-konglicinin) i 11S (glicinin) čine 

∼70% ukupnog sirovog proteina SPI. Nedavno je pronađen lipofilni protein pored 7S i 11S 

u sojinom globulinu.204 

 

I.1.4.1.1.1 Globulin 11S 

 

11S globulin soje, glicinin, je jednostavan protein i heksamer sa molekulskom masom 

od 180-210 kDa. Svaka podjedinica je sastavljena od kiselog polipeptida sa molekulskom 

masom od ~35 kDa i baznog polipeptida sa molekulskom masom od ~20 kDa. Kiseli i bazni 
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polipeptidi su povezani disulfidnom vezom. Kao sastavna podjedinica, identifikovano je 

pet podjedinica: A1aB1b (G1), A2B1a (G2), A1bB2 (G3), A5A4B3 (G4) i A3B4 (G5).205 Ami-

nokiselinske sekvence ovih podjedinica su izvedene iz njihovih nukleotidnih sekvenci i po-

deljene su u dve grupe prema njihovoj homologiji: grupa I (G1, G2 i G3) i grupa II (G4 i G5). 

Identitet sekvence u svakoj grupi je oko 80%, a između grupa je oko 45%. Članovi grupe I 

su bogatiji metioninom i manje molekulske mase su od članova grupe II.206 Podjedinice gli-

cinina su kodirane sa pet gena označenih kao Gy1, Gy2, Gy3, Gy4 i Gy5.207 Ovi geni glici-

ninskih podjedinica se prevode i svaka podjedinica se sintetiše kao jedan polipeptidni pre-

kursor, preproglicinin. Signalni peptid se uklanja kotranslaciono da bi se formirao proglici-

nin u endoplazmatskom retikulumu (ER). Nekovalentne interakcije između podjedinica 

proglicinina dovode do formiranja trimera, nakon formiranja intramolekularnih disulfidnih 

veza između kiselih i baznih polipeptida. Kako se proglicinin sortira u vakuole za skladiš-

tenje proteina, dolazi do specifičnog posttranslacionog cepanja između Asn i Gly ostataka, 

što rezultira zrelom podjedinicom koja se sastoji od kiselih i baznih polipeptida. Posttran-

slaciono cepanje je potrebno za sklapanje trimera proglicinina u heksamere.208 

Molekularna struktura proglicinina A1aB1b određena je rendgenskom kristalografi-

jom. Proglicinin A1aB1b je trimer sastavljen od tri protomera oko trostruke ose simetrije sa 

dimenzijama 9,5×9,5×40 nm. Jezgro protomera se sastoji od dva gel-rol β-lanca i dva proši-

rena domena heliksa.209 Trodimenzionalna struktura glicinina A3B4 je takođe određena i 

otkriven je heksamer zrelog promotora glicinina sastavljen od dva posttranslaciono cepana 

trimera proglicinina. Dva lica normalna na trostruku osu u trimeru se nazivaju lica koja 

sadrže unutarlančane disulfide (IE) i lica koje sadrže disulfide na osnovu položaja disulfid-

nih veza između i unutar lanca (IA)  (slika 7).  

Kristalna struktura glicinina A3B4 pokazuje da se heksamer formira slaganjem na IE 

lice trimera. Homotrimer proglicinina A3B4 ima pokretni poremećeni region sastavljen od 

74 aminokiselinskih ostataka (ostaci 252–325) na IE licu. Pokretni region inhibira formiranje 

heksamera sternim smetnjama. Specifično posttranslaciono cepanje se dešava između osta-

taka Asn320 i Gly321 pomoću procesnog enzima. Nakon ovog cepanja, poremećeni regioni 

se pomeraju sa IE lica na površinu, što rezultira sastavljanjem heksamera zrelog glicininskog 

protomera.210 

 

I.1.4.1.1.2 Globulin 7S 

 

7S globulini su klasifikovani u tri frakcije, a to su β-konglicinin, γ-konglicinin i 

osnovni 7S globulin. β-Konglicinin je dominantan u 7S globulinu, dok γ-konglicinin i ba-

zični 7S globulin čine manje od nekoliko procenata. β-Konglicinin je trimer sa molekulskom 

masom od 180–210 kDa i sastavljen od tri glavne podjedinice: α (68 kDa), α′ (72 kDa) i β (52 

kDa).205 Tan (Thanh) i Šibasaki (Shibasaki) izolovali su šest molekularnih vrsta i identifikovali 

njihove podjedinice kao α′β2, αβ2, αα′β, α2β, α′2β i α3 iz semena soje iako je u teoriji bilo 11 

molekularnih vrsta. Pored toga, prijavljena je još jedna vrsta β3.211,212 Aminokiselinske 

sekvence ovih podjedinica su izvedene iz njihovih nukleotidnih sekvenci. Sa nutritivne per-

spektive, sadržaj sumpornih aminokiselina u  β-konglicininu je nizak, a pronađeno je da 

metionin, cistein i triptofan nedostaju u β podjedinici.205 Podjedinice α i α′ imaju regione 

proširenja na strani N-terminalnog kraja pored regiona jezgra koji su zajednički za sve 
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podjedinice, dok se β podjedinica sastoji samo od regiona jezgra. Apsolutne sličnosti u re-

gionima jezgra između α i α′, α i β i α′ i β su 86,8%, 75,5% i 71,4%, respektivno. Produžni 

regioni imaju više od 50% ostataka jonskih aminokiselina i posebno su bogati kiselim amino 

kiselinama kao što su glutaminska kiselina i asparaginska kiselina.213 Koristeći sisteme 

ekspresije Escherichia coli, Ucumi (Utsumi) grupa je dobila po tri rekombinantne podjedinice 

β-konglicinina i regione jezgra α i α′ podjedinica (α jezgro i α′ jezgro) i proučavala odnos 

struktura-funkcija.  

 

 

Slika 7. Distribucija hidrofobnih ostataka i elektrostatički površinski potencijal A3B4 tri-
mera. Površina elektrostatičkog potencijala je obojena u opsegu od −10kBT (crveno) do 

+14kBT (plavo), gde je kB Boltzmannova (Boltzmann) konstanta, a T apsolutna temperatura 
(u K); (a) stereodijagram hidrofobnih ostataka na IE licu. Ala, Val, Leu, Ile, Met, Pro, Phe, 
Tyr i Trp su obojeni zelenom bojom, a granica protomera je prikazana narandžastom; (b) 
stereodijagram elektrostatičkog površinskog potencijala IE lica, ostaci histidina nisu nae-

lektrisani; (c) elektrostatički površinski potencijal IA lica; (d) elektrostatički površinski po-
tencijal IE lica, ostaci histidina su pozitivno naelektrisani210
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Površinske hidrofobnosti pojedinačnih rekombinantnih proteina merene su njego-

vom sposobnošću da vezuju fluorescentni molekul. Redosled hidrofobnosti površine bio je 

α′≫α≫β. Površinske hidrofobnosti α i α′ jezgra bile su veoma slične onima α i α′ podjedi-

nica, respektivno. 

Termička stabilnost rekombinovanih α′, α i β-homotrimera je određena pri jonskoj 

jačini 0,5 i pH vrednosti 7,5 korišćenjem diferencijalne skenirajuće kolorimetrije. Tempera-

ture denaturacije β, α i α′ jezgara bile su 90,8 °C, 82,7 °C i 78,6 °C, respektivno. Nasuprot 

tome, temperature denaturacije α jezgra i α′ jezgra bile su 83,3 °C i 77,3 °C, respektivno. 

Rastvorljivost rekombinantnih proteina je merena pri različitim pH vrednostima i jonskim 

jačinama. α Jezgro, α′ jezgro i β-homotrimeri su bili nerastvorljivi pri pH vrednostima većim 

od 4,8 i jonskoj jačini 0,08 iako su α i α′ homotrimeri bili rastvorljivi pri istim pH vredno-

stima i jonskoj jačini.213,214 Ovi rezultati pokazuju da regioni jezgra određuju površinsku 

hidrofobnost i termičku stabilnost, dok prošireni regioni igraju važnu ulogu u rastvorljivosti 

i inhibiciji agregacije protein-protein zbog visokog sadržaja ostataka jonskih aminokiselina.  

β-konglicinin je glikoprotein. Podjedinice β-konglicinina se sintetišu na grubom ER i 

kotranslaciono glikozilovane na ostacima asparagina prisutnim u sekvenci Asn-Xaa(bilo 

koja amino kiselina)-Ser/Thr dodatkom jezgra oligosaharida koji sadrži manozu. Svaka α i 

α′ podjedinica ima dva glikolizovana aminokiselinska ostatka sa šećernim delovima, dok b 

podjedinica ima jedan glikolizovani ostatak. N-povezani glikani nisu od suštinskog značaja 

za savijanje i sklapanje u trimere β-konglicinina. Ugljeni hidrati ne doprinose termičkoj sta-

bilnosti, ali sprečavaju formiranje agregata niske jonske snage pri pH vrednosti 7,5.213 

 

 

Slika 8. Trakasti dijagrami rekombinantnih (a i b) i prirodnih (c i d) β-homotrimera. Tri 
monomera u rekombinantnom i prirodnom β-homotrimeru prikazana su svetlo plavom, 

svetlo zelenom i ružičastom, odnosno plavom, zelenom i mangenta bojom. Ugljeni hidrati 
prirodnog β-homotrimera prikazani su žutom bojom kao model kuglice i štapa. (a) i (c) su 
prikazani kao trostruka osa simetrije koja ide normalno na papir, a  (b) i (d) su povezani sa 

prikazom na (a) i (c) rotiranjem za 90 º215
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Molekularna struktura rekombinantnih i nativnih β-homotrimera β-konglicinina 

određena je rendgenskom kristalografijom. Oba trimera sastavljena od tri protomera oko 

trostruke ose simetrije sa dimenzijama 9,6×9,6×44 nm. Jezgro protomera se sastoji od dva β-

lanca gel-rola i proširenih domena heliksa. Ove strukturne karakteristike su skoro konzi-

stentne sa karakteristikama kanavalina i fazaolina koji su 7S globulini u bobu i običnom 

pasulju.216,217 Svaki monomer osnovnog β-homotrimera je N-glikolizovana na Asn328, ali 

monomer rekombinovanih β-homotrimera nije. Nema značajnih razlika u ukupnim struk-

turama između rekombinantnih i prirodnih monomera, što ukazuje da N-vezani glikani ne 

utiču na konačnu strukturu β-homotrimera (slika 8).215 

 

I.1.4.1.1.3 Struktura proteina soje u rastvorima 

 

U sojinom mleku, sojini globulini koegzistiraju sa uljem. Sojino mleko se može lako 

frakcionisati na tri frakcije (plutajuća, rastvorljiva i frakcija u obliku čestica) ultracentrifugi-

ranjem. Plutajuća frakcija se sastoji uglavnom od triacilglicerida koji postoje kao uljna tela, 

a rastvorljiva frakcija sadrži α i α′ podjedinice 7S, kiselu (slika 8a) podjedinicu 11S i Bouman-

Birk (Bowman-Birk) inhibitor proteina surutke soje (VSPs). U drugim VSP-ovima, β podjedi-

nica 7S i bazna podjedinica (slika 8b) 11S, obiluju česticama proteina.  

Poznato je da sojini globulini samoagregiraju pri niskim pH vrednostima. Samoagre-

giranje nativnih sojinih globulina u vodenom rastvoru u širokom opsegu koncentracija i pH 

vrednosti, proučavano je primenom statičkih i dinamičkih tehnika rasejanja svetlosti.218 

Važno je napomenuti da rastvorljivost sojinih globulina nije tako dobra i da se rastvoreni 

globulini u supernatantu i molarna masa smanjuju sa povećanjem rotacione centrifugalne 

sile (RCF). Molarna masa dobijena pri nižem RCF treba da bude vrednost za agregirane 

sojine globuline. Proučavana je i toplotno indukovana denaturacija vodenih rastvora SPI pri 

neutralnoj pH vrednosti i utvrđeno je da su agregati sa istom fraktalnom strukturom kao 

kod osnovnog sojinog proteina nastali kada je pH vrednost bila iznad 6,4.219 

 

I.1.4.2 Proteini belanceta 

 

Belance jajeta ili albumen se deponuje u cevastim žlezdama oko jajne ćelije u razvoju 

tokom njenog prolaska kroz jajovod, a nakon toga sledi taloženje ljuske od strane žlezde 

ljuske. U tipičnom jajetu domaće živine, belance čini 58% zapremine i sadrži ~50% ukupnog 

proteina jajeta.220 Tokom razvoja embriona, belance se postepeno unosi u amnionsku teč-

nost, a zatim u sam embrion, tako da u trenutku izleganja ništa ne ostaje. Belance tako obez-

beđuje vodenu sredinu u kojoj se embrion razvija, a takođe obezbeđuje deo hranljivih ma-

terija. Albumen se sastoji od 88,5% vode, 10,5% proteina, 0,5% ugljenih hidrata i ostatka 

drugih rastvorenih materija.220 Proteini belanca karakterišu se relativnom homogenošću, s 

minimalnim prisustvom čestičnih materija, pri čemu većinu rastvorenih sastojaka čine pro-

teini. Ova homogenost, zajedno s lakoćom njihove dostupnosti, učinila je proteine belanaca 

predmetom intenzivnih biohemijskih istraživanja. Međutim, uprkos obimnom spektru stu-

dija posvećenih ovim proteinima, fiziološke uloge mnogih od njih ostaju nedovoljno razjaš-

njene do današnjeg dana. Neki proteini mogu služiti uglavnom kao hranljive materije, ali 

ako je tako, to ne objašnjava zašto su mnogi od onih koji su proučavani imali očuvane 
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sekvence aminokiselina. Ako bi jednostavno služili kao izbalansirani izvor aminokiselina, 

onda bi očuvanje sekvenci izgledalo manje važno. Neki od proteina imaju karakteristična 

svojstva koja sugerišu funkcije, npr. inhibitori proteinaze, vezivanje proteina itd., ali fizio-

loški značaj ovih svojstava nije uvek jasan. Pokazana je suštinska uloga jednog proteina, 

odnosno proteina koji vezuje riboflavin (RfBP), pošto je njegovo odsustvo kod mutanta ge-

neralno smrtonosno nakon inkubacije od oko 13 dana.221 Ukupan broj proteina belanaca nije 

poznat. Od tada je identifikovano više manjih sastojaka. Sa nekim od glavnih proteina, nji-

hove strukture, njihovi geni i regulacija njihove sinteze su detaljno proučavani. Neka svoj-

stva proteina belanceta su sažeta u tabeli 4, dok su strukture proteina belanceta prikazane 

na slici 9.220,222–225 

 

  

Slika 9. Proteini belanceta: (a) ovalbumin226; (b) ovotransferin227; (c) lizozim225; (d) ovomu-
koid228; (e) avidin229; (f) RfBP230 i (g) cistatin231 

 

Tabela 4. Fizička svojstva proteina belanceta (albumena)232 

Protein 
Procenat u  

belancetu (%) 
Mr  

(kDa) 
% 

ugljovodonika 
pI 

Moguće funkcije, 
ako su poznate 

Ovalbumin 
Ovotransferin 

Ovomucin 

 
Ovomukoid 

Ovoinhibitor 
Cistatin 

Ovostatin 
Lizozim 

Ovoglobulin G2 
Ovoglobulin G3 

RfBP  
Avidin 
ThBP 

54 
12 
3,5 

 
11 

1,50 
0,05 
0,5 
3,4 
1,0 
1,0 
1,0 
0,5 
/ 

45 
76,6 

α=210 
β=720 

28 
49 

13,1 
780 
14,3 
47 
50 

29,2 
68,3 
38 

3,05 
2,6 
13 
58 

16,5-32,6 
5-9,6 

0 
5,8 
0 
? 
? 

11 
7 
0 

4,5 
6,06 

4,5-5,0 
 

4,1 
5,1 

5,6 i 6,5 
4,9 

10,7 
4,9-5,3 

4,8 
4,0 

10,0 
? 

? 
Prenos gvožđa 

Strukturna 
Strukturna 

Inhibitor proteinaze 
Inhibitor proteinaze 

Inhibitor tiol proteinaze 
Inhibitor proteinaze 

Enzim 
? 
? 

Prenos riboflavina 
? 

Prenos Tiamina 

RfBP - proteina koji vezuje riboflavin; ThBP - protein koji vezuje tiamin 
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I.1.4.2.1 Ovalbumin 

 

  Ovalbumin je najzastupljeniji protein belanaca, koji čini 54% ukupnih proteina. To je 

glikoprotein i ima izoelektričnu tačku 4,5. Utvrđen je njegov kompletan niz od 385 amino-

kiselina.233 Ima četiri cisteinska ostatka i jedan cistin disulfidni most. Kada se proteini bela-

naca razdvoje elektroforezom, pojavljuju se tri ovalbuminske trake;234 oni odgovaraju de-

fosforilovanim, mono- i difosforilovanim oblicima, a mesta fosforilovanja su identifikovana 

kao Ser 68 i 344. Pored toga, ovalbumin ima još dva mesta modifikacije: N-terminalni kraj je 

acetilovan, a ugljovodonični deo je povezan preko Asn 292. Postoje dva tipa oligosaharida 

koji se nazivaju tipom visoke manoze i hibridnim tipom, od kojih je svaki povezan preko 

jednog Asn ostatka.235 Pored toga, poznata su dva polimorfna oblika ovalbumina, ovalbu-

min A i ovalbumin B, koji se razlikuju po tome što imaju Asn i Asp na poziciji 311. Većina 

izlučenih proteina ima N-terminalnu signalnu sekvencu hidrofobnih aminokiselina, koja im 

omogućava da prelaze endoplazmatski retikulum. U slučaju ovalbumina, signalna sekvenca 

je u sredini polipeptidnog lanca na ostacima 234-252.236 

Zanimljiva karakteristika strukture ovalbumina koja je postala očigledna iz njegove 

sekvence je njegova homologija sa grupom inhibitora proteinaze poznatih kao serpini. Utvr-

đeno je da ima 30% homologije sekvence sa arhetipskim članom porodice α1-antitripsin.237 

Većina članova porodice serpina ima ono što je opisano kao naglašena (S) i opuštena (R) 

konformacija. Proteolitičko cepanje ih pretvara iz S u R konformaciju. Ova konformaciona 

promena se može detektovati spektroskopskim metodama kao što je cirkularni dihroi-

zam.238 Takođe je utvrđeno da S i R oblici pokazuju različite toplotne stabilnosti. Ovalbumin 

je takođe podložan proteolizi; kada se tretira subtilizinom, on se cepa na ostacima 346 i 352, 

oslobađajući heksapeptid i glavni fragment koji sadrži 346 aminokiselinskih ostataka. Me-

đutim, razloženi proizvod ne pokazuje konformacionu promenu  ili razliku u toplotnoj sta-

bilnosti.239 

Iako su preliminarne studije rendgenske difrakcione analize napravljene na krista-

lima ovalbumina detaljna trodimenzionalna struktura nije predložena. Aminokiselinska 

sekvenca izvedena iz nukleotidne sekvence japanske prepelice pokazuje 42 aminokiselinske 

supstitucije i tri delecije, u poređenju sa sekvencom domaće živine.240,241 

 

I.1.4.2.2 Ovotransferin 

 

Ovotransferin je glikoprotein koji se nalazi u belancu, žumancu i u plazmi. Proteini 

iz sva tri izvora imaju istu sekvencu aminokiselina, ali postoje male razlike u glikolizaciji.242 

Protein ima Mr od 80 kDa i sastoji se od dva domena sa regionom kratkih veza.243 Dva do-

mena se mogu razdvojiti nakon proteolize regiona povezivanja. Svaki domen ima veoma 

jako mesto vezivanja za FeIII (Kdis~10-24). Dva domena se nazivaju N-domen i C-domen. Pro-

tein je bogat disulfidnim mostovima, ima šest u N-domenu i devet u C-domenu, dajući pro-

teinu veliku stabilnost. Postoji oko 40% homologije u sekvencama ova dva domena, za koje 

se veruje da su nastale umnožavanjem gena pre 500 miliona godina.243 Ne postoje ubedljivi 

dokazi za postojanje jednostavnijeg monomernog oblika u plazmi današnjih kičmenjaka. 

Većina ovih disulfidnih mostova su unutrašnji i ne mogu se  redukovati 2-merkaptoetano-

lom bez prethodne denaturacije. Međutim, postoji jedan u vezivnim ostacima C-domena 



39 

 

478 do 671 koji se lakše redukuje i pretpostavlja se da je više izložen.244 Sličan ne postoji u 

ovotransferinu patke. Kompletna aminokiselinska sekvenca i nukleotidna sekvenca su 

objavljeni 1982. godine.243,245 Iako njegova trodimenzionalna struktura još nije objavljena, 

dva veoma blisko povezana proteina imaju, humani laktoferin i transferin zečijeg se-

ruma.246,247 Funkcija ovotransferina je opšte prihvaćena kao funkcija transporta gvožđa. On 

vezuje dva atoma FeIII, po jedan u svakom domenu. Redosled vezivanja gvožđa zavisi od 

pH vrednosti; pri pH vrednosti 6,0 prvo se vezuje za C-domen, dok se pri pH vrednosti 8,5 

prvo vezuje za N-domen. Za efikasno vezivanje gvožđa, mesta zahtevaju sinergističko ve-

zivanje anjona.248 Molekuli transferina stupaju u interakciju sa receptorima na površini ćelije 

kako bi preneli gvožđe u ćelije. Mehanizam i zahtevi za ovaj proces su detaljno proučavani 

korišćenjem crvenih krvnih zrnaca pilećeg embriona i fragmenata ovotransferina.249 Kada 

se ovotransferin cepa između dva domena korišćenjem proteaza, dva odvojena domena N 

i C će se ponovo povezati nekovalentno. Vilijams (Williams) i Moreton (Moreton)  su pokazali 

da uklanjanjem C-terminalnih fragmenata u N- i C-domenu, ova dva domena se više ne 

povezuju.250 Konkretno, za reasocijaciju su potrebni ostaci 320-332 N-domena i ostaci 683-

686 C-domena. Korišćenjem N- ili C-domena odvojeno, ne dolazi do vezivanja za membrane 

ćelija crvenih krvnih zrnaca. Međutim, ako se fragmenti i N- i C-domena koriste zajedno, 

tada dolazi do vezivanja za crvena krvna zrnca, bez obzira da li su fragmenti u stanju da 

dimerizuju jedan sa drugim ili ne. Oba domena su stoga potrebna za efikasno vezivanje za 

receptore ćelijske površine, a samim tim i za preuzimanje. 

 

I.1.4.2.3 Ovomucin 

 

Ovomucin čini 1,5% ukupnog proteina belanceta. On u velikoj meri doprinosi vis-

koznosti belanca. Zbog toga igra ulogu u održavanju strukture belanca, a pokazalo se da 

gusto belance, koje čini spoljašnjih 50% zapremine, ima veći sadržaj ovomucina od retkog 

belanca. Interesovanje za njegova fizička svojstva je usredsređeno na gubitak viskoziteta 

belanceta pri skladištenju, za koji se pretpostavlja da je u velikoj meri posledica promena u 

svojstvima ovomucina, kao i na svojstva pene belanceta koja takođe proističu iz sadržaja 

ovomucina. Ova poslednja svojstva su od posebnog interesa za prehrambenu industriju. 

Dugi niz godina glavna poteškoća u izvođenju biohemijskih studija na ovomucinu je bila 

dobijanje rastvorljivih preparata. Robinson (Robinson) i saradnici su uspeli da dobiju ras-

tvorljive preparate nakon redukcije disulfidnih mostova.251 Robinson (Robinson) i Monsej 

(Monsey) su frakcionisali redukovani ovomucin u dve komponente označene kao α-ovomu-

cin i  β-ovomucin.252,253 α-Ovomucin ima Mr od 210 kDa i sadrži oko 13(mas)% ugljenih 

hidrata. Nasuprot tome, β-ovomucin ima mnogo veći sadržaj ugljenih hidrata (~58%) i Mr 

od 720 kDa, koji je povezan od manjih jedinica od 112 kDa. 

β-ovomucin je u velikoj meri odgovoran za želatinozne osobine ovomucina, a to je u 

velikoj meri posledica njegovog visokog sadržaja ugljenih hidrata, koji sadrži N-acetilgalak-

tozamin, galaktozu i sijalnu kiselinu. Neki ostaci ugljenih hidrata su sulfatirani. Polipeptid 

ima veoma visok sadržaj aminokiselina serina (13%) i treonina (16%), a za njih su vezani 

ostaci ugljenih hidrata. Ovomucin ne samo da ima sposobnost samo-asocijacije, formirajući 

velike agregate, već se može povezati i sa drugim proteinima prisutnim u belancima jajeta. 

Kato (Kato) i saradnici su dobili rastvorljivi preparat ovomucina koji ima Mr 8,3x106 Da, koji 
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se ultrazvukom smanjuje na 1,1x106 Da i dalje redukuje merkaptoetanolom na 2,3x105 Da.254 

Pokazali su da su svojstva pene smanjena smanjenjem Mr,  ali emulgatorska svojstva koji se 

odnose na povećanu hidrofobnost površine su se povećala. Rabuje (Rabouille) i saradnicima 

su koristili sonikaciju praćenu gel filtracijom da bi prečistili ovomucin.255 Čini se da njihov 

prečišćeni materijal odgovara β-ovomucinu koji su pripremili Robinson (Robinson) i Monsej 

(Monsey).252 Ima Mr>40x106 Da, ali se može razgraditi redukcijom korišćenjem ditiotreitola 

do Mr vrednosti 3x106 Da. Fizičke metode kao što su rasejanje svetlosti i elektronska mikro-

skopija sugerišu da je to fleksibilan linearni molekul. 

 

I.1.4.2.4 Inhibitori proteinaze 

 

Glavna grupa proteina prisutnih u belancu su inhibitori proteinaze. Od ovih, ovo-

mukoid je najzastupljeniji i najopsežnije proučavan, ali su nedavno proučavani i drugi ma-

nje zastupljeni inhibitori. Iako njihove funkcije nisu pouzdano poznate, veruje se da mogu 

imati zaštitnu ulogu protiv bakterijskih proteinaza. Proteinaze se mogu klasifikovati prema 

prirodi njihovog katalitičkog mesta na serinske proteinaze, tiol proteinaze, kisele proteinaze 

(koje imaju Asp na aktivnom mestu) i proteinaze koje zahtevaju jone metala.256 Od njih su 

Ser proteinaze najrasprostranjenije. Ovomukoid i ovoinhibitor su inhibitori Ser proteinaza, 

cistatin je inhibitor tiol proteinaza, a ovostatin inhibira različite proteinaze. 

 

I.1.4.2.5 Ovomukoid 

 

Ovomukoid čini 10% proteina u belancu. To je toplotno stabilan glikoprotein od 185 

aminokiselinskih ostataka i devet disulfidnih mostova. Ovo poslednje je ono što objašnjava 

njegovu veliku toplotnu stabilnost. Sekvenca se sastoji od tri homologna tandem domena 

za koje se veruje da su nastali kroz dve duplikacije gena.257 Domeni I, kao i domen II se 

nazivaju domenima a-tipa i pokazuju veću sličnost jedni sa drugima nego sa domenom III, 

koji je poznat kao domen b-tipa. Svaki domen ima tri unutardomenska disulfidna mosta. 

Domen b-tipa se razlikuje od domena a-tipa po tome što je kraći između prvog i drugog 

cisteina koji čine polovinu prvog i drugog disulfidnog mosta.258 Postoje tri potencijalna 

mesta inhibitora proteinaze, po jedno u svakom domenu. Kod ovomukoida domaće živine 

samo jedan domen pokazuje inhibitorna svojstva proteinaze, dok kod ovomukoida ćuretine 

dva domena imaju inhibitorna svojstva, a kod patke sva tri domena. Pored broja inhibitor-

nih domena, postoji i specifičnost ovih domena. Većina ovomukoida je testirana na protei-

naze tripsin i himotripsin. Obrasci inhibicije zavise od sekvence u ograničenom regionu sva-

kog domena. Mehanizam inhibicije se odvija u dva koraka. Prvo se inhibitor (I) vezuje za 

enzim (E), a zatim sledi cepanje jedne peptidne veze da bi se formirao modifikovani inhibi-

tor (I*). Formira se stabilan inhibitorni kompleks (C) koji se samo vrlo sporo disosuje, zbog 

niskih konstanti brzine, koff i koff*: 

𝑬 + 𝑰

𝒌𝒐𝒏
⥦
𝒌𝒐𝒇𝒇

𝑪

𝒌𝒐𝒏∗
⥦
𝒌𝒐𝒇𝒇∗

𝑬 + 𝑰∗     (4) 
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U zavisnosti od amino kiseline na karboksilnoj strani peptidne veze koja se cepa, do-

lazi do inhibiranja tripsina ili himotripsina. Moguće je cepati ovomukoid između drugog i 

trećeg domena korišćenjem V-8 proteinaze i zatim prečistiti izolovani treći domen.259 

Laskovski (Laskowski) i saradnici napravili su veoma opsežnu uporednu studiju sekvenci 

aminokiselina preko 125 različitih vrsta ptica.260,261 Iz ovoga je moguće pokazati da deo 

sekvenci koji pokazuje najviše varijacija odgovara regionu kontakta enzim-inhibitor. Iz ren-

dgenskih kristalografskih studija jasno je da je 8 od 11 kontaktnih položaja enzim-inhibitor 

jako hipervarijabilno.260 Ovo rezultuje ovomukoidima blisko srodnih vrsta, npr. domaća ži-

vina, ćuretina, zlatni fazan, pokazuju različite obrasce inhibitorne aktivnosti. Sugerisano je 

da je značaj ove vrste varijabilnosti omogućavanje inhibitorima proteinaze da se prilagode 

inhibiciji promenljivog opsega bakterijskih proteinaza. 

 

I.1.4.2.6 Ovoinhibitor 

 

Ovoinhibitor je takođe inhibitor serinskih proteinaza, a po svojstvima je sličan ovo-

mukoidu. Veći je od ovomukoida, ima vrednost Mr od 49 kDa i sastoji se od sedam domena, 

od kojih svaki ima sličan raspored disulfidnih mostova kao kod ovomukoida. Šest domena 

je a-tipa, a sedmi, koji obuhvata C-terminalni kraj, je b-tipa. Ovoinhibitor iz domaće živine 

je u stanju da inhibira tripsin, α-himotripsin, subtilisin i alkalnu proteazu iz Aspergillus ori-

zae.262 Jedan molekul ovoinhibitora je u stanju da inhibira dva molekula tripsina i dva hi-

motripsina, pri čemu se svaki vezuje za različite domene. Subtilizin se, s druge strane, tak-

miči sa α-himotripsinom za ista mesta. Postoje dokazi da dva mesta vezivanja tripsina nisu 

ekvivalentna.263 Moguća prednost posedovanja većeg broja domena, od kojih svaki inhibira 

proteinaze, jeste to što se širi opseg proteinaza može inhibirati i tako obezbediti veću meru 

zaštite od mikroorganizama. 

 

I.1.4.2.7 Cistatin 

 

Cistatin je prvi put izolovan u malim količinama iz belanaca od strane Fosuma 

(Fossum) i Vitakera (Whitaker)  i poznat je kao inhibitor ficina zbog svojih svojstava.264 Naziv 

cistatin predložio je Beret (Barret) 1981. godine.265 Javlja se u koncentracijama od oko 12,5 µg 

mL-1 u belancu i takođe u nižim koncentracijama (1 µg mL-1) u serumu.266 Postoje dva glavna 

oblika cistatina koji imaju pI vrednosti od 6,5 i 5,6, koji se nazivaju A, B i 1, 2.266,267 Svaki od 

ova dva oblika postoji u kratkim i dugim oblicima, pri čemu prvom nedostaje prvih osam 

aminokiselinskih ostataka prisutnih u polipeptidnom lancu od 116 ostataka drugog. Dva 

glavna oblika su imunološki identična i nijedan ne sadrži ugljene hidrate. Cistatin inhibira 

brojne cisteinske proteaze uključujući ficin, papain, katepsin B, katepsin H, katepsin L i 

dipeptidil peptidazu I, ali ne i klostipain ili streptokoknu proteazu i samo slabo inhibira 

bromelin.266 Cistatin je sekvencioniran i njegova trodimenzionalna struktura je određena 

rendgenskom kristalografijom pri rezoluciji 2,0 Å.267–269 Sadrži α-heličnu regiju i pet upre-

denih β-naboranih ploča i dva intralančana disulfidna mosta. Identifikovan je region koji se 

vezuje za proteaze. 
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I.1.4.2.8 Ovostatin 

 

Ovostatin (ranije poznat kao ovomakroglubulin) je veliki molekul koji ima tetra-

mernu strukturu (Mr = 780 kDa = 4×195 kDa). On inhibira širok spektar endoproteinaza, 

uključujući termolizin (proteazu koja zahteva metal-jon vezu) i kolagenazu.270 Njegova 

struktura i mehanizam delovanja je sličan inhibitoru Ser proteaze, α2-makroglobulina.270 

Proteaze prvo cepaju vezu unutar ovostatina, koja zatim prolazi kroz konformacionu pro-

menu tako da ometa pristup velikim, ali ne i malim, molekulima supstrata katalitičkom 

mestu. Tako ovostatin inhibira aktivnost proteaze kada se meri korišćenjem proteinskih 

supstrata, ali ne i kada se koriste supstrati sa malom Mr, kao što su peptidni nitroanilidi. 

Ovostatin pokazuje 40% homologije sa α2-makroglobulinom, ali se razlikuje od njega po 

tome što je neosetljiv na metilamin, ima izrazitu imunogenost i različitu mapu peptida na-

kon tretmana cijanogen bromidom. Ovostatin iz domaće živine i patke je proučavan, prvi 

inhibira samo metaloproteaze, dok drugi inhibira metaloproteaze i serinske proteaze. Ru-

ben (Ruben) i saradnici su na osnovu serije studija elektronskih mikrografa predložili ele-

gantan model za mehanizam inhibicije pačijeg ovostatina.271 

 

I.1.4.2.9 Lizozim 

 

Od svih proteina u belancu, lizozim je onaj koji je najtemeljnije istražen na moleku-

larnom nivou. Ovo je prvenstveno zbog kombinacije faktora: prilično je bogat i lako se pre-

čišćava, relativno je male veličine, za njega je objavljena prva rendgenska struktura atomske 

rezolucije i mehanizam delovanja je predložen na osnovu strukturalnih informacija.272–274 

Lizozim, među glavnim proteinima belanaca, se razlikuje po tome što ima alkalni pI, što 

znači da može da formira komplekse sa ovomucinom, ovalbuminom i ovotransferinom. Ima 

ukupno 129 aminokiselinskih ostataka i sadrži četiri disulfidna mosta. Njegova enzimska 

aktivnost je u stanju da cepa peptidoglikane, koji se nalaze u ćelijskim zidovima bakterija. 

Njegova uloga u belancu jajeta može biti zaštita od invazijskih bakterija. Njegov mehanizam 

delovanja je detaljno proučavan, a precizni ostaci aminokiselina uključeni u katalizu, npr. 

aspartat-52 i glutamat-35, dobro su poznati. Njihov značaj u katalizi je očigledan, jer kada 

se bilo koji od njih zameni odgovarajućim amidom, Asn ili Gln, korišćenjem mutageneze 

usmerene položajem, katalitička aktivnost se smanjuje na 5% odnosno 0,1% od one nemo-

difikovanog enzima.275 Rendgenska kristalografija kompleksa između lizozima i jednog od 

njegovih supstrata otkriva prostornu dispoziciju enzima i supstrata. Rendgenska kristalo-

grafija daje statičnu sliku interakcije. U novije vreme dinamičniju sliku daju spektroskopske 

metode koje se mogu primeniti u rastvoru za razliku od kristala. Korišćenjem NMR spek-

troskopije sada je moguće identifikovati rezonancije za 126 od 129 aminokiselinskih osta-

taka.276 Iz ovoga će se dobiti dinamička slika promena tokom katalize. Pokazalo se da se 

jedan od četiri disulfidna mosta može selektivno redukovati, a sekundarna i tercijarna struk-

tura zadržati, iako je katalitička aktivnost smanjena za 40%, kao toplotna stabilnost.277 Ura-

đeno je više komparativnih studija o lizozimima iz belanca različitih  ptica. Postoje dva 

osnovna tipa: c-tip (piletina) i g-tip (guska). Drugi ima veću Mr=21 kDa, u poređenju sa 14  

kDa. Postoje značajne razlike u sekvenci, ali i sličnosti u trodimenzionalnoj strukturi, koje je 

uvidela Viver (Weaver) sa saradnicima, pod pretpostavkom da su se oba tipa odvojila od 



43 

 

zajedničkog evolucionog prethodnika.278 Džols (Jolles) i saradnici  uporedili su sekvence 

brojnih lizozima, uglavnom c-tipa, uključujući one iz fazana, prepelice, ćuretine, jarebice i 

patke.279 Između 10 i 14 supstitucija se dešava unutar fazanoidnih lizozima, a više između 

fazanoida i anatidnih ptica. 

 

I.1.4.2.10  Ovoglobulini 

 

Ovoglobulini su prvobitno podeljeni u tri klase G1, G2 i G3 na osnovu njihovog raz-

dvajanja elektroforezom sa pokretnom granicom.280 Naknadni rad je pokazao da je G1 lizo-

zim. Ovoglobulini G2 i G3 su najmanje detaljno istraženi sa biohemijskog stanovišta. Iako 

su pročišćene i utvrđene njihove Mr, nisu sprovedene nikakve strukturne studije. Još im nisu 

pripisana nikakva katalitička ili vezujuća svojstva.281,282 Njihova glavna osobina do danas, 

bila je prisustvo velikog broja genetskih varijanti.223 Razlike između dva od njih su istražene 

mapiranjem peptida.282 Ovoglobulini G2A i G2B se razlikuju po svom pI, kao i po osetljivo-

sti na himotripsin i V8 proteazu. 

 

I.1.4.2.11  Proteini koji vezuju vitamine 

 

Vitamini prisutni u oplođenom jajetu su potrebni da zadovolje potrebe rasta embri-

ona u razvoju do trenutka izleganja. Jedan broj njih je prisutan i u belancu i u žumancu 

vezan za odgovarajuće vezivne proteine. Proteini koji vezuju vitamine su identifikovani za 

riboflavin, biotin, tiamin, cijanokobalamin, retinol i holekalciferol, a oni za poslednja dva su 

uglavnom prisutni u žumancu.283 Najbolje okarakterisani su oni za riboflavin, biotin i 

tiamin. Čini se da je uloga vezivnih proteina da obezbede unos vitamina u jajne ćelije u 

razvoju. Ovo se najjasnije pokazuje u slučaju mutanta sa nedostatkom proteina koji vezuje 

riboflavin. Embrioni u razvoju umiru na ili blizu 13 dana inkubacije od nedostatka ribofla-

vina. Nedostatak se ne može prevazići hranjenjem kokošaka hranom koja je dopunjena ri-

boflavinom, već samo direktnim ubrizgavanjem riboflavina u jaja.284 Međutim, postoji 

mnogo neodgovorenih pitanja u vezi sa proteinima koji vezuju vitamine.283 

 

I.1.4.2.11.1 Protein koji vezuje riboflavin (RfBP) 

 

Protein koji vezuje riboflavin je najzastupljeniji protein koji vezuje vitamine u belan-

cetu, čineći približno 1% sadržaja proteina. Protein je prečišćen iz belanaca jajeta domaće 

živine i sekvencioniran, iako njegova trodimenzionalna struktura još nije utvrđena.284,285 

Ima devet disulfidnih mostova i to je verovatno delimično razlog za njegovu visoku ter-

mičku stabilnost. Rastvori RfBP mogu da se kuvaju 30 min bez denaturacije. Iz njegovog 

cirkularnog dihroičnog spektra procenjuje se da RfBP domaće živine ima približno 24% α-

heliksa i 39% β- naboranih ploča.286 Protein ima ukupno osam fosfatnih grupa koje zajedno 

sa kiselim ostacima aminokiselina i sijalnom kiselinom čine njegov nizak pI od 4,0. Ima dve 

oligosaharidne grupe vezane za Asn 36 i 147. Za razliku od drugih proteina koji vezuju 

flavin, on ne pokazuje visok stepen specifičnosti prema flavinima za koje je u stanju da se 

veže.287 Fosfatne grupe i ostaci sijalne kiseline su važni za unos RfBP u oocite, pošto njihovo 
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uklanjanje dovodi do značajnog smanjenja unosa.288 RfBP kompleksu nedostaje karakteri-

stika fluorescencije riboflavina, što je korisno svojstvo za merenje stepena vezivanja.289 

 

I.1.4.2.11.2 Avidin 

 

Avidina je mnogo manje u belancima od RfBP, pri čemu prvi čini samo 0,05% ukup-

nog proteina. Ipak, on je najviše proučavan od proteina koji vezuju vitamine. Primećen je u 

vidu nutritivnog sindroma izazvanog konzumiranjem nekuvanih belanaca. Sadržao je avi-

din koji ima veoma visok afinitet za biotin, što čini hranjivi izvor nedostupnim. Upravo ovaj 

izuzetno visok afinitet ka biotinu (Kdis=0,6x10-15 M) je rezultirao brojnim primenama koje 

koriste ovo snažno vezivanje. Avidin je glikoprotein koji se sastoji od četiri podjedinice, od 

kojih svaka ima jedno mesto vezivanja za biotin. Podjedinice se sastoje od 128 amino kiselina 

i Mr na osnovu sekvence je 15,6 kDa. Veoma snažno vezivanje avidina za biotin, ekvivalen-

tno promeni slobodne energije od 21 kcal mol-1, je izuzetno visoko za nekovalentnu interak-

ciju koja uključuje organski ligand. Nejasno je koje prednosti ima veoma snažno vezivanje 

u odnosu na moguće fiziološke uloge proteina. On je npr. 1000 puta veći od proteina koji 

vezuje biotin u žumancu.290 Čini se malo verovatnim da je njegova uloga u transportu bio-

tina, pošto veliki deo cirkulišućeg avidina nema biotin. Više je verovatno da može delovati 

u cilju zaštite od bakterijskog napada. Njegove osobine su sveobuhvatno pregledane 1975. 

godine i od tada je naglasak stavljen u velikoj meri na primenu biotin-avidin tehnologije, 

tako da je tome posvećen ceo tom metoda u enzimologiji.291,292 Avidin ima pI od 10,5 i jedan 

disulfidni most. Pokazalo se da je teško dobiti odgovarajuće kristale avidina za studije 

difrakcije rendgenskih zraka, verovatno zato što je glikoprotein, iako je proučavano blisko 

srodno jedinjenje, streptavidin, koje nije glikozilovano. Ostaci oligosaharida nisu važni za 

vezivanje, jer se mogu odcepiti bez značajnog uticaja na vezivanje. Četiri mesta vezivanja 

biotina na avidin su grupisana u dva para na suprotnim stranama molekula. Brojne studije 

hemijskih modifikacija su napravljene da bi se utvrdilo koji su ostaci aminokiselina uklju-

čeni u domen vezivanja. Drastično smanjenje vezivanja se dešava kada se četiri ostatka 

triptofana u svakoj podjedinici modifikuju pomoću N-bromosukcimida. Biotin štiti četiri 

triptofana od modifikacije. Dinitrofenilacija jednog ostatka lizina takođe sprečava vezivanje 

biotina.290 Ostaci triptofana i lizinski ostaci su stoga uključeni u vezivanje. Avidin-biotin 

tehnologija koristi snažno vezivanje biotina za avidin i ima široku primenu, uključujući afi-

nitetnu hromatografiju, citohemiju, genske sonde i isporuku lekova.292 Karboksilna grupa 

na biotinu, zajedno sa niskom reaktivnošću njegovog fuzionisanog prstenastog sistema, 

znači da može biti kovalentno povezana preko karboksilne grupe sa raznim jedinjenjima, 

npr. veziva ili sonde. Jednom biotinilovana, jedinjenja će snažno interagovati na avidin ili 

konjugovani avidin. Pošto avidin ima četiri vezivna mesta, on se takođe može koristiti za 

umrežavanje. 

 

I.1.4.2.11.3 Protein koji vezuje tiamin (ThBP) 

 

Protein koji vezuje tiamin je prečišćen iz belanaca afinitetnom hromatografijom ko-

rišćenjem tiamin pirofosfata spregnutog sa aminoetil-sefarozom.293 Ima Mr od 38 kDa i nije 

glikoprotein, ima mnogo manji afinitet za vitamin (Kdis=0,3 µM) nego RfBP ili avidin. Sličan 
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protein je prečišćen iz žumanca jajeta koje se umrežava sa monospecifičnim antiserumom 

na protein koji vezuje tiamin jajeta, što sugeriše da su oba proizvodi istog gena, iako se mogu 

razlikovati u posttranslacionoj modifikaciji.294 

 

I.1.5 PEROKSIDAZE 

 

Peroksidaze su široko rasprostranjene među svim živim organizmima u prirodi. Čak 

i kod striktno anaerobnih bakterija, hidroperoksidaze igraju esencijalnu ulogu, uglavnom u 

signalizaciji i održavanju tolerancije na kiseonik.295,296 Prvobitne modrozelene alge (preteče 

cijanobakterija) koje su se pojavile pre oko 3,2 milijarde godina su najverovatnije bile među 

prvim organizmima koji su razradili mehanizme za detoksifikaciju delimično reduktivnih, 

reaktivnih kiseoničkih vrsta kao posledica njihovih evoluirajućih kiseoničkih fotosistema.297 

Značajno povećanje nivoa atmosferskog kiseonika na početku proterozoika (između 2,45 i 

2,32 milijarde godina) je nužno dovelo do dalje sofisticirane evolucije prokariotskih i euka-

riotskih antioksidativnih osobina, pri čemu su peroksidaze i katalaze najistaknutiji enzimski 

faktori.298,299 Linozije (Linossier) je prvi izneo naziv peroksidaza, nakon što je izolovao iz 

gnojnih ćelija.300 One su među prvim otkrivenim enzimima, sa referencama koje datiraju još 

iz XIX veka i opisuju peroksidativnu aktivnost u biološkim sistemima. Mogu se ekstrahovati 

iz većine biljnih ćelija i iz organa i tkiva životinja.301 One predstavljaju oksidoreduktaze koje 

katalizuju proces oksidacije širokog spektra molekula, koristeći peroksid kao akceptor e-

lektrona. Sledeća jednačina predstavlja reakciju katalize peroksidazama:302 

𝑹𝑶𝑶𝑯+ 𝒆𝒍𝒆𝒌𝒕𝒓𝒐𝒏 𝒅𝒐𝒏𝒐𝒓(𝟐𝒆−) + 𝟐𝑯+ → 𝑹𝑶𝑯+𝑯𝟐𝑶  (5) 

Peroksidaze su prisutne u skoro svim vaskularnim biljkama i pretpostavlja se da su 

uključene u širok spektar fizioloških fenomena uključujući umrežavanje polisaharida ćelij-

skog zida,303,304 zarastanje rana, odbrambene mehanizme od patogena, uklanjanje H2O2 iz 

citozola i hloroplasta,305 detoksifikaciju teških metala i reaktivnih vrsta kiseonika tokom 

procesa oksidacije i metaboličkih procesa ćelija,306,307 kao i reakcije biorazgradnje.308 Biljne 

peroksidaze su korišćene za različite komercijalne primene, zbog njihove široke specifično-

sti supstrata i ekstenzivne biokatalitičke aktivnosti.309 Primenjuju se u fluorescentnim sen-

zorima,310 kliničkoj dijagnostici i u prehrambenoj industriji.309,311 Takođe su uključene u kon-

troli štete od zagađenja vazduha312 i procese biobeljenja.313 Štaviše, imaju potencijal za de-

toksifikaciju zemljišta, biotransformaciju organskih jedinjenja, uklanjanje fenola i aromatič-

nih amina iz zagađene vode i organskih rastvarača koji se mešaju sa vodom. Primećena je 

sposobnost rastvorljivih i imobilisanih peroksidaza za uklanjanje sintetskih boja iz vode 

kontaminirane bojom i iz industrijskih otpadnih voda.309 

 

I.1.5.1 Klasifikacija peroksidaza 

 

Osnovna podela peroksidaza je na proteine koje sadrže hem grupu i koji je ne sadrže. 

U većini slučajeva, hem je prostetička grupa, a njeno evolutivno dobro očuvano aminokise-

linsko okruženje utiče na njenu reaktivnost. Prema filogenetskim stablima, bazu do sada 

poznatih peroksidaza (Redoxi Base, oktobar 2022.) čine 13 podgrupa koje se granaju u 60 

klasa (slika 10). 



46 

 

Trenutno se u Redoxi Base bazi nalazi 15260 peroksidaza, od čega heme peroksidaze 

čine 84% od ukupnog broja.314 Suprotno nekim nedavno objavljenim mišljenjima, dubinska 

filogenetska analiza jasno otkriva da skoro svi ovi geni koji kodiraju hem peroksidazu imaju 

veoma drevno prokariotsko poreklo koje verovatno datira još od porasta atmosferskog ki-

seonika.315 Sve trenutno poznate peroksidaze koje sadrže hem grupu mogu se podeliti u dve 

glavne superfamilije i tri familije. Klasična podela na biljne i životinjske hem peroksidaze 

danas izgleda zastarela i neprikladna. Zbog toga je prikladnije da se grupišu prema pose-

bnoj specifičnosti reakcije za svaku posmatranu superfamiliju. 

 

 

I.1.5.1.1 Superfamilija peroksidaza – Katalaze 

 

Ovo je trenutno najpoznatija i najintenzivnije proučavana superfamilija hem peroksi-

daza. Njegovi predstavnici među najstarijim poznatim peroksidazama, na primer peroksi-

daza rena, sistematski se proučavaju od 1930-ih godina. Prvu sistematsku klasifikaciju aku-

muliranih sekvenci i struktura izvršio je Velinder (Welinder) i podelio sve članove ove su-

perfamilije u tri različite klase. Identifikovano je da klasa I sadrži uglavnom citohrom c 

peroksidazu kvasca, askorbinske peroksidaze i bakterijske katalaze-peroksidaze. U klasi II 

dominiraju gljivične lignin i mangan peroksidaze. Klasu III predstavljaju sekretne biljne 

peroksidaze u srodstvu sa peroksidazom iz rena. Cela superfamilija je tako prvo nazvana 

prema poreklu uključenih članova kao superfamilija biljnih, gljivičnih i bakterijskih hem 

peroksidaza. Ovu superfamiliju bi bilo prikladnije nazvati superfamilija peroksidaza–

 
Slika 10. Podela peroksidaza po bazi Redoxi Base, oktobar 2022314 
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katalaza, odnosno prema glavnim enzimskim aktivnostima koje vrše njeni članovi. Ra-

zumno je pretpostaviti da je bifunkcionalnost bila u korenu superfamilije peroksidaza-kata-

laza, jer se tvrdilo da se katalitički promiskuitet često javljao u evoluciji superfamilija prote-

ina. Katalaza-peroksidaze su fiziološki aktivne prvenstveno kao katalaze i njihova peroksi-

dazna funkcionalnost in vivo je još uvek predmet diskusije.316 Trenutno 470 peroksidaza u 

Redoxi Base bazi odgovara kriterijumima za označavanje kao katalaza-peroksidaza.314 

 

I.1.5.1.2 Familija peroksidaza DyP – tipa  

 

Prvobitno nazvane „peroksidaze koje uklanjaju boje“, ova porodica proteina je ras-

prostranjena među bakterijama i gljivicama.315,317 U Redoxi Base bazi je već registrovano 237 

sekvenci porodice DyP peroksidaza.314 U biotehnologiji su uglavnom DyP-članovi bazidio-

mikota pečuraka, postali popularni zbog svoje sposobnosti da razgrađuju različite sintetičke 

disperzivne boje, ali njihova fiziološka uloga i uglavnom njihovi fiziološki donori elektrona 

ostaju nejasni. Nakon njihovog prvog prečišćavanja, bez analize sekvence, bilo je očigledno 

da se one značajno razlikuju po svojoj specifičnosti supstrata od poznatih peroksidaza klase 

II koje su često prisutne kod sličnih gljiva i mogu da ometaju skrining uzoraka grupe.318 

Verovatno su u ovom slučaju hem peroksidaze evoluirale do svoje najveće svestranosti. Po-

red aktivnosti peroksidaze, sa npr. derivatima antrahinona koji služe kao donori elektrona, 

čini se da se enzimi tipa DyP ponašaju kao hidrolaze i oksigenaze.315,317 

 

I.1.6 PEROKSIDAZA IZ RENA (HRP-C) 

 

Ren (Armoracia rusticana) je izdržljiva višegodišnja biljka koja se uzgaja u umerenim 

regionima sveta uglavnom zbog kulinarske vrednosti svog korena (slika 11).  

 

 
a) 

 
  b) 

Slika 11. Ren (Armoracia rusticana): (a) nadzemni deo (list i cvet); (b) koren
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Takođe je bogat izvor hem peroksidaza, koje koriste vodonik peroksid za oksidaciju 

širokog spektra organskih i neorganskih jedinjenja. Proizvodnja peroksidaze iz korena rena 

se dešava u relativno velikom obimu zbog komercijalne upotrebe enzima, na primer kao 

komponente kliničkih dijagnostičkih kompleta i za imunotestove. Iako se termin peroksi-

daza rena koristi donekle uopšteno, koren biljke sadrži niz karakterističnih izoenzima 

peroksidaze od kojih je C izoenzim (HRP-C) najzastupljeniji.319 

Mnoge fiziološke uloge dodeljene su izoenzimima peroksidaze rena, uključujući me-

tabolizam indol-3-sirćetne kiseline, lignifikaciju, umrežavanje polimera ćelijskog zida, for-

miranje suberina i otpornost na infekciju. Stoga je iznenađujuće da se tako malo zna o nji-

hovim specifičnim funkcijama biljke.320,321 

Prvo zabeleženo zapažanje reakcije katalizovane peroksidazom rena pojavljuje se u 

belešci koju je objavio Luji Antoan Planš (Louis Antoine Planche), u kojoj se opisuje analiza 

,,jalap’’ smole uvezene u Francusku za medicinsku upotrebu, verovatno sa Kariba.319 Iako je 

termin „peroksidaza“ ušao u upotrebu krajem devetnaestog veka, to je bio rad Roberta Šo-

data (Robert Chodat) i Alekseja Nikolajveviča Baha (Alexei Nikolaevich Bach) na Univerzitetu 

u Ženevi tokom prvih godina dvadesetog veka koji je pokrenuo dalja istraživanja peroksi-

daze iz korena rena i drugih biljnih izvora.322 Iako su Bah (Bach) i Šodat (Chodat) dobili sirovi 

preparat peroksidaze iz rena, narednim studijama Ričarda Vilštatera  (Richard Willstatter) i 

Uga Torelja (Hugo Teorella), čist enzim je konačno izolovan. Drugi napredak u periodu od 

približno 1920. do 1945. uključivao je demonstraciju hem grupe i ugljovodonika kao kom-

ponenti peroksidaze rena i prvo posmatranje katalitičkih intermedijera poznatih kao jedi-

njenja I i II, kao i prvu kinetičku analizu reakcije sa vodonik peroksidom. Ovo naglašava 

važan doprinos koji je istraživanje peroksidaze rena dalo našem razumevanju enzima 

peroksidaze uopšte.319,323 

 

I.1.6.1 Struktura HRP-C 

 

Struktura enzima je uglavnom α–helikalna, mada postoji i mali deo β-lista (slika 12). 

Postoje dva domena, distalni i proksimalni, između kojih se nalazi hem grupa. Ovi domeni 

su verovatno nastali kao rezultat umnožavanja gena, što je predlog podržan njihovim za-

jedničkim mestima za vezivanje kalcijuma i drugim strukturnim elementima.324 

Strukture HRP-C i drugih biljnih peroksidaza klase III sadrže tri α -heliksa koji su 

dodatne strukture uz osnovne strukture peroksidaze.321 Dve od njih (heliksi F’ i F’’) nalaze 

se u dugačkom umetku koji pokazuje velike varijacije u sekvenci i broju ostataka (slika 12). 

Ukupni integritet strukture u ovom regionu održava se disulfidnom vezom od 

Cis177 do Cis209. Ono što je posebno interesantno u slučaju HRP-C je lokacija ostataka u 

heliksu F’ koji su uključeni u pristup supstratu i vezivanje. Izoenzim C peroksidaze rena 

sadrži jedan polipeptid od 308 aminokiselinskih ostataka, čiju sekvencu je odredio Velinder 

(Welinder) 1976. godine.325 N-terminalni ostatak je blokiran piroglutamatom, a C-kraj je he-

terogen, sa nekim molekulima koji nemaju terminalni ostatak, Ser308. Postoje 4 disulfidna 

mosta između ostataka cisteina 11–91, 44–49, 97–301 i 177–209, i zaklonjeni most soli između 

Asp99 i Arg123. Devet potencijalnih mesta N-glikozilacije može se prepoznati u primarnoj 

sekvenci iz motiva Asn-X-Ser/Thr (gde ,,X’’ predstavlja aminokiselinski ostatak) i od njih je 
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osam zauzeto. Razgranati heptasaharid čini 75 do 80% glikana (tabela 5), ali je profil ugljo-

vodonika HRP-C heterogen, a takođe su okarakterisani mnogi manji glikani.326 

 

 

Slika 12. Trodimenzionalni prikaz rendgenske kristalne strukture izoenzima C 
peroksidaze rena (Brookhaven-ov pristupni kod 1H5A). Hem grupa (obojena crvenom 

bojom) se nalazi između distalnog i proksimalnog domena od kojih svaki sadrži po jedan 
atom kalcijuma (prikazano kao plave sfere). α-helikalni i β-list regioni enzima su prikazani 
ljubičastom i žutom bojom, respektivno. F’ i F’’ α-zavojnice se pojavljuju u donjem desnom 

kvadrantu molekula319 

 Oni uvek sadrže dva terminalna GlcNAc i nekoliko ostataka manoze. Dalja kompli-

kacija je varijacija u tipu glikana prisutnog na bilo kom mestu glikozilacije. Ukupan sadržaj 

ugljovodonika u HRP-C donekle zavisi od izvora enzima i tipične su vrednosti između 18 i 

22%. HRP-C sadrži dva različita tipa metalnog centra, gvožđe(III) protoporfirin IX (koji se 

obično naziva „hem grupa“) i dva atoma kalcijuma (slika 12 i tabela 5). 

Oba su neophodna za strukturni i funkcionalni integritet enzima. Hem grupa je ve-

zana za enzim na His170 (proksimalni ostatak histidina) preko koordinatne veze između N 

atoma bočnog lanca histidina i atoma gvožđa hem grupe. Drugo aksijalno koordinaciono 

mesto (na takozvanoj distalnoj strani ravni hem grupe) nije zauzeto u stanju mirovanja 

enzima, ali je dostupno vodonik peroksidu tokom obrtanja enzima (slika 13).  

Mali molekuli kao što su ugljen monoksid, cijanid, fluorid i azid vezuju se za atom 

gvožđa hem grupe na ovom distalnom mestu dajući komplekse peroksidaze sa šest koordi-

nata. Neki se vezuju samo u svojim protonovanim oblicima, koji se stabilizuju kroz interak-

cije vodoničnim vezama sa bočnim lancima aminokiselina u distalnom hem džepu Arg38 

(distalni arginin) i His42 (distalni histidin) (slika 13).  
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Slika 13. Ključni aminokiselinski ostaci u regionu koji se vezuje za hem grupu HRP-

C. Hem grupa i atom hem gvožđa su prikazani crvenom bojom, a preostali ostaci u bo-

jama atoma. His170, proksimalni histidinski ostatak, koordinisan je za atom gvožđa hem 

grupe, dok je odgovarajuće distalno koordinaciono mesto iznad ravni hem grupe prazno. 

Specifične funkcije za aminokiselinske ostatke prikazane ovde su date u tabeli 5327 

 

Dva mesta vezivanja kalcijuma nalaze se na pozicijama distalno i proksimalno od 

ravni hem grupe i povezana su sa regionom za vezivanje hem grupe mrežom vodoničnih 

veza. Svako mesto kalcijuma ima sedam koordinata sa ligandima donora kiseonika obezbe-

đenim kombinacijom karboksilata bočnog lanca amino kiselina (Asp), hidroksilnih grupa 

(Ser, Thr), krajnjih karbonilnih grupa i strukturnog molekula vode (samo distalno mesto) 

(tabela 5). Gubitak kalcijuma dovodi do smanjenja aktivnosti enzima i termičke stabilnosti, 

kao i do suptilnih promena u okruženju hem grupe koje se mogu detektovati spektroskop-

ski.328,329 

 

Tabela 5. Anatomija peroksidaze. Neke bitne strukturne karakteristike izoenzima C peroksidaze 
rena (HRP-C)327 

Hem grupa 

 

• His170 formira koordinatnu vezu sa atomom 
gvožđa hem grupe. 

• Asp247 karboksilni bočni lanac pomaže u kon-
troli imidazolatnog karakter His170 prstena. 

• His170Ala mutant podleže degradaciji hem 
grupe kada se doda H2O2 i jedinjenja I i II nisu 
otkrivena; k1 = 1,6 x 101 M-1 s-1. Imidazoli mogu 
da se vežu za hem gvožđe u veštački stvorenoj 
šupljini, ali puna katalitička aktivnost se ne 
obnavlja jer His170Ala-imidazol kompleks ne 
održava stanje sa pet koordinata (His42 se ta-
kođe vezuje za Fe). 

• Aromatični supstrati su oksidisani na izlože-
nom kraju hem grupe, ali se ne vezuju za hem 
gvožđe. 
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Tabela 5. Anatomija peroksidaze. Neke bitne strukturne karakteristike izoenzima C peroksidaze 
rena (HRP-C)327 

Kalcijum 

 

Distalni O-donori 
 
Asp43, Asp50, Ser52 
(bočni lanac) 
Asp43, Val46, Gli48 
(karbonilni) 
1 strukturna voda 

 

Proksimalni O-donori 
 
Thr171, Asp222, 
Thr225, Asp230 
(bočni lanac) 
Thr171, Thr225, 
Ile228 (karbonilni) 

• Distalni i proksimalni Ca2+ joni su 
sedmokoordinatni. 

• Pri gubitku kalcijuma aktivnost 
enzima se smanjuje za 40% 

• Strukturna voda distalnog Ca mesta 
vezana je vodoničnom vezom za 
Glu64 koji je sam po sebi vodonično 
vezan za Asn70 i tako se povezuje sa 
distalnim hem džepom. 

Ugljovodonik 
 

 
 

• Mesta glikozilacije su u oblastima petlje struk-
ture, na Asn13, Asn57, Asn158, Asn186, 
Asn198, Asn214, Asn255 i Asn268. 

• Ovde je prikazan glavni glikan; postoje i manji 
glikani oblika ManmGlcNAc2 (m = 4-7) i 
(Xyl)xManm(Fuc)fGlcNAc2 (m =2,4,5,6; f = 0 ili 1; 
x = 0 ili 1). 

Aminokiselinski ostaci 

Arg38 

 
Osnovne uloge u (i), formiranju i stabilizaciji jedinjenja I, 
(ii) vezivanju i stabilizaciji liganada i aromatičnih supstrata 
(npr. benzhidroksamska kiselina, ferulat itd.). 

Arg38Leu mutant; ; k1 = 1,1 x 104 M-1 s-1; 
Kd (BHA) 12,1±0,7 mM. 

Phe41 Sprečava pristup supstratu feril kiseoniku jedinjenja I. 

Phe41Ala/Leu/Thr mutanti pokazuju pobo-
ljšane stope oksidacije tioanizola (hemija pre-
nosa kiseonika). 
 

His42 
Osnovne uloge pri (i), formiranju jedinjenja I (prihvata pro-
ton iz H2O2), (ii) vezivanju i stabilizaciji liganada i 
aromatični supstrata. 

His42Leu mutant; k1 = 1,4 x 102 M-1 s-1; 
Kd (BHA) 2,9±0,5 mM. 

Asn70 

 
Održava baznost His42 bočnog lanca kroz Asn70-His42 par 
(vodonička veza od amidnog Asn70 kiseonika do His42 -
NH grupe imidazola). 

Asn70Val mutant; k1 = 6,0 x 105 M-1 s-1. 

Pro139 

 
Deo strukturnog motiva, „-Pro-X-Pro-“ (Pro139-Ala140-
Pro141 u HRP-C), koji je sačuvan u biljnim peroksidazama. 
 

Kristalografski dokazi ukazuju na ulogu 
Pro139 u oksidaciji i vezivanju supstrata. I-
mati na umu da su ostaci Ala140, Phe142 i 
Phe143 takođe deo mesta vezivanja ferulata 
prikazanog na slici 14. 

Konstanta brzine formiranja jedinjenja I (k1) za enzim divljeg tipa je 1,7 x 107 M-1 s-1. Prividna konstanta disocijacije (Kd) 
za formiranje kompleksa između HRP-C u stanja mirovanja i benzhidroksaminske kiseline je 2,1±0,2 µm (pH vrednost 
7,0, 25 oC).  

 

I.1.6.2 Mehanizam delovanja 

 

Većina reakcija katalizovanih sa HRP-C i drugim izoenzimima peroksidaze rena 

može se izraziti sledećom jednačinom, u kojoj AH2 i AH• predstavljaju redukcioni supstrat 

i njegov radikalni proizvod, respektivno:319 

𝑯𝟐𝑶𝟐 + 𝟐𝑨𝑯𝟐
𝑯𝑹𝑷−𝑪
→    𝟐𝑯𝟐𝑶+ 𝟐𝑨𝑯

•          (6) 
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Tipični redukcioni supstrati uključuju aromatične fenole, fenolne kiseline, indole, a-

mine i sulfonate. Pretvaranje vodonik peroksida u vodu nije primarna funkcija biljnih 

peroksidaza klase III kao što je HRP-C.324  Formiranje radikalnih produkata u reakcijama 

katalizovanim sa HRP-C daje indikaciju nekih mogućih in vivo funkcija  biljke. One mogu 

uključivati reakcije unakrsnog povezivanja kao što je formiranje diferulatnih veza iz feru-

latnih grupa polisaharida ili pektina vezanih za polimer, formiranje ditirozinskih veza, 

umrežavanje fenolnih monomera u formiranju suberina i oksidativno spajanje fenolnih je-

dinjenja kao deo biosinteze lignina. Peroksidaze koje katalizuju reakcije unakrsnog povezi-

vanja mogu biti izražene kao odgovor na spoljne faktore kao što je ranjavanje biljnog tkiva. 

Gubitak vode i invazija patogena se stoga može ograničiti formiranjem zaštitne polimerne 

barijere kao što je suberin. Iako in vivo uloge izoenzima HRP-C još nisu utvrđene, poznato 

je da se aktivnost peroksidaze indukuje kada su listovi rena ranjeni.330  

 

I.1.6.2.1 Katalitički mehanizam delovanja HRP-C 

 

Mehanizam katalize peroksidaze rena, a posebno izoenzima C, je opširno 

istražen.327,331,332 Neke važne karakteristike katalitičkog ciklusa su ilustrovane na slici 14 sa 

ferulnom kiselinom kao redukcionim supstratom. Generisanje radikalnih vrsta u dva 

koraka redukcije elektrona može rezultirati složenim profilom reakcionih proizvoda, 

uključujući dimere, trimere i više oligomere koji sami mogu delovati kao redukcioni 

supstrati u narednim ponavljanjima. 

Prvi korak u katalitičkom ciklusu je reakcija između vodonik-peroksida i Fe(III) u 

stanja mirovanja enzima da bi se dobilo jedinjenje I, intermedijer visokog oksidacionog 

stanja koji sadrži Fe(IV) oksoferil centar i katjonski radikal na bazi porfirina. Prolazni 

intermedijer (jedinjenje 0) formiran pre jedinjenja I je otkriven u reakcijama između HRP-C 

i vodonik-peroksida na niskim temperaturama i opisan je kao Fe(III)-hidroksi kompleks.333  

U formalnom smislu, jedinjenje I je dva oksidirajuća ekvivalenta iznad stanja mirovanja. 

Prvi korak redukcije sa jednim elektronom zahteva učešće redukcionog supstrata i dovodi 

do stvaranja jedinjenja II, Fe(IV) oksoferil vrste koja je jedan oksidacioni ekvivalent iznad 

stanja mirovanja. I jedinjenje I i jedinjenje II su moćni oksidansi, sa redoks potencijalima 

procenjenim na +1 V. 

Drugi korak redukcije sa jednim elektronom vraća jedinjenje II u stanje mirovanja 

enzima. Reakcija viška vodonik peroksida sa enzimom u stanju mirovanja daje jedinjenje 

III, koje se takođe može pripremiti na nekoliko drugih načina.331  Ovaj intermedijer se 

najbolje opisuje kao rezonantni hibrid gvožđa(III)-superoksida i gvožđa(II)-dikiseoničkog 

kompleksa. Nedavno objavljena kristalna struktura visoke rezolucije od 95% čistog 

jedinjenja III pokazuje dikiseoničnu vezu sa hem gvožđem u savijenoj konformaciji.320  

Modeli za ireverzibilnu inaktivaciju HRP-C peroksidima razvijeni su u studijama sa m-

hlorperoksibenzoevom kiselinom.334  Detaljni mehanizmi koji pokazuju ulogu ostataka 

distalnog hem džepa Arg38 i His42 (sačuvanih kod svih članova superfamilije biljnih 

peroksidaza) u formiranju jedinjenja I su opisani u literaturi, ali su van okvira ovog rada. 

Kristalne strukture visoke rezolucije oksidisanih intermedijera HRP-C potvrđuju važnost 

Arg38 i His42 za peroksidnu katalizu.320  Npr. feril kiseonik jedinjenja I je vodonično vezan 

za Arg38 NηH2 i molekul vode koji je takođe vezan vodoničnim vezama za Arg38 i His42. 
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Mehanizam za redukciju jedinjenja I i II pomoću ferulata je predložen na osnovu novih 

informacija iz kristalne strukture ternarnog kompleksa formiranog između ferulne kiseline 

i cijanidnog liganda HRP-C.335  

 

 

Slika 14. Katalitički ciklus peroksidaze rena (HRP-C) sa ferulnom kiselinom kao 
redukcionim supstratom. Konstante brzine k1, k2 i k3 predstavljaju brzinu formiranja 

jedinjenja I, brzinu redukcije jedinjenja I i brzinu redukcije jedinjenja II, respektivno327 

I.1.6.2.2 Vezivna mesta aromatičnog supstrata 

 

Oksidacija supstrata pomoću HRP-C se dešava na „izloženom“ kraju hem grupe, 

regionu koji sadrži protone hem metil C18 i hem mezo C20 (tabela 5). Ovo mesto interakcije 

je identifikovano u eksperimentima inaktivacije enzima sa alkil- i fenilhidrazinom, natrijum 

azidom i drugim reaktivnim agensima.336  Vrste slobodnih radikala koje nastaju kada se 

inkubiraju sa HRP-C i vodonik-peroksidom daju adukte kao što su C18-hidroksimetil i C20 

mezofenil hem derivati. Ono što je posebno interesantno je kontrast između ponašanja HRP-

C i drugih hemskih proteina kao što su globini i citohromi P450, gde dolazi do modifikacije 

atoma gvožđa hem grupe i pirolnih azota. Čini se da je pristup supstratu oksoferil centru 

HRP-C otežan lokalnim proteinskim okruženjem, primerom „zatvorene“ arhitekture hem 

grupe. Ovo je jedan od razloga zašto su peroksidaze mnogo manje efikasne kao katalizatori 

reakcija prenosa kiseonika od citohroma P450. Pokušaji da se poboljša ovaj aspekt hemije 

HRP-C učinjeni su mutagenezom usmerenom položajem. U ovim eksperimentima, pristup 

supstratu oksoferil centru jedinjenja I je povećan zamenom distalnih ostataka Phe41 i His42 

sa manjim ostacima aminokiselina.337,338  Stabilni, reverzibilni kompleksi 1:1 sa različitim 

aromatičnim molekulima se formiraju i u stanju mirovanja HRP-C i nekim njegovim 

ligandom vezanim derivatima (npr. HRP-C cijanididni ligand) u odsustvu vodonik-

peroksida. Spektroskopske i kristalografske studije su otkrile detaljnu sliku lokacije na kojoj 

se nalaze ovi aromatični supstrati 327  Npr. kada se ferulna kiselina veže za HRP-C cijanidni 
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ligand, njen aromatični prsten se nalazi na distalnom mestu blizu izloženog kraja hem grupe 

i njen bočni lanac fenolne kiseline je orijentisan ka ulazu mesta vezivanja.335  Postoje 

interakcije vodonične veze između Arg38 NηH2 i fenolnih i metoksil atoma kiseonika 

ferulne kiseline i između fenolnog kiseonika i molekula vode na aktivnom mestu. Dalji od 

njih je takođe vodonikom vezan za karbonilnu kičmu Pro139 ostatka (invarijantni ostatak u 

superfamiliji biljne peroksidaze) i atom azota cijanidnog liganda. Postoje hidrofobne 

interakcije sa bočnim lancima aminokiselina (Phe68, Gli69, Pro139, Ala140, Phe142 i Phe179) 

kao i hem metil C18H3 i hem mezo proton C20H (slika 15).  

 

 

Slika 15. Mesto vezivanja ferulne kiseline peroksidaze rena (HRP-C). Ova reprezentacija je 
uzeta iz rendgenske kristalne strukture ternarnog kompleksa ferulne kiseline (FA) i 

cijanidnog liganda HRP-C (Brookhaven-ov pristupni kod 7ATJ). Hem grupa je prikazana u 
crvenoj, dok su ferulna kiselina, cijanidni ligand (vezan za hem gvožđe na upražnjenom 

distalnom koordinacionom mestu) i katalitički ostaci Arg38, His42 i His170 u bojama 
atoma. Nekoliko bočnih lanaca fenilalanina koji doprinose mestu vezivanja prikazano je 

plavom bojom. Imati na umu da  bočni lanac ferulne kiseline nalazi u pravcu ulaza mesta 
vezivanja327 

Struktura i dinamika kompleksa benzhidroksamske kiseline HRP-C takođe su detaljno 

istražene sa mutantima dobijenim mutagenezom usmerenom položajem i korišćenim za 

istraživanje doprinosa ostataka mesta vezivanja afinitetu supstrata.327  

 

I.1.6.2.3 Inhibicija aktivnosti HRP-C 

 

Iako su surfaktanti pokazali značajnu potencijalnu sposobnost za inhibiciju 

aktivnosti HRP-C, detaljan mehanizam ostaje nejasan. Dobro je poznato da konformacija 

enzima igra ključnu ulogu u regulisanju aktivnosti enzima, a konformacija enzima se može 

promeniti u prisustvo surfaktanta.301,339,340  Interakcije između surfaktanata i enzima 

uključuju specifične hidrofobne i elektrostatičke interakcije između monomera jonskog 

surfaktanta i enzima, kooperativnu interakciju molekula surfaktanta sa nekim amino 

kiselinskim ostacima enzima gde se formiraju grozdovi surfaktanta, kao i hidrofobne 

interakcije između hidrofobnih lanaca surfaktanata i kratkih fleksibilnih polipeptidnih 

segmenata enzima.341,342 
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Katjonski i anjonski surfaktanti u razblaženim koncentracijama (ispod cmc (kritična 

micelarna koncentracija)) mogu efikasno inhibirati HRP-C, što sugeriše mehanizam 

inhibicije kojim uglavnom dominira elektrostatička interakcija surfaktanta sa HRP-C.343  

Cviterjonski surfaktant inhibira HRP-C aktivnost samo kada je prisutan u koncentracijama 

iznad njegove cmc, odražavajući sinergetsku interakciju između surfaktanta i HRP-C.343  

Promena aktivnosti HRP-C izazvana surfaktantom nije direktno povezana sa promenom 

sekundarne konformacije izazvane surfaktantima. Tercijarna struktura oko aktivnog mesta 

hem grupe igra ključnu ulogu u aktivaciji ili inhibiciji aktivnosti HRP-C. Elektrostatička 

interakcija između jonskih surfaktanata i HRP-C pri koncentracijama ispod cmc 

istovremeno utiče na tercijarne strukture u blizini Trp117, kao i blizu hem aktivnog mesta 

HRP-C i smanjuje aktivnost HRP-C. Za sistem HRP-C/cviterjonski surfaktant, slaba 

interakcija cviterjonskog monomera sa HRP-C samo malo menja tercijarnu strukturu u 

blizini Trp117, pri čemu je struktura oko aktivnog mesta hem grupe ostala neporemećena, 

a aktivnost HRP-C ostaje na visokom nivou, dok je interakcija cviterjonskog monomera sa 

HRP-C u koncentracijama iznad cmc jaka, što dovodi do promena ternarne strukture u 

blizini Trp117 i oko aktivnog mesta hem grupe, kao i do inhibicije aktivnosti HRP-C.343   

 

I.1.6.2.4 Primena HRP-C 

 

Peroksidaze iz rena (pretežno HRP-C) se koriste kao reagens za organsku sintezu i 

biotransformaciju, kao i u testovima spregnutih enzima, hemiluminiscentnim testovima, 

imunoesejima i tretmanu otpadnih voda.327,344  

Poboljšanja poželjnih kvaliteta enzima, kao što je relativno dobra stabilnost u 

vodenim i nevodenim sistemima rastvarača, aktivno se traže kao rezultat hemijske 

modifikacije, usmerene mutageneze i studija dirigovane evolucije.345  Neke primene HRP-

C u organskoj sintezi malih razmera uključuju N- i O-dealkilaciju, oksidativno spajanje, 

selektivnu hidroksilaciju i reakcije prenosa kiseonika. Mutageneza HRP-C usmerena 

položajem na mestu Phe41 i His42 je korišćena za poboljšanje enantioselektivnosti oksidacija 

arilmetilsulfida.337,338  Međutim, van de Veld (van de Velde) i saradnici generalno navode da 

će povećanje enantioselektivnih oksidacija katalizovanih peroksidazom na industrijski nivo 

zahtevati značajno smanjenje cene enzima po jedinici proizvoda.346 Rešenja za ovaj problem 

mogu uključiti bolje upravljanje procesom sa vodonik-peroksida kako bi se izbegla 

inaktivacija enzima i korišćenje konstruisanih enzima sa poboljšanom stabilnošću i 

katalitičkom efikasnošću, kao i korišćenje imobilisanih enzima. 

 

I.2. BOJE 

 

Boje su česte u našem životu, ali ponekad zanemarimo društveno-istorijski fenomen 

koji je boju učinio suštinskim elementom izražavanja i komunikacije za ljudska bića. Boja je 

uticala na percepciju ljudi i igrala je ključnu ulogu u prihvatanju društvenog i prirodnog 

okruženja.347  

Boja se od praistorije koristila kao simbolička umetnost društva, kao vid vizuelne 

komunikacije i kao mehanizam izražavanja, povezan sa kulturnom evolucijom čovečanstva, 

jer je upotreba boje u različitim praistorijskim sredinama bila povezana sa umetničkim i 
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kognitivnim razvojem pojedinca.348–351 Neki stručnjaci veruju da je boja povezana sa simbo-

ličkim sistemom koji se širi i deli mnoga društva u različitim periodima.352 

Pigmenti su nastali iz mešavine zemlje i drugih materijala sa vodom, pljuvačkom ili 

životinjskom mašću koja se koristi za bojenje. Pravljenje boja mešanjem pigmenata ili boja 

bila je učestala aktivnost u različitim civilizacijama, dok boje nisi krenule da se dobijaju od 

minerala, povrća ili insekata.353  Henri Perkin (Henry Perkin) je 1854. razvio i patentirao prvu 

sintetičku boju pod nazivom Mauveine, dobijenu od katrana uglja.354,355  Perkin je rešio pro-

blem proizvodnje i pokrenuo proizvodnju novih sintetskih boja različitim postupcima.356  

Upotreba sastojaka destilovanih od katrana uglja omogućila je razvoj novih boja, a 

do 1869. godine neke prirodne boje kao što je Alizarin su zamenjene sintetskim bojama po 

nižoj ceni.354  Od tada se proizvodnja boja diverzifikovala, sa izveštajima o više od 100,000 

dobijenih sintetskih boja.357 

 

I.2.1 Klasifikacija boja 

 

Boje su prirodne ili veštačke supstance koje daju boju različitim vlaknima koja se ko-

riste u tekstilnoj, farmaceutskoj, prehrambenoj, kozmetičkoj, plastičnoj, fotografskoj, papir-

noj i drugim industrijama.358  Mogu biti pigmenti ili boje. Pigmenti su praktično nerastvorni, 

a čestice koje ih čine su 1-2 µm. Boje se lako rastvaraju u vodi i imaju veličinu čestica u 

rasponu od 0,025–1,0 µm.359,360  Industrijske prednosti za upotrebu veštačkih boja zasnovane 

su na: 

• da su hemijski stabilne tokom vremena,  

• da su inertne na fizičku, hemijsku i biološku degradaciju,  

• da mogu da daju boju vlaknima koje treba da se boji kroz procese koji se mogu reprodu-

kovati , održavajući intenzitet boje i  

• niske cene.357,361  

Boje apsorbuju svetlost u vidljivom spektru (400–700 nm), imaju proširenu konjuga-

ciju i jedan ili više hromofora.362  Hromofori sadrže heteroatome kao što su N, O i S i uklju-

čuju veze kao što su -N=N- (azo), =C=O (karbonilna), NO ili N-OH (nitrozo), -NO2 ili NO-

OH (nitro ) i C=S (sulfo).82  Hromoforne grupe su nezasićene i sastoje se od atoma ili grupa 

atoma, u kojima rezonantan raspored uzastopnih jednostrukih i dvostrukih veza omo-

gućava apsorpciju svetlosnih zraka. Sintetičke boje predstavljaju značajnu strukturnu raz-

nolikost i stoga imaju veoma različite hemijske i fizičke osobine.82  Tekstilna industrija pro-

izvodi vlakna koja formiraju predivo, koje se pretvara u tkaninu.363  Na tekstilnoj tkanini 

koriste boje na različite načine, npr. bojenje je proces ravnomernog premazivanja tekstilnih 

vlakana bojama. Štampanje je nanošenje boja na određeno područje tkanine. Izbeljivanje 

predstavlja uklanjanje boje (dekolorizacija) sa tekstilnih vlakana, a završna obrada obuhvata 

umrežavanje, omekšavanje i hidrolizu.364 Boje su klasifikovane u zavisnosti od njihovog po-

rekla u dve glavne kategorije. Prirodne boje, koje su poznate od davnina, dobijaju se uglav-

nom iz biljaka; a sintetičke boje se veštački sintetišu iz hemijskih jedinjenja. Sintetičke boje 

su podeljene u tri grupe na osnovu prirode proizvedenog vlakna. To su boje za celulozna 

vlakna, boje za proteinska vlakna i boje za sintetička vlakna (slika 16).365,366 
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 Tabela 6. Klasifikacija i karakterizacija boja u zavisnosti od strukture hromofore 

Hemijska klasa 
boje 

Struktura 
hromoforne grupe 

Primer boje Karakteristike 

Azo367 

N

N

 

Methyl Orange 
 

Congo Red 
 

Orange G 
 

Amaranth 

Često se koriste azo boje 
(60%). 

Ove boje imaju funkcio-
nalnu grupu (-N=N-) koja 
povezuje dva alkil ili aril 

radikala, simetrične i/ili a-
simetrične, identične ili 

ne-azotne. 

Antrahinon368 

O

O  

Reactive Blue 4  
 

Alizarin Red S 
 

Reactive Bright 
Blue X-BR 

 
Remazol Brilliant 

Blue R 

Antrahinonske boje su 
druge 

najčešće korišćene boje 
zbog svojih niska cena, 
pristupačnosti i perfor-

mansi u procesu bojenja. I-
maju antrahinonske 

hromoforne grupe koje 
sadrže 

dve karbonilne grupe sa 
obe strane benzenovog 

prstena. 

 Slika 16. Klasifikacija boja 
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 Tabela 6. Klasifikacija i karakterizacija boja u zavisnosti od strukture hromofore 

Hemijska klasa 
boje 

Struktura 
hromoforne grupe 

Primer boje Karakteristike 

Trifenilmetan369 

 

Malachite Green 
 

Crystal Violet 
 

Bromophenol Blue 
 

Light Green SF 

Ovi molekuli imaju cen-
tralni sp3 hibridizovani a-
tom ugljenika, vezan za tri 
aril grupe i pripadaju naj-
češće korišćenim bojama u 

tekstilnoj industriji. 

Nitro i 
nitrozo370 

N
+

O
–

O

N
+

OH

O

 

Naphtol Yellow S 
 

Disperse Yellow 26 
 

Disperse Yellow 14 

U nitro bojama, nitro 
grupa se vezuje za e-

lektron donorske grupe 
preko aromatičnog 

sistema. Nitro boje uvek 
sadrže hidroksilnu donor-

sku grupu. 

Indigo371 

NH

NH

O

O

 

Indigo Carmine 
 

Ciba Blue 2B 

Sintetička indigo boja je 
najšire korišćena boja u 

tekstilnoj industriji u 
svetu. Veoma je rezisten-
tna na svetlost i visoku 

temperaturu. 

Ksanten372 

O

 

Rhodamine 6G 
 

Rhodamine 123 
 

Fluorescein 

Ksantani su boje koje se 
koriste u proizvodnoj 

industriji hrane, kozme-
tike, boja i papira, zbog 
njihove superiorne oso-

bine bojenja. Slabo su bio-
razgradive, dok su neke i 

veoma toksične.  

Akridin373 

N

 

Acridine Orange 
 

Basic Yellow 9 

Akridinske boje su ot-
porne na toplotu, iako i-

maju nisku svetlosnu 
postojanost. Trenutno nisu 

komercijalno važne. 

Ftalein374 

O

OH

OH

O

 

o-cresolphthalein 
 

Thymolphthalein 
 

Dixylenolphthalein 
 

Phenolphthalein 

Ftaleinske boje se koriste 
za titriranje slabih kiselina. 

Ftaleinske boje su ne-
rastvorljive u vodi, ali ras-
tvorljive u alkoholu. Često 
se koriste u građevinskoj, 
elektronskoj industriji  i 

industriji premaza. 
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Tabela 6 prikazuje glavne hromofore koji utiču na klasifikaciju boja. Pored hromo-

fora, većina boja sadrži auksohromne grupe, koje nisu odgovorne za boju, već za intenzitet 

(ton) i afinitet za vlakno. Neki od njih su -NH3 (amino), -COOH (karboksilna), -SHO3 (sul-

fonatna) i -OH (hidroksi).82,375,376 

 

I.2.1.1.1 Direktne boje 

 

Direktne boje su veoma pristupačne, ali imaju tendenciju da ostanu u vodenom 

obliku, a ne da se vezuju za celulozna vlakna (mogu se koristiti i sa određenim sintetičkim 

vlaknima). Pri tome se kombinuju sa neorganskim elektrolitima i anjonskim solima u obliku 

natrijum sulfata (Na2SO4) ili natrijum hlorida (NaCl) da bi se poboljšao njihov kapacitet ve-

zivanja za tkaninu (slika 16). Stoga se preporučuje da se peru u hladnom ciklusu pranja i sa 

tkaninama iste boje.377 

 

I.2.1.1.2 Indigo boje 

 

Indigo ili tamnoplava boja pripada klasifikaciji vat boja, koje prvobitno nisu rastvor-

ljive u vodi, ali su postale rastvorljive nakon alkalne redukcije (slika 16). Proces bojenja tek-

stila odvija se u vodi rastvorljivom ili leuko obliku indiga, zatim ovaj oblik oksidira pod 

izlaganjem vazduhu i vraća se u svoj prvobitni nerastvorljivi ili keto oblik kako bi se osigu-

ralo savršeno vezivanje boje za tkaninu. Indigo boje se najviše koriste za farbanje plavog 

teksasa, što objašnjava njihovu proizvodnju u ogromnim količinama širom sveta.357,378 

 

I.2.1.2 Boje za celulozna vlakna 

 

Celulozna vlakna potiču od biljaka kao što su lan, pamuk, ramie, viskoza, liocel i 

konoplja (slika 16). Ove vrste tkanina daju savršene rezultate bojenjem reaktivnim bojama, 

direktnim bojama, indigo bojama i sumpornim bojama.379 

 

I.2.1.2.1 Reaktivne boje 

 

Reaktivne boje čine glavnu klasu boja za celulozna vlakna, a dobro boje i  neka pro-

teinska vlakna (slika 16). Poznate su po svojoj visokoj pigmentaciji, trajnom efektu, lakoći 

manipulacije u širokom temperaturnom opsegu i svestranosti zbog različitih reaktivnih 

grupa koje mogu da formiraju kovalentne veze sa više vlakana.380,381 

 

I.2.1.2.2 Sumporne boje 

 

Sumporne boje predstavljaju malu, ali važnu klasu zbog svojih odličnih svojstava za 

bojenje, lakoće primene i niske cene (slika 16). Imaju složenu strukturu sa disulfidnim (S–S) 

mostom. Oni pripadaju klasifikaciji vat boja, iako se redukuju iz keto u leuko oblik korišće-

njem natrijum sulfida. Leuko sumpor postaje rastvorljiv u vodi da bi se postigla svrha boje-

nja.382,383 
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I.2.1.3 Boje za proteinska vlakna 

 

Proteinska vlakna kao što su svila, kašmir, angora, moher i vuna potiču iz životinj-

skih izvora (slika 16). Podložna su visokim vrednostima pH; stoga se boje korišćenjem kisele 

boje rastvorljive u vodi da bi se dobio molekul nerastvorljive boje na vlaknu. Kisele boje 

obuhvataju azo boje kao najvažniju grupu, a slede antrahinonske, triarilmetanske i ftaloci-

janatne boje.384,385 

 

I.2.1.3.1 Azo boje 

 

Azo boje čine najveću kategoriju (60–70%) ukupne industrije sintetičkih boja zbog 

svoje svestranosti, ekonomičnosti, jednostavnosti upotrebe, visoke stabilnosti i visokog 

intenziteta boje.386,387 Ove boje imaju istaknutu strukturu hromofora (-N=N-), koja obezbe-

đuje rastvorljivost boja u vodi i njeno vezivanje za vlakno.388,389  Azo boje su klasifikovane 

u tri grupe (mono, di i poli) u zavisnosti od broja azo grupa u njihovoj strukturi (slika 16). 

Ove grupe su vezane za aromatično ili heterociklično jedinjenje na jednoj strani i nezasićenu 

heterocikličnu, karboksilnu, sulfo ili alifatičnu grupu na drugoj strani.390,391 

 

I.2.1.3.2 Triarilmetanske boje 

 

Trifenilmetanske boje se široko primenjuju u tekstilnoj industriji za bojenje protein-

skih vlakana vune i svile kada su formirane od dve grupe sulfonske kiseline (SO3H). Mogu 

se koristiti kao indikatori ako u svojoj hemijskoj strukturi sadrže samo jedanu auksohromnu 

grupu sulfonske kiseline (SO3H) (slika 16). Ove boje su poznate po svojoj rastvorljivosti u 

vodi, kao i širokom i intenzivnom rasponu boja.379,392 

 

I.2.1.3.3 Ftalocijanatne boje 

 

Ftalocijanatna familija boja se sintetiše reakcijom između jedinjenja 1,4 dicijanoben-

zena sa atomom metala (Ni, Co, Cu itd.) da bi se dobile zelene i plave nijanse (slika 16). 

Imaju svojstava kao što su dobra postojanost boje na svetlosti, otpornost na oksidaciju, ras-

tvorljivost u vodi, kao i hemijska stabilnost.393,394 

 

I.2.1.4 Boje za sintetička vlakana 

 

Sintetička vlakna se sastoje od spandeksa, poliestera, akrila, poliamida, poliacetata, 

polipropilena, ingeo polimlečne kiseline i acetatnih tkanina (slika 16). Koriste se u 60% glo-

balne proizvodnje vlakana zbog širokog spektra primene. Ova vlakna su obojena direktnim 

bojama, baznim bojama i disperznim bojama.395,396 
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I.2.1.4.1 Disperzne boje 

 

Disperzne boje su najmanji molekuli među svim bojama. Ove boje su nerastvorljive 

u vodi, ali su stabilne pod visokim temperaturama (slika 16). Rastvor za bojenje na visokoj 

temperaturi je mešavina između praha boje i disperznog agensa.397,398 

 

I.2.1.4.2 Bazne boje 

 

Bazne boje se takođe nazivaju katjonskim bojama jer se transformišu u šarene katjon-

ske soli koje su odgovorne za bojenje tekstila od anjonskih vlakana.375  Ove boje su osetljive 

na svetlost; stoga se striktno koriste za bojenje papirnog najlona i modifikovanih poliestera. 

Njihove glavne strukture su cijanin, triarilmetan, antrahinon, diarilmetan, diazahemicija-

nin, oksazin, tiazin i hemicijanin (slika 16).380 

 

I.2.1.4.3 Antrahinonske boje 

 

Antrahinoni su grupa jedinjenja koja obiluju u univerzumu prirodnih supstanci. Oni 

su klasifikovani kao hinoni, a njihovi derivati su najveća grupa prirodnih hinona. Benzohi-

noni i naftohinoni su takođe deo ove grupe. Antrahinoni čine najveću grupu prirodnih pig-

menata, sa oko 700 opisanih jedinjenja. Oko 200 ovih jedinjenja izolovano je iz biljaka, dok 

su ostala izolovana iz lišajeva i gljiva.399,400 Nalaze se u svim delovima biljaka: korenima, 

rizomima, plodovima i cvetovima. Većina ovih jedinjenja je izvedena iz osnovne strukture 

9,10-antracendiona (antrahinona), tricikličnog aromatičnog organskog jedinjenja (tabela 6). 

Ova jedinjenja se takođe mogu naći u raznim namirnicama koje ljudi konzumiraju, a pri-

sutni su u grašku, kupusu, salati i pasulju, koji obezbeđuju oko 0,4, 3,6, 5,9 i 36 mg antrahi-

nona po kilogramu svežeg povrća.401  

Klasa antrahinona se u velikoj meri koristi u industriji bojenja tekstila.402  Ove boje su 

poznate po svojoj rastvorljivosti u vodi, svetlim bojama i odličnim svojstvima postojanosti 

(slika 16). Na osnovu strukture antrahinona može se konstatovati veza sa azo bojama.403,404  

Antrahinoni takođe predstavljaju drugu najvažniju klasu boja, iza azo-boja samo 

zbog svog manjeg tinkturalnog kapaciteta i veće težine pripreme. Njihove karakteristične 

boje nalaze se u oblasti svetloplave i tirkizne.405  Pored toga, ova jedinjenja se smatraju naj-

starijim bojama koje su korišćene, a izveštaji pokazuju njihovu upotrebu u mumijama koje 

su bile stare više od 4000 godina. Za razliku od azo boja, koje nemaju prirodnih zamena, sve 

važne prirodne crvene boje su antrahinoni.404  

Antrahinonske boje se sastoje od 9,10-antrahinona koji predstavljaju grupe donora 

elektrona. U skladu sa izborom ovih grupa i stepenom supstitucije, može se dobiti razno-

vrsna paleta boja.406 9,10-Antrahinon je suštinski bezbojan (tabela 6). Da bi se proizvele ko-

mercijalno korisne boje, uvode se moćne donorske grupe elektrona kao što su amino ili 

hidroksi u jedan ili više od četiri alfa položaja (1, 4, 5 i 8). Najčešći oblici zamene su 1,4-, 

1,2,4- i 1,4,5,8-. Da bi se svojstva dovela do maksimuma, koriste se primarne i sekundarne 

amino grupe (ne tercijalne) i hidroksi grupe. One obezbeđuju maksimalan stepen -orbital-

nog preklapanja, pojačan intramolekulskim vodoničnim vezama, uz minimalne sterne 
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smetnje. Snaga elektron donorskih grupa raste po redosledu: OH<NH2<NHR<NHAr. Te-

tra-supstituisani antrahinoni (1,4,5,8-) su batohromniji od di-(1,4-) ili tri-supstituisanih 

(1,2,4-) antrahinona. Dakle, odgovarajućim izborom donorskih grupa i obrazaca supstitu-

cije, mogu se postići različite boje.407 

Glavne prednosti antrahinonskih boja su jasnoća i dobra postojanost. Međutim, nisu 

isplative, jer imaju visoku cenu i mali tinkturalni kapacitet. To što se još uvek u velikoj meri 

koriste, posebno u oblastima crvenih i plavih nijansi, je zato što druge boje nisu mogle da 

obezbede kombinaciju svojstava koju nude antrahinonske boje, iako po višoj ceni.407 

Antrahinonske boje imaju sulfo grupu koja ih čini rastvorljivim u vodi. Koriste se za 

bojenje vune i svile, zbog afiniteta prema pomoćnim vezivnim sredstvima. Podklasa kiselih 

boja, boje za hranu, koriste se za bojenje proteinskih vlakana i nekih najlonskih vlakana na 

visokoj temperaturi.408  Druga podklasa antrahinonskih boja, boje koja reaguju na vlakna, 

se koristi za bojenje proteinskih vlakana. Najvažnije i najrazličitije karakteristike ovih boja 

su svojstvo formiranja kovalentnih veza tokom procesa nanošenja sa supstratima koji se 

boje.409  Za razliku od drugih grupa boja, ove boje se sastoje od poznatog sistema hromofora 

koji sadrži različite reaktivne grupe. Na osnovu ovih reaktivnih grupa, one su klasifikovane 

u mono sidrene boje, dvostruko sidrene boje i višestruko sidrene boje.408 

Pored njihove poznate upotrebe kao prirodnih boja, u literaturi je opisano nekoliko 

bioloških aktivnosti ovih jedinjenja, među kojima izdvajamo njihovo antitumorsko, antiin-

flamatorno, diuretičko, antiartritično, antifungalno, antibakterijsko, antimalarijsko i anti-

oksidativno delovanje.401,410–419 

 

I.2.1.4.3.1 Antrahinonske boje C.I. Acid Blue 225 i C.I. Acid Violet 109 

 

Dve kisele antrahinonske boje, C.I. Acid Blue 225 i C.I. Acid Violet 109, koje se široko 

koriste za štampanje i za bojenje vune, poliamida, svile i mešanih vlakana, odabrane su kao 

modeli za naše istraživanje. 

 

Tabela 7. Svojstva antrahinonskih boja C.I. Acid Blue 225 i C.I. Acid Violet 109420,421 

Boja i njena svojstva Spektar boje Hemijska struktura boje 
Ime: C.I. Acid Violet 109 
Molekulska formula: 

C35H34Br2N3NaO7S 
Molekulska masa: 

823,52 g mol-1 
𝜆max: 590; 552 nm 

CAS broj: 12220-63-2 
Primena i svojstva: Kori-
sti se za štampanje i boje-

nje svile, poliamida i 
vune. Plava do svetlo lju-

bičasta boja. 
Sinonimi: Acid Violet B, 

Erionyl Violet A-B, Lanaset 
Violet B  
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Tabela 7. Svojstva antrahinonskih boja C.I. Acid Blue 225 i C.I. Acid Violet 109420,421 

Boja i njena svojstva Spektar boje Hemijska struktura boje 

Ime: C.I. Acid Blue 225 
Molekulska formula: 

C26H20Br2N3O6S 
Molekulska masa: 

685,32 g mol-1 
𝜆max: 628; 589 nm 

CAS broj: 12216-97-6 
Primena i svojstva: Kori-
sti se za štampanje i boje-
nje vune. Crveno do sve-

tlo plava boja. 
Sinonimi: Weak Acid 

Brilliant Blue RLS, Acid 
Blue 2R, Lanaset Blue 2R, 

Polar Blue RLS 

 

 
 

I.2.2 Karakteristike boja i njihov uticaj na životnu sredinu 

 

Sintetičke boje se uglavnom dobijaju od petrohemijskih jedinjenja, komercijalizovane 

su u tečnom obliku, prahu, pastama ili granulama.422 

Industrijski se koristi oko 40 000 različitih sintetičkih boja i pigmenata, a širom sveta 

se proizvodi oko 450 000 tona boja.423  Štaviše, sintetičke boje su korišćene za efikasnu kon-

trolu prečišćavanja kanalizacije i otpadnih voda, određivanjem specifične površine aktivnog 

mulja za praćenje podzemnih voda.424 

Koriste se različite klase boja prema vlaknima na koja se mogu primeniti. Najčešće se 

koriste reaktivne boje, jer se mogu primeniti kako na prirodna (vuna, pamuk, svila), tako i 

na sintetička (modifikovani akrili) vlakna.425  Reaktivne boje se razlikuju od drugih klasa 

boja po tome što njihovi molekuli sadrže jednu ili više reaktivnih grupa sposobnih da for-

miraju kovalentnu vezu sa kompatibilnom grupom vlakana. Postale su veoma popularne 

zbog svoje visoke otpornosti na vlagu, sjaja i raspona nijansi.426  Njihova upotreba se po-

većala kako su sintetička vlakna postala sve brojnija. Kisele i bazične boje koriste se za boje-

nje svih prirodnih vlakana (vuna, pamuk, svila) i nekih sintetičkih (poliestera, akrila i vis-

koze). Direktne boje su klasifikovane na ovaj način jer se nanose direktno na celulozna 

vlakna. Osim toga, koriste se za bojenje viskoze, papira, kože i u maloj meri najlona. Primena 

mordatnih boja je ograničena na bojenje vune, kože, krzna i anodizovanog aluminijuma. 

Rastvorne boje se koriste za bojenje mastila, plastike i proizvoda od voska, masti i mineral-

nih ulja.423 

Sintetičke boje su obdarene višestrukim potencijalima kao što su brzo i konzistentno 

bojenje sa različitim klasama tkanina, širokim spektrom pigmenata i nijansi boja, lakoća ma-

nipulacije, stabilnost na nekoliko spoljnih faktora i ekonomična potrošnja energije.427  Dakle, 

većina sintetičkih boja izaziva štetan uticaj,  kada se ispuštaju u netretiranim ili delimično 

tretiranom oblicima u životnu sredinu.428,429 

Uopšteno govoreći, sintetičke boje nisu biorazgradive zbog svojih hemijskih karakte-

ristika i strukture, stvarajući štetan uticaj na životnu sredinu.430  Većina sintetičkih boja je 
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postojana, kancerogena i toksična za ekosisteme.431 S druge strane, negativan uticaj boja 

može biti biouveličan, stvarajući visoke stope kontaminacije na visokim trofičkim nivo-

ima.432  Međutim, toksičnost svake boje mora se procenjivati pojedinačno, jer šteta koju oni 

izazivaju zavisi od strukture i koncentracije izloženosti, što znači da boje mogu dugo da 

opstanu (~50 godina ili više) u životnoj sredini.82,433  Postojanost boja je usko povezana sa 

njihovom hemijskom reaktivnošću, tako da su nezasićena jedinjenja manje postojana od za-

sićenih. Perzistentnost aromatičnih jedinjenja se povećava kako se povećava broj hemijskih 

i halogenih supstitucija. Isto se dešava i sa postojanošću boja, pokazujući relevantnost pro-

cene degradacije boja pojedinačno i u kombinaciji.375  Najreprezentativnije boje koje se kori-

ste u industriji pripadaju klasama azo, antrahinona ili triarilmetana.375,434 

Boje azo klase su naširoko proučavane da bi poznale njihovu upotrebu i negativne 

efekte. Između 60% do 70% azo boja je toksično, kancerogeno i otporno na konvencionalne 

fiziko-hemijske tretmane.375  Toksičnost azo boja prati njihovu hemijsku redukciju i kasnije 

formiranje aromatičnih amina, kao što su benzidin, dimetoksi-benzidin i dimetil-benzidin. 

Toksičnost aromatičnih amina je posledica njihove metaboličke oksidacije jer oksidacija ge-

neriše elektrofilne redukcione posrednike (diazonijum soli) koji omogućavaju kovalentno 

vezivanje za DNK. Ova jedinjenja su mutagena i izazivaju bolesti kao što je rak. Varijanta 

ovog mehanizma je hemijska redukcija neke azo veze (koja se nalazi u određenim bojama) 

u odgovarajući toksični aromatični mono-azo amin.435–437 

Kada se azojonske boje odbace u površinske ili otpadne vode, mogu da se vežu za 

suspendovanu organsku materiju elektrostatičkim interakcijama, prianjaju za sedimente ili 

mulj otpadnih voda, povećavajući postojanost.438  Pored toga, obojena voda ili kontamini-

rani mulj dolazi u kontakt sa vodenim životinjama, prenoseći toksična jedinjenja kroz lanac 

ishrane do ljudi, izazivajući zdravstvene poremećaje kao što su hipertenzija, grčevi, muč-

nina, krvarenje, ulceracija kože ili membrana i sluzokože. U zavisnosti od izloženosti do-

zama boja, može doći do ključnih oštećenja bubrega, reproduktivnog sistema, jetre, mozga 

i centralnog nervnog sistema (CNS).435,437  Parot (Parrot) i saradnici procenjivali su efekte azo 

boja na krupnoglave ribe (Pimephales promelas) u embrionalnoj (fazi larve) fazi upoređujući 

efekte boje pri različitim koncentracijama.439  Autori su otkrili da je upotreba 25,4 mg L-1 i 

16,7 mg L-1 azo boja Disperse Yellow 7 i Sudan Red G, respektivno, smanjila broj preživelih 

larvi, koje su uginule 4-10 dana nakon izleganja.439 

Antrahinonske boje se smatraju najotrovnijim uprkos širokoj upotrebi. Studije o bi-

otransformaciji i toksičnosti antrahinona su ograničene u poređenju sa azo bojama. Novotni 

(Novotny) i saradnici su procenili toksičnost četiri boje; dve azo (Reactive Orange 16 (RO16); 

Congo Red (CR)) i dve antrahinonske (Remazol Brilliant Blue R (RBBR); Disperse Blue 3 (DB3)), 

za koje su kao biološki model koristili tri vrste, Vibrio fischeri (bakterije), Selenastrum capri-

cornutum (mikroalge) i Tetrahimena piriformis (cilijate).403  Mutagenost boja je određena ko-

rišćenjem Ames testa sa Salmonella Tiphimurium (His-). Autori su otkrili da je boja DB3 naj-

toksičnija za sve vrste i da je pokazala in vitro mutagene efekte u S. Tiphimurium.440  Neke 

antrahinonske boje su veoma otporne na hemijsku oksidaciju zbog svoje stabilnosti zbog 

rezonancije njihove aromatične strukture; ovo povećava postojanost u otpadnoj vodi i re-

zultira tekstilnom otpadnom vodom sa visokim procentima antrahinonskih boja.440  Toksi-

kološke studije drugih antrahinona dale su različite rezultate. Blue Reagent 4 (BR4)se smatra 

fitotoksičnim, citotoksičnim i genotoksičnim.441 Međutim, Acid Blue 80 (AB80) i Acid Blue 
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129 (AB129) procenjene na visokim koncentracijama nisu izazvale negativan efekat na larve 

krupnoglave ribe (Pimephales promelas) nakon 14 dana izlaganja.439 

Dobro je poznato da boje iz klase triarilmetana ozbiljno utiču na metabolizam, aku-

muliraju se i prodiru u kožu, iritiraju ako se progutaju ili udišu, izazivaju kancerogene e-

fekte, proizvode sarkome i izazivaju metemoglobinemiju kada su vrste preeksponirane.442  

Istraživanje sprovedeno u vodnim tokovima u Belgiji, kako bi se utvrdio nivo i akumulacija 

toksičnih boja u ugroženoj divljoj vrsti Anguilla anguilla, otkrilo je da je jegulja kontamini-

rana bojama u 77% uzorkovanih organa i da je između 25% i 58% Uzorci su sadržali triaril-

metanske boje Malachite Green (MG), Crystal Violet (CV) i Bright Green (BG). Među tri boje, 

MG je najviše proučavana, jer se smatra toksičnom za više organa, samim tim utiče na imuni 

i reproduktivni sistem i ima genotoksična i kancerogena svojstva (efekti koji mogu ovu vrstu 

jegulja, kao i druge vrste živih bića da dovedu do istrebljenja).443 

Procenjuje se da je najveći generator obojenih otpadnih voda tekstilna industrija, koja 

čini 60% ukupnog tržišta.444,445 Otprilike 20% boje koja se koristi za bojenje tekstilnih vlakana 

nije fiksirano i odlaže se u otpadne vode, što dovodi do visokog nivoa zagađenja.446 Među-

tim, šteta po životnu sredinu ne zavisi isključivo od količine ispuštene boje u životnu sre-

dinu, već zavisi i od mešanja boja sa drugim supstancama, svih onih sa toksičnim svojstvima 

koja čine efluente iz industrije.447,448 

Otpadne vode iz tekstilne industrije koje su uglavnom obojene, a čestice boja su vid-

ljive golim okom (<1 ppm), ispuštene u površinske ili podzemne vode, uzrokuju smanjenje 

koncentracije rastvorenog kiseonika u vodi, povećavajući vrednosti fiziko-hemijskih i bio-

loških parametara kao što su hemijska potreba za kiseonikom (COD), biohemijska potreba 

za kiseonikom (BOD), ukupne rastvorene čvrste materije (TDS), ukupni azot (TN), ukupni 

fosfor (TFP) i nerazgradiva organska jedinjenja.449–452 S druge strane, otpadne vode imaju 

veoma fluktuirajuće pH vrednosti i teške metale kao što su hrom (Cr), arsen (Ar) i cink 

(Zn).375 

 

I.2.2.1 Karakterizacija efluenta za bojenje tekstila 

 

Bojenje je najkompleksniji od vlažnih procesa, koji uključuje stotine boja i pomoćnih 

hemikalija kao što su sredstva za fiksiranje, kiseline, alkalije, itd. Tokom procesa bojenja se 

uglavnom koriste sintetičke boje. Otprilike polovina ukupne zapremine otpadnih voda u 

tekstilnoj industriji nastaje procesom bojenja. Njih karakteriše tamna obojenost, visok BOD, 

COD, suspendovane čvrste materije i rastvorene čvrste materije. Neke od glavnih karakte-

ristika otpadnih voda tekstilne industrije su:453 

I. Boja. Boja je u otpadnim vodama tekstilne industrije lako vidljiva, za razliku od dru-

gih zagađivača. Boja otpadnih voda je stoga važna za komunalnu svest industrijskih 

postrojenja. 

II. BOD i COD. BOD je stepen količine rastvorenog kiseonika koji mikroorganizmi 

odbacaju tokom biohemijske oksidacije organske materije u otpadnoj vodi tokom pe-

rioda od 5 dana na 20 oC. COD je mera ekvivalenta kiseonika organskog materijala 

koji je hemijski oksidovan u reakciju i određuje se dodavanjem dihromata u kiseli 

rastvor otpadne vode. 
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III. DO. Rastvoren kiseonik meri količinu gasovitog kiseonika (O2) rastvorenog u vode-

nom rastvoru. Kiseonik ulazi u vodu cirkulacijom iz okolnog vazduha, aeracijom 

(brzim kretanjem) i kao otpadni proizvod fotosinteze. 

IV. TDS i TSS. Otpadne vode se mogu analizirati na ukupne suspendovane čvrste mate-

rije (TSS) i ukupne rastvorene čvrste materije (TDS) nakon eliminacije abrazivnih čvr-

stih materija kao što su krpe i pesak. Uzorak otpadne vode se filtrira kroz standardni 

filter i masa naslaga se koristi za izračunavanje TSS. Ukupne čvrste materije (TS) se 

dobijaju isparavanjem vode na određenoj temperaturi. 

V. EC. Električna provodnost se generalno koristi za demonstriranje ukupne koncentra-

cije jonizovanih komponenti u vodenoj sredini, jer je električna provodnost mera spo-

sobnosti vode da provodi električnu struju. 

VI. pH vrednost. pH vrednost je mera negativnog logaritma koncentracije vodoničnih 

jona u efluentu i daje indikaciju kiselosti ili alkalnosti efluenta za bojenje tekstila. O-

vaj faktor je važan, jer život u vodi, naročito ribe, mogu da opstanu samo u uskom 

opsegu pH vrednosti 6-9.453  

Nekoliko toksičnih elemenata ostaje u otpadnoj vodi i nakon određenih procesa pre-

čišćavanja.454,455 Time izazivaju višestruke efekte kontaminacije na vazduh, zemljište, biljke 

i vodene resurse, kao i teška oboljenja kod ljudi.456  

Kroke (Croce) i saradnici su izvršili testove biotoksičnosti na dve vrste, Daphnia magna i 

Raphidocelis subcapitata, sa 42 komercijalne boje. Otkrili su da je devet boja bilo toksično za 

D. magna u koncentracijama ispod 100 mg L-1 ; nasuprot tome, trideset njih je bilo toksično 

za R. subcapitata, što pokazuje važnost osetljivosti nekih vrsta i različitih efekata među bo-

jama.457 

 

I.2.2.2 Štetni uticaji na zemljište i biljke 

 

Tečni i čvrsti otpad koji se ispušta iz tekstilne industrije sadrži boje, plastiku, polie-

ster, vlakna, prediva i druge opasne materijale (slika 17). Ova polimerna jedinjenja su odgo-

vorna za zagađenje lokalnih deponija i poljoprivrednih polja, posebno u zemljama u raz-

voju. Ovo zagađenje zemljišta prouzrokuje inhibiciju rasta biljaka izazivajući oksidativni 

stres, smanjuje sadržaj proteina, fotosintezu i stopu asimilacije CO2.364,458 

 

I.2.2.3 Štetni uticaji na vazduh 

 

Industrija boja za tekstil oslobađa toksične gasove kao što su sumpor, formaldehid, 

okside azota, isparljiva jedinjenja, čestice i prašinu koje se razlikuju po neprijatnom mirisu 

(slika 17). Ovo zagađenje vazduha može uticati na ljude, životinje, finalni proizvod i životnu 

sredinu.456,460,461 

 

I.2.2.4 Štetni uticaji na ljude 

 

Proizvodi bojenja i nusproizvodi koji postoje u otpadnim vodama, kao i prašina koja 

se proizvodi u tekstilnoj industriji, predstavljaju ozbiljan problem i ostavlja dugotrajne 
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zdravstvene probleme kod ljudi (slika 17). Oni utiču na nekoliko vitalnih organa (mozak, 

bubrezi, jetra, srce) i sisteme (respiratorni, imuni, reproduktivni) u ljudskom organi-

zmu.446,462 Bolesti se mogu javiti ili direktno udisanjem, kao što su respiratorni problemi, 

astma, alergija, mučnina ili iritacija kože, očiju i dermatitis, ili indirektno kroz lanac ishrane 

kao što su tuberkuloza, rak, krvarenje, mutacije gena i bolesti srca.463,464 

 

 

Slika 17. Direktan i indirektan uticaj tekstilnih boja na čoveka i životnu okolinu459 

 

I.2.2.5 Štetni uticaji na vodu 

 

Glavno zagađenje izazvano efluentom industrijskih boja je u vodenim telima koja ih 

primaju (uključujući mora, reke, jezera, prirodne bare i potoke) i zagađenje se širi na velike 

udaljenosti uzrokujući štetu drugim oblicima života .465 

Otpadna voda sadrži više toksičnih materija i njena boja je rezultat ispuštanja neko-

liko boja; primetna je i veoma postojana čak i pri niskim koncentracijama (>1 mg L-1), a ipak 

prosečna koncentracija boje koja se ispušta iz tekstila dostiže ⁓300 mg L-1.466  Tamna boja i 

visoka zamućenost ovih efluenta ometaju prenos sunčeve svetlosti kroz vodu, smanjuju ko-

ličinu rastvorenog kiseonika i remete nivo pH vrednosti (slika 17). Ovi faktori dovode do 

nekoliko ekoloških uticaja na vodeni sistem kao što su inhibicija fotosinteze u vodenim 

biljkama, niska biorazgradivost od strane aerobnih mikroorganizama i štetni uticaji na lanac 

ishrane.467,468  Voda je veoma podložna zagađenju u poređenju sa drugim područjima, a 

takođe je teško odrediti nivo zagađenja u vodenim sistemima. Voda može izgledati čisto, 

iako zagađenje može dugo ostati u sedimentima i ribama.422,428
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I.2.3 Tretman obojenih otpadnih voda 

 

Smanjenje jedinica boje je jedan od indikatora za tretman otpadnih voda koje sadrže 

boje.469 Najkritičnija faza za efikasno prečišćavanje je karakterizacija efluenta pošto se on 

stvara u različitim industrijama.470  Parametri ispuštanja vode ukazuju na kvalitet i promene 

u otpadnim vodama kada se vrši tretman.471 Tekstilna industrija koristi ogromne količine 

vode u procesima bojenja, što otežava prečišćavanje ogromnih količina otpadnih voda (slika 

18). 

 

Smanjenje troškova tretmana i uklanjanje najvećeg procenta zagađivača pre ispušta-

nja otpadnih voda u vodotokove je bio fokus nekoliko studija, uključujući hemijske, fizičke, 

biohemijske, biološke i hibridne procese.469,472,473  U tom smislu, tretmani koji kombinuju 

fizičke, hemijske i biološke procese su uobičajeni za smanjenje zagađivača u industrijskim 

efluentima.469,470,474 Među tri vrste tretmana (biološki, hemijski i fizički), eliminacija boja fi-

zičkim procesima je najčešća. 

 

I.2.3.1 Proces fizičkog tretmana 

 

Fizičke metode su jednostavne i efikasne metode i uključuju adsorpciju, flotaciju, se-

dimentaciju, zračenje, membransku filtraciju (nanofiltracija-ultrafiltracija) i reverznu 

osmozu.475  To su nedestruktivni procesi, međutim, u zavisnosti od tretmana, može doći do 

Slika 18. Strategije tretmana otpadnih voda tekstilne industrije 459 
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stvaranja opasnog mulja koji se teško tretira i uklanja. Međutim, to je moguća opcija za boje 

koje stvaraju toksičnije proizvode tokom tretmana od originalne toksičnosti boje.472 

 

I.2.3.1.1 Adsorpcija 

 

Ovaj pristup je efikasan i laka se primenjuje kada otpadni efluent sadrži veliki broj 

boja.466 Odgovarajući adsorbent se bira u zavisnosti od njegovog afiniteta i sposobnosti re-

generacije. 

Poznato je da su adsorbujući materijali skupi (npr. aktivni ugalj), što je naučnim istra-

živačima omogućilo da pronađu alternativne adsorbujuće materijale kao što su bentonitna 

glina, pepeo, pšenični ostaci, koštice urme, nanočestice, itd. Oni su pristupačni i efikasni u 

tretmanu otpadnih voda.476,477 Strategija tretmana sa ovim materijalima se  zasniva na vezi-

vanju zagađivača na specifičnu površinu adsorbujućeg materijala.478,479 Opsežno je prouča-

vano uklanjanje boja adsorpcijom na aktivnom uglju. Npr. Malachite Green boja je adsorbo-

vana aktivnim ugljem na bazi kurkume, tetraetilenpentamin aktivnim ugljem i slojevitim 

dvostrukim hidroksidom obloženim ugljenikom.476–478 Rhodamine B boja je uspešno adsor-

bovana mezoporoznim ugljenikom, komercijalnim aktivnim ugljem i tretiranim aktivnim 

ugljem na bazi pirinčane ljuske.480–483 Acid Red 4 boja je adsorbovana aktivnim ugljem.484 

Druge metode adsorpcije su primenjene da bi se uklonila Basic Fuchsin boja primenom ad-

sorbensa poput pepela, bezuljne soje i biomase od ljuski dagnji, dok je Acid Blue 25 boja 

adsorbovana na ljuskama škampa.485–489 

 

I.2.3.1.2 Korišćenje nanočestica 

 

Nanotehnologija je nauka o materijalima nanorazmera (veličine ≤100 nm). Privukla 

je brojne istraživače zbog velikih potencijala nanočestica u uklanjanju tekstilnih boja.490 Na-

nočestice imaju širok spektar klasifikacija, hemijski su stabilne, imaju veliku površinu, mogu 

se pripremiti fizički, hemijski i biološki (mikrobi i biljke), jeftine su i ekološki prihvat-

ljive.491,492 Oblik, veličina, struktura, čistoća i raspored nanomaterijala su važni u procesu 

dekolorizacije .493 Nanočestice se uglavnom koriste direktno sa otpadnom vodom da bi ad-

sorbovale odbačene boje na njihovoj površini radi dalje eliminacije.494  Takođe se mogu ko-

ristiti u filterima, membranama i ugljeničnim nanocevima za dalju regeneraciju i ponovnu 

upotrebu u čišćenju otpadnih voda od boje.495  Ova originalna metodologija se odvija kao 

značajno rešenje velikih razmera za tekstilnu industriju zbog brzine čišćenja i smanjenja 

određenih zagađivača na nivoe približne nuli.496 Nanomaterijali se mogu sintetizovati iz 

biljnih ekstrakata, metala i metalnih oksida, ugljenika i nanokompozita.497–502 Međutim, 

važno je znati da se mora pozabaviti eliminacija nanočestica nakon prečišćavanja vode.480 

Više naučnih radova pokrivalo je uklanjanje boje korišćenjem nanokompozita uključujući 

grafen oksid/cink oksid (GO/ZnO), polianilin/SiO2 i redukovani grafen oksid-/nikl (RGO-

Ni).485,503,504 Umar (Umar) i saradnici koristili su bimetalne nanočestice Pd–Ni za tretiranje 

Acid Orange 8 boje.505
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I.2.3.1.3 Filtracija 

 

Filtracija je proces separacije zasnovan na membranama, koji uključuje popularne 

tehnike kao što su reverzna osmoza, ultrafiltracija i nanofiltracija, kaji  omogućava prečišća-

vanje vode za višekratnu upotrebu i recikliranje boje.481,482,506 Koncept ovih postupaka se 

sastoji od prevođenje industrijske otpadne vode kroz nekoliko membrana koje se razlikuju 

po veličini mreže i mehanizmima separacije da bi se konačno dobila čista voda.507,508 Pre-

čišćavanje obojenih otpadnih voda  metodom membranske filtracije moguće je izvesti i  na-

nomembranskom filtracijom .473,509–531 Liang (Liang) je sa saradnicima upario elektro-fenton 

reakciju sa membranskom filtracijom da bi postigao bolje rezultate obezbojavanja.532 Liu 

(Liu) sa saradnicima kombinovao je metodu membranske filtracije sa redukcijom nanoče-

stica gvožđa, da bi uklonio različite klase boja.533 Ova metoda se istakla u uklanjanju boja, 

ali ima neke nedostatke kao što su trajna promena membrane, stvaranje neprijatnih mirisa i 

nerastvorljivog otpada, što podrazumeva dalju preradu.534,535 

 

I.2.3.1.4 Jonska razmena 

 

Adsorbenti za jonsku izmenu se unose u otpadnu vodu u čvrstom ili tečnom obliku, 

koriste se za vezivanje štetnih anjona ili katjona suprotnog naelektrisanja i zauzvrat osloba-

đaju ekvivalentnu količinu neštetnih jona vodonika.536,537 Hasan (Hassan) i Kar (Carr) su se 

bavili strategijama za uklanjanje reaktivnih boje primenom metode jonske razmene.538–540 

Katjonske boje su takođe uklonjene iz vode tokom postupka jonske razmene.541,542  Ragu 

(Raghu) i Baša (Basha) su kombinovali jonsku izmenu sa hemijskim ili elektrohemijskim me-

todama kako bi uklonili boje iz tekstilnih otpadnih voda.543 Ova tehnika je odlična za elimi-

naciju toksičnih i rastvorljivih zagađivača iz efluenata vode, međutim, njegova upotreba je 

ograničena zbog visoke cene.544 

 

I.2.3.2 Hemijski tretmani otpadnih voda 

 

Hemijski tretmani vode su skupi u poređenju sa fizičkim ili biološkim. Iako neki he-

mijski tretmani mogu biti efikasni u uklanjanju boje , potrošnja jako oksidirajućih supstanci, 

kao što su hlor i ozon, za podsticanje hemijske degradacije boje je veoma velika.475 Dakle, 

scale-up procesa bi stvorio novi problem, potrebu za specijalizovanom opremom sa visokim 

troškovima i potrošnjom energije.383 

Najčešći procesi hemijskog tretmana su koagulacija, flokulacija i ozonizacija, oni se 

koriste za eliminaciju zagađivača, a posebno onih koji se oslobađaju u tekstilnim otpadnim 

vodama (slika 18).466,545 

 

I.2.3.2.1 Oksidacija 

 

Napredni oksidacioni procesi (AOP) su u velikoj meri primenjeni za degradaciju tek-

stilnih boja zbog njihove moćne sposobnosti da oksiduju širok spektar sintetičkih boja i dru-

gih složenih zagađivača koji postoje u tekstilnim efluentima.546,547  Oni uključuju katalitičku 
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oksidaciju, što je proces proizvodnje aktivnih radikala (hidroksi ili sulfatni radikali) na odre-

đenoj površini katalizatora.409,548 U primeru Fentonove (Fenton) reakcije, vodonik peroksid 

je oksidujuće sredstvo, a joni gvožđa su katalizator (slika 18). Ova reakcija se odvija u kise-

lom medijumu (pH vrednost~3) da bi se omogućilo razlaganje vodonik-peroksida u 

hidroksi slobodne radikale koji deluju kao jaka oksidujuća sredstva.549 Primenljive su i 

druge vrste Fentonovih tehnika kao što su elektro-Fenton, foto-Fenton i sono-Fenton, uz 

mogućnost njihove kombinacije.550 Acid Yellow 17, Basic Violet 3 i Amido Black 10B boje uklo-

njene su Fenton-ovim procesom oksidacije.501,534,551 Inače, Reactive Orange 16 je uklonjena me-

todom oksidacije ozona, Reactive Green je uklonjena UV/H2O2 AOP metodom, dok je Indigo 

Carmine podvrgnuta elektrohemijskoj oksidaciji.545,552,553 Glavni nedostaci tehnike oksidacije 

su stvaranje opasnih nusproizvoda u slučajevima nepotpune oksidacije i mogućnost stvara-

nja mulja.552,554 

 

I.2.3.3 Proces biološkog tretmana  

 

Proces biorazgradnje/bioremedijacije odvija se prirodno preko širokog spektra pri-

lagođenih mikroorganizama kao što su bakterije, gljive, alge i kvasci koji postoje u otpadnim 

vodama i/ili zagađenom području.555,556 Ovaj proces bi se takođe mogao sprovesti u labo-

ratoriji izolovanjem i skriningom odgovarajućih mikroorganizama, nakon čega bi se omo-

gućilo uklanjanje boje tretman efluenta iz tekstilne industrije.485,557,558 Mikroorganizmi odgo-

vorni za biorazgradnju koriste nekoliko tehnika kao što su adsorpcija, biosorpcija, bioaku-

mulacija, ublažavanje, eliminacija ili mineralizacija štetnih molekula otpadnih voda u neš-

tetne ili čak korisne proizvode (slika 18).454,486 Ova tehnika je privukla veliku pažnju jer je 

ekološki prihvatljiva, bezbedna, čista (bez mulja) i ekonomična, jer je mogla da se kombinuje 

sa drugim tehnologijama.487,488 Bakterije i gljive su glavni faktori koji doprinose razgradnji 

otpadnih voda zbog svoje sposobnosti da proizvode razgrađujuće enzime (oksidoreduk-

taze, hidrolaze, oksigenaze, ligninaze, peroksidaze i lakaze) odgovorne za razlaganje nepo-

željnih molekula.551,559–563 Važno je navesti ulogu ekstracelularne lakaze koju proizvode više 

gljiva kao što su Neurospora crassa i Phanerochaete chrisosporium u degradaciji različitih 

boja.445,564–583 Al-Jahari (Al-Jawhari) sa saradnicima je takođe naveo sposobnost nekoliko fi-

lamentoznih gljiva u uklanjanju Crystal Violet i Methylene Blue boja.584 Inače, Bacillus subtillis, 

Proteus sp. i Streptococcus sp. pokazali su se korisnim pri uklanjanju azo boja.584,585 Pokazalo 

se da RGS iz Lisinibacillus sp. uklanja i detoksikuje Remazol Red boju.586–589 Bez obzira na sve, 

prirodna bioremedijacija je dugotrajan metod, izazvana bio-razgradnja se ne reprodukuje 

lako, a povišene koncentracije toksičnih jedinjenja mogu sprečiti rast postojećih ili unetih 

mikroorganizama.575,590 

Biološke metode su održive alternative za tretman obojenih otpadnih voda, jer su 

ekološke i isplative. U zavisnosti od tretmana, proizvode manje mulja, koji se ne sme kori-

stiti ako mulj adsorbuje boje. Pored toga, biološke metode često stvaraju neopasne metabo-

lite ili dostižu potpunu mineralizaciju i troše malo vode.469 Međutim, neke studije su otkrile 

da biološke metode zahtevaju dugo vremena, a neke metode su neefikasne u uklanjanju 

visoko strukturiranih polimernih boja sa niskom biorazgradljivošću. Biološke metode nisu 

efikasne za neke od obojenih otpadnih voda zbog toksičnosti komercijalnih boja za organi-

zme koji se koriste u procesu.591 Međutim, to je dovelo do evaluacije tretmana koji ne 
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zahtevaju direktnu upotrebu mikroorganizma, kao što je adsorpcija mrtvom mikrobnom 

biomasom (biosorpcija), živa imobilisana biomasa i upotreba slobodnih ili imobilisanih 

enzima.347,432,592 

Biosorpcija koristi žive ili mrtve ćelije, ove poslednje imaju prednosti kao biosorbenti, 

jer ne zahtevaju hranljive materije, mogu se čuvati i koristiti tokom dugog perioda.593 Me-

đutim, biosorpcioni tretman ne uklanja svu koncentraciju boje, jer je zarobljena u adsorpci-

onoj matrici, to je razlog zbog kojeg je neophodan naknadni tretman pre ispuštanja konta-

minirane biomase. To je ograničenje za tretman velikih količina efluenta.449 Uprkos tome, 

biosorpcija se široko koristi kao strategija uklanjanja boje, pošto su operativni troškovi niski, 

a hibridni sistemi omogućavaju povećanje efikasnosti uklanjanja boje.432 

Almeida (Almeida) i Korso (Corso) su procenili biosorpciju Procion Red MKS-5B boje 

koristeći biomasu Aspergillus niger. Otkrili su da je nakon tri sata inkubacije na 30 °C uklo-

njeno samo 30% boje, a UV-Vis analiza nije pokazala nikakve promene u strukturi boje. U 

ovoj studiji, za biorazgradnju je korišćena gljiva Aspergillus terreus, koja je postigla 98% ukla-

njanja boje nakon 336 h tretmana.594 Zoro (Zuorro) i saradnici su evaluirali mrtve ćelije 

mikroalge Nannochloropsis oceanica, otkrivši da 72 h kontakta sa RV5 bojom omogućava 

postizanje ravnoteže, sa maksimalnim kapacitetom adsorpcije u rasponu od 75,9 do 115 mg 

g-1.595 Iako je uklanjanje boje bilo efikasno, vreme tretmana nije bilo prikladno za primenu u 

većem obimu. Štaviše, vreme tretmana i efikasnost uklanjanja zavise od faktora kao što su 

odnos organskog opterećenja/boje, temperatura, koncentracija kiseonika u sistemu, meša-

nje, pH vrednost, koncentracija soli i biomase.436,473,595 

Vrsta mikroorganizma za uklanjanje boje je ključna, jer neke bakterije, gljive ili alge 

koriste neke od različitih enzima koje proizvode.596,597 Generalno, biorazgradnja boja posre-

dovana enzimima je efikasna, pošto katalitička aktivnost povećava brzinu reakcije i potre-

bna je mala koncentracija enzima.598 Stoga, mikroorganizmi koji proizvode odgovarajuće 

enzime mogu da deluju na boje i efikasno uklone boju ili smanje zagađenje vode.437 Među-

tim, na mikroorganizme mogu lako uticati pH vrednosti, temperatura, hemikalije, visoki 

salinitet i toksična organska jedinjenja.593 Upotreba enzima (bez mikroorganizama) kao 

alternativne strategije tretmana za boje i druge industrijske zagađivače je korisna ako uspeju 

da se prilagode uslovi tretmana. 

Enzimi su katalizatori sa različitom specifičnošću prema supstratu. Generalno, nji-

hove katalitičke reakcije su proizvele nusproizvode niže toksičnosti sa visokom efikasnošću. 

Neke od njih (oksidoreduktaze) imaju potencijal za tretman različitih boja.437,599 Međutim, 

neki autori su tvrdili da postoje razlozi za ograničenje upotrebe enzima, jer smatraju da je 

njihova proizvodnja skupa.437 Međutim, prednosti kao što su: relativno lakša upotreba, spe-

cifičnost prema supstratu i laka regulacija katalitičke aktivnosti i implementacije ostaju 

atraktivne i obećavajuće.437 

 

I.2.3.3.1 Mehanizam bio-oksidacije enzima 

 

I.2.3.3.1.1 Peroksidaze 

 

Peroksidazama je potreban pomoćni supstrat H2O2, koji se nazivaju pomoćni enzimi, 

da bi pokrenuli svoj katalitički proces. H2O2 izaziva oksidaciju enzima i kao rezultat enzim 
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gubi dva svoja elektrona i postaje jedinjenje 1. Za enzim peroksidaze mogu se razmotriti 

dva tipa katalitičkih ciklusa, u zavisnosti od odnosa H2O2 i koncentracije supstrata. Put že-

ljenog ciklusa je od osnovnog enzima do jedinjenja 1, jedinjenja 2 i osnovnog enzima. Na 

ovom putu, H2O2 igra ulogu akceptora elektrona, odnosno oksidacionog sredstva osnovnog 

enzima. Oksidovani enzim (jedinjenje 1) može oksidovati organski supstrat da bi nadokna-

dio izgubljene elektrone i regenerisao nativni enzim.600 

Slika 19a prikazuje mehanizam bio-oksidacije pomoću enzima peroksidaze, dok je na 

slici 19b pomoću enzima oksidaza. 

 

Slika 19. Mehanizam bio-oksidacije: (a) peroksidazama; (b) oksidazama 600 
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Neželjeni ciklus nastaje kada je koncentracija H2O2 previsoka. U ovom slučaju, kao i 

u prethodnom ciklusu, formira se jedinjenje 2. Međutim, umesto da se vrati u osnovno stanje 

i podvrgne željenom ciklusu, jedinjenje 3 se formira usled viška H2O2, koje nije deo željenog 

ciklusa peroksidaze. Ovo je neaktivno stanje enzima i razlog za smanjenje učinka enzima 

pri visokim koncentracijama H2O2 (inhibicija enzima). Ovaj ciklus je predstavljen kao me-

hanizam inhibicije ili autokatalitička inaktivacija, što je posledica prevelikog odnosa H2O2 i 

supstrata.601–605 

Što se tiče štetnih efekata previsoke koncentracije H2O2 na reakciju zbog inhibicije 

enzima i smanjene efikasnosti, Mukerje (Mukherjee) je sa saradnicima optimizovao molarni 

odnos H2O2 prema supstratu kako bi se uklonila dva zagađivača: 4-hloro-o-toluidin i 4,4-

metilenbis(2-hloroanilin) koristeći SBP enzim. Za mehanizam peroksidaze se očekuje stehi-

ometrija vodonik-peroksid-supstrat od 1:2. 

Optimalni molarni odnos H2O2-supstrata je 0,5 (blizu predviđene vrednosti) za prvi 

zagađivač i 0,75 za drugi zagađivač. Veći zahtevi 4,4′-metilenbisa(2-hloroanilina) za H2O2 

mogu se pripisati formiranju bis-azo trimera.606 

U ovom procesu, antioksidansi igraju suštinsku ulogu u uklanjanju radikala kiseo-

nika i smanjenju efikasnosti uklanjanja zagađivača, jer reaktivne vrste kiseonika (superok-

sidi) formiraju oštećenje i uništavaju ćelije.607 Studije su takođe pokazale da H2O2 potreban 

za proces, mogu da proizvode enzimi kao što je glukozo-oksidaza koja katalizuje procese u 

kojima se oslobađa vodonik-peroksid kao jedan od proizvoda reakcije. Ova postepena pro-

izvodnja sprečava da enzim bude deaktiviran viškom H2O2. Kao još jedna tehnika za poste-

penu proizvodnju H2O2 može se navesti i elektrohemijska metoda.608 

 

I.2.3.3.1.2 Napredan proces bio-oksidacije 

 

Pored navedenih mehanizama, drugi mehanizam, nazvan napredni biološki proces, 

razmatran je za procese biooksidacije koji indirektno dovode do oksidacije organskih zaga-

đivača. Kao napredna metoda oksidacije, ova metoda proizvodi aktivirane radikale kao što 

su hidroksi radikali, sa visokim potencijalom za oksidaciju organske materije, što rezultuje 

proizvodima kao što su ugljen-dioksid i voda.600   

Mehanizam ove metode je da mikroorganizam kao što je WRF prvo oksiduje svoj 

medijator sličan hinonu lučenjem peroksidaze ili Lac enzima. Nakon toga, ovi oksidovani 

supstrati se redukuju dehidrogenazom da bi se dobio hidrohinon (DBQH2). Nakon toga, 

hidrohinon se oksiduje enzimima kao što su peroksidaza i Lac da bi se generisali semihinon 

radikali (DBQ•-). Dodavanje Fe 3+ semihinon radikalu (DBQ•- )dovodi do autooksidacije i 

formiranja Fenton-ovog reagensa. Ovaj proces dovodi do formiranja hidroksilnih jona, koji 

su sami po sebi jaki oksidansi.609,610 Sledeće reakcije pokazuju redosled objašnjenog meha-

nizma nakon formiranja semihinon radikala: 

𝑫𝑩𝑸• + 𝑭𝒆𝟑+ → 𝑫𝑩𝑸+ 𝑭𝒆𝟐+    (7) 

𝑭𝒆𝟐+ +𝑶𝟐 → 𝑭𝒆
𝟑+ + 𝑶𝟐

•−     (8) 

𝑶𝟐
•− +𝑯𝑶𝟐

• +𝑯+ → 𝑶𝟐 +𝑯𝟐𝑶𝟐    (9) 

𝑯𝟐𝑶𝟐 + 𝑭𝒆
𝟐+ → 𝑭𝒆𝟑+ +𝑶𝑯− +𝑯𝑶•    (10) 
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Generisanje hidroksilnih radikala je ograničeno na hemijske, fotohemijske i elektro-

hemijske metode, međutim, kao što je ranije pomenuto, to je moguće i korišćenjem bioloških 

metoda. Da bi se stvorili hidroksilni radikali, Gomez-Toribio (Gomez-Toribio) i saradnici, u-

ključili su  hinon u reakcioni ciklus u prisustvu 4-metoksi benzaldehida (anisaldehida) i 

Mn2+, takođe su koristili Fe3+-oksalat umesto Fe3+-EDTA kao izvor Fe3+ jona. Rezultati su 

pokazali povećanje proizvodnje hidroksilnih radikala za 1,2, 3 i 3,1 puta u prisustvu ansi-

aldehida, Mn2+ i zamenom Fe3+-EDTA sa Fe3+-oksalatom, respektivno.610 

U drugom istraživanju, Kruz del Alamo (Cruz del Alamo) i saradnici uspeli su da tre-

tiraju dve vrste sintetičkih i pravih farmaceutskih efluenta koji su sadržali 12 različitih vrsta 

farmaceutskih zagađivača u prisustvu T. versicolor (Trametes versicolor) gore opisanim me-

hanizmom. Rezultati su pokazali da je 50%-95% od 11 vrsta farmaceutskih jedinjenja elimi-

nisano.609 Treba napomenuti da postoji malo istraživanja o naprednim procesima bio-oksi-

dacije, pa bi ovo moglo biti pogodno polje za buduća istraživanja. 

 

I.3. IMOBILIZACIJA ENZIMA 

 

Biokataliza se proučava više od jednog veka.96 Atraktivne karakteristike biokatalize, 

kao što su ekološka prihvatljivost, niska potrošnja hemikalija, nedostatak proizvodnje tok-

sičnih nusproizvoda, rad u blagim uslovima i visoka selektivnost, čine je pristupom prema 

ekološki prihvatljivom i održivom industrije.95,96,611–616 Dakle, biokatalizatori su intenzivno 

angažovani u različitim istraživačkim i industrijskim oblastima, uključujući fine i robusne 

hemikalije, farmaceutske proizvode, hranu, kozmetiku, tekstil i celulozu i papir.95,611 Ipak, 

generalno, slobodni enzimi su osetljivi na ekstremne uslove. Stoga, da bi se poboljšala 

izvodljivost upotrebe enzima za industrijsku primenu, mnogi pokušaji su se fokusirali na 

poboljšanje stabilnosti enzima.617 Brojne tehnike su korišćene za poboljšanje svojstava 

enzima, kao što su usmerena evolucija, mutageneza mesta vezivanja, fuzija enzima, povr-

šinski prikaz i imobilizacija enzima.611,614,617,618 

Imobilizacija enzima, odnosno vezivanje enzima na nosače, je dragoceno sredstvo za 

poboljšanje stabilnosti enzima i pretvaranje enzima u heterogene katalizatore, omoguća-

vajući njihovu reciklažu i rad u protočnim procesima u različitim bioreaktorima.613,619–622 

Recikliranje enzima može uštedeti troškove proizvodnje enzima, posebno za skupe enzime 

i izostaviti dosadne procedure kao što su priprema enzima i odvajanje enzima tokom pro-

cesa.611,619  Iako se imobilizacija enzima pominje u brojnim istraživačkim radovima u prote-

klih 100 godina, i dalje je zanimljiva tema među istraživačima, jer je samo nekoliko metoda 

imobilizacije uspešno komercijalizovano.612,613 U međuvremenu, široka lepeza materijala je 

korišćena u svojstvu nosača za imobilizaciju enzima.619,623–627 U isto vreme, interakcije 

između enzima i nosača, kao što su zarobljavanje, fizička adsorpcija, kovalentno vezivanje 

i biospecifična adsorpcija, mogu varirati u zavisnosti od tehnike imobilizacije.628,629  Iako je 

imobilizacija enzima efikasan alat u biokatalizi, još uvek treba rešiti neke nedostatke koji su 

prikazani u tabeli 8.613,622,630–634 

Npr. aktivnosti enzima se smanjuje nakon imobilizacije kao rezultat konformacionih 

promena enzima, ograničenja prenosa mase ili deaktivacije enzima hemikalijama tokom 

procesa imobilizacije.613,622,630–634 
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Tabela 8. Prednosti i mane imobilizacije enzima389 

Prednosti Mane 

• višestruka upotreba – imobilisani 
enzim može da se koristi više puta 
dok slobodan enzim može da se is-
koristi samo jednom, 

• ne dolazi do kontaminacije reakci-
one smeše i proizvoda reakcije 
enzimom, 

• lako uklanjanje enzima iz reakcione 
smeše, 

• stabilizacija enzima – imobilisani 
enzimi su stabilniji od slobodnih, 

• manji troškovi prečišćavanja proiz-
voda i uklanjanja enzima iz reakci-
one smeše, 

• povećanje funkcionalne efikasnosti 
enzima, 

• povećana reproduktivnost procesa 
u kojem učestvuje enzim, 

• povećanje stabilnosti proizvoda re-
akcije, 

• bolja kontrola procesa i 

• kontinualna upotreba enzima. 

o gubitak aktivnosti prilikom sa-
mog postupka imobilizacije, 

o smanjenje aktivnosti enzima 
usled ograničene difuzije, 

o može doći do promene speci-
fičnosti enzima, 

o može doći do inaktivacije 
enzima usled toplote koja se 
oslobađa prilikom imobiliza-
cije, 

o visoka cena prečišćavanja i i-
zolacije enzima sa nosača na 
koji je imobilisan i 

o primena imobilisanih enzima 
u industriji je ograničena na 
samo mali broj imobilisanih 
sistema i ovakvi katalizatori se 
još uvek retko koriste na 
industrijskom nivou. 

 

Možemo se složiti, da su napredak u nauci o materijalima i nanotehnologiji pomogli 

u uspehu imobilizacije enzima, kao i u razumevanju mehanizama imobilizacije enzima koji 

čine konfigurisanu imobilizaciju izvodljivom. U isto vreme su se naširoko koristili kao 

vredni alati u istraživanju i razvoju organskih procesa u npr. poboljšanju aktivnosti enzima, 

povećanjem funkcionalnosti kombinovanjem dve tehnike imobilizacije, pojednostavljujući 

proces usmeravanjem enzima ka nosaču i uspostavljanjem protočnog procesa.613,617,620,621,623–

625,627,629,635 Dobro uspostavljene strategije imobilizacije enzima mogu pružiti nekoliko pred-

nosti za dalju primenu, kao što je ilustrovano na slici 20.95,96,611–616,622 

„Aktivnost koja je imobilisana“ može se tačno odrediti samo merenjem ukupne pre-

ostale aktivnosti enzima koja ostaje u rastvoru enzima nakon imobilizacije i oduzimanjem 

ove aktivnosti od ukupne početne aktivnosti. U nekim slučajevima treba sprovesti paralelnu 

slepu probu da bi se kompenzovala deaktivacija slobodnog enzima pod uslovima imobili-

zacije. Ponekad se merenja sadržaja proteina koriste za određivanje prinosa imobilizacije. 

Ovo bi moglo da dovede do zablude, posebno kada se mešavina sirovih proteina koristi za 

imobilizaciju, pošto različiti proteini mogu imati različite prinose imobilizacije. Međutim, 

može biti korisno pratiti i aktivnost enzima i koncentraciju proteina u supernatantu, da bi 

se isključila bilo kakva deaktivacija slobodnog enzima i da bi se odredilo ukupan sadržaj 

vezanih proteina i/ili enzima (w/w%) imobilisanog biokatalizatora.636 
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Slika 20. Prednosti efikasnih strategija imobilizacije enzima i njihove potencijalne 
primene389 

Drugi termin koji se često koristi za opisivanje uspeha imobilizacije je efikasnost imo-

bilizacije. Efikasnost imobilizacije opisuje procenat aktivnosti vezanog enzima koji se pri-

mećuje u imobilizatu: 

𝑬𝒇𝒊𝒌𝒂𝒔𝒏𝒐𝒔𝒕 (%)  =  (
𝒖𝒐č𝒆𝒏𝒂 𝒂𝒌𝒕𝒊𝒗𝒏𝒐𝒔𝒕

𝒑𝒐č𝒆𝒕𝒏𝒂 𝒊𝒎𝒐𝒃𝒊𝒍𝒊𝒔𝒂𝒏𝒂 𝒂𝒌𝒕𝒊𝒗𝒏𝒐𝒔𝒕
)  (12) 

 U teoriji, prinos imobilizacije može biti 100%, a efikasnost imobilizacije 0% kada je 

sav enzim u rastvoru imobilisan, ali nije pronađena aktivnost u imobilizatu, jer je enzim 

deaktiviran ili je iz nekog razloga postao nedostupan nakon imobilizacije.636 

Treći termin koji opisuje uspeh imobilizacije je preostala aktivnost. Preostala aktiv-

nost je prinos imobilizacije pomnožen sa efikasnošću imobilizacije, što vam u jednom broju 

daje predstavu o uspehu ukupnog procesa imobilizacije. Sa obnavljanjem aktivnosti, aktiv-

nost imobilizata se upoređuje sa ukupnom početnom aktivnošću slobodnog enzima: 

𝑷𝒓𝒆𝒐𝒔𝒕𝒂𝒍𝒂 𝒂𝒌𝒕𝒊𝒗𝒏𝒐𝒔𝒕 (%)  =  (
𝒖𝒐č𝒆𝒏𝒂 𝒂𝒌𝒕𝒊𝒗𝒏𝒐𝒔𝒕

𝒑𝒐č𝒆𝒕𝒏𝒂 𝒂𝒌𝒕𝒊𝒗𝒏𝒐𝒔𝒕
)    (13) 

Nepotrebno je reći, da se svi gornji termini moraju izračunati korišćenjem ukupne aktivnosti 

(jedinice, npr. µmol min-1), a ne korišćenjem specifičnih aktivnosti (npr. U mL-1, U mg-1). 

Štaviše, za određivanje svih aktivnosti treba koristiti potpuno iste uslove analize aktivno-

sti.636 

Uočena aktivnost u imobilizatu u odnosu na aktivnost slobodnog enzima (efikasnost 

imobilizacije i prinos imobilizacije) može u velikoj meri zavisiti od korišćenog testa aktiv-

nosti (npr. tipa supstrata, koncentracije supstrata, pH vrednosti i temperature reakcije) i od 

fizičkih svojstva imobilisanog biokatalizatora (npr. veličina čestica, hidrofobnost – hidrofil-

nost i veličina pora). Ova zavisnost je najčešće uzrokovana ograničenjima u prenosu mase 

supstrata i/ili proizvoda u matrici za imobilizaciju, što dovodi do različitih prinosa imobi-

lizacije i preostalih aktivnosti. 



78 

 

Npr. enzim imobilisan u gustu polarnu matricu imaće veći prinos imobilizacije i pre-

ostalu aktivnost kada se test aktivnosti sprovodi sa malim polarnim supstratom u visokoj 

koncentraciji nego kada se koristi veliki nepolarni supstrat pri niskoj koncentraciji, pod pret-

postavkom da je originalni slobodni enzim podjednako aktivan na oba jedinjenja. Iako je 

razlika u gornjem primeru prilično očigledna, manje očigledne razlike mogu imati veliki 

uticaj na rezultate. Zbog toga je od vitalnog značaja za ekonomičnost procesa imobilizacije 

da se dizajnira imobilisani biokatalizator za specifičnu primenu i da se sprovedu testovi 

aktivnosti što bliže konačnoj primeni u kojoj će se imobilisani enzim primeniti.636 

Za upotrebu u organskim rastvaračima, izračunavanje preostale aktivnosti postaje 

komplikovanije, jer poređenje suspenzija slobodnog enzima u prahu i enzima u imobilisa-

nom obliku u organskom rastvaraču nije uvek lako. Generalno, očekivalo bi se da imobili-

sani enzim daje bolje rezultate, zahvaljujući boljem pristupu supstrata pojedinačnim mole-

kulima enzima, kada su uredno raspoređeni na površini u poređenju sa masnim enzimskim 

prahom koji, da stvar bude još gora, često sadrži aditive kao što su polisaharidi. Direktna 

poređenja aktivnosti u ovim slučajevima često dovode do preostalih aktivnosti viših od 

100%. Ukratko, treba razlikovati osnovni gubitak aktivnosti deaktivacijom i (očigledan) gu-

bitak aktivnosti zbog nedostupnosti frakcije molekula enzima u imobilizatu. Ovo se može 

utvrditi titracijom aktivnog mesta.637 Ova tehnika omogućava merenje količine aktivnog 

enzima upotrebom jedinjenja koja nepovratno inhibiraju enzim, tako što se uspešno vezuju 

za aktivno mesto enzima, dok istovremeno oslobađaju jedinjenje koje se lako može otkriti. 

Poznavanje količine aktivnog enzima dostupnog u imobilisanom biokatalizatoru je veoma 

korisno za razumevanje procesa imobilizacije, difuzionih ograničenja i načina na koji enzim 

reaguje na određeni materijal. Može se koristiti, na primer, da se utvrdi da li se nasledna 

katalitička aktivnost enzima menja kao rezultat konformacionih promena izazvanih inte-

rakcijom sa nosačem.636 

 

I.3.1 Osobine imobilisanih enzima 

 

Osobine imobilisanih enzima su određene karakteristikama materijala nosača, kao i 

prirodom i brojem interakcija između enzima i nosača. Kao posledica imobilizacije enzima, 

stabilnost i kinetička svojstva enzima se obično menjaju, uglavnom zbog mikrookruženja i 

modifikacija koje nameće nosač.638,639 

Ova modifikacija svojstava može biti uzrokovana ili promenama unutrašnje aktivno-

sti imobilisanog enzima ili činjenicom da se interakcija između imobilisanog enzima i sup-

strata odvija u mikrookruženju koje se razlikuje od glavnog rastvora. Dakle, jedan od glav-

nih problema povezanih sa upotrebom imobilisanih enzima je gubitak katalitičke aktivno-

sti, posebno kada enzimi deluju na makromolekulske supstrate. Zbog ograničenog pristupa 

supstrata aktivnom mestu enzima, aktivnost se može smanjiti samo na pristupačne povr-

šinske grupe supstrata. Ovo sterno ograničenje može zauzvrat da promeni karakterističan 

obrazac proizvoda dobijenih iz makromolekulskog supstrata.640 Postoji nekoliko strategija 

da se izbegnu ovi sterni problemi, kao što su izbor nosača sastavljenih od mreža izolovanih 

makromolekulskih lanaca, pažljiv izbor ostataka enzima uključenih u imobilizaciju i upo-

treba hidrofilnih i inertnih krajeva.641
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Uočene promene u katalitičkim svojstvima nakon imobilizacije mogu takođe biti 

posledica promena u trodimenzionalnoj konformaciji proteina izazvanih vezivanjem 

enzima za matricu. Ovi efekti su prikazani i u manjoj meri, iskorišćeni za ograničen broj 

enzimskih sistema. Vrlo često, kada je enzim imobilisan, njegova radna stabilnost na višoj 

temperaturi i u prisustvu organskih rastvarača je poboljšana.642 Koncept stabilizacije je stoga 

bio važna pokretačka snaga za imobilizaciju enzima. Prava stabilizacija na molekularnom 

nivou je prikazana u slučaju proteina imobilisanih kovalentnom vezom preko većeg broja 

funkcionalnih grupa.643 Studije koje je sprovelo nekoliko autora koristeći različite metode 

su pokazale da postoji korelacija između stabilizacije i broja kovalentnih veza sa nosa-

čem.644–646 

 

I.3.2 Tipovi imobilizacije 

 

Enzimi se mogu vezati za nosač interakcijama koje se kreću od reverzibilne fizičke 

adsorpcije i jonskih veza do stabilnih kovalentnih veza. Jedan od načina klasifikacije razli-

čitih pristupa imobilizaciji enzima je u dve široke kategorije: nepovratne (ireverzibilne) i 

povratne (reverzibilne) metode (slika 21). 

 

Slika 21. Metode imobilizacije enzima647 

 

Jačina vezivanja je obično obrnuto proporcionalna lakoći kojom se može preokrenuti. 

Ova dva suprotstavljena cilja, stabilnost i reverzibilnost, teško je istovremeno ostvariti. Tra-

dicionalni pristup je bio da se veza učini što je moguće jačom i da se žrtvuje reverzibilnost. 

Pored toga, metode imobilizacije se često klasifikuju i prema vrsti hemijske reakcije koja se 

koristi za vezivanje (tabela 9).
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U nekim slučajevima, protokoli za imobilizaciju enzima su takođe zasnovani na kom-

binaciji nekoliko metoda imobilizacije. Npr. enzim se može prethodno imobilisati na čestice 

nosača adsorpcijom, afinitetom ili kovalentnim vezama pre daljeg zarobljavanja u poroz-

nom polimeru. Svaka metoda imobilizacije ima prednosti i nedostatke (tabela 9). 

 

Tabela 9. Prednosti i mane glavnih metoda za imobilizaciju enzima647 

Metoda i priroda 
vezivanja 

Prednosti Mane 

Fizička adsorpcija 

Slabe veze: hidrofobne, 
van der Waals-ove ili  

jonske interakcije 

Jednostavna i jeftina; 
Male konformacione 

pomene enzima 

Desorpcija; 
Nespecifična adsorpcija 

Afinitet 

Veze na osnovu afiniteta 
između dva partnera po 

afinitetu 

Jednostavna i 
orijentisana 

imobilizacija; 
Odlična selektivnost 

Visoki troškovi 

Kovalentno vezivanje 

Hemijsko vezivanje 
između funkcionalnih 
grupa enzima i nosača 

Nema curenja enzima; 
Potencijal za 

stabilizaciju enzima 

Nosač i enzim se 
ne regenerišu; 
Pad aktivnosti 

Obuhvatanje enzima 

Ubacivanje enzima 
unutar polimerne mreže 

Široka primena 
Ograničenja pri prenosu 

mase; 
Curenje enzima 

Umrežavanje enzima 

Molekuli enzima su 
umreženi preko 

funkcionalnog reaktanta 

Stabilizacija 
biokatalizatora 

Umreženi 
biokatalizatori nisu 

pogodni za pakovani 
sloj; 

Ograničenja pri 
prenosu mase; 

Gubitak aktivnosti 

 

Izbor najprikladnije tehnike zavisi i od prirode enzima (biohemijska i kinetička svoj-

stva) i nosača (hemijske karakteristike, mehanička svojstva). Dakle, interakcija između 

enzima i nosača stvara imobilisani enzim sa određenim biohemijskim i fiziko-hemijskim 

osobinama koje određuju njihovu primenljivost na specifične procese. 

 

I.3.2.1 Ireverzibilne metode imobilizacije enzima 

 

Koncept ireverzibilne imobilizacije znači da kada se biokatalizator zakači za nosač, 

ne može se odvojiti bez uništavanja biološke aktivnosti enzima ili podloge. Najčešći 

postupci ireverzibilne imobilizacije enzima su kovalentno vezivanje, obuhvatanje ili mikro-

enkapsulacija i umrežavanje (slika 21).
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I.3.2.1.1 Kovalentna imobilizacija enzima 

 

Imobilizacija proteina metodama zasnovanim na formiranju kovalentnih veza spada 

među najčešće korišćene metode. Njihova prednost je u tome što se, zbog stabilne prirode 

veza formiranih između enzima i nosača, enzim ne oslobađa u rastvor prilikom upotrebe. 

Međutim, da bi se postigao visok nivo vezane aktivnosti, aminokiselinski ostaci ne-

ophodni za katalitičku aktivnost ne smeju biti uključeni u kovalentnu vezu sa nosačem, a to 

se može pokazati kao težak zahtev za ispunjavanje u nekim slučajevima. Jednostavna pro-

cedura koja ponekad poboljšava prinos aktivnosti je izvođenje reakcije kuplovanja u prisus-

tvu analoga supstrata. Kovalentne metode za imobilizaciju se koriste kada postoji strogi 

zahtev za odsustvom enzima u proizvodu.638 Osnovni principi koji kontrolišu tok kovalen-

tnog spajanja na nosač su analogni onima koji se koriste za hemijsku modifikaciju proteina. 

Ova metoda imobilizacije (slika 21) uključuje formiranje kovalentne veze između 

enzima/ćelije i nosećeg materijala.648 Veza se normalno formira između funkcionalnih 

grupa prisutnih na površini nosača i funkcionalnih grupa koje pripadaju aminokiselinskim 

ostacima na površini enzima. Brojne funkcionalne grupe aminokiselina su pogodne za u-

češće u formiranju kovalentne veze.649 Najčešće korišćene reakcije uključuju bočne lance a-

minokiselina lizina ili arginina (ε-amino grupa), serina (hidroksilna grupa), cisteina (tiol 

grupa), asparaginske i glutaminske kiseline (karboksilna grupa). 

Postoji mnogo reakcionih postupaka za spajanje enzima i nosača u kovalentnu 

vezu.650 Međutim, većina reakcija spada u sledeće kategorije: 

I. formiranje izourea veze 

II. formiranje diazo veze, 

III. formiranje peptidne veze, 

IV. reakcija alkilacije. 

Važno je odabrati metodu koja neće inaktivirati enzim reagovanjem sa aminokiseli-

nama na aktivnom mestu. Dakle, ako enzim koristi karboksilnu grupu na aktivnom mestu 

za učešće u katalizi, mudro je izabrati reakciju koja uključuje amino grupe za kovalentnu 

vezu sa nosačem. 

U osnovi, dva koraka su ključna za kovalentno vezivanje enzima za noseće materijale. 

Prvo, funkcionalne grupe na površini nosača se aktiviraju specifičnim reagensom, a drugo, 

enzim se dodaje pri reakciji kuplovanja da bi se formirala kovalentna veza sa površinom 

nosača. Razvijene su različite reakcije u zavisnosti od funkcionalnih grupa dostupnih na 

nosaču.650 

Procesi aktivacije su generalno dizajnirani da generišu elektrofilne grupe na nosaču 

koje u koraku kuplovanja reaguju sa jakim nukleofilima na proteinima, kao što su amino (-

NH2) funkcionalne grupe određenih aminokiselina na površini enzima, da bi se formirala 

kovalentna veza. Cijanogen bromid (CNBr) se često koristi za aktiviranje hidroksilnih funk-

cionalnih grupa u polisaharidnim nosačima. U ovoj metodi, enzim i nosač su spojeni preko 

izourea veze. U slučaju karbodiimidne aktivacije, materijal nosača treba da ima karboksilnu 

(-COOH) funkcionalnu grupu, a enzim i nosač su povezani peptidnom vezom. Ako nosač 

sadrži aromatičnu amino funkcionalnu grupu, može se diazotovati korišćenjem azotaste ki-

seline. Naknadno dodavanje enzima dovodi do formiranja diazo veze između reaktivne 

diazo grupe na nosaču i strukture prstena aromatične amino kiseline, kao što je tirozin. 
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Važno je prepoznati da nijedna metoda imobilizacije 1 nije ograničena na određenu vrstu 

nosača i da je moguć́ izuzetno veliki broj permutacija između metoda imobilizacije i nosača. 

Ovo je omogućeno hemijskom modifikacijom normalnih funkcionalnih grupa na nosaču 

kako bi se proizveo niz derivata koji sadrže različite funkcionalne grupe. Npr., normalna 

funkcionalna grupa u celulozi je hidroksilna grupa, a njena hemijska modifikacija je proiz-

vela niz derivata celuloze, kao što su AE-celuloza (aminoetil), CM-celuloza (karboksimetil) 

i DEAE-celuloza (dietilaminoetil). Dakle, hemijska modifikacija povećava opseg metoda i-

mobilizacije koje se mogu koristiti za dati materijal za podršku. Derivatizacija se takođe 

može koristiti za modifikovanje naelektrisanja na površini nosača da bi se poboljšalo vezi-

vanje biokatalizatora.649 Postoji mnogo komercijalno dostupnih nosača za imobilizaciju; naj-

bolji izbor u svakom slučaju zahteva razmatranje nekih relevantnih osobina katalizatora i 

nameravane upotrebe. Međutim, obično je potrebno isprobati više od jednog pristupa, a 

zatim prilagoditi metod specifičnim okolnostima.650 

Kovalentne reakcije koje se obično koriste, dovode do enzima vezanih za nosač 

preko, npr. amidne, etarske, tioetarske ili karbamatne veze. Dakle, enzim je snažno vezan 

za nosač i u mnogim slučajevima je takođe stabilizovan. Međutim, zbog kovalentne prirode 

veze, nosač se mora odbaciti zajedno sa enzimom kada se enzimska aktivnost smanji. Pred-

nost dobijanja nepropusnog vezivanja između enzima i nosača kao rezultat ovih reakcija 

može biti delimično nadoknađena cenom, u smislu generalno niskog prinosa imobilizovane 

aktivnosti i nepovratnog karaktera ovog vezivanja. Enzimi vezani kovalentno disulfidnim 

vezama za čvrste nosače predstavljaju jedan od načina da se izbegne ovaj problem.638 

 

I.3.2.1.1.1 Aktivacija enzima EDAC-om 

 

Neophodno je prethodno izvršiti aktivaciju nosača ili enzima, kako bi se enzim 

uspešno kovalentno vezao za nosač. 1-(3-Dimetilaminopropil)-3-etil-karbodiimid (EDAC) 

se koristio kao aktivirajući agens (slika 22). EDAC stupa u interakciju sa karboksilnim (-

COOH) grupama na molekulu alginata, prevodeći ih u reaktivniji oblik i na taj način aktivira 

čestice alginata i MAB. Ovako aktivirane čestice mogu da stupe u interakciju sa amino (-

NH2) grupama na molekulu enzima prilikom čega dolazi do stvaranja peptidne (amidne) 

veze između molekula enzima i nosača, a enzim biva kovalentno vezan za nosač. Peptidna 

veza se uspostavlja između karboksilne grupe koja je prisutna na nosaču i amino grupe koja 

je prisutna na molekulu enzima stvarajući kovalentnu vezu, a EDAC se reciklira (ne troši se 

u reakciji).651 

 

Slika 22. Hemijska struktura EDAC-a (C8H17N3)
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I.3.2.1.2 Zarobljavanje enzima i umrežavanje pri imobilizaciji 

 

Metoda zarobljavanja se zasniva na inkluziji enzima unutar polimerne mreže koja doz-

voljava supstratu i proizvodima da prođu kroz njih, ali zadržava enzim.652 Imobilizacija o-

buhvatanjem (slika 21) se razlikuje od adsorpcije i kovalentnog vezivanja po tome što su 

molekuli enzima slobodni u rastvoru, ali ograničeni u kretanju rešetkastom strukturom 

gela.652 Poroznost rešetke gela se kontroliše kako bi se osiguralo da je struktura dovoljno 

čvrsta da spreči curenje enzima ili ćelija, a da u isto vreme omogući slobodno kretanje sup-

strata i proizvoda. Neizbežno, podloga će delovati kao prepreka za prenos mase, iako ovo 

može imati ozbiljne implikacije na kinetiku reakcije, može imati koristi, jer su štetne ćelije, 

proteini i enzimi sprečeni u interakciji sa imobilisanim biokatalizatorom.653 

Postoji nekoliko glavnih metoda zarobljavanja enzima: 

I. jonotropno želiranje makromolekula sa multivalentnim katjonima (npr. alginat), 

II. želiranje izazvano temperaturom (npr. agaroza, želatin), 

III. organska polimerizacija hemijskom/fotohemijskom reakcijom (npr. poliakrilamid), 

IV. taloženje iz rastvarača koji se ne meša (npr. polistiren). 

Zarobljavanje enzima se može postići mešanjem enzima sa polijonskim polimernim 

materijalom i zatim umrežavanjem polimera sa multivalentnim katjonima u reakciji jonske 

razmene, da bi se formirala strukturna mreža koja hvata enzime (jonotropno želiranje). Pro-

mena temperature je jednostavna metoda želiranja faznim prelazom, korišćenjem 1-4% ras-

tvora agaroze ili želatina. Međutim, formirani gelovi su meki i nestabilni. Alternativno, mo-

guće je mešati enzim sa monomerima, koji se zatim polimerizuju da bi se formirala poli-

merna mreža, hvatajući enzim u prostoru između rešetaka. Poslednja metoda se više koristi 

i za formiranje hidrofilnih kopolimera dostupan je veliki broj akrilnih monomera. Npr. a-

krilamidni monomer je polimerizovan da bi se formirao poliakrilamid, a metilakrilat poli-

merizovanjem formira polimetakrilat. Pored monomera, agens za umrežavanje se dodaje 

tokom polimerizacije kako bi se formirale mreže između polimernih lanaca i pomoglo u 

stvaranju trodimenzionalne mreže. Veličina pora gela i njegova mehanička svojstva odre-

đuju se relativnim količinama monomera i agensa za umrežavanje. Stoga je moguće varirati 

ove koncentracije da bi se uticalo na strukturu mreže. Formirani polimer se može razbiti na 

čestice željene veličine, ili se polimerizacija može organizovati tako da se formiraju čestice 

definisane veličine. Precipitacija se javlja razdvajanjem faza, a ne hemijskom reakcijom, ali 

dovodi enzime u kontakt sa organskim rastvaračem koji se meša sa vodom, a većina enzima 

nije tolerantna na takve rastvarače. Dakle, ova metoda je ograničena na visoko sta-

bilne/prethodno stabilizovane enzime. Postoje različiti postupci obuhvatanja enzima kao 

što su obuhvatanje u gelu ili obuhvatanje vlakana i mikroinkapsulacija.654–656 Praktična u-

potreba ovih metoda je ograničena ograničenjima prenosa mase kroz membrane ili gelove. 

 

I.3.2.1.3 Inkapsulacija 

 

Inkapsulacija enzima može se postići obmotavanjem bioloških komponenti unutar 

različitih oblika polupropusnih membrana.649,657,658 Slično je zarobljavanju po tome što su 

enzimi slobodni u rastvoru, ali ograničeni u prostoru. Veliki proteini ili enzimi ne mogu da 

prođu iz ili u kapsulu, ali mali supstrati i proizvodi mogu slobodno da prođu kroz 
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polupropusnu membranu. Mnogi materijali su korišćeni za izradu mikrokapsula prečnika 

10-100 µm; npr. najlon i nitrat celuloze su se pokazali popularnim. Problemi sa difuzijom su 

izraženiji i mogu dovesti do pucanja membrane ako se proizvodi reakcije brzo akumuliraju. 

Sledeći problem je u tome što imobilisani enzimi mogu imati gustinu sličnu osnovnom 

rastvoru sa posledičnim problemima u konfiguraciji reaktora, dinamici protoka itd. Takođe 

je moguće koristiti biološke ćelije kao kapsule, a značajan primer za to je upotreba eritrocita 

(crvenih krvnih zrnaca). Membrana eritrocita je normalno propusna samo za male 

molekule. Međutim, kada se eritrociti stave u hipotonični rastvor, oni nabubre, rastežući 

ćelijsku membranu i značajno povećavajući permeabilnost. U ovom stanju, proteini 

eritrocita difunduju van ćelije, a enzimi mogu difundovati u ćeliju. Vraćanje nabubrelih 

eritrocita u izotonični rastvor omogućava ćelijskoj membrani da se vrati u svoje normalno 

stanje, a enzimi zarobljeni unutar ćelije ne iscure. Izrazita prednost ove metode je 

koimobilizacija. Ćelije i/ili enzimi mogu biti imobilisani u bilo kojoj željenoj kombinaciji, 

kako bi imali specifičnu primenu.649 

 

I.3.3 Nosači za imobilizaciju enzima 

 

Osobine imobilisanih enzimskih sistema su regulisane osobinama enzima i materijala 

nosača. Interakcija između njih obezbeđuje imobilisani enzim sa specifičnim hemijskim, bi-

ohemijskim, mehaničkim i kinetičkim svojstvima. Razvijene su različite tehnike imobiliza-

cije, uključujući adsorpciju, kovalentno vezivanje, obuhvatanje, inkapsulaciju i umrežava-

nje.659 One se razlikuju po vrsti i karakteru formiranih interakcija i po obliku i vrsti upotreb-

ljenih pomoćnih materijala. Izbor najprikladnije metode imobilizacije i materijala za nosač 

u velikoj meri zavisi od vrste i uslova katalitičkog procesa, kao i od tipa enzima.46 Međutim, 

treba naglasiti da je izbor materijala za nosač najvažniji izazov zbog velikog uticaja koji no-

sač može imati na svojstva biokatalitičkog sistema. 

Kao nosač za imobilizaciju enzima može se koristiti veoma širok spektar materijala 

različitog porekla. Nosač treba da zaštiti strukturu enzima od teških reakcionih uslova i tako 

pomogne imobilisanom enzimu da zadrži visoku katalitičku aktivnost.636  Međutim, postoje 

neka ograničenja u ovoj oblasti, jer nosač ne sme imati negativan uticaj na strukturu enzima 

i ne bi trebalo da poremeti enzim više nego što je potrebno stvaranjem stabilnih interakcija 

enzim-nosač. Pored toga, trebalo bi da postoji afinitet između funkcionalnih grupa dva ma-

terijala kako bi se omogućilo formiranje ovih interakcija enzim-nosač i efikasno vezivanje 

enzima za nosač. Ovo je posebno važno u slučaju kovalentne imobilizacije.660  Nosač treba 

da izloži aktivna mesta katalizatora radi lakšeg vezivanja molekula supstrata i smanjenja 

difuzionih ograničenja supstrata i proizvoda.661 

Glavne karakteristike nosača za efikasnu imobilizaciju enzima su: 

• mehanička stabilnost, 

• termička stabilnost, 

• veličina i oblik čestice, 

• mogućnost regeneracije i recikliranja, 

• dostupnost i cena, 

• visok afinitet prema vezanim enzimima, 

• prisustvo reaktivnih grupa za vezivanje sa enzimom, 
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• rastvorljivost, 

• hidrofilnost, hidrofobnost i 

• poroznost. 

Ipak, treba imati na umu da je odgovarajući izbor nosača direktno povezan sa vrstom 

enzima i procesom u kome će se biokatalitički sistem koristiti. Materijali koji se koriste kao 

nosači za imobilizaciju enzima klasifikovani su kao klasični materijali koji su najčešće ko-

rišćeni i novi materijali koji nude posebna poželjna svojstva. Novi materijali se takođe tre-

nutno koriste za imobilizaciju i ne samo da omogućavaju efikasno vezivanje enzima, već i 

povećavaju primenljivost dobijenih biokatalitičkih sistema. Ovi materijali se generalno 

mogu podeliti na organske, neorganske i hibridne ili kompozitne.619 

 

I.3.3.1 Klasični nosači za imobilizaciju enzima 

 

Od početka rada na razvoju tehnika imobilizacije, postojala je potreba da se definiše 

grupa materijala za koje se mogu vezati enzimi. Generalno, traženi su materijali koji nude 

visoku stabilnost, dostupnost, relativno nisku cenu i visok afinitet prema vezanim enzi-

mima. Širok spektar materijala, kako neorganskog tako i organskog porekla, ocenjen je kao 

efikasna podrška za biokatalizatore i klasifikovani su kao klasični materijali (slika 23). Iako 

se klasični materijali ređe primenjuju poslednjih godina, oni ostaju važna grupa materijala 

koji se koriste za imobilizaciju enzima.619 

 

Neorganske materijali za nosače, kao što su neorganski oksidi, minerali ili materijali 

na bazi ugljenika, karakteriše uglavnom dobra termička i hemijska stabilnost, kao i odlična 

mehanička otpornost. Ovi materijali su takođe poznati po svojim dobrim sorpcionim osobi-

nama koje su rezultat njihove dobro razvijene porozne strukture i obično velike površine 

koja obezbeđuje brojna kontaktna mesta za efikasnu imobilizaciju enzima. Nasuprot tome, 

sintetički polimeri i biopolimeri, takođe grupisani pod klasičnim materijalima, nude brojne 

funkcionalne grupe koje olakšavaju čak i kovalentno vezivanje enzima bez agenasa za 

umrežavanje. Pored toga, biopolimere obično karakteriše visok afinitet za proteine kao i 

biokompatibilnost koja ograničava negativne efekte nosača na strukturu enzima. Štaviše, 

bez obzira na poreklo, klasični materijali za imobilizaciju enzima su obično rasprostranjeni 

Slika 23. Odabrani primeri klasičnih materijala neorganskog i organskog porekla koji se 
koriste za imobilizaciju enzima663 
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u prirodi (minerali, biopolimeri) ili se lako sintetišu (neorganski oksidi, sintetički polimeri) 

što ih čini relativno jeftinim. Ove činjenice znače da ovi materijali i dalje igraju važnu ulogu 

kao nosači za imobilizaciju enzima.662 

 

I.3.3.1.1 Organski materijali 

 

Dobro je poznato da ne postoji univerzalni materijal za nosač pogodan za sve enzime 

i sve njihove primene. Neorganski nosači imaju određena ograničenja, kao što su ograničena 

biokompatibilnost, manji afinitet prema biomolekulima i smanjene mogućnosti stvaranja 

različitih geometrijskih oblika. Štaviše, sredstvo za umrežavanje kao što je glutaraldehid o-

bično je potrebno za stvaranje kovalentne veze između enzima i neorganskog nosača. Iz 

ovih razloga, neki materijali organskog porekla se takođe koriste za imobilizaciju različitih 

enzima pod različitim protokolima imobilizacije. Generalno, organski materijali nosača za 

imobilizaciju mogu se podeliti u dve grupe: 

• sintetički materijali (uglavnom polimeri) i 

• obnovljivi materijali dobijeni iz prirodnih izvora (biopolimeri). 

Obe grupe su bile široko korišćene od početka imobilizacije enzima za vezivanje različitih 

vrsta biokatalizatora.663 

 

I.3.3.1.1.1 Biopolimeri 

 

Alternativa upotrebi sintetičkih polimera kao nosača za imobilizaciju enzime je upo-

treba biopolimera (polimeri prirodnog porekla). Biopolimeri uključuju ugljene hidrate, ali i 

proteine kao što su albumin i želatin.664 Materijali kao što su kolagen, celuloza, keratini i 

karagenan, kao i hitin, hitozan i alginat su primeri biopolimera koji se koriste za imobiliza-

ciju.622,665–667 Biopolimeri poseduju jedinstven skup svojstava, od biorazgradljivosti do bez-

opasnih proizvoda, biokompatibilnosti i netoksičnosti, do izuzetnog afiniteta prema prote-

inima, što ih čini pogodnim nosačima za enzime.668 Njihovo prirodno poreklo i biokompa-

tibilnost svodi na minimum njihov negativan uticaj na strukturu i svojstva enzima i tako 

imobilisani proteini zadržavaju visoku katalitičku aktivnost. Štaviše, dostupnost reaktivnih 

funkcionalnih grupa u njihovoj strukturi (uglavnom hidroksilnih, amino i karbonilnih 

grupa) omogućava direktnu reakciju između enzima i nosača, olakšavajući modifikaciju nji-

hove površine.669 Pre svega, međutim, ovi materijali su obnovljivi i lako ih je nabaviti; u 

mnogim slučajevima su nusproizvodi različitih industrija, što ih čini jeftinim i smanjuje tro-

škove povezane sa procesom imobilizacije.670 Biopolimeri se koriste za imobilizaciju adsor-

pcijom i kovalentnim vezivanjem; međutim, njihova sposobnost da kreiraju različite geo-

metrijske konfiguracije i sklonost formiranju gela znače da se takođe koriste za imobilizaciju 

inkapsulacijom i obuhvatanjem enzima. 

Hitozan se na osnovu istraživanja literature može smatrati najčešće korišćenim biopo-

limerom za imobilizaciju enzima. Hitozan se može primeniti u različitim oblicima. Npr. Ši 

(Shi) sa saradnicima je koristio mikrosfere hitozana umrežene glutaraldehidom za imobili-

zaciju nukleaze, koja je važan enzim za genetski inženjering.671 U drugim studijama, izome-

raza glukoze je adsorbovana u makroporoznim česticama hitozana i alginata pripremljenim 
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heliranjem sa različitim metalnim jonima.672,673 Kako su izvestili Kim (Kim) i saradnici, na-

nokristali celuloze dobijeni od celuloze pamučnog lintera mogu se koristiti za imobilizaciju 

nespecifičnim adsorpcionim interakcijama Candida rugosa lipaze sa visokom efikasnošću pu-

njenja, dok je lipaza imobilisana obuhvatanjem κ-karagenanskim hidrogelovima od strane 

Tumturka (Tumturka) i saradnika.674,675  Povrće i morski sunđeri koje karakteriše otvorena 

vlaknasta mreža koja smanjuje difuziona ograničenja takođe su korišćeni kao nosači za i-

mobilizaciju lipaza, uglavnom preko vodoničnih veza.676,677 Može se zaključiti da se biopo-

limeri mogu koristiti za imobilizaciju enzima koji pripadaju različitim katalitičkim klasama 

uz zadržavanje dobrih katalitičkih svojstava. Štaviše, proizvedeni biokatalitički sistemi 

nude poboljšanu termičku stabilnost i generalno su poznati po svojoj dobroj ponovnoj upo-

trebi. 

Posebnu pažnju treba posvetiti i alginatima. Njihove izuzetne sposobnosti za želiranje, 

uglavnom koristeći jone natrijuma ili kalcijuma za stvaranje gelova u kojima se mogu imo-

bilisati jedan ili više enzima, znače da se ovi materijali uglavnom koriste za inkapsulaciju i 

obuhvatanje.678 Proizvodi su pokazali dobro zadržavanje katalitičke aktivnosti, ali je njihova 

ponovna upotreba bila loša zbog ispiranja enzima iz nosača. Npr. Betigeri (Betigeri) i No 

(Neau) su imobilisali lipazu u česticama kalcijum alginata obuhvatanjem, dok su Kočaturk 

(Kocaturk) i Jagar (Iagar) inkapsulirali polifenolnu oksidazu u čestice bakar-alginata i dobili 

visoke prinose imobilizacije.679,680  Kovalentno vezivanje različitih enzima za čestice kalci-

jum-alginata primenom hemije karbodiimida je opisano kao pogodna metoda za postizanje 

stabilizacije nekoliko enzima preko tzv. Višetačkastog kovalentnog vezivanja kao što su β-

galaktozidaza, acetilholinesteraza, α-amilaza i drugi.58–60 Iako enzimi kovalentno vezani za 

alginatne čestice nude neke posebno atraktivne prednosti za mnoge biološke primene, ko-

liko nam je poznato, u literaturi ne postoje studije koje se odnose na kovalentnu imobiliza-

ciju alkalaze na alginatnim mikronskim- ili submikronskim-česticama. Generalno, kovalen-

tna imobilizacija proteaza i njihova primena za katalizu hidrolitičkih reakcija u stvarnim 

sistemima hrane su istraživani u daleko manjoj meri od aplikacija koje uključuju slobodne 

enzime.61 

Agaroza je popularan izbor među biopolimerima za upotrebu u imobilizaciji enzima. 

Ovaj linearni heteropolisaharidni biopolimer se sastoji od jedinica β-D-galaktoze i 3,6-an-

hidro-α-L-galaktoze, povezanih β-1-4 glikozidnim i α-1-3 glikozidnim vezama.681 Kao i algi-

nati, agaroza takođe ispoljava veliku sposobnost želiranja koje se može javiti na temperatu-

rama rastvora agaroze ispod 35 ºC, bez dodavanja bilo kakvih jona i rezultira formiranjem 

visoko uređenih stabilnih i krutih struktura.682 Vredi napomenuti da 3D arhitektura ovog 

hidrofilnog materijala ostaje gotovo nepromenjena u prisustvu različitih organskih rastva-

rača i da se u takvim uslovima ne skuplja i ne bubri.648 Sposobnost agaroznog gela da for-

mira različite oblike, kao što su sfere, kapsule ili vlakna, dovela je do toga da je ovaj organski 

potporni materijal od velikog interesa za industrijsku primenu. Npr. Prakaš (Prakash) i Ja-

isval (Jaisval) su koristili čestice agaroze za jednostavno fizičko hvatanje termostabilne α-

amilaze. Praktična primena rezultujućeg biokatalitičkog sistema je testirana za uklanjanje 

mrlja od skroba sa odeće i utvrđeno je da je ponovna upotreba enzima imobilisanog agaro-

zom moguća do pet ciklusa.683 U drugoj studiji, umreženi agarozni nosač sa aktiviranim 

aldehidnim grupama je primenjen za višetačkasto kovalentno vezivanje komercijalnog 

enzima Depol™ 333MDP (β-1,4-endoksilanaza). Uočena je visoka efikasnost imobilizacije 
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od preko 85% i imobilisani enzim je pokazao značajno poboljšanje termičke stabilnosti u 

poređenju sa slobodnim proteinom.684 

 

I.3.4 ALGINAT 

 

Alginat, otkriven 1880-ih, je linearni polisaharid koji proizvode smeđe alge i bakte-

rije.685–687 To nije samo biopolimer već i polielektrolit koji se smatra netoksičnim, biokompa-

tibilnim, biorazgradivim i neimunogenim. Alginat je anjonski kopolimer, a njegova struk-

tura je prikazana na slici 24, koja uključuje β-D-manuronsku kiselinu (M) i α-L-guluronsku 

kiselinu (G), povezane 1,4-glikozidnim vezama.688,689 

 

 

Slika 24. Struktura alginata.  (M) β-D-manuronska kiselina; (G) α-L-guluronska kiselina; 
(PG) poliguluronska kiselina; (PM) polimanuronska kiselina i (PMG) heteropolimerni 

regioni sa smešom ostataka PM-PG688 

Raspoređen je u nepravilnom blokovskom šablonu različitih proporcija GG, MG i 

MM blokova. Na fiziko-hemijske osobine alginata kritično utiču odnos M/G i dužina sva-

kog bloka.690 MM blokovi formiraju β-1,4-glikozidnu vezu, čineći da deo M bloka predstav-

lja linearnu fleksibilnu strukturu, dok GG blokovi imaju α-1,4-glikozidne veze sa prostor-

nim sternim smetnjama oko karboksilnih grupa. Iz tog razloga, segment G-bloka 
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obezbeđuje savijenu i krutu strukturnu konformaciju koja je odgovorna za značajnu krutost 

molekularnog lanca.690 

Poznato je da alginat formira hidrogelove u prisustvu dvovalentnih katjona. Sa dvo-

valentnim katjonima, posebno Ca2+, alginat može formirati mrežu gela. Ove karakteristike 

omogućavaju da se ovaj polisaharid koristi za kontrolu oslobađanja određenih sastojaka 

hrane, bioaktivnih jedinjenja i farmaceutskih materijala za različite proizvode.691 

Alginat je opšti naziv za soli alkalnih metala rastvorljivih u vodi.692 Alginat je glavni 

sastojak ćelijskog zida smeđih algi (uglavnom algi Sargassum i Kelp, slika 25). 

Zauzima oko 40% suve mase algi.690 Alginat se uglavnom ekstrahuje na osnovu nje-

gove visoke rastvorljivosti u alkalnom rastvoru i niske rastvorljivosti u vodi. Rastvor natri-

jum karbonata se koristi za rastvaranje alginata iz ćelijskog zida algi, a zatim se talože po-

dešavanjem pH vrednosti kiselinom.693 Pošto u braon alginatu nema modifikacione grupe 

kao što je sulfat grupa, nema potrebe da se razmatra problem opadanja modifikacionih 

grupa u procesu kiselog taloženja.692,693 

 

Slika 25. Smeđe alge: (a) Kelp i (b) Sargassum 

 

I.3.4.1 Struktura, derivatizacija i analiza alginata 

 

Struktura alginata je ilustrovana na slici 24, gde se nalaze blokovi ostataka duž lanca. 

Postoje homopolimerni regioni poliguluronske kiseline (PG) i polimanuronske kiseline 

(PM), odvojeni heteropolimernim regionima sa smešom ostataka PM-PG (PMG). 

Različite smeđe alge proizvode različite proporcije i redosled M i G ostataka, koji 

utiču na molekulsku težinu i fizička svojstva alginata.691 Ove strukture u alginatu su rezultat 

jedinstvenog biosintetskog puta u kome se G ostaci generišu iz prethodno formiranih poli-

mera manuronske kiseline pomoću porodice izoenzima sa aktivnošću C-5 epimeraze.694–696 

PM i PG se mogu razdvojiti hidrolizom alginata sa hlorovodoničnom kiselinom 

(HCl) pri pH vrednosti 2,85. Pri ovoj pH vrednosti, rastvorljivi deo sadrži 80–90% M osta-

taka, a nerastvorni talog sadrži 80–90% G ostataka.693  Sadržaj G u Sargassum-u je veći, dok 

je sadržaj M u Kelp-u veći. Odnos M/G u alginatu nije fiksan. Čak i za iste morske alge, 

proporcija će se menjati sa različitim godinama rasta, sezonama branja i lokacijama.697 

Za primarnu strukturu, M i G se razlikuju samo po položaju karboksilne grupe na 

mestu C5, ali upravo zbog ove male razlike imaju značajne razlike u prostornoj strukturi i 

 
a) 

 
b) 
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fizičkim svojstvima. Prostorna struktura PG pokazuje da se monosaharidne jedinice nalaze 

u 1C konformaciji stolice i da su stabilizovane vodoničnim vezama između intramolekular-

nih O2 i O6, dok je PM konformacija čamca i stabilizovana vodoničnim vezama između 

intramolekularnih O2 i O5, što dovodi do presavijenih i krutih konformacija PG i linearnu, 

fleksibilnu i ravnu konformaciju PM.698 Zbog toga, visok sadržaj G obezbeđuje veću čvr-

stoću za alginat od visokog sadržaja M. Pored toga, ove strukturne razlike dovode do veli-

kih razlika u otpornosti na kiselu hidrolizu fragmenata PM, PG i PMG. PMG se lako hidro-

lizuje, dok se PM i PG ne hidrolizuju lako, a otpornost PG na kiselu hidrolizu je očigledno 

jača od otpornosti PM.693 

Alginat je vrsta hidrofilnog polisaharida, koji se može modifikovati u amfifilne ili 

hidrofobne molekule izvođenjem hidroksilnih i karboksilnih grupa. Generalno, derivatiza-

cija alginata se dešava na poziciji -OH (C-2 i C-3) ili -COOH (C-6). Modifikacija karboksilne 

grupe u C6 poziciji alginata se obično odvija kroz esterifikaciju ili amino reakciju za uvođe-

nje dugih alkil grupa ili masnih kiselina, zbog čega alginat postaje amfifilni molekul.699,700 S 

druge strane, hidroksilna grupa se može modifikovati sulfacijom, fosforilacijom i seleniza-

cijom da bi se poboljšala bioaktivnost alginata.688,701–707 Zbog distribucije velikog broja 

hidroksilnih i karboksilnih grupa u glavnom lancu, alginat se može lako hemijski modifi-

kovati kako bi se poboljšale njegove karakteristike. Iako je dosta posla urađeno na sintezi 

derivata alginata, još uvek postoji mnogo potencijalnih puteva za proučavanje. Alginat se 

široko koristi u industriji zbog svoje sposobnosti da gelira sa jonima kalcijuma; međutim, 

na ovo svojstvo snažno utiče i njegov sastav uronske kiseline, odnosno odnos M/G.708 U 

međuvremenu, primena derivata natrijum-alginata u različitim oblastima i dalje ima velike 

perspektivu. 

 

I.3.4.2 Izvori ekstrakcije alginata 

 

Alginat, linearni i anjonski polisaharid u prirodnom izobilju, obično se dobija iz će-

lijskog zida smeđih morskih algi koje pripadaju klasi phaeophiceae, uključujući ascophillum 

nodosum, laminaria hiperborea, laminaria digitata, laminaria japonica i microcistis pirif, mnogi so-

jevi bakterija, uključujući acetobacter i pseudomonas spp.709,710 Iako se može stvoriti od bakte-

rijskog porekla, komercijalno je dostupan iz algi u obliku soli natrijum-alginata.710 

Dvovalentni katjoni, npr. Ba2+ i Ca2+, mogu brzo da konstruišu sisteme ,,kutija za 

jaja’’(egg-box) sa G blokom za izgradnju alginatnih hidrogelova postupkom želiranja (slika 

26).711 

 
Slika 26. Sistem ,,kutija za jaja’’ vezivanja kalcijumovog jona i G bloka alginata656 
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Povećanje molekulske mase i dužine G-bloka dramatično povećava mehanička svoj-

stva alginat. Komercijalno dostupan alginat ima prosečnu molekulsku težinu koja varira 

između 32000 i 400000 g mol-1. Rastvori alginata imaju maksimalnu viskoznost pri pH vred-

nostima 3,0–3,5, zbog vodonične veze karboksilnih grupa koje formiraju lanac alginata.710 

Iz smeđih morskih algi se sprovodi višestepeni proces ekstrakcije (slika 27), koji u-

ključuje kiseli predtretman ekstrakta morskih algi, praćen vodenim alkalnim tretmanom 

(uglavnom natrijum hidroksidom) u kojem se koriste različiti oblici soli prirodnog alginata, 

modifikovanog u vodeno rastvorljiv natrijum-alginat.712 

Nakon toga, filtrirani ekstrakt se meša sa natrijumom ili kalcijum hloridom, dok se 

alginat taloži. Zatim se dodaje razređeni HCl i soli alginata se pretvaraju u alginsku kiselinu; 

nakon daljeg prečišćavanja i modifikacije, priprema se praškasti oblik natrijum-alginata ras-

tvorljivog u vodi. 

Proizvodnja alginata iz bakterijske biosinteze ima određene fizičke karakteristike i 

hemijske strukture različite od ekstrahovanog alginata iz smeđih morskih algi. Različiti ko-

raci biosinteze alginata su: 

I. sinteza supstrata prekursora, 

II. transfer polimerizacije i citoplazmične membrana, 

III. transport i promena periplazmične membrane i 

konvekcija  preko spoljašnje membrane.713 

 

 

I.3.4.3 Osobine alginata 

 

Alginatova biokompatibilnost, reološka svojstva, biorazgradljivost, marginalna tok-

sičnost i hemijska raznovrsnost su istaknuti, zajedno sa njegovim izuzetnim karakteristi-

kama u proizvodnji stabilnog hidrogela dodavanjem multivalentnih katjona, što čini alginat 

korisnim za isporuka lekova.691,714–717 Štaviše, alginati se mogu lako kreirati u različite po-

lučvrste ili čvrste okvire u umerenom okruženju zbog njihove izuzetne sposobnosti prelaska 

sol-gel. Dakle, alginati se takođe često koriste kao supstance koje povećavaju viskozitet i kao 

zgušnjivači u farmaceutskoj industriji.717 

Procenat tri vrste blokova (MM, GG i MG) određuje fizička svojstva alginata. Sa većim 

procentom G, alginati imaju bolje karakteristike želiranja, dok sa visokim sadržajem M, i-

maju veći viskozitet. Određivanje M/G odnosa je takođe bitno za alginate, oni sa visokim 

odnosom M/G proizvode elastične gelove, dok oni sa malim odnosom M/G proizvode 

lomljive gelove.718,719 Mehaničke karakteristike formulacije zasnovane na alginatu rigorozno 

se oslanjaju na koncentraciju G i M jedinica. Ako ostaci G prevaziđu M, formulacija pokazuje 

Slika 27. Tehnika ekstrakcije natrijum-alginata iz braon morskih algi.712 



92 

 

veću mehaničku krutost. Tako je promenom sadržaja G i M moguće modifikovati modul 

elastičnosti.720 

Alginat se podvrgava hidrataciji pri niskim pH vrednostima, što dovodi do razvoja 

„kiselih gelova“, koji su visoko viskozni. pH osetljivost alginata može se pripisati kiselim 

visećim grupama koje prihvataju ili oslobađaju protone zbog intermolekularnog vezivanja 

kada se pH vrednost promeni. Kao rezultat toga, molekuli vode ulaze u alginatnu matricu 

i bivaju fizički zarobljeni u njoj, ali su i dalje slobodni da migriraju. Ova sposobnost je neop-

hodna u formiranju alginatnog gela za inkapsulaciju ćelija.721 Sposobnost alginata da proiz-

vodi dve različite klase u zavisnosti od pH vrednosti, odnosno kiseli gel pri niskom pH 

vrednostima  i jonotropni gel pri višim pH vrednostima, čini ga jedinstvenim u poređenju 

sa neutralnim molekulima.722 

Alginat ima odlične mukoadhezivne karakteristike zbog postojanja slobodnih kar-

boksilnih grupa, omogućavajući biopolimeru da se veže za mucin putem vodonične veze, 

kao i elektrostatičkih interakcija. S druge strane, rastvorljivost alginata u velikoj meri zavisi 

od pH vrednosti okoline, pa shodno tome utiče na njihovu mukoadhezivnu osobinu, pošto 

samo jonizovane karboksilne grupe interaguju sa tkivima sluzokože. Štaviše, rastvorljivi 

alginat pomaže prodiranju rastvarača kroz polimernu matricu, formirajući visoko viskozan 

i kohezivni gel okvir za povećanje čvrstoće mukoadhezivne veze. Nasuprot tome, preko-

merna i vanorbitalna hidratacija alginatne mreže u fiziološkom rastvoru mogla bi da umanji 

mukoadhezivna svojstva usled slabljenja funkcionalnih grupa alginata dostupnih za inte-

rakcije mukoznoga tkiva.723,724 

Alginati mogu biti prilagođeni da ispune zahteve bilo farmaceutske, bilo biomedicin-

ske primene. Zbog njihovog visokog sadržaja vode, odloženog oslobađanja, povećane po-

roznosti i neimunogenosti, alginati su našli široku primenu u zavojima za rane.725 Kompo-

ziti na bazi alginata nude veliku korist u bioremedijaciji uklanjanjem teških metala, boja, 

antibiotika i drugih zagađivača iz otpadnih voda.726 Na osnovu tipova umreživača i korišće-

nih pristupa umrežavanju, materijali u rasponu od malih lekovitih supstanci do makromo-

lekularnih proteina mogu biti dizajnirani kao kontrolisani sistemi za isporuku lekova.727 

Biokompatibilnost je još jedan vitalni faktor koji treba proučiti, jer je ekstrakcija algi-

nata dobijenog iz prirode praćena postojanjem brojnih nečistoća koje mogu da izazovu aler-

gijske reakcije. U stvari, imunološka reakcija je navedena u industrijskom alginatu; bez 

obzira na to, metoda višestepene ekstrakcije za eliminisanje metalnih nečistoća i polife-

nolnih supstanci dozvoljava dobijanje alginata, suštinski visoke čistoće, za upotrebu u bio-

medicini.728 

Primećeno je i antioksidativno i antiinflamatorno dejstvo alginata. Primećeno je da 

alginatni oligosaharidi smanjuju proizvodnju azot-oksida, reaktivnih vrsta kiseonika (ROS) 

i eikosanoida, kao što su prostaglandin E2 i ciklooksigenaza COX-2. Stoga su izuzetne ka-

rakteristike alginata otključale vrata u široko rasprostranjenim aplikacijama za isporuku ak-

tivnih sastojaka.729–731 

 

I.3.4.4 Metode formiranja hidrogela 

 

U biomedicini, alginat se obično koristi u obliku hidrogela za zarastanje rana, ispo-

ruku lekova i  za regeneraciju tkiva. Hidrogelovi se odnose na visoko umrežene 3D mreže 
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koje se sastoje od hidrofilnih polimera. Pošto su hidrogelovi fizički uporedivi sa biomakro-

molekularnim sastojcima, oni su često biokompatibilni i mogu se davati u telo neinvaziv-

nom primenom. Hidrogelovi se obično formiraju od hidrofilnih polimera hemijskim i/ili 

fizičkim umrežavanjem; njihove fiziko-hemijske karakteristike zavise od vrste umrežava-

nja, gustine umrežavajućeg sredstva i hemijskog sastava i molekulske mase polimera.732 

 

I.3.4.4.1 Jonsko umrežavanje 

 

Kombinovanje vodene mešavine alginata sa reagensima za jonsko umrežavanje, po-

sebno dvovalentnim katjonima (tj. Ca2+), je najčešći pristup za pripremu hidrogelova. Sma-

tra se da se dvovalentni katjoni jasno vezuju za guluronat blok polimera alginatnog lanaca, 

jer struktura guluronatnih blokova dozvoljava dobar stepen koordinacije dvovalentnih 

jona. Prikazano kao način umrežavanja u ,,kutiji za jaja’’ (slika 26), guluronatne jedinice jed-

nog alginatnog lanca formiraju veze sa guluronatnim blokovima susednih polimernih la-

naca, što kulminira u strukturi gela.733 Kalcijum-hlorid (CaCl2) je uobičajeno korišćeno jon-

sko sredstvo za umrežavanje za alginate. S obzirom na visoku rastvorljivost u vodenim ras-

tvorima, često dovodi do brzog i loše regulisanog želiranja. Jedna opcija je upotreba pufera 

bogatog fosfatima (npr. natrijum heksametafosfat) za ograničavanje i kontrolu formiranja 

gela. Ovi molekuli fosfata u puferu se takmiče sa alginatnim karboksilnim grupama u inte-

rakciji sa katjonima kalcijuma, usporavajući tako proces želiranja.734 

Kada se koriste dvovalentni katjoni, brzina želiranja igra važnu ulogu u uticaju na 

snagu i konsistenciju gela; veća brzina želiranja dovodi do homogenije strukture i poboljša-

nog mehaničkog karaktera.735 Temperatura na kojoj dolazi do želiranja utiče na brzinu želi-

ranja i performanse materijala; tipična reaktivnost jonskih umrežavača (npr. Ca2+) se sma-

njuje na nižim temperaturama i posledično otežava umrežavanje. Umreženi okvir koji re-

zultira je višeg reda, što poboljšava mehaničke karakteristike.720 Štaviše, određena hemij-

skim sastavom alginata, mehanička svojstva jonski umreženih alginatnih hidrogelova mogu 

se dramatično razlikovati. Npr. hidrogelovi napravljeni od velike koncentracije G blokova 

su tvrđi od onih napravljenih od alginata sa manjim brojem G blokova.736 

 

I.3.4.4.2 Kovalentno umrežavanje 

 

Kovalentno umrežavanje se intenzivno proučava kako bi se poboljšala stabilnost algi-

natnih hidrogelova za različite biomedicinske primene, pri čemu je njegova karboksilna 

grupa glavno mesto interakcija kovalentnog vezivanja. Unakrsne veze se raspadaju i reor-

ganizuju na drugom mestu, a voda se uklanja iz hidrogela, a naprezanje primenjeno na 

njega se opušta, što dovodi do plastične deformacije. Iako migracija vode može izazvati re-

laksaciju napona u kovalentno umreženim gelovima, nesposobnost rastvaranja i ponovnog 

uspostavljanja formiranja veze izaziva značajan elastični deformitet. Kovalentni reagensi za 

umrežavanje, s druge strane, mogu biti opasni, a jedinjenja koja ne reaguju mogu zahtevati 

potpuno eliminaciju iz gelova. 

Kovalentno umrežavanje alginata sa poli(etilen glikol)-diaminima promenljive mo-

lekulske težine je prvobitno proučavano u cilju stvaranja gelova sa različitim stepenom me-

haničkog ponašanja. Kako je modul elastičnosti stalno rastao sa povećanjem gustine 
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umrežavanja ili masenog udela PEG-a u gelu, on je zatim opao pošto je molekulska masa 

između poprečnih veza postala niža od one mekšeg PEG-a.737 Istraživanjem upotrebe razli-

čitih tipova agenasa za umrežavanje i regulisanjem gustine umrežavanja, kasnije je doka-

zano da se mehaničke karakteristike i bubrenje alginatnih hidrogelova mogu fino kontroli-

sati. Kao što se može zamisliti, hemijski sastav lanaca umrežavanja ima značajan uticaj na 

sposobnost bubrenja hidrogela. Dodavanje hidrofilnih jedinjenja za umrežavanje (npr. PEG) 

kao pratećeg makromolekula može racionalizovati gubitak hidrofilnosti hidrogela usled re-

akcije umrežavanja.738 Gao (Gao) sa saradnicima,  koristio je dvostruko umreženi metakrilo-

vani alginatni hidrogel da bi se prevazišla tendencija jonskih umreženih hidrogelova da 

budu skloni razgradnji u vodi. Kovalentne veze unutar mreže između metakrilatnih grupa 

sprečile su lom dvostruko umreženih lanaca hidrogelova pripremljenih pod UV zrače-

njem.739 

 

I.3.4.5 Metode formiranja alginatnih čestica 

 

Želiranje alginata se dešava putem jednog od dva mehanizma: 

• spoljašnjeg želiranja, u kojem katjoni ulaze u alginatni sistem spolja, ili 

• unutrašnjeg želiranja, u kojem katjoni izlaze iz alginatne strukture. 

Čestice na bazi alginata različitih dimenzija mogu se proizvesti i kategorisati u razli-

čite kategorije: 

I. makročestice, kao što su one u tabletama lekova ili vitamina, mogu se videti golim okom; 

II. mikročestice značajno variraju u veličini od nekoliko mikrona do nekoliko milimetara; i 

III. nanočestice imaju prečnik u rasponu od 1 do 100 nm.740–743 

Najpopularnija metoda za proizvodnju alginatnih čestica je ekstruzija alginatnog ras-

tvora kap po kap kroz iglu u katjonskom kupatilu. Spoljašnje želiranje se koristi za stvaranje 

alginatnih čestica prečnika između 500–5000 µm.744–746 Veličina alginatnih čestica se može 

smanjiti, a čestice koje imaju manju distribuciju veličine mogu se generisati na nekoliko na-

čina u zavisnosti od ovog spoljašnjeg procesa želiranja, uključujući koaksijalni laminarni 

protok vazduha na mlaznici, elektrostatička polja i vibrirajuće mlaznice.746–749 

Proces emulzifikacije se takođe može koristiti za pravljenje alginatnih čestica. Geli-

rane sfere se prave emulzifikacijom rastvora alginata u organskoj fazi, nakon čega sledi že-

liranje kapljica alginatne emulzije. Spoljašnje želiranje kapljica alginatne emulzije dovodi do 

razdvajanja emulzije; međutim, sfere se agregiraju i kao rezultat se formiraju brojne kapljice 

emulzije (V/U/V).750,751  Membranska emulzifikacija može dati alginatne čestice sa prilično 

malom distribucijom veličine; međutim, proizvodnja čestica je ograničena na mikro opseg 

(>1 µm), a začepljenje membranskog sloja, kao i izvodljivost povećanja procesa, ostaje pro-

blem procesa. Mehanička emulgacija je najpraktičnija za industriju, jer proizvodi alginatne 

čestice svih veličina. Ipak, varijacije veličine proizvedenih čestica su relativno velike. Algi-

natne nanočestice se mogu napraviti na različite načine, iako se većina njih oslanja na kom-

pleksiranje, bilo kroz interakcije sa jonima kao što je kalcijum ili negativno naelektrisanim 

polielektrolitima kao što je alginat-hitozan (CS) ili poli-L-lizin.752,753 Kompleksiranje se kori-

sti i u drugim procesima, kao što je emulzifikacija, za jačanje nanočestica. U većini slučajeva, 
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kompleksiranje će biti potrebno kao dodatak za dobijanje čestica. Ugradnja kalcijum hlorida 

u rastvor alginata proizvodi nanoagregate; generalno, lek se obično dodaje pre ovog koraka. 

Veličina nanočestica u velikoj meri varira u zavisnosti od različitih faktora, kao što su proces 

proizvodnje, parametri pripreme, reagens za umrežavanje, molekulska masa alginata itd. 

Pošto je alginat negativno naelektrisan polielektrolit, nanočestice mogu biti u veličini od 

nekoliko desetina do nanometara, a zeta potencijal je generalno negativan.754 

 

I.3.4.5.1 Elektrostatička ekstruzija 

 

Elektrostatička ekstruzija koristi elektrostatičku silu koja deluje na površinu rastvora 

polimera na vrhu igle/kapilare da bi se generisao veliki broj kapljica i formirale mikroče-

stice u rastvoru za očvršćavanje. Sastavni delovi aparature uključuju pumpu kojom se ras-

tvor istiskuje iz rezervoara kroz kapilaru ili iglu od nerđajućeg čelika različitog prečnika 

(šema 1).755 

 

 

Šema 1. Aparatura za elektrostatičku ekstruziju755 

Elektrostatički potencijal primenjuje se između kapilare/igle i rastvora u kome se sa-

kupljaju čestice, korišćenjem generatora visokog napona, dok se rastojanje između vrha ka-

pilare/igle i rastvora za sakupljanje čestica može podesiti. 

Ova metoda karakteriše se smanjenjem prečnika kapljica sa porastom primenjenog 

elektrostatičkog potencijala U, sve dok ne dostignu kritičnu vrednost Uc. Kada se dostigne 

kritični elektrostatički potencijal Uc, formira se nestabilan mlaz rastvora polimera koji se 

fragmentiše u veliki broj naelektrisanih kapljica. Ove kapljice se skupljaju u rastvoru za 

očvršćavanje, gde formiraju čestice.755
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Proces formiranja kapljica viskoznog rastvora polimera pod uticajem elektrostatič-

kog polja se razlikuje od procesa formiranja kapljica tečnosti sa manjom viskoznošću (npr. 

vode) pod istom jačinom elektrostatičkog polja. Kod viskoznih rastvora dolazi do izduživa-

nja tečnosti u obliku vlakna, pri čemu se vlakno sve više izdužuje i tanji. Na mestu najvećeg 

suženja dolazi do otkidanja polimera i formiranja manjih kapljica. Jače elektrostatičko polje 

dovodi do većeg izduživanja vlakna, što stvara dodatni oblak finih kapljica, naročito kod 

viskoznih rastvora. Distribucija veličine dobijenih kapljica može biti bimodalna ili multimo-

dalna, što ukazuje na značaj podešavanja procesnih parametara za svaki sistem nosač-ma-

terijal za inkapsulaciju primenom elektrostatičke ekstruzije. Naime, kada se primeni elektro-

statičko polje na viskozni rastvor polimera poput alginata, dolazi do izduživanja rastvora u 

obliku "vlakna" umesto formiranja kapljica kao u slučaju tečnosti niske viskoznosti poput 

vode. Ovo "vlakno" se dalje izdužuje i istanjuje što je veća viskoznost rastvora, a na mestu 

najvećeg suženja dolazi do otkidanja polimera i formiranja manjih kapljica. U jačem elektro-

statičkom polju, "vlakno" se još više izdužuje i stvara dodatni "oblak" finih kapljica, što može 

dovesti do bimodalne ili multimodalne raspodele veličina kapljica. Ovo ukazuje na važnost 

pravilnog podešavanja procesnih parametara za svaki sistem nosač-materijal za inkapsula-

ciju pri primeni elektrostatičke ekstruzije.755 

Elektrostatička ekstruzija je metoda kojom se mogu dobiti čestice veličine 100-1000 

μm na jednostavan način, putem podešavanja procesnih parametara. Ovaj proces se odvija 

na sobnoj temperaturi i atmosferskom pritisku, što omogućava sterilne uslove rada. Ova 

tehnologija pokazala se izuzetno obučavajućom u farmaceutskoj i kozmetičkoj industriji, 

kao i u oblasti biotehnologije, gde su niske temperature neophodne za očuvanje stabilnosti 

termolabilnih materijala. Elektrostatička ekstruzija je jednostavna i precizna metoda koja ne 

zahteva veliku potrošnju energije, niti visoku cenu koštanja, a omogućava proizvodnju je-

dinstvenih i stabilnih proizvoda.755 

Osim elektrostatičkog potencijala, još tri parametra su značajna za formiranje veličine 

čestica u procesu elektrostatičke ekstruzije: protok rastvora polimera, prečnik igle (kapilare) 

i geometrija ekstruzionog uređaja. Povećanje protoka uzrokuje veće čestice zbog povećanja 

količine površinski aktivnih molekula i povećanja površinskog napona. Smanjenje prečnika 

igle proizvodi manje čestice, ali veličina čestica takođe ovisi o karakteristikama materijala 

koji se inkapsulira i padu pritiska kroz iglu. Promena koncentracije rastvora alginata menja 

viskoznost i mehanizam formiranja kapljica, što utiče na veličinu formiranih čestica. Geo-

metrija ekstruzionog uređaja igra važnu ulogu u formiranju alginatnih čestica, jer može pro-

meniti uticaj drugih parametara kao što su protok rastvora polimera, prečnik igle i koncen-

tracija rastvora alginata na veličinu formiranih čestica. Ova promena se dešava jer geome-

trija ekstruzionog uređaja utiče na količinu rastvora polimera koja prolazi kroz iglu i na 

brzinu kojom se rastvor polimera izbacuje iz igle. Stoga, promena geometrije ekstruzionog 

uređaja može promeniti interakciju površinski aktivnih molekula sa površinom kapljica i 

smanjiti ili povećati veličinu formiranih čestica. Proces formiranja čestica kroz elektrosta-

tičku ekstruziju uključuje njihovo dalje očvršćavanje u rastvoru za želiranje, što značajno 

povećava broj faktora koji mogu uticati na finalne karakteristike i veličinu dobijenih čestica.  

Stoga, istraživanja u ovom području uključuju analizu uticaja različitih parametara, kao što 

su koncentracija i sastav rastvora alginata, kao i koncentracija dvovalentnih katjona potre-

bnih za želiranje, na fiziko-hemijske karakteristike formiranih čestica.755 
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Jedno od glavnih ograničenja šire primene tehnike elektrostatičke ekstruzije je da se 

visoko koncentrisani rastvori alginata (3 i 4% (w/w)) ne mogu procesirati kako bi se dobile 

mehanički čvrste alginatne čestice sa inkapsuliranim materijalom, koje bi bile pogodne za 

upotrebu u bioreaktorima pod visokim silama smicanja.755 

Iako su pronađeni dokazi o elektrohemijskim reakcijama tokom procesa elektrosta-

tičke ekstruzije, većina autora smatra da materijal koji se inkapsulira (bilo da se radi o he-

mijskoj supstanci, biološkom materijalu ili živim ćelijama) ostaje nepromenjen tokom pri-

mene elektrostatičkog potencijala. Neki autori jednostavno zanemaruju ovaj efekat.755 

 

I.3.4.5.2 Ultrazvučno raspršivanje 

 

Ultrazvuk je zvuk visoke frekvencije koju ljudsko uho ne može registrovati, jer je 

iznad praga čujnosti od 20 kHz. Ova vrsta zvuka se koristi u medicini za ultrazvučnu 

dijagnostiku, kao i u hemiji zbog toga što ne reaguje s molekulima i ne uzrokuje hemijske 

promene zbog velike talasne dužine u odnosu na veličinu molekula. U biohemijskom 

inženjerstvu i biotehnologiji proučavaju se aspekti primene ultrazvuka, jer pod određenim 

uslovima ultrazvučni talasi mogu pospešiti difuzioni transport između ćelija i okoline, što 

može poboljšati brzine reakcija i proizvodnju metabolita. U eksperimentalnom delu ovog 

rada koristi se uređaj poznat kao ultrazvučni generator, koji radi na principu ultrazvučnih 

talasa.756 

Ultrazvučni generator, takođe poznat kao ultrazvučni raspršivač, je medicinski 

uređaj koji se koristi za pretvaranje tečnosti u aerosol, čime se omogućava lako disanje 

lekova i drugih supstanci u obliku sitnih čestica koje se lako udišu. 

Pri opisivanju funkcionisanja ultrazvučnih generatora treba uzeti u obzir sledeće 

faktore: 

• brzinu na izlazu i koncentraciju upotrebljivog aerosola, 

• zapreminsku brzinu vazduha, 

• gubitke koji nastaju isparavanjem tečnosti i zavise od radne temperature, 

• raspodelu veličine kapljica, 

• zapreminu potrebne tečnosti za normalan rad i 

• optimalno vreme procesa 

Ultrazvučne mlaznice su uobičajeni elementi u tehnici ultrazvučnog raspršivanja, 

koja koristi visokofrekventne vibracije da bi izazvala kapilarne talase u tečnom filmu na 

vrhu mlaznice. Kada ove vibracije dostignu kritičnu amplitudu, zbog snage koju isporučuje 

generator, talasi se pretvaraju u previsoke kapilare, što dovodi do stvaranja sitnih kapljica 

koje padaju s vrha talasa i stvaraju aerosol.756 

U proizvodnji kapljica, ključni faktori koji utiču na njihovu početnu veličinu su 

frekvencija vibracija. Ove vibracije se obično kreću u opsegu od 20-180 kHz, što je izvan 

opsega ljudskog sluha. 

Svaki ultrazvučni generator sastoji se od transduktora, što je cilindrični 

piezoelektrični uređaj. Ovaj uređaj transformiše električnu struju visoke frekvencije, koja 

mu služi za napajanje, u mehaničke oscilacije. Zahvaljujući prikladnom obliku i prirodi 

kristala, ove mehaničke oscilacije su visoko usmerene i proizvode jako ultrazvučno polje u 
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tečnosti koja se prenosi kretanjem molekula u pravcu propagacije. Ovaj proces je ilustrovan 

na šema 2.756 

 

 

Šema 2. Operativni ultrazvučni generator aerosola sa transduktorom (A) koji prima energiju kroz 

zaštitni kabl (B) pri čemu se generiše akustično polje u povezujućem fluidu (C) i stvara ultrazvučni 

gejzir (D) u rezervoaru generatora (E), a kroz ulaz (F) dolazi vazduh i nosi aerosol (G) do izlaza 

(H)756 

Kada se temperatura i gustina tečnosti pravilno promene, dolazi do snažnih 

adijabatskih kompresija i razređenja. Iako stvarna amplituda kretanja iznosi samo 0,2 μm 

pri frekvenciji od 800 Hz, postiže se veliko ubrzanje koje prelazi 500000 g. Ovo izaziva 

turbulencije i stvara gradijent pritiska duž ose transduktora, što dovodi do formiranja 

vodenog gejzira u rezervoaru. Zahvaljujući visokofrekventnoj turbulenciji u gejziru, 

stvaraju se kapljice aerosola koje se, nošene strujom vazduha, emituju iz uređaja.756 

Veličina kapljica formiranih primenom ove metode zavisi od frekvencije 

ultrazvučnog polja, kao i od fiziko-hemijskih svojstava tečnosti (površinski napon i 

viskoznost tečnosti) i brzine odnošenja kapljica iz gejzira, budući da se, pri visokim 

koncentracijama kapljica, često javlja njihovo spajanje (koagulacija). Kapljice najmanje 

veličine obično se stvaraju pri najvišim frekvencijama.756 

Ultrazvučni generatori imaju sposobnost da prenesu veliku energiju tečnosti, što 

izaziva atomizaciju tečnosti i povećano isparavanje. Takođe, prisustvo materijala u rastvoru 

ili suspenziji može dovesti do denaturacije, degradacije ili deformacije tih materijala. Ovi 

uređaji su izrazito osetljivi na hemijske karakteristike rastvora ili suspenzije koja se 

atomizuje.756
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I.3.5 Novi materijali nosača za imobilizaciju enzima 

 

Mogućnosti za praktičnu primenu imobilisanih enzima nastavljaju da rastu. Iz tog 

razloga, otkrivanje i upotreba novih materijala sa željenim svojstvima, prilagođenih odre-

đenim enzimima, u poslednje vreme postaje izuzetno važno. Ovi materijali, kako organskog 

tako i neorganskog porekla, odlikuju se izuzetnom termičkom i hemijskom stabilnošću i 

veoma dobrim mehaničkim svojstvima. Štaviše, ovi materijali se proizvode u različitim 

morfološkim oblicima sa kontrolisanim veličinama čestica, obično u nano razmeri, što ih 

čini pogodnim za upotrebu sa enzimima. Štaviše, ovi materijali poseduju izuzetne količine 

različitih funkcionalnih grupa, koje odgovaraju hemijskim grupama proteina, koje pojača-

vaju vezivanje enzima i modifikaciju površine za vezivanje.757 Međutim, tokom poslednje 

decenije, naučna pažnja je usmerena na hibridne i kompozitne materijale, koji kombinuju 

svojstva oba tipa kompozitnih prekursora i na taj način povećavaju njihove prednosti.758 

Dakle, korišćenjem novih materijala (videti sliku 28) kao nosača enzima, poboljšava se kon-

trola tehnološkog procesa, imobilisani enzimi pokazuju povećanu katalitičku efikasnost i 

povećava se čistoća i kvalitet proizvoda reakcije u poređenju sa procesima katalizovanim 

enzimima imobilisanim na klasične materijale. 

 

 

Slika 28. Odabrani primeri novih materijala neorganskog, organskog i hibridnog porekla, 
primenjeni za imobilizaciju enzima662 

Novi materijali sa prilagođenim svojstvima se sve češće koriste kao nosači enzima, 

kako zbog ograničenja u primeni klasičnih materijala, tako i za poboljšanje svojstava imobi-

lisanih enzima. Materijali koji pripadaju grupi novih materijala mogu olakšati lako odvaja-

nje biokatalitičkih sistema iz reakcionih smeša (magnetne nanočestice) ili omogućiti izbega-

vanje preopterećenja čestica enzima na površini nosača (nanočestice i mezoporozni materi-

jali). Štaviše, materijali kao što su grafen ili grafen oksid poboljšavaju prenos elektrona 

između imobilisanog enzima i supstrata, rezultirajući povećanom katalitičkom aktivnošću 

biomolekula. Najveća prednost materijala organskog porekla među novim materijalima, je 
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to što se mogu formirati u različitim geometrijskim oblicima kao što su vlakna ili membrane 

i smanjuju difuziona ograničenja i poboljšavaju efikasnost biokatalitičkih procesa. 

U okviru novih materijala postoji kontinuirano i sve veće interesovanje za hibridne 

materijale. Hibridni nosači se mogu sintetizovati kombinacijom prekursora različitog pore-

kla i njihova svojstva mogu biti prilagođena zahtevima biokatalizatora kao i tehnološkom 

procesu u kome će se proizvod koristiti nakon imobilizacije. Hibridni nosači se odlikuju 

dobrom termičkom i hemijskom stabilnošću i mehaničkom čvrstoćom i obično obezbeđuju 

stabilno, kovalentno vezivanje enzima.663 

 

I.3.5.1 Neorganski materijali 

 

I.3.5.1.1 Magnetne čestice 

 

Odvajanje biokatalizatora iz reakcione smeše nakon katalitičkog procesa je jedan od 

ključnih problema koji se mora rešiti kada se koriste imobilisani enzimi. Jedno od mogućih 

rešenja je vezivanje molekula enzima za magnetne nanočestice gvožđe oksida (MNP) i jed-

nostavno odvajanje biokatalitičkog sistema korišćenjem spoljašnjeg magnetnog polja.759 

MNP su takođe poznati po velikoj površini i obilju hidroksilnih grupa na njihovoj površini 

što omogućava njihovu laku modifikaciju i snažno (kovalentno) vezivanje enzima. Ovo su 

veoma važne karakteristike. Velika mehanička stabilnost i niska poroznost, međutim, koji 

smanjuju sterne smetnje, takođe su relevantni za stvaranje stabilnog biokatalitičkog sistema 

enzim-nosač.760 Prema Netu (Netto), mnogi enzimi iz grupe oksidoreduktaza, hidrolaza ili 

transferaza mogu biti imobilisani na površini magnetnih nanočestica da bi se stvorili gene-

ralno stabilni sistemi koji nude visoku mogućnost ponovne upotrebe i lako odvajanje od 

reakcione smeše.761 Postoji nekoliko primera koji pokazuju ove prednosti. Merasbi (Mehra-

sbi) sa saradnicima je imobilisao lipazu na magnetne nanočestice funkcionalizovane sa 3-

glicidoksipropiltrimetoksisilanom. Imobilisani enzim, kada se koristio za katalizu proiz-

vodnje biodizela iz otpadnog ulja za kuvanje, zadržao je 100% svoje početne aktivnosti čak 

i nakon šest reakcionih ciklusa.762 U drugoj studiji, Aber (Aber) je imobilisala glukozo oksi-

dazu adsorpcijom na nemodifikovane MNP i koristila rezultujući sistem za obezbojenje boje 

Acid Yellow 12. Posle 15 katalitičkih ciklusa imobilisana glukozo oksidaza je zadržala više 

od 90% svojih početnih svojstava.763 Atakan (Atacan) sa saradnicima je koristio magnetne 

nanočestice, prethodno tretirane galnom kiselinom, za kovalentnu imobilizaciju tripsina. 

Njihovi rezultati su pokazali da biokatalizator MNP-tripsin može sa visokom efikasnošću 

razgraditi goveđi serum albumin.764 

 

I.3.5.1.2 Nanočestice 

 

Nanočestice i neorganskog i organskog porekla prečnika do 30 nm su opsežno prou-

čavane poslednjih godina kao potencijalni nosači za imobilizaciju enzima. Međutim, pažnja 

je usmerena na nanočestice neorganskog porekla, jer ovi materijali privlače sve veće intere-

sovanje zbog činjenice da generalno značajno poboljšavaju prinos imobilizacije i efikasnost 

dobijenog biokatalitičkog sistema.765,766 Nanočestice obezbeđuju veliku površinu za 
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vezivanje enzima što dovodi do većeg opterećenja enzima na površini nosača i povećanog 

prinosa imobilizacije. Međutim, najveća prednost nanočestica u odnosu na druge neorgan-

ske materijale je njihova sposobnost da minimizuju difuziona ograničenja. Molekuli enzima 

su pričvršćeni za površinu neporoznih čestica i njihova aktivna mesta su izložena širokom 

kontaktu sa supstratima.767,768 To znači da biokatalitički sistemi zasnovani na nanočesticama 

obično obezbeđuju visoko zadržavanje katalitičke aktivnosti.769 

Različiti neorganski nanomaterijali kao što su nanozlato i grafen mogu se koristiti 

kao nosači za imobilizaciju enzima.770,771 Međutim, najčešće se koriste nanočestice neorgan-

skog oksida. Npr. Hu (Hou) je koristio nanočestice titanijuma za imobilizaciju ugljenične 

anhidraze glutaraldehidom i imobilisao preko 160 mg enzima po gramu nosača. Proizvod 

je korišćen za biomimetičku konverziju CO2.772 

 

I.3.5.2 MAGNETNE NANO ČESTICE (MNP) 

 

Trenutno, istraživanja magnetnih nanočestica (MNP) privukla su značajnu pažnju na-

učnika zbog njihove primene u različitim oblastima kao što su fizika, medicina, biologija i 

nauka o materijalima.773 Magnetne nanočestice, posebno gvožđe oksida, su široko prouča-

vane i korišćene dugo vremena u mnogim oblastima kao što su hipertermija, ciljana mag-

netna isporuka lekova, magnetna rezonanca, skladištenje podataka, sanacija životne sre-

dine, kao fotokatalizatori, senzori itd.774,775 Napredak u upotrebi magnetnih čestica u bio-

medicini zavisi od metoda sinteze, koje imaju veću kontrolu nad strukturnim karakteristi-

kama, kao što su veličina, distribucija veličine, faze, itd. Štaviše, magnetna svojstva i karak-

teristike površine čestica su važne karakteristike koje moraju biti kontrolisane. Nanočestice 

oksida gvožđa, veličine ispod 15 nm, imaju tendenciju da se ponašaju kao superparamag-

netni materijal.775 Posebno su bioaplikacije zasnovane na magnetnim nanočesticama dobile 

na značaju,  jer nude bolje mogućnosti u odnosu na druge materijale. Npr. MNP su jeftine 

za proizvodnju, fizički i hemijski stabilne, biokompatibilne i bezbedne po životnu sre-

dinu.776 Međutim, nanočestice magnetnog oksida gvožđa, kao i drugi sistemi nano-čestica, 

imaju veliki odnos površine i zapremine koji, u kombinaciji sa različitim tipovima interak-

cija (dipol-dipol, dipol-naelektrisanje, Debajeve (Debye), magnetne, itd.) može dovesti do 

agregacije nanočestica.777 Stoga, nekoliko autora preporučuje oblaganje sintetisanih nanoče-

stica da bi se sprečio ovaj efekat, iako to obično dovodi do promene njihovih magnetnih 

svojstava u poređenju sa neobloženim nanočestica gvožđe oksida.775 S druge strane, mag-

netne nanočestice su dosta hemijski aktivne, pa lako oksiduju na vazduhu, što može dovesti 

do gubitka magnetizma i agregacije.778–780 Osim toga, ove nanočestice mogu prouzrokovati 

i sekundarno zagađenje životne sredine zbog svojih veoma malih dimenzija, ako se koriste 

bez obloge koji bi ih držala u zatvorenom prostoru.778 

 

I.3.5.2.1 Oksidi gvožđa 

 

Poznato je osam oksida gvožđa, među ovim oksidima gvožđa, hematit (α-Fe2O3), 

magnetit (Fe3O4) i megamit (γ- Fe2O3) su veoma obećavajući i popularni kandidati zbog nji-

hovog polimorfizma temperaturno indukovane fazne tranzicije (slika 29). 
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Svaki od ova tri oksida gvožđa ima jedinstvena biohemijska, magnetna, katalitička i 

druga svojstva koja pogoduju za specifične tehničke i biomedicinske primene.781 

 

I.3.5.2.2 MAGNETIT 

 

Kao što je prikazano na slici 29b, magnetit Fe3O4 ima kubnu spinalnu strukturu cen-

triranu na lice, zasnovanu na 32 O2−  jona i tesno pakovanih duž pravca. Fe3O4 se razlikuje 

od većine drugih oksida gvožđa po tome što sadrži dvovalentno i trovalentno gvožđe. Mag-

netit ima kubičnu inverznu spinalnu strukturu koja se sastoji od kubičnog tesno zbijenog 

niza O2−   jona, gde svi Fe2+ joni zauzimaju polovinu oktaedarskih mesta, a Fe3+ su ravno-

merno podeljeni preko preostalih oktaedarskih mesta i tetraedarskih mesta. U stehiometrij-

skom magnetitu FeII/FeIII = 1/2, a dvovalentna gvožđa mogu biti delimično ili u potpunosti 

zamenjena drugim dvovalentnim jonima (Co, Mn, Zn, itd.). Dakle, Fe3O4 može biti i n- i p-

tip poluprovodnika. Međutim, Fe3O4 ima najmanju otpornost među oksidima gvožđa zbog 

svog malog pojasa (0,1 eV).782 

 

I.3.5.2.3 Fizička svojstva MNP 

 

Razumevanje korelacije između magnetnih svojstava, veličine i oblika MNP je 

preduslov za široku primenu magnetizma u oblastima skladištenja podataka i bio-

separacije.783 Generalno, α-Fe2O3 ima slab feromagnetizam na sobnoj temperaturi, dok je 

magnetizacija zasićenja često manja od 1 emu g−1. Međutim, γ-Fe2O3 i Fe3O4 pokazuju 

ferimagnetizam na sobnoj temperaturi, sa magnetizacijom zasićenja koja dostiže 92 emu 

g−1.784 Važno je napomenuti da mnoga svojstva MNP-a zavise od njihove veličine i oblika. 

Npr, Levi (Levi) i saradnici proučavali su magnetna svojstva MNP-a veličine 6-18 nm. 

Rezultati su otkrili da je magnetni poremećaj bio posebno očigledan za MNP 13-18 nm, zbog 

drastičnog gubitka njihovih performansi hipertermije.785 Gvardia (Guardia) i saradnici su 

izvestili da su pseudosferne i fasetirane MNP sa uskom distribucijom veličine (4–20 nm) i 

visokom magnetizacijom zasićenja (Ms≈80–85 emu g−1 na 5 K) dobijeni termičkim 

Slika 29. Kristalne strukture (a) hematita, (b) magnetita i (c) megamita (crne loptice su Fe2+, 

zelene loptice Fe3+ i crvene loptice O2−)787 
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razlaganjem korišćenjem oleinske kiseline kao surfaktanta. Nasuprot tome, dekanska 

kiselina daje mnogo veće pseudokubične MNP-e (45 nm) sa širom distribucijom veličine i 

većom magnetizacijom zasićenja (Ms=92 emu g-1 na 5 K), što je blizu očekivane vrednosti za 

masni magnetit.786 Jednodimenzionalne nanostrukture oksida gvožđa su veoma privlačne, 

zahvaljujući svojim brojnim jedinstvenim fiziko-hemijskim osobinama zasnovanim na 

visokoj intrinzičnoj anizotropiji i površinskoj aktivnosti. Pokazana je komparativna studija 

magnetnog ponašanja pojedinačnih i cevastih klasterizovanih Fe3O4 nanočestica  Rezultati 

su otkrili da bi konkurencija energije demagnetizacije oblika i energije magnetokristalne 

anizotropije malih MNP povećala koercitivnost, a na magnetna svojstva snažno utiče 

morfologija Fe3O4 nanočesta.786 Generalno, MNP postaju superparamagnetne na sobnoj 

temperaturi kada je veličina MNP-a ispod 15 nm, što znači da toplotna energija može 

prevazići energetsku barijeru anizotropije jedne nanočestice. Međutim, agregacija među 

superparamagnetnim MNP je uobičajena pojava. Dakle, za zaštitu neobloženih MNP-a od 

agregacije, magnetna svojstva mogu biti prilagođena materijalima za oblaganje, kao što su 

Au, Ag i CO3O4. Postoji niz magnetnih svojstava za karakterizaciju MNP-a. Najodlučnija 

svojstva su tip odziva na magnetno polje (uključujući feromagnetno, paramagnetno, 

antiferomagnetno i ferimagnetno) i magnetizacija, koja se može meriti iz histerezis petlje 

(M–H) i krivih hlađeno nulto polje/hlađen polje (ZFC/FC , M–T). 

Neizbežan problem povezan sa MNP u opsegu veličina je njihova suštinska 

nestabilnost tokom dužih perioda, koja se manifestuje na dva glavna načina: 

• gubitak disperzibilnosti, gde manje nanočestice imaju tendenciju da se agregiraju i 

formiraju velike čestice kako bi smanjile površinsku energiju; i 

• gubitak magnetizma, gde se neobložene MNP lako oksiduju na vazduhu zbog njihove 

visoke hemijske aktivnosti, posebno Fe3O4 i g-Fe2O3 nanočestice. 

Stoga je ključno razviti odgovarajuću strategiju zaštite za hemijsku stabilizaciju MNP-

a od oštećenja tokom ili nakon naknadne primene. Za biomedicinske primene potrebno je 

nabaviti nanočestice disperzibilne u vodi, jer su većina bioloških medija skoro neutralni 

vodeni rastvori.787 

 

I.3.5.2.4 Sinteza magnetnih nanočestica 

 

Brojne hemijske metode se mogu koristiti za sintezu magnetnih nanočestica za pri-

menu u medicinskom imidžingu: mikroemulzije, sol-gel sinteze, sonohemijske reakcije, 

hidrotermalne reakcije, hidroliza i termoliza prekursora, sinteze ubrizgavanjem  i elektros-

prej sinteze.788–794 Sinteza superparamagnetnih nanočestica je složen proces zbog njihove 

koloidne prirode. Prvi glavni hemijski izazov sastoji se od definisanja eksperimentalnih 

uslova, koji dovode do monodisperzne populacije magnetnih čestica odgovarajuće veličine. 

Druga kritična tačka je odabir ponovljivog procesa koji se može industrijalizovati bez ika-

kvog složenog postupka prečišćavanja, kao što je ultracentrifugiranje, permeabilna hroma-

tografija koja razdvaja molekule po veličini, magnetna filtracija ili gradijent polja pro-

toka.795–798 Ove metode su korišćene za pripremu čestice sa homogenim sastavom i uskom 

distribucijom veličine. Međutim, najčešći metod za proizvodnju nanočestica magnetita, 

zbog jednostavnosti sinteze, je tehnika hemijskog 
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koprecipitacije soli gvožđa.799–803 Karakterizacija gore navedenih sintetičkih metoda je 

ukratko sažeta u tabeli 10. 

 

Tabela 10. Poređenje sintetičkih metoda za proizvodnju MNP787 

Metoda 
Reakcija i 

uslovi 

Reakciona 
temperatura, 

oC 

Vreme 
trajanja 
reakcije 

Raspodela 
veličina 

Kontrola 
oblika 

Prinos 

 
Koprecipitacija 

 
 
 

Termičko 
razlaganje 

 
 

Hidro ili 
termorastvorna 

sinteza 
 

Sol–gel i poliol 
metoda 

 
 

Mikroemulzija 
 
 

Sonoliza ili 
sonohemijska 

metoda 
 

Mikrotalasna 
sinteza 

 
 

Biosinteza 
 
 
 

Elektrohemijske 
metode 

 
 

Metode 
aerosola/pare 

Vrlo 
jednostavna, 
ambijentalni 

 
 

Komplikovana, 
ubačena 

atmosfera 
 

Jednostavna, 
pod visokim 

pritiskom 
 

Komplikovana, 
ambijentalni 

 
Komplikovana, 

ambijentalni 
 

Vrlo 
jednostavna, 
ambijentalna 

 

Vrlo 
jednostavna, 
ambijentalni 

 
Komplikovana, 

ambijentalni 
 
 

Komplikovana, 
ambijentalni 

 
Komplikovana, 

ubačena 
atmosfera 

 
20–150 

 
 
 

100–350 
 
 
 

150–220 
 
 
 

25–200 
 

 
20–80 

 
 

20–50 
 
 

100–200 
 
 
 

Sobna 
temperatura 

 
 

Sobna 
temperatura 

 
 

 
>100 

 
Minuti 

 

 
Sati-
dani 

 
 

Sati-
dani 

 

 
Sati 

 
 

Sati 
 
 

Minuti 
 
 

Minuti 
 

 
 

Sati-
dani 

 
 

Sati-
dani 

 
 

Minuti-
sati 

 
Relativno 

uska 
 
 

Veoma 
uska 

 
 

Veoma 
uska 

 

 
Uska 

 
 

Uska 
 
 

Uska 
 

 
Srednja 

 
 

 
Široka 

 
 

 
Srednja 

 
 
 

Relativno 
uska 

 
Nije 

dobra 
 
 

Vrlo 
dobra 

 
 

Vrlo 
dobra 

 

 
Dobra 

 
 

Dobra 
 
 

Loša 
 
 

Dobra 
 
 

 
 

Loša 
 
 
 

Srednja 
 
 
 

 
Srednja 

 
Visok 

 
 
 

Visok 
 
 
 

Visok 

 
 

Srednji 
 
 

Nizak 
 
 

Srednji 
 
 

Srednji 
 
 
 

 
Nizak 

 
 
 

Srednji 
 

 

 
Visok 

 

I.3.5.2.4.1.1 Klasična sinteza koprecipitacijom 

 

Tehnika koprecipitacije je verovatno najjednostavniji i najefikasniji hemijski put za 

dobijanje magnetnih čestica. Oksidi gvožđa (bilo Fe3O4 ili γ-Fe2O3) se obično pripremaju 

starenjem stehiometrijske mešavine soli gvožđa i gvožđa u vodenom medijumu. 

Hemijska reakcija formiranja Fe3O4 može se zapisati kao jednačina: 

𝑭𝒆𝟐+ + 𝟐𝑭𝒆𝟑+ + 𝟖𝑶𝑯− → 𝑭𝒆𝟑𝑶𝟒 + 𝟒𝑯𝟐𝑶     (14) 

Prema termodinamici ove reakcije, potpunu precipitaciju Fe3O4 treba očekivati na pH 

vrednostima 8-14, sa stehiometrijskim odnosom od 2:1 (Fe3+/Fe2+) u neoksidacionoj sredini 

kiseonika.804 Međutim, magnetit (Fe3O4) nije veoma stabilan i osetljiv je na oksidaciju. Mag-

netit se u prisustvu kiseonika pretvara u megemit (γ-Fe2O3): 
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𝑭𝒆𝟑𝑶𝟒 + 𝟐𝑯
+ → 𝜸𝑭𝒆𝟐𝑶𝟑 + 𝑭𝒆

𝟐+ +𝑯𝟐𝑶    (15) 

Oksidacija u vazduhu nije jedini način da se magnetit (Fe3O4) transformiše u megemit (γ-

Fe2O3). Uključeni su različiti transferi elektrona ili jona u zavisnosti od pH vrednosti suspen-

zije, prema jednačini (15).805 U kiselim i anaerobnim uslovima, površinski Fe2+ joni se desor-

buju kao heksa-akva kompleksi u rastvoru, dok u bazičnim uslovima oksidacija magnetita 

uključuje oksido-redukciju površine magnetita. Oksidacija jona gvožđa je uvek u korelaciji 

sa migracijom katjona kroz rešetkasti okvir, stvarajući katjonske praznine za održavanje 

ravnoteže naelektrisanja, objašnjavajući strukturu megemita. U megemitu, joni gvožđa su 

raspoređeni na oktaedarskim i tetraedarskim mestima strukture spinela (slika 29), ali se me-

gemit razlikuje od magnetita po prisustvu katjonskih slobodnih mesta unutar oktaedarskog 

mesta. Šema raspoređivanja slobodnih radnih mesta je usko povezana sa metodom pri-

preme uzorka i rezultira smanjenjem simetrije i eventualno nadgradnjom. Slobodna radna 

mesta mogu biti potpuno nasumična ili delimično ili potpuno raspoređena. Pokazano je, u 

suštini kombinovanom IR spektroskopijom i difrakcijom rendgenskih zraka, da se uređenje 

praznina javlja samo za čestice veće od 5 nm.806 

Glavna prednost procesa koprecipitacije je da se može sintetizovati velika količina 

nanočestica. Međutim, kontrola raspodele veličine čestica je ograničena, jer samo kinetički 

faktori kontrolišu rast kristala. U procesu koprecipitacije su uključene dve faze: dolazi do 

kratkog naleta nukleacije kada koncentracija vrste dostigne kritično prezasićenje, a zatim 

dolazi do sporog rasta jezgara difuzijom rastvorenih materija na površinu kristala.781,807–811 

Da bi se proizvele monodisperzne nanočestice gvožđe oksida, ove dve faze treba da budu 

razdvojene; tj. nukleaciju treba izbegavati tokom perioda rasta.812  La Merov (LaMer) dija-

gram ilustruje formiranje monodisperznih nano- i mikročestica sa mehanizmima nukleacije 

i rasta kristala.813 U prezasićenom rastvoru kada se jezgra formiraju u isto vreme, naknadni 

rast ovih jezgara dovodi do formiranja čestica sa veoma uskom distribucijom veličine.814 U 

zaključku, kontrola veličine monodisperznih čestica se obično mora vršiti tokom veoma 

kratkog perioda nukleacije, jer je konačni broj čestica određen krajem nukleacije i ne menja 

se tokom rasta čestica. Širok spektar faktora može se podesiti u sintezi nanočestica oksida 

gvožđa da bi se kontrolisala veličina, magnetne karakteristike ili svojstva površine. Brojne 

studije su se bavile uticajem ovih različitih faktora.815–820 

Veličina i oblik nanočestica mogu se relativno uspešno prilagoditi podešavanjem pH 

vrednosti, jonske snage, temperature, prirode soli (perhlorati, hloridi, sulfati i nitrati), ili 

odnos koncentracija FeII/FeIII. Tako se mogu dobiti čestice veličine od 2 do 17 nm. Uticaj 

različitih parametara (sastav medija, odnos FeII/FeIII, tokovi ubrizgavanja, koncentracija 

gvožđa, temperatura i kiseonik) na magnetna svojstva i veličinu proučavan je u osnovnom 

procesu koprecipitacije.795 Dodavanje helatnih organskih anjona (karboksilati ili α hidroksi 

karboksilatni joni, kao što su limunska, glukonska ili oleinska kiselina) ili agensi za povr-

šinsko umrežavanje polimera (dekstran, karboksidekstran, skrob ili polivinil alkohol) to-

kom formiranja magnetita mogu pomoći u kontroli veličine nanočestica. Prema molarnom 

odnosu između organskog jona i soli gvožđa, helacija ovih organskih jona na površini 

oksida gvožđa može ili sprečiti nukleaciju i zatim dovesti do većih čestica ili inhibirati rast 

kristalnih jezgara, što dovodi do malih nanočestica. 

Prvu kontrolisanu pripremu superparamagnetnih čestica oksida gvožđa korišćenjem 

alkalne precipitacije FeCl3 i FeCl2 izveo je Massart.821 Masartov proces, opisuje 
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koprecipitaciju bez molekula za stabilizaciju. U originalnoj sintezi, čestice magnetita su bile 

približno sferne, a njihov prečnik meren sa XRD bio je 8 nm. Parametri procesa su pažljivo 

proučavani da bi se demonstrirao uticaj baze (amonijak, CH3NH2 i NaOH), pH vrednosti, 

dodatih katjona [N(CH3)4+, CH3NH3+, Na+, Li+, K+ i NH4+] i odnos Fe2+/Fe3+ na prinos reak-

cije koprecipitacije i prečnik i polidisperznosti nanočestica.811,822 Kada su svi ovi parametri 

modifikovani, moguće je dobiti čestice veličine od 16,6 do 4,2 nm.821 Druge studije su poka-

zale da modifikacija kiselosti i jonske snage omogućava prilagođavanje veličine čestica u 

opsegu od 2-15 nm. Varijacija oblika je povezana sa varijacijom elektrostatičke površinske 

gustine nanočestica.822,823 Čestice se mogu dispergovati u vodenom medijumu ili u nepolar-

nim tečnostima, kao što su ulje ili organski rastvarači, što omogućava pripremu magnetne 

emulzije, kapsula i vezikula.822–824 Proces koji je konstruisao Masart za brzu sintezu homo-

genih nanočestica γ-Fe2O3 omogućava oblaganje širokim spektrom monomernih vrsta, kao 

što su aminokiseline, α-hidroksi kiseline (limunska, vinska i glukonska kiselina), hidroksa-

mat (arginin hidroksamat), dimerkaptosukcinska kiselina (DMSA), ili fosforil holin.795,823,825–

828 

Konduktometrijska merenja i adsorpcione izoterme su pokazale da se DMSA oksi-

duje tokom procesa oblaganja u tetramernim polisulfidnim lancima [DMSAox], koji se 

apsorbuju u karboksilatnom oksidu. na česticama nakon alkalizacije i neutralizacije da bi se 

dobile stabilne čestice na pH vrednosti 7.827,828 Dodavanje sve veće količine citratnih jona u 

Massart-ovom procesu omogućava smanjenje prečnika nanočestica obloženih citratom sa 8 

na 3 nm. Efekat citrata može se racionalizovati pomoću dva procesa: heliranje citrata jonima 

gvožđa sprečava nukleaciju, a adsorpcija citrata na jezgra dovodi do hidrolize, inhibirajući 

rast jezgara.829 

Odabir veličine je proces gde se rastvor elektrolita ili nerastvarač dodaje u stabilan 

koloidni rastvor da bi se poremetio, uzrokujući taloženje većih čestica i ostavljajući manje i 

skoro monodisperzne čestice u supernatantu. Kroz takav proces odabira veličine korišće-

njem NaCl kao dodatnog elektrolita, distribucija veličine 7 nm citratnih nanočestica dobije-

nih Masartovim procesom može se smanjiti.830,831 Ovaj proces sortiranja veličine je takođe 

prijavljen na katjonskim Masartovim nanočesticama koje koriste azotnu kiselinu kao e-

lektrolit i dozvoljava da frakcioniše distribuciju veličine čestica sa veoma dobrim prino-

som.814 Žoliv (Jolivet) i saradnici proučavali su uticaj odnosa Fe2+/Fe3+ na sastav, veličinu, 

morfologiju i magnetna svojstva koprecipitiranih čestica nanorazmera.832 Poznato je da male 

vrednosti odnosa Fe2+/Fe3+ dovode do formiranja getita. Za Fe2+/Fe3+=0,3, dve različite faze 

koegzistiraju: jedna za koju se veruje da je oksihidroksid i napravljena je od čestica veličine 

4 nm sa niskim sadržajem Fe2+ (Fe2+/Fe3+ oko 0,07) i druga koja je nestehiometrijski magnetit 

i sastoji se od većih čestica promenljive veličine sastava Fe2+/Fe3+ oko 0,33. Za 

Fe2+/Fe3+=0,35, poslednja faza je jedini. Za Fe2+/Fe3+=0,5 što odgovara stehiometriji magne-

tita, nađeno je da su čestice homogene po veličini i sastavu.832 

Babes (Babes) i saradnici su takođe proučavali uticaj različitih parametara, uključujući 

medijum gvožđa i koncentraciju gvožđa.795 U njihovoj postavci, najvažniji faktor je 

Fe2+/Fe3+ molarni odnos. Srednja veličina je porasla sa odnosom Fe2+/Fe3+, dok je prinos 

preparata opao. Ovi rezultati su potvrđeni literaturnim podacima.833,834 Samo čestice sinte-

tizovane sa odnosom između 0,4 i 0,6 su dovoljno efikasne da se koriste kao kontrastna 

sredstva. 
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Drugi najvažniji faktor koji utiče na sintezu je koncentracija gvožđa. Evolucija ovog 

faktora je slična onoj kod odnosa Fe2+/Fe3+, sa optimumom između 39 i 78 mM. Srednja 

veličina čestica magnetita u velikoj meri zavisi od kiselosti i jonske jačine taložnog medi-

juma.835–837 Što su pH vrednost i jonska snaga veća, to će biti manja veličina čestica i širina 

raspodele veličine, jer ovi parametri određuju hemikalije, sastav površine kristala i  elektro-

statičkog površinskog naelektrisanja čestica.838 

Kju (Qiu) je sa saradnicima istraživao zavisnost jonske jačine reakcionog rastvora od 

formiranja magnetita.839 Magnetit pripremljen dodatkom 1 M vodenog rastvora NaCl stvo-

rio je nanočestice oksida gvožđa 1,5 nm manje od onih koje su nastale bez njegovog prisus-

tva. Pored toga, ove manje nanočestice formirane u rastvorima veće jonske snage pokazuju 

nižu magnetizaciju zasićenja (63 emu g-1) od onih pripremljenih u rastvorima bez NaCl (71 

emu g-1). Niža magnetizacija se pripisuje smanjenju veličine čestice kada se priprema u me-

dijumu veće jonske jačine. Neki drugi faktori utiču na veličinu nanočestica. Npr. povećanje 

brzine mešanja ima tendenciju da smanji veličinu čestica. Na isti način, smanjenje veličine 

kao i polidisperznosti primećuje se kada se baza doda reaktivnim materijama u poređenju 

sa suprotnim procesom. Naprotiv, čini se da brzine fluksa ubrizgavanja nemaju preovlađu-

jući uticaj na sintezu nanočestica.795,821,839 

Nekoliko istraživača izveštava o upotrebi povišene temperature reakcije i sugeriše 

njen značaj u optimalnom formiranju kristala.840 Različite studije pokazuju da se formiranje 

čestica magnetita smanjuje sa povećanjem temperature.795,811 Istraživanja podržavaju teoriju 

nukleacije i rasta čestica. 

Propuštanje gasa azota kroz rastvor ne samo da štiti od kritične oksidacije magnetita, 

već i smanjuje veličinu čestica u poređenju sa metodama bez uklanjanja kiseonika.841,842 Na-

nočestice magnetita, pripremljene koprecipitacijom Fe2+ i Fe3+ sa NH4OH, mogu se stabili-

zovati silicijum dioksidom za formiranje dobro dispergovanih magnetnih silicijumskih na-

nosfera. Prednost silicijumskog premaza je uspostavljena hemija za modifikaciju površine 

silicijum-dioksida. Hidroksilne površinske grupe mogu biti hemijski modifikovane da bi se 

dobile različite biokonjugacione grupe, kao što su amino i karboksilna. Veličina čestica se 

može kontrolisati promenom odnosa SiO2/Fe3O4.843,844 

 

I.3.5.2.4.2 Stabilizacija magnetnih čestica 

 

Stabilizacija čestica oksida gvožđa je ključna za dobijanje magnetnih koloidnih 

ferofluida koji su stabilni na agregaciju i u biološkom medijumu i u magnetnom polju. Sta-

bilnost magnetne koloidne suspenzije je rezultat ravnoteže između privlačnih i odbojnih 

sila. Teoretski, četiri vrste sila mogu doprineti međučestičnom potencijalu u sistemu. Van 

der Valsove (van der Waals) sile izazivaju snažne izotropne privlačnosti kratkog dometa. E-

lektrostatičke odbojne sile mogu se delimično zaštititi dodavanjem soli u suspenziju. Teorij-

ski opis ove dve sile poznat je kao teorija Derjaguin-Landau-Verwei-Overbeek (DLVO).845,846 

Za magnetne suspenzije moraju se dodati magnetne dipolne sile između dve čestice. Ove 

sile indukuju anizotropne interakcije, za koje je utvrđeno da su globalno privlačne ako se 

anizotropni međučestični potencijal integriše u svim pravcima. Konačno, sile sternih odbi-

janja moraju se uzeti u obzir za negole čestice.847,848
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Stabilizacija magnetnih čestica može se postići igranjem na jednu ili obe od dve sile 

odbijanja: elektrostatičku i sternu repulsiju (slika 30).807 

 

 
Slika 30. Stabilizacija MAB: (a) čestice stabilizovana elektrostatičkim slojem; (b) 

čestice stabilizova sternim odbijanjem805 

 

Kontrolisanje snage ovih sila je ključni parametar za dobijanje čestica sa dobrom sta-

bilnošću. Sterne sile je teško predvideti i kvantifikovati. One zavise, između ostalih parame-

tara, od molekulske težine polimera i njegove gustine.848,849 Elektrostatička repulsija se može 

pratiti kroz poznavanje difuzionog potencijala koji može biti veoma blizak zeta potencijalu 

i Debaj-Hikelova (Debye-Huckel) dužina koja uglavnom zavisi od jonske snage i pH vredno-

sti rastvora.850,851 

Način testiranja elektrostatičke stabilnosti je praćenje kinetike agregacije koloidnih 

suspenzija variranjem koncentracije soli. U oksidu gvožđa, površinski atomi gvožđa deluju 

kao Lewis-ove kiseline i koordiniraju sa molekulima koji doniraju usamljeni par elektrona. 

Zbog toga, u vodenim rastvorima, atomi Fe koordiniraju sa vodom, koja se lako disocira i 

ostavlja funkcionalnu hidroksilnu grupu na površini oksida gvožđa. Ove hidroksilne grupe 

su amfoterne i mogu da reaguju sa kiselinama ili bazama.814 U zavisnosti od pH vrednosti 

rastvora, površina magnetita će biti pozitivna ili negativna. Izoelektrična tačka je primećena 

na pH vrednosti 6,8.822 Oko ove tačke [tačka nultog naelektrisanja (PZC)], površinska 

gustina naelektrisanja (Σ) je premala i čestice više nisu stabilne u vodi i flokulišu. Neop-

hodno je težiti i  elektrostatičkoj i sternoj stabilizaciji da bi se dobile stabilne nanočestice 

oksida gvožđa. 

 

I.3.5.2.4.2.1 Polimerni stabilizatori 

 

Razvijeno je nekoliko postupaka za oblaganje nanočestica oksida gvožđa, uključujući 

in situ premaze i obloge nakon sinteze. U prvom pristupu, nanočestice su obložene tokom 

sinteze. Npr. Žozefson (Josephson) i saradnici su razvili proces koprecipitacije u prisustvu 

dekstrana.852 Metoda oblaganja nakon sinteze sastoji se od kalemljenja polimera na mag-

netne čestice nakon sinteze (polimerni surfaktanti).853–855 U literaturi su najčešći premazi 

dekstran, karboksimetilovani dekstran, karboksidekstran, skrob, arabinogalaktan, glikoza-

minoglikan, sulfonirani stiren-divinilbenzen, polietilen glikol (PEG), polivinil alkohol 

(PVA), polioksameri.801 

Alginat je elektrolitički polisaharid sa mnogo karboksilnih grupa. Istraživači su stoga 

spekulisali da bi karboksilna grupa alginata i jona gvožđa interagovali i da elektrostatička 

repulsija može učiniti superparamagnetne nanočestice gvožđe oksida MAB stabilnim. Algi-

nati se široko koriste u biotehnologiji, medicini ili prehrambenoj industriji, budući da su 
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njihova svojstva želiranja uglavnom uzrok njihove industrijske primene.774 Zbog ove spo-

sobnosti da formiraju stabilne hidrogelove, alginati mogu da inkapsuliraju različite materi-

jale, što može ojačati njihova svojstva adsorpcije ili im dati druga privlačna svojstva, kao što 

su magnetne karakteristike ili poboljšana mehanička svojstva.856–859 Ponekad su originalna 

svojstva podvučena zbog sinergijskih efekata između različitih komponenti sistema.860 

Stoga je alginat trenutno vruća tema za istraživanje životne sredine i mnogi polimerni na-

nokompoziti se razvijaju za primenu u ovoj oblasti.774 Štaviše, prema Vangu (Wang) i sarad-

nicima izrada magnetnih materijala i nanočestica u alginat dovodi do efekata nano-razmera 

i magnetne tehnologije u kompozite dok se postižu odlične performanse apsorpcije i sma-

njuju potencijalni rizik po životnu sredinu od nanočestica uz dodatne prednosti jednostav-

nog rada i lakog odvajanja.861–863 

U svakom slučaju, većina studija se fokusirala na razvoj magnetnih kompozitnih 

čestica, a samo nekoliko radova izveštava o svojstvima kompozitnih filmova na bazi algi-

nata i magnetnih neorganskih funkcionalnih aditiva, iako se ovi filmovi mogu ponašati kao 

pogodni i efikasni adsorbenti na bazi prirodnih polimera, bez nedostataka vezanih za slo-

bodne sisteme nano-čestica.779 Jedan od ovih nekoliko primera je rad Rodžera (Roger) sa 

saradnicima, koji izveštava o dobijanju kompozita alginat-magnetne nanočestice sa siner-

gičkim svojstvima kao što je sprega između magnetnih svojstava čestica i elastičnih svoj-

stava polimera.859 

Nedavno je razvijeno nekoliko istraživanja koja se bave pripremom nanočestica 

oksida gvožđa sa alginatom.697,864–866 Standardna hemijska sinteza se sastoji od tri koraka: 

I. želiranje alginata i jona gvožđa, 

II. in situ precipitacija gvožđe hidroksida alkalnim tretmanom alginata i 

III. oksidacijom gvožđe hidroksida oksidacionim agensom, kao što je O2 ili H2O2. Ova 

metoda je složena. 

Ma (Ma) i saradnici su razvili novu modifikovanu metodu koprecipitacije u dva ko-

raka.867 Rezultati su otkrili da su tipične nanočestice oksida gvožđa Fe3O4 sa prečnikom jez-

gra 5-10 nm i da MAB imaju hidrodinamički prečnik 193,8-483,2 nm. Morales (Morales) i 

saradnici su takođe opisali novu metodu za sintezu magnetnih nanočestica gvožđe oksida 

u perle alginata sa kontrolisanom veličinom i magnetnim svojstvima za primenu u primeni 

lekova.868 Rezultati snažno sugerišu da upotreba polimera u sintezi materijala ograničava 

veličinu čestica. 

 

I.3.5.2.4.2.2 Druge strategije za stabilizaciju 

 

Druga metoda za sintezu magnetnih nanočestica polimernog jezgra/ljuske je korišće-

nje prethodno formiranih sintetičkih polimera kao matrice za kontrolu formiranja magnet-

nih jezgara.869–874 Nedavni napredak u sintezi magnetnih nanočestica u prisustvu polimera 

zasniva se na upotrebi polimernih gelova.875 Prednosti upotrebe polimernih gelova su vi-

šestruke, ali je najvažnija prednost to što se nukleacija i rast oksida gvožđa mogu kontroli-

sati pomoću ograničene arhitekture polimaernog gela. Gel služi kao nanoreaktor, gde se 

nanočestice oksida gvožđa formiraju in situ.876–878 Konačno, drugi metod za pripremu mag-

netnih nanočestica je da se čestice oksida gvožđa inkorporiraju u polimerne čestice polime-

rizacijom in situ.879–883



110 

 

I.3.5.2.5 Organski materijali 

 

Kao što je već pomenuto, svojstva imobilisanog enzima snažno zavise od strukture i 

karakteristika nosača. Generalno, organski materijali koji su ovde klasifikovani kao novi 

materijali su uglavnom isti materijali i sadrže veoma slične hemijske grupe kao one opisane 

u odeljku I.3.3.1.1. Međutim, ovde se ovi organski materijali pojavljuju u potpuno različitim 

oblicima i kao rezultat imaju veoma različita svojstva. Ovi materijali se na primer mogu 

koristiti u obliku pojedinačnih čestica, vlakana nano veličine ili membrana. Ovi nosači po-

većavaju performanse, efikasnost i stabilnost imobilisanih biomolekula i čine ove poslednje 

upotrebljivijim. Štaviše, kontrola procesa je poboljšana i procesi se mogu odvijati na konti-

nuiran način, što ih čini isplativim. Stoga, biokatalitički sistemi zasnovani na ovim materi-

jalima mogu postati atraktivni za primenu u procesima industrijskog obima. Odabrani slu-

čajevi upotrebe novih materijala organskog porekla za imobilizaciju enzima su razmatrani 

u nastavku.884 

 

I.3.5.2.6 Hibridni i kompozitni materijali 

 

U svetlu gore navedenih jedinstvenih karakteristika i svojstava neorganskih i organ-

skih nosača, sprovedena su mnoga istraživanja sa ciljem njihovog kombinovanja kako bi se 

povećale njihove prednosti. Mogućnost odabira i kombinovanja prekursora kako bi se ispu-

nili zahtevi datog enzima i procesa u kojem će se on koristiti olakšava precizniju kontrolu 

procesa imobilizacije enzima. Pored toga, tako proizvedeni biokatalitički sistemi mogu se 

koristiti u širem spektru praktičnih primena.885 Kombinovani i ojačani materijali obično po-

kazuju svojstva koja nisu primećena za njihove pojedinačne komponente. Hibridi i kompo-

ziti obično omogućavaju stabilizaciju interakcija između enzima i nosača i čine biokataliza-

tore mehanički otpornijim i stabilnijim u uslovima reakcije. Treba dodati da hibridni nosači 

generalno obezbeđuju pogodno okruženje za biomolekule koje favorizuje zadržavanje vi-

sokih katalitičkih svojstava imobilisanim enzimom, čini biokatalitički sistem višekratnim i 

štiti ga od konformacionih promena tokom skladištenja.886 Dodatna prednost upotrebe 

kompozitnih nosača je činjenica da su ovi materijali pogodni za enzime koji pripadaju svim 

katalitičkim klasama. U potrazi za materijalima koji se koriste za imobilizaciju enzima, po-

sebnu pažnju treba obratiti na hibridne ili kompozitne materijale dobijene konjugacijom: 

• organsko-organsko, 

• neorgansko-neorganske ili 

• organsko-neorganske prekursore. 

 

I.3.5.2.6.1 Organsko-neorganski hibridi 

 

Veoma širok spektar materijala organskog i neorganskog porekla može se kombino-

vati da bi se stvorili hibridni ili kompozitni nosači za imobilizaciju enzima. Najčešće ko-

rišćeni neorganski prekursori uključuju silicijum dioksid, neorganske okside kao što su 

oksidi cinka i titanijuma, kao i minerale, ugljenične materijale i magnetne nanočestice.887–890 
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Mogu se kombinovati sa polimerima sintetičkog porekla, npr. poliakrilonitrilom, po-

lietileniminom i polivinil alkoholom, kao i sa biopolimerima kao što su hitozan, lignin i 

alginat.891–894 Ovi materijali se uglavnom koriste za adsorpciju ili kovalentnu imobilizaciju 

hidrolaza, oksidoreduktaza i transferaza, ali je takođe prijavljeno inkapsuliranje ovih 

enzima u nosače ovog tipa.895 Organsko-neorganski hibridi pokazuju veliki potencijal kao 

pomoćni materijal za enzime; takvi hibridi obezbeđuju dobru stabilnost i mehaničku otpor-

nost i veoma visok afinitet prema biološkim molekulima. Visoka stabilnost, a često i hemij-

ska inertnost povezani su sa karakteristikama neorganskog prekursora. Dobra sposobnost 

vezivanja enzima je zbog organskih komponenti, jer sintetički polimeri i biopolimeri imaju 

mnogo funkcionalnih grupa u svojim strukturama koje su u stanju da stupe u interakciju sa 

hemijskim grupama biokatalizatora.896 Zbog svoje stabilnosti i funkcionalnosti, hibridi iz 

ove grupe mogu se koristiti za mnoge praktične primene, što je njihova najveća prednost. 

Mnoge različite kombinacije organskih i neorganskih supstanci su korišćene za proizvodnju 

funkcionalnih organsko-neorganskih kompozita i hibrida za imobilizaciju enzima.897–901 

 

I.4. ENZIMSKA KINETIKA 

 

Enzimska kinetika, za razliku od vremenski nezavisne višestruke ravnoteže, bavi vre-

menski zavisnim enzimskim reakcijama van ravnoteže – reakcija teži da postigne ravno-

težno stanje. Proučavanje enzimskih reakcija je vredan pristup za razjašnjavanje mehani-

zama katalize i regulacije enzima. Oba polja se dopunjuju; istraživanje ravnoteže pokriva 

oblasti kinetike enzima, kao što je početni proces vezivanja koji prethodi katalitičkom ko-

raku, dok kinetičke studije enzima takođe pružaju informacije o procesima vezivanja. Koo-

perativni fenomeni se istražuju i proučavanjem vezivanja i enzimske kinetike, a istraživanje 

enzimskih reakcija sa više od jednog supstrata može biti u velikoj meri potpomognuto stu-

dijama vezivanja. Dok su zakoni višestruke ravnoteže primenljivi na sve procese vezivanja 

u ćeliji, enzimska kinetika je ograničena na enzime (sa nekoliko izuzetaka, kao što su tran-

sportni sistemi). Studije enzimske kinetike obično počinju posmatranjem enzimskog sup-

strata i njegove konverzije u proizvod. Zatim se ispituju interakcije sa kofaktorima, inhibi-

torima ili aktivatorima. Preduslov za takve studije je poznavanje redosleda hemijskih reak-

cija.902–908 

Enzimska reakcija u svom najjednostavnijem obliku može se napisati kao 

𝑬 + 𝑨
𝒌𝟏
⇌
𝒌−𝟏

𝑬𝑨
𝒌𝟐
→𝑬+ 𝑷     (16) 

Supstrat A reaguje sa enzimom E i formira kompleks enzim-supstrat EA. Od toga se 

proizvod formira u uzastopnom ireverzibilnom koraku, a enzim može ući u novi reakcioni 

ciklus. Svakom koraku reakcije pripada specifična konstanta brzine k. Označava se pozitiv-

nom cifrom (k1, k2, k3,…), dok se reakcija u suprotnom smeru označava negativnom (k−1, k−2, 

k−3,…). Međutim, nakon detaljnijeg ispitivanja ove naizgled jednostavne reakcije, moraju se 

razmotriti dodatni koraci: 

𝑬 + 𝑨
𝒌𝟏
⇌
𝒌−𝟏

𝑬𝑨
𝒌𝟐
⇌
𝒌−𝟐

𝑬∗𝑨
𝒌𝟑
⇌
𝒌−𝟑

𝑬∗𝑷
𝒌𝟒
⇌
𝒌−𝟒

𝑬𝑷
𝒌𝟓
⇌
𝒌−𝟓

𝑬 + 𝑷   (17) 
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U početku, supstrat i enzim formiraju u brzoj ravnoteži slab asocijacijski kompleks 

EA. Preraspoređivanje u sledećem koraku interakcijom supstrata sa ostacima katalitičkog 

centra daje jak kompleks prelaznog stanja E*A. Ovo stanje je pripremljeno da pretvori sup-

strat u proizvod formirajući jak E*P kompleks, koji se pretvara u slab asocijacijski kompleks 

EP pre nego što se disocira u slobodni proizvod i enzim. Čitava sekvenca reakcija izgleda 

prilično simetrična i može se proći iz pravca napred, ali slično i iz pravca unazad, P deluje 

kao supstrat, dok je A proizvod. Za razliku od gornje jednostavne šeme sa dva reakciona 

koraka i tri konstante brzine, 5 reakcionih koraka sa 10 konstanti brzine mora se uzeti u 

obzir za precizniji opis iste reakcije. Pažljivije posmatranje enzimske reakcije može otkriti 

još komplikovaniju situaciju. U stvari, u većini enzimskih reakcija je uključeno više kompo-

nenti, kao što su dva ili više supstrata (A, B, C,…) i proizvoda (P, K, R,…), kofaktori, a kao 

regulacione komponente inhibitori i aktivatori (oba se takođe nazivaju efektori): 

𝑲𝒐𝒆𝒏𝒛𝒊𝒎
↕

𝑬 + 𝑨
↕

𝑲𝒐𝒔𝒖𝒑𝒔𝒕𝒓𝒂𝒕

𝒌𝟏
⇌
𝒌−𝟏

𝑬𝑨
𝒌𝟐
⇌
𝒌−𝟐

𝑨𝒌𝒕𝒊𝒗𝒂𝒕𝒐𝒓
↕
𝒌𝟑

𝑬∗𝑨 ⇌ 𝑬∗𝑷
𝒌−𝟑
↕

𝑰𝒏𝒉𝒊𝒃𝒊𝒕𝒐𝒓

𝒌𝟒
⇌
𝒌−𝟒

𝑬𝑷
𝒌𝟓
⇌
𝒌−𝟓

𝑲𝒐𝒆𝒏𝒛𝒊𝒎
↕

𝑬 + 𝑷
↕

𝑲𝒐𝒑𝒓𝒐𝒊𝒛𝒗𝒐𝒅

  (18) 

Da bi se razotkrili tako komplikovani mehanizmi, potrebni su sofisticirani teorijski 

tretmani i opsežni metodički pristupi. Prvi cilj je pojednostaviti šemu. Zapravo, svaki poje-

dinačni korak se može dodeliti dva različita tipa: ravnotežni i kinetički koraci. Obe vrste 

zahtevaju poseban tretman. Svaka reakcija počinje vezivanjem liganda za enzim, formirajući 

ravnotežu. Takvi koraci vezivanja mogu se pojedinačno istražiti posebnim metodama vezi-

vanja. S druge strane, konverziju supstrata u proizvod prate kinetičke metode. Kombinacija 

oba pristupa, možda uključujući metode za otkrivanje konformaciskih promena, služi za 

otkrivanje centralnih koraka šeme. Konačno, kombinovanjem svih detaljnih rezultata, može 

se razviti kompletan mehanizam. Ovo razmatranje pokazuje da kinetičke studije same po 

sebi nisu dovoljne da se detaljno opiše enzimska reakcija, jer svakom kinetičkom koraku 

prethodi korak vezivanja. Vezivanje, kao ravnotežna reakcija, može se istražiti samo u pot-

punom odsustvu bilo kakvog kinetičkog procesa, a teorijski tretmani kao i metode za oba 

tipa reakcija su principijelno različite. Stoga, pre nego što se pređe na kinetiku enzima, ras-

pravlja se o ravnotežama. Zbog strogog odsustva kinetičkih procesa, ovaj tretman nije ogra-

ničen na enzime, već́ je primenljiv na bilo koji specifični proces vezivanja. U tom pogledu, 

vezivanje se shvata kao specifična interakcija između dva jedinjenja. Ligand, obično jedinje-

nje male molekularne mase, kao što je supstrat, inhibitor, aktivator, induktor, hormon, stupa 

u interakciju sa većom metom, kao što je protein, receptor ili DNK.902–907 

Ravnoteža je vremenski nezavisna, i shodno tome, može se uglavnom meriti bez vre-

menskog ograničenja, dok su kinetička merenja vezana za relativno kratko vreme reakcije. 

Međutim, činjenica da biološke supstance, posebno enzimi, nisu veoma stabilne u eksperi-

mentalnim uslovima zahteva kratko vreme merenja i za studije ravnoteže. Za razliku od 

enzimskih reakcija, gde se hemijska konverzija supstrata u proizvod može koristiti kao sig-

nal za detekciju, reverzibilno vezivanje ne izaziva suštinske promene u karakteristikama 

komponenti, tako da je teško pronaći jasan signal za detekciju ravnoteže. 

Glavne razlike između ravnotežnih i kinetičkih istraživanja sumirane su u tabeli 11. 
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Tabela 11. Razlike između ravnotežnih i kinetičkih studija902 

Postupak Ravnotežno stanje Enzimska kinetika 

Vremenska zavisnost 
 

Princip detekcije 
 
 

Osetljivost detekcije 
 
 

Potrebne količine  
makromolekula 

 
 
 

Zahtevi za čistoću 
 
 

Konstante 

Vremenski nezavisna brza ravnoteža 
 

Slobodne i vezane komponente su hemijski 
identične 

 
Zavisno od koncentracije makromolekula 

 
 

Makromolekul i ligand u uporedivim  
količinama [E]∼[A] 

 
 

Makromolekul prisutan u visokoj čistoći 
 
 

Termodinamičke konstante: 
konstante disocijacije (asocijacije) 

Vremenski zavisna smerna progresija 
 

Supstrat i proizvod su hemijski različiti 
 
 

U zavisnosti od formiranja proizvoda 
 
 

Količine katalitičkih enzima 
[E]≪[A] 

 
Visoka aktivnost enzima; ako nema ome-
tajućih uticaja, visoka čistoća nije potre-

bna 
 

Kinetičke konstante: Michaelis-ova 
 konstanta, maksimalna brzina 

 

Zbog uglavnom slabog signala, potrebne su velike količine makromolekula, jer je u-

deo vezivanja direktno proporcionalan koncentraciji makromolekula. Kinetički eksperi-

menti, nasuprot tome, trebaju samo katalitičke (tj. veoma niske) količine enzima. Zahtevi za 

čistoću makromolekula su takođe različiti. Za merenja vezivanja, gde je poznavanje molarne 

koncentracije makromolekula neophodno, potrebna je visoka čistoća. Za kinetička određi-

vanja enzima, s druge strane, enzim mora biti aktivan, ali ne mora biti čist, sve dok nema 

ometajućih uticaja, kao što su sporedne reakcije. Konačno, postoje i razlike u konstantama. 

Iz tretmana ravnoteže izvode se termodinamičke konstante, konstante asocijacije ili disoci-

jacije, dok kinetičke studije daju složenije kinetičke konstante. Međutim, oba tipa konstanti 

se sastoje od konstanti brzine, koje važe za oba pristupa, pa čak i uz kinetičke studije mogu 

se dobiti konstante disocijacije, kao što su konstante inhibicije. Sve zajedno, može se konsta-

tovati da je proučavanje ravnoteže lakše u teorijskom tretmanu, ali teže u eksperimentalnom 

postupku, dok je u poređenju sa njima lakše eksperimentalno određivanje kinetike enzima, 

ali je teorijski pristup složeniji. Lakši metodološki pristup razlog je šire primene kinetike 

enzima.902–907 

Posebna oblast je tretman brzih reakcija. Ovo polje se na sličan način može diferenci-

rati na kinetičke metode, koje direktno posmatraju brze reakcije, odnosno metode kontinu-

iranog i zaustavljenog toka, i na tehnike koje se bave ravnotežama, kao što su metode relak-

sacije (iako je odstupanje od ravnoteže kinetički proces). Ove tehnike omogućavaju analizu 

složenih mehanizama sa određene tačke gledišta i pored činjenice da brzi procesi postaju 

dostupni, mogu se odrediti pojedinačne konstante brzine, što ovaj pristup čini vrednom ve-

zom između ravnotežnih i kinetičkih studija sa konvencionalnim metodama.902,909–914
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I.4.1 Red reakcije 

 

Redosled hemijske reakcije u odnosu na pojedinačne komponente je definisan kao 

snaga koncentracije komponente uključene u jednačinu brzine. Ukupan redosled reakcije je 

zbir svih redosleda komponenti. 

Reakcija: 

𝟐𝑨 + 𝑩 ⇌ 𝑷     (19) 

je treći red u pravcu napred, drugi red za reaktant A i prvi red za B kao i za povratnu reak-

ciju. 

 

I.4.1.1 Reakcije prvog reda 

 

Najjednostavnija hemijska reakcija je spontana konverzija edukta u proizvod P:  

𝑨
𝒌𝟏
→𝑷      (20) 

Tipičan primer za ovaj reakcioni mehanizam je radioaktivni raspad.902,907,915 

Brzina reakcije v se može odrediti iz vremenski zavisnog smanjenja količine A ili iz 

povećanja P i direktno je proporcionalna količini A: 

𝒗 = −
𝒅[𝑨]

𝒅𝒕
=
𝒅[𝑷]

𝒅𝒕
= 𝒌𝟏[𝑨]    (21) 

k1, konstanta brzine prvog reda, ima dimenziju s−1, nezavisnu od koncentracije. 

Integracijom jednačine (22) od 0 do vremena t dobijamo: 

−∫
𝒅[𝑨]

[𝑨]
= ∫ 𝒌𝟏𝒅𝒕

𝒕

𝒕𝟎

𝑨𝟏
𝑨𝟎

     (22) 

𝒍𝒏[𝑨] = 𝒍𝒏[𝑨]𝟎 − 𝒌𝟏𝒕     (23) 

 [𝑨] = [𝑨]𝟎𝒆
−𝒌𝟏𝒕      (24) 

Smanjenje koncentracije supstrata ili povećanje koncentracije proizvoda se odvija eksponen-

cijalno s vremenom (slika 31a). 

Krive se mogu linearizovati prema jednačini (24) semilogaritamskim crtanjem kon-

centracije supstrata ili proizvoda u odnosu na vreme t.910,916–920 Konstanta brzine prvog reda 

može se izvesti iz nagiba (slika 31b) ili iz vremena poluraspada t1/2, vremena potrebnog za 

konverziju polovine početne količine supstrata. [A] postaje [A]0/2 i ln([A]0/[A])=ln2: 

𝒌𝟏 =
𝒍𝒏𝟐

𝒕𝟏 𝟐⁄
=
𝟎.𝟔𝟗

𝒕𝟏 𝟐⁄
      (25) 

 

I.4.1.2 Reakcije drugog reda 

 

Dva supstrata reaguju jedan sa drugim: 

𝑨 + 𝑩
𝒌𝟏
→𝑷      (26) 
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Slika 31. Krive brzine reakcija nultog i prvog reda nakon formiranja proizvoda ili smanje-

nja koncentracije supstrata u direktnom (a) i semilogaritamskom (b) dijagramu. Tangenci-

onalna metoda za izračunavanje brzine reakcije (a)902 

 

Brzina reakcije je proporcionalna smanjenju A i B, a povećanju P (o reakciji se govori 

samo u pravcu napred i ovde nije bitno da li se formiraju jedan, dva ili više proizvoda): 

𝒗 = −
𝒅[𝑨]

𝒅𝒕
= −

𝒅[𝑩]

𝒅𝒕
=
𝒅[𝑷]

𝒅𝒕
= 𝒌𝟏[𝑨][𝑩]   (27) 

Dimenzija konstante brzine drugog reda k1 (s−1 M−1) uključuje član koncentracije. Integracija 

jednačine (27) daje: 

𝒌𝟏𝒕 =
𝟏

[𝑨]𝟎−[𝑩]𝟎
𝒍𝒏

[𝑩]𝟎[𝑨]

[𝑨]𝟎[𝑩]
     (28) 

Brzina reakcije sada zavisi od dve nepoznate, A i B, a prave linije se više neće dobijati 

na semilogaritamskom dijagramu. Za rešavanje jednačine (27), jedna nepoznata se mora 

smatrati konstantnom. Ovo se može uraditi ako je jedan reaktant, na primer, [B]0, prisutan 

u velikom višku, tako da je promena njegove koncentracije u toku reakcije zanemarljiva. 

Tada je reakcija pseudo prvog reda: 

𝒗 = 𝒌𝟏[𝑨][𝑩]𝟎 = 𝒌′𝟏[𝑨]     (29) 

Konstanta [B]0 je uključena u konstantu brzine pseudo prvog reda k’1=k1[B]0. Pod o-

vim uslovima, reakcija se može tretirati kao reakcija prvog reda. Prave linije na semilogari-

tamskom dijagramu (slika 31b) potvrđuju preovlađivanje ovih uslova. Njihovi nagibi, po-

deljeni sa koncentracijom konstantnog učesnika u reakciji, daju konstantu brzine drugog 

reda. Ovaj dijagram takođe razlikuje pseudo i pravi prvi red prema menjanje početne kon-

centracije konstantnog reaktanta. Reakcije prvog reda su nezavisne od koncentracije, a na-

gib mora ostati konstantan. Nasuprot tome, nagibi reakcija pseudo-prvog reda se menjaju 

za isti faktor kao i koncentracija. Na ovaj način, može se razlikovati, npr. da li se promena 

konformacije enzima javlja spontano ili je indukovana vezivanjem liganda.902,909–914 
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Ako se ne mogu uspostaviti uslovi pseudo-prvog reda, odnosno ako nisu moguće 

veoma visoke koncentracije jednog reaktanta, oba reaktanta se mogu dodati u potpuno istim 

količinama, [A]0=[B]0. U ovom slučaju, jednačina (27) pojednostavljuje na 

𝒗 = −
𝒅[𝑨]

𝒅𝒕
= 𝒌𝟏[𝑨]

𝟐     (30) 

Integracijom po t: 

−∫
𝒅[𝑨]

[𝑨]𝟐
= ∫ 𝒌𝟏𝒅𝒕

𝒕

𝒕𝟎

𝑨𝟏
𝑨𝟎

     (31) 

daje 
𝟏

[𝑨]
=

𝟏

[𝑨]𝟎
+ 𝒌𝟏𝒕     (32) 

Na dijagramu 1/[A] u odnosu na t, dobiće se prava linija sa nagibom k1. Slično, konstanta 

brzine drugog reda k1 može se izvesti iz t1/2: 

𝒌𝟏 =
𝟏

𝒕𝟏 𝟐⁄ [𝑨]𝟎
     (33) 

 

I.4.1.3 Reakcije nultog reda 

 

Kao što je već́ pomenuto, najjednostavnije hemijske reakcije su prvog reda i trebalo bi 

da bude nemoguće dobiti jednostavnije reakcije, kao što su reakcije nultog reda. Takve reak-

cije moraju biti nezavisne od bilo koje koncentracije reaktanata. Ovaj uslov važi za reakcije 

koje izvodi katalizator, sve dok je katalizator prisutan u veoma ograničenim količinama. U 

ovom slučaju, brzina reakcije je diktirana isključivo količinom katalizatora koji ostaje nepro-

menjen tokom reakcije, bez obzira na koncentraciju reaktanta. Reakcija se odvija nezavisno 

od koncentracije reaktanata iako je suštinski drugog reda: 

𝑨 + 𝑬
𝒌𝟏
→𝑷+ 𝑬     (34) 

 𝒗 = −
𝒅[𝑨]

𝒅𝒕
=
𝒅[𝑷]

𝒅𝒕
= 𝒌𝟏     (35) 

Integracija po vremenu daje linearnu vezu: 

[𝑨] = [𝑨]𝟎 − 𝒌𝟏𝒕     (36) 

Linearna progresija smanjenja supstrata ili formiranja proizvoda ukazuje na reakcije nultog 

reda (slika 31a). Nagib daje konstantu brzine nultog reda.902,909–914 

 

I.4.2 Kinetika stacionarnog stanja i Mihaelis–Menten jednačina 

 

Iako je izvedena za najjednostavniji slučaj ireverzibilne enzimske reakcije, pretvara-

nje jednog supstrata u proizvod, Mihaelis–Menten jednačina se pokazala kao fundamen-

talna veza u enzimskoj kinetici. Primeri su reakcije cepanja (peptidaze, nukleaze, amilaze) 

ili izomerizacije (uzimajući u obzir samo naprednu reakciju). Za nepovratnu reakciju nije 

bitno da li se formira jedan ili više proizvoda: 

𝑬 + 𝑨
𝒌𝟏
⇌
𝒌−𝟏

𝑬𝑨
𝒌𝟐
→𝑬 + 𝑷     (37) 
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Vremenski zavisne varijacije pojedinačnih reaktanata su izražene sledećim diferenci-

jalnim jednačinama: 
𝒅[𝑨]

𝒅𝒕
= −𝒌𝟏[𝑨][𝑬] + 𝒌−𝟏[𝑬𝑨]    (38) 

𝒅[𝑬]

𝒅𝒕
= −𝒌𝟏[𝑨][𝑬] + (𝒌−𝟏 + 𝒌𝟐)[𝑬𝑨]   (39) 

𝒅[𝑬𝑨]

𝒅𝒕
= 𝒌𝟏[𝑨][𝑬] − (𝒌−𝟏 + 𝒌𝟐)[𝑬𝑨]    (40) 

𝒅[𝑷]

𝒅𝒕
= 𝒌𝟐[𝑬𝑨] = 𝒗    (41) 

Brzina reakcije v je definisana kao formiranje proizvoda i direktno je proporcionalna ko-

ličini kompleksa enzim-supstrat EA, prema jednačini (40); [EA] zavisi od koncentracije re-

aktanata. Da bi se rešile jednačine (38)–(41), treba znati vremensko zavisne promene kon-

centracije reaktanata, ali je to teško u praksi, posebno za [E] i [EA]. Simulacija vremenski 

zavisnih varijacija svih reaktanata uz pretpostavku odgovarajućih konstanti prikazana je na 

slici 32. 

 

 

Slika 32. Vremenski zavisne varijacije reaktanata nepovratne reakcije katalizovane enzima 
tokom tri faze reakcije902 

Mogu se razlikovati tri faze: 

I. Brza početna faza (burst ili pre-steady-state): [EA] kompleks se formira trenutno, dok se 

slobodni enzim smanjuje. Stopa prevođenja i formiranje proizvoda su niski u ovoj obla-

sti. 

II. Srednja faza: stopa prevođenja je najveća; koncentracija [EA] kompleksa ostaje skoro 

konstantna. 

III. Faza trošenja: supstrat se troši, kompleks [EA] se raspada, a stopa prevođenja se sma-

njuje, konačno do 0. 

Trajanje tri faze zavisi od vrednosti konstanti brzine reakcije. Ako su sve tri konstante 

uporedive veličine, srednja faza postaje kratka i koncentracija [EA] neće biti konstantna ni 
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u jednom trenutku. Međutim, moguće je pretpostaviti da je početna ravnoteža vezivanja 

mnogo brža od enzimske katalize, odnosno k1≈k−1>k2. U ovim uslovima, srednja faza postaje 

znatno duža kao što je prikazano na slici 32. I smanjenje supstrata i formiranje proizvoda se 

odvijaju linearno (nultog reda), dok koncentracija [EA] kompleksa ostaje skoro konstantna, 

jer se formiranje i razlaganje [EA] kompleksa održava u ravnoteži. Ova faza se može sma-

trati kvazi-ravnotežnim stanjem, koje se održava u ograničenom periodu. Za razliku od 

prave ravnoteže, ona se označava kao stacionarno stanje. 

Pošto brzina reakcije direktno zavisi od koncentracije kompleksa [EA], linearna kon-

verzija nultog reda supstrata u proizvod odražava samo opseg stacionarnog stanja, tokom 

kojeg vremensko zavisne promene [EA], a samim tim i od [E], mogu se izjednačiti sa nulom, 

d[EA]/dt=d[E]/dt=0. Zatim se jednačine (39) i (40) pojednostavljuju na: 

𝒌𝟏[𝑨][𝑬]  =  (𝒌−𝟏 + 𝒌𝟐)[𝑬𝑨]     (42) 

Odnos [E]0=[E]+[EA] se uzima kao zamena za [E]: 

[𝑬𝑨]  =  
𝒌𝟏[𝑨][𝑬]𝟎

𝒌𝟏[𝑨]+𝒌−𝟏+𝒌𝟐
     (43) 

Zamenom ovog izraza u jednačinu (42), dobija se odnos između brzine reakcije i količine 

supstrata: 

𝒗 =
𝒅[𝑷]

𝒅𝒕
= 𝒌𝟐[𝑬𝑨] =

𝒌𝟐[𝑬]𝟎[𝑨]
𝒌−𝟏+𝒌𝟐
𝒌𝟏

+[𝑨]
    (44) 

Ovo je jednačina brzine za nepovratnu reakciju sa jednim supstratom u smislu kon-

stanti brzine. Pošto pojedinačne konstante brzine nisu direktno dostupne, one se pretvaraju 

u kinetičke konstante. Izraz (k1+k2)/k1 uključuje tri konstante brzine, koje su kombinovane u 

zajedničku konstantu Km, Mihaelisovu konstantu. Ukupna količina enzima [E]0 kao katali-

zatora mora ostati konstantna tokom reakcije tako da izraz k2[E]0 može biti zamenjen dru-

gom kinetičkom konstantom, V (često označavanom kao Vmax), maksimalnom brzinom. To 

je najveći mogući utrošak u eksperimentalnim uslovima i postiže se kada u reakciji učes-

tvuju svi raspoloživi molekuli enzima. U smislu kinetičkih konstanti, jednačina (44) glasi: 

𝒗 =
𝑽[𝑨]

𝑲𝒎+[𝑨]
       (45) 

Džordž Edvard Brigs (George Edward Briggs) i Džon Barton Sanderson Halden (John 

Barton Sanderson Haldane)  izveli su ovu jednačinu iz teorije stacionarnog stanja 1925. go-

dine.911 Do sada je to centralni odnos kinetike enzima iako je izveden samo za jednostavan 

slučaj nepovratne reakcije sa jednim supstratom. Preliminarne verzije ovog odnosa su već́ 

1902. predstavili Adrian J. Braun (Adrian J. Brown) u Birmingemu i Viktor Anri (Victor Henri) 

u Parizu za opis reakcije sa invertazom.912,921  Leonor Mihaelis (Leonor Michaelis) je zajedno 

sa kanadskom koleginicom Mod Leonor Menten (Maud Leonor Menten) proučavao validnost 

Anrijeve jednačine sa enzimom invertazom 1913. godine u Berlinu.922 Njihova posebna 

zasluga bila je percepcija da enzimske reakcije zahtevaju striktno standardizovane uslove u 

pogledu temperature, pH vrednosti i jonske snage. Međutim, za razliku od teorije stacio-

narnog stanja, ove rane studije su bile zasnovane na pretpostavci ravnoteže. Pretpostavljalo 

se da se ravnoteža ravnoteže između slobodnih komponenti i kompleksa enzim–supstrat 

(Mihaelisov kompleks) odvija veoma brzo, u poređenju sa katalitičkim obrtom, tako da se 

k2 može zanemariti i koncentracija kompleksa enzim–supstrat zavisi samo od k1 i k−1. 
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U ovom slučaju, v je direktna mera [EA], odnosno [A]vezanog, pri ravnoteži brzog vezivanja. 

Jednačina za brzinu reakcije može predstaviti kao jednačina vezivanja sledećom jednači-

nom: 

𝒗 =
𝑽[𝑨]

𝑲𝒅+[𝑨]
=

𝑽[𝑨]
𝒌−𝟏
𝒌𝟏
+[𝑨]

     (46) 

Ovde je Km zamenjena konstantom disocijacije Kd. Izvođenje jednačine brzine reakcije na 

osnovu teorije stacionarnog stanja bliže je stvarnosti. Pojednostavljenje zanemarivanjem ka-

talitičke konstante k2, često nije opravdano. Količina [EA] je zapravo određena postizanjem 

ravnoteže i brzinom katalize. Kinetički određena konstanta Km često odstupa od konstante 

disocijacije Kd dobijene merenjima vezivanja, zbog uticaja k2. Ipak, termin Mihaelis-Menten 

jednačina je sačuvan za jednačinu stacionarnog stanja, kao i Mihaelisova konstanta za Km, uva-

žavajući zasluge Mihaelisa i Mentenove. 

Prema analogiji između Mihaelis–Menten jednačine i jednačine vezivanja, primen-

ljivi su slični postupci evaluacije. Funkcija zasićenja [A]vezanog (respektivno r=[A]vezanog /[E]0) 

kao zavisna promenjiva odgovara brzini reakcije v. Zasićenje se postiže pri n[E]0 (respek-

tivno n), respektivno pri V. Kd se zamenjuje Mihaelisovom konstantom Km. Međutim, prin-

cipijalna razlika postoji u odnosu na nezavisnu promenljivu. To je slobodni ligand [A] za 

studije vezivanja, a to bi takođe trebalo da bude slučaj i za Mihaelis-Menten jednačinu. Ali 

pošto su za kinetička merenja potrebne samo katalitičke količine enzima, a [E]0≪[A], deo od 

[EA] se može zanemariti i uzima se ukupna koncentracija supstrata koja je dodata pri ispi-

tivanje enzima, umesto teže dostupne koncentracije slobodnog supstrata 

[A]0=[EA]+[A]∼[A].922–929 

Mihaelis-Menten jednačinu karakterišu dve konstante: 

• Mihaelisova konstanta - Km; jedinice M; vezano za konstantu disocijacije; pokazuje afinitet 

supstrata, niske vrednosti Km predstavljaju visoke afinitete. 

• Katalitička konstanta - kcat; jedinice s−1; mera brzine reakcije enzima. 

Iz Mihaelis–Menten jednačine, Km i maksimalna brzina Vmax mogu se dobiti direktno, 

ali za kcat=Vmax/[E]0 molarna količina primenjenog enzima mora biti poznata. To nije uvek 

slučaj, a takođe i aktivnost enzima može da varira, tako da vrednosti Vmax određene nezavi-

snim eksperimentima mogu da se razlikuju, iako bi trebalo da budu konstantne. 

Odnos kcat/Km=kcatk1/(k−1+k2) je definisan kao katalitička efikasnost ili konstanta specifič-

nosti, velike vrednosti ukazuju na visoku specifičnost. Ima jedinice konstante brzine drugog 

reda M−1s−1.902,909–914 

 

I.4.3 Analiza kinetičkih podataka enzima 

 

I.4.3.1 Grafički prikazi Mihaelis–Menten jednačine 

 

I.4.3.1.1 Direktan i semilogaritamski prikaz 

 

Prema Mihaelis–Menten jednačini, zavisnost brzine reakcije v od koncentracije sup-

strata [A] daje hiperboličnu krivu zasićenja, sličnu onoj iz opšte jednačine vezivanja u direk-

tnom prikazu (slika 33a). Strmo povećanje pri malim količinama supstrata usporava se pri 
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višim koncentracijama i dostiže maksimalnu brzinu V pri zasićenju. Tačno zasićenje se može 

postići samo za [A]→∞, kada je Km u imeniocu jednačine (45) može se zanemariti i v=V. Pri 

V/2 koncentracija supstrata postaje jednaka vrednosti Km. Dakle, V se može dobiti iz zasiće-

nja, a Km iz polovine zasićenja (slika 33b). Ovo uključuje, međutim, izvesnu nesigurnost, jer 

se često zanemaruje da je V definisan samo za beskonačne koncentracije supstrata. Opada-

jući oblik krive navodi na mišljenje da se rano očekuje zasićenje i da se time potceni V, a 

samim tim i Km. Svakako, beskonačne količine supstrata se uopšte ne mogu postići, a čak je 

i velike količine često teško ostvariti zbog inhibitornih uticaja ili ograničene rastvorljivosti. 

Često se pretpostavlja da je određena višestruka vrednost Km kao koncentracije supstrata, 

na primer 5- ili 10-struka, ,,praktično’’ zasićujuća. Čak i 10-struka vrednost Km daje samo 

oko 90% maksimalne brzine, za tačno određivanje potrebno je najmanje 100-struka vrednost 

Km.917–920,930–933 

 

 
Slika 33. Nelinearni i linearni prikazi Mihaelis–Menten jednačine. (a) Direktan dijagram, 

(b) semilogaritamski dijagram, (c) Edi-Hofsti dijagram, (d) dvostruko recipročni (Linviver-

Burk) dijagram i (e) Hanesov dijagram. Naznačeni su načini za određivanje Km i V902 

 

U praksi je situacija još komplikovanija. Eksperimentalni podaci su uvek skloni rasi-

panju grešaka, a dati skup podataka se može upariti raznim krivama (slika 34). Zbog toga 

se eksperimenti moraju raditi više puta, a od suštinskog je značaja da uvek cela kriva bude 

pokrivena tačkama podataka – dobro pravilo je opseg supstrata od 1/10 do 10 puta Km. Slika 

34 prikazuje slučajeve podataka koji pokrivaju samo niži ili viši opseg koncentracija. U oba 

slučaja, nesigurnost rezultujuće krive postaje vredna pažnje. 

Oblik krive zasićenja koje se pridržavaju Mihaelis–Menten jednačine, shodno tome i 

opšte jednačine vezivanja, opisan je kao hiperboličan. 
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Alternativni nelinearni prikaz je semilogaritamski dijagram za v u odnosu na log[A], koji 

daje krive u obliku slova S (sigmoidne) čak i za normalne krive zasićenja (slika 33b). Ovaj 

dijagram se preporučuje ako se supstrat testira u širokom opsegu koncentracija. 

Odstupanja od normalne krive, uzrokovana alternativnim mehanizmima, veštačkim 

uticajima ili sistematskim greškama, teško je prepoznati u nelinearnim prikazima. Nega-

tivna kooperativnost ili neidentična mesta vezivanja daju krive vrlo slične hiperboličnoj 

funkciji zasićenja, a takođe se odstupanja poput sigmoidnih oblika mogu lako prevideti, ako 

su slabo izražena u rasejanju velikih grešaka.922–929 

Uprkos takvim nedostacima, nelinearni dijagrami imaju svoje prednosti. Temeljna 

enzimska kinetička analiza neće biti ograničena samo na jedan dijagram, a za prvu procenu 

eksperimenta povoljna je direktna prezentacija podataka. Podaci se prikazuju direktno sa 

njihovom distribucijom grešaka bez ikakvih izobličenja. Metode nelinearne regresije za Mi-

haelis–Menten jednačinu su pouzdanije za procenu kinetičkih konstanti od linearnih regre-

sija u linearizovanim dijagramima, mada se svaka metoda regresije mora kritički proceniti, 

posebno ako se posmatraju odstupanja od normalne krive.919 

Pored navedenih grafičkih metoda za određivanje kinetičkih konstanti postoje još 

Diksonova (Dixon) i Kilro-Smit (Kilroe-Smith)  nelinearna metoda, kao i metoda sa direktno 

linearnim graficima po Esentalu (Eisenthal) i Korniš-Bodenu (Cornish-Bowden).919,920,931,934,935 

 

 

Slika 34. Nesigurnosti u određivanju kinetičkih konstanti Mihaelis–Menten jednačine sa 
dosta rasejanja podataka i neodgovarajućim opsezima za koncentraciju supstrata. Pod (a) 

samo donji, a (b) samo veći opseg koncentracija supstrata je pokriven. Prikazane su tri 
primera krive (1–3) koje odgovaraju svim datim tačkama podataka i iz njih su procenjene 

kinetičke konstante da bi se demonstrirala široka promenljivost902 

I.4.3.1.2 Metode linearizacije 

 

Metode linearizacije izbegavaju različite nedostatke nelinearnih dijagrama. Kinetičke 

konstante se mogu izvesti direktno iz odsečka ili iz nagiba pravih linija. Odstupanja od Mi-

haelis-Menten zakona dovode do udaljavanja od linearne progresije, a način udaljavanja je 

indikacija odgovarajućih mehanizama (npr. kooperativnost) ili veštački uticaji. Metode 
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linearizacije su veoma značajne za analizu eksperimenata enzimske kinetike, posebno za 

identifikaciju inhibicije enzima i mehanizama sa više supstrata. Dobijeni uzorak pravih li-

nija je jak pokazatelj posebnog mehanizma. 

Važna karakteristika metoda linearizacije je mogućnost ekstrapolacije u regione, koji 

nisu dostupni eksperimentima, npr. visoka koncentracija supstrata do beskonačnosti. Mora 

se imati na umu da nijedna metoda analize nije u stanju da pruži informacije koje nisu u-

ključene u podatke. To se pokazuje na primeru enzima katalaze. Uobičajenim metodama je 

teško odrediti Km vrednost supstrata vodonik-peroksida, jer visoke koncentracije vodonik-

peroksida inaktiviraju enzim, tako da se može testirati samo donji opseg supstrata. Zasiće-

nje, pa čak i polovina zasićenja za određivanje Km, nisu dostupne. Međutim, opseg niske 

koncentracije je dostupan, i ovaj region se može linearizovati, npr. u dvostruko recipročnom 

dijagramu. Ekstrapolacijom na beskonačne koncentracije supstrata, V treba dobiti iz preseka 

ordinate, a Km iz preseka apscise, očigledno bez potrebe za podacima iz nedostupne oblasti 

zasićenja. Međutim, primenom ove metode može se videti da su dostupni podaci donjeg 

regiona supstrata neprikladni da bi omogućili ispravnu ekstrapolaciju. Tačke se skupljaju 

daleko u gornjem desnom uglu grafikona sa proširenim granicama greške. Pravoj se ne 

može odrediti nedvosmislen položaj, već́ se ekstrapolira na vrednosti koordinata i ne mogu 

se uočiti tačni preseci ordinate i apscise. 

Postoje tri jednostavne linearne transformacije Mihaelis–Menten jednačine, koje je 

prvi predložio Vulf (Woolf), i pominju se u knjizi Haldena (Haldane) i Sterna (Stern), ,,Hemija 

enzima’’ (,,Enzyme Chemistry’’).909 Ovo kratko pominjanje nije naišlo na poseban odjek. Kas-

nije su drugi autori opisali pojedinačne metode linearizacije u obimnim publikacijama. Kako 

se linearna transformacija Mihaelis–Menten jednačine teško može smatrati dubokim mate-

matičkim otkrićem, često korišćeni nazivi će biti poželjniji za jasno razlikovanje dijagrama.  

Dvostruko recipročni dijagram (takođe poznat kao Linviver-Burk (Lineweaver-Burk) di-

jagram), kako je izraženo njegovom oznakom, zasniva se na recipročnom obliku Mihaelis-

Menten jednačine:936 

𝟏

𝒗
=
𝟏

𝑽
+
𝑲𝒎

𝑽
∙
𝟏

[𝑨]
       (47) 

Iscrtavanje recipročne brzine 1/v u odnosu na recipročnu koncentraciju supstrata 

1/[A] daje pravu liniju koja seče ordinatu na 1/V i apscisu na 1/Km (slika 33d). Ovo nije samo 

najčešće korišćena metoda linearizacije za Mihaelis–Menten jednačinu, već́ i najmanje odgo-

varajući. Suštinski nedostatak je neravnomerna distribucija podataka. Zbog recipročne 

transformacije, ekvidistantne koncentracije supstrata će biti komprimovane prema koordi-

natama i rastegnute u suprotnom smeru. Ako su koncentracije supstrata odabrane da daju 

jednake udaljenosti na ovoj grafici da bi se kompenzovao ovaj nedostatak, one ne pokrivaju 

krivu zasićenja na zadovoljavajući način. Zavisna promenljiva v trpi isto neujednačeno izo-

bličenje. Uz pretpostavku apsolutne, konstantne greške u celoj direktnoj predstavi (slika 

35a), u dvostrukom recipročnom dijagramu granice greške za v su komprimovane prema 

ordinati i snažno proširene prema gornjem desnom uglu (slika 35b). 

Linearna regresija zasnovana na ravnomernoj raspodeli greške će proizvesti ozbiljna 

odstupanja i velike greške u određivanju konstanti. Već́ male greške pri niskim koncentra-

cijama supstrata postaju veoma proširene i skraćuju liniju regresije. Stoga, regresiona ana-

liza mora uzeti u obzir odgovarajuće faktore težine.937 Na prvi pogled izgleda  
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kontradiktorno da je upravo ovo izobličenje razlog za široku primenu ovog dijagrama, ali 

kompresija grešaka pri visokim koncentracijama supstrata daje utisak niske greške rasejanja 

i podaci izgledaju pouzdaniji. Prava prednost ovog grafikona u poređenju sa drugim meto-

dama linearizacije je individualni prikaz promenjivih v i [A], odvojenih koordinatama. 

Odstupanja od prave linija usled alternativnih mehanizama ili veštačkih uticaja, kao i inhi-

bicije i višestrukih mehanizama supstrata, daju karakteristične oblike i mogu se lako identi-

fikovati na ovom dijagramu. 

 

 

Slika 35. Granice grešaka na različitim dijagramima za Mihaelis–Menten jednačinu 
pretpostavljajući apsolutnu konstantnu grešku: (a) direktni dijagram; (b) Linviver-Burk 

dijagram; (c) Edi–Hofsti dijagram; (d) Hanesov dijagram902 

Množenjem recipročne Mihaelis–Menten jednačine sa [A] dobija se izraz za Hanesov 

(Hanes) dijagram:902 

[𝑨]

𝒗
=
[𝑨]

𝑽
+
𝑲𝒎

𝑽
     (48) 

Prave linije sa nagibom 1/V, presekom apscisa- Km i presekom ordinata Km/V se dobi-

jaju ako se [A]/v nacrta u odnosu na [A] (slika 33e i slika 35d). Granice greške su samo malo 

izobličene na niske koncentracije supstrata tako da se mogu primeniti jednostavne linearne 

regresije. Međutim, nepoznate [A] i v nisu razdvojene, a koncentracije supstrata su uklju-

čene na obe ose. 

Množenje jednačine za Hanesov dijagram sa vV dobija se izraz za Edi–Hofsti dija-

gram:938 
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𝒗 = 𝑽 −𝑲𝒎 ∙
𝒗

[𝑨]
      (49) 

Iscrtavanje v u odnosu na v/[A],daje V  iz preseka sa ordinatom i −Km iz nagiba (slika 

33c i slika 35c). Ovaj dijagram odgovara Šačardovom (Scatchard) dijagramu, koji se često 

koristi za ispitivanje vezivanja, samo ose zamene mesta. Promenljive nisu razdvojene, a 

postoji i distorzija granica greške, koja se proteže na veće koncentracije supstrata, što među-

tim nije tako drastično kao na Linviver-Burkovom (Lineweaver-Burk) dijagramu.936,939 

 

I.4.3.2 Analiza krive brzine reakcije 

 

Grafički prikazi do sada opisane Mihaelis–Menten jednačine zasnovani su na pret-

postavci da se brzine reakcija mere u odvojenim testovima na različitim koncentracijama 

supstrata, a vrednosti za početne brzine v i početne koncentracije supstrata [A]0 su ucrtane 

u dotične dijagrame. Međutim, tokom jedne pojedinačne enzimske reakcije proći će sve kon-

centracije supstrata, počevši od [A]0 i završavajući sa [A]∞=0 (za ireverzibilne reakcije). Vred-

nosti na ordinati krive za brzinu reakcije, npr. apsorpcija u fotometrijskom enzimskom 

testu, ukazuju na stvarnu koncentraciju supstrata (ili proizvoda) u određenom trenutku. 

Nagibi tangenti u bilo kojoj tački krive za brzinu reakcije, predstavljaju odgovarajuće brzine 

reakcije v=d[P]/dt (slika 33a). Očigledno, jedna kriva za brzinu reakcije sadrži sve informacije 

za Mihaelis-Menten kinetiku. Ako je [A]0 dovoljno velika, da reakcija prolazi kroz ceo opseg 

zasićenja od visokih do niskih količina supstrata, sve [A] i v vrednosti će biti obezbeđene za 

potpunu procenu Mihaelis–Menten jednačine. Međutim, osim nepreciznosti u primeni tan-

genata na različite delove eksperimentalne krive sa njenim odstupanjima grešaka i veštač-

kim uticajima, najteži nedostatak ovog postupka proizilazi iz dve neizbežne karakteristike 

enzimskih reakcija, inhibicije proizvoda i reverzibilnosti (ovo poslednje se može zanemariti 

za kvazi nepovratne reakcije). Ove komplikacije se mogu uzeti u obzir pri konstrukciji krive 

za brzinu reakcije. Krive za brzinu reakcije su podeljene na jednake vremenske segmente 

(npr. 12 s), na kojima se određuju odgovarajuće koncentracije supstrata (npr. putem apsor-

pcije). Odgovarajući red reakcije se dobija iz nagiba linije koja povezuje dve susedne 

tačke.940 

 

I.4.3.2.1 Integrisanje Mihaelis-Menten jednačine 

 

Gore pomenuti jednostavna metoda za određivanje brzina reakcije celog opsega kon-

centracije supstrata poravnavanjem tangenti u različitim tačkama krive napredovanja može 

se suštinski poboljšati uzimanjem integrisane Mihaelis–Menten jednačine. Matematički o-

pisuje napredovanje enzimske reakcije u zavisnosti od vremena. Primenom ove jednačine, 

krive brzine reakcije se mogu direktno proceniti, npr. linearizacijom, a sve potrebne infor-

macije mogu se dobiti iz jednog eksperimenta bez potrebe za serijom testova sa različitim 

koncentracijama supstrata. Dalja prednost ove metode je mogućnost onlajn snimanja i 

obrade krivih za brzinu reakcije odmah nakon svake analize sa računarom povezanim sa 

mernim instrumentom. 

Da bi se izveo integrisani oblik Mihaelis–Menten jednačine, Mihaelis–Menten jedna-

čina je preuređena u sledeći oblik: 
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𝒗 = −
𝑲𝒎+[𝑨]

[𝑨]
𝒅[𝑨] = −

𝑲𝒎

[𝑨]
𝒅[𝑨] − 𝒅[𝑨] = 𝑽𝒅𝒕    (50) 

Zatim se integriše od [A]0 u trenutku t=0 do [A] u trenutku t: 

−𝑲𝒎 ∫
𝒅[𝑨]

[𝑨]

[𝑨]

[𝑨]𝟎
− ∫ 𝒅[𝑨]

[𝑨]

[𝑨]𝟎
= 𝑽∫ 𝒅𝒕

𝒕

𝟎
    (51) 

Dobijena integrisana Mihaelis–Menten jednačina glasi: 

𝑲𝒎𝒍𝒏
[𝑨]𝟎

[𝑨]
+[𝑨]𝟎 − [𝑨] = 𝑽𝒕    (52) 

Mihaelis–Menten jednačinu je prvi izveo u ovom obliku Viktor Anri (Victor 

Henri).921,941,942 Prikazane su tri vrste linearne transformacije ove jednačine:943 

[𝑨]𝟎−[𝑨]

𝒕
= 𝑽 −𝑲𝒎

𝒍𝒏
[𝑨]𝟎
[𝑨]

𝒕
     (53) 

a za dekadni logaritam 

[𝑨]𝟎−[𝑨]

𝒕
= 𝑽 −𝑲𝒎

𝟐.𝟑∙𝒍𝒐𝒈
[𝑨]𝟎
[𝑨]

𝒕
    (54) 

Ako se umesto potrošnje supstrata meri formiranje proizvoda, mora se uzeti u obzir 

izraz [P]=[A]0−[A], pod pretpostavkom da je reakcija nepovratna. [P]∞ je koncentracija pro-

izvoda na kraju reakcije: 

[𝑷]

𝒕
= 𝑽−𝑲𝒎

𝒍𝒏
[𝑷]∞

[𝑷]∞−[𝑷]

𝒕
     (55) 

[𝑷]

𝒕
= 𝑽−𝑲𝒎

𝟐.𝟑∙𝒍𝒐𝒈
[𝑷]∞

[𝑷]∞−[𝑷]

𝒕
    (56) 

Prave linije sa nagibom od −Km i presecima ordinata V se dobijaju kada se ([A]0−[A])/t 

ucrta u odnosu na ln([A]0/[A])/t i [P]/t u odnosu na ln([P]∞/([P]∞−[P]))/t (ili kao log umesto 

ln) (slika 36a). 

Ovo je najčešći prikaz integrisane Mihaelis–Menten jednačine. Jednačina za drugu 

metodu linearizacije u log obliku je: 

𝒕

[𝑷]
=
𝟐.𝟑∙𝒍𝒐𝒈

[𝑷]∞
[𝑷]∞−[𝑷]

[𝑷]
∙
𝑲𝒎

𝑽
+
𝟏

𝑽
    (57) 

−1/Km se uzima iz preseka apscise, a 1/V iz preseka ordinate (slika 36b). Treća metoda line-

arizacije zasniva se na formuli: 
𝒕

𝟐.𝟑∙𝒍𝒐𝒈
[𝑷]∞

[𝑷]∞−[𝑷]

=
[𝑷]

𝑽∙𝟐.𝟑∙𝒍𝒐𝒈
[𝑷]∞

[𝑷]∞−[𝑷]

∙
𝑲𝒎

𝑽
   (58) 

Dobija se 1/V kao nagib, Km /V kao presek ordinate i −Km kao presek apscise (slika 36). 

U dijagramima integrisane jednačine složeniji mehanizmi, kao što su inhibicija 

enzima ili reakcije više supstrata, mogu se identifikovati iz oblika linija ili iz odstupanja od 

prave linije, slično kao kod metoda direktne analize za Mihaelis-Menten jednačinu. 

 

I.4.3.2.2 Određivanje brzine reakcije 

 

Za procenu Mihaelis–Menten jednačine, moraju se izvršiti enzimski testovi da bi se 

dobile brzine reakcije. Za ovo se moraju uzeti u obzir neki glavni aspekti. Napredovanje 
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reakcija enzimske katalize može se podeliti u tri faze kao što je prikazano na slici 33, fazu 

pre-stacionarnog stanja, fazu stacionarnog stanja i fazu trošenja supstrata. Pošto su kinetički 

odnosi enzima zasnovani na validnosti pretpostavke o stacionarnom stanju, samo srednji 

linearni opseg krive nultog reda je važan za određivanje brzine. 

 

 

Slika 36. Linearni dijagrami integrisane Mihaelis-Menten jednačine: grafici (a)-(c) 
prikazuju tri različita načina prezentovanja (za detalje pogledati tekst)902 

Krive brzine reakcije treba, koliko god je to moguće, kontinuirano dokumentovati 

(kontinuirani testovi). Nekoliko metoda, posebno optičkih, omogućavaju kontinuiranu regis-

traciju. Za mnoge enzimske reakcije, međutim, promene u koncentraciji supstrata ili proiz-

voda ne mogu se direktno pratiti i reakcija se mora zaustaviti nakon određenog vremena da 

bi se odredila stvarna koncentracija supstrata ili proizvoda odgovarajućom metodom, kao 

što je kolorimetrija, HPLC ili radioaktivno obeležavanje (test zaustavljanja). Mogu se dobiti 

samo različite vremenske vrednosti umesto neprekidne krive i očigledno je da se dokumen-

tacija toka reakcije oslanja na broj vremenskih vrednosti. Pošto svaka vrednost zahteva po-

seban test, ova mukotrpna procedura se često skraćuje i meri se samo jedna jedina vrednost 

u različito vreme, npr. 5 minuta se meri. Red reakcije se meri iz nagiba linije između slepe 

probe u tački t=0 i u određenom vremenu,  pod pretpostavkom da merenje leži unutar line-

arnog opsega krive napredovanja (merenje u jednoj tački). Takav postupak je neprikladan za 

studije enzimske kinetike, ne samo zbog velikih grešaka pojedinačnih merenja, već́ i zbog 
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toga što je trajanje linearnog stacionarnog opsega ograničeno i zavisi od više faktora, pose-

bno od koncentracije enzima i supstrata. Čak i ako se preliminarnim testovima utvrdi da je 

vreme analize lako unutar opsega stacionarnog stanja, varijacije parametra, npr. koncentra-

cije supstrata, mogu lako da proizvedu ograničavajuće uslove.910,913,918,924–926,941,942,944,945 

Upareni testovi se često primenjuju da bi se dobile dostupne enzimske reakcije koje 

je inače teško otkriti. Test reakcija je povezana sa reakcijom koja se kontinuirano može de-

tektovati, kao što je NADH-zavisna dehidrogenaza, pri čemu proizvod jedne reakcije služi 

kao supstrat za drugu. Za ispitivanje enzimske kinetike, ovo je takođe problematičan prin-

cip. Mora se obezbediti da pod svim uslovima brzina test reakcije, a ne reakcije detekcije 

vezivanja, ostane ograničavajuća brzina. Ovo se obično obezbeđuje viškom enzima za de-

tekciju u odnosu na test enzim. Međutim, variranjem različitih parametara tokom ispitiva-

nja kinetike enzima, uslovi se mogu promeniti u korist aktivnosti test enzima. 

Pošto je Mihaelis–Menten jednačina izvedena za uslov d[EA]/dt=0, ona je striktno va-

žeća samo u okviru linearnog dela stacionarnog stanja. Što je bolje ispunjen uslov [E]0≪[A]0, 

ovaj deo je izraženiji. Zbog toga, sa zasićujućim količinama supstrata, linearne krive brzine 

reakcije se lako detektuju. Sa smanjenjem koncentracije supstrata, međutim, faza stabilnog 

stanja postaje sve kraća, a posebno ispod vrednosti Km linearnost je teško uočiti, ponekad 

potpuno nestaje. U takvim slučajevima, tangenta je poravnata sa krivom na t=0 da bi se 

odredila „početna brzina“, pod pretpostavkom da faza stacionarnog stanja postoji barem na 

početku reakcije, čak i ako nijedan linearni deo krive brzine reakcije ne može biti viđen (tan-

gentna metoda). Prednost ove metode je u tome što se uticaji nastalog proizvoda, kao što su 

inhibicija proizvoda i reverzibilna reakcija, mogu zanemariti. Problem nije samo u pitanju 

da li se jednačina stacionarnog stanja može smatrati validnom za ovo nelinearno početno 

područje. Enzimska reakcija počinje upravo u trenutku kada se dodaju sve komponente 

testa, već́ joj je potrebno određeno vreme, najmanje nekoliko sekundi, za mešanje, pokreta-

nje instrumenta i registraciju. Stoga, stvarno izmerena brzina nije stvarna početna brzina 

(slika 37a). 

Za linearnu progresiju pri visokim i srednjim koncentracijama supstrata, ovo nije 

problem, ali sa nelinearnom krivom brzina reakcije će biti potcenjena. Što su početne kon-

centracije supstrata niže, to je potcenjivanje veće. Pod takvim uslovima dobijaju se sigmo-

idne umesto hiperboličnih krivih (slika 37b). 

U principu, smanjenje količine enzima u testu poboljšava uslove stacionarnog stanja. 

Vremenska progresija, a time i linearna oblast, postaje produžena, ali na račun brzine reak-

cije. Ovaj efekat se može nadoknaditi povećanjem osetljivosti metode; sve dok je to moguće, 

brzina ne pada ispod nivoa detekcije. Za takve slučajeve, grafičke metode mogu proceniti 

brzinu reakcije pod nepovoljnim uslovima. Pre diskusije o ovoj temi, mora se pomenuti o-

čigledna kontradikcija.  Mihaelis–Menten jednačina je izvedena uz pretpostavku stacionar-

nog stanja d[EA]/dt=0, nezavisno od koncentracije supstrata. Prema tome, jednačina treba 

da važi sve dok važi uslov [E]0≪[A]0. Ovaj uslov se često pogrešno tumači, u smislu da 

enzim mora biti zasićen da bi se garantovao višak supstrata, te stoga se linearnost krivih 

brzina reakcije može očekivati samo pri zasićenju supstrata. Ovo gledište zanemaruje činje-

nicu da višak supstrata ne znači automatski zasićenje enzima. U stvari, stepen zasićenja za-

visi od konstante ravnoteže. Npr. za koncentraciju enzima od [E]0=10-9 M, koncentracija 

supstrata od 10-6 M znači 1000 šuta veći višak. Ako je Km=10−5 M, količina kompleksa enzim-
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supstrat prema Kd=[A][E]/[EA] biće [EA]=10−10. Iako je veliki višak supstrata, enzim je zasi-

ćen samo za 10%.910,913,918,924–926,941,942,944,945 

 

 

Slika 37. Određivanje početnog reda reakcije metodom tangente: (a) tangente su 
usklađene sa krivim brzine reakcije (plava) koje se prate sa različitim koncentracijama 
supstrata od zasićenja (gornja leva kriva) do niskih koncentracija (donje krive). Zelene 

tangente su poravnate sa krivim brzine reakcije na t=0, dajući pravu početnu brzinu vi, a 
crvene tangente su poravnate sa opsegom koji se može detektovati na krivi brzine reakcije 

neposredno nakon mrtvog vremena; (b) krive zasićenja dobijene za oba slučaja902 

I.4.4 Reverzibilne enzimske reakcije 

 

I.4.4.1 Jednačina brzine za reverzibilne enzimske reakcije 

 

Mihaelis-Menten jednačina je izvedena za ireverzibilnu enzimsku reakciju, gde se 

supstrati pretvaraju u proizvode, ali se proizvodi ne mogu pretvoriti u supstrate. Iako se u 

termodinamičkom smislu svaka reakcija mora smatrati reverzibilnom, za veliki broj enzim-

skih reakcija povratna reakcija je u velikoj meri nepovoljna zbog energetske barijere, kao što 

su fosfataze, peptidaze i invertaza, koja je služila kao model za Mihaelis-Menten jednačina. 

U takvim slučajevima, radi jednostavnosti, reakcija se može uzeti kao kvazi-ireverzibilna, 

ali većina enzimskih reakcija, kao što su izomeraze, dehidrogenaze ili transaminaze, su pot-

puno reverzibilne. Supstrati se neće potpuno pretvoriti u proizvod, već́ sistem teži ka stanje 

ravnoteže. Isto važi i za proizvod, tako da se reakcija može započeti ili sa supstratom ili sa 

proizvodom; u oba slučaja će se postići isto stanje ravnoteže. Mihaelis–Menten jednačina će 

imati ograničenu vrednost ako je ograničena samo na nepovratne reakcije.942 

Sledeća šema pokazuje najjednostavniji oblik reverzibilne enzimske reakcije: 
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𝑬 + 𝑨
𝒌𝟏
⇌
𝒌−𝟏

𝑬𝑨
𝒌𝟐
⇌
𝒌−𝟐

𝑬 + 𝑷     (59) 

U poređenju sa izvođenjem Mihaelis–Menten jednačine za ireverzibilnu reakciju, di-

ferencijalne jednačine za E, EA i izraz za brzinu v moraju biti modifikovani: 
𝒅[𝑬]

𝒅𝒕
= −(𝒌−𝟏 + 𝒌𝟐)[𝑬𝑨] − (𝒌𝟏[𝑨] + 𝒌−𝟐[𝑷])[𝑬]   (60) 

𝒅[𝑬𝑨]

𝒅𝒕
= −(𝒌−𝟏 + 𝒌𝟐)[𝑬𝑨] + (𝒌𝟏[𝑨] + 𝒌−𝟐[𝑷])[𝑬]  (61) 

𝒅[𝑷]

𝒅𝒕
= 𝒌𝟐[𝑬𝑨]−𝒌−𝟐[𝑷][𝑬] = 𝒗     (62) 

Iz prethodnih jednačina, [E] i [EA] se mogu izračunati primenom odnosa za ukupnu 

količinu enzima [E]0=[E]+[EA]: 

[𝑬] =
(𝒌−𝟏+𝒌𝟐)[𝑬]𝟎

𝒌𝟏[𝑨]+𝒌−𝟐[𝑷]+(𝒌−𝟏+𝒌𝟐)
     (63) 

[𝑬𝑨] =
(𝒌𝟏[𝑨]+𝒌−𝟐[𝑷])[𝑬]𝟎

𝒌𝟏[𝑨]+𝒌−𝟐[𝑷]+(𝒌−𝟏+𝒌𝟐)
     (64) 

Zamena u jednačinu. (62) daje jednačinu stope u smislu konstante brzine: 

𝒗 =
(𝒌𝟏𝒌𝟐[𝑨]+(𝒌−𝟏𝒌−𝟐[𝑷])[𝑬]𝟎

𝒌𝟏[𝑨]+𝒌−𝟐[𝑷]+(𝒌−𝟏+𝒌𝟐)
     (65) 

Pošto je konstante brzine teško odrediti, prethodna jednačina se pretvara u oblik ki-

netičkih konstanti množenjem brojioca i imenioca sa (k−1+k2)/k1k−2. KmA i V1 su Mihaelisova 

konstanta i maksimalna brzina za prednju reakciju, a KmP i V2 odgovarajuće konstante za 

povratnu reakciju: 

𝑲𝒎𝑨 =
𝒌−𝟏+𝒌𝟐

𝒌𝟏
;  𝑲𝒎𝑷 =

𝒌−𝟏+𝒌𝟐

𝒌−𝟐
;  𝑽𝟏 = 𝒌𝟐[𝑬]𝟎; 𝑽𝟐 = 𝒌−𝟏[𝑬]𝟎;   

𝒗 = 𝒗𝟏 − 𝒗𝟐 =
𝑲𝒎𝑷𝑽𝟏[𝑨]−𝑲𝒎𝑨𝑽𝟐[𝑷]

𝑲𝒎𝑷𝑲𝒎𝑨+𝑲𝒎𝑷[𝑨]+𝑲𝒎𝑨[𝑷]
    (66) 

Ako se [P] ili [A] uzme kao nula, jednačina (66) se svodi na Mihaelis–Menten jedna-

činu za prednju ili zadnju reakciju, respektivno: 

𝒗𝟏 =
𝑽𝟏[𝑨]

𝑲𝒎𝑨+[𝑨]
;  𝒗𝟐 =

𝑽𝟐[𝑷]

𝑲𝒎𝑷+[𝑷]
     (67) 

Ovo pokazuje da je Mihaelis–Menten jednačina važeća čak i u prisustvu reverzibilne 

reakcije, sve dok je proizvod zanemarljiv. Međutim, u toku reakcije, koncentracija proiz-

voda stalno raste, a povratna reakcija koja počinje u velikoj meri utiče na brzinu reakcije. 

Dakle, početni nagib krive za brzinu reakcije će biti isti kao i za ireverzibilnu reakciju, sve 

dok se [P] može smatrati nulom. Međutim, u poređenju sa originalnom Mihaelis-Menten 

jednačinom, kriva brzine reakcije će ranije odstupiti od linearnosti (uslovi nultog reda), kada 

se [P] akumulira u količini dovoljno visokoj da podrži povratnu reakciju.942 

Ovo pokazuje, s jedne strane, univerzalnost Mihaelis–Menten jednačine, koja je pri-

menljiva čak i za reverzibilne reakcije; s druge strane, njegov opseg validnosti je ograničen 

na uži vremenski period za [P]≈0. Prema tome, studije enzimske kinetike moraju se striktno 

koncentrisati na početne brzine krive u trenutku t0. 

Isto razmatranje važi i za povratnu reakciju kada se počinje sa proizvodom, koji sada 

deluje kao supstrat. I u ovom slučaju, koncentracija supstrata mora biti nula na t0. Na ovaj 
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način, reverzibilna reakcija koja poštuje jednačinu (66) može se analizirati i sa strane sup-

strata i sa strane proizvoda, primenom jednostavne Mihaelis–Menten jednačine i četiri ki-

netičke konstante KmA, KmP, V1 i V2, a sa njihovim znanjem, mogu se odrediti i četiri kon-

stante brzine: 

𝒌𝟏 =
𝑽𝟏+𝑽𝟐

𝑲𝒎𝑨[𝑬]𝟎
;  𝒌−𝟏 =

𝑽𝟐

[𝑬]𝟎
;  𝒌𝟐 =

𝑽𝟏

[𝑬]𝟎
;  𝒌−𝟐 =

𝑽𝟏+𝑽𝟐

𝑲𝒎𝑷[𝑬]𝟎
;   (68) 

Dakle, početne stope reakcija napred i nazad pružaju vredne informacije. Ali konti-

nuirano napredovanje povratne reakcije menja tok krivih napretka. Metode linearizacije 

zasnovane na integrisanoj Mihaelis–Menten jednačini više ne daju prave linije. Za analizu 

reverzibilnih reakcija, jednačina. (66) mora biti integrisana, dajući odnos: 

[𝑨]𝟎−[𝑨]

𝒕
=
𝑲𝒎𝑷𝑽𝟏−𝑲𝒎𝑨𝑽𝟐

𝑲𝒎𝑷−𝑲𝒎𝑨
−

𝑲𝒎𝑷𝑲𝒎𝑨

𝑲𝒎𝑷−𝑲𝒎𝑨
∙ (𝟏 +

(𝑽𝟏+𝑽𝟐)[𝑨]𝟎

𝑲𝒎𝑷𝑽𝟏−𝑲𝒎𝑨𝑽𝟐
) ∙

𝒍𝒏(𝟏−
[𝑨]𝟎−[𝑨]

[𝑷]𝒆
)

𝒕
  (69) 

Prave linije se sada dobijaju i za reverzibilne reakcije, ako se ([A]0−[A])/t ucrta u od-

nosu na ln{1−([A]0−[A])/[P]e}/t. Ovaj tretman, međutim, zahteva poznavanje [P]e, koncentra-

cije proizvoda u ravnoteži reakcije. Ako su [P]e ili V2 nepoznati, KmA i V1 se mogu dobiti iz 

početne oblasti ([P]=0) crtanjem ([A]0−[A])/t u odnosu na ln([A]0/[A])/t pri različitim [A]0 

vrednostima, a KmP i V2 se dobijaju na sličan način iz povratne reakcije. Ovaj pristup, među-

tim, liči na uobičajeni metod određivanja početnih brzina pri različitim koncentracijama 

supstrata, bez primene integrisane Mihaelis–Menten jednačine.942 

 

I.4.4.2 Inhibicija proizvodom reakcije 

 

Obavezna posledica reverzibilnosti je inhibicija enzima proizvodom reakcije. Prvo-

bitno izvođenje Mihaelis–Menten jednačine za ireverzibilnu reakciju pretpostavlja samo 

ravnotežu vezivanja za supstrat. Međutim, formirani proizvod je takođe vezan za enzim, 

čak i ako je povratna reakcija zanemarljiva, a sve dok ostaje vezan za enzim, blokira veziva-

nje novog molekula supstrata. Stoga se za svaki enzim mora očekivati inhibicija proizvoda. 

Samo u slučaju slabog vezivanja proizvoda, inhibicija može biti slaba. U toku reakcije, inhi-

bitorni efekat nije konstantan, već́ se povećava na isti način kako nastaje proizvod. Da bi se 

analizirala ova inhibicija, proizvod se dodaje u određenoj koncentraciji [P] pre nego što re-

akcija počne dodavanjem supstrata. Pod pretpostavkom da je povratna reakcija zanemar-

ljiva,  V2=k−1[E]0=0, iz istog razloga Mihaelisova konstanta proizvoda KmP se svodi na kon-

stantu vezivanja KP=k2/k−2, koja tada ima značaj inhibicione konstante: 

𝒗 =
𝑲𝑷𝑽𝟏[𝑨]

𝑲𝑷𝑲𝒎𝑨+𝑲𝑷[𝑨]+𝑲𝒎𝑨[𝑷]
=

𝑽𝟏[𝑨]

𝑲𝒎𝑨(𝟏+
[𝑷]

𝑲𝑷
)+[𝑨]

    (70) 

Recipročni oblik jednačine je: 

𝟏

𝒗
=

𝟏

 𝑽𝟏
+
𝑲𝒎𝑨(𝟏+

[𝑷]

𝑲𝑷
)+[𝑨]

 𝑽𝟏[𝑨]
     (71) 

Za svaku koncentraciju proizvoda dobija se prava linija u dvostruko recipročnom 

dijagramu (slika 38). 

Prave imaju zajednički presek ordinate na 1/V i sastaju se sa apscisom na 

−1/KmA(1+[P]/KP). KmA sledi iz preseka apscise u odsustvu proizvoda, a KP se može izraču-

nati. Zajednički presek ordinate ukazuje da se maksimalna brzina V neće promeniti ovom 
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inhibicijom. Pri beskonačnoj koncentraciji, supstrat potpuno zamenjuje proizvod vezivanja 

za enzim i eliminiše njegov inhibitorni efekat. Ovo je kompetetivna inhibicija proizvoda, gde se 

proizvod takmiči za mesto vezivanja supstrata u katalitičkom centru.946–948 

Kao aproksimacija za izvođenje jednačine za inhibiciju proizvoda, pretpostavlja se da 

će koncentracija proizvoda ostati konstantna, barem tokom kratkog vremena određivanja 

početne brzine. Međutim, ova pretpostavka ne važi za celu reakciju, tokom koje se proizvod 

neprekidno povećava. Zbog toga se krive brzine reakcije ne mogu lako proceniti ili lineari-

zovati, primenom integrisane Mihaelis–Menten jednačine. Pošto je svaka enzimska reakcija 

podložna inhibiciji proizvodom, ove procene se mogu koristiti samo ako je efekat veoma 

slab. 

 

 

Slika 38. Kompetitivna inhibicija proizvoda na dvostruko recipročnom dijagramu. 
Prikazan je način određivanja kinetičke konstante902 

Za opštiji tretman, mora se uzeti u obzir inhibicija proizvoda:932 

[𝑨]𝟎−[𝑨]

𝒕
=

𝑲𝑷𝑽

𝑲𝑷−𝑲𝒎𝑨
−
𝑲𝒎𝑨(𝑲𝑷+[𝑨]𝟎)

𝑲𝑷−𝑲𝒎𝑨
∙
𝒍𝒏
[𝑨]𝟎
[𝑨]

𝒕
    (72) 

Za različite početne koncentracije [A]0, dobija se obrazac pravih linija sa zajedničkim 

presekom ordinate za ±V/(1- KmA/KP), kada se ([A]0−[A])/t ucrtava u odnosu na ln([A]0/[A])/t. 

Nagibi linija su negativni za KmA<KP i pozitivni za KmA>KP i za KmA=KP  (slika 39). 

Ove prave grade pravi ugao sa apscisom. Početne linije sa nagibom odgovarajuće 

početne koncentracije supstrata [A]0 presecaju prave linije za brzinu reakcije u koordinati 

v0, pri realnoj početnoj brzini za t=0. Preseci izvornih linija sa linijama napretka leže na pra-

voj liniji, kao što je prikazano na slici 39, što predstavlja idealnu krivu napredovanja u 

odsustvu inhibicije proizvoda. Njen nagib je KmA, presek ordinate V, a presek apscise V/ KmA. 

Poznavajući ove konstante, KP se može izračunati. Vrednost nagiba pojedinačnih krivih 

brzina reakcija je KmA(KP+[A]0)/(KP−KmA) prema prethodnoj jednačini. Ponovnim iscrtava-

njem nagiba prema [A]0, presek apscise je −KP.946–948
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Kompetetivna inhibicija proizvoda je najčešći tip inhibicije proizvoda, ali proizvod ta-

kođe može uticati na reakcije enzima na druge načine. U reakcijama sa više od jednog sup-

strata, proizvod će zameniti samo supstrat iz kojeg je direktno izašao, ali ne i kosupstrat. U 

takvim slučajevima mogu da deluju druge vrste inhibicije, nekompetitivna i akompetitivna 

inhibicija proizvoda.946–948 

Inhibiciju proizvoda ne treba mešati sa inhibicijom povratnim proizvodom ili kraj-

njim proizvodom. Ovo je opšti princip regulacije metaboličkih puteva. Konačni proizvod 

lanca inhibira aktivnost prvog enzima i isključuje ceo put da bi se sprečilo nakupljanje me-

đuproizvoda. Istaknuti primer je aspartat transkarbamoilaza. Ovaj inicijatorski enzim bio-

sintetskog puta pirimidina je inhibiran krajnjim proizvodom CTP. Zbog višestrukih koraka 

lanca, krajnji proizvod se suštinski razlikuje od supstrata ili proizvoda prvog enzima i kata-

litički centar ga neće prepoznati. Dakle, enzim poseduje odvojeno alosterično regulatorno 

mesto, koje je specifično za inhibitor povratnog proizvoda. Vezivanje inhibitora za ovo 

mesto utiče indirektno, npr. promenom konformacije, na katalitički centar.946–948 

 

 

Slika 39. Evaluacija krive brzine reakcije pri inhibiciji proizvoda sa integrisanom 
Mihaelis–Menten jednačinom po metodi Fostera (Foster) i Niemana (Niemann)932 

I.4.5 Inhibicija enzima i srodni mehanizmi 

 

I.4.5.1.1.1 Analozi prelaznog stanja 

 

U toku katalitičkog mehanizma, supstrat prolazi kroz prelazno stanje, gde je veoma 

čvrsto vezan. Intenzivno reaguje sa grupama katalitičkog centra u cilju smanjenja energije 

aktivacije. Konfiguracija molekula je prisiljena u pravcu proizvoda. U normalnim reakcio-

nim uslovima, vreme trajanja prelaznog stanja je veoma kratko, u rasponu od pikosekundi. 

Analozi, koji oponašaju prelazno stanje, vezuju se izuzetno čvrsto. Čak i ako vezivanje nije 

kovalentno, analog ostaje čvrsto vezan i ne može se lako ukloniti metodama separacije kao 

što su dijaliza ili gel filtracija.902
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I.4.5.2 Povratna inhibicija 

 

I.4.5.2.1 Opšte jednačine reda 

 

Za  inhibitor povratne reakcije vezivanja postoje različite mogućnosti interakcije i 

prema tome, različiti mehanizmi inhibicije. Za svaki mehanizam može se izvesti posebna 

jednačina u skladu sa opštim pravilima za jednačine u stacionarnom stanju kako bi se opi-

sala zavisnost brzine enzima na supstrata i inhibitora, slično kako je već prikazana za jed-

nostavnu i reverzibilnu Mihaelis–Menten jednačinu (jednačine (41) i (66)). Ovde se koristi 

alternativni pristup. Definisan je opšti mehanizam inhibicije, uključujući sve bitne tipove 

inhibicije. Za ovo je izvedena opšta jednačina brzine, koja obuhvata sve specijalne jednačine 

brzine pojedinačnih mehanizama inhibicije. Posebne jednačine brzine odgovarajućih meha-

nizama dobijaju se pojednostavljivanjem opšte šeme. Napravljene su sledeće pretpostavke: 

I. Inhibitor se vezuje za enzim formirajući EI (enzim-inhibitor) kompleks. 

II. Inhibitor se takođe može vezati za kompleks enzim-supstrat, formirajući EAI (enzim-

supstrat-inhibitor) kompleks. 

III. EAI kompleks može biti neaktivan ili aktivan902,934,948,949 

Može se videti da ova naizgled jednostavna pravila obuhvataju sve verodostojne me-

hanizme. Prvi korak za bilo koji mehanizam mora biti proces vezivanja, ali tip mesta vezi-

vanja ostaje otvoren – može, ali ne mora biti u katalitičkom centru. Isto važi i za uticaj inhi-

bitora na aktivnost enzima. Može delovati direktnom interakcijom ili biti posredovana 

preko konformacionih promena. Ovaj opšti mehanizam se može formulisati sledećom še-

mom reakcije: 

 

 
Šema 3. Povratna inhibicija enzima902 

 

Mehanizam reakcije sadrži dve konstante brzine, k2 za neinhibiranu reakciju i k6 za 

EAI kompleks, i po dve konstante disocijacije za supstrat A i inhibitor I: 

𝑲𝑨 =
𝒌−𝟏

𝒌𝟏
=
[𝑬][𝑨]

[𝑬𝑨]
; 𝑲𝑨𝒊 =

𝒌−𝟓

𝒌𝟓
=
[𝑬𝑰][𝑨]

[𝑬𝑨𝑰]
; 𝑲𝒊𝑪 =

𝒌−𝟑

𝒌𝟑
=
[𝑬][𝑰]

[𝑬𝑰]
; 𝑲𝒊𝒖 =

𝒌−𝟒

𝒌𝟒
=
[𝑬𝑨][𝑰]

[𝑬𝑨𝑰]
 (73) 

Povezuju ih odnos 
𝑲𝑨

𝑲𝑨𝒊
=
𝑲𝒊𝑪

𝑲𝒊𝒖
      (74)
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tako da se četvrta konstanta može izračunati ako su poznate tri. 

Diferencijalne jednačine za slobodni enzim i za kompleks enzim-supstrat mogu se 

uzeti kao nula, pod pretpostavkom stacionarnog stanja: 
𝒅[𝑬]

𝒅𝒕
= −(𝒌−𝟏 + 𝒌𝟐)[𝑬𝑨] − (𝒌𝟏[𝑨] + 𝒌𝟑[𝑰])[𝑬] + 𝒌−𝟑[𝑬𝑰] = 𝟎  (75) 

𝒅[𝑬𝑨]

𝒅𝒕
= −(𝒌−𝟏 + 𝒌𝟐 + 𝒌𝟒)[𝑬𝑨] + 𝒌𝟏[𝑬][𝑨] + 𝒌−𝟒[𝑬𝑨𝑰] = 𝟎  (76) 

Jednačina za brzinu reakcije v je: 

𝒗 =
𝒅[𝑬𝑷]

𝒅𝒕
= 𝒌𝟐[𝑬𝑨] + 𝒌𝟔[𝑬𝑨𝑰]    (77) 

Ukupna količina enzima je zbir svih mogućih formi enzima, pri čemu se termini za kom-

plekse enzim-inhibitor mogu zameniti konstantama inhibicije: 

[𝑬]𝟎 = [𝑬] + [𝑬𝑨] + [𝑬𝑰] + [𝑬𝑨𝑰] = [𝑬] + [𝑬𝑨] +
[𝑬][𝑰]

𝑲𝒊𝒄
+
[𝑬𝑨][𝑰]

𝑲𝒊𝒖
  (78) 

Iz ovoga se dobija izraz za [E]: 

[𝑬] =
[𝑬]𝟎−[𝑬𝑨](𝟏+

[𝑰]

𝑲𝒊𝒖
)

𝟏+
[𝑰]

𝑲𝒊𝒄

     (79) 

U jednačini (75), [EI] se zamenjuje sa Kic=k−3/k3: 

−(𝒌𝟏[𝑨] + 𝒌𝟑[𝑰])[𝑬]+(𝒌−𝟏 + 𝒌𝟐)[𝑬𝑨] + 𝒌𝟑[𝑬][𝑰] = 𝟎  (80) 

−𝒌𝟏[𝑨][𝑬]+(𝒌−𝟏 + 𝒌𝟐)[𝑬𝑨] = 𝟎    (81) 

i [E] se uklanja korišćenjem jednačine: 

(𝒌−𝟏+𝒌𝟐)[𝑬𝑨]

𝒌𝟏[𝑨]
=
[𝑬]𝟎−[𝑬𝑨](𝟏+

[𝑰]

𝑲𝒊𝒖
)

𝟏+
[𝑰]

𝑲𝒊𝒄

    (82) 

Ovo daje termin za [EA], postavljajući Km=(k−1+k2)/k1: 

[𝑬𝑨] =
[𝑬]𝟎

𝑲𝒎
[𝑨]
(𝟏+

[𝑰]

𝑲𝒊𝒄
)+(𝟏+

[𝑰]

𝑲𝒊𝒖
)[𝑨]

    (83) 

Zamenom ovog člana u jednačinu brzine reakcije (77), primenom V1=k2[E]0, V2=k6[E]0 i za-

menom [EAI] sa Kiu, sledi: 

𝒗 = (𝒌𝟐 +
𝒌𝟔[𝑰]

𝑲𝒊𝒖
) [𝑬𝑨]     (84) 

𝒗 =
(𝑽𝟏+

𝑽𝟐[𝑰]

𝑲𝒊𝒖
)[𝑨]

𝑲𝒎(𝟏+
[𝑰]

𝑲𝒊𝒄
)+(𝟏+

[𝑰]

𝑲𝒊𝒖
)[𝑨]

     (85) 

Ovo je jednačina brzine reakcije za opštu šemu inhibicije. To je takođe jednačina za poseban 

mehanizam inhibicije, parcijalno nekompetitivnu inhibiciju. 

Na prvoj tački grananja reverzibilne inhibicije, mora se odlučiti da li je enzim još uvek 

aktivan u prisustvu inhibitora. Takvi mehanizmi se nazivaju parcijalna inhibicija. Ako vezi-

vanje inhibitora potpuno inaktivira enzim, dolazi do potpune inhibicije, EAI je neaktivan 

(k6∼V2=0) i označava se kao mrtvi kompleks. Izraziti mehanizmi inhibicije se dobijaju ako 

se inhibitoru dozvoli da se vezuje za oba, E i EA, ili samo za jedan oblik enzima. Za neve-

zujuće forme enzima, odgovarajuće konstante vezivanja (inhibicije) se smatraju 
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beskonačnim. U slučaju parcijalnih inhibicija, odnosi k2 prema k6 i V1 prema V2, mogu da 

variraju.902,934,948,949 

Slika 40 daje pregled svih bitnih tipova reverzibilnih inhibicija uključenih u ovu 

šemu. 

 

Slika 40. Pregled osnovnih reverzibilnih mehanizama inhibicije enzima902 

 

I.4.5.2.2 Nekompetitivna inhibicija i grafičko predstavljanje podataka 

 

Ako je EAI neaktivan kompleks, onda k6 odnosno V2=0, reakciona šema 3 se svodi 

na: 

 

Šema 4. Nekompetitivna inhibicija902
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i jednačina (38) je pojednostavljena (V1=V): 

𝒗 =
𝑽[𝑨]

𝑲𝒎(𝟏+
[𝑰]

𝑲𝒊𝒄
)+(𝟏+

[𝑰]

𝑲𝒊𝒖
)[𝑨]

     (86) 

Recipročni oblik za Linviver–Burk grafik je 

𝟏

𝒗
=
𝑲𝒎(𝟏+

[𝑰]

𝑲𝒊𝒄
)

𝑽[𝑨]
+
𝟏+

[𝑰]

𝑲𝒊𝒖

𝑽
     (87) 

Transformacija prema Hanesovom zapletu: 

[𝑨]

𝒗
=
𝑲𝒎(𝟏+

[𝑰]

𝑲𝒊𝒄
)

𝑽
+
[𝑨](𝟏+

[𝑰]

𝑲𝒊𝒖
)

𝑽
    (88) 

i grafik Edi-Hofstija: 

𝒗 =
𝑽

𝟏+
[𝑰]

𝑲𝒊𝒖

−
𝑲𝒎(𝟏+

[𝑰]

𝑲𝒊𝒄
)

𝟏+
[𝑰]

𝑲𝒊𝒖

∙
𝒗

[𝑨]
    (89) 

Ovaj opšti oblik potpune inhibicije se naziva nekompetitivna. Inhibitor utiče na pri-

vidnu Mihaelisovu konstantu i maksimalnu brzinu.902,919,920,933–935,948,950,951 

Nekompetitivna inhibicija je najvažnija inhibicija za regulaciju ćelijskog metaboli-

zma. Na aktivnost enzima mogu uticati metaboliti bez ikakve analogije sa supstratom, kao 

u slučaju inhibicije krajnjeg proizvoda i inhibicije sa alosteričnim enzimima. Zbog koopera-

tivnih efekata, ovi enzimi često pokazuju sigmoidne krive zasićenja, koje se ne mogu linea-

rizovati konvencionalnim dijagramima. Ovo komplikuje analizu, izgled linija za identifika-

ciju odgovarajućeg mehanizma, odnosno spojeni odsečci se moraju izvesti ekstrapolacijom 

na beskonačnu koncentraciju supstrata. Obično se nekonkurentna inhibicija javlja sa višes-

trukim reakcijama supstrata. Analog jednog supstrata će delovati i inhibirati reakciju tako 

što će istisnuti samo ovaj supstrat sa njegovog mesta vezivanja. Međutim, on ne može da 

zameni kosubstrat, koji se još uvek može vezati za enzim, ali sa neaktivnim analogom veza-

nim za prvo mesto supstrata, reakcija ne može da se nastavi. Dakle, analog će biti nekom-

petitivni inhibitor u odnosu na kosubstrat. Slična situacija se javlja sa inhibicijom proizvoda, 

gde se konkurencija obično posmatra sa supstratom iz kojeg je proizvod direktno izveden, 

dok je nekompetitivan u odnosu na kosupstrat. Ovo bi samo trebalo da bude primer prin-

cipa nekonkurentne inhibicije. U stvari, situacija je komplikovanija, u zavisnosti od odgo-

varajućih višesupstratnih mehanizama.902 

Različiti tipovi inhibicije, kao što je nekompetitivna inhibicija, mogu se identifikovati 

eksperimentalnim pristupom, gde se najpre određuju brzine reakcije pri različitim koncen-

tracijama supstrata. Iz ove serije testova će se dobiti Km i V prema Mihaelis–Menten jedna-

čini. U drugoj seriji, enzim se testira sa istim koncentracijama supstrata, ali sada u prisustvu 

konstantne količine inhibitora. Još dve ili tri serije se izvode na isti način, menjajući samo 

koncentraciju inhibitora, koja se uvek mora održavati konstantnom unutar iste serije 

testova. Koncentracije supstrata i inhibitora variraju oko odgovarajuće Mihaelisove i inhibi-

cione konstante (preko 10 puta slabija). Za normalan mehanizam inhibicije, svaka serija 

testova daje hiperboličnu krivu crtanjem brzine u odnosu na koncentraciju supstrata (slika 

41a). U prisustvu inhibitora, krive će postati ravnije, a čak i pri visokim koncentracijama 

supstrata neće se dostići nivo maksimalne brzine neinhibirane krive. Odnos između različi-

tih krivih postaje jasniji u linearnim dijagramima. Linearnost je očuvana u prisustvu 
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inhibitora. Zajednički presek levo od ordinate u dvostrukom recipročnom dijagramu uka-

zuje na nekompetitivnu inhibiciju. Linije se razlikuju po nagibu i preseku ordinate, jer inhi-

bitor utiče i na prividnu Mihaelisovu konstantu i na maksimalnu brzinu (slika 41b).  

 

 
Slika 41. Nekompetitivna inhibicija prezentovana različitim dijagramima: (a) Direktan di-

jagram, (b) Linviver–Burk dijagram, (c) Edi–Hofsti dijagram, (d) Hanesov dijagram, (e) di-

rektan linearni dijagram (f) Diksonov inhibicioni dijagram (1953). Određivanja kinetičkih 

konstanti su naznačena902 
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Relativni položaj zajedničkog preseka linija daje dodatne informacije o mehanizmu. 

Ako je Kic=Kiu (u ovom slučaju i KA=KAi), inhibitor se vezuje sa jednakim afinitetom i za 

slobodni enzim i za kompleks enzim-supstrat, odnosno, vezivanje supstrata ne utiče na ve-

zivanje inhibitora i obrnuto. Vezivanje inhibitora neće uticati na vezivanje supstrata. U o-

vom slučaju, sve prave se sastaju u jednoj tački direktno na apscisi, a Km se u ovom mehani-

zmu ne menja. Za Kic<Kiu, zajednički presek se nalazi iznad apscise. U ovom slučaju koji se 

često javlja, inhibitor se vezuje sa većim afinitetom za slobodni enzim nego za kompleks 

enzim-supstrat. Već vezani supstrat ometa vezivanje inhibitora, npr. sternom ili elektrosta-

tičkom smetnjom. Shodno tome, na vezivanje supstrata će takođe uticati na sličan način već 

vezani inhibitor (KA<KAi). Ređi su slučajevi u kojima već vezani supstrat ili inhibitor olak-

šava vezivanje odgovarajućeg drugog jedinjenja, Kic>Kiu i KA>KAi. Presek prave linije se sada 

nalazi ispod apscise.902,919,920,933–935,948,950,951 

Za tri slučaja nekompetitivne inhibicije koriste se različiti termini. Potpuno nezavisno 

vezivanje supstrata i inhibitora sa zajedničkim apscisnim presekom označava se kao čista 

nekompetitivna inhibicija, dok se drugi slučajevi često nazivaju mešanom inhibicijom, jer se oba 

mogu smatrati mešavinom između dva različita tipa inhibicije. Slučaj sa presekom iznad 

apscise usmerava ka (ili je „pomešan sa’’) konkurentskoj inhibiciji, koju karakteriše zajed-

nički ordinatni presek, dok se slučaj sa presekom ispod apscise približava paralelnim lini-

jama nekonkurentne inhibicije. Međutim, ova oznaka je opravdana samo grafičkim prika-

zima. Sa mehaničke tačke gledišta, sva tri slučaja su stvarne nekonkurentne inhibicije koje 

se povinuju mehanizmu reakcije prema jednačini (87), a ne mešavine različitih tipova inhi-

bicije.902,919,920,933–935,948,950,951 

Hanesov dijagram (slika 41d) pokazuje isti pravi obrazac kao i Linviver–Burk dija-

gram, samo je lokacija preseka iznad ili ispod apscise obrnuta. Na Edi–Hofsti dijagramu 

(slika 41c), presek prave linije za Ki<Kiu nalazi se u gornjem levom uglu, dok za Kic>Kiu u 

donjem desnom kvadrantu, a Kic=Kiu daje paralelne linije. Pored identifikacije odgovarajućih 

mehanizama inhibicije, linearni dijagrami su korisni za određivanje kinetičkih konstanti. Km 

i V se mogu dobiti direktno iz neinhibiranih reakcija, a konstante inhibicije su uključene u 

bilo koju promenu linija zavisnu od inhibitora. 

Prema jednačini (87) Kic ulazi u nagib, a Kiu u presek ordinate dvostrukog recipročnog 

dijagrama. Slični odnosi važe i za ostale dijagrame (jednačine (87)–(89)). Sekundarni grafici 

(replotovi) se preporučuju kao pogodan postupak ne samo za grafičko određivanje kon-

stanti, već oni takođe služe kao dodatna potvrda mehanizma inhibicije. U nastavku je ovo 

prikazano za dvostruko recipročni dijagram, ali slične procedure se mogu izvesti sa drugim 

metodama linearizacije. Odgovarajuće karakteristike, koje postaju promenjene inhibicijom 

na primarnom grafiku, npr. nagibi i preseci ordinata, su ucrtani u odnosu na koncentraciju 

inhibitora. Iz ove procedure proizilaze prave linije, ali samo sa potpunim inhibicijama sa 

neaktivnim kompleksom. Delimične inhibicije pokazuju nelinearne zavisnosti tako da se 

mogu razlikovati oba ova reverzibilna tipa inhibicije. 

Izraz za nagib Sl u jednačini (87) za Lineweaver–Burk dijagram je 

𝑺𝒍 =
𝑲𝒎

𝑽
+
[𝑰]𝑲𝒎

𝑲𝒊𝒄𝑽
     (112) 

a za ordinatni presek Or 
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𝑶𝒓 =
𝟏

𝑽
+

[𝑰]

𝑲𝒊𝒄𝑽
     (113) 

Iscrtavanje nagiba u odnosu na preseke ordinata na Lineweaver–Burk-ovom dija-

gramu u odnosu na koncentracije inhibitora primenjene za svaku seriju testova, i trebalo bi 

da se dobiju prave linije sa presecima apscise −Kic i −Kiu, respektivno (slika 42). 

 

 

Slika 42. Sekundarni grafici nagiba (a) i odsečka ordinate (b) na Linviver–Burkovim 
dijagramima za nekompetitivnu inhibiciju902 

Direktni linearni grafik je alternativna prezentacija kinetičkih podataka enzima, gde 

je svaki par promenjivih nacrtan kao prava linija umesto tačke. Konstante se dobijaju iz za-

jedničkog preseka svih linija. Sličan obrazac se dobija u prisustvu inhibitora, samo se presek 

kreće, u pravcu karakterističnom za odgovarajući mehanizam inhibicije. Za nekompetitivnu 

inhibiciju, on se kreće poprečno naniže, kao što je prikazano na slici 41e. 

Transformacija jednačine (87): 
𝟏

𝒗
=
𝟏

𝑽
∙ (𝟏 +

𝑲𝒎

[𝑨]
) +

[𝑰]

𝑽
∙ (

𝟏

𝑲𝒊𝒖
+

𝑲𝒎

𝑲𝒊𝒄[𝑨]
)    (92) 

otkriva linearnu zavisnost 1/v od [I]. Za ovaj dijagram, koji je predložio Dikson, koncentra-

cija inhibitora varira pri nekoliko konstantnih koncentracija supstrata.948 Ovaj dijagram ta-

kođe služi za razlikovanje potpune i delimične inhibicije, pri čemu prva daje prave linije, 

dok druga daje nelinearne zavisnosti. Za nekompetitivnu inhibiciju, linije se seku levo od 

ordinate, za Kic<Kiu iznad, Kic>Kiu ispod, i Kic=Kiu na apscisi, slično kao dvostruko recipročna 

dijagrama. X-koordinata preseka je Kic (slika 41f). Nedostatak ovog grafika je što nekompe-

titivna (za slučaj Kic<Kiu) i kompetitivna inhibicija pokazuju isti oblik odsečka u drugom 

kvadrantu i ne mogu se razlikovati. 

Druga Diksonova metoda (1972), pogodna i za određivanje Km, zahteva samo zavi-

snost brzine reakcije od koncentracije inhibitora pri jednoj (zasićenju) količini supstrata 934 

Za ovu proceduru mora biti poznat odgovarajući tip inhibicije. V′ je neinhibirana brzina 

reakcije pri [I]=0 (nije identična maksimalnoj brzini V pri beskonačnoj koncentraciji sup-

strata). Sa povećanjem inhibitora, aktivnost opada na hiperboličan način i ide ka baznoj liniji 

pri potpunoj inhibiciji (slika 43a). 



140 

 

Vezne linije su povučene između V′ i tačaka na krivoj v′=V′(n−1)/n (za n=1, 2, 3,…, tj. V/2, 

2V/3, 3V/4 , 4V/5,…). Oni seku osnovnu liniju na jednakim rastojanjima (K′), koje imaju, u 

slučaju nekompetitivne inhibicije, vrednost Kic, koja se odnosi na skalu koncentracije 

apscise. Prava za n=1 jednaka je izvornoj tangenti na krivu. Ako se rastojanje za Kic još jed-

nom unese levo od njegovog preseka, dobija se prava za n=0. Udaljenost do ordinate ([I]=0) 

odgovara primenjenoj koncentraciji enzima. Za kompetitivnu inhibiciju, rastojanja preseka 

veznih linija sa baznom linijom zavise od koncentracije supstrata. U ovom slučaju, eksperi-

ment se mora izvesti pri različitim koncentracijama supstrata. Iscrtavanje rastojanja u od-

nosu na količine supstrata dovodi do prave linije koja preseca ordinatu ([A]=0) u Kic i apscisu 

na −Km (slika 43b).902,919,920,933–935,948,950,951 

 

 

Slika 43. Diksonova metoda za određivanje konstanti inhibicije i Mihaelisovih konstanti 
(a); Sekundarni grafik prividnih K′ vrednosti u odnosu na koncentracije supstrata (b)902 

Mehanizmi inhibicije se takođe mogu analizirati primenom integrisane Mihaelis–

Menten jednačine. Za nekompetitivnu inhibiciju, integracija jednačine (86) daje: 

𝑲𝒎(𝟏+
[𝑰]

𝑲𝒊𝒄
)

𝟏+
[𝑰]

𝑲𝒊𝒖

∙ 𝒍𝒏
[𝑨]𝟎

[𝑨]
+ [𝑨]𝟎 − [𝑨] =

𝑽𝒕

𝟏+
[𝑰]

𝑲𝒊𝒖

   (93) 

Tri linearna oblika mogu se izvesti iz integrisane Mihaelis–Menten jednačine, takođe 

u proširenom obliku jednačine (93). Ovde je predstavljen samo jedan od njih: 

[𝑨]𝟎−[𝑨]

𝒕
=

𝑽

𝟏+
[𝑰]

𝑲𝒊𝒖

−
𝑲𝒎(𝟏+

[𝑰]

𝑲𝒊𝒄
)

𝟏+
[𝑰]

𝑲𝒊𝒖

∙
𝒍𝒏
[𝑨]𝟎
[𝑨]

𝒕
    (94) 

Krive brzine reakcije sa jasno izraženom početnom koncentracijom supstrata i razli-

čitim koncentracijama inhibitora daju grupe pravih linija sa zajedničkim presekom. Lokacija 

preseka otkriva međusobnu vezu obe konstante inhibicije: u drugom kvadrantu za Kic<Kiu 
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(slika 44a ), u četvrtom kvadrantu za Kic>Kiu (slika 44c), i paralele za Kic=Kiu (slika 44). Vred-

nosti konstanti inhibicije mogu se dobiti iz sekundarnih dijagrama (slika 44d,e).902 

 

 

Slika 44. Nekompetitivna inhibicija u linearizovanim dijagramima integrisane Mihaelis–
Menten jednačine. Gornji grafici pokazuju slične dijagrame za slučajeve (a) Kic<Kiu,; (b) 
Kic=Kiu; (c) Kic>Kiu; Donji grafici pokazuju sekundarne dijagrame recipročnih preseka 

ordinate (d) i apscise (e) u odnosu na koncentraciju inhibitora902 

I.4.5.2.3 Kompetitivna inhibicija 

 

Ovaj mehanizam inhibicije pretpostavlja da se inhibitor vezuje isključivo za slobodni 

enzim. Reakciona šema 4  za nekompetitivnu inhibiciju se smanjuje na odgovarajući način: 

 

 
Šema 5. Kompetitivna inhibicija902 

 

i jednačina (89) se pojednostavljuje uzimanjem u obzir Kiu→∞, [I]/Kiu=0.
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Dakle, jednačina brzine reakcije za kompetitivnu inhibiciju sadrži samo jednu konstantu 

inhibicije, Kic: 

𝒗 =
𝑽[𝑨]

𝑲𝒎(𝟏+
[𝑰]

𝑲𝒊𝒄
)+[𝑨]

      (95) 

Linearizacija jednačine (95) prema Linviver-Burku daje 

𝟏

𝒗
=
𝟏

𝑽
+
𝑲𝒎(𝟏+

[𝑰]

𝑲𝒊𝒄
)

𝑽[𝑨]
      (96) 

prema Hanesu 

[𝑨]

𝒗
=
[𝑨]

𝑽
+
𝑲𝒎(𝟏+

[𝑰]

𝑲𝒊𝒄
)

𝑽
     (97) 

prema Edi–Hofstiju 

𝒗 = 𝑽 −𝑲𝒎 (𝟏 +
[𝑰]

𝑲𝒊𝒄
) ∙

𝒗

[𝑨]
    (98) 

prema Diksonu 
𝟏

𝒗
=
𝟏

𝑽
∙ (𝟏 +

𝑲𝒎

[𝑨]
) +

[𝑰]𝑲𝒎

𝑽𝑲𝒊𝒄[𝑨]
    (99) 

Kao posledica mehanizma kompeticije, veliki višak supstrata pomera inhibitor sa 

mesta vezivanja, pa se, prema tome, maksimalna brzina V definisana za [A]→∞ neće pro-

meniti. Nasuprot tome, velike količine inhibitora istiskuju supstrat. Ova karakteristika, pri-

metna na duplo-recipročnom dijagramu zajedničkim presekom ordinate svih pravih linija 

na 1/V (slika 45b), ukazuje na ovu vrstu inhibicije. Shodno tome, hiperbole u direktnom 

dijagramu teže ka istom nivou zasićenja (slika 45a). Inhibicija utiče samo na prividnu Miha-

elisovu konstantu, i shodno tome, oni parametri koji sadrže Km se menjaju u linearizovanim 

dijagramima (slika 45b–d), npr. nagibi i preseci apscise na Linviver-Burk dijagramu. Kon-

stanta vezivanja za kompetitivni inhibitor, konstanta kompetitivne inhibicije Kic, može se dobiti 

iz preseka apscise sekundarnog grafikona nagiba u odnosu na koncentraciju inhibitora 

(slika 43a).902 

Integrisana Mihaelis-Menten jednačina za kompetitivnu inhibiciju može se izvesti iz 

jednačine (86) za nekompetitivnu inhibiciju bez obzira na termine koji sadrže Kiu: 

𝑲𝒎 (𝟏 +
[𝑰]

𝑲𝒊𝒄
) ∙ 𝒍𝒏

[𝑨]𝟎

[𝑨]
+ [𝑨]𝟎 − [𝑨] = 𝑽𝒕   (100) 

Prave linije sa zajedničkim presekom na V dobijaju se na linearnom dijagramu koji 

poštuje jednačinu (100): 

[𝑨]𝟎−[𝑨]

𝒕
= 𝑽 −𝑲𝒎 (𝟏 +

[𝑰]

𝑲𝒊𝒖
) ∙

𝒍𝒏
[𝑨]𝟎
[𝑨]

𝒕
    (101) 

Sekundarni dijagram nagiba ili recipročnih preseka apscise u odnosu na koncentracije inhi-

bitora daje −Kic iz preseka apscise (slika 45e).902 

Mehanizam kompetitivne inhibicije pretpostavlja alternativno vezivanje supstrata i 

inhibitora, oba se ne mogu vezati istovremeno, već se takmiče za isto mesto, obično katali-

tički centar. Proučavanje kompetitivne inhibicije sa različitim analozima supstrata daje 

vredne informacije o specifičnosti enzima. Kompetitivni inhibitori (antagonisti) služe kao 

ciljani blokatori enzimskih reakcija u terapiji. U regulaciji metabolizma, kompetitivna inhi-

bicija se javlja uglavnom kao inhibicija proizvoda. Ovo sprečava nakupljanje većih količina 
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proizvoda, čak i u prisustvu viška supstrata. Iako se obično pretpostavlja da kompetitivna 

inhibicija zahteva strukturnu analogiju između supstrata i inhibitora, ovaj tip inhibicije se 

ponekad nalazi u očigledno nepovezanim jedinjenjima.949 

 

 

Slika 45. Dixon-ova metoda za određivanje konstanti inhibicije i Michaelis-ovih konstanti 
(a); Sekundarni grafik prividnih K′ vrednosti u odnosu na koncentracije supstrata (b) 902 

Interakcija inhibitora sa regulatornim mestom povezanim sa striktnom prevencijom 

vezivanja supstrata, izazvanom konformacionom promenom, takođe se može opisati ovim 

mehanizmom, ali je to prilično retko. Konačno, delimično kompetitivna inhibicija pokazuje isti 

obrazac inhibicije u linearizovanim dijagramima kao prava kompetitivna inhibicija, iako je 

zasnovana na potpuno drugačijem mehanizmu.902 

 

I.4.5.2.4 Akompetitivna inhibicija 

 

U ovom retkom tipu inhibicije, inhibitor se vezuje isključivo za kompleks enzim-sup-

strat. Već vezani supstrat je potreban da bi se završilo mesto vezivanja za inhibitor: 

 

 

Šema 6. Akompetitivna inhibicija enzima
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Slika 46. Akompatitivna inhibicija predstavljena na različitim graficima. (a) Direktan 
dijagram, (b) Linviver-Burk dijagram, (c) Edi–Hofsti dijagram, (d) Hanesov dijagram, (e) 

direktan linearni dijagram (f) Diksonov inhibicioni dijagram; Određivanja kinetičkih 
konstanti su naznačena902 

U jednačini (89) za nekonkurentnu inhibiciju Kic→∞, [I]/Kic=0, Kiu ostaje kao pojedinačna 

konstanta inhibicije: 

𝒗 =
𝑽[𝑨]

𝑲𝒎+(𝟏+
[𝑰]

𝑲𝒊𝒖
)[𝑨]

     (102) 

Jednačina prema Linviver-Burku je 

𝟏

𝒗
=

𝑲𝒎

𝑽[𝑨]
+
𝟏+

[𝑰]

𝑲𝒊𝒖

𝑽
     (103) 
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prema Hanesu 

[𝑨]

𝒗
=
𝑲𝒎

𝑽
+
[𝑨](𝟏+

[𝑰]

𝑲𝒊𝒖
)

𝑽
     (104) 

prema Edi–Hofstiju 

𝒗 =
𝑽

𝟏+
[𝑰]

𝑲𝒊𝒖

−
𝑲𝒎

𝟏+
[𝑰]

𝑲𝒊𝒖

∙
𝒗

[𝑨]
      (105) 

prema Diksonu 
𝟏

𝒗
=
𝟏

𝑽
∙ (𝟏 +

𝑲𝒎

[𝑨]
) +

[𝑰]

𝑽𝑲𝒊𝒖
     (106) 

U donjem opsegu supstrata, primećuje se hiperboličan rast na sličan način kako u 

odsustvu tako i u prisustvu inhibitora, a pri višim koncentracijama, krive se kreću ka razli-

čitim vrednostima zasićenja (slika 46a). 

Dvostruko recipročni i Diksonov dijagram daju paralele (slika 46b,f), Edi–Hofsti di-

jagram ima zajednički odsečak apscise (slika 46c), a zajednički presek ordinate se pojavljuje 

na Hanesovom dijagramu (slika 46d). Konstanta akompetitivne inhibicije Kiu se dobija iz 

sekundarnog dijagrama ordinatnih preseka (slika 42b) . U direktnom linearnom dijagramu, 

preseci teže pravo nadole (slika 46e). 

Integrisana Mihaelis–Menten jednačina za ovaj tip inhibicije je 
𝑲𝒎

𝟏+
[𝑰]

𝑲𝒊𝒖

∙ 𝒍𝒏
[𝑨]𝟎

[𝑨]
+ [𝑨]𝟎 − [𝑨] =

𝑽𝒕

𝟏+
[𝑰]

𝑲𝒊𝒖

    (107) 

i linearizovano 

[𝑨]𝟎−[𝑨]

𝒕
=

𝑽

𝟏+
[𝑰]

𝑲𝒊𝒖

−
𝑲𝒎𝒍𝒏

[𝑨]𝟎
[𝑨]

(𝟏+
[𝑰]

𝑲𝒊𝒖
)𝒕

     (108) 

Dobija se zajednički presek apscise. Sekundarni grafik recipročnih ordinatnih odse-

čaka u odnosu na koncentracije inhibitora daje −Kiu kao presek apscise (slika 44d).902 

 

I.4.5.3 Parcijalne inhibicije 

 

I.4.5.3.1 Parcijalno nekompetitivna inhibicija 

 

Parcijalne inhibicije karakteriše još uvek aktivan EAI kompleks. Njegova aktivnost 

može biti ili nepromenjena u odnosu na EA kompleks, ili može biti promenjena na negati-

van ili pozitivan način. Dakle, za razliku od potpunih inhibicija, može doći i do aktivacije. 

Reakciona šema (šema 4) i jednačina brzine za ovu vrstu inhibicije su već predstavljene. 

Linviver-Burk jednačina: 

𝟏

𝒗
=

𝑲𝒎(𝟏+
[𝑰]

𝑲𝒊𝒄
)

(𝑽𝟏+
𝑽𝟐[𝑰]

𝑲𝒊𝒖
)[𝑨]
+

𝟏+
[𝑰]

𝑲𝒊𝒖

𝑽𝟏+
𝑽𝟐[𝑰]

𝑲𝒊𝒖

     (109) 

Hanesova jednačina: 
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[𝑨]

𝒗
=
𝑲𝒎(𝟏+

[𝑰]

𝑲𝒊𝒄
)

𝑽𝟏+
𝑽𝟐[𝑰]

𝑲𝒊𝒖

+
[𝑨](𝟏+

[𝑰]

𝑲𝒊𝒖
)

𝑽𝟏+
𝑽𝟐[𝑰]

𝑲𝒊𝒖

     (110) 

Edi–Hofsti jednačina: 

𝒗 =
𝑽𝟏+

𝑽𝟐[𝑰]

𝑲𝒊𝒖

𝟏+
[𝑰]

𝑲𝒊𝒖

−
𝑲𝒎(𝟏+

[𝑰]

𝑲𝒊𝒄
)

𝟏+
[𝑰]

𝑲𝒊𝒖

∙
𝒗

[𝑨]
     (111) 

Linearne zavisnosti se takođe primećuju u sva tri dijagrama za delimične inhibicije, 

a relativni položaji pravih linija su često slični odgovarajućim tipovima potpune inhibicije. 

Međutim, postoji veći izbor obrazaca krive, pošto se pored konstanti inhibicije može pro-

meniti i konstanta brzine obrtanja k6 za EAI kompleks. Ovo komplikuje identifikaciju i ana-

lizu ovog tipa inhibicije. Slika 47 prikazuje neke od takvih kombinacija u Linviver-Burkovim 

dijagramima (a–d) i Diksonovim dijagramima (e,f). 

 

 

Slika 47. Parcijalno nekompetitivna inhibicija u dvostruko recipročnim (a-d) i Diksonovim 
(e,f) dijagramima pri različitim kombinacijama inhibicionih konstanti i maksimalne brzine 

reakcije V1 i V2. Umeci pokazuju sekundarne dijagrame nagiba i odsečka ordinate 
postavljene u odnosu na koncentraciju inhibitora902
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Moguća lokacija zajedničkog preseka u prvom kvadrantu dvostruke recipročne gra-

fike je izuzetna (slika 47b). Karakteristično za parcijalne inhibicije i kriterijum za razlikova-

nje od potpunih inhibicija je činjenica da sve dijagrame sa inhibitorom kao promenljivom, 

odnosno sekundarni i Diksonovi dijagrami ne daju prave linije (slika 47e, f i umeci u (a)–

(d)). Dalja posebnost mehanizama parcijalne inhibicije je da oni mogu opisati aktivacije na 

dva različita načina. Ako je k6>k2, EAI kompleks postaje aktivniji od EA kompleksa. Aktiva-

cija će se takođe posmatrati ako Kic>Kiu≈KA>KAi. Pod ovim uslovom, ravnoteža se pomera 

sa neaktivnih oblika E i EI na aktivne komplekse EA i EAI.902 

 

I.4.5.3.2 Parcijalno akompetitivna inhibicija 

 

Ovaj tip inhibicije je poseban oblik nekonkurentne inhibicije kada je tercijalnih EAI 

kompleks još uvek aktivan: 

 

 

Šema 7. Šema parcijalno akompetitivna inhibicija enzima902 

Jednačina brzine reakcije za ovaj tip inhibicije je: 

𝒗 =
(𝑽𝟏+

𝑽𝟐[𝑰]

𝑲𝒊𝒖
)[𝑨]

𝑲𝒎+(
𝟏+[𝑰]

𝑲𝒊𝒖
)[𝑨]

      (112) 

po Linviver-Burku: 

𝟏

𝒗
=

𝑲𝒎

(𝑽𝟏+
𝑽𝟐[𝑰]

𝑲𝒊𝒖
)[𝑨]
+

𝟏+[𝑰]

𝑲𝒊𝒖

𝑽𝟏+
𝑽𝟐[𝑰]

𝑲𝒊𝒖

    (113) 

po Hanesu: 

[𝑨]

𝒗
=

𝑲𝒎

𝑽𝟏+
𝑽𝟐[𝑰]

𝑲𝒊𝒖

+
[𝑨](𝟏+

[𝑰]

𝑲𝒊𝒖
)

𝑽𝟏+
𝑽𝟐[𝑰]

𝑲𝒊𝒖

    (136) 

po Edi–Hofstiju: 

𝒗 =
𝑽𝟏+

𝑽𝟐[𝑰]

𝑲𝒊𝒖

𝟏+
[𝑰]

𝑲𝒊𝒖

−
𝑲𝒎

𝟏+
[𝑰]

𝑲𝒊𝒖

∙
𝒗

[𝑨]
     (137) 

Grafici mogu biti slična onoj kod potpune nekompetitivne inhibicije, ali, u zavisnosti od 

odgovarajućih konstanti, može doći do odstupanja i linije u Linviver-Burkovom dijagramu 
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više ne moraju biti paralelne (slika 48a,b). Aktivacija je takođe moguća sa ovim mehani-

zmom inhibicije. Diksonov i sekundarni dijagrami su nelinearni (slika 48a–d).902 

 

I.4.5.4 Inhibicija nekompetitivnim i akompetitivnim proizvodom 

 

Inhibicija enzima od strane proizvoda je konkurentna za enzimske reakcije sa samo 

jednim supstratom i uglavnom takođe za reakcije sa više supstrata u odnosu na supstrat iz 

kojeg je proizvod direktno izveden. Međutim, mogu se pojaviti i druge vrste inhibicije pro-

izvoda. Posebno u pogledu kosupstrata, primećuje se nekompetitivna ili akompetitivna 

inhibicija proizvodom. 

 

 

Slika 48. Parcijalno akompetitivna inhibicija u dvostruko recipročnim (a, b) i Diksonovim 
(c, d) dijagramima pri različitim kombinacijama maksimalne brzine reakcije V1 i V2. Umeci 

pokazuju sekundarne dijagrame nagiba i odsečka ordinate postavljene u odnosu na 
koncentraciju inhibitora902 

Jednačine brzine reakcije za odgovarajući mehanizam inhibicije mogu se pretvoriti u 

jednačine za inhibiciju proizvoda zamenom pojma [I] sa [P] (ovde nije prikazano). Obratna 

reakcija , koji se može pojaviti u prisustvu proizvoda, biće zanemaren zbog jednostavnosti. 

Odgovarajući obrasci pravih linija prate odgovarajući tip inhibicije. Konstante inhibicije 
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imaju značenje konstanti vezivanja proizvoda. Integracija jednačine (86) za slučaj inhibicije 

nekompetitivnog proizvoda rezultira sledećim pojmom, postavljanjem [P]=[A]0−[A]: 

𝑲𝒎 (𝟏 +
[𝑰]

𝑲𝒊𝒄
) ∙ 𝒍𝒏

[𝑨]𝟎

[𝑨]
+ (𝟏 −

𝑲𝒎
𝑲𝒊𝒄
) [𝑷] +

[𝑷]𝟐

𝟐𝑲𝒊𝒖
= 𝑽𝒕   (116) 

Zbog kvadratnog člana, ovaj odnos se ne može pretvoriti u linearnu jednačinu prema 

metodama linearizacije integrisane Mihaelis–Menten jednačine, kao što je pokazano crta-

njem ([A]0−[A])/t u odnosu na ln([A]0/[A])/t: 

[𝑨]𝟎−[𝑨]

𝒕
=

𝑽

𝟏+
[𝑨]𝟎−[𝑨]

𝟐𝑲𝒊𝒖
−
𝑲𝒎
𝑲𝒊𝒄

−
𝑲𝒎(𝟏+

[𝑨]𝟎
𝑲𝒊𝒄
)

𝟏+
[𝑨]𝟎−[𝑨]

𝟐𝑲𝒊𝒖
−
𝑲𝒎
𝑲𝒊𝒄

∙
𝒍𝒏
[𝑨]𝟎
[𝑨]

𝒕
  (117) 

Dodavanjem konstantne količine proizvoda [P] od početka reakcije, jednačina (117) 

postaje:902 

[𝑨]𝟎−[𝑨]

𝒕
=

𝑽

𝟏+
[𝑷]𝟎
𝑲𝒊𝒖

+
[𝑨]𝟎−[𝑨]

𝟐𝑲𝒊𝒖
−
𝑲𝒎
𝑲𝒊𝒄

−
𝑲𝒎(𝟏+

[𝑨]𝟎
𝑲𝒊𝒄
)

𝟏+
[𝑷]𝟎
𝑲𝒊𝒖

+
[𝑨]𝟎−[𝑨]

𝟐𝑲𝒊𝒖
−
𝑲𝒎
𝑲𝒊𝒄

∙
𝒍𝒏
[𝑨]𝟎
[𝑨]

𝒕
  (118) 

Kako nekompetitivna inhibicija uključuje i kompetitivnu i akompetitivnu inhibiciju, 

njihove jednačine se mogu dobiti redukcijom jednačina (116)–(118), postavljanjem Kiu=∞ za 

kompetitivnu i Kic=∞ za akompetitivnu inhibiciju. Evaluacija krive brzine reakcije za iden-

tifikaciju tipa inhibicije može se izvršiti pomoću Fosterove i Niemanove metode.932 

 

I.4.5.5 Inhibicija supstratom 

 

Ovaj tip inhibicije, koji se takođe naziva inhibicija supstratom u višku, često se pri-

mećuje. Efekat inhibicije postaje vidljiv pri visokim koncentracijama supstrata, gde se brzina 

reakcije smanjuje umesto da teži maksimalnoj brzini. Drugi molekul supstrata se vezuje za 

aktivni EA kompleks i inhibira reakciju. Ovo drugo mesto vezivanja može biti mesto vezi-

vanja proizvoda enzima. Vezani dodatni molekul supstrata sprečava stvaranje proizvoda 

od strane prvog molekula supstrata. Mora se pretpostaviti da će prvi vezujući molekul sup-

strata zauzeti pravo mesto vezivanja supstrata (u suprotnom enzim neće biti funkcionalan).  

 

 
Šema 8. Šema inhibicije enzima supstratom u višku902 

 

Molekul inhibitornog supstrata može da se veže samo za EA kompleks i deluje kao 

nekompetitivni inhibitor. 
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Jednačine (98)–(102) za nekompetitivnu inhibiciju primenjuju se zamenom [I] sa [A]: 

𝒗 =
𝑽[𝑨]

𝑲𝒎+(𝟏+
[𝑨]

𝑲𝒊𝒖
)[𝑨]

      (119) 

Linviver-Burk jednačina: 

𝟏

𝒗
=

𝑲𝒎

𝑽[𝑨]
+
𝟏+

[𝑨]

𝑲𝒊𝒖

𝑽
      (120) 

Hanesova jednačina: 

[𝑨]

𝒗
=
𝑲𝒎

𝑽
+
[𝑨](𝟏+

[𝑨]

𝑲𝒊𝒖
)

𝑽
     (121) 

Edi–Hofsti jednačina: 

𝒗 =
𝑽

𝟏+
[𝑨]

𝑲𝒊𝒖

−
𝑲𝒎

𝟏+
[𝑨]

𝑲𝒊𝒖

∙
𝒗

[𝑨]
     (122) 

Diksonova jednačina: 

𝟏

𝒗
=
𝟏

𝑽
∙ (𝟏 +

𝑲𝒎

[𝑨]
) +

[𝑨]

𝑽𝑲𝒊𝒖
    (123) 

Pošto isto jedinjenje deluje istovremeno i kao supstrat i kao inhibitor, dva suprotna 

efekta se ne mogu posmatrati odvojeno. Linearizovani dijagrami ne daju prave linije, a oblik 

rezultujućih krivih identifikuje inhibiciju supstrata. U dvostrukom recipročnom dijagramu, 

kriva se savija prema gore prema ordinati (slika 49a).  

 

 
Slika 49. Inhibicija supstratom: (a) dvostruko recipročni dijagram i (b) Diksonov di-

jagram902 

 

Ovo otežava određivanje konstanti, jer se Mihaelisova konstanta ne može odrediti u 

odsustvu inhibitora. Približno, može se pretpostaviti da je inhibitorni efekat zanemarljiv pri 

niskim koncentracijama supstrata i da se od asimptote do krive u ovom regionu može pro-

ceniti Km i V (slika 49a).902,934,948,951 

Diksonovi dijagrami (slika 49b), na kojem je supstrat (koji se sada smatra inhibito-

rom) direktno nacrtan u odnosu na recipročnu brzinu, pokazuje slično odstupanje kao kod 
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dvostruke recipročnih grafika i, ovde, konstanta inhibicije za supstrat može biti ekstrapoli-

rana na isti način od odsečka apscise sa asimptotom na oblast visokog supstrata, gde preo-

vlađuje inhibitorni efekat. 

Krive brzine reakcije se takođe ne mogu linearizovati integracijom jednačine (119): 

[𝑨]𝟎−[𝑨]

𝒕
= 𝑽 −

[𝑨]𝟎
𝟐
−[𝑨]𝟐

𝟐𝑲𝒊𝒖𝒕
−𝑲𝒎

𝒍𝒏
[𝑨]𝟎
[𝑨]

𝒕
    (124) 

 

I.4.6 Enzimske reakcije sa dva kompetitivna supstrata 

 

Enzimi poseduju visoku supstratnu specifičnost i često prihvataju samo svoj pravi 

supstrat, ali neki enzimi pokazuju široku specifičnost supstrata. Oni mogu da reaguju sa 

blisko povezanim ili homolognim jedinjenjima, kao što je alkohol dehidrogenaza, koja oksi-

diše alkohole različite dužine lanca. Ako su dva homologa supstrata, A1 i A2, istovremeno 

prisutna, samo jedan po jedan može biti prihvaćen i pretvoren u proizvod (šema 

7).902,934,948,951 

Jedan od supstrata, obično fiziološki, biće efikasniji, dok lošiji supstrat ima uspora-

vajući uticaj, usporavajući ukupnu stopu obrtanja. vezivanje i kataliza. Jedan supstrat može 

biti superiorniji od drugog u oba aspekta, ali se takođe mogu razlikovati i oba efekta mogu 

da se suprotstave jedan drugom; jedan supstrat može da se vezuje sa većim afinitetom, ali 

razvija sporiju konverziju od drugog, i obrnuto. 

 

 

Šema 9. Šema enzimske reakcije sa dva kompetitivna supstrata902 

Izvođenje jednačine brzine za istovremeno prisustvo dva aktivna supstrata prati 

aproksimaciju stacionarnog stanja: 

𝒅[𝑬𝑨𝟏]

𝒅𝒕
= 𝒌𝟏[𝑬][𝑨𝟏] − (𝒌−𝟏 + 𝒌𝟐)[𝑬𝑨𝟏] = 𝟎   (125) 

𝒅[𝑬𝑨𝟐]

𝒅𝒕
= 𝒌𝟑[𝑬][𝑨𝟐] − (𝒌−𝟑 + 𝒌𝟒)[𝑬𝑨𝟐] = 𝟎   (126) 

𝒗 = 𝒌𝟐[𝑬𝑨𝟏] + 𝒌𝟒[𝑬𝑨𝟐]    (127) 

[𝑬]𝟎 = [𝑬] + [𝑬𝑨𝟏] + [𝑬𝑨𝟐]    (128) 

Zamena [E] iz jednačine (128) u jednačini (125) i jednačina (126) daje 

[𝑬𝑨𝟐] = [𝑬]𝟎 − [𝑬𝑨𝟏] (𝟏 +
𝒌−𝟏+𝒌𝟐

𝒌𝟏[𝑨𝟏]
)    (129) 
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[𝑬𝑨𝟏] = [𝑬]𝟎 − [𝑬𝑨𝟐] (𝟏 +
𝒌−𝟑+𝒌𝟒

𝒌𝟑[𝑨𝟐]
)    (130) 

Jednačina (129) se zamenjuje u jednačinu. (130), uzimajući u obzir Km1=(k−1+k2)/k1 i 

Km2=(k−3+k4)/k3: 

[𝑬𝑨𝟏] =
𝑲𝒎𝟐[𝑬]𝟎[𝑨𝟏]

𝑲𝒎𝟐[𝑨𝟏]+𝑲𝒎𝟏[𝑨𝟐]+𝑲𝒎𝟏𝑲𝒎𝟐
    (131) 

[𝑬𝑨𝟐] =
𝑲𝒎𝟏[𝑬]𝟎[𝑨𝟐]

𝑲𝒎𝟐[𝑨𝟏]+𝑲𝒎𝟏[𝑨𝟐]+𝑲𝒎𝟏𝑲𝒎𝟐
    (132) 

Zamena jednačina (131) i (132) u jednačinu  (127) daje jednačinu brzine za reakciju sa dva 

alternativna supstrata, postavljanjem V1=k2[E]0 i V2=k4[E]0: 

𝒗 =
𝑽𝟏𝑲𝒎𝟐[𝑨𝟏]+𝑽𝟐𝑲𝒎𝟏[𝑨𝟐]

𝑲𝒎𝟐[𝑨𝟏]+𝑲𝒎𝟏[𝑨𝟐]+𝑲𝒎𝟏𝑲𝒎𝟐
     (133) 

Slika 50 prikazuje primer reakcije sa dva kompetitivna supstrata. 

 

Slika 50. Reakcija sa dva različita supstrata na dvostruko recipročnom dijagramu. Maksi-

malna vrednost brzine V1 varirajućeg supstrata A1 je veća od vrednosti V2 za konstantni 

supstrat A2. Jednake Mihaelisove konstante su uzete za  oba supstrata902 

 

Linearna zavisnost u prisustvu samo jednog supstrata A1 menja se sa oba supstrata u 

dvofaznu karakteristiku, pri čemu se jedna faza približava maksimalnoj brzini V1 prvog 

supstrata, a druga maksimalnoj brzini. V2 drugog supstrata A2. Za V1>V2, kao što je prika-

zano na slici 50, krive se savijaju nagore od prave linije za [A2]=0, u obrnutom slučaju, za 

V1<V2, odstupaju i teže ka dole, a zatim smanjuju vrednosti 1/V2. Nelinearna odstupanja 

slična onima prikazanim na slici 50 se takođe primećuju kada su Mihaelisove konstante raz-

ličite za oba supstrate. Supstrat sa nižom Mihaelisovom konstantom određuje tok krive.902 

 

I.4.7 Enzimske reakcije sa više supstrata 

 

Mihaelis–Menten jednačina je prvobitno izvedena za ireverzibilnu enzimsku reakciju 

sa samo jednim supstratom, ali je pokazano da ona ostaje važeća i za reverzibilne reakcije i 
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u prisustvu inhibitora. Međutim, da bi se smatrala osnovnim odnosom kinetike enzima, 

Mihaelis–Menten jednačina mora da se pokaže kao validna i za reakcije sa dva ili više sup-

strata, koji predstavljaju većinu enzimskih reakcija. U jednostavnom pristupu, takve reakcije 

se mogu tretirati pod uslovima u kojima se sve komponente, odnosno kosubstrati, kofaktori 

ili koenzimi, održavaju na konstantnom, zasićenju viška i samo jedan supstrat će varirati 

kao u slučaju reakcije sa jednim supstratom. i formalno se mogu dobiti konstante (Km i V) 

samo za ovaj supstrat. Međutim, takav postupak neće otkriti ništa o posebnom mehanizmu 

i interakcijama između više supstrata. Za ovo se mora izvršiti detaljnija analiza, uzimajući 

u obzir sve komponente uključene u reakciju, i primeniti adekvatne jednačine.902 

Supstrati dobijaju nazive redosledom njihovog vezivanja za enzime kao A, B, C, a 

proizvodi po redosledu njihovog oslobađanja P, Q, R. Različita stanja enzima su označena 

E, F, G. Sa supstratima i proizvodima enzim formira prelazne komplekse, EA, EP itd. Oni se 

mogu raspasti u unimolekularnom koraku oslobađajući supstrat ili proizvod, ili formirati 

centralne komplekse koji izvode katalitičku reakciju. Da bi se razlikovali od prelaznih kom-

pleksa, centralni kompleksi su postavljeni u zagradi, npr. (EAB). Ne mogu da vežu još sup-

strata ili proizvoda, jer su sva mesta već zauzeta. Umesto toga, oni oslobađaju supstrat ili 

proizvod u unimolekularnim koracima. Kako kinetika stacionarnog stanja ne pruža infor-

macije o katalitičkoj konverziji supstrata u proizvod (i obrnuto) na molekulu enzima, defi-

nisan je samo jedan centralni kompleks za oba stanja pre i posle katalize (EAB–EPQ). Broj 

supstrata koji učestvuju u direktnoj reakciji i proizvoda koji učestvuju u obrnutoj reakciji 

biće izražen terminima uni, bi, ter i quad za 1, 2, 3 i 4, respektivno. Ovi termini se dodaju 

imenu odgovarajućih reakcionih mehanizama. Za bi-uni mehanizam, dva supstrata kreiraju 

jedan proizvod. Mehanizmi pri kojima se svi supstrati moraju vezati pre nego što se proiz-

vod oslobodi nazivaju se sekvencijalni mehanizmi. Vezivanje supstrata može biti random ili 

redno. Pri ping-pong mehanizmu, proizvod se oslobađa pre nego što su svi supstrati vezani. 

U ovom mehanizmu, enzim postoji u dva ili više oblika, modifikovanih grupama supstrata. 

U izo-mehanizmima, enzim se izomerizuje u dve ili više stabilne konformacije.950 

Da bi tok reakcija sa više supstrata bio transparentniji, izabran je jednostavan Klilan-

dov (Cleland) šematski oblik. Horizontalna linija, reakciona koordinata, oslikava progres reak-

cije. Ispod ove linije su naznačena različita stanja enzima koja se pojavljuju tokom reakcije. 

Vezivanje supstrata je prikazano vertikalnim strelicama ka reakcionoj koordinati, dok je di-

socijacija proizvoda vertikalnim strelicama od reakcione koordinate. Konstante brzine su 

pripisane na mestima strelica: glavna reakcija levo i povratna reakcija desno. Alternativno, 

navedena je konstanta vezivanja. Prema ovim pravilima, jednačine reakcije za redni bi-bi 

mehanizam su napisane u konvencionalnom stilu: 

𝑬 + 𝑨
𝒌𝟏
⇌
𝒌−𝟏

𝑬𝑨     (134) 

𝑬𝑨 + 𝑩
𝒌𝟐
⇌
𝒌−𝟐

𝑬𝑨𝑩− 𝑬𝑷𝑸
𝒌𝟑
⇌
𝒌−𝟑

𝑬𝑸 + 𝑷    (135) 

𝑬𝑸
𝒌𝟒
⇌
𝒌−𝟒

𝑬 + 𝑸     (136) 
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Šema po Klilandu: 

 

 
Šema 10. Klilandova šema za redni bi-bi mehanizam902 

 

I.4.7.1 Mehanizmi enzimskih reakcija sa više supstrata   

 

I.4.7.1.1 Random bi-bi mehanizam 

 

Tipični primeri ovog multi-supstratnog mehanizma su kinaze ili fosforilaza B. Vezi-

vanje supstrata i proizvoda odvija se u slučajnom nizu, to jest, oni moraju da se vezuju pot-

puno nezavisno jedan od drugog bez ikakve međusobne interakcije. Reakciona shema za 

random bi-bi mehanizam sa dva supstrata i dva proizvoda je: 

 

 
Šema 11. Klilandova šema za random bi-bi mehanizam902 

 

U poređenju sa mehanizmom sa jednim supstratom, za koji je izvedena Mihaelis-

Menten jednačina, mora se uzeti u obzir skup novih konstanti. Pored dve maksimalne 

brzine, V1 za prednju reakciju i V2 za povratnu reakciju, svaki supstrat i svaki proizvod po-

seduju sopstvenu Mihaelisovu konstantu, KmA, KmB, KmC, …, i KmP, KmQ, KmR, respektivno. 

Kao i kod jednostavne Mihaelis-Menten jednačine, Mihaelisove konstante predstavljaju 

interakciju supstrata (ili proizvoda u povratnoj reakciji) sa enzimom da bi se formirao ak-

tivni (centralni) kompleks enzim-supstrat. U slučaju multi-supstratnih reakcija, međutim, 

prvi korak vezivanja supstrata za slobodni enzim stvara samo prolazni kompleks koji ka-

rakteriše čista konstanta disocijacije. Vezivanje supstrata za enzim sa već vezanim kosub-

stratom dovodi do aktivnog enzimskog kompleksa koji karakteriše Mihaelisova konstanta. 
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I konstanta disocijacije i Mihaelisova konstanta za isti supstrat mogu imati različite vredno-

sti. Da bi se razlikovale od Mihaelisovih konstanti, konstante disocijacije supstrata ili proiz-

voda na slobodni enzim su označene kao KiA, KiB, KiC, …, KiP, KiQ, KiR; ,,i’’ označava ,,inhibi-

ciju’’, pošto će odgovarajuće jedinjenje delovati kao inhibitor proizvoda u povratnoj reakciji. 

Ova karakteristika se koristi za identifikaciju mehanizama sa više supstrata, odgovarajuće 

konstante su označene kao konstante inhibicije. Što se tiče reakcije napred i nazad, postoji 10 

kinetičkih konstanti za random bi-bi mehanizam: 2 maksimalne brzine, 4 konstante inhibicije 

i 4 Mihaelisove konstante. Sve ove konstante se ne mogu dobiti jednostavnim kinetičkim 

tretmanom kao što je prethodno opisano, već je potrebna detaljnija analiza. Postupak je sli-

čan onom koji je već opisan za analizu inhibicije enzima (zaista, random mehanizam ima 

dalekosežne sličnosti sa nekompetitivnom inhibicijom). Nekoliko serija testova mora da se 

izvede menjajući jedan supstrat (npr. A), ostavljajući koncentraciju drugog supstrata [B] 

konstantnom unutar serije, ali se menja od jedne do druge serije.902,945 

Zbog svojih alternativnih reakcionih puteva, random mehanizam u svom opštem 

obliku je opisan složenom jednačinom brzine, koja ne daje hiperboličke krive zasićenja sup-

strata (ili prave linije u odgovarajućim dijagramima) sve dok supstrati nisu prisutni u koli-

činama zasićenja. Značajno pojednostavljenje je postignuto pretpostavkom o brzoj ravnoteži 

u poređenju sa relativno sporom konverzijom centralnih tercijalnih kompleksa (EAB) i 

(EPQ) (brz ravnotežni-random mehanizam). Jednačina brzine reakcije za random bi-bi mehani-

zam je tada: 

𝒗 =
𝑽𝟏𝑽𝟐([𝑨][𝑩]−

[𝑷][𝑸]

𝑲𝒆
)

𝑲𝒊𝑨𝑲𝒎𝑩𝑽𝟐+𝑲𝒎𝑩𝑽𝟐[𝑨]+𝑲𝒎𝑨𝑽𝟐[𝑩]+
𝑲𝒎𝑸𝑽𝟏[𝑷]

𝑲𝒆
+
𝑲𝒎𝑷𝑽𝟏[𝑸]

𝑲𝒆
+𝑽𝟐[𝑨][𝑩]+

𝑽𝟏[𝑷][𝑸]

𝑲𝒆

   (137) 

gde je Ke konstanta ravnoteže ukupne reakcije. U zatvorenom reakcionom ciklusu, što se 

tiče random bi-bi mehanizma (po sličnosti sa nekompetitivnom inhibicijom), konstante su 

povezane: KiA/KiB=KmA/KmB i KiP/KiQ=KmP/KmQ; stoga se moraju odrediti samo tri od četiri 

konstante. Jednačina brzine reakcije za random bi-bi mehanizam se može dodatno pojedno-

staviti uzimajući u obzir samo početne brzine u jednom pravcu, npr. reakciju napred, kada 

je [P]=[Q]=0: 

𝒗 =
𝑽𝟏[𝑨][𝑩]

𝑲𝒊𝑨𝑲𝒎𝑩+𝑲𝒎𝑩[𝑨]+𝑲𝒎𝑨[𝑩]+[𝑨][𝑩]
    (138) 

Ako se jedan od dva supstrata održava konstantnim, prethodna jednačina se svodi 

na običnu Mihaelis-Menten jednačinu i varijacijom drugih supstrata dobijaju se hiperboličke 

zavisnosti, postajući linearne primenom dvostruko recipročne jednačine: 

𝟏

𝒗
=
𝑲𝒊𝑨𝑲𝒎𝑩

𝑽𝟏[𝑨][𝑩]
+
𝑲𝒎𝑨

𝑽𝟏[𝑨]
+
𝑲𝒎𝑩

𝑽𝟏[𝑩]
+

𝟏

𝑽𝟏
    (139) 

Prava linija se dobija ako se jedan supstrat, npr. [A], menja održavajući [B] konstan-

tnim. Izborom različitih konstantnih koncentracija [B] u nekoliko serija testova dobija se 

obrazac pravih linija sa zajedničkim presekom levo od ordinate u duplo recipročnom dija-

gramu (slika 51b). Relativna pozicija ovog presretanja daje dalje informacije o mehanizmu 

o kome je već bilo reči za nekompetitivnu inhibiciju. Za strogi random mehanizam, oba sup-

strata, A i B, moraju da se vežu u potpunosti nezavisno jedan od drugog. U ovom slučaju, 

isti supstrat (tj. A) se podjednako dobro vezuje za slobodni enzim E, kao i za kompleks 

enzim-kosupstrat EB, odnosno KiA=KmA i KiB=KmB. Dobija se odsečak na apscisi −1/KmA. 
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Sličan obrazac sa odsečkom apscise na 1/KmB dobija se pri varijaciji B. Ako je reakcija rever-

zibilna, Mihaelisove konstante za proizvode se mogu dobiti na odgovarajući način. Na ovaj 

način su sve kinetičke konstante lako dostupne. Ako već vezani kosubstrat ometa vezivanje 

drugog supstrata, vezivanje za slobodni enzim će se desiti sa većim afinitetom, dakle 

KiA<KmA i KiB<KmB. Zajednički odsečak je sada iznad apscise. Odsečak će biti ispod apscise 

ako vezani kosubstrat promoviše vezivanje drugog supstrata, KiA>KmA, KiB>KmB. Slični obra-

sci linija se dobijaju bez obzira da li se [A] ili [B] menja u prisustvu konstantnih količina 

odgovarajućeg drugog supstrata. Mihaelisove inhibicione konstante mogu se odrediti iz na-

giba i koordinatnih preseka linija, kao što je prikazano na slici 51b. 

 

 

Slika 51. Random bi-bi mehanizam: (a) Edi–Hofsti dijagram, (b) Linviver-Burk dijagram i 
(c) Hanesov grafik. Određivanje kinetičkih konstanti je označeno902 

Alternativno, konstante se mogu dobiti iz sekundarnih dijagrama na sličan način kao 

što je već diskutovano u kinetici inhibicije. Linearnost na ovim dijagramima je dodatni test 

za pretpostavljeni mehanizam (tabela 12). 
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Tabela 12. Odsečci apscise i ordinate sekundarnih dijagrama za bisupstratne reakcije; SlA, SlB su na-
gibi, a OrA, OrB odsečci ordinate902 

Primarni dijagram  Sekundarni dijagram 
Oznaka ose  Oznaka ose Odsečci 

Y X 
 

Y X 
Random/redni 

mehanizam 
Ping-pong 

mehanizam 

     Ordinata Apscisa Ordinata Apscisa 
1/v 

 
 
 

1/v 
 
 
 

[A]/v 
 
 
 

[B]/v 
 
 
 

v/[A] 
 
 
 

v/[B] 
 
 

1/[A] 
 
 
 

1/[B] 
 
 
 

[A] 
 
 
 

[B] 
 
 
 

v 
 
 
 

v 

 SlA 
AbA 
OrA 

 
SlB 

AbB 
OrB 

 
SlA 

1/AbA 
OrA 

 
SlB 

1/AbB 
OrB 

 
SlA 

1/AbA 
OrA 

 
SlB 

1/AbB 
OrB 

1/[B] 
1/[B] 
1/[B] 

 
1/[A] 
1/[A] 
1/[A] 

 
1/[B] 
1/[B] 
1/[B] 

 
1/[A] 
1/[A] 
1/[A] 

 
1/[B] 
1/[B] 
1/[B] 

 
1/[A] 
1/[A] 
1/[A] 

KmA/V 
 

1/V 
 

KmB/V 
 

1/V 
 

1/V 
 

KmA/V 
 

1/V 
 

KmB/V 
 
 

1/V 
KmA/V 

 
 

1/V 
KmB/V 

−KmA/KiAKmB 
 

−1/KmB 
 

−1/KiA 
 

−1/KmA 
 

−1/KmB 
 

−KmA/KiAKmB 
 

−1/KmA 
 

−1/KiA 
 
 

−1/KmB 

−KmA/KiAKmB 
 
 

−1/KmA 
1/KiA 

 
1/KmA 

1/V 
 
 

1/KmB 
1/V 

 
1/V 
KmA 

 
 

1/V 
KmB 

 
 

−1/KmA 
1/V 

 
 

−1/KmB 
1/V 

 

−1/KmB 

−1/KmB 
 
 

−1/KmA 

−1/KmA 
 

−1/KmB 

−1/KmB 
 
 

−1/KmA 

−1/KmA 
 
 

−1/KmB 

−1/KmB 
 
 

−1/KmA 

−1/KmA 

 

Nagib SlA prave linije na primarnom grafiku, prema jednačini (139), je 

𝑺𝒍𝑨 =
𝑲𝒊𝑨𝑲𝒎𝑩

𝑽𝟏[𝑩]
+

𝟏

𝑽𝟏
      (140) 

crtanje nagiba naspram 1/[B] daje pravu liniju sa odsečkom apscise −KmA/KiAKmB (odnosno 

−1/KmB za KmA=KiA). Odsečak ordinate OrA na primarnim graficima je: 

𝑶𝒓𝑨 =
𝑲𝒎𝑩

𝑽𝟏[𝑩]
+

𝟏

𝑽𝟏
      (141) 

ucrtane u odnosu na 1/[B] takođe rezultiraju pravom linijom, koja seče apscisu na −1/KmB. 

Varijacija [B] u primarnom dijagramu dovodi do prave linije na sekundarnom gra-

fiku sa nagiba SlB ucrtanih nasuprot 1/[A] sa odsečkom apscise −1/KiA: 

𝑺𝒍𝑩 =
𝑲𝒊𝑨𝑲𝒎𝑩

𝑽𝟏[𝑨]
+
𝑲𝒎𝑩

𝑽𝟏
     (142) 

Apscisni odsečak −1/KmA dobija se iscrtavanjem odsečka ordinata OrB naspram 1/[A]: 

𝑶𝒓𝑩 =
𝑲𝒎𝑨

𝑽𝟏[𝑨]
+

𝟏

𝑽𝟏
      (143) 

Slična analiza se može izvesti primenom drugih metoda linearizacije. 

Prema Hanesu, [A]/v je ucrtano naspram [A] ili [B]/v protiv [B], respektivno: 
[𝑨]

𝒗
=

𝟏

𝑽𝟏
(𝑲𝒎𝑨 +

𝑲𝒊𝑨𝑲𝒎𝑩

[𝑩]
) +

[𝑨]

𝑽𝟏
(
𝟏+𝑲𝒎𝑩

[𝑩]
)   (144) 
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[𝑩]

𝒗
=
𝑲𝒎𝑩

𝑽𝟏
(𝟏 +

𝑲𝒊𝑨

[𝑨]
) +

[𝑩]

𝑽𝟏
(𝟏 +

𝑲𝒎𝑨

[𝑨]
)    (145) 

Otkriva se zajednički presek levo od ordinate (slika 51c). 

Kinetičke konstante se mogu dobiti ili iz nagiba i koordinatnih odsečaka sa primarnih 

grafika ili iz sekundarnih sa nagiba ili odsečaka ordinata nacrtanih u odnosu na recipročne 

koncentracije kosupstrata (tabela 12). 

Primenom Edi–Hofsti dijagrama v/[A], odnosno v/[B], iscrtava se u odnosu na v: 

𝒗 =
𝑽𝟏

𝟏+
𝑲𝒎𝑩
[𝑩]

−
𝒗

[𝑨]
∙
𝑲𝒎𝑨+

𝑲𝒊𝑨𝑲𝒎𝑩
[𝑩]

𝟏+
𝑲𝒎𝑩
[𝑩]

     (146) 

𝒗 =
𝑽𝟏

𝟏+
𝑲𝒎𝑨
[𝑨]

−
𝒗

[𝑩]
∙
𝑲𝒎𝑩(𝟏+

𝑲𝒊𝑨
[𝑨]
)

𝟏+
𝑲𝒎𝑨
[𝑨]

     (147) 

Zajednički presek se nalazi levo od ordinate za KiA>KmA (slika 51a) i desno od ordi-

nate, ispod apscise, za KiA<KmA. Ako je KiA=KmA, dobijaju se paralelne prave. U sekundarnim 

dijagramima, recipročni odsečci apscisa ili ordinate su iscrtani u odnosu na odgovarajuće 

koncentracije kosupstrata (tabela 12).902,945 

 

I.4.7.1.2 Redni bi-bi mehanizam 

 

Ovaj mehanizam karakteriše stroga sekvenca vezivanja supstrata. Šema redne bi-bi 

reakcije je već predstavljena (šema 12).  

 

 

Šema 12. Šema rednog bi-bi mehanizama902 

Redni bi-bi mehanizam je povezan sa slučajnim mehanizmom, mogu se koristiti iste 

jednačine brzine. Dok se za KiA=KmA ne daje prednost i postoji čist random mehanizam, u 

slučaju KiA<KmA supstrat A se prvenstveno vezuje za slobodni enzim E i za KiA>KmA supstrat 

preferira vezivanje za EB kompleks. U oba slučaja, vezivanje se povinuje jasnom redosledu, 

što se konstante više razlikuju, to je red vezivanja stroži. Stoga se oba slučaja mogu smatrati 

antagonističkim pozicijama istog opšteg mehanizma, čistog random mehanizma bez interak-

cije i uređenog mehanizma za jaku interakciju supstrata. Jednačina izvedena za brzi ravno-

težni random bi-bi mehanizam, može se na sličan način uzeti za redni bi-bi mehanizam. Oba 

mehanizma se razlikuju samo u pogledu razlika između njihove inhibicije i Mihaelisovih 

konstanti, i u linearizovanim dijagramima, po relativnom položaju zajedničkih pravih pre-

seka 902,945 
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Redni mehanizmi se često primećuju u dehidrogenazama. Alkohol dehidrogenaza 

pokazuje izuzetan slučaj Torel-Šans (Theorell-Chance) mehanizma, u kojem se centralni kom-

pleks razlaže tako brzo da je njegova stacionarna koncentracija zanemarljiva i može se za-

nemariti u jednačini brzine. 

Jednačina (136) za prednju reakciju normalno uređenih mehanizama važi i za ovaj 

mehanizam, tako da se grafičkom analizom ne može napraviti razlika. Međutim, u odsustvu 

centralnog kompleksa, obrazac inhibicije proizvoda oba mehanizma se razlikuje (tabela 

13).902,945 

Kompletna jednačina brzine za ovaj mehanizam sadrži dodatne veze, koje su, među-

tim, irelevantne za reakciju napred, tako da jednačina (135) još uvek važi, ali utiče na inhi-

biciju proizvoda (tabela 13).902,945 

Izo-mehanizmi su modifikacije normalnog mehanizma. Izo-redni mehanizam postoji 

kada se enzim izomerizuje u centralnom kompleksu od EAB do FPQ: 

 

 

Šema 13. Šema izo-rednog bi-bi mehanizama902 

Tabela 13. Način inhibicije proizvodom pri bisupstratnom mehanizmu902 

Mehanizam 
Inhibišući 
proizvod 

Promenjiva količina supstrata 

A B 

Nezasićen 
Zasićen 

sa B 
Nezasićen 

Zasićen 
sa A 

Redni bi-bi 
 
 

Theorell-Chance 
 
 

Izo-redni bi-bi  
 
 

Random bi-bi 
Brz ravnotežni 
Ping-pong bi-bi 

 
 

Izo ping-pong bi-bi 
(Izomerizacija enzima) 

P 
Q 
 

P 
Q 
 

P 
Q 
 

P or Q 
 

P 
Q 
 

P 
Q 

NC 
C 
 

NC 
C 
 

NC 
NC 

 
C 
 

NC 
C 
 

NC 
NC 

UC 
C 
 

NI 
C 
 

UC 
NC 

 
NI 

 
NI 
C 
 

NI 
NC 

NC 
NC 

 
C 

NC 
 

NC 
NC 

 
C 
 

C 
NC 

 
C 

NC 

NC 
NI 

 
C 
NI 

 
NC 
UC 

 
NI 

 
C 
NI 

 
C 

NC 

Vrsta inhibicije: C-kompetitivna; NC -nekompetitivna; UC-akompetitivna; NI-bez inhibicije 951 
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I.4.7.1.3 Ping-pong bi-bi mehanizam 

 

Ime ilustruje naizmenično vezivanje supstrata i oslobađanje proizvoda karakteristič-

nih za ovaj mehanizam: 

 

 

Šema 14. Šema ping-pong bi-bi mehanizama902 

Nakon vezivanja prvog supstrata, prvi proizvod se oslobađa, a zatim sledi vezivanje 

drugog supstrata i oslobađanje drugog proizvoda. Stroga karakteristika ovog mehanizma 

je formiranje posrednog oblika enzima u reakciji sa prvim supstratom, obično prenosom 

reaktivne grupe. Drugi supstrat uklanja ovu grupu formirajući drugi proizvod. Reakcije a-

minotransferaze (transaminaze) su tipični primeri ovog mehanizma. Amino kiselina, npr. 

aspartat, prenosi svoju amino grupu na piridoksal fosfatni kofaktor enzima i oslobađa se 

kao α-okso kiselina (oksalacetat). Formira se piridoksamin fosfat kao kovalentni enzimski 

intermedijer. Druga α-okso kiselina (α-oksoglutarat) prihvata amino grupu iz kofaktora i 

pretvara se u amino kiselinu (glutamat). Za sintezu masnih kiselina pronađen je višestrani 

ping-pong mehanizam. Supstrat se prenosi preko sedam katalitičkih centara pomoću rastućeg 

lanca masnih kiselina vezanih za centralni ostatak pantetena.902,945 

Redukovana jednačina za reakciju napred je: 

𝒗 =
𝑽𝟏[𝑨][𝑩]

𝑲𝒎𝑩[𝑨]+𝑲𝒎𝑨[𝑩]+[𝑨][𝑩]
     (148) 

Ping-pong mehanizam daje paralelne linije na dijagramu Linviver-Burka (slika 52b) u 

suprotnosti sa drugim mehanizmima sa više supstrata: 

𝟏

𝒗
=

𝑲𝒎𝑨

𝑽𝟏[𝑨]
+
𝑲𝒎𝑩

𝑽𝟏[𝑩]
+

𝟏

𝑽𝟏
     (149) 

Za sekundarne dijagrame, odsečci ordinate ili apscise su iscrtani u odnosu na recipročne 

koncentracije kosupstrata (tabela 12). 

Na dijagramu Hanesa, prave se seku u KmA/V1 i KmB/V1 (slika 52c): 
[𝑨]

𝒗
=
𝑲𝒎𝑨

𝑽𝟏
+
[𝑨]

𝑽𝟏
(
𝟏+𝑲𝒎𝑩

[𝑩]
)     (150) 

[𝑩]

𝒗
=
𝑲𝒎𝑩

𝑽𝟏
+
[𝑩]

𝑽𝟏
(𝟏 +

𝑲𝒎𝑨

[𝑨]
)    (151) 

Sekundarni grafici se dobijaju iscrtavanjem nagiba ili odsečka apscise, respektivno, u od-

nosu na recipročne koncentracije kosupstrata (tabela 12).902,945 

Edi-Hofsti dijagram takođe daje zajednički presek prave linije na apscisi (slika 52a): 

𝒗 =
𝑽𝟏

𝟏+
𝑲𝒎𝑩
[𝑩]

−
𝒗

[𝑨]
∙
𝑲𝒎𝑨

𝟏+
𝑲𝒎𝑩
[𝑩]

     (152) 
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𝒗 =
𝑽𝟏

𝟏+
𝑲𝒎𝑨
[𝑨]

−
𝒗

[𝑩]
∙
𝑲𝒎𝑩

𝟏+
𝑲𝒎𝑨
[𝑨]

     (153) 

Sekundarni grafici se dobijaju iz nagiba i recipročnih vrednosti odsečaka apscise (tabela 12). 

 

 
Slika 52. Ping-pong bi-bi mehanizam (a) Edi–Hofsti dijagram, (b) Linviver-Burk dijagram i 

(c) Hanesov dijagram. Određivanje kinetičkih konstanti je naznačeno902 

 

Pri izo ping-pong mehanizmu, enzim se izomerizuje u formu F i dalje u formu G: 

 

 

Šema 15. Šema izo ping-pong bi-bi mehanizma902 

Ovaj mehanizam se može identifikovati u načinu inhibicije proizvodom (tabela 13).902,945
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I.4.8 Zavisnost enzima od pH vrednosti i temperature 

 

I.4.8.1 Optimum pH  vrednosti i određivanje pK vrednosti 

 

Enzimi reaguju veoma osetljivo na promene pH vrednosti. Ako se aktivnost enzima 

testira u zavisnosti od pH vrednosti, uglavnom se dobija kriva u obliku zvona (slika 53a). 

Njihov maksimum (optimum pH vrednosti) se često poklapa sa fiziološkom pH vrednošću 

~7,4. Aktivnost se značajno smanjuje i konačno pada na nulu prema ekstremnije kiselim i 

alkalnim opsezima pH vrednosti. Najmanje dva efekta određuju ovo ponašanje: 

I. učešće jonskih grupa u katalitičkom mehanizmu i 

II. uključivanje naelektrisanih grupa za stabilizaciju strukture proteina.902,952,953 

Da bi se odredila zavisnost enzimske reakcije od pH vrednosti, moraju se uzeti u 

obzir neki eksperimentalni aspekti. Zahtevani su uslovi zasićenja u odnosu na sve kompo-

nente kao što su supstrati ili kofaktori. Pošto se zasićenje može postići samo pri beskonač-

nim koncentracijama, merenja se vrše pri visokoj (aline i potpuno zasićenoj) koncentraciji 

supstrata i stoga će biti samo prividna maksimalna brzina Vapp umesto prave V (koji se može 

odrediti samo ekstrapolacijom) se dobija. Da bi se promenila pH vrednost u enzimskom 

ispitivanju, pH vrednost pufera se varira. Međutim, mora se uzeti u obzir da komponente 

u smeši za ispitivanje mogu uticati na pH vrednost. Izrazite reakcije enzima, kao što su li-

paza i holinesteraza, izazivaju promenu pH vrednosti usled oslobađanja kiselih kompo-

nenti. Zbog toga se pH vrednost mora ispitati u smeši za ispitivanje pre i na kraju reakcije. 

Kapacitet puferskih sistema zavisi od različitih faktora kao što su jonska snaga i koncentra-

cija, ali je generalno ograničen. Puferski sistemi su efikasni samo u uskom opsegu, najviše 

jednu pH jedinicu ispod i jednu iznad njegove pKa vrednosti. Zbog toga se zavisnost enzima 

od pH vrednosti ne može odrediti sa jednim jedinim puferskim sistemom. Nekoliko pufer-

skih sistema može se kombinovati da pokrije ceo opseg pH vrednosti, ali ovo je nezadovo-

ljavajuća procedura, jer aktivnost enzima zavisi od vrste pufera i prirode i jačine uključenih 

jona. Ovo se može utvrditi upoređivanjem različitih pufera u regionima koji se preklapaju. 

Upotreba univerzalnih pufera, koji pokrivaju širok opseg pH vrednosti, kao što su Torel-

Štagen (Teorell-Stenhagen) ili Briton-Robinson (Britton-Robinson) pufer, se preporučuje. Dalje 

se mora uzeti u obzir da bitne komponente u ispitivanju, supstrati, koenzimi ili pomoćni 

enzimi u spregnutim testovima poseduju sopstvene zavisnosti pH vrednosti, koje mogu da 

odstupaju od one enzima i mogu da dovedu do pogrešnih tumačenja.902,952,953 

Jonske grupe su često uključene u enzimsku katalizu, npr. kao kiselo-bazni kataliza-

tori, a stanje protonovanja je bitno za reakciju. Istaknuti primer je katalitička trijada serinskih 

proteaza, kao što je himotripsin, gde hidroksi grupa serina, imidazolna grupa histidina i 

karboksil grupa aspartata deluju zajedno, a transfer protona sa serinske hidroksi grupe na 

imidazol azot je suštinski korak za cepanje peptidne veze. Promena pH vrednosti utiče na 

protonovano stanje i na katalitički mehanizam. U jednostavnom diprotičnom sistemu, opti-

malna kriva pH vrednosti se sastoji od dve krive titracije, rastuće i opadajuće, a vrednosti 

pKEA za obe grupe u kompleksu enzimskog supstrata odgovaraju pH vrednostima odgova-

rajućih tačaka pregiba (slika 53a ). Prema Diksonu i Vebu logaritamska skala je primenjena 

za Vapp (slika 53b).953 Normalne krive titracije će rasti, sa nagibom od 1 i −1, respektivno, na 

obe lokacije optimalne krive.902,952,953
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Odgovarajuće tangente se susreću sa horizontalnom linijom kroz maksimum krive 

na pozicijama vrednosti pKEA. Ako je protonovanje na aktivnom mestu enzima promenjeno 

vezivanjem supstrata, vrednosti pKEA se menjaju u pKE vrednosti i prividna konstanta vezi-

vanja supstrata KA postaje zavisna od protonovanja odgovarajućih grupa i prema tome, od 

pH vrednosti (dok su osnovne KA vrednosti pH nezavisne). Vrednosti pKE slobodnog 

enzima su izvedene iz grafika Vapp/KA (ili Vapp/Km) ili logVapp/KA u odnosu na pH vrednosti 

na isti način kao i vrednosti pKEA (slika 53c,d). 

Konstante jonizacije se takođe mogu izvesti iz sekundarnih Linviver-Burk dijagrama. 

Zavisnost brzine v od koncentracije supstrata se meri pri različitim pH vrednostima. Iscrta-

vanje 1/v naspram 1/[A] daje niz pravih linija sa zajedničkim presekom levo od ordinate. 

Sekundarni dijagram nagiba ovih pravih u odnosu na 1/[H+] daje pravu liniju koja seče 

apscisu na −1/KEA. 

 

 
Slika 53. Uticaj pH vrednosti na enzimske reakcije: (a) Direktan dijagram prividne maksi-

malne brzine Vapp u odnosu na pH vrednost. Unutrašnja kriva prikazuje idealnu pH opti-

malnu krivu sa dve titracione esencijalne grupe u katalitičkom centru, a spoljna kriva 

predstavlja krivu stabilnosti pH vrednosti. Načini određivanja pK vrednosti kompleksa 

EA (b) i slobodnog enzima E prema Diksonu i Vebu (1979) su naznačeni u (c,d)902 

 

Međutim, vrednosti pK1 i pK2 moraju se razlikovati za više od 3,5 pH jedinica da bi se 

odredile ovom metodom crtanja. Ako je uključeno više od dve jonske grupe, dobiće se krive 

odstupanja. Ako samo jedna pojedinačna grupa treba da bude protonovana (ili je proces 
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protonovanja relevantan samo za aktivnosti enzima unutar određenog opsega pH vredno-

sti, bilo kiselog ili baznog), pojaviće se pH optimalna kriva sa samo jednim bokom. Sa više 

od dve grupe, krive titracije se preklapaju i mogu postati spljoštene ili će se pojaviti stepe-

nice u bokovima. Vrednosti pKa izvedene iz krive optimalne pH vrednosti mogu dati indi-

kaciju tipa grupa uključenih u katalitički proces, npr. za specijalne aminokiselinske ostatke 

kao što su aspartat (pKa=3,86), histidin (6,09), cistein (8,3), serin (9,15), tirozin (10,11) i arginin 

(12,28). Međutim, integracija ovih grupa u strukturu proteina može modifikovati ove vred-

nosti čak i za nekoliko pH jedinica.902,952,953 

 

I.4.8.2 Stabilnost pH vrednosti 

 

Pored specifičnih efekata grupa direktno uključenih u katalitički mehanizam, enzim 

poseduje veliki broj naelektrisanih grupa unutar i na svojoj površini, koje su važne za funk-

ciju enzima, za ravnotežu između fleksibilnosti značajne za katalitički mehanizam, kao što 

je formiranje prelaznog stanja, i rigidnost za održavanje trodimenzionalne strukture ili za 

izvršavanje kontrolisanih konformacionih promena. Dok je protonovanje esencijalnih osta-

taka u aktivnom centru pretežno reverzibilan proces, promene u naelektrisanju strukturno 

važnih grupa mogu proizvesti nepovratna oštećenja osnovne strukture. Da bi se napravila 

razlika između reverzibilnih i ireverzibilnih pH efekata, krivu pH stabilnosti treba uporediti 

sa optimalnom pH krivom. Da bi se dobila optimalna kriva, odgovarajuća pH vrednost se 

direktno podešava pri ispitivanju, a aktivnost se meri odmah nakon dodavanja enzima. Za 

krivu stabilnosti pH vrednosti, enzim se preinkubira sam (ili u kombinaciji sa različitim 

komponentama) na odgovarajuću pH vrednost tokom definisanog vremenskog intervala 

(npr. 1 h) i nakon toga se testira na optimalnoj pH vrednosti u normalnom enzimskom testu. 

Reverzibilni procesi ne bi trebalo da utiču na aktivnost enzima. Prema tome, kriva stabilno-

sti često pokazuje širok plato u optimalnom opsegu, a smanjenje aktivnosti se dešava više 

pri ekstremnim pH vrednostima u poređenju sa optimalnom krivom (slika 53a). Pošto 

druge komponente u enzimskom testu takođe mogu biti osetljive na ekstremne pH vredno-

sti, kao što je NADH, sa takvim komponentama treba izvršiti test stabilnosti.902,952,953 

Izoelektrična tačka pI je pH vrednost pri kojoj su pozitivna i negativna suvišna nae-

lektrisanja molekula enzima u balansu. U ovoj tački, rastvorljivost enzima i njegova stabil-

nost postaju snažno smanjeni-902,952,953 

 

I.4.8.3 Temperaturna zavisnost 

 

Aktivnost enzima u suštini zavisi od temperature. Slično kao kod uobičajenih hemij-

skih reakcija, brzina reakcija katalizovanih enzima povećava se za faktor 2-3 na svakih 10 
oC prema van't Hofovom (van't Hoff) pravilu. Teoretski, ne postoji gornja granica za ovo 

povećanje, već iznad određene temperature povećanje prestaje, i konačno se brzina reakcije 

približava nuli (slika 54a). 

Ovo smanjenje je zbog ograničene termičke stabilnosti, opšte karakteristike svakog 

proteina. Dakle, temperaturno zavisno ponašanje enzima određuju dva različita i nezavisna 

procesa. Ako se aktivnost enzima testira u zavisnosti od temperature, dobiće se kriva koja 

liči na krivu optimalne pH vrednosti u obliku zvona, ali se ona mora tumačiti na sasvim 
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drugačiji način: početno kontinuirano povećanje usled van't Hofovog pravila postaje 

suprotstavljeno procesom denaturacije. 

Brzina reakcije prelazi maksimum sa najvećom aktivnošću, ali za razliku od zavisno-

sti pH vrednosti, ovo nije optimum aktivnosti enzima, jer maksimum ukazuje na početak 

ireverzibilnog procesa denaturacije. Stoga, termin „temperaturni optimum“ za ovaj maksi-

mum treba izbegavati. Optimalne temperature nisu one sa najvećom aktivnošću, već jasno 

moraju biti ispod opsega inaktivacije. Štaviše, denaturacija proteina nije samo proces koji 

zavisi od temperature, već i od vremena. Inkubacija enzima na visokoj temperaturi duže 

vreme će izazvati veću inaktivaciju, a temperaturni maksimum će se pomeriti ka nižim tem-

peraturama. Za razliku od optimuma pH vrednosti, temperaturni maksimum određenog 

enzima se ne može smatrati konstantnom vrednošću.902,954,955 

 

 

Slika 54. Uticaj temperature na  enzimske reakcije: (a) direktan dijagram prividne 
maksimalne brzine Vapp u odnosu na temperaturu; (b) Arenijusov (Arrhenius) dijagram, 

desna kriva pokazuje običan kurs prema krivoj pod (c), leva kriva dvofazno temperaturno 
ponašanje; tangente su prilagođene linearnim opsezima krivih da bi se odredila energija 

aktivacije; (c) dijagram za određivanje entalpije reakcije ΔH≠ prelaznog stanja902 

Većina enzima ostaje aktivna do fiziološke temperature (37 ºC), ali samo na nekoliko 

stepeni iznad nje, između 40 i 50 °C, postaju nestabilni. Veoma temperaturno osetljivi 

enzimi trpe inaktivaciju čak i na nižim temperaturama, kao što je alkohol dehidrogenaza, 

koja postaje nestabilna već iznad 30 ºC, dok je blisko srodna laktat dehidrogenaza stabilna 

do 50 ºC. Termofilni mikroorganizmi koji žive u vrelim izvorima preživljavaju čak i u klju-

čaloj vodi, i može se pretpostaviti da svi njihovi enzimi mogu da izdrže tako visoke tempe-

rature. Ovo je zaista slučaj za mnoge, ali ne i za sve ove enzime; neki se inaktiviraju znatno 

ispod rastuće temperature organizma. Očigledno, ovi enzimi su stabilizovani različitim će-

lijskim komponentama, posebno visoko koncentrovanim rastvorom proteina. Zanimljiva je 

činjenica da su enzimi iz termofilnih organizama strukturno blisko povezani sa enzimima 

iz mezofilnih organizama. Ne mogu se uočiti suštinske razlike čak ni u sastavu aminokise-

lina, osim izvesnog povećanja hidrofobnih i naelektrisanih ostataka, što uzrokuje veću ri-

gidnost proteina. U stvari, temperaturna osetljivost nije neizbežna karakteristika proteina. 

S obzirom na vruću prvobitnu atmosferu u kojoj su evoluirali prvi organizmi, može se pret-

postaviti da su enzimi mezofilnih organizama uključujući i one sa konstantnom telesnom 
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temperaturom izgubili termičku stabilnost, jer više nema potrebe za tim. S druge strane, 

prvi enzimi u ranom vremenu evolucije, ribozimi, sastojali su se od temperaturno stabilnije 

RNK.902,954,955 

Ponašanje enzima zavisno od temperature može se proučavati pomoću dve različite 

procedure. Enzim se može ili direktno testirati u testu prilagođenom odgovarajućim tem-

peraturama, ili se može prethodno inkubirati na odgovarajućim temperaturama u različitim 

vremenskim intervalima i nakon toga testirati na normalnoj temperaturi testa. Dok prvi 

postupak direktno razmatra temperaturnu zavisnost aktivnosti, drugi postupak posmatra 

vremensku zavisnost, a time i dugoročnu stabilnost enzima. U prvom slučaju, reakcija se 

testira odmah nakon dodavanja enzima. Treba izbegavati duže preinkubacije kako bi se is-

ključio aspekt koji zavisi od vremena, koji treba posebno proučavati. U nižem temperatur-

nom opsegu, enzim treba da ostane stabilan duže vreme (T1, slika 55a). 

 

 
Slika 55. Termostabilnost enzima predstavljenog u direktnom (a) i semilogaritamskom di-

jagramu (b). Enzim je prethodno inkubiran određeno vreme pre određivanja njegove ak-

tivnosti na različitim temperaturama, T1 u rasponu ispod, T2 unutar, a T3 iznad tempera-

turnog maksimuma902 

 

Ova činjenica se koristi kao kontrola za ispitivanje stabilnosti enzima, jer i drugi pro-

cesi, kao što su proteolitički napad ili oksidacija, mogu izazvati gubitak aktivnosti. Mora se 

dalje razmotriti moguća termička nestabilnost drugih jedinjenja, supstrata, koenzima ili po-

moćnih enzima u spregnutim testovima. Nakon preinkubacije na umereno povišenoj tem-

peraturi, enzim trpi spor gubitak aktivnosti (T2, slika 55a), dok na visokoj temperaturi ak-

tivnost opada brže (T3, slika 55a). Vremenski tok za termičku inaktivaciju enzim često prati 

reakciju prvog reda. Denaturacija enzima je složen proces, koji prolazi kroz nekoliko koraka, 

ali je uglavnom jedan korak odgovoran za gubitak katalitičke aktivnosti. Iscrtane na 



167 

 

semilogaritamski način, u ovom slučaju se mogu očekivati prave linije, a konstante brzine 

denaturacije na odgovarajućoj temperaturi mogu se izračunati iz nagiba (slika 55b).902,954,955 

Za crtanje temperaturnih krivih treba uzeti katalitičku konstantu kcat, ali se često ko-

risti brzina reakcije v. On je direktno povezan sa kcat sve dok se koncentracija enzima može 

uzeti kao konstantna. Koncentracije zasićenja treba primeniti za sve komponente, posebno 

u odnosu na supstrate i kofaktore, tako da se v (odnosno Vapp) približi V. Zakrivljenost do-

bijena direktnim crtanjem (slika 54a) može se analizirati dijagramom na osnovu empirijska 

jednačina Arenijusa:902,954,955 

𝒌 = 𝑨 ∙ 𝒆−𝑬𝒂/𝑹𝑻     (154) 

logaritamska konverzija daje linearni odnos: 

𝒍𝒏𝒌 = 𝒍𝒏𝑨 −
𝑬𝒂

𝑹𝑻
 𝒊𝒍𝒊 𝒍𝒐𝒈𝒌 = 𝒍𝒐𝒈𝑨 −

𝑬𝒂

𝟐.𝟑𝑹𝑻
    (155) 

Energija aktivacije Ea prelaznog stanja unutar katalitičkog mehanizma može se dobiti 

iz nagiba Arenijusovog dijagrama. Konstanta A predstavlja verovatnoću reakcije i sadrži 

komponente za učestalost sudara i orijentaciju sudarajućih čestica. R je gasna konstanta, a T 

je apsolutna temperatura (Kelvin, 0 °C=273,15 K). Arenijusova jednačina opisuje i linearizuje 

samo temperaturno zavisno ubrzanje brzine reakcije, ali ne i termičku inaktivaciju proteina, 

koja odstupa od linearnosti (slika 54b, desna kriva). 

Ponekad se nehomogenosti primećuju u nižem temperaturnom opsegu. One mogu 

biti posledica konformacionih promena dotičnog enzima. Posebno, termofilni enzimi, koji 

pokrivaju široko temperaturno područje, često pokazuju nehomogenosti u gornjem linear-

nom opsegu, što se može tumačiti kao adaptacija na viši temperaturni opseg (slika 54b, leva 

kriva). Dalji razlozi za odstupanja od linearnosti mogu biti mešavina izoenzima ili testovi 

spregnutih enzima sa dve ili više vrsta enzima koje se razlikuju po svom temperaturnom 

ponašanju. Enzimi vezani za membranu mogu biti pod uticajem temperaturno zavisnih pre-

laza membrane.902,954,955 

Energija aktivacije Ea je kompleksna konstanta koja se sastoji od različitih koraka ka-

talitičkog mehanizma. Svaki korak ima sopstvenu temperaturnu korelaciju, a korak koji 

određuje brzinu može da se promeni tokom porasta temperature. Vrednosti za Ea se uglav-

nom kreću između 40 i 50 kJ mol−1 i mogu se proceniti iz nagiba dijagrama Arenijusove 

jednačine ili merenjem v na dve različite temperature T1 i T2 prema jednačini, koja se dobija 

iz jednačine (154) finalnom integracijom: 

𝒍𝒐𝒈
𝒌𝟐

𝒌𝟏
=

𝑬𝒂

𝟐.𝟑𝑹𝑻
∙ (
𝑻𝟐−𝑻𝟏

𝑻𝟏𝑻𝟐
)     (156) 

Teorija Ejringa (Eyring) daje opis principa enzimske katalize. Nakon vezivanja za 

enzim, supstrat formira prelazno stanje, koje smanjuje energiju aktivacije neophodnu za 

prevazilaženje energetske barijere za konverziju u proizvod.952 

Samo supstrati koji raspolažu sa dovoljno energije mogu da prevaziđu energetsku 

barijeru prelaznog stanja. Što je barijera niža, veći je udeo molekula supstrata koji se pretva-

raju u proizvod. Slika 56 prikazuje energetski profil reakcije katalizovane enzimom, pretpo-

stavljajući prelazna stanja za vezivanje reaktanata iz oba smera, kao i za efikasan proces 

konverzije. Za nekoliko enzimskih reakcija stvorena su jedinjenja (analozi prelaznog stanja) 

koja oponašaju prelazno stanje. Vežu se za nekoliko redova veličine jače za enzim nego za 

nutrašnji supstrat. Čak i ako su nekovalentno vezani, teško se mogu ukloniti iz enzima.902,954
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Slika 56. Energetski profil reakcije katalizovane enzimom902 

Arenijus (Arrhenius) je razvio svoju jednačinu po analogiji sa van't Hofovom reakcij-

skom izobarom, opisujući zavisnost konstante disocijacije Kd od temperature u reakcionoj 

ravnoteži: 

(
𝒅𝒍𝒏𝑲𝒅

𝒅𝑻
)
𝑷
=
∆𝑯𝟎

𝑹𝑻𝟐
      (157) 

Standardna entalpija reakcije ΔH0 može se uzeti kao nezavisna od temperature unutar uskih 

opsega, tako da integracija 

𝒍𝒏𝑲𝒂 = −
∆𝑯𝟎

𝑹𝑻
+ 𝑪     (158) 

daje linearnu vezu između logaritma konstante disocijacije i 1/T. ΔH0 se može izvesti iz na-

giba. Integraciona konstanta C uključuje entropiju reakcije ΔS0: 

𝒍𝒏𝑲𝒂 = −
∆𝑯𝟎

𝑹𝑻
+
∆𝑺𝟎

𝑹
     (159) 

koji se može dobiti iz preseka ordinate. Jednačina (188) je izvedena iz odnosa za Gibsovu 

slobodnu standardnu energiju ΔG0= ΔH0+TΔS0. Gibsova slobodna energija je povezana sa kon-

stantom disocijacije: ΔG0=RT lnKd. Za slobodnu energiju prelaznog stanja ΔG≠, dobija se 

izraz: 

∆𝑮≠ = −𝑹𝑻 ∙ 𝒍𝒏𝑲≠ = ∆𝑯≠ − ∆𝑺≠    (160) 

Prema kvantnoj mehanici konstanta brzine k≠ za formiranje prelaznog stanja pove-

zana je sa konstantom ravnoteže prelaznog stanja K≠: k≠=K≠(RT/NAh). NA je Avogadrova 

konstanta, a h je Plankova konstanta. Iz jednačine (191) dobija se odnos za prelazno stanje: 

𝒍𝒐𝒈
𝒌

𝑻
= −

∆𝑯≠

𝟐.𝟑𝑹𝑻
+
∆𝑺≠

𝟐.𝟑𝑹
+ 𝒍𝒐𝒈

𝑹

𝑵𝑨𝒉
    (161) 

Linearna funkcija bi trebalo da rezultira iscrtavanjem log k/T u odnosu na 1/T, a ΔH≠ 

se može izvesti iz nagiba (slika 54c). Za razliku od Arenijusovog dijagrama, apsolutne vred-

nosti se moraju uzeti za k≠. Arenijusova energija aktivacije je povezana sa entalpijom prelaz-

nog stanja relacijom: Ea=ΔH≠+RT.902,954,955
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I.4.9 Kinetika imobilisanih enzima 

 

Imobilisani enzimi imaju sve veći značaj u biotehnološkim procesima u enzimskim 

reaktorima, biosenzorima i medicini. U ćeliji, enzimi vezani za membranu mogu se smatrati 

imobilisanim sistemima. Kinetički tretman imobilisanog enzimskog sistema zavisi od nje-

gove specifične strukture i opšta pravila se teško mogu definisati. Imobilizacija enzima se 

često postiže kovalentnim vezivanjem za čvrste površine, za nosač, kao što su dekstran, a-

garoza, sintetički polimeri, staklo ili keramika. Ovi sistemi se mogu tretirati kinetički kao 

rastvorljivi enzim, sve dok efekti nosača na reaktante mogu isključiti, posebno pri slobodnoj 

difuziji supstrata ili proizvoda. Međutim, nosač može da odbaci ili privuče supstrate ili pro-

izvode i tako utiče na njihovu koncentraciju u blizini imobilisanog enzima, bilo negativno 

ili pozitivno. (Često hidrofobna) površina nosača može delovati kao barijera ili granični sloj, 

ometajući prolaz supstrata do katalitičkog centra. Ovo važi i za enzime ugrađene u mem-

brane organela. Drugi princip fiksacije je ugrađivanje enzima u matricu propustljivu za sup-

strat, na primer, agarozu, poliakrilamid ili najlonske čestice. Enzim nije modifikovan kova-

lentnom fiksacijom i zadržava u suštini svoju nativnu strukturu. Pravila za enzime u ras-

tvoru važe sve dok su koncentracije unutar čestice ekvivalentne koncentracijama u okolnom 

rastvoru. Ovo zahteva slobodnu difuziju svih komponenti, kao što su supstrati, proizvodi 

ili joni (pH promene!). Do odstupanja u ponašanju imobilisanog enzima dolazi ako ima uti-

caja na difuzija. Ako je enzimska konverzija supstrata brža od njegove difuzije kroz matricu, 

dolazi do iscrpljivanja supstrata u oblasti oko enzima, u kojoj meri zavisi od koncentracije 

supstrata u cirkufluentnoj sredini. U slučaju niskih koncentracija supstrata, kada enzim re-

aguje maksimalnom efikasnošću, iscrpljivanje supstrata je izraženije, dok je u blizini zasiće-

nja supstrata manje. Nasuprot tome, ograničena difuzija izaziva akumulaciju proizvoda i 

sprečava ga da se odvoji od enzima; tako se povećava inhibicija proizvoda.902,944,956 

Kinetički modeli razvijeni iz takvih razmatranja odnose se samo na interakcije 

između enzima i njegovog neposrednog okruženja u nosaču, posebno supstrata. Posebni 

efekti na pojedinačne enzime se ne mogu uzeti u obzir. Imobilizacija enzima kovalentnom 

modifikacijom funkcionalnih grupa koje direktno ili indirektno učestvuju u katalitičkom 

mehanizmu može uticati na mehanizam reakcije. Prelasci konformacije u aktivno stanje ili 

regulatorni uticaji mogu biti sprečeni ili potpuno potisnuti fiksacijom za nosač. Uska fiksa-

cija za matricu može izazvati zaklon aktivnog centra.902,944,956 

Zbog ometanja difuzije supstrata, eksperimentalno određene brzine reakcije v′ imo-

bilisanih enzima mogu se značajno razlikovati od onih sa nativnim enzimom u rastvoru vkin: 

𝒗′ = 𝜼𝒆𝒗𝒌𝒊𝒏 = 𝜼𝒆
𝑽[𝑨]

𝑲𝒎+[𝑨]
    (162) 

Faktor efikasnosti 𝜂e je funkcija koncentracije supstrata; za 𝜂e=1, reakcija je kinetički kontro-

lisana.  

Reakcija imobilisanog enzima je jednaka reakciji slobodnog enzima i ponaša se prema 

Mihaelis–Menten jednačini. Što je niži 𝜂e (𝜂e<1), reakcija postaje više kontrolisana difuzijom. 

Mihaelis–Menten jednačina više ne važi, i ne dobijaju se prave linije uobičajenim metodama 

linearizacije. Jednačina (162) i sledeća razmatranja zasnivaju se na reakciji sa jednim sup-

stratom. Sve dok su svi drugi supstrati i kofaktori prisutni u zasićenim količinama, ovaj 
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tretman se takođe može primeniti za reakcije sa više supstrata. Postoje dve vrste ograničene 

difuzije (šema 16). Ograničenje spoljašnje difuzije je uzrokovano graničnim slojem između 

matrice u koji je enzim ugrađen i cirkufluentnog rastvora. Supstrat mora da prevaziđe ovu 

barijeru. Pri ograničenju unutrašnje difuzije, matrica utiče na difuziju supstrata.902,944,956 

 

 
Šema 16. Šematski prikaz (a) spoljašnjeg i (b) unutrašnjeg difuzionog ograničenja902 

 

I.4.9.1 Ograničenje spoljašnje difuzije 

 

Supstrat mora da prođe kroz granični sloj da bi stigao do katalitičkog centra enzima 

fiksiranog za čvrsto-tečnu-nepropusnu površinu. Procesi transporta i katalize se odvijaju 

sukcesivno. Protok supstrata JA iz cirkufluentnog rastvora sa koncentracijom supstrata [A]0 

do katalitičkog centra na površini sa koncentracijom supstrata [A] je: 

𝑱𝒂 = 𝒉𝑨([𝑨]𝟎 − [𝑨]) =
𝑫𝑨([𝑨]𝟎−[𝑨])

𝜹
    (163) 

hA=DA/𝛿 je koeficijent transporta, a DA koeficijent difuzije supstrata, 𝛿 je efektivna debljina 

graničnog sloja. DA i hA se mogu odrediti metodama kao što je tehnika radioaktivnog praće-

nja ili difuzionih ćelija ili se mogu uzeti iz literature. Protok supstrata ka katalitičkom centru 

i enzimska transformacija supstrata, obično prateći Mihaelis-Menten odnos, se javljaju suk-

cesivno. U uslovima stacionarnog stanja, oba procesa se odvijaju jednakom brzinom: 

𝒉𝑨([𝑨]𝟎 − [𝑨]) =
𝑽[𝑨]

𝑲𝒎+[𝑨]
    (164) 

Za koncentraciju supstrata, postavljen je bezdimenzionalni termin 𝛼=[A]/Km: 

𝜶𝟎 − 𝜶 =
𝑽𝜶

𝒉𝑨𝑲𝒎(𝟏+𝜶)
= 𝜼 ∙

𝜶

𝟏+𝜶
     (165) 

𝜂=V/hAKm je bezdimenzionalni modul supstrata, koji ukazuje na odnos između brzina re-

akcije i transporta sistema. U graničnom slučaju Km≫[A], to jest, pri veoma niskim koncen-

tracijama supstrata, jednačina (165) postaje:
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𝒉𝑨([𝑨]𝟎 − [𝑨]) =
𝑽[𝑨]

𝑲𝒎
     (166) 

Ukupna reakcija prati kinetiku prvog reda. Efektivna koncentracija supstrata u obla-

sti oko katalitičkog centra je: 

[𝑨] =
𝒉𝑨[𝑨]𝟎

𝒉𝑨+
𝑽

𝑲𝒎

      (167) 

Eksperimentalno utvrđena brzina reakcije  v′ je: 

𝒗′ =
𝑽[𝑨]

𝑲𝒎
=

𝑽

𝑲𝒎
𝒉𝑨[𝑨]𝟎

𝒉𝑨+
𝑽

𝑲𝒎

=
[𝑨]𝟎
𝟏

𝒉𝑨
+
𝑲𝒎
𝑽

    (168) 

Za hA≫V/Km, transport je brži od kinetički kontrolisane enzimske reakcije: 

𝒗′ = 𝒗𝒌𝒊𝒏 =
𝑽[𝑨]𝟎

𝑲𝒎
      (169) 

I obrnuto, reakcija postaje kontrolisana difuzijom pri veoma sporom transportu kroz 

matricu, hA≪V/Km: 

𝒗′ = 𝒗𝒅𝒊𝒇𝒇 = 𝒉𝑨[𝑨]𝟎     (170) 

U graničnom slučaju Km≪[A]0, to jest, pri zasićenju koncentracije supstrata u oblasti nultog 

reda reakcije, v′ teži vrednosti zasićenja V (jednačina (164), (slika 57a). 

 

 

Slika 57. Reakcija imobilisanih enzima. (a) Poređenje izmerenih (v′), difuzno kontrolisanih 
(vdiff) i kinetički kontrolisanih (vkin) stopa obrtanja. (b) Određivanje koncentracije vkin i 

supstrata [A]kin na aktivnom mestu imobilisanog enzima902 

U srednjem opsegu supstrata ([A]∼Km), u zavisnosti od njihove veličine, ili vkin ili vdiff 

doprinose većem delu reakcije. Dobija se funkcija zasićenja, sastavljena od delova transpor-

tnog procesa i kinetičke reakcije. Prikazuje, u skladu sa stepenom ograničenja difuzije, po-

većanu prividnu vrednost Km (dobijenu pri pola zasićenja) u odnosu na pravu Km vrednost 

enzimske reakcije. Kriva odstupa sa povećanjem ograničenja difuzije u metodama grafičke 

linearizacije (npr. u dvostruko recipročnom dijagramu) od linearnog ponašanja kinetički 
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kontrolisane reakcije. Karakteristika spoljnjeg ograničenja difuzije je činjenica da se na njega 

može uticati mešanjem. Ubrzava se ravnoteža difuzijom između rastvora i imobilisanog 

enzima.902,957–959 

Sa poznatim transportnim koeficijentom hA, brzina kinetički kontrolisane enzimske 

reakcije vkin i odgovarajuća koncentracija supstrata [A]kin u katalitičkom centru na površini 

membrane mogu se grafički odrediti iz zavisnosti izmerene brzine od koncentracije sup-

strata. cirkumfluentni rastvor (slika 57b). Prava linija sa nagibom hA povučena je kroz nasu-

mične tačke na apscisi, koja odgovara fiksnoj spoljnoj koncentraciji supstrata [A]1. Presek 

ove prave linije sa paralelom apscise u tački odgovarajuće merene brzine v′1 ima koordinate 

[A]kin i vkin1. Ovom metodom karakteristike kinetičke reakcije dobijaju se tačku po tačku, a 

konstante uobičajenim grafičkim metodama.902,957–959 

 

I.4.9.2 Ograničenje unutrašnje difuzije 

 

Za razliku od spoljašnje difuzije, unutrašnja difuzija teče paralelno sa reakcijom ka-

talizovanom enzimima. Usled trošenja supstrata, brzina reakcije opada sa smanjenjem uda-

ljenosti imobilisanog enzima od površine membrane, dok formiranje proizvoda izaziva lo-

kalnu akumulaciju i formiranje gradijenta produkta. Istovremeni procesi difuzije preko 

membrane i kinetička reakcija ponašaju se aditivno: 

𝝏[𝑨]

𝝏𝒕
= (

𝝏[𝑨]

𝝏𝒕
)
𝒅𝒊𝒇𝒇

+ (
𝝏[𝑨]

𝝏𝒕
)
𝒌𝒊𝒏

    (171) 

Za difuziju se primenjuje Fikov (Fick) drugi zakon difuzije i Mihaelis-Menten odnos 

za kinetičku reakciju. V′′′ je unutrašnja maksimalna brzina po jedinici zapremine poroznog 

medijuma ili membrane: 

𝜹[𝑷]

𝜹𝒕
= 𝑫𝑨 (

𝜹𝟐[𝑨]

𝜹𝒙𝟐
) −

𝑽′′′[𝑨]

𝑲𝒎+[𝑨]
     (172) 

U stacionarnom stanju, 𝛿[A]/𝛿t=0: 

𝑫𝑨 (
𝜹𝟐[𝑨]

𝜹𝒙𝟐
) =

𝑽′′′[𝑨]

𝑲𝒎+[𝑨]
     (173) 

Diferencijalna jednačina (173) može se rešiti numeričkim proračunom. Uvedeni su 

bezdimenzionalni termini za koncentraciju supstrata 𝛼=[A]/Km i za rastojanje x od površine, 

l=x/L, L je debljina membrane (za sferu poluprečnika čestice r, L je zamenjena sa r/3) i l po-

ložaj unutar membrane: 

𝒅𝟐𝜶

𝒅𝒍𝟐
=
𝑳𝟐𝑽′′′

𝑲𝒎𝑫𝑨
∙
𝜶

𝟏+𝜶
= 𝛷𝑨

𝟐 ∙
𝜶

𝟏+𝜶
    (174) 

ΦA je supstrat ili Tileov (Thiele) modul: 

𝜱𝑨 = 𝑳√
𝑽′′′

𝑲𝒎𝑫𝑨
      (175) 

Tileov modul sadrži tri faktora koji određuju profil supstrata u membrani: debljinu 

membrane, difuzivnost supstrata i aktivnost enzima. Sa povećanjem ΦA, stvarna koncentra-

cija supstrata u membrani opada, a strmina gradijenta supstrata u membrani se povećava. 

Membrana je osiromašena supstratom i enzimska reakcija je usporena. U linearizovanim 

dijagramima postoje odstupanja. Koncentracija supstrata određena pri polovini zasićenja 
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veća je od Km vrednosti slobodnog enzima, kao kod spoljnjeg ograničenja difuzije. Pri niskim 

vrednostima (ΦA≤1), reakcija je uglavnom kinetički kontrolisana i povinuje se Mihaelis–

Menten kinetici.902,957–959 

Za određivanje kinetičkih konstanti imobilisanih enzima, važno je meriti u širokom 

opsegu supstrata, kao u nelinearnim zavisnostima u uskom opsegu, mogu se pojaviti line-

arni regioni i mogu dovesti do netačnih rezultata. Nelinearne krive se mogu proceniti prema 

uobičajenim grafičkim metodama, pod pretpostavkom da će ograničenje difuzije preovla-

davati pri veoma niskim koncentracijama supstrata, a enzimska kataliza pri visokim kon-

centracijama. Konstante se dobijaju iz tangenti u ekstremnim oblastima (videti sliku 58). Ovi 

dijagrami su zasnovani na transformaciji jednačine (151) za dvostruko recipročni grafik: 

𝟏

𝒗′′′ 
=

𝟏

𝜼𝒆𝑽
′′′ +

𝑲𝒎

𝜼𝒆𝑽
′′′[𝑨]𝒔

    (207) 

[A]s je efektivna koncentracija supstrata na površini. Na slici 58 prikazani su tipovi odstu-

panja od normalnog linearnog kretanja uzrokovanih ograničenjem difuzije. 

 

 
Slika 58. Grafička metoda za određivanje kinetičkih konstanti imobilisanih enzima u ogra-

ničenju unutrašnje difuzije. 𝜀 - faktor efikasnosti944 

 

Za veoma niske koncentracije na [A]s, 𝜂e aproksimira faktor efikasnosti 𝜀 za reakciju prvog 

reda. Prividna Mihaelisova konstanta u ovom regionu je K=Km/𝜀. Za visoke vrednosti ΦA, 𝜀 

=1/ΦA.902,957–959 

 

I.4.9.3 Inhibicija imobilisanih enzima 

 

Svi efekti koji smanjuju brzinu reakcije imobilisanog enzima suprotstavljaju trošenje 

supstrata oko enzima. Inhibicija enzima i ograničena difuzija deluju antagonistički. Ako oba 

efekta postoje istovremeno, oni se međusobno umanjuju; ukupno su slabiji nego što bi se 

očekivalo na osnovu zbira pojedinačnih efekata. Tako, pod sličnim uslovima, izgleda da je 

stepen inhibicije niži za imobilisane enzime u poređenju sa nativnim. Nelinearnost krivih u 

linearizovanim dijagramima uzrokovana ograničenjem difuzije je oslabljena, ali čak i iz 
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nelinearnosti ostaje očigledan tip inhibicije: kompetitivna inhibicija menja samo prividnu 

vrednost Km, ali ne i maksimalnu brzinu; V takođe ne utiče na ograničenje difuzije. Nekom-

petitivna inhibicija menja oba parametra, što je takođe očigledno u ograničenju difuzije. Za 

jednostavnu nekompetitivnu inhibiciju (Kic=Kiu=Ki) u spoljnoj ograničenoj difuziji, jednačina 

(152) bi se proširila na: 

𝒉𝑨([𝑨]𝟎 − [𝑨]) =
𝑽[𝑨]

(𝟏+
𝑰

𝑲𝒊
)(𝑲𝒎+[𝑨])

    (177) 

Inhibicija proizvoda je poseban slučaj jer se, uz ograničenje difuzije, proizvod aku-

mulira u predelu imobilisanog enzima i dodatno pojačava inhibiciju. Zbog ovog efekta, 

ograničenje difuzije postaje smanjeno. Može se zaključiti da imobilisani enzim slabije rea-

guje na promene koncentracije proizvoda u njegovoj blizini.902,957–959 

Svi drugi faktori koji utiču na aktivnost enzima takođe se suprotstavljaju ograničenju 

difuzije, npr., delimična inaktivacija uzrokovana postupkom imobilizacije enzima. Stepen 

inaktivacije je generalno potcenjen zbog smanjenja ograničenja difuzije, simulirajući efika-

sniju imobilizaciju. Ovo daje utisak očigledno poboljšane dugoročne stabilnosti kao posle-

dice imobilizacije.902,957–959 

 

I.4.9.4 pH i temperaturno ponašanje imobilisanih enzima 

 

Imobilisani enzimi pokazuju izmenjenu zavisnost od pH vrednosti i jonske snage, 

posebno ako su ovi parametri promenjeni samom enzimskom reakcijom, kao što je potroš-

nja ili formiranje kiselina (npr. proteaza) ili baza (npr. ureaza) kao supstrata ili proizvoda 

enzimske reakcije. Akumulacija takvih reakcionih proizvoda ograničenjem difuzije može 

pomeriti prividni pH optimum enzima za 1-2 pH stepena, u poređenju sa slobodnim enzi-

mom. Do sličnih pomeranja krive optimalne pH  vrednosti dolazi kada je enzim fiksiran za 

pozitivno ili negativno naelektrisanu matricu. Na Arenijusovom dijagramu, imobilisani 

enzimi često pokazuju nehomogenosti, odnosno prelaze između regiona različitih nagiba. 

Ovo se dešava u nižem temperaturnom opsegu kada je ceo proces hemijski kontrolisan, jer 

je enzimska reakcija veoma spora, a ograničenje difuzije nije izraženo (slika 59). 

 

 

Slika 59. Temperaturna osetljivost imobilisanih enzima902
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Sa povećanjem brzine reakcije na višim temperaturama, dolazi do trošenja supstrata, 

pri čemu ukupna reakcija pokazuje karakteristike ograničenja difuzije, što se prikazuje ma-

njim nagibom na Arenijusovom dijagramu. Međutim, pri veoma niskim koncentracijama 

supstrata, kontrola difuzije pokriva ceo opseg merenja i dobija se samo jedna prava li-

nija.902,957–959 

 

I.4.10 Prikupljanje i analiza kinetičkih podataka enzimskih reakcija 

 

Mihaelis-Menten formalizam je nesumnjivo veoma važna prva aproksimacija za 

svaki novi enzim koji treba proučavati. Iako jednostavan i elegantan, on ima samo ograničen 

opseg primenljivosti. Ne pridržavaju se svi enzimi Mihaelis-Menten kinetike i postoje zna-

čajni izuzeci. Odgovarajući kinetički eksperimentalni dizajn nam omogućava da donesemo 

ovu procenu. Prikupljanje kinetičkih podataka dobrog kvaliteta je prvi zadatak u karakteri-

zaciji enzima. Pouzdana i robusna metoda analize je preduslov za dobijanje podataka o 

enzimima. Dobri kinetički eksperimenti takođe obezbeđuju prikupljanje najkvalitetnijih pri-

marnih podataka.960 

 

I.4.10.1 Redukcionizam u eksperimentalnom dizajnu 

 

Kinetički eksperimentalni dizajn skoro uvek ima redukcionistički pristup – menjajući 

jedan po jedan parametar dok sve ostale održava konstantnim. Parametri koji mogu da va-

riraju uključuju [A], [P], pH vrednost, jonsku snagu, puferske vrste, aktivatore, inhibitore, 

itd. Možda je najvažniji i informativni skup podataka promena početne brzine u odnosu na 

koncentraciju supstrata (v→[A] dijagram). Podsetimo se da čak i u reakciji sa više supstrata 

dolazi do niza bimolekularnih sudara da bi se sklopio produktivni enzimski kompleks. Da-

lje, takve reakcije se mogu tretirati kao pseudounimolekularne u odnosu na jedan supstrat 

držeći sve ostale konstantnim. U tom smislu, primarni skup podataka je v→[A] kriva koja 

ima šest do deset tačaka podataka za svaki supstrat (slika 60).  

 

 

Slika 60. v u odnosu na [A] grafik. Linija povučena kroz tačke je nelinearni najmanji 
kvadrat, koji najbolje odgovara Mihaelis-Menten jednačini i predstavlja pravougaonu 

hiperbolu960
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Potpuna kinetička analiza bi-supstratne reakcije (n=2) stoga zahteva približno 102 ne-

zavisna ispitivanja da bi se izvršila. Kako se broj reaktanata i modifikatora povećava, ekspe-

rimentalni podaci koji se prikupljaju postaju ogromni. Tipično, obim podataka raste kao 

funkcija snage od „n“, gde je „n“ broj reaktanata (supstrat/proizvod) i modifikatora (akti-

vator/inhibitor) povezanih sa tim enzimom. Npr. na E. coli glutamin sintetaza utiče najma-

nje osam reaktanata/modifikatora. Shodno tome, čak 108 testova može biti neophodno da 

bi se u potpunosti definisala njena kinetika.960 

 

I.4.10.2 Izbor koncentracija supstrata 

 

Glavni cilj u kinetičkom profilisanju bilo kog enzima je određivanje njegovih kinetič-

kih konstanti V (i stoga kcat) i Km. Početna merenja brzine napravljena na različitim [A] su 

originalni podaci potrebni da bi se to postiglo. Prvi i najjednostavniji način analize original-

nih podataka je iscrtavanje grafika od v→[A] kao što je prikazano na slici 60. Razumne pro-

cene V i Km mogu se dobiti iz takvih dijagrama – pod uslovom da podaci pokrivaju širok 

raspon [A]. 

Mora se koristiti širok raspon [A] da bi se dobile pouzdane procene V i Km. Dva 

ekstremna slučaja [A]<<Km i [A]>>Km, respektivno, definišu V/Km i V na slici 60. Obično se 

počinje sa definisanjem V– podataka za visoku vrednost [A]. Ako je pokriven samo donji 

opseg [A], tada će se činiti da su podaci prvog reda u odnosu na [A]. Ovo je definisano sa 

v=(V/Km)∙[A]1, graničnim slučajem Mihaelis–Menten jednačine. S druge strane, merenja 

izvršena samo na višem opsegu [A] su pristrasna prema V. Iz takvih podataka može se pro-

ceniti V, ali ne postoji način da se odredi Km. 

Jasno je da raspon koncentracija supstrata, između 0,1 Km i 10 Km (najmanje 0,33 Km 

do 3 Km!), treba koristiti za precizno određivanje kinetičkih konstanti. Grafik v→[A] oko Km 

vrednosti je oblast maksimalne zakrivljenosti za pravougaonu hiperbolu (slika 61). 

 

 

Slika 61. v→[A] kriva opisana Mihaelis–Menten jednačinom je deo pravougaone 
hiperbole. Istaknuti kratki luk (tamna linija) je stvarna oblast u kojoj su eksperimentalna 

zapažanja za enzim fizički moguća. Dva kraka ove pravougaone hiperbole formiraju 
asimptote beskonačne krive kao što je prikazano. Ovo otežava direktnu procenu vrednosti 

Km i V960
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Stoga je mudro odabrati tačke podataka na obe strane Km tako da kriva bude najbolje 

definisana.960 

 

I.4.10.3 Početni eksperimenti i iteracija podataka 

 

Novo istraživanje enzima često počinje pouzdanom metodom analize, ali bez pret-

hodnog znanja o njegovim kinetičkim konstantama. Kako onda izabrati odgovarajući opseg  

[A]? Uobičajena je praksa da se sprovode pilot eksperimenti sa tačkama koje obuhvataju 

širok opseg [A]. 

Iz ovih preliminarnih podataka dobija se gruba procena V i Km. Pouzdanije procene 

se tada mogu dobiti sužavanjem raspona [A] sa 0,33 Km na 3 Km (koristeći grubu vrednost 

ove Km dobijene iz pilot eksperimenta). Konačno, veliki broj tačaka podataka se generiše 

unutar ovog opsega da bi se izračunale vrednosti V i Km. Dobijanje pouzdanih i korisnih 

v→[A] setova podataka za enzim je stoga iterativni proces. U roku od nekoliko rundi itera-

cija, trebalo bi da budemo u mogućnosti da postignemo najbolji opseg potrebnih koncentra-

cija supstrata.960 

 

I.4.10.4 Važnost merenja početnih brzina 

 

Precizno merenje početne brzine je od primarne važnosti u kinetičkoj analizi. Potce-

njivanje početne brzine je uobičajen problem kada se posmatraju nelinearni vremenski to-

kovi. Podaci dobijeni ,,kontinuiranom analizom’’ su stoga pouzdaniji. Jedano praktično re-

šenje za nelinearni vremenski tok je upotreba razblaženih rastvora enzima. Rad sa prikladno 

razblaženim enzimom takođe pomaže pri: 

• smanjivanju brzine reakcije na nivoe kojima se može upravljati, 

• čuvanju dragocenog enzima i 

• eliminisanju neželjenih interakcija, ako ih ima. 

Druge poteškoće pri eksperimentalnom merenju početne brzine pri većoj [A] mogu biti zbog 

ograničene rastvorljivosti, smetnji pri merenjima, osetljivosti metode detekcije itd. 

Osnovno razmatranje pri merenju „[A] naspram v“ podataka je da se prave početne 

brzine zabeleže, pri svakoj testiranoj koncentraciji supstrata. Ovo je u praksi, međutim, lakše 

raeći nego uraditi – posebno pri niskim [A] vrednostima. U Mihaelis–Menten formalizmu, 

pretpostavljamo da je [At]≈[A]. U praksi stoga, do 5–10% trošenja [At] može se tolerisati to-

kom perioda analize. To je zato što same eksperimentalne greške (i varijacije) često dopri-

nose više od efekata trošenja supstrata. Zbog toga bi trebalo osigurati da se manje od 5–10% 

supstrata pretvori u proizvod(e) dok se ispituje enzim na najnižoj odabranoj [A]. Svaki viši 

nivo A→P konverzije brzo dovodi do odstupanja brzine reakcije od linearnosti – i potcenji-

vanja v. Pošto su eksperimentalne greške velike pri niskom [A] i poželjno je ograničiti kon-

verziju supstrata na ispod 10%. Mnoga ponovljena merenja mogu biti potrebno pri niskim 

vrednostima [A]. 

Li (Lee) i Vilson (Willson) su predložili modifikaciju za analizu kinetičkih podataka 

gde je došlo do značajne konverzije supstrata (do 40% konverzije).930 Pretpostavimo da se 

koncentracija supstrata smanji sa [At] na [Af] do kraja testa. Umesto korišćenja dodane 



178 

 

početne koncentracije supstrata ([A] total, tj. [At]), preporučuje se aritmetička sredina [At] i 

[Af]. Enzim ne vidi [At] tokom perioda analize. Stoga je aritmetička sredina 

([Ā]=([At]+[Af])/2) prikladnija mera koncentracije supstrata u v→[A] dijagramima. Npr. 

pretpostavimo da se početna koncentracija supstrata od 5,0 mM smanjuje na 4,0 mM (na 

kraju analize) zbog konverzije od 20%. Efektivna prosečna koncentracija supstrata [Ā] koju 

enzim oseti tokom testa je 4,5 mM (a ne 5 mM!). Ova razlika je još veća kada konverzija 

supstrata postane veća. Li-Vilson (Lee-Willson) modifikacija dobro funkcioniše samo kada 

supstrat i proizvod ne inhibiraju značajno enzim. Ovaj postupak nije pogodan za enzime 

gde se primećuje inhibicija supstrata ili se javlja značajna inhibicija proizvoda na niskim [P] 

nivoima.960 

 

I.4.10.5 Primena integralnog oblika Mihaelis–Menten jednačine 

 

Kompletan vremenski tok (kriva brzine reakcije) je zapravo robusniji izvor kinetičkih 

informacija. Omogućava nam da okarakterišemo ponašanje brzine pri različitim stepenima 

konverzije supstrata i akumulacije proizvoda. Kinetička analiza vremenskog toka je moguća 

sa integralnim oblikom odgovarajuće jednačine brzine. Integralne jednačine brzine se obično 

koriste u hemijskoj kinetici, ali retko u enzimskoj kinetici (naravno sa izuzetkom kinetike brze 

reakcije – analiza prelaznog stanja). U principu, sa integralnim oblikom jednačine, jedna 

produžena analiza toka vremena reakcije bi trebala biti dovoljna da se dobiju svi kinetički 

parametri enzima. Ovo takođe izbegava greške mešanja koje su povezane sa metodama po-

četne brzine. Zašto su onda studije početnih brzina reakcije popularne u enzimskoj kinetici? 

Jedan razlog je istorijski. Drugi, integralni oblik ne uključuje efekte akumulacije proizvoda. 

Međutim, kada se ovi efekti ubace, sistem se brzo komplikuje – čak i za primer, jedan sup-

strat-proizvoda. Na kraju, metoda merenja početne brzine je povoljna, jer se pojedinačnim 

promenjivim vrednostima kao što su [A], [P], [Et], itd. može manipulisati pojedinačno i po 

želji.960 

 

I.4.10.6 Osnove analize eksperimentalnih podataka 

 

Istraživanje kinetičkih svojstava enzima podrazumeva učenje kako on reaguje na 

promene u okruženju. Najčešća promenljiva je [A] i neophodno je raditi u širokom opsegu 

[A], gde se brzina reakcije značajno menja. Pod uslovom da enzim poštuje Mihaelis–Menten 

jednačinu, dobar dizajn kinetičkih eksperimenata zahteva da [A] vrednosti treba da se pro-

težu na obe strane vrednosti Km. Obično je poželjno tri do pet tačaka podataka ispod i jednak 

broj iznad Km vrednosti. Set podataka za dobro predstavljen v→[A] dijagram treba da ima 

najmanje šest do deset dobro raširenih tačaka.960 

 

I.4.10.6.1 Statistika, varijacije i greške pri eksperimentima 

 

Bez obzira da li Mihaelis–Menten formalizam funkcioniše ili ne, v→[A] podaci za 

enzim predstavljaju nelinearnu vezu. Eksperimentalni podaci zauzimaju samo segment 

pravougaone hiperbole (slika 61). Stoga se mora započeti kinetička analiza sa 
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visokokvalitetnim, originalnim v→[A] podacima. Velike greške su povezane sa merenjima 

v na nižem opsegu  [A]. To je zato što početna brzina reaguje strmo u ovom [A] opsegu. I 

možda će biti potrebno mnogo ponavljanja. Ovo međutim zahteva brigu i pažnju, posebno 

kada se radi sa nestabilnim enzimskim preparatima. Npr. pretpostavimo da želimo da pro-

menimo jedan parametar ([A]) na četiri različite vrednosti drugog (recimo drugi supstrat). 

Za deset tačaka po v→[A] setu podataka, potrebno je izvršiti ukupno 40 testova. Enzim 

može izgubiti značajnu aktivnost pred kraj ovog dugog eksperimenta. Ovo naravno treba 

proveriti. Moguće je objediniti originalne v→[A] podatke iz odvojenih eksperimenata dok 

se procenjuju kinetičke konstante (kao što su V i Km). Ali najbolje je koristiti ceo set v→[A] 

podataka generisanih u jednom eksperimentu – ovo svodi na minimum varijacije ,,između 

eksperimenata’’. Trebalo bi izvršiti ponovljena merenja da bi se dobio pouzdan set poda-

taka, jer bilo koji stepen sofisticirane analize neće transformisati loše podatke u dobre podatke.960 

Greške se ne mogu izbeći prilikom dobijanja kinetičkih podataka. Važno je razumeti 

prirodu ovih grešaka i njihovu rasejanost. Zbog rasipanja grešaka, postaje teško odlučiti da 

li izmereni podaci odgovaraju pretpostavljenoj jednačini brzine (kao što je Mihaelis-Menten 

jednačina i hiperbolična kriva). Analiza takvih podataka zahteva statističke alate i posebno 

regresijske metode. Ovaj tretman je veoma koristan za nelinearne krive gde je okom teže 

detektovati sistematska odstupanja. Koeficijent korelacije ukazuje na konzistentnost poda-

taka sa pretpostavljenim modelom (i jednačinom brzine reakcije). Grafici ostatka se koriste 

za merenje odstupanja svake vrednosti od pretpostavljene funkcije (prema jednačini brzine 

reakcije). Rigorozna statistička analiza smanjuje opasnost od subjektivnosti u tumačenju. 

Ipak, vredi zapamtiti da tačnost proračuna ne može nadoknaditi nedostatak tačnosti u pri-

kupljanju ili beleženju podataka. Najbolje uklapanje krive može biti generisano nelinearnim 

usklađivanjem podataka na osnovi najmanjih kvadrata u jednačini brzine reakcije, kao što 

je Mihaelis-Menten jednačina. Mnogi grafički programi su danas dostupni za izvođenje ne-

linearnog prilagođavanja krive. Nekoliko primera je navedeno u tabeli 14. Međutim, trebalo 

bi biti dobro upoznat sa ograničenjima takvih programa. Dve nepoznate V i Km se u takvim 

programima rešavaju iterativno. Direktna analiza netransformisanih podataka daje najpo-

uzdanije procene V i Km. Jedan od ciljeva kinetičkih studija je da se dobije procena kinetičkih 

konstanti iz odsečaka kao što su V (i stoga kcat) i Km za enzim.960
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Tabela 14. Softver dostupan za analizu kinetičkih podataka enzimskih reakcija 

Ime softvera Opis softvera 

Cleland’s Package 
Fortran program; Methods in Enzymology 63:103 (1979); Open 

source960 

SigrafW 
Microsoft Visual Basic Studio program; Biochemistry and Mo-

lecular Biology Education 33:399 (2005); Open source960 

Hyper and Median 
Program za analizu podataka enzimske kinetike; http://home-

page.ntlworld.com/john.easterby/abouthyp.html; Open 
source960 

DynaFit 
BioKin, Ltd.; Analytical Biochemistry 237, 260- (1996); 

http://www.biokin.com/; Open source/komercijalan960 

VisualEnzymics 
Softzymics, Inc. 623 Brickhouse Road, Princeton, NJ 08540; 

http://www.softzymics.com/; Commercial960 

SigmaPlot 
Enzyme Kinetics Module; Systat Software Inc.; 
http://www.sigmaplot.com/; komercijalan960 

EnzFitter 
BIOSOFT, PO Box 1013, Great Shelford, Cambridge, CB22 5WQ 

GB - United Kingdom; http://www.bio-
soft.com/w/enzfitter.htm; komercijalan960 

KinTek Explorer  
Program KinTek Corp-a za analizu podataka enzimske kine-

tike; https://www.kintekexplorer.com/; komercijalan 

GraphPad Prism 
Sveobuhvatna analiza i statistika eksperimentalnih podataka; 

Dotmatics-ov program; https://www.graphpad.com/scientific-
software/prism/; komercijalan 

Enzyme Kinetics 
OriginLab-ova aplikacija za enzimsku kinetiku; Enzyme Ki-

netics - File Exchange - OriginLab; Open source 

http://homepage.ntlworld.com/john.easterby/abouthyp.html
http://homepage.ntlworld.com/john.easterby/abouthyp.html
http://www.biokin.com/
http://www.softzymics.com/
http://www.sigmaplot.com/
http://www.biosoft.com/w/enzfitter.htm
http://www.biosoft.com/w/enzfitter.htm
https://www.kintekexplorer.com/
https://www.graphpad.com/scientific-software/prism/
https://www.graphpad.com/scientific-software/prism/
https://www.originlab.com/fileExchange/details.aspx?fid=335
https://www.originlab.com/fileExchange/details.aspx?fid=335
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II. EKSPERIMENTALNI DEO 

 

II.1. MATERIJALI 

 

 Biokatalizatori korišćeni u radu su alkalaza (proteaza iz Bacillus licheniformis, Subtili-

sin EC 3.4.21.14) 2,4 L i peroksidaza (E. C. 1.11.1.7; donor: H2O2 oksidoreduktaza) iz rena 

(Armoracia rusticana) (HRP-C) proizvođača Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). 

 Sinteza i tretman magnetnih čestica vršeni su pomoću gvožđe(III)-hlorida heksa-

hidrata iz Analytika-e (Prag, Češka Republika), gvožđe(III)-sulfata heptahidrata iz Lach-Ner-

a (Neratovice, Češka Republika), 25%-ni amonijum-hidroksid i limunska kiselina mono-

hidrat iz Centrohem-a (Stara Pazova, Srbija), fenolftalein iz Molar Chemicals KFT-a (Budim-

pešta, Mađarska). 

Kao nosač za kovalentnu imobilizaciju enzima korišćen je natrijum-alginat niske vis-

koznosti proizvođača Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA). 

Kao aktivator nosača za kovalentnu imobilizaciju enzima korišćen je 1-etil-3-(3-dime-

tilaminopropil) karbodiimid (EDAC) proizvođača Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, 

USA). Nakon aktivacije korišćen je 2-merkaptoetanol proizvođača Sigma-Aldrich (St. Louis, 

MO, USA). 

Za određivanje standardne enzimske aktivnosti  alkalaze korišćen je azokazein i 

trihlorsirćetna kiselina proizvođača Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), natrijum-hidroksid 

iz NRK Inženjering-a (Beograd, Srbija), dok je za određivanje standardne enzimske aktivno-

sti peroksidaze korišćen pirogalol proizvođača Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) i 3% ras-

tvor vodonik-peroksida (v/v) proizvođača Galapharm (Beograd, Srbija). 

Kao standard za određivanje sadržaja proteina korišćen je goveđi serum albumin 

proizvođača Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). 

Za Bradfordovu metodu korišćen je koncentrovani rastvor boje Coomassie Blue G-250 

proizvođača Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) i 96% etanol proizvođača Zorka Pharma (Ša-

bac, Srbija). 

Za pravljenje Tris-HCl pufera, Tris(hidroksimetil)-metilamin proizvođača Thermo 

Fisher Scientific (Waltham, MA, USA) i korišćena je hlorovodonična kiselina proizvođača 

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), dok su za pravljenje fosfatnog i acetatnog pufera ko-

rišćeni natrijum-dihidrogen fosfat,  dinatrijum-hidrogen fosfat i sirćetna kiselina proizvo-

đača Zorka Pharma (Šabac, Srbija). 

Za hidrolizu proteina iz soje i belanceta korišćena je trinitrobenzenska kiselina 

(TNBS) proizvođača Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) i natrijum-dodecil sulfat (SDS) i 

kalcijum-hidroksid proizvođača NRK Inženjering (Beograd, Srbija). 

Belance je nabavljeno od PKB Inshri (Beograd, Srbija), dok je izolat proteina soje od 

90% nabavljen od kompanije Sojaprotein d.o.o. (Bečej, Srbija). 

Antrahinonske boje korišćene u ovo radu , C.I. Acid Blue 225 (AB225) i C.I. Acid Violet 

109 (AV109) nabavljene su od Lanaset-a (Lanaset Violet B, Lanaset Blue 2R, Huntsman Inter-

national LL, The Woodlands, TX, USA). 

Sve hemikalije su imale čistoću p.a. 
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II.2. METODE 

 

II.2.1 Postupak dobijanja kalcijum-alginatnih mikročestica metodom elektrostatičke 

ekstruzije 

 

Kalcijum-alginatne mikročestice dobijene su elektrostatičkom ekstruzijom, koja pred-
stavlja disperznu metodu koja primenjuje elektrostatičku silu.51,961 2% polimerni rastvor 
(w/v)  je pripremljen rastvaranjem praha natrijum-alginata niske viskoznosti u destilovanoj 
vodi. Rastvor je mešan 3 h na magnetnoj mešalici (500 rpm) (Staufen, Nemačka). Sferične 
kapi su formirane ekstruzijom polimerne suspenzije kroz iglu sa ravnim vrhom od nerđa-
jućeg čelika (22 G) pomoću automatske pumpe (Razel, Scientific Instruments, Stamford, CT, 
USA) i šprica od 20 mL, protokom 27,3 mL h−1. Igla je bila pozitivno naelektrisana pomoću 
elektrode izvedene iz generatora visokog napona (Model 30R, Bertan Associates Inc., New 
York, NY, USA), dok je elektroda sa uzemljenjem uronjena u rastvor za želiranje. Rastvor 
za želiranje je 1,5% rastvor CaCl2 (w/v). Rastojanje između vrha igle i rastvora CaCl2 je bilo 
2,5 cm, a elektrostatički napon je bio 6,5 kV. U prostoru između vrha igle i gornjeg nivoa 
rastvora CaCl2 ostvareno je određeno električno polje. Pod dejstvom gravitacione i elektro-
statičke sile, potiskivani rastvor se otkida od vrha igle u obliku mlaza sitnih naelektrisanih 
kapljica. Kapi su se skupljale u rastvoru za želiranje (u Petri šolji) uz konstantno mešanje 
pomoću magnetne mešalice (130 rpm), kako bi se omogućila što bolja distribucija čestica u 
rastvoru za želiranje, pri čemu dolazi do razmene Na⁺ i Ca2+ jona i dolazi do očvršćavanja 
kapi u obliku sfernih mikročestica. Kalcijum-alginatne mikročestice koje se nalaze u ras-
tvoru za želiranje se ispiraju destilovanom vodom i filtriraju pod vakuumom, pomoću 
Buchner-ovog levka u kombinaciji sa guč-bocom. Čestice su se do dalje upotrebe čuvale u 
Tris-HCl puferu (50 mM, pH vrednosti 8,5) u frižideru. Slika aparature za ekstruziju i šema 
aparature za dobijanje kalcijum-alginatnih mikročestica elektrostatičkom ekstruzijom su 
prikazane na šemi 17. 

 

II.2.2 Postupak dobijanja kalcijum-alginatnih submikronskih čestica metodom ultraz-

vučnog raspršivanja 

 

Rastvaranjem praškastog natrijum-alginata niske viskoznosti u destilovanoj vodi 
dobijeni su rastvori natrijum-alginata od 0,4 i 0,5% (w/v). Rastvori su mešani pomoću mag-
netne mešalice (350 rpm), a do potpunog rastvaranja natrijum-alginata dolazilo je nakon 1 
h. Novi sistem ultrazvučnog raspršivanja je ručno pravljen i konfigurisan kao ultrazvučni 
raspršivač (za raspršivanje rastvora natrijum-alginata), opcionalno sa grejačem (za sušenje 
čestica alginatnog aerosola) i staklene kolone (za želiranje alginatne aerosoli). Ultrazvučni 
generator varijabilne frekvencije Omron  Profi  Sonic KCW-6TD,  220  V/50 Hz (Hoofddorp, 
Holandija), je korišćen za primenu konstantne frekvencije od 1,7 MHz. 

Staklena cev u kojoj se nalazio grejač na jednom kraju je povezana sa kompresorom koji je 

obezbeđivao protok toplog vazduha, dok je na drugom kraju cev podeljena na dva dela. 

Jedan deo je bio vezan plastičnim crevom za uređaj u kome je bio rastvor natrijum-alginata, 

dok su se kroz drugi deo plastičnim crevom prenosile sušene čestice aerosola, koje su nošene 

vazdušnom strujom do kolone sa okvašenim zidovima rastvorom za želiranje (2% rastvor 

CaCl2 (w/v)). Čestice su isprane destilovanom vodom i do dalje upotrebe su se čuvale u Tris-

HCl puferu (50 mM, pH vrednosti 8,5) u frižideru. 
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a) 

 
b) 

Šema 17. Šematski prikaz eksperimentalne aparature za dobijanje alginatnih mikročestica 
elektrostatičkom ekstruzijom (a): (1) 2% rastvor natrijum-alginata (w/v)  (2) se propušta 
pumpom (3) kroz iglu prečnika 22 G, čiji je vrh odvojen 2,5 cm od površine rastvora za 
želiranje (1,5% rastvor CaCl2 (w/v)) (4) povezanu sa generatorom visokog napona, pri 

naponu od 6,5 kV (5) dobijene kapi se skupljaju u Petri šolji sa rastvorom za želiranje (1,5% 
rastvor CaCl2 (w/v)) (6) koji se meša na magnetnoj mešalici (130 rpm); (b) slika aparature 

za ekstruziju 

Šema aparature za dobijanje alginatnih submikronskih čestica metodom ultrazvučnog 

raspršivanja je prikazana na šemi 18. 

 

 

Šema 18. Aparatura za dobija alginatnih submikronskih čestica metodom ultrazvučnog 
raspršivanja
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Na slici 62 predstavljena je aparatura za proizvodnju submikronskih alginatnih 

čestica metodom ultrazvučnog raspršivanja. 

 

 

Slika 62. Aparatura za proizvodnju submikronskih alginatnih čestica metodom 
ultrazvučnog raspršivanja 

II.2.3 Hemijska sinteza magnetnih čestica 

 

Metodom koprecipitacije FeCl3 i FeSO4 u višku amonijaka, sintetisane su magnetne 

čestice.962 Rastvoreno je 5,6 g FeSO4∙7H2O i 10,8 g FeCl3∙6H2O u 300 mL destilovane vode. 

Dobijeni rastvor je zagrevan na 80 ºC u vodenom kupatilu sa 200 mL 25%-nog rastvora 

NH4OH (w/v) (uz povratni Alinov (Allihn) kondenzator). Sintezu  je potrebno vršiti u di-

gestoru zbog isparavanja amonijaka. Rastvor je energično i neprestano mešan 60 minuta 

(podešeno mešanje na vodenom kupatilu, s tim da i kondenzator mora biti pričvršćen uz 

stativ na vodenom kupatilu kako bi se sve zajedno mešalo). 

Smeša je filtrirana kroz običan filter papir nakon sat vremena sinteze, na 5-6 mesta za 
filtraciju zbog kraćeg vremena, a samim tim se čestice bolje rasporede po filter papiru i lakše 
isperu.963,964 Dobijane čestice dalje su ispirane temeljno dvostruko destilovanom vodom do 
pH vrednosti 7,0 (ili do gubitka boje sa fenolftaleinom), sušene na 105 ºC, a nakon toga pro-
sejavane (˂100 µm). Čestice (4,49±0,07 g) su zatim ostavljane u rastvoru 100 mL fenolftaleina 
na 50 ºC 24 h i nakon toga ispirane dvostruko destilovanom vodom i ponovo sušene preko 
noći. 
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II.2.4 Postupak dobijanja magnetit-alginat čestica (MAB) 

 

 Za dobijanje MAB korišćena je metoda ekstruzije sa i bez električnog generatora51 2% 

polimerni rastvor (w/v) je pripremljen rastvaranjem praha natrijum-alginata niske viskozno-

sti u destilovanoj vodi. Rastvor je mešan 3 h na magnetnoj mešalici (500 rpm) (Staufen, Ne-

mačka). Različita masa (0,04–0,2 g) magnetnih čestica je dodavana u 20 mL 2% rastvora 

natrijum-alginata (w/v). Sferične kapi su formirane ekstruzijom polimerne suspenzije kroz 

igle različitog prečnika (18-25 G) sa ravnim vrhom od nerđajućeg čelika pomoću automatske 

pumpe (Razel, Scientific Instruments, Stamford, CT, USA) i šprica od 20 mL, protokom 27,3 

mL h−1. Pri procesima elektrostatičke ekstruzije, igla je bila pozitivno naelektrisana pomoću 

elektrode izvedene iz generatora visokog napona (Model 30R, Bertan Associates Inc., New 

York, NY, USA), dok je elektroda sa uzemljenjem uronjena u rastvor za želiranje. Rastvor 

za želiranje je 1,5% rastvor CaCl2 (w/v). Rastojanje između vrha igle i rastvora CaCl2 je bilo 

2,5 cm, a elektrostatički napon je bio 6,5 kV. U prostoru između vrha igle i gornjeg nivoa 

rastvora CaCl2 ostvareno je određeno električno polje. Pod dejstvom gravitacione i elektro-

statičke sile, potiskivani rastvor se otkida od vrha igle u obliku mlaza sitnih naelektrisanih 

kapljica. Kapi su se skupljale u rastvoru za želiranje (u Petri šolji) uz konstantno mešanje 

pomoću magnetne mešalice (130 rpm), kako bi se omogućila što bolja distribucija čestica u 

rastvoru za želiranje, pri čemu dolazi do razmene Na⁺ i Ca2+ jona i do očvršćavanja kapi u 

obliku sfernih mikročestica. MAB su isprane destilovanom vodom nakon čega su čuvane na 

4 °C u Tris-HCl puferu (50 mM, pH vrednosti 8,5) do dalje upotrebe. 

 

II.2.5 Veličina čestica i zeta potencijal 

 

Veličina i raspodela veličine alginatnih mikročestica dobijenih elektrostatičkom 

ekstruzijom određene su pomoću analizatora veličine čestica Mastersizer 2000 (Malvern 

Instruments, Worcestershire, UK), opremljenim sa Hydro 2000S disperzionom uređajem. 

Srednji prečnik po zapremini je korišćen kao reprezentativni prečnik. Jedan od uobičajenih 

indikatora raspodele veličine je raspon definisan kao: 

𝒓𝒂𝒔𝒑𝒐𝒏 𝒓𝒂𝒔𝒑𝒐𝒅𝒆𝒍𝒆 𝒗𝒆𝒍𝒊č𝒊𝒏𝒆 =  
(𝑫𝟗𝟎−𝑫𝟏𝟎)

𝑫𝟓𝟎
    (178) 

koji predstavlja koliko su udaljene tačke od 10 i 90%, normalizovano sa srednjom tačkom. 

Srednja veličina čestica submikronske veličine alginata proizvedenih ultrazvučnom raspr-

šivanjem izmerena je fotonskom korelacionom spektroskopijom, koristeći Zetasizer Nano Se-

ries, Nano ZS (Malvern Instruments Ltd., Malvern, UK) sa opsegom merenja 0,6 nm-6 mm. 

Ovim instrumentom vršena su i merenja zeta potencijala. 

Podaci koji se odnose na veličinu MAB dobijeni su pomoću optičkog mikroskopa 

Olympus CX41RF (Tokio, Japan), opremljenog softverom za analizu slike Olympus - „CellA“ 

(Tokio, Japan). Sve čestice su ispitane odmah nakon formiranja. Za sve slučajeve merene su 

veličine 100 čestica.



186 

 

II.2.6 Mehanička čvrstoća MAB 

 

Mehanička čvrstoća MAB je merena ispitivanjem kompresije čestica između dve 

ravne površine. Testovi su obavljeni na Universal Testing Machine, AG-Xplus (Shimadzu, Japan) 

opremljene sa ćelijom opterećenja od 100 N (opseg sile od 0,01 do 100 N). Kompresija je 

izvedena do 30% deformacije uzorka pri brzinama kompresije 0,25 mm min-1. Za snimanje 

i analizu eksperimentalnih podataka korišćen je softver TRAPEZIUMX 1.13 (Shimadzu, Japan). 

 

II.2.7 Magnetna svojstva magnetita i MAB 

 

Magnetna karakterizacija magnetita i MAB merene su pomoću Quantum Design 

MPMS (Magnetic Property Measurement System) XL-5 SQUID magnetometra (Quantum 

Design, San Dijego, CA, USA) kojim je moguće meriti magnetizaciju uzorka u intrvalu tem-

perature 1,8 do 350 K i opsegu magnetnog polja od −50 do 50 kOe. Magnetna histerezis 

petlja magnetita i MAB je merena pomoću vibrirajućeg magnetometra na 5 K. Kriva mag-

netizacije na 5 K merena je za jednu česticu kao funkcija magnetnog polja između 0 i 50 

kOe.965,966 Merenja su vršena u Laboratoriji za teorijsku fiziku i fiziku kondenzovane mate-

rije Instituta za nuklearne nauke Vinča. 

 

II.2.8 Skenirajuća elektronska mikroskopija (SEM) 

 

 Efekat HRP-C i alkalaze na morfologiju površine nosača je ispitivana pomoću skeni-

rajuće elektronske mikroskopije koja je izvedena TESCAN MIRA3 elektronskim mikrosko-

pom (TESCAN ORSAY HOLDING, a.s., Brno, Češka Republika) na ubrzavajućem naponu 

od 10 i 20 kV. Pre posmatranja, uzorci su degazirani i raspršeni su zlatom pomoću Polaron 

SC502 Sputter Coater-a (Fison Instruments, Glazgov, UK). 

 

II.2.9  Furijeova transformacijska infracrvena spektroskopija (FTIR)  

 

 Analiza infracrvene spektroskopije sa Fourijeovim transformacijama (FTIR) izvedena 

je korišćenjem Nicolet iS 10 spektrometra (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) u 

režimu oslabljene ukupne refleksije (ATR) pri rezoluciji od 4 cm−1 sa ATR korekcijom i 

OMNIC softverom (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Spektri su dobijeni u 

opsegu talasnih brojeva između 4000 i 400 cm-1 na 25 °C. FTIR je korišćen za proveru hemij-

ske interakcije i promena nakon imobilizacije. 

 

II.2.10  Određivanje koncentracije proteina metodom po Bredfordu (Bradford) 

 

 Bredford-ova metoda za određivanje koncentracije proteina zasniva se na nekovalen-

tnom vezivanju proteina i anjonskog oblika molekula Coomassie Blue G-250. Ovaj reagens 

reaguje prvenstveno sa ostacima arginina, ali može da reaguje u maloj meri i sa drugim 

baznim aminokiselinama (lizinom i histidinom), kao i aromatičnim aminokiselinama 

(triptofanom, fenilalaninom i tirozinom). 
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Koncentrovani rastvor boje Coomassie Blue G-250 se pripremi rastvaranjem 100 mg 

boje prvo u 96% rastvoru etanola (w/v), a zatim se ovaj rastvor prenese u normalni sud od 

200 mL, doda se 100 mL fosforne kiseline i dopuni do crte destilovanom vodom. Bredford-

ov reagens se priprema razblaživanjem koncentrovanog rastvora boje Coomassie Blue G-250 

i filtriranjem razblaženog rastvora kroz filter papir. Razblaživanje se izvodi tako što se 200 

mL koncentrovanog rastvora boje Coomassie Blue G-250 dopuni do 1 L destilovanom vodom. 

Prvih 20-30 mL proceđenog rastvora treba odbaciti. U epruvetu se prenese 40 µL uzorka 

nepoznate koncentracije proteina i 2 mL Bredford-ovog reagensa i ova smeša se promeša na 

vortex-u. Nakon 5 min meri se apsorbanca na 595 nm. 

Na osnovu određene standardne prave, izračunava se koncentracija proteina u u-

zorku. Standardna prava se konstruiše pripremanjem rastvora standardnog proteina u 

opsegu koncentracija 0,1 do 1 mg mL-1 (slika S2a). Potom se po 40 µL svakog od pripremlje-

nih rastvora prenese u drugi set epruveta. Reakcija započinje dodavnjem 2 mL Bredford-

ovog reagensa. Smeša se promeša na vorteksu i nakon 5 min meri se apsorbanca na 595 nm. 

 

II.2.11  Stepen vlažnosti nosača 

 

Stepen vlažnosti nosača određen je da bi se aktivnosti imobilisanih enzima mogle 

izraziti po masi suvog nosača, jer se vlažan nosač suspenduje u rastvoru enzima za imobili-

zaciju. Stepen vlažnosti, f, je odnos mase vlažnog nosača i mase nosača osušenog do kon-

stantne vrednosti mase. 

𝒇 =
𝒎𝒗

𝒎𝒔
      (179) 

gde je mv – masa vlažnog nosača, a ms – masa nosača osušenog do konstantne vrednosti 

mase. 

 

II.2.12  Optimizacija imobilizacije alkalaze na kalcijum-alginatne čestice dobijene e-

lektrostatičkom ekstruzijom 

 

 Za aktivaciju 0,5 g vlažnih kalcijum-alginatnih čestica, dobijenih elektrostatičkom ek-

truzijom, u erlenmajeru od 100 mL korišćena je različita masa EDAC-a (10–60 mg) i 10 mL 

Tris-HCl pufera različite koncentracije (10–200 mM) i pH vrednost (7-9) na 25 °C tokom  15-

12 h uz lagano mešanje (150 rpm). Nakon reakcije aktivacije EDAC-om, dalja reagovanje 

EDAC-a sa karboksilnim grupama je zaustavljeno dodavanjem 2-merkaptoetanola (10 puta 

više u odnosu na EDAC) tokom 10 minuta. Čestice su isfiltrirane i višak 2-merkaptoetanola 

je uklonjen ispiranjem Tris-HCl puferom (50 mM, pH vrednosti 8,5), što je sprečilo dalje 

reagovanje EDAC-a sa karboksilnim grupama na enzimu tokom procesa imobilizacije.60 Za 

imobilizaciju 0,5 g aktiviranih vlažnih čestica, dodavali smo određenu količinu alkalaze 

(0,33-5,32 IU) i Tris-HCl pufera do 10 mL. Nakon dodavanja enzima i pufera varirano je 

vreme imobilizacije 1–48 h na 25 °C uz lagano mešanje (150 rpm). Na kraju ovog perioda, 

proizvod je ispran sa Tris-HCl puferom i zatim je ispran destilovanom vodom nakon čega 

je čuvan na 4 °C u Tris-HCl puferu (50 mM, pH vrednosti 8,5) pre upotrebe. Uzorci rastvora 

enzima pre i posle imobilizacije, zajedno sa rastvorima za ispiranje, uzeti su za određivanje 

sadržaja proteina i aktivnosti enzima. 



188 

 

Koncentracija alkalaze je određena prema Bredfordovoj metodi korišćenjem goveđeg 

seruma albumina (BSA) kao standarda.967 

Količina vezanog enzima određena je indirektno iz razlike između količine enzima 

unešenog u reakcionu smešu za vezivanje i količine enzima u filtratu i u rastvorima za ispi-

ranje. 

Efikasnost imobilizacije je procenjena u odnosu na prinos vezivanja enzima. Prinos 

vezanog enzima je izračunat na sledeći način: 

𝜼𝒆𝒏𝒛 =
𝑷𝒈

𝑷𝟎
× 𝟏𝟎𝟎      (180) 

gde je Pg imobilisana količina proteina i P0 početna količina proteina u rastvoru za imobili-

zaciju određena Bradford-ovom metodom. Aktivnost je određena korišćenjem azokazeina 

kao standardnog  supstrata. 

Nakon dobijanja optimalnih uslova imobilizacije, alkalaza je pod optimalnim uslo-

vima kovalentno imobilisana na MAB čestice dobijene elektrostatičkom ekstruzijom radi 

poređenja. Takođe radi poređenja alkalaza je inkapsulirana u MAB čestice elektrostatičkom 

ekstruzijom. U 50 mL 2% rastvora natrijum-alginata (w/v) rastvorenog u Tris-HCl puferu 

(50 mM, pH vrednosti 8,5), dodata je masa od 25 mg EDAC-a i smeša je mešana na magnet-

noj mešalici (150 rpm) 30 minuta na 25 °C, nakon čega je dodato 0,25 g magnetnih čestica i 

smeša je promešana tako da su magnetne čestice bile ravnomerno raspoređene kroz rastvor. 

Zatim je dodato 5 mL alkalaze i uočeno je formiranje agregata, odnosno želiranje rastvora, 

što pokazuje da u rastvoru enzima postoje viševalentni joni zbog kojih dolazi do jonske 

izmene. Proces je reverzibilan pa se dodatkom 300 µL 2 M NaOH i mešanjem (150 rpm) 5-

10 min na 25 °C dobija ponovo rastvor. Sferične kapljice su formirane elektrostatičkim 

ekstruzijom suspenzije polimera kroz tupu iglu od nerđajućeg čelika (22 G) pomoću auto-

matske pumpe (Razel, Scientific Instruments, Stamford, CT, USA) i šprica od 20 mL, proto-

kom 27,3 mL h−1 po proceduri i pod istim uslovima koji su opisani u odeljku II.2.1. Čestice 

alkalaze inkapsulirane u MAB su isprane destilovanom vodom nakon čega su čuvane na 4 

°C u Tris-HCl puferu (50 mM, pH vrednosti 8,5) do dalje upotrebe. 

 

II.2.13  Određivanje aktivnosti imobilisane i slobodne alkalaze 

 

 Aktivnost alkalaze je merena korišćenjem azokazeina kao supstrata.968 Smeša za ispi-

tivanje koja sadrži 75 µL rastvora enzima ili različite mase imobilisane alkalaze (0,01–0,2 g) 

i 125 µL 2% rastvor azokazeina (w/v), rastvorenog u 50 mM Tris–HCl (pH vrednosti 9,0), je 

inkubirana 30 minuta na 37 °C. Reakcija je prekinuta dodavanjem 600 µL 10% rastvora 

trihlorsirćetne kiseline (w/v). Da bi se uklonio dobijeni precipitat, epruvete za analizu su 

ohlađene u ledenom kupatilu 10 min, pre centrifugiranja tokom 10 minuta na 8000 rpm. 

Nakon toga, 600 µL supernatanta je dodato u 700 µL 1 M NaOH i merena je apsorpcija na 

440 nm u odnosu na slepu probu pripremljenu posebno za svaki uzorak dodavanjem stop 

rastvora trihlorsirćetne kiseline pre mešanja rastvora enzima sa supstratom. 

Aktivnost se izračunava na osnovu molarnog koeficijenta apsorpcije ɛ, koji je 38 L M-

1cm-1 za azokazein na datoj talasnoj dužini prema formuli:969 

𝑨[𝑼𝒎𝑳−𝟏] =
𝒕𝒈𝜶𝑹

𝜺
      (181) 
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gde je R (razblaženje) odnos zapremine ukupne reakcione smeše i zapremine uzorka 

enzima. Jedinica aktivnosti alkalaze je definisana kao količina enzima koja je potrebna da se 

proizvede povećanje apsorpcije od 1,0 na 440 nm u kiveti od 1 cm, pod gore navedenim 

uslovima analize. 

Specifične aktivnosti imobilisanog enzima se izražavaju kao jedinica po mg proteina 

imobilisanog na nosaču. 

 

II.2.13.1 Ispitivanje uticaja početne koncentracije alkalaze na imobilizaciju na alginatnim 

i MAB mikro-česticama dobijenih elektrostatičkom ekstruzijom 

 

Da bi ispitali kako početna koncentracija alkalaze pri imobilizaciji na alginatne 

mikro-čestice dobijene elektrostatičkom ekstruzijom (metoda u poglavlju II.2.12) utiče na 

aktivnost i sadržaj proteina imobilisanog biokatalizatora (metode u poglavljima II.2.10 i 

II.2.13) varirali smo je u opsegu od 2 do 33,6 mgalkalaze gnosača-1. Reakcioni parametri pri akti-

vaciji su 0,5 g alginatnih čestica, 10 mL 0,1 M Tris-HCl pufera pH vrednosti 8 i 10 mg EDAC-

a tokom 15 min na 25 °C, dok su pri imobilizaciji uslovi bili: 0,5 g aktiviranih čestica je me-

šano 20 h na 25 °C sa različitom koncentracijom alkalaze i istim Tris-HCl puferom do 10 mL. 

 

II.2.13.2 Ispitivanje uticaja pH vrednosti Tris-HCl pufera na kovalentnu imobilizaciju 

alkalaze na alginatne mikro-čestice dobijene elektrostatičkom ekstruzijom  

 

Ispitivanje uticaja pH vrednosti Tris-HCl pufera na imobilizaciju alkalaze na algi-

natne čestice je odrađeno variranjem pH vrednosti pufera u opsegu od 7 do 9. U dobijenom 

supernatantu i filtratu nakon imobilizacije po metodi opisanoj u poglavlju II.2.12 određivani 

su aktivnost i sadržaj proteina (metode u poglavljima II.2.10 i II.2.13). Reakcioni parametri 

pri aktivaciji su 0,5 g alginatnih čestica, 10 mL 0,1 M Tris-HCl pufera različite pH vrednosti 

i 10 mg EDAC-a i vreme aktivacije 15 min na 25 °C, dok su  pri imobilizaciji uslovi bili: 0,5 

g aktiviranih čestica mešano je 20 h na 25 °C sa 3,99 IU alkalaze i istim Tris-HCl puferom do 

10 mL. 

 

II.2.13.3 Ispitivanje uticaja molariteta Tris-HCl pufera na kovalentnu imobilizaciju alka-

laze na alginatne mikro-čestice dobijene elektrostatičkom ekstruzijom 

 

Variranjem molariteta Tris-HCl pufera između 10 i 200 mM pri imobilizaciji (metoda 

u poglavlju II.2.12) uticali smo na aktivnost i sadržaj proteina biokatalizatora (metode u 

poglavljima II.2.10 i II.2.13). Reakcioni parametri pri aktivaciji su 0,5 g alginatnih čestica, 10 

mL Tris-HCl pufera pH vrednosti 8,5, 10 mg EDAC-a pri vremenu aktivacije 15 min na 25 

°C, dok su pri imobilizaciji uslovi bili: 0,5 g aktiviranih čestica mešano je 20 h na 25 °C sa 

3,99 IU alkalaze i istim Tris-HCl puferom do 10 mL.
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II.2.13.4 Ispitivanje uticaja vremena aktivacije nosača EDAC-om na kovalentnu imobili-

zaciju alkalaze na alginatne mikro-čestice dobijene elektrostatičkom ekstruzijom 

 

Ispitali smo uticaj vremena aktivacije pri imobilizaciji alkalaze na alginatne čestice 

(metoda u poglavlju II.2.12) na aktivnost i sadržaj proteina biokatalizatora (metode u 

poglavljima II.2.10 i II.2.13) varirajući vreme aktivacije od 15 do 720 min. Reakcioni parame-

tri pri aktivaciji su 0,5 g alginatnih čestica, 10 mL 50 mM Tris-HCl pufera pH vrednosti 8,5, 

10 mg EDAC-a pri različitom vremenu aktivacije na 25 °C, dok su pri imobilizaciji uslovi 

bili: 0,5 g aktiviranih čestica mešano je 20 h na 25 °C sa 3,99 IU alkalaze i istim Tris-HCl 

puferom do 10 mL. 

 

II.2.13.5 Ispitivanje uticaja mase EDAC-a pri aktivaciji nosača na kovalentnu imobiliza-

ciju alkalaze na alginatne mikro-čestice dobijene elektrostatičkom ekstruzijom 

 

Uticaja mase EDAC-a pri aktivaciji nosača na kovalentnu imobilizaciju alkalaze na 

alginatne mikro-čestice (metoda u poglavlju II.2.12) na aktivnost i sadržaj proteina biokata-

lizatora (metode u poglavljima II.2.10 i II.2.13) ispitan je njenim variranjem od 10 do 60 mg. 

Reakcioni parametri pri aktivaciji su 0,5 g alginatnih čestica, 10 mL 50 mM Tris-HCl pufera 

pH vrednosti 8,5, sa različitom masom  EDAC-a pri vremenu aktivacije od 30 min na 25 °C, 

dok su pri imobilizaciji uslovi bili: 0,5 g aktiviranih čestica mešano je 20 h na 25 °C sa 3,99 

IU alkalaze i istim Tris-HCl puferom do 10 mL. 

 

II.2.13.6 Ispitivanje uticaja vremena imobilizacije na kovalentnu imobilizaciju alkalaze 

na alginatne mikro-čestice dobijene elektrostatičkom ekstruzijom 

 

Uticaj vremena imobilizacije na aktivnost i sadržaj proteina biokatalizatora (metode 

u poglavljima II.2.10 i II.2.13) pri imobilizaciji alkalaze na alginatne mikro-čestice (metoda 

u poglavlju II.2.12) ispitan je njegovim variranjem od 1 do 48 h. Reakcioni parametri pri 

aktivaciji su 0,5 g alginatnih čestica, 10 mL 50 mM Tris-HCl pufera pH vrednosti 8,5, 10 mg 

EDAC-a pri vremenu aktivacije od 30 min na 25 °C, dok su pri imobilizaciji uslovi bili: 0,5 g 

aktiviranih čestica je mešano u periodu od 1 do 48 h na 25 °C sa 3,99 IU alkalaze i istim Tris-

HCl puferom do 10 mL. 

 

II.2.13.7 Ispitivanje uticaja koncentracije alginata i procesa sušenja na kovalentnu imo-

bilizaciju alkalaze na alginatne nano-čestice dobijene ultrazvučnim raspršiva-

njem 

 

Uticaja koncentracije alginata i procesa sušenja na aktivnost i sadržaj proteina bioka-

talizatora (metode u poglavljima II.2.10 i II.2.13) pri kovalentnoj imobilizaciji alkalaze na 

kalcijum-alginatne nano-čestice dobijene ultrazvučnim raspršivanjem ispitan je variranjem 

koncentracije alginata (0,4 i 0,5%) u procesu proizvodnje nano-čestica (slika 62)  sa uvođe-

njem grejača u proces, kao i bez zagrevanja. Reakcioni parametri pri aktivaciji su 0,5 g algi-

natnih čestica, 10 mL 50 mM Tris-HCl pufera pH vrednosti 8,5, 10 mg EDAC-a pri vremenu 
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aktivacije od 30 min na 25 °C, dok su pri imobilizaciji uslovi bili sledeći: 0,5 g aktiviranih 

čestica mešano je 20 h na 25 °C sa 3,99 IU alkalaze i istim Tris-HCl puferom do 10 mL. 

 

II.2.14  Enzimska hidroliza proteina iz belanceta i izolata soje imobilisanom i slobodnom 

alkalazom 

 

 Aktivnost imobilisane alkalaze u industrijski važnim reakcijama ispitana je praće-

njem hidrolize 1% (w/w) vodenog rastvora izolata sojinog proteina (min. sadržaj proteina 

90%) i 10% (w/w) vodenog rastvora prethodno termički tretiranog belanceta  (11,4 mg mL-1, 

sadržaj proteina određen prema standardnoj Kjeldahl metodi).970 Hidroliza je izvedena u 

šaržnom reaktoru od 600 mL sa mehaničkim mešanjem (Staufen, Nemačka) sa kontrolom 

temperature i pH vrednosti. Pre enzimske hidrolize, rastvor proteina belanca je podvrgnut 

prethodnoj termičkoj obradi na 75 °C tokom 30 minuta, a zatim je rastvor držan na sobnoj 

temperaturi da se ohladi. Posle stabilizacije pH vrednosti (pH vrednost je podešavana 4 M 

rastvorom kalcijum-hidroksida (w/v)) i temperature (oko 20 minuta) pri optimalnim uslo-

vima za alkalazu (50 °C i pH vrednosti 8,0), reakcija hidrolize je započeta dodavanjem imo-

bilisanog ili slobodnog enzima u rastvor proteina iz belanceta i rastvor izolata sojinog pro-

teina, uz mešanje na 200 rpm.971 Početne koncentracije korišćenih imobilisanih enzima (alka-

laza kovalentno imobilisana na alginatne čestice dobijene elektrostatičkom ekstruzijom i 

ultrazvučnim raspršivanjem, kovalentno vezana i inkapsulirana alkalaza na i u MAB 

čestice) bile su ekvivalentne početnoj koncentraciji korišćenog slobodnog enzima i to 9,98 

IU i 0,53 IU za belance i soju, respektivno. Temperatura se tokom enzimske hidrolize odr-

žava konstantnom. Po završetku hidrolize (što se primećuje konstantnošću pH vrednosti 8) 

i/ili tokom iste (uzorkovanje na svakih 15 minuta) vrši se inaktivacija imobilisanog enzima 

u svim hidrolizatima zagrevanjem 15 minuta na 90 °C (u ključalom vodenom kupatilo). 

Hidrolitička aktivnost alkalaze imobilisane na alginatnim česticama dobijenim 

ultrazvučnim raspršivanjem (UAD) sa izolatom sojinog proteina je ispitivana tokom 8 

ciklusa pod istim uslovima, a vreme trajanja reakcije za svaku šaržu je bilo 225 min. Posle 

svakog reakcionog ciklusa, biokatalizator je uklonjen filtracijom, ispiran i čuvan između 

svakog eksperimenta u 50 mM Tris-HCl puferskom rastvoru (pH vrednosti 8,5) koji sadrži 

0,2 M rastvor CaCl2 na 4 °C. 

 

II.2.14.1  Određivanje stepena hidrolize proteina 

 

 Reakcija se odvija u blago alkalnim uslovima i sa snižavanjem pH vrednosti se pre-

kida. Stepen hidrolize (DH) se izračunava prema jednačini: 

DH (%) =
𝒉

𝒉tot
× 𝟏𝟎𝟎      (182) 

gde su: h - broj ekvivalentnih peptidnih veza hidrolizovanih u trenutku t, htot - ukupan broj 

peptidnih veza u proteinskom supstratu u mmol g-1proteina (meqgproteina-1). Korekcioni faktori 

za ukupan broj proteina su za soju  mproteina= htot•5,71 i belance mproteina=htot•6,25.972
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Tokom reakcije jednostepene enzimske hidrolize, na svakih 15 munuta uzimani su 

uzorci (250 µL) iz reakcionog suda. U svakom uzorku se odmah inaktivira imobilisani enzim 

dodatkom 2 mL 1% rastvora  SDS-a (w/v), pri čemu se inaktivacija izvodi u vodenom kupa-

tilu sa mešanjem 15 minuta na 75 °C. Zatim, u čiste epruvete prenese se 250 µL od svakog 

uzorka i doda se po 2 mL 0,2 M fosfatnog pufera pH vrednosti 8,2 i 2 mL 0,1% rastvora 

TNBS (w/v) (neophodno je rastvor TNBS zaštiti od uticaja svetlosti, tako što se sud u kome 

se nalazi obavije folijom, a rastvor se pripremi neposredno pre upotrebe. Reakciona smeša 

se promeša na vorteksu i inkubira u vodenom kupatilu sa mešanjem 60 minuta na 50 °C. 

Slepa proba se priprema na isti način kao i uzorak, ali se umesto uzorka dodaje destilovana 

voda. Po isteku inkubacionog vremena, reakcija se zaustavlja dodavanjem 4 mL 0,1 M ras-

tvora HCl (w/v), a apsorbanca nastalog proizvoda očitavana je spektrofotometrijski na tala-

snoj dužini od 340 nm na UV–Vis spektrofotometru UV Shimadzu 1700 (Shimadzu Corpora-

tion, Kjoto, Japan). 

Za konstruisanje standardne prave korišćena je prečišćena aminokiselina leucin. Od 

početnog rastvora leucina neophodno je pripremiti šest do deset različitih razblaženja. Svaki 

uzorak razblaženja leucina (250 µL) koristi se reakciji se TNBS na način koji je prethodno 

opisan (slika S2b). 

 

II.2.15 Određivanje kinetičkih konstanti u reakcijama enzimske hidrolize proteina iz i-

zolata soje i belanceta slobodnom i imobilisanom alkalazom u šaržnom reaktoru 

sa mehaničkim mešanjem 

 

Ispitana je početna kinetika u reakcijama enzimske hidrolize proteina iz izolata soje i 

belanceta katalizovanim slobodnom alkalazom i imobilisanom na alginatne čestice dobijene 

elektrostatičkom ekstruzijom i ultrazvučnim raspršivanjem. Varirana je početna koncentra-

cija supstrata, 0,19-0,68 µM mgproteina-1 za rastvor proteina belanceta i 0,21-0,55 µM mgproteina-

1 za rastvor proteina izolata soje pri optimalnoj početnoj koncentraciji za slobodnu i imobi-

lisanu alkalazu na EE i UAD čestice od 0,53 IU i 9,98 IU za reakciju hidrolize iz izolata soje 

i belanceta, respektivno. 

Eksperimentalno dobijeni podaci su fitovani odgovarajućim matematičkim mode-

lima korišćenjem aplikacije Enzyme Kinetics 1.10 u OriginLab-ovom OriginPro 2022 softveru 

i odabrane su vrednosti kinetičkih konstanti za modele sa najmanjim odstupanjima, odno-

sno najvećim koeficijentom poklapanja R2 koji su konvergirali. 

 

II.2.16  Optimizacija imobilizacije HRP-C na MAB 

 

 Za imobilizaciju HRP-C na MAB čestice koristili smo optimalne uslove do kojih smo 

došli pri optimizaciji imobilizacije alkalaze na alginatne čestice.8  Da bi aktivirali MAB, 

čestice su tretirane sa 10 mg EDAC-a u 10 mL Tris-HCl puferu (50 mM, pH vrednosti 8,5) 

tokom 30 minuta na 25 °C, pri laganom mešanju (150 rpm). Nakon reakcije aktivacije EDAC-

om, dalja reagovanje EDAC-a sa karboksilnim grupama je zaustavljeno dodavanjem 2-mer-

kaptoetanola (10 puta više u odnosu na EDAC) tokom 10 minuta. Čestice su isfiltrirane i 

višak 2-merkaptoetanola je uklonjen ispiranjem Tris-HCl puferom (50 mM, pH vrednosti 

8,5), što je sprečilo dalje reagovanje EDAC-a sa karboksilnim grupama na enzimu tokom 
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procesa imobilizacije.60 Nakon toga u sud sa 0,5 g aktiviranih MAB dodato je 2 mL rastvora 

HRP-C različite koncentracije (12,5–2500 mg L-1) sa 18 ml Tris-HCl pufera (50 mM, pH vred-

nosti 8,5). Imobilizacija je trajala 20 h na 25 °C, pri laganom mešanju (150 rpm). Nakon imo-

bilizacije proizvod je ispran sa Tris-HCl puferom i zatim je ispran destilovanom vodom na-

kon čega je čuvan na 4 °C u Tris-HCl puferu (50 mM, pH vrednosti 8,5) pre upotrebe. Uzorci 

rastvora enzima pre i posle imobilizacije, zajedno sa rastvorima za ispiranje, uzeti su za 

određivanje sadržaja proteina i aktivnosti enzima. Koncentracija za HRP-C je određena 

prema Bradford-ovoj metodi korišćenjem goveđeg seruma albumina (BSA) kao standarda 

(poglavlje II.2.10). Efikasnost imobilizacije i količina vezanog enzima određeni su kao pri 

imobilizaciji alkalaze (poglavlje II.2.12). 

Radi poređenja nakon dobijanja optimalnih uslova imobilizacije, HRP-C je pod opti-

malnim uslovima kovalentno imobilisana na alginatne čestice dobijene elektrostatičkom 

ekstruzijom bez magnetita. 

Takođe radi poređenja HRP-C je inkapsulirana u alginatne čestice sa magnetitom e-

lektrostatičkom ekstruzijom na sledeći način: u 100 mL 2% rastvora natrijum-alginata (w/v) 

rastvorenog u Tris-HCl puferu (50 mM, pH vrednosti 8,5), dodata je masa od 50 mg EDAC-

a i mešana na magnetnoj mešalici (150 rpm) 30 minuta na 25 °C. Zatim je dodato 6,25 mg 

HRP-C i mešano (150 rpm) na 25 °C tokom 20 h. Nakon tog perioda, dodali smo 0,5 g mag-

netita u rastvor i mešanjem staklenim štapićem se magnetit ravnomerno rasporedio kroz 

rastvor (početni odnos enzim/nosač bio je 2,5 mg g-1). Sferične kapljice su formirane elektro-

statičkim ekstruzijom suspenzije polimera kroz tupu iglu od nerđajućeg čelika (22 G) po-

moću automatske pumpe (Razel, Scientific Instruments, Stamford, CT, USA) i šprica od 20 

mL, pri protoku 27,3 mL h−1 po proceduri i pod istim uslovima koji su opisani u odeljku 

II.2.1. MAB su isprane destilovanom vodom nakon čega su čuvane na 4 °C u Tris-HCl pu-

feru (50 mM, pH vrednosti 8,5) do dalje upotrebe. 

 

II.2.16.1 Određivanje aktivnosti slobodne HRP-C 

 

Korišćenjem pirogalola kao standardnog supstrata, aktivnost peroksidaze se  

određuje spektrofotometrijski na 420 nm. Za određivanje aktivnosti peroksidaze pripremi 

se 13 mM rastvor pirogalola u puferu (fosfatni, 0,1 M, pH vrednosti 7), rastvor enzima 

željene koncentracije i  rastvor vodonik-peroksida (0,97 mM). Postupak merenja aktivnosti 

je sledeći: u prvu kivetu se odmeri se odmeri 1 mL pirogalola pripremljenog u puferu 

(fosfatni, pH vrednosti 7, 0,1 M) i 10 µL vodonik- peroksid, u drugu kivetu se odmeri 1 mL 

pirogalola pripremljenog u puferu (fosfatni, pH vrednosti 7, 0,1 M), 10 µL vodonik-

peroksida i 10 µL rastvora enzima, u treću kivetu se odmeri 1 mL pufera (slepa proba). U 

trenutku kada se doda vodonik-peroksid, uključuje se štoperica i beleži promena 

apsorbance svakih 30 s narednih 3 min. Aktivnost peroksidaze se izražava ujedinicama, U. 

1 U se definiše kao količina peroksidaze koja katalizuje konverziju pirogalola do 1 mg 

purpurogalina za 20 s na 20 ºC i vrednosti pH 7. Ova purpurogalin jedinica je ekvivalentna 

~18 µM jedinica po minuti na 25 °C. 

Aktivnost HRP-C izražena u UmL-1  se određuje na osnovu sledećeg izraza:973 

𝑨𝐤𝐭𝐢𝐯𝐧𝐨𝐬𝐭 𝐇𝐑𝐏 (𝑼𝒎𝑳−𝟏) =  
∆𝑨×𝑽𝒕×𝒅𝒇

∆𝒕×𝜺×𝟑×𝟎.𝟎𝟏
   (183) 
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gde je:  
∆𝑨

∆𝒕
 (min-1) – početna brzina reakcije, Vt – ukupna  zapremina  reakcione  smeše, df – 

faktor razblaženja, ε – molarni  apsorpcioni  koeficijent  koji iznosi 12 (mM-1 L), 0,01 (mL) – 

zapremina uzorka za određivanje aktivnosti, 3 – koeficijent proporcionalnosti 

 

II.2.16.2 Određivanje aktivnosti imobilisane HRP-C 

 

 Korišćenjem standardnog supstrata pirogalola i vodonik-peroksida izračunata je 

aktivnost imobilisane HRP-C.973 Aktivnost imobilisane HRP-C se  određuje  

spektrofotometrijski  na  420  nm.  Za  određivanje  aktivnosti HRP-C  pripremi  se  13  mM  

rastvor  pirogalola  u  fosfatnom puferu  (pH vrednosti 7,  0,1  M), rastvor vodonik-peroksida 

(3% v/v; 0,97 mM) i imobilisan enzim željene koncentracije (0,05–10 mgHRP mgnosača-1). 

Reakciona smeša za određivanje aktivnost imobilisane HRP-C je zapremine 3,03 mL. 

Postupak određivanja aktivnosti je sledeći: u kivetu se odmeri 3 mL pirogalola u fosfatnom 

puferu, doda se 2 mg imobilisane HRP-C i 30 μL vodonik–peroksida. Nakon dodatka H2O2 

počinje reakcija. Promena boje od žute (pirogalol) u tamno braon (purpurogalin) je praćena 

spektrofotometrijski na 420 nm korišćenjem UV-Vis spektrofotometra UV Shimadzu 1700 

(Shimadzu Corporation, Kjoto, Japan). Paralelno  se  pripremi  i  jedna  kiveta  pirogalola  u 

puferu  (slepa  proba)  i  kiveta  sa  3  mL  pirogalola  u  puferu  i  odmerena  imobilisana 

peroksidaza (kontrola) u kojima se takođe prati promena apsorbance. Promena apsorbance 

u odnosu na slepu probu (pirogalol  u puferu ) se meri svakih 30 s tokom 3 minuta. Nakon 

svakog merenja apsorbance kivete se energično promešaju. 

Ukupna aktivnost enzima izražena u U se određuje na osnovu sledećeg izraza:974 

𝐀𝐈𝐄 =
∆𝑨×𝑽𝒕

∆𝒕×𝜺
      (184) 

gde je: 
∆𝑨

∆𝒕
 – promena apsorbance po minuti, ε – molarni  apsorpcioni  koeficijent  koji iznosi 

12 mmol-1 L , Vt – ukupna  zapremina  reakcione  smeše =  3,03  mL. Specifična aktivnost 

imobilisanog enzima (Ug-1) izražena je po gramu nosača. 1 U se definiše kao količina  

peroksidaze koja katalizuje konverziju pirogalola do 1 mg purpurogalina za 20 s na 20 ºC i 

vrednosti pH 7,0. Ova purpurogalin jedinica je ekvivalentna ~18 μM jedinica po minuti na 

25 °C.973 

Aktivnost HRP-MAB čestica pod optimalnim uslovima je zatim upoređena sa 

aktivnošću kovalentno imobilisane HRP-C pod istim uslovima na alginatne čestice u 

odsustvu magnetita, inkapsulirane HRP-C u MAB čestice sa istim početnim odnosom 

enzim/nosač i slobodne HRP-C sa istom početnom koncentracijom. 

 

II.2.16.3 Ispitivanje uticaja pH vrednosti rastvora pirogalola na aktivnost slobodne HRP-

C i HRP-MAB 

 

Uticaj pH vrednosti rastvora pirogalola na aktivnost slobodne HRP-C i HRP-MAB 

ispitivan je rastvaranjem pirogalola po metodama opisanim u poglavljima II.2.16.1 i II.2.16.2 

u puferima različite pH vrednosti (200 mM acetatni pufer za rastvore pH vrednosti 3-6 i 100 

mM Tris-HCl puferu za pH vrednosti 7-9).
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II.2.16.4 Ispitivanje uticaja temperature reakcije sa rastvorom pirogalola na aktivnost slo-

bodne HRP-C i HRP-MAB 

 

Ispitivanje uticaja temperature reakcije sa rastvorom pirogalola (u 100 mM fosfatnom 

puferu pH vrednosti 7) na aktivnost slobodne HRP-C i HRP-MAB vršeno je na temperatu-

rama reakcije 25–55 °C, po metodama opisanim u poglavljima II.2.16.1 i II.2.16.2. 

 

II.2.16.5 Ispitivanje termalne stabilnosti reakcije sa rastvorom pirogalola preko aktivno-

sti slobodne HRP-C i HRP-MAB 

 

Pre početka reakcije, slobodna HRP-C i HRP-MAB su inkubirane u kalijum-

fosfatnom puferu (100 mM, pH vrednosti 7) na 60 i 70 °C, 30–120 min pre dodatka vodonik-

peroksida i rastvora pirogalola. Nakon hlađenja, aktivnost je merena po metodama 

opisanim u poglavljima II.2.16.1 i II.2.16.2. Najveća vrednost aktivnosti za slobodnu HRP-C 

i HRP-MAB za svaki set eksperimenata je uzeta kao referentna aktivnost od 100%. 

 

II.2.17  Optimizacija procesa uklanjanja boja AB225 i AV109 

 

 Da bi se optimizovali parametri procesa uklanjanja boja iz otpadnih voda tekstilne 

industrije sa HRP-C ispitivani su uticaj koncentracije enzima, koncentracije boje, 

koncentracije vodonik-peroksida, mase HRP-MAB, odnosa magetit/alginat, prečnik HRP-

MAB čestica, reakcione temperature i pH vrednost rastvora za obe boje. Boja (AB225 i 

AV109) je pripremana u acetatnom puferu (200 mM, pH vrednosti 3–6) i Tris-HCl puferu 

(100 mM, pH vrednosti 7-9) u koncentracijama 10-100 mg L-1. Pre reakcije inicijacije smeša 

je mešana  magnetnom mešalicom brzinom od 100 rpm i dovedena u termalnu ravnotežu 

pri sobnoj temperaturi. 3 ml rastvora boje je prenešeno u kivetu i 50-500 mg HRP-MAB 

čestica je dodato u rastvor. Reakcija je inicirana dodavanjem 0,097-0,97 mM rastvora 

vodonik-peroksida. Temperatura reakcije je varirana u opsegu 25–55 °C. Na UV-Vis 

spektrofotometru (UV Shimadzu 1700, Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) je svakih 5 

minuta merena apsorbanca pri maksimalnim talasnim dužinama testiranih boja (λmax=590 

nm za AV109, i λmax=628 nm za AB225, tabela 7.).975Preeliminarni eksperimenti su pokazali 

da HRP-MAB čestice same uklanjaju 5-11% od obe boje, bez dodavanja vodonik-peroksida. 

Takođe, rastvori za obe boje su bili stabilni kada su izloženi samo vodonik-peroksidu, bez 

dodavanja čestica, iz čega se zaključuje da je proces obezbojavanja zavistan kako od 

vodonik-peroksida tako i od enzima. 

Procenat uklanjanja boja se definiše kao:976 

% 𝒖𝒌𝒍𝒂𝒏𝒋𝒂𝒏𝒋𝒂 𝒃𝒐𝒋𝒆 =
(𝐀𝟎−𝐀𝐭)

𝐀𝟎
× 𝟏𝟎𝟎    (185) 

gde je A0 početna apsorbanca u rastvoru boje pre reakcije (kontrola) i At apsorbanca rastvora 

boje u trenutku t tokom reakcije. 

Procenat uklanjanja obe boje sa HRP-MAB pod optimalnim uslovima je zatim 

upoređen sa  procentom uklanjanja boja kovalentno imobilisanom HRP-C pod istim 

uslovima na alginatne čestice u odsustvu magnetita, inkapsuliranom HRP-C u MAB 
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česticama sa istim početnim odnosom enzim/nosač i slobodnom HRP-C pri istoj početnoj 

koncentraciji. 

U tabeli 15 predstavljeni su reakcioni uslovi pri kojima su varirani parametari. 

 

II.2.18 Određivanje kinetičkih konstanti slobodne i imobilisane HRP-C u reakcijama 

uklanjanja boja AB225 i AV109  

 

U okviru ove eksperimentalne serije ispitana je početna kinetika razgradnje boja 

AB225 i AV109 slobodnom komercijalnom HRP-C i imobilisanom na MAB čestice. Početna 

kinetika je ispitana variranjem koncentracije jednog supstrata, dok je konstantnom održa-

vana koncentracija drugog supstrata pri optimalnim uslovima reakcije (⁓1 mm HRP-MAB 

čestice, magnetit/alginat odnos 1:4, početna koncentracija enzima 10 mgHRP gnosač-1 (16,9 U 

ili 32,8 U gnosača-1), pH vrednosti 4 i 5 za AV109 i AB225, respektivno i temperatura 25 °C). 

Početna koncentracija boje je varirana u opsegu 0,0073-0,073 mM za AB225 i 0,0061-0,061 za 

AV109, dok je početna koncentracija vodonik-peroksida varirana u opsegu 0,044–0,88 mM 

za reakciju katalizovanu optimalnom početnom koncentracijom komercijalne i imobilisane 

HRP-C. 

Eksperimentalno dobijeni podaci su fitovani odgovarajućim matematičkim mode-

lima korišćenjem aplikacije Enzyme Kinetics 1.10 u OriginLab-ovom OriginPro 2022 softveru 

i odabrane su vrednosti kinetičkih konstanti za modele koji najmanje odstupaju, odnosno 

sa najvećim koeficijentom poklapanja R2 koji su konvergirali. 

 

Tabela 15. Reakcioni uslovi za optimizaciju procesa obezbojavanja boja AB225 i AV109 

Varirani 
parametar 

Vreme, 
min 

Mag-
netit/ 

alginat 

Cperoksid, 
mM 

Cboja,  
gHRPmgboje

-1 

Masa 
čestica,  

gHRPmgboje
-1 

CHRP, 
gHRPmgnosač

-1 

Veličina 
igle 

T, oC pH 

Magnetit/ 
alginat 

AB 25 

AV 40 

1:10 – 

1:2 

 

0,097 0,1 0,05 2,5 *22Gee 25 3,6 

Cperoksid, 
mM 

AB 40 

AV 40 
1:4 

0,097 – 
0,97 

0,1 0,025 10 22Gee 25 3,6 

Cboja,  
gHRPmgboje

-1 
AB 70 

AV 60 
1:4 0,097 0,02 – 0,2 0,05 2,5 22Gee 25 3,6 

Masa 
čestica,  

gHRPmgboje
-1 

AB 50 

AV 40 
1:4 0,097 0,1 0,025 – 0,25 2,5 22Gee 25 3,6 

CHRP,  
gHRPmgnosač

-1 

AB 35 

AV 45 
1:4 0,097 0,1 0,05 0,05 - 10 22Gee 25 3,6 

Veličina 
igle 

AB 40 

AV 20 
1:4 0,097 0,1 0,05 10 18G – 22Gee 25 3,6 

T, oC 
AB 15 
AV 15 

1:4 0,097 0,07 0,05 10 22Gee 25-55 3,6 

pH 
AB 15 
AV 15 

1:4 0,097 0,07 0,05 2,5 22Gee 25 3-9 

Cperoksid – H2O2 koncentracija; Cboja – koncentracija boje; CHRP – početna HRP koncentracija; *ee – elektrostatička ekstruzija 
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II.2.18.1 Korišćenje aplikacije Enzyme Kinetics u OriginLab OriginPro 2022 softverskom 

programu 

 

Enzime Kinetics aplikacija služi za fitovanje podataka i upoređivanje modela za reak-

cije enzimske kinetike. 

 

II.2.18.1.1 Instalacija 

 

Preuzmite Enzime Kinetics.opx aplikaciju sa sajta Enzyme Kinetics - File Exchange - 

OriginLab, a zatim prevucite i spustite u Origin radni prostor. Ikona Enzime Kinetics će se 

pojaviti u prozoru Apps Gallery. 

Napomena: Ovaj alat zahteva OriginPro 2018 (9.5) kao najstariju verziju. 

 

II.2.18.1.2 Primer u .OPJ formatu 

 

Ova aplikacija se isporučuje sa primer u .OPJ formatu. U Apps Gallery prozoru klik-

nite desnim tasterom miša na ikonu Enzime Kinetics i izaberite Show Samples Folder. Prevucite 

i pustite Enzime Kinetics Sample.opj u Origin da biste otvorili projekat (slika 63). 

Napomena: Ako želite da sačuvate .OPJ fajl nakon što ga promenite, najbolje je da sačuvate 

na drugoj lokaciji (npr. sačuvajte u User Files Folder-u). 

 

 

Slika 63. Primer Enzime Kinetics Sample.opj

https://www.originlab.com/fileExchange/details.aspx?fid=335
https://www.originlab.com/fileExchange/details.aspx?fid=335
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II.2.18.1.3 Rad sa aplikacijom Enzime Kinetics 

 

• Kliknite na ikonu Enzime Kinetics u Apps Gallery prozoru. Biće otvoren dijalog koji vam 

omogućava da odredite strukturu radnog lista za ulazne podatke (slika 64 levo). 

• U dijalogu Number of Independent Variables izaberite broj nezavisnih promenljivih prema 

vašim podacima i funkcijom za fitovanje (slika 64). 

• Na Independent Variable grani, navedite ime, jedinice, broj merenja i ponavljanja (Name, U-

nits, Measurements i Replicates, respektivno) za svaku nezavisnu promenljivu (slika 64). 

• Na Dependent Variable grani navedite ime i jedinice (Name i Units) za zavisnu promenljivu. 

Može postojati više merenja za svaku nezavisnu promenljivu i više ponavljanja za svako 

merenje (slika 64). 

• Jedinice, broj merenja i ponavljanja (Units, Measurements i Replicates) se mogu prilagoditi u 

combo box-u (slika 64). 

• Kliknite na dugme OK (slika 64). 

• Biće kreiran šablon radnog lista sa navedenim podešavanjima. 

 

 

Slika 64. Ubacivanje podataka u radni list aplikacije Enzyme Kinetics 

II.2.18.1.4 Unošenje podataka u radni list 

 

• Popunite prvu X kolonu podacima prve nezavisne promenljive (slika 64). 

• Ako je definisano više merenja za prvu nezavisnu promenljivu, potrebno je popuniti više 

X kolona. 

• Ako postoje 2 nezavisne promenljive, navedite vrednost za drugu nezavisnu promen-

ljivu svake grupe Y podataka u zaglavlju kolone Indep2 Value (slika 64). 

• Popunite svaku Y kolonu podacima za zavisnu promenljivu (slika 64). 

 

II.2.18.1.5 Fitovanje modela 

 

• Kliknite na dugme u gornjem levom uglu Fit Model na radnom listu da biste otvorili 

dijalog za fitovanje (slika 64).
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• Izaberite tip reakcije i ispitivanja (slika 63). 

• Na grani Analysis, izaberite funkcije za fitovanje u listi Models to Fit. Izaberite metode u 

padajućoj listi Compare Models da biste uporedili modele, metode uključuju R2 (COD), 

Sy.x i AlCc (slika 63). 

• Ako postoje 2 nezavisne promenljive, izaberite 1. nezavisnu promenljivu (1st Independent 

Variable) za funkciju za fitovanje sa padajuće liste, uverite se da je 1. nezavisna promenljiva 

u skladu sa postavkama podataka radnog lista, a 2. nezavisna promenljiva (2nd Independent 

Variable) će se automatski ažurirati u dijalogu. 

 

II.2.18.1.6 Rezultati 

 

• Kliknite na dugme OK (slika 64). 

• Biće kreirani list sa izveštajem i list sa podacima koji uključuju fitovane rezultate i rezul-

tat poređenja modela (slika 63). 

Napomene: 

• Ako su podaci za ponavljanja naslagani u koloni, izaberite 1 u Replicates combo box-u. 

• List izveštaja sadrži tabelu sa informacijama o modelu (Model Information), koja prikazuje 

imena .FDF datoteka funkcija za fitovanje u analizi. Ako želite da izmenite neke funkcije 

za fitovanje, (npr. možda mislite da podrazumevane početne vrednosti za neke funkcije 

nisu dovoljno dobre) možete da ih promenite tako što ćete izabrati funkciju iz kategorije 

Enzime Kinetics u dijalogu Fitting Function Organizer ili dijalogu Fitting Function Builder. 

Takođe možete da izaberete funkciju za fitovanje u ugrađenom alatu Nonlinear Curve Fit 

da biste izvršili ručno fitovanje. 

Tabela 16. Dostupni modeli za analizu u aplikaciji Enzyme Kinetics 
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III. REZULTATI I DISKUSIJA 

 

U ovom istraživanju izvršena je imobilizacija alkalaze i peroksidaze iz rena (HRP-C) 
kovalentnim vezivanjem amidnom vezom na alginatne i magnetit/alginatne čestice, kori-
steći karbodiimid kao aktivacioni agens. Nanočestice magnetita su inkapsulirane u alginat-
nim česticama, što je rezultiralo hidrofilnom prevlakom sa karboksilnim grupama, koja bi 
mogla biti pogodna za kovalentno vezivanje oba enzima. Lako odvajanje čestica alginata iz 
reakcione smeše korišćenjem konvencionalnog magneta može se postići uvođenjem fe-
romagnetnih čestica u strukturu polimera.977,978 Šematski prikaz vezivanja, alkalaze na algi-
natne čestice i HRP-C na MAB čestice, amidnom vezom između amino grupe enzima i kar-
boksilne grupe alginata aktivirane EDAC-om, predstavljen je šemi 19. 

 

 

Šema 19. Mogući mehanizam kovalentne imobilizacije HRP-C i alkalaze na MAB i 
alginatne čestice aktivirane EDAC-om
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III.1. KARAKTERIZACIJA ČESTICA 

 

Tokom našeg istraživanja proizveli smo različitim metodama čestice na koje smo po-

tom kovalentno vezali alkalazu i HRP-C. Magnetit/alginatne čestice su proizvedene disper-

govanjem suspenzije natrijum-alginata i magnetita u kapljice, koje su nakon toga očvrsnule 

hemijskim umrežavanjem sa kalcijumovim jonima iz rastvora kalcijum-hlorida. Variranjem 

prečnika igle (18-25 G), proizvedene su čestice različitih veličina sa prečnikom u intervalu 

0,38-3,3 mm) i po pravilu, smanjivanjem prečnika igle dobijane su manje čestice. Međutim, 

da bi se dobile čestice prečnika ispod 2 mm, morali smo da uvedemo električno polje prili-

kom procesa ukapavanja. Ova metoda je poznata pod nazivom elektrostatička ekstruzija. 

Alginatne mikročestice dobijene su elektrostatičkom ekstruzijom dispergovanjem rastvora 

natrijum-alginata u rastvor kalcijum-hlorida, dok su submikronske alginatne čestice dobi-

jene ultrazvučnim raspršivanjem na kolonu nakvašenu rastvorom kalcijum-hlorida. Prili-

kom proizvodnje submikronskih alginatnih čestica varirana je koncentracija natrijum-algi-

nata, dok je proces vršen sa i bez sušenja. Kada je pri proizvodnji bilo sušenja dobijali smo 

manje čestice zbog isparivanja vode iz čestica prilikom raspršivanja. 

Srednji  prečnik alginatnih mikročestica proizvedenih elektrostatičkom ekstruzijom 

sa imobilisanim enzimom bio je 803±23 µm sa rasponom raspodele veličine od 1,3±0,1. Pro-

sečna veličina alginatnih čestica submikronske veličine proizvedenih ultrazvučnom raspr-

šivanjem (UA) sa imobilisanom alkalazom dostigla je 0,607±0,103 µm sa indeksom poli-

disperznosti 0,463±0,053, dok su imobilisane sušene čestice (UAD) bile manje i to prečnika 

0,394±0,051 µm. Zeta potencijal (ZP), koji pokazuje električni napon na površini čestice, nije 

se značajno razlikovao između različitih čestica i kretao se od -6,2 mV ±5,3% za alginatne 

čestice i -28,9 mV ±4,4% za alginatne čestice sa imobilisanim enzimom, što je blizu granice 

fizičke stabilnosti koloidnih sistema (−30 mV). 

Međutim, pokazalo se da je enzimska prevlaka izazvala smanjenje zeta potencijala u 

poređenju sa alginatnim česticama, ukazujući na to da površinski sloj enzima značajno spre-

čava agregaciju i adheziju čestica. Ovo smanjenje vrednosti ZP može se pripisati činjenici da 

je većina -NH2 grupa na površini molekula enzima bila vezana za aktivirane alginatne 

čestice, omogućavajući negativno naelektrisanim aminokiselinskim ostacima da ostanu slo-

bodni i da preovlađuju. Rezultati sugerišu da su sušenjem aerosola uz pomoć́ grejača pove-

zanog sa aparatom za ultrazvučno raspršivanje dobijene čestice submikronske veličine. Na-

kon imobilizacije enzima i mikronske i submikronske čestice su se povećale, što se vidi na 

osnovu podataka da su čestice bez enzima dobijene tehnikom elektrostatičke ekstruzije (EE), 

ultrazvučnog raspršivanja (UA) i ultrazvučnog raspršivanja sa sušenjem (UAD) imale preč-

nike 698±0,21 µm, 428±78 nm i 261±33 nm, respektivno (tabela 17). 

Srednji prečnici čestica dobijenih jednostavnim ukapavanjem pod uticajem gravita-

cionog polja, ukapavanjem u elektrostatičkom polju, pre i posle imobilizacije sa HRP-C i 

alkalazom su dati u tabeli 18 za uzorak sa masenim odnosom magnetit/alginat 1:4. Vrsta 

vezanog enzima nije uticala na veličinu čestice i rezultati u tabeli 18 predstavljaju srednje 

vrednosti prečnika čestica. 

Činilo se da vlažne čestice dobijene jednostavnim ukapavanjem bez prisustva e-

lektričnog polja imaju sferni oblik, a srednji prečnik je u rasponu od 3268,0±32,2 µm do 

2408,1±40,7 µm, i od 3309,1±60,3 do 2513,1±54,8 µm za MAB i HRP-MAB čestice,  
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respektivno, u zavisnosti od veličine igle. Kao što se može videti, čestice su se povećale na-

kon imobilizacije enzima u odnosu na čestice bez enzima (tabela 18), a ovaj efekat (povećanje 

od 5–28% u odnosu na prečnik pre imobilizacije) bio je najizraženiji za mikročestice dobijene 

elektrostatičkom ekstruzijom, koje odgovaraju većem prinosu imobilizacije (slika 65). 

 

Tabela 17. Prečnik čestica i zeta potencijal 

Vrsta čestica Prečnik d  Zeta potencijal, mV 

EE čestice 0,698±0,21 µm −6,34±0,33 
UA čestice 0,428±0,078 nm −6,15±0,26 

UAD čestice 0,261±0,033 nm −6,17±0,27 

Imobilisane EE čestice 0,803±0,23 µm −28,6±1,40 

Imobilisane UA čestice 0,607±0,103 nm −27,8±1,69 

Imobilisane UAD čestice 0,394±0,051 nm −30,3±1,11 
*EE čestice – alginatne mikročestice dobijene elektrostatičkom ekstruzijom; UAD i UA čestice – 
alginatne submikronske čestice dobijene ultrazvučnim raspršivanjem sa i bez sušenja, respek-
tivno; d – prečnik čestice 

 

Tabela 18. Prečnici MAB, HRP-MAB i alkalaza-MAB čestica dobijenih jednostavnim uka-

pavanjem i elektrostatičkom ekstruzijom, sa odnosom magnetit/alginat=1:4 

Veličina igle Pre imobilizacije d, µm Posle imobilizacije d, µm 

18G 3268,0±32,2 3309,1±60,3 

20G 2965,9±39,6 3003,2±40,1 

22G 2568,3±53,5 2662,1±60,2 

25G 2408,1±40,7 2513,1±54,8 

18Gee 1995,8±80,0 2095,3±74,3 

20Gee 953,1±60,3 1112,3±23,7 

22Gee 806,6±82,1 1030,9±73,8 

25Gee 382,2±91,2 472,3±51,1 

*d – prečnik čestice; ee—čestice proizvedene elektrostatičkom ekstruzijom 

 

Prečnik čestica je imao standardnu devijaciju u opsegu 1–24%, bez sistematske zavi-

snosti od sastava. Heterogenost je poznati nedostatak ekstruzionih tehnika kada se prime-

njuje velika brzina protoka u režimu prskanja.  Na slici 65 prikazane su mikronske i sub-

mikronske čestice u rastvoru kalcijum-hlorida dobijene elektrostatičkom ekstruzijom ko-

rišćenjem igle 22G (slika 65a,b,c) i ultrazvučnim raspršivanjem (slika 65d,e,f) sa i bez imobi-

lisanog enzima slikane optičkim mikroskopom. 

Na slici 65a su prikazane alginatne čestice i može se videti da nisu sve čestice sfernog 

oblika, već ima i elipsoidnih. Na slici 65b,c se unutar i MAB i HRP-MAB čestica vide crne 

tačke koje predstavljaju agregate Fe2O3 nanočestice (prečnika ⁓15 nm), koji su homogeno 

raspoređeni kroz zapreminu čestica. Pre imobilizacije MAB čestice su bile transparentne i 

kružnog oblika, dok su nakon imobilizacije potamnele, izgubile transparentnost i dobile po-

liedarne oblike zbog vezivanja HRP-C na njihovu površinu. 
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a)   

b) 

 
c) 

  
d) 

 
e)  

 
f) 

Slika 65. Izgled čestica pod optičkim mikroskopom: (a) alginatne čestice dobijene 
korišćenjem igle 22Gee pri uvećanju 5x; (b) MAB čestice dobijene korišćenjem igle 22Gee pri 

uvećanju 5x; (c) HRP-MAB čestice pri uvećanju 5x; (d) UAD čestice pri uvećanju 20x; (e) 
UAD čestice pri uvećanju 5x; (f) UAD čestice sa imobilisanom alkalazom pri uvećanju 5x 

Oblik MAB čestica najverovatnije odstupa od idealne sfere kao posledica tretmana 

Tris-HCl puferom (pH vrednosti 8,5) koji je korišćen sa imobilizaciju i čuvanje čestica. Na-

ime, u baznoj sredini kalcijum-alginat bubri vezivanjem vode. Proces bubrenja, uglavnom, 

pri baznim pH vrednostima može trajati i nekoliko sati, nakon čega počinje rastvaranje i 

degradacija.979 Na slici 65d,f predstavljene su UAD čestice koje takođe imaju sferične oblike 

i transparentne su, kao čestice dobijene elektrostatičkom ekstruzijom. Nakon aktiviranja E-

DAC-om i vezivanjem alkalaze čestice više nisu providne, jer se enzim vezao na njihovu 

površinu (slika 65f). 
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Pored submikronskih UAD čestica sa imobilisanom alkalazom vide se i agregati 

nastali spajanjem većeg broja čestica. Ove razlike na površini ukazuju na uspešnu imobili-

zaciju enzima na površinu čestica, što je dalje i potvrđeno detaljnijim FTIR i SEM analizama. 

 

III.1.1 SEM analiza 

 

Sve dobijene čestice su sušene u sušnici, da bi se ispitala mogućnost proizvodnje bi-

okatalizatora u praškastom obliku, pogodnog za industrijsku primenu. Poređenjem masa 

vlažnih i suvih čestica izračunali smo stepen vlažnosti koji je iznosio 97,45±0,2%. 

Na  slici 66 prikazane su SEM slike alginatnih čestica dobijenih elektrostatičkom 

ekstruzijom korišćenjem igle 22G sa i bez imobilisane alkalaze (slika 66a,b,c,d), kao i algi-

natne nano-čestice dobijene ultrazvučnim raspršivanjem sa sušenjem, takođe sa i bez imo-

bilisane alkalaze (slika 66e,f). 

Alginatne čestice prikazane na slici 66 imaju okrugao oblik sa različitom morfologi-

jom površine. Nakon sušenja alginatnih čestica direktno u SEM komori bez posebne zaštite, 

došlo je do smanjenja veličine čestica, pri čemu je veće smanjenje primećeno kod čestica na 

koje nije vezan enzim, što je primećeno i poređenjem slika 65 i  66. U prikazima sa većim 

uvećanjem odgovarajućih površina, hrapavost je uočena naročito na česticama na koje nije 

vezan enzim, dok je površina imobilisanih čestica izgledala kompaktnije (slika 66c,d). 

Izgledalo je da sušenje ima manje efekta na imobilisane alginatne čestice nego na 

MAB čestice, najverovatnije kao rezultat manjeg broja hidrofilnih grupa na imobilisanim 

česticama, pošto se kovalentna imobilizacija alkalaze odvija preko karboksilnih grupa algi-

nata. Slično našem zapažanju, prijavljena je kompaktnija površina čestica alginata sa inkap-

suliranom tanazom u odnosu na prazne alginatne čestice, a autori su pretpostavili da 

hidroksilne grupe tanaze formiraju intermolekularne vodonične veze sa karboksilnim gru-

pama alginata.980 UAD čestice sa imobilisanim enzimom pri sušenju prave agregate, pa se 

teže mogu izdvojiti zasebne čestice na SEM slikama. Na površini imobilisanih UAD čestica 

se vidi zatamnjenje koje predstavlja vezani enzim (slika 66e,f). 

SEM slike suvih MAB čestica i imobilisane HRP-C na MAB čestice proizvedene e-

lektrostatičkom ekstruzijom korišćenjem igle 22G su predstavljene na slici 67. 

Nakon sušenja, prazne čestice su se skupile i delimično deformisale, ali su zadržale 

okrugli oblik (slika 67a), dok su se čestice prekrivene enzimima više s deformisale i izgledale 

su spojeno (slika 67b). Sa uvećanjem od 500x na odgovarajućim površinama, primećena je 

hrapavost površine, posebno primetna u slučaju MAB čestica, dok su se površine HRP-MAB 

čestica činile kompaktnijim (slika 67d) u poređenju sa MAB česticama (slika 67c). Ovaj re-

zultat se može objasniti manjim brojem hidrofilnih grupa na mikročesticama sa imobilisa-

nim enzimom, pošto se kovalentna imobilizacija HRP-C najverovatnije odvija preko kar-

boksilnih grupa MAB.980
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Slika 66. SEM mikrografici: (a) alginatne mikročestice dobijene elektrostatičkom 
ekstruzijom pri uvećanju 200×; (b) alginatne mikročestice dobijene elektrostatičkom 
ekstruzijom sa imobilisanom alkalazom pri uvećanju 200×; (c) alginatne mikročestice 
dobijene elektrostatičkom ekstruzijom pri uvećanju 5000×; (d) alginatne mikročestice 

dobijene elektrostatičkom ekstruzijom sa imobilisanom alkalazom pri uvećanju 5000×; (e) 
alginatne submikronske čestice dobijene ultrazvučnim raspršivanjem sa sušenjem pri 

uvećanju 10000×; (f) alginatne submikronske čestice dobijene ultrazvučnim raspršivanjem 
sa sušenjem sa imobilisanom alkalazom pri uvećanju 10000×

a) b) 

 c) d) 

e) f) 
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Slika 67. SEM mikrografici MAB čestica: (a) prazne MAB čestice pri uvećanju 100×; (b) 

HRP-MAB čestice pri uvećanju 100×; (c) spoljna površina praznih MAB čestica pri uveća-

nju 500×; (d) spoljna površina HRP-MAB čestica pri uvećanju 500× 

 

III.1.2 Mehaničke osobine i magnetizacija 

 

Rezultati mehaničkih ispitivanja komprimovanja čestica su prikazani na slici 68.  

Na osnovu dobijenih rezultata mehaničke čvrstoće i modula elastičnosti, nije uočena 

značajna razlika između uzoraka magnetit/alginatnih čestica pripremljenih sa različitim 

odnosima magnetita i alginata (1:2, 1:3, 1:4, 1: 5 i 1:10). Modul elastičnosti bio je oko 25 kPa. 

Ovo može biti rezultat nekih suprotnih efekata. S jedne strane, očekivalo bi se da će ugradnja 

čestica magnetita kao ekstra-polimernih komponenti poremetiti mrežu i oslabiti strukturu. 

S druge strane, dodavanje magnetita rastvoru alginata jača ukupnu strukturu čestica, 

kao što je ranije dokazano da nanočestice gvožđe-oksida mogu delovati kao ojačavači;966,981 

međutim, poslednja primedba je tačna samo do neke tačke. Naime, sa povećanjem koncen-

tracije magnetita dolazi do formiranja aglomerata čestica koji su bili manje kruti od pojedi-

načnih nanočestica, delujući kao defektne tačke u polimernoj matrici, a zatim dovode do 

smanjenja krutosti.966,981 Naši rezultati su uporedivi sa rezultatima Čičija (Czichi) i saradnika 

koji je utvrdio da se Joung-ov modul alginat-metilceluloznog gela obogaćenog česticama 

magnetita nije značajno promenio sa povećanjem koncentracije čestica do 35% (w/w) .982

a) b) 

c) d) 
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Slika 68. Testovi sabijanja uzoraka MAB napravljenih sa različitim odnosom mag-

netit/alginat (1:2, 1:3, 1:4, 1:5 i 1:10) 

 

Magnetizacione krive jedne čestice magnetita i magnetit/alginat čestica (MAB) me-

rene su na 5 K kao funkcija magnetnog polja između 0 Oe i 50 kOe i prikazane su na slici 69. 

Vrednosti magnetizacije zasićenja (saturacione magnetizacije) su nađene kao 80 i 55 emu g-

1 za  magnetit i MAB, respektivno. Ispostavilo se da obe krive imaju malu remanentnost i 

koercitivnost u histerezisnim petljama, pokazujući dobra magnetna svojstva. Magnetit i 

MAB čestice su imale dobru disperzibilnost u vodi i brz magnetni odgovor pošto su bile 

odvojene iz suspenzije spoljnim magnetom u roku od 1 min (slika 70). Čini se da je smanje-

nje magnetizacije zasićenja u slučaju MAB čestica posledica dodatnog alginatnog sloja u koji 

su ugrađene nanočestice. 

 
Slika 69. Magnetizacione krive za magnetit i MAB čestice
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Slika 70. Odvajanje MAB čestica iz suspenzije spoljnim magnetnim poljem u roku od 1 

min 

 

III.1.3 FTIR analiza 

 

III.1.3.1 FTIR analiza za sistem alginat-alkalaza 

 

Vibracije istezanja -OH veza čistog alginata pojavile su se u opsegu talasnih dužina  

3000-3700 cm−1, dok se vibracije istezanja alifatične -CH veze uočava na 2925 cm−1 (slika 71).  

 

Slika 71. FTIR spektri za sistem alkalaza-alginat: (-) alginat; (-) alginat aktiviran EDAC-
om; (-) imobilisana alkalaze na alginat 

 

Pikovi na oko 1632 cm−1 i na 1385 cm−1 mogu se pripisati asimetričnim i simetričnim 

vibracijama istezanja karboksilnog jona, respektivno. Pikovi na oko 1107 cm−1  i 935 cm-1 

mogu se pripisati vibracijama istezanja C-O piranozilnog prstena i C-O istezanju uz dopri-

nose C-C-H i C-O-H deformacija. Pik na 1033 cm−1 koja odgovara rastezanju CO takođe je 

karakteristična za alginat. Pored toga, pikovi koje se pojavljuju oko 885 cm−1  i 815 cm−1 

mogu se pripisati manuronskoj i guluronskoj kiselini, respektivno, koje su obe prisutne u 

alginatnoj strukturi. Može se primetiti nekoliko razlika u spektrima alginat-EDAC-a i 
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alginat-alkalaze u poređenju sa alginatom. Čini se da je povećanje intenziteta svih pikova u 

oba spektra (alginat-EDAC i alginat-alkalaza spoj) posledica aktivacije čestica sa EDAC-om. 

Prvobitni hidroksilni pik (3447 cm−1) postao je širi vrh i pomerio se na nižu talasnu dužinu 

(3413 cm−1), što bi trebalo da bude posledica superpozicije vibracije istezanja α-NH2 na alka-

lazu. Štaviše, pikovi na 1632 cm−1 i 1385 cm−1 (oba karakteristična za karboksilni jon) u spek-

tru početnih praznih čestica su pomereni na 1619 cm−1 i 1416 cm−1, respektivno u spektru 

alginat-alkalaze i povećani u intenzitetu; rezultat su preklapanja između vibracije istezanja 

α−COOH i vibracije promenljivog ugla α-NH2. Pored toga, pojavili su se novi pikovi, na 

1300 cm−1 i 1040 cm−1, koji su bili u oblasti karakterističnoj za N-H ili C-N veze. Naime, 

EDAC kao i aminokiselinski ostaci vezani  za polimernu kičmu mogu proizvesti nove azot-

vodonik ili azot-ugljenik veze. Slično, Davidivič-Pinas (Davidovich-Pinhas) i saradnici prime-

tili su nove pikove locirane u opsegu 1240–1700 cm−1 u spojevima alginat-cistein nakon ak-

tivacije alginata EDAC-om.983 Dodatni pik je takođe detektovan u spektru alginat-alkalaza 

na 928 cm−1 što se nalazi u oblasti poliaromatičnih ugljovodonika. 

 

III.1.3.2 FTIR analiza za sistem HRP-MAB 

 

Da bi se bolje okarakterisale interakcije između funkcionalnih grupa enzima, alginata 

i magnetita, sprovedena je FTIR analiza i rezultati su prikazani na slici 72. 

 

 

U oblasti velikih talasnih dužina, vibracije istezanja O–H veza alginata pojavljuju se 

u opsegu talasnih dužina 3600-3000 cm−1,984 dok se vibracije istezanja alifatičnog C–H pri-

mećuju na 2950–2850 cm−1. Pikovi oko 1632 cm−1 mogu se pripisati karboksilnom jonu, pik 

na 1460 cm−1 asimetričnim i simetričnim vibracijama istezanja, a oni na 1120 cm−1 i 935 cm−1 

C-O piranozilnog prstena i C-O istezanju uz doprinose C-C-H i C-O-H deformacija.979 Raste-

zanje C=O grupe nedisocirane karboksilne grupe je takođe detektovano na 1730 cm−1 i 1631 

cm−1, kao što je navedeno za alginatne filmove.985 Dodatni pik na 1414 cm−1 je pripisan si-

metričnoj vibraciji istezanja COO− natrijum-alginata.986 Slab pik primećen na 1385 cm−1 pri-

pisuje se vibraciji istezanja C=O veze.987 Pikovi na 1030 cm−1, pomereni na 1023 cm−1 i 1024 

Slika 72. FTIR spektri za sistem HRP-MAB uzorka: (-) magnetit; (-) alginat;  (-) MAB; (-) HRP-MAB  
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cm−1, ukazuju na vibracije istezanja C–O.988 Pored toga, pikovi oko 800 cm−1 mogu se pripi-

sati manuronskoj i guluronskoj kiselini, respektivno, koje su obe prisutne u alginatnoj struk-

turi.989,990 

Važno je napomenuti da je asimetrična vibracija istezanja karboksilnog jona (1632–

1590 cm−1) pomerena na niže talasne dužine u poređenju sa očekivanim za natrijum-algi-

nat.991 Može se videti da je oblast apsorpcije O–H vibracija istezanja čestica kalcijum-alginata 

uža od one kod natrijum-alginata. Ovakva razlika je verovatno posledica interakcije algi-

natnih hidroksilnih i karboksilnih grupa sa Ca2+ pri formiranju helatne strukture i posledič-

nog smanjenja broja vodoničnih veza među OH grupama.991 

Što se tiče FTIR spektra HRP-MAB čestica, čini se da je region otiska prsta (1300–650 

cm−1) mnogo bogatiji karakterističnim pikovima nego kod MAB čestica. Ovaj region uklju-

čuje doprinose kompleksnih interakcijskih vibracija, što dovodi do generalno jedinstvenog 

otiska prsta svakog jedinjenja. Pored toga, pomeranje vrhova po talasnoj dužini i smanjenje 

intenziteta jasno pokazuju da postoje interakcije između alginata, HRP-C i Ca2+ FTIR spektri 

MAB i HRP-MAB pokazuju vrh na 520 cm−1 zbog Fe–O vibracije istezanja, dok su pikovi na 

1590 cm−1 i 1594 cm−1 pomereni sa 1632 cm−1 zbog O–H savijanja i vibracija istezanja koje su 

vezan za površinu atoma gvožđa.992 –OH istezanje HRP-MAB mikročestica je pomereno na 

nižu frekvenciju (3364 cm−1), zbog elektrostatičke privlačnosti između C=O grupe poli-

merne matrice i –NH2 grupe sa HRP-C, što potvrđuje da je HRP-C uspešno vezana za MAB 

čestice.993 Uočeni su novi pikovi na 622 cm−1, 467 cm−1  i 419 cm−1 zbog Fe–O grupe, što 

potvrđuje da su magnetitne čestice uspešno inkapsulirani u kalcijum-alginat.994 Pik se pri-

mećuje u intervalu 3417-3200 cm−1; širina pika je posledica i –OH i –NH  vibracije istezanja, 

što ukazuje da je HRP-C vezana za MAB.992 

 

III.2. OPTIMALNI USLOVI ZA IMOBILIZACIJU ALKALAZE NA KALCIJUM ALGI-

NATNE ČESTICE 

 

Definisanje optimalnih uslova imobilizacije je ključno za uspešno kovalentno veziva-

nje enzima preko većeg broja funkcionalnih grupa, tzv. ,,višetačkasto vezivanje’’ i reakciju 

enzim-nosač.50 Zbog toga su ispitivani efekti i početne mase alkalaze po masi nosača u ras-

tvor za imobilizaciju (2–33,6 mgalkalaze g-1mikročestica) na imobilisanu masu proteina i prinos 

imobilisanog enzima na mikročestice alginata dobijenih elektrostatičkom ekstruzijom (EE). 

Rezultati su prikazani na slici 73. 

Povećanje početnog odnosa enzim/nosač rezultiralo je linearnim povećanjem  vezanog 

enzima, dostižući maksimalnu količinu vezane alkalaze po g suvog nosača od 592,3±6,7 mg 

g-1. Na prinos imobilizacije je u manjoj meri uticala početna koncentracija enzima, tako da 

je prinos bio 97,1% sa početnim odnosom enzim/nosač od 8,4 mg g-1. Druge publikacije o 

imobilizaciji alkalaze pokazale su niže ili uporedive vrednosti za vezivanje enzima sa pri-

nosom imobilizacije u širokom opsegu vrednosti. Pesato (Pessato) sa saradnicima je postigao 

vezivanje 0,028 mg proteina g-1 nosača sa česticama glioksil-agaroze.995 Korici (Corîci) sa sa-

radnicima je fizički zarobio alkalazu u staklenim sol-gel matricama korišćenjem različitih 

tipova alkoksisilana pomešanih sa tetrametoksisilanom u različitim odnosima; autori su 

postigli sadržaj inkapsuliranog  proteina između 83 i 163 mg g-1 gela u zavisnosti od formu-

lacije matrice.996 Fererira (Ferreira) i saradnici su kovalentno imobilisali alkalazu na derivate 
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silicijum-dioksida različite veličine pora i morfologije površine (terminalne amino naspram 

hidroksilnih grupa) i dostigli 2,4–6,3 mg proteina po gramu SiO2 sa stepenom imobilisanog 

proteina između 27-70%,997 dok je Zeng (Zeng) sa saradnicima za alkalazu imobilisanu na 

HMSS-NH2-Fe3+ postigao odlično vezivanje enzima na nosač od 227,8±23,7 mg g-1.998 U ne-

davnoj studiji, alkalaza je imobilisana različitim mehanizmima (adsorpcija, umrežavanje 

enzima i kovalentno vezivanje) za aktivirane mikročestice hitozana; autori su dobili masu 

vezanog enzima po gramu nosača u opsegu od 116 do 340,2 mg g-1, sa prinosom imobiliza-

cije enzima od 96,4 do 98,7%, u zavisnosti od metode korišćene za dobijanje mikročestice 

hitozana (elektrostatička ekstruzija i tehnike inverzne emulzije) i formulacije matrice (odnos 

hitozan/umreživač).999 Dobro vezivanje enzima postignuto ovde može se objasniti nese-

lektivnim spajanjem enzima na matricu, preko različitih funkcionalnih grupa, što je prouz-

rokovalo  formiranje višestrukog vezivanja aktivnih funkcionalnih grupa enzima sa alginat-

nom matricom. 

 

Slika 73. Uticaj početne mase alkalaze po gramu nosača na imobilisanu količinu proteina 
(Pg) i prinos imobilizacije (ηenz) 

Proučavali smo efekte mase biokatalizatora (alkalaza imobilisana na alginatne mikro-

čestice dobijene elektrostatičkom ekstruzijom) na specifičnu aktivnost (aktivnost po masi 

suvog nosača) biokatalizatora, variranjem imobilizacionih parametara kao što su početna 

koncentracija enzima, pH vrednosti pufera, molaritet pufera, vreme aktivacije EDAC-om, 

maseni odnos EDAC/nosač i vreme imobilizacije. Aktivacija alginatnih čestica za kovalen-

tno vezivanje sa alkalazom i variranje parametara pri imobilizaciji izvršena je po metodi 

opisanoj u poglavlju II.2.12, a aktivnost biokatalizatora je određivana po metodi opisanoj u 

poglavlju II.2.13. Rezultati su prikazani na slici 74. 

Generalno, aktivnost biokatalizatora je rasla sa porastom mase imobilisanog enzima. 

Aktivnost imobilizovane alkalaze je rasla sa porastom početne koncentracije alkalaze u 

osnovnom rastvoru za imobilizaciju. Pokazalo se da najveća početna koncentracija enzima 

u rastvoru za imobilizaciju od 5,32 IU daje najveću aktivnost imobilisanog sistema (slika 

74a) i korišćena je u daljim istraživanjima.
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Slika 74. Uticaj mase biokatalizatora (alkalaza imobilisana na alginatne mikročestice dobijene 
elektrostatičkom ekstruzijom) na specifičnu aktivnost  biokatalizatora pri variranju parametara imobilizacije: 

(a) početna koncentracija enzima (b) pH vrednost Tris-HCl pufera (c) molaritet Tris-HCl pufera (d) vreme 
aktivacije alginatnih mikročestica EDAC-om (e) odnos početne mase EDAC-a i mase alginatnih mikročestica 

pri aktivaciji (f) vreme imobilizacije alkalaze na alginatne mikročestice aktivirane EDAC-om 
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Da bi se izbeglo rastvaranje alginata, reakcija aktivacije alginatnih mikročestica E-

DAC-om je sprovedena u Tris-HCl puferu iako je fosfatni pufer korišćen u većini ranije 

objavljenih studija.1000,1001 Glavni nedostatak alginata je osetljivost na kalcijumove helatore 

kao što su fosfat i laktati. 

Što se tiče uticaja pH vrednosti pufera, imobilisani enzim dobijen sa Tris-HCl pufe-

rom pH vrednosti 7 pokazao je najnižu aktivnost, a aktivnost biokatalizatora je rasla sa po-

rastom pH vrednosti pufera do pH vrednosti 8,5, a zatim je počela da opada sa daljim po-

većanjem (slika 74b). 

Naime, odbijanje karboksilnih grupa alginata bilo je intenzivnije u rastvoru sa višom 

pH vrednošću, što je rezultiralo povećanjem mreže polimera tako da su funkcionalne kar-

boksilne grupe postale dostupnije za vezivanje sa EDAC-om. Međutim, izvan krajnjih vred-

nosti pH pufera, mreža je počela da se raspada. Povećanje molariteta Tris-HCl pufera dovelo 

je do smanjenja aktivnosti imobilisanog enzima, tako da je najveću aktivnost pokazao bio-

katalizator dobijen sa 50 mM Tris-HCl puferom čiji je pH vrednost 8,5, koji je korišćen u 

daljim istraživanjima (slika 74c). Ovaj efekat može biti povezan sa pI-zavisnim ponašanjem 

bubrenja alginata, pošto se ravnotežno bubrenje alginatnih gelova smanjilo sa povećanjem 

jonske snage pufera.1002 

Proučavano je i vreme aktivacije alginatnih čestica EDAC-om u opsegu 30–720 min 

(slika 74d). Zaključili smo da 15 minuta nije dovoljno da se proces aktivacije završi, ali je 

vreme reakcije duže od 30 minuta rezultiralo smanjenjem aktivnosti biokatalizatora. Ovo se 

može objasniti očigledno prekomernim umrežavanjem alginatnih čestica EDAC-om, što do-

vodi do naknadnog međusobnog umrežavanja između molekula enzima, što zauzvrat 

može izazvati deaktivaciju enzima. Stoga je 30 minuta odabrano kao optimalno vreme akti-

vacije. 

Efekat mase EDAC-a po masi nosača (10–60 mg/0,5 g) na aktivnost imobilisanog 

enzima je prikazana na slici 74e. Najveća aktivnost je postignuta sa 10 mg EDAC-a na 0,5 g 

čestica, i sa povećanjem mase EDAC-a je opadala. Nekoliko razloga može objasniti ovakav 

rezultat. Naime, EDAC ima funkcionalne grupe koje mogu da reaguju sa karboksilnim gru-

pama mikročestica alginata (kao što je prikazano na slici 71). Međutim, karboksilne grupe 

enzimskih aminokiselina takođe mogu da reaguju sa EDAC-om, onoliko intenzivnije koliko 

je koncentracija EDAC-a bila veća. Naime, aktivno mesto alkalaze obuhvata zajedničku ka-

talitičku trijadu koju čine tri aminokiseline, serin, aspartat i histidin. Pokazalo se da kar-

boksilna grupa aspartata može da reaguje sa viškom EDAC-a što dovodi do smanjene ak-

tivnosti enzima nakon imobilizacije. Drugo moguće objašnjenje je da je vezivanje enzima 

preko većeg broja funkcionalnih grupa izazvano uvođenjem velikog broja dodatnih grupa 

na nosač, kao i sterne  smetnje izazvane preopterećenjem enzima takođe dovelo do nedo-

stupnosti enzima supstratu. Problem reaktivacije aktivnih mesta enzima sa amino grupom 

EDAC-a uočili su Ti (Tee) i saradnici, koji su istraživali imobilizaciju α-amilaze kovalentnim 

vezivanjem na alginatnu matricu; autori su predložili dvostepeni protokol konjugacije za 

zaštitu aktivnog mesta enzima: nakon reakcije čestica kalcijum-alginata sa EDAC-om, dalja 

reaktivnost EDAC-a sa karboksilnim grupama je ugašena dodavanjem 2-merkaptoetanola 

u reakcionu smešu, koji je sprečio da EDAC dalje reaguje sa aktivnim mestima karboksilnih 

grupa enzima tokom koraka imobilizacije.60 U cilju boljeg razumevanja o tome kako višak 

EDAC-a utiče na aktivnost imobilisane alkalaze, dodali smo 2-merkaptoetanol u drugom 
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koraku i ponovili eksperiment. Utvrđene aktivnosti biokatalizatora nisu otkrile značajne 

razlike među različitim testiranim uzorcima (prilog 1, slika S1), pokazujući da je doprinos 

prvog uzroka deaktivaciji enzima bio zanemarljiv. Čini se da višestruko vezivanje enzima 

za nosač, koje je ograničavalo fleksibilnost polipeptidnog lanca ili preopterećenje enzimom, 

objašnjava smanjenu aktivnost biokatalizatora korišćenjem veće koncentracije EDAC-a. 

Vreme inkubacije procesa imobilizacije (15–720 min) takođe je pokazalo uticaj na ak-

tivnost imobilisane alkalaze (slika 74f). Činilo se da, kada je vreme imobilizacije bilo manje 

od 20 h i dalje postoje raspoložive karboksilne grupe na površini alginatne matrice za vezi-

vanje, dok sa produženjem vremena kontakta preko 20 h, dolazi do deaktivacije enzima. 

Optimalni uslovi imobilizacije su bili sledeći: 5,32 IU alkalaze, 50 mM Tris-HCl pufer 

pH vrednosti 8,5, 30 minuta aktivacije sa 10 mg EDAC-a na 0,5 g alginatnih mikročestica i 

vreme imobilizacije od 20 h. 

Drugi tip biokatalizatora je takođe napravljen od čestica alginata koje su 

sintetisane iz rastvora natrijum-alginata u koncentraciji od 0,4 i 0,5% (w/v) tehnikom ultraz-

vučnog raspršivanja bez sušenja (UA) i sa sušenjem (UAD) aerosola generisanog ultrazvuč-

nim raspršivačem. Dobijene UAD i UA submikronske čestice su korišćene za imobilizaciju 

alkalaze pod prethodno određenim optimalnim uslovima sa alginatnim česticama dobije-

nim elektrostatičkom ekstruzijom. U stvari, tako dobijeni UAD i UA biokatalizatori su 

znatno manji od većine enzimsko-alginatnih čestica navedenih u literaturi.1003,1004  Oba bio-

katalizatora su imala visok kapacitet vezivanja pošto je postignut prinos imobilizacije od 94 

do 97% za UA i UAD, respektivno. Aktivnost imobilisane alkalaze se povećavala sa njenom 

masom u reakciji, kako se i očekivalo (slika 75). 

 

 

Slika 75. Uticaj mase biokatalizatora (alkalaza imobilisana na alginatne submikronske 
čestice dobijene ultrazvučnim raspršivanjem sa i bez sušenja) na aktivnost imobilisane 

alkalaze pri variranju početne koncentracije natrijum-alginata 
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Štaviše, biokatalizator UAD je pokazao veću aktivnost u poređenju sa UA biokatalizatorom. 

Ovo se može objasniti sa dve činjenice: 

• povećanjem broja reaktivnih grupa po jedinici mase alginatnih čestica nakon sušenja i 

• UAD čestice su bile daleko manje od UA, pa su imale veću specifičnu površinu., odnosno 

kontaktnu površinu za odvijanje biokatalitičke reakcije. 

Pored toga, biokatalizator napravljen od 0,4% rastvora natrijum-alginata (w/v) poka-

zao je bolju aktivnost od onih napravljenih sa 0,5% rastvorom (w/v). Ovaj rezultat bi se mo-

gao pripisati i razlici u njihovoj veličini, pošto su čestice niže koncentracije alginata bile ma-

nje. 

Treći tip biokatalizatora je takođe napravljen kovalentnim vezivanjem alkalaze na 

MAB čestice koje su sintetisane iz 2,0% rastvora natrijum-alginata (w/v) i magnetita u od-

nosu 4:1 tehnikom elektrostatičke ekstruzije (EE). Postignut je prinos imobilizacije od 93%. 

Najveća aktivnost pokazana je korišćenjem alkalaze imobilisane na UAD 0,4% algi-

natne čestice (w/v). Sa najaktivnijim biokatalizatorom po g nosača od 2716,1 IU gnosača-1, do-

bijeno je najviše imobilisanog enzima po g nosača od 671,6±4 mgproteina gnosača-1 u poređenju 

sa 2600,8 IU gnosača-1 i 592,3±6,7 mgproteina gnosača-1 za EE biokatalizator napravljen od 2% ras-

tvora natrijum-alginata (w/v), dok je za alkalazu kovalentno vezanu na MAB čestice dobi-

jene elektrostatičkom ekstruzijom čestice dobijeno 2692,6 IU gnosača-1 i 643,3 mgproteina gnosača-

1 . 

Radi poređenja određena je aktivnost slobodne i inkapsulirane alkalaze u MAB 

čestice dobijene elektrostatičkom ekstruzijom pri optimalnim uslovima imobilizacije alka-

laze početne koncentracije 3,99 IU (slika 76). 

 

 

Slika 76.  Uticaj mase proteina na aktivnost slobodne i imobilisane alkalaze na različite 
nosače pri optimalnim uslovima imobilizacije početne količine enzima od  3,99 IU 
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III.3. PRIMENA IMOBILISANE ALKALAZE ZA HIDROLIZU PROTEINA IZ HRANE U 

REALNOM REAKCIONOM SISTEMU 

 

Performanse UAD, EE i MAB biokatalizatora ispitane su u realnim sistemima za 

hidrolizu proteina iz belanceta i izolata soje. Slika 77 prikazuje stepen hidrolize (DH) kao 

funkciju vremena za sve biokatalizatore u zavisnosti od vrste nosača za imobilizaciju i po-

četnog enzim/supstrat (E/S) odnosa. 

 
a) 

 
b) 

 
c) 

 
d) 

Slika 77. Krive progresa enzimske hidrolize proteina u zavisnosti od načina imobilizacije i 
početnog odnosa enzim/supstrat iz (a,c) izolata soje i (b,d) belanceta sa imobilisanom, 

inkapsuliranom i slobodnom alkalazom početne koncentracije 3,99 IU  

Očigledno je da su tip čestica sa imobilisanom alkalazom i vrsta proteinskog sup-

strata uticali na početnu brzinu, obim i tok hidrolize. Najveći stepeni hidrolize proteina iz 

belanceta i izolata soje, postignuti sa alkalaza-UAD submikronskim česticama bili  su 

37,03±0,39% i 26,45±0,85% za 120 i 135 min, respektivno. Sa druge strane, slobodna alkalaza 
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je hidrolizovala 35,10±0,52% proteina belanceta za 75 minuta i 25,64±0,42% proteina izolata 

soje za 135 min, što je u saglasnosti sa prethodnim radom.999 

Sa svim biokatalizatorima je bilo moguće postići približno isti stepen hidrolize, ali je 

ravnoteža reakcija sa  alkalazom imobilisanom na MAB i UAD čestice brže uspostavljena u 

odnosu na EE biokatalizatore; ovo se može pripisati jednoj ili više opštih karakteristika i-

mobilisanih enzimskih sistema kao što je ograničena dostupnost supstrata aktivnim 

mestima enzima uzrokovana difuzionim ograničenjima, sterni efekti i strukturne promene 

enzima nakon imobilizacije. 

MAB čestice su se pri hidrolizi ponašale slično slobodnoj alkalazi i maksimalni stepen 

hidrolize je dostignut brže u odnosu na alginatne EE čestice bez magnetita. Imobilizacija 

enzima je često bila praćena smanjenjem aktivnosti enzima, što se činilo uglavnom zbog 

ograničenja difuzije velikih molekula supstrata unutar pora enzima, koji se mogu moduli-

rati korišćenjem nosača sa većim prečnikom pora, kako je prikazano u literaturi.998  Rezultati 

proteolitičke aktivnosti imobilisane alkalaze bili su u saglasnosti sa rezultatima prijavljenim 

za alkalazu imobilisanu na HMSS-NH2-Fe3+, koja je imala veću biokatalitičku efikasnost za 

proteolizu goveđeg seruma albumina 2,1 puta od slobodnog enzima. Veća aktivnost imobi-

lisanog enzima objašnjena je aktivacijom alkalaze koordinacijom sa metalnim jonima, što je 

povoljno promenilo sekundarnu strukturu enzima, što je potvrđeno FTIR analizom.998 

Prema rezultatima hidrolize sa oba supstrata, iz belanceta i izolata soje, činilo se da alkalaza 

imobilisana na UAD česticama pokazuje najpovoljnije katalitičke performanse. 

Sa povećanjem početnog E/S odnosa u intervalu 0,5-2%, smo zaključili da dolazi do 

povećanja brzine hidrolize proteina za oba supstrata i da je brzina veća za hidrolizu sa UAD 

česticama u odnosu na hidrolizu sa EE česticama i dobijamo veći stepen hidrolize u odnosu 

na reakciju sa slobodnom alkalazom.  

 

III.3.1 Određivanje kinetičkih konstanti u reakcijama enzimske hidrolize proteina iz i-

zolata soje i belanceta slobodnom i imobilisanom alkalazom u šaržnom reaktoru 

sa mehaničkim mešanjem 

 

Ispitana je početna kinetika u reakcijama enzimske hidrolize proteina iz izolata soje i 

belanceta slobodnom alkalazom i imobilisanom na alginatne čestice dobijene elektrostatič-

kom ekstruzijom i ultrazvučnim raspršivanjem. 

Eksperimentalno dobijeni podaci su fitovani odgovarajućim matematičkim mode-

lima korišćenjem aplikacije Enzyme Kinetics 1.10 u OriginLab-ovom OriginPro 2022 softveru 

i odabrane su vrednosti kinetičkih konstanti za modele sa najvećim koeficijentom poklapa-

nja R2 koji su konvergirali i rezultati su prikazani u tabeli 19 i na slici 78. 

Rezultati za hidrolizu proteina iz izolata soje, koji se najviše poklapaju sa modelom 

za kompletnu kompetitivnu reverzibilnu inhibiciju (R2=0,9828 za slobodnu alkalazu, 0,9598 

za UAD alkalazu i 0,9785 za EE alkalazu),  pokazuju da se maksimalna početna brzina re-

akcije smanjuje imobilizacijom sa 1,37 µM mg-1 min-1 na 1,04 µM mg-1 min-1 za UAD čestice  

i 0,4 µM mg-1 min-1  za EE čestice, dok je u reakciji bez inhibicije supstratom najveća početna 

maksimalna brzina sa UAD česticama 1,63 µM mg-1 min-1, dok je za  EE čestice 0,23 µM mg-

1 min-1 i za slobodnu alkalazu isto kao i sa inhibicijom 1,37 µM mg-1 min-1. Na osnovu kon-

stanti inhibicije 929,96 µM mg-1 za slobodnu alkalazu, 308,23 µM mg-1  za UAD alkalazu i 
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537,16 µM mg-1 za EE alkalazu, primećujemo da je izraženiji inhibitorni uticaj supstrata sa 

imobilisanom alkalazom.  

 

 
a) 

 
b) 

Slika 78. Uticaj početne koncentracije supstrata na početnu brzinu reakcije hidrolize 
proteina iz (a) belanceta i (b) izolata soje
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Tabela 19. Kinetički parametri za reakcije enzimske hidrolize proteina iz izolata soje i 
belanceta slobodnom i imobilisanom alkalazom fitovani odgovarajućim matematičkim 

modelima sa najvećim koeficijentom poklapanja R2 koji su konvergovali  

Kinetički  
parametar 

Inhibicija 
supstratom 

Slobodna 
alkalaza 

Bez 
inhibicije 

supstratom 

Slobodna 
alkalaza 

Inhibicija 
supstratom 

UAD 
alkalaza 

Bez 
inhibicije 

supstratom 

UAD 
alkalaza 

Inhibicija 
supstratom 

EE 
alkalaza 

Bez 
inhibicije 

supstratom 
EE  

alkalaza 

Hidroliza proteina iz izolata soje 

Model 
Kompetitivna 
reverzibilna  

inhibicija 

Mihaelis  
Menten 

mehanizam 

Akompeti-
tivna reverzi-

bilna 
inhibicija 

Mihaelis  
Menten 

mehanizam 

Kompetitivna 
reverzibilna 

inhibicija 

Mihaelis  
Menten 

mehanizam 

V, µM mg-1 min-1 1,37 1,37 1,04 1,63 0,40 0,23 

Km, µM mg-1 258,69 326,37 733,40 1158,39 237,78 375,91 

Ki, µM mg-1 929,96 / 308,23 / 537,16 / 

R2 0,9828 0,9828 0,9598 0,9598 0,9366 0,9785 

Hidroliza proteina iz belanceta 

Model 
Kompetitivna 
reverzibilna 

inhibicija 

Mihaelis  
Menten 

mehanizam 

Kompetitivna 
reverzibilna 

inhibicija 

Mihaelis  
Menten 

mehanizam 

Kompetitivna 
reverzibilna 

inhibicija 

Mihaelis  
Menten 

mehanizam 

V, µM mg-1 min-1 17,82 17,82 1,68 1,68 1,49 1,49 

Km, µM mg-1 612,62 2015,13 506,01 1862,554 264,74 318,05 

Ki, µM mg-1 421,26 / 403,78 / 1260,51 1260,51 

R2 0,9996 0,9996 0,9465 0,9613 0,9856 0,9856 

V – maksimalna brzina reakcije, Km – Mihaelisova konstanta za hidrolizu, Ki – konstante inhibicije hidrolize, 
R2 – koeficijent poklapanja 

 

Poređenjem vrednosti Mihaelisovih konstanti za supstrat, za reakciju bez inhibicije 

na vrednost za reakciju s inhibicijom, 67,7 µM mg-1 za slobodnu alkalazu, 424,99 µM mg-1 

za UAD alkalazu i 138,13 µM mg-1 za EE alkalazu, utvrđujemo da je manji afinitet alkalaze 

prema supstratu za reakciju sa imobilisanom alkalazom, što je u skladu sa prethodno utvr-

đenim manjim inhibitornim efektom supstrata za reakciju sa slobodnom alkalazom. 

Rezultati za hidrolizu proteina iz belanceta, koji se najviše poklapaju sa modelom za 

kompetitivnu reverzibilnu inhibiciju (R2=0,9996 za slobodnu alkalazu, 0,9465 za UAD alka-

lazu i 0,9856 za EE alkalazu),  pokazuju da se maksimalna početna brzina reakcije smanjuje 

imobilizacijom sa 17,82 µM mg-1 min-1 na 1,68 µM mg-1 min-1 za UAD čestice  i 1,49 µM mg-

1 min-1 za EE čestice, a pri reakciji bez inhibicije supstratom brzine su bile iste. 

Na osnovu konstanti inhibicije 421,26 µM mg-1 za slobodnu alkalazu, 403,78 µM mg-

1  za UAD alkalazu i 1260,51 µM mg-1 za EE alkalazu, primećujemo da je izraženiji inhibitorni 

uticaj supstrata sa UAD alkalazom koja ima sličan uticaj kao slobodna alkalaza, dok  EE 

alkalaza ima dosta manji efekat. 

Poređenjem smanjenja vrednosti Mihaelisovih konstanti za supstrat, od vrednosti za 

reakciju bez inhibicije na vrednost za reakciju s inhibicijom, 1402,51 µM mg-1 za slobodnu 
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alkalazu, 1356,54 µM mg-1 za UAD alkalazu i 53,31 µM mg-1 za EE alkalazu, utvrđujemo 

manji afinitet slobodne alkalaze prema supstratu, što je u skladu sa prethodno utvrđenim 

većim inhibitornim efektom supstrata za reakciju sa slobodnom alkalazom u odnosu na EE 

alkalazu i sličnim efektom sa UAD alkalazom. 

Na osnovu svega navedenog, katalitički mehanizam hidrolize proteina iz izolata soje 

i belanceta je prikazan na šemi 5. 

  

III.3.2 Recikliranje, stabilnost i ponovna upotreba imobilisana alkalaze 

 

Sa industrijskog stanovišta, upotreba imobilisanih enzima je ekonomski isplativa, jer 

se mogu reciklirati na kraju ciklusa hidrolize i ponovo upotrebiti, dok se slobodni enzimi 

moraju inaktivirati da bi se reakcija zaustavila, najčešće zagrevanjem. Tako je izvodljivost 

hidrolize sojinih proteina u uzastopnim ciklusima, alkalazom imobilisanom na 0,4% UAD 

submikronskim česticama, procenjena tokom 8 ciklusa, koji su obuhvatali period duži od 15 

dana, dok se imobilisani enzim izvan operativnih uslova čuvao na 4 °C u 50 mM Tris-HCl 

puferskom rastvoru (pH vrednosti 8,5), koji je sadržao 0,2 M rastvor CaCl2. Rezultati su 

prikazani na slici 79a. Fitovanjem trenda relativne aktivnosti u zavisnosti od dužine trajanja 

ciklusa linearnom funkcijom, moguće je proceniti poluživot biokatalizatora (slika 79b). Re-

lativna aktivnost predstavlja procenat početne aktivnosti koju je zadržao biokatalizator na-

kon ponovljenog ciklusa hidrolize (8 ciklusa). Na slici 79c je prikazana relativna aktivnost 

biokatalizatora i stepen hidrolize postignut tokom svakog ciklusa reciklaže. 

Aktivnost je postepeno opadala, pokazujući poluživot od 3792,3 min (63,2 h) što 

odgovara za 16,8 ciklusa hidrolize. Naime, imobilisana alkalaza je zadržala aktivnost tokom 

7 narednih ciklusa hidrolize (1575 min), nakon kojih je gubitak aktivnosti postao značajniji. 

Ovo smanjenje aktivnosti enzima može se pripisati curenju enzima tokom procesa hidrolize, 

odvajanja i pranja ili deaktivaciji enzima inhibicijom sa supstratom i proizvodima. Štaviše, 

deaktivacija enzima mešanjem takođe može doprineti gubitku aktivnosti. Imobilisana alka-

laza je bila stabilna najmanje 15 dana skladištenja pod navedenim uslovima.  

Primećeno je da su imobilisani enzimi na alginatnim česticama stabilni tokom skla-

dištenja. Npr. pektinaza zarobljena u alginatnim česticama zadržala je svoju početnu enzim-

sku aktivnost do 11 nedelja, dok je liofilizovani biokatalizator zadržao svoju prvobitnu ak-

tivnost čak i nakon 8 meseci skladištenja.1005 Konačno, pokazalo se da je hidroliza sojinog 

proteina alkalazom poboljšala njegov nutritivni sadržaj, tehno funkcionalnost i antioksida-

tivnu aktivnost.79,1006  Međutim, treba uzeti u obzir i bezbednosni aspekt bioaktivnih pep-

tida.80  Iako su ovi preliminarni rezultati otkrili da alkalaza imobilisana na UAD alginatnim 

česticama može biti interesantna za hidrolizu proteina iz hrane, kako bi se poboljšale per-

formanse imobilisane alkalaze moraju se sprovesti dodatna ispitivanja o karakteristikama 

hidrolizata, karakterizacija biokatalizatora, kao i mogući bezbednosni problemi bioaktivnih 

peptida. 
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Slika 79. (a) Stabilnost imobilisane alkalaze na 0,4% UAD čestice pri reciklaciji bioka-

talizatora u 8 ciklusa za hidrolizu proteina iz izolata soje. Svaki ciklus je trajao 225 min. Re-

akcioni uslovi: 1% vodeni rastvor izolata soje (w/w) (2,4 mg mL-1, sadržaj proteina), 50 ºC, 

pH 8,0, mešanje 240 rpm (b) Relativna aktivnost u funkciji od vremena (c) Relativna aktiv-

nost i stepen hidrolize (DH) pri 8 ciklusa reciklaže 

 

III.4. OPTIMALNI USLOVI ZA IMOBILIZACIJU HRP-C NA MAB ČESTICE 

 

III.4.1 Uticaj uslova pri proizvodnji MAB čestica i imobilizaciji HRP-C na enzimsku ak-

tivnost, ukupan sadržaj proteina i efikasnost imobilizacije 

 

Kovalentna imobilizacija HRP-C na MAB čestice je izvedena formiranjem amidne 

veze korišćenjem karbodiimida (EDAC) kao aktivirajućeg agensa. Hemija kovalentne imo-

bilizacije HRP-C preko amino grupa enzima i karboksilne grupe alginata je predstavljena 

na slici 72. Kao što je prikazano, EDAC reaguje sa karboksilnim grupama alginata na povr-

šini MAB čestica  formirajući O-acilizourea međuproizvod. Ovaj intermedijer, naime 

 a) b) 

c) 
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aktivirano karboksilno jedinjenje, brzo reaguje sa amino grupom enzima da bi se formirala 

amidna veza i oslobađa izoureu kao nusproizvod (slika 72). 

Efikasnost imobilisanog enzima je testirana i sa modelnim supstratom (pirogalol) i sa 

realnim supstratom, simuliranom otpadnom vodom koja sadrži sintetičke boje. Efekti veli-

čine HRP-MAB čestica (slika 80a), masenog odnosa mag-alginata (1:10–1:2) (slika 80b) i po-

četnog odnosa enzim/nosač (0,05–10 mg g-1) (slika 80c) na efikasnost imobilizacije (prinos i 

ukupan sadržaj vezanih proteina) i aktivnosti HRP-MAB biokatalizatora su ispitani najpre 

preko aktivnosti u standardnoj reakciji sa pirogalolom, da bi se odredili optimalni uslovi 

imobilizacije. 

 
a) 

 
b) 

 
c) 

Slika 80. Uticaj (a) prečnika HRP-MAB čestice; (b) odnosa magnetit/alginat i (c) početne 

mase HRP-C po masi nosača na aktivnost, prinos imobilizacije i masu vezanih proteina po 
g nosača 
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Aktivnost  HRP-MAB biokatalizatora varirala je od zanemarljive do ⁓32 Ug-1nosača, u 

zavisnosti od uslova imobilizacije. Prinos imobilizacije je bio u opsegu 65–98%. Kao što se 

očekivalo, smanjenjem veličine MAB čestica dobili smo veći prinos imobilizacije sa HRP-C, 

što se poklapalo sa povećanjem aktivnosti enzima (slika 80a). Shodno tome, najviše vezanih 

proteina 9,8 mg g-1nosača i najveća aktivnost koja je dostignuta od 32 Ug-1 postignuta je sa 

najmanjim česticama. Drugi istraživači su takođe izvestili o povećanju aktivnosti imobilisa-

nog enzima sa smanjenjem veličine čestica usled manjeg otpora pri prenosu mase.51,977 

Ovde treba naglasiti da je proces elektrostatičke ekstruzije kroz najužu iglu (25G) bio 

praćen čestim začepljenjem igle, što je drastično produžavalo proces proizvodnje MAB 

čestica. Zbog toga su čestice prosečnog prečnika ⁓1 mm (koje su dobijene nakon završetka 

procesa imobilizacije HRP-C), koje su prikazale drugi najbolji rezultat efikasnosti imobili-

zacije (dobijene korišćenjem igle 22G), odabrane kao optimalne i korišćene u daljoj analizi. 

Što se tiče dejstva čestica magnetita, povećanjem mase magnetita u rastvoru magne-

tit/alginat dovelo je do povećanja prinosa imobilizacije i aktivnosti (slika 80b), ali samo do 

odnosa magnetit/alginata 1:4. Dalje povećanje mase magnetita u rastvoru imalo je suprotan 

efekat. Moguće je da je do ovog efekta došlo zato što su karboksilne grupe alginata postale 

manje dostupne za aktivaciju zbog prisustva čestica magnetita u većoj količini na površini 

nosača, čime su ponovo ograničena aktivna mesta za vezivanje enzima. 

Pošto kovalentno vezivanje enzima za nosač ne zavisi samo od svojstava MAB 

čestica, već́ i od koncentracije enzima, sprovedeni su dalji eksperimenti da bi se utvrdili 

efekti početne koncentracije HRP-C u rastvoru za imobilizaciju na ukupan sadržaj vezanih 

proteina, aktivnost HRP-MAB čestica i  prinos imobilizacije. U tu svrhu korišćene su MAB 

čestice dobijene pri optimalnim uslovima (22 Gee i magnetit/alginat odnos 1:4), dok je po-

četna koncentracija HRP-C varirana u opsegu 12,5 do 2500 mg L-1 (odnos enzim/nosač  

0,05–10 mg g-1nosača) (slika 80c). Sa povećanjem početne koncentracije enzima, prinos imobi-

lizacije se prvo brzo povećao na 96,9%, a zatim je utvrđena postepena stagnacija pri koncen-

traciji od 2,5 mg g-1nosača, što ukazuje na zasićenje nosača (slika 80c). 

Pri optimalnim uslovima, 8,9 mg HRP-C je imobilisano na svaki gram nosača, čime 

je postignut prinos imobilizacije 94,9% i aktivnost biokatalizatora je bila 32,8 U g-1nosača (slika 

80c). Ovi rezultati su slični ili povoljniji u poređenju sa prijavljenim u literaturi za HRP-C 

imobilisanu na druge nosače. Radi poređenja, maksimalno vezivanje HRP-C od 4,8 mgg-

1nosača i 3,3 mg g-1nosača postignuto je sa komercijalnom smolom (Purolite® A109) adsorpcijom 

i kovalentnom imobilizacijom, respektivno.93 

Utvrđeno je da je maksimalni kapacitet adsorpcije HRP-C na kaolin 4,63 mg g-1no-

sača.976 Međutim, kada se uporedi aktivnost HRP-MAB čestica sa vrednostima postignutim 

u literaturi za isti tip peroksidaze, nekoliko istraživača je opisalo slične ili bolje rezultate, u 

rasponu od ~5 do ~85 Ug-1.93,976  Problemi usled sternih smetnji koji se često povezuju sa 

velikom vrednošću ukupno vezanih proteina na nosač su moguće objašnjenje za odstupanje 

od nekih očekivanih vrednosti. 

Ispitana je aktivnost nekoliko biokatalizatora i upoređene su vrednosti. Tako, aktiv-

nost HRP-MAB čestica je upoređena sa aktivnošću HRP-C kovalentno imobilisane na 

prazne čestice alginata (dobijenih korišćenjem igle 22Gee), inkapsulirane HRP-C u čestice 

MAB pod istim uslovima, kao i odgovarajućom količinom slobodne HRP-C (slika 81). 

Inkapsulacija HRP-C u MAB čestice izvedena je odvojeno pod istim uslovima (prečnik 
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čestice ⁓1 mm, odnos magnetit/alginata 1:4, početni odnos enzim/nosač 2,5 mg g-1nosača ). 

Ove dve vrste imobilizacije su sprovedene da bi se uporedile kako različite tehnike i mikro-

rokoline imobilisanog enzima utiču na katalitičke aktivnosti biokatalizatora i utvrdilo koji 

biosistem je efikasniji u procesu dekolorizacije antrahinonskih boja. 

Kao što se očekivalo, zbog izlaganja enzima hemijskom tretmanu tokom imobilizacije 

i ograničenja prenosa mase u heterogenom imobilisanom sistemu, slobodna HRP-C je imala 

najveću aktivnost od 34,7 U (8,9 mg), što odgovara specifičnoj aktivnosti od 3,9 Umg-1enzima). 

Strukturne i konformacione promene u molekulu enzima nakon imobilizacije takođe mogu 

izazvati promenu katalitičkih svojstava enzima. Pošto nijedan hemijski agens za razdvajanje 

nije bio uključen u korak imobilizacije, moguće da su molekuli enzima bili previše blizu 

nosača što je izazvalo strukturne promene ili smanjilo konformacionu fleksibilnost mole-

kula enzima zbog vezivanja preko većeg broja funkcionalnih grupa ili smanjilo dostupnost 

aktivnih mesta molekula. Štaviše, kovalentna imobilizacija može da izazove promenu 

mikrookruženja enzima i efekte raspodele, posebno kada je nosač negativno naelektrisan 

poput čestica alginata na pH vrednosti reakcije. Kada je analizirana zadržana aktivnost i-

mobilisanog enzima (odnos specifične aktivnosti imobilisanog enzima i slobodnog), poka-

zalo se da su HRP-MAB čestice zadržale 38,3% od početne aktivnosti. 

 
Slika 81. Uticaj metode imobilizacije na aktivnost imobilisane HRP-C i poređenje sa aktiv-

nošću slobodne HRP-C pri istim uslovima 

 

Inkapsulacija HRP-C u MAB čestice dala je veći prinos imobilizacije, ali skoro 4 puta 

nižu aktivnost od kovalentno imobilisane HRP-C na MAB. Niža aktivnost inkapsulirane 

HRP-C može se objasniti preopterećenjem enzima i blokiranjem aktivnih mesta imobilisa-

nog enzima pri višim koncentracijama enzima. Štaviše, značajna ograničenja difuzije su uo-

bičajena za imobilizaciju unutar nosača i uprkos visokim prinosima imobilizacije, zabele-

žena je smanjena aktivnost enzima i relativno nizak stepen konverzije.1007 

Masa vezanih proteina na nosač, prinos imobilizacije i aktivnost za HRP-C imobili-

sanu na prazne čestice alginata bili su 8,76 mg g-1nosača, 91,2% i 13,1 Ug-1, respektivno, što je 

bilo nešto niže nego za HRP-MAB čestice, 8,89 mg g-1nosača, 94,8% i 13,3 Ug-1, respektivno. 
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Ove nešto bolje vrednosti mogle su se postići zbog sinergijskog doprinosa magnetita sa i-

mobilisanom HRP-C. Dakle, uprkos dokazima da je aktivnost HRP-C bila veća u prisustvu 

čestica magnetita,1008 nije bilo značajnog poboljšanja aktivnosti HRP-C u našem sistemu. 

Međutim, magnetne nanočestice mogu poboljšati stabilnost i ponovnu upotrebu biokatali-

zatora zbog brzog odvajanja biokatalizatora iz rastvora i lake manipulacije spoljnim mag-

netnim poljem. 

 

III.4.2 Uticaj pH vrednosti i temperature na aktivnost HRP-MAB čestica i slobodne HRP-

C 

 

Uticaj temperature i pH vrednosti na aktivnost slobodne HRP-C i HRP-MAB čestica 

prikazani su na slici 82.  

 

 
a) 

 
b) 

Slika 82. Uticaj (a) temperature i (b) pH vrednosti na aktivnost slobodne HRP-C i HRP-
MAB čestica 

Pokazalo se da HRP-MAB čestice imaju različite pH vrednosti i temperaturne profile 

u odnosu na slobodan enzim. Optimalna temperatura je pala sa 45 °C na 35 °C nakon imo-

bilizacije (slika 82a), ali optimalna pH vrednost se pomerila na baznu stranu, pokazujući 

odličnu aktivnost HRP-MAB čestica pod ekstremnijim uslovima pH vrednosti (slika 82b). 

Povećanje aktivnosti HRP-MAB na višim pH vrednostima može biti posledica e-

lektrostatičkih interakcija između H+ iz rastvora i negativnog površinskog naelektrisanja 

anjonske polimerne matrice alginata. Efekti odvajanja H+ i OH− mogu izazvati značajnu raz-

liku između pH vrednosti mikrookruženja HRP-MAB i puferskog rastvora, što kao rezultat 

ima pomeranje optimalne pH vrednosti ka baznoj sredini. Veća aktivnost imobilisane HRP-

C na višem pH vrednostima takođe može objasniti različitu specifičnu aktivnost HRP-MAB 

čestica za razliku od slobodnog enzima, pošto je standardni test izveden pri pH vrednosti 

7. 
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III.4.3 Termička stabilnost slobodne HRP-C i HRP-MAB čestica 

 

Eksperimenti termičke stabilnosti su izvedeni sa slobodnom HRP-C i HRP-MAB 

česticama koje su inkubirane u odsustvu supstrata na 60 °C i 70 °C, a rezultati su prikazani 

na slici 83. 

 
Slika 83. Termička stabilnost slobodne HRP-C i HRP-MAB čestica 

 

Uočeno je da se termička stabilnost HRP-C značajno poboljšana kovalentnom imobi-

lizacijom zbog činjenice da su kovalentne veze između HRP-C i nosača stabilizovale struk-

turu molekula enzima čak i na višoj temperaturi, zadržavajući njegovu aktivnu konforma-

ciju. Očigledno je da su HRP-MAB čestice tretirane na 70 °C tokom 2 sata zadržale aktivnost 

od 74,05±0,6%, dok je slobodna HRP-C izgubila skoro 45% od početne aktivnosti pri ovim 

uslovima. Ovu hipotezu potvrdili su i drugi autori.45,46 

 

III.5. PRIMENA HRP-MAB ČESTICA ZA UKLANJANJE ANTRAHINONSKIH BOJA 

AV109 I AB225  

 

Uslovi reakcija za optimizaciju procesa uklanjanja boja AB225 i AV109 i efekti na pro-

ces uklanjanja boje u toku vremena (veličina HRP-MAB čestica, odnos magnetit/alginat, 

početna koncentracija HRP-C, masa HRP-MAB čestica, pH vrednosti rastvora boja, tempe-

ratura odvijanja reakcije, početna koncentracija vodonik-peroksida i  početna koncentracija  

boja) prikazani su u tabeli 15 i slici S2 (videti prilog 1). 

 

III.5.1 Optimalni uslovi za proces uklanjanja boja AV109 i AB225  

 

Nakon optimizacije procesa imobilizacije HRP-C na MAB čestice, pristupili smo ispi-

tivanju aktivnosti i stabilnosti imobilisane HRP-C u reakcijama uklanjanja boja, AB225 i 

AV109 antrahinonskih boja, koje spadaju u grupu teško biorazgradivog otpada. Generalno, 
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očekivano je da se uklanjanje boje korišćenjem enzima imobilisanog na alginatne čestice 

može postići jednim od dva mehanizma, enzimskom biorazgradnjom ili bioakumulaci-

jom/biosorpcijom boje na alginatne čestice.977  Stoga su prazne MAB čestice primenjene u 

reakciji uklanjanja boje pod istim reakcionim uslovima kao sa HRP-MAB česticama. Potvrda 

da je degradacija boje sa HRP-C bila dominantan mehanizam je činjenica da su prazne MAB 

čestice bile u stanju da uklone samo 5–11% boja. Pored toga, uočili smo da su rastvori obe 

boje stabilni nakon izlaganju samo vodonik-peroksidu, što pokazuje da je uklanjanje boje 

rezultat enzimske reakcije zavisne od vodonik-peroksida. 

Slobodne peroksidaze pokazuju veći procenat uklanjanja boje, za različite boje u po-

ređenju sa imobilisanim, ali ponovna upotreba i stabilnost čine imobilisanu peroksidazu 

efikasnijim biokatalizatorom.93,975,977,1007  Podaci iz literature o efikasnosti imobilisane HRP-

C u tretmanu obojenih otpadnih voda su raznovrsni i kreću se od ~70% do ~90%  u zavi-

snosti od postavke imobilizacije i vrste boje.93,977 

U ovom istraživanju, svi imobilisani HRP-C preparati su testirani u reakcijama ukla-

njanja obe boje i dobijene reakcione krive su potvrdile naše zaključke o katalitičkom pona-

šanju HRP-MAB čestica u zavisnosti od veličine i mase vezanog enzima (slika S3, videti 

prilog 1). Male HRP-MAB čestice (1 mm, magnetit/alginat 1:4, početne koncentracije HRP-

C 10 mg g-1nosača ) omogućile su najveći procenat uklanjanja boje od 76,3% za AB225 i 75,7% 

za AV109 pod specifičnim reakcionim uslovima (početna koncentracija boje 0,1 g(HRP-

MAB)mg-1boje (odnos masa biokatalizatora/masa boje), početne koncentracija vodonik-perok-

sida 0,097 mM). 

Kao sledeći zadatak, istražen je uticaj specifičnih reakcionih uslova (masa biokatali-

zatora, početna koncentracija boje i početna koncentracija vodonik-peroksida) na prinos 

konverzije (procenat uklanjanja boje) u cilju uspostavljanja optimalnih uslova za reakcije 

uklanjanja boja sa HRP-MAB česticama. 

Procenat uklanjanja boje je očigledno zavisio od mase biokatalizatora (izražene kao g čestica 

po mg boje) korišćenog u reakciji (slika 84a). 

Povećanje mase sa 0,025 na 0,1 g mg-1 rezultiralo je efikasnijom dekolorizacijom u 

slučaju obe boje, a maksimalni procenat dekolorizacije je bio 73% i 61% za AV109 i AB225 

respektivno, postignut sa 0,1 g mg-1(HRP-MAB) (ekvivalentno do 0,25 mg imobilisane  HRP-C 

po mg boje) nakon samo 10 minuta kontakta između čestica i boje. Dodavanje više HRP-

MAB (0,25 g mg-1) izazvalo je smanjenje efekta na uklanjanje boje, što je ukazivalo na zasi-

ćenje enzima supstratom. 

Uticaj početne koncentracije vodonik-peroksida ispitivan je variranjem u opsegu 

0,097–0,97 mM. Povećanjem početne koncentracije vodonik-peroksida, uočen je pad pro-

centa uklanjanja boja, a optimalna početna koncentracija vodonik-peroksida za reakciju de-

kolorizacije bila je 0,097 mM za obe boje (slika 84b). Takođe je evidentno da je inhibitorni 

efekat HRP-C kosupstrata bio izraženiji u slučaju AB225 nego AV109, pošto je uočen pad 

od 42% prema 12% od maksimalne aktivnosti sa povećanjem koncentracije vodonik-perok-

sida na 0,97 mM. 

Poređenja radi, HRP-C imobilisana na kaolin pokazala je optimalnu koncentraciju 

vodonik-peroksida od 0,2 mM.976  Barbosa (Barbosa) i saradnici su  pokazali da interakcija 

između magnetita i vodonik-peroksida može biti odgovorna za inaktivaciju HRP-C.1009 

 



228 

 

a) b) 

c) d) 

e) 

Slika 84. Efekti (a) mase HRP-MAB čestica; (b) početne koncentracije vodonik-peroksida; 

(c) koncentracije boje (d) pH vrednost rastvora boja (e) temperature procesa na proces 

uklanjanja boja AB225 i AV109; uslovi pri kojima su izvođene reakcije uklanjanja boja pri-

kazani su u tabeli 15
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Korišćeni su različiti pristupi kako bi se izbegao inhibitorni efekat vodonik-perok-

sida, uključujući dodavanje glukozo oksidaze. Glukozo oksidaza  proizvodi vodonik-perok-

sida samo u dozama neophodnim za reakciju i može se izbeći inhibicioni efekat veće kon-

centracije vodonik-peroksida.1010 

Kondenzovani  aromatični prstenovi i rezonantni efekti u aromatičnim  strukturama 

antrahinonskih boja, čine ih težim za uklanjanje iz rastvora od azo boja. Ove boje su posto-

jane hemikalije, jer se kod njih veze ugljenik-ugljenik moraju prekinuti, što je teže postići od 

kidanja azotnih veza u azo bojama zbog njihove manje elektronegativnosti.1011  Zbog speci-

fičnosti supstrata, ispitivan je uticaj početne koncentracije boje (0,02–0,2 g mg-1 odnos 

čestice/boja) na efikasnost procesa obezbojavanja. Sa slike 84c smo zaključili da su testirane 

antrahinonske boje pokazale inhibitorni efekat na imobilisanu HRP-C. Procenat uklanjanja 

obe boje sa HRP-MAB česticama se povećao povećanjem koncentracije boje sa 0,08 na 0,1 g 

mg-1 za AV109 i AB225, respektivno, a zatim se postepeno smanjivao. 

Uočili smo da su HRP-MAB čestice pokazale veći afinitet prema AV109 nego AB225 

i maksimalnu koncentracija AV109 koja se može obezbojiti u visokom procentu (>65%) pod 

određenim uslovima (čestice prečnika 1 mm, odnos magnetit/alginata 1:4, početna koncen-

tracije HRP-C 2,5 mg g-1nosača , početna koncentracija vodonik-peroksida 0,097 mM) bila je 

0,04 g mg-1 (odnos čestice/boja). 

Uticaj pH vrednosti rastvora boja koncentracije 0,07 g mg-1  na uklanjanje boja AV109 

i AB225 prikazan je na slici 84d. Definisani optimum pH vrednosti u opsegu od 4 do 5 bio 

je očigledan za obe boje sa zvonastim krivama. Uočili smo značajno smanjenje procenta 

uklanjanja boja u opsegu pH vrednosti nižem od 3,6 ili višem od 6, što se može pripisati pH-

zavisnoj aktivnosti HRP-C.1012  Jedan od razloga zašto se pri pH vrednostima iznad 6 i ispod 

3,6 mala količina boje uklanja je taj što supstrati mogu imati jonizujuće grupe i samo na 

jedan od jonizovanih oblika supstrata može delovati HRP-C, a u tom obliku enzim ne može 

pokazati njegovu katalitičku aktivnost. Smanjenje specifične aktivnosti enzima, jer enzim 

može značajno da promeni svoju strukturu, može se primetiti i na bazičnoj i na kiseloj strani 

ovog optimuma pH vrednosti.975  Dobro je poznato da ispod pH vrednosti 4, oslobađanje 

hem grupe sa aktivnog mesta enzima zavisi od pH vrednosti i da se javlja brže, što dovodi 

do gubitka aktivnosti HRP-C.1013  Sa slike 84d vidimo da je optimalna pH vrednost rastvora 

boje bila  4 i 5 za AV109 i AB225, respektivno. 

U opsegu 25–55 °C ispitivan je uticaj temperature na uklanjanje boja (slika 84e). Za 

obe boje profil degradacije je bio sličan. Sa povećanjem reakcione temperature, primećeno 

je brzo smanjenje procenta uklanjanja boja. Optimalna temperatura za razgradnju obe boje 

bila je 25 °C. 

Nakon dobijanja optimalnih uslova za reakciju uklanjanja boja (⁓1 mm HRP-MAB 

čestice, magnetit/alginat odnos 1:4, početna koncentracija HRP-C 10 mg g-1 (odnos 

enzim/nosač), koncentracija boje od 0,08 g mg-1 i 0,1 g mg-1 (HRP-MAB/boja odnos) za 

AV109 i AB225, respektivno, početna koncentracija vodonik-peroksida 0,097 mM, pH vred-

nosti 4 i 5 za AV109 i AB225, respektivno i temperatura 25 °C) uporedili smo efekat obezbo-

javanja  HRP-MAB česticama sa obezbojavanjem HRP-C kovalentno imobilisanom na algi-

natne čestice dobijene elektrostatičkom ekstruzijom pri istim optimalnim uslovima, inkap-

suliranom HRP-C u MAB čestice i slobodnom HRP-C sa istom početnom koncentracijom 

od 16,9 U (10 mgHRP gnosač-1) (slika 85). 



230 

 

Sa slike 85 možemo videti da je za obe boje slobodna HRP-C postigla skoro maksi-

malno obezbojenje za 1 min. Pri uklanjanju AB225 boje sa HRP-MAB česticama postigli smo 

skoro isti procenat obezbojenja za 1 min kao i sa slobodnom HRP-C, a krajnji procenat obez-

bojenja je bio skoro isti. Za uklanjanje AV109 boje, reakcija je bila malo sporija, ali finalni 

procenat obezbojenja je bio približno isti nakon 15 min. Inkapsulirana HRP-C je pokazala 

najnižu aktivnost i najsporiju reakciju sa obe boje. HRP-C imobilisana na alginatne čestice 

je sporije reagovala u odnosu na HRP-MAB čestice, ali sa približno istim procentom obez-

bojenja nakon 15 min. Možemo pretpostaviti da su HRP-MAB čestice brže reagovale usled 

sinergijskog  doprinosa magnetita u HRP-MAB česticama pri procesu obezbojenja. Na 

osnovu poređenja rezultata na slici 85, možemo zaključiti da su pri optimalnim uslovima 

HRP-MAB čestice dobar potencijalni biokatalizator za proces uklanjanja antrahinonskih 

boja. 

 
a) 

 
b) 

Slika 85. Efekti metode imobilizacije HRP-C pri istoj početnoj koncentraciji enzima (10 
mgenzima g-1nosača) na proces uklanjanja boja (a) AB225 (b) AV109 

III.5.2 Određivanje kinetičkih konstanti pri reakcijama uklanjanja boja AB225 i AV109 

slobodnom i imobilisanom HRP-C 

 

Početna kinetika je ispitana variranjem koncentracije jednog supstrata, dok je kon-

stantnom održavana koncentracija drugog supstrata pri optimalnim uslovima reakcije (⁓1 

mm HRP-MAB čestice, magnetit/alginat odnos 1:4, početna koncentracija HRP-C 10 mgHRP 

gnosač-1 (16,9 U ili 32,8 U gnosača-1), pH vrednost 4 i 5 za AV109 i AB225, respektivno i tempe-

ratura 25 °C). 

Eksperimentalno dobijeni podaci su fitovani odgovarajućim matematičkim mode-

lima korišćenjem aplikacije Enzyme Kinetics 1.10 u OriginLab-ovom Origin 2022 softveru i 

odabrane su vrednosti kinetičkih konstanti za modele sa najvećim koeficijentom poklapanja 

(R2) koji su konvergovali i rezultati su prikazani u tabeli 20 i na slici 86 za AB225 kao i slici 

87 za AV109, dok su u prilogu prikazane sve zavisnosti početne brzine reakcije uklanjanja 

boja pri konstantnoj početnoj koncentraciji vodonik-peroksida od početne koncentracije boje 



231 

 

i konstantnoj početnoj koncentraciji boje od početne koncentracije vodonik-peroksida na sli-

kama S4 i S5 u prilogu 1. 

 
a) 

 
b) 

Slika 86. Zavisnost početne brzine reakcije uklanjanja boje AB225 sa slobodnom HRP-C i 

HRP-MAB česticama pri: (a) konstantnoj početnoj koncentraciji vodonik-peroksida od po-

četne koncentracije boje i (b) konstantnoj početnoj koncentraciji boje od početne koncentra-

cije vodonik-peroksida 
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a) 

 
b) 

Slika 87.  Zavisnost početne brzine reakcije uklanjanja boje AV109 sa slobodnom HRP-C i 
HRP-MAB česticama pri: (a) konstantnoj početnoj koncentraciji vodonik-peroksida od 

početne koncentracije boje i (b) konstantnoj početnoj koncentraciji boje od početne 

koncentracije vodonik-peroksida
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Tabela 20. Kinetički parametri za reakcije uklanjanja boja AB225 i AV109 slobodnom i imobilisanom 
HRP-C fitovani odgovarajućim matematičkim modelima sa najvećim koeficijentom poklapanja R2 koji su 

konvergovali 

Kinetički  
parametar 

Inhibicija 
bojom 

Slobodna 
HRP-C 

Inhibicija 
bojom 

HRP-MAB 

Bez 
inhibicije 

bojom 

Slobodna 
HRP-C 

Bez 
inhibicije 

bojom 

HRP-MAB 

Inhibicija 
vodonik-
peroksi-

dom 

Slobodna 
HRP-C 

Inhibicija 
vodonik-
peroksi-

dom 

HRP-MAB 

Bez 
inhibicije 
vodonik-
peroksi-

dom 

Slobodna 
HRP-C 

Bez 
inhibicije 
vodonik-
peroksi-

dom 

HRP-MAB 

AV109 

Model 

Akompeti-
tivna  

reverzibilna 
inhibicija, 

Supstrat-ak-
tivator 

kompleks 

Parcijalna a-
kompetitivna 
reverzibilna 
inhibicija, 

Supstrat-akti-
vator 

kompleks 

Nesekvenci-
jalni  

Ping-Pong 
bi-bi  

mehanizam 

Nesekvenci-
jalni  

Ping-Pong  
bi-bi  

mehanizam 

Akompeti-
tivna  

reverzibilna 
inhibicija, 

Supstrat-akti-
vator 

kompleks 

Parcijalna a-
kompetitivna 
reverzibilna 
inhibicija, 

Supstrat-akti-
vator 

kompleks 

Nesekvenci-
jalni  

Ping-Pong  
bi-bi  

mehanizam 

Nesekvenci-
jalni  

Ping-Pong 
 bi-bi  

mehanizam 

V, µM mg-1 min-1 37,13 23,99 51,12 24,56 50,29 24,53 126,14 24,53 
Km(boja),  
µM mg-1 

2,02 0,3017 2,01 0,68 6,70 0,3017 720,89 0,68 

Ki, µM mg-1 354,13 1164,74 / / 413,96 273,98 / / 
Km(peroksid), 
µM mg-1  

622,54 1193,15 50,83 1241,43 624,72 1327,35 24,56 1241,54 

R2 0,8231 0,8642 0,8231 0,8640 0,8022 0,8611 0,8022 0,8542 

Kinetički  
parametar 

Inhibicija 
bojom 

Slobodna 
HRP-C 

Inhibicija 
bojom 

HRP-MAB 

Bez 
inhibicije 

bojom 
Slobodna 
HRP-C 

Bez 
inhibicije 

bojom 
HRP-MAB 

Inhibicija 
vodonik-
peroksi-

dom 
Slobodna 
HRP-C 

Inhibicija 
vodonik-
peroksi-

dom 
HRP-MAB 

Bez 
inhibicije 
vodonik-
peroksi-

dom 
Slobodna 
HRP-C 

Bez 
inhibicije 
vodonik-
peroksi-

dom 
HRP-MAB 

AB225 

Model 

Akompeti-
tivna  

reverzibilna 
inhibicija, 

Supstrat-ak-
tivator 

kompleks 

Parcijalna ne-
kompetitivna 
reverzibilna 
inhibicija, 

Supstrat-akti-
vator 

kompleks 

Nesekvenci-
jalni  

Ping-Pong 
bi-bi  

mehanizam 

Nesekvenci-
jalni  

Ping-Pong  
bi-bi 

mehanizam 

Akompeti-
tivna  

reverzibilna 
inhibicija, 

Supstrat-akti-
vator 

kompleks 

Parcijalna ne-
kompetitivna 
reverzibilna 
inhibicija, 

Supstrat-akti-
vator 

kompleks 

Nesekvenci-
jalni  

Ping-Pong  
bi-bi  

mehanizam 

Nesekvenci-
jalni  

Ping-Pong  
bi-bi  

mehanizam 

V, µM mg-1 min-1 47,62 36,61 99,89 38,83 68,39 38,83 53,58 38,84 

Km(boja), µM mg-1 2,48 0,2299 6,88 1,50 11,98 1,5 11,45 1,51 

Ki, µM mg-1 387,24 2014,13 / / 476,55 73,00 / / 

Km(peroksid), 
µM mg-1  

695,06 2014,27 631,71 2160,46 416,93 2160,43 21,75 2161,05 

R2 0,7345 0,93133 0,7345 0,9316 0,9129 0,9303 0,9129 0,93025 

V – maksimalna brzina reakcije, Km(boja) i Km(peroksid) – Mihaelisove konstante za boju i peroksid, Ki – konstante inhibicije boje i 
peroksida, R2 – koeficijent poklapanja 
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Rezultati pokazuju da se proces uklanjanja boje AB225 slobodnom HRP-C i HRP-

MAB česticama najviše slaže sa nesekvencijalnim Ping-Pong bi-bi mehanizmom, za reakcije 

bez inhibicije bojom i vodonik-peroksidom. Efikasnost slobodne HRP-C i HRP-MAB poka-

zuje se kroz koeficijente R2, koji su iznosili 0,7345 za slobodnu HRP-C i 0,9316 za HRP-MAB 

u reakcijama bez inhibicije bojom, te 0,9129 za slobodnu HRP-C i 0,9305 za HRP-MAB u 

reakcijama bez inhibicije vodonik-peroksidom. Maksimalna početna brzina reakcije bez 

inhibicije bojom se smanjila usled imobilizacije, sa 99,89 µM mg-1 min-1 na 38,83 µM mg-1 

min-1, kao i brzina reakcije bez inhibicije vodonik-peroksidom, koja se smanjila sa 53,58 µM 

mg-1 min-1 na 38,84 µM mg-1 min-1 nakon imobilizacije.  

U reakciji sa inhibicijom bojom, najveće poklapanje bilo je sa modelom akompetitivne 

reverzibilne inhibicije sa slobodnom HRP-C (R2=0,7345) i modelom parcijalno nekompeti-

tivne reverzibilne inhibicije sa HRP-MAB (R2=0,9313), maksimalna početna brzina reakcije 

se smanjila imobilizacijom sa 47,62 µM mg-1 min-1 i 36,61 µM mg-1 min-1 za slobodnu HRP-

C i HRP-MAB, respektivno.  

Pri reakciji kada je vodonik-peroksid inhibitor, najveće poklapanje bilo je sa modelom 

akompetitivne reverzibilne inhibicije sa slobodnom HRP-C (R2=0,9129) i modelom parci-

jalno nekompetitivne reverzibilne inhibicije sa HRP-MAB česticama (R2=0,9303), maksi-

malna početna brzina reakcije se smanjila imobilizacijom sa 68,39 µM mg-1 min-1 na 38,83 

µM mg-1 min-1. 

Na osnovu konstanti inhibicije bojom 387,24 µM mg-1 za slobodnu HRP-C  i 2014,13  

µM mg-1 za HRP-MAB čestice, kao i konstanti inhibicije vodonik-peroksidom 476,55 µM mg-

1 za slobodnu HRP-C  i 73 µM mg-1 za HRP-MAB čestice, primećujemo da je izraženiji inhi-

bitorni uticaj boje kod slobodne HRP-C koji se smanjuje imobilizacijom, dok je za HRP-MAB 

čestice znatno veći inhibitorni uticaj vodonik-peroksida koji se povećao imobilizacijom.  

Poređenjem vrednosti Mihaelisovih konstanti iz tabele 20 za AB225 boju i vodonik-

peroksid potvrđujemo veći inhibitorni uticaj boje u odnosu na peroksid. Mihaelisove kon-

stante za boju, pokazuju da se imobilizacijom povećava afinitet biokatalizatora prema boji, 

a smanjuje prema vodonik-peroksidu.  

Rezultati za reakciju uklanjanja boje AV109 slobodnom HRP-C i sa HRP-MAB česti-

cama najviše slaže sa nesekvencijalnim Ping-Pong bi-bi mehanizmom, za reakcije bez inhibicije 

bojom i vodonik-peroksidom. Efikasnost slobodne HRP-C i HRP-MAB pokazuje se kroz 

koeficijente R2, koji su iznosili 0,8231 za slobodnu HRP-C i 0,8640 za HRP-MAB, za reakcije 

bez inhibicije bojom, te 0,8022 za slobodnu HRP-C i 0,8542 za HRP-MAB, za reakcije bez 

inhibicije vodonik-peroksidom. Uočeno je smanjenje maksimalne početne brzine reakcije 

usled imobilizacije, sa 51,12 µM mg-1 min-1 na 24,56 µM mg-1 min-1 bez inhibicije bojom, i 

sa 126,14 µM mg-1 min-1 na 24,53 µM mg-1 min-1 bez inhibicije vodonik-peroksidom. U 

reakcijama sa inhibicijom bojom, najbolje su se poklapali modeli akompetitivne reverzibilne 

inhibicije za slobodnu HRP-C i parcijalno akompetitivne reverzibilne inhibicije za HRP-

MAB, sa sličnim maksimalnim početnim brzinama reakcije. Kod reakcija sa vodonik-perok-

sidom kao inhibitorom, takođe su primećeni akompetitivni, sa slobodnom HRP-C 

(R2=0,8022), i parcijalno akompetitivni sa HRP-MAB česticama (R2=0,8611), mehanizmi 

inhibicije. Maksimalna početna brzina reakcije se smanjila imobilizacijom sa 50,29 µM mg-1 

min-1 na 24,53 µM mg-1 min-1, oko dva puta. 
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Na osnovu konstanti inhibicije bojom 354,13 µM mg-1 za slobodnu HRP-C  i 1164,74  

µM mg-1 za HRP-MAB čestice, kao i konstanti inhibicije vodonik-peroksidom 413,96 µM mg-

1 za slobodnu HRP-C  i 273,98 µM mg-1 za HRP-MAB čestice, primećujemo da je izraženiji 

inhibitorni uticaj boje koji se smanjuje imobilizacijom, dok se imobilizacijom povećava inhi-

bitorni uticaj vodonik-peroksida.  

Poređenjem vrednosti Mihaelisovih konstanti iz tabele 20 za AV109 boju i vodonik-

peroksid potvrđujemo veći inhibitorni uticaj boje u odnosu na vodonik-peroksid. Mihaeli-

sove konstante za boju pokazuju da se imobilizacijom smanjuje afinitet biokatalizatora 

prema boji, a povećava prema vodonik-peroksidu. 

Prethodni rezultati su pokazali da se za obe boje imobilizacijom smanjuju početna 

brzina reakcije, pri čemu se smanjuje inhibitorni efekat boje, a povećava efekat vodonik-

peroksida na inhibiranje reakcije. HRP-C je pokazala veći afinitet ka uklanjanju AV109 boje. 

 

III.5.3 Recikliranje i ponovna upotreba HRP-MAB čestica 

 

Ponovna upotreba biokatalizatora je jedan od najvažnijih aspekata koje treba uzeti u 

obzir prilikom dizajniranja imobilisanog enzima široke primene. Istražili smo da li se HRP-

MAB čestice mogu uspešno reciklirati u ponovljenim serijama za obezbojavanje AB225 i 

AV109 boja pod prethodno utvrđenim optimalnim parametrima reakcije. 

Da bi se testirala ponovna upotreba HRP-MAB čestica, čestice su korišćene za enzim-

sku reakciju, a na kraju svakog ciklusa, čestice su odvojene magnetom, ispirane dejonizova-

nom vodom i prenete u svež reakcioni pufer. Ponovna upotreba (relativna aktivnost) je izra-

žena u odnosu na aktivnost HRP-MAB čestica u prvom ciklusu (100%). Ispitivano je do se-

dam ciklusa i rezultati procesa uklanjanja boja su prikazani na slici 88. 

 

 
a) 

 
b) 

Slika 88. Recikliranje HRP-MAB čestica: (a) procenat uklanjanja boja AB225 i AV109 
tokom sedam ciklusa recikliranja (b) relativna aktivnost uklanjanja boja AB225 i AV109 

tokom sedam ciklusa recikliranja
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Sa povećanjem vremena ponovljenog rada sa 15 min za prvi ciklus na 210 min za 

poslednji, katalitička aktivnost HRP-MAB čestica se polako smanjivala. U početku su rezul-

tati uklanjanja boja bili bolji za AV109 nego AB225, 77,3% i 76,1% (slika 88a), respektivno, 

ali nakon svakog ciklusa procenat uklanjanja boje se brže smanjivao sa AV109 nego sa 

AB225 bojom. Posle sedam ciklusa, procenat uklanjanja boje je opao na 75% i 51% od po-

četne vrednosti za AB225 i AV109, respektivno (slika 88b). 

Supstrat ili proizvod mogu izazvati blokiranje nekih pora čestica koje ograničavaju 

pristup narednim molekulima supstrata aktivnim mestima imobilisane HRP-C nakon većeg 

broja ciklusa obezbojavanja.977 Kovalentno imobilisani enzimi obično imaju dugoročnu o-

perativnu stabilnost za razliku od onih koji su vezani inkapsulacijom ili adsorpcijom. Inten-

zivno curenje enzima usled slabih interakcija enzim-nosač i/ili porozne strukture nosača 

jedno je od ograničenja  inkapsulacije i adsorpcije. Rezultati dobijeni u ovoj studiji donekle 

su zadovoljavajući kada se uporedi sa drugim imobilisanim sistemima na osnovu literature. 

Npr. MAB čestice sa inkapsuliranom HRP-C zadržale su ~50% svoje prvobitne aktivnosti 

nakon 7 uzastopnih ciklusa pri obezbojavanju boje Reactive Blue 5.1007  HRP-C imobilisana 

na kaolin je zadržala 35% početne aktivnosti nakon sedam uzastopnih ciklusa obezbojava-

nja AV109 boje.976 

Imobilisani enzim je čuvan na 4 °C tokom šest meseci i primećeno je da se aktivnost 

za razgradnju boje nije smanjila nakon skladištenja. Naime, HRP-MAB čestice su zadržale 

skoro 100% početne aktivnosti pre skladištenja. Sve u svemu, ovi rezultati pokazuju da iako 

naša hipoteza da će nano čestice magnetita poboljšati mehanička svojstva enzima nije potvr-

đena, pokazalo se da magnetit olakšava separaciju biokatalizatora iz reakcione smeše, olak-

šavajući njegovu ponovnu upotrebu tokom više ciklusa upotrebe i poboljšava stabilnost pri 

skladištenju.
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ZAKLJUČAK 

 

Prilikom izrade ove disertacije je prvi put primenjena originalna metoda za proiz-

vodnju submikronskih alginatnih čestica ultrazvučnim raspršivanjem. Takođe, razvijen je 

originalni postupak kovalentne imobilizacije alkalaze i peroksidaze iz rena na alginatne 

čestice dobijene elektrostatičkom ekstruzijom, ultrazvučnim raspršivanjem, kao i na MAB 

čestice. Tako nastali biokatalizatori su pokazali obećavajuće rezultate u realnim sistemima 

za hidrolizu proteina iz belanca i izolata soje u šaržnom reaktoru sa mehaničkim mešanjem, 

kao i u realnim sistemima za uklanjanje antrahinonskih boja iz rastvora. 

 

Određeni su optimalni uslovi kovalentne imobilizacije alkalaze na alginatne 

hidrogel čestice dobijene elektrostatičkom ekstruzijom i ultrazvučnim raspršivanjem sa 

stanovišta mase vezanog enzima, aktivnosti i stabilnosti biokatalizatora.  

 

• Optimalni uslovi imobilizacije bili su: 5,32 IU alkalaze, 50 mM Tris-HCl pufer pH vred-

nosti 8,5, 30 minuta aktivacije sa 10 mg EDAC-a na 0,5 g alginatnih čestica pri vremenu 

imobilizacije od 20 h. 

• Kao optimalni nosač za imobilizaciju alkalaze su određene UAD submikronske čestice 

dobijene iz 0,4%(w/v) alginata sa maksimalnom vrednosti aktivnosti od 2716,1 IU gnosača-

1, sa njima je dobijeno najviše imobilisanog enzima 671,6±4 mgproteina gnosača-1, pri stepenu 

imobilizacije od 97%. 

• Pri optimalnim uslovima imobilizacije, alkalaza je imobilisana i na MAB čestice i svi bi-

okatalizatori su iskorišćeni u realnim sistemima za hidrolizu proteina u šaržnom reak-

toru sa mehaničkim mešanjem iz izolata soje i belanca, pri čemu je njihova aktivnost 

upoređena sa slobodnom i inkapsuliranom alkalazom pri istoj koncentraciji enzima od 

3,99 IU. Očigledno je da su tip čestica sa imobilisanom alkalazom i vrsta proteinskog 

supstrata uticali na početnu brzinu, obim i oblik hidrolize. Najveći stepeni hidrolize pro-

teina iz belanceta i izolata soje, postignuti sa alkalaza-UAD submikronskim česticama 

bili  su 37,03±0,39% i 26,45±0,85% za 120 i 135 min, respektivno. Sa druge strane, slo-

bodna alkalaza je hidrolizovala 35,10±0,52% proteina belanceta za 75 minuta i 

25,64±0,42% proteina izolata soje za 135 min.  

• Sa svim biokatalizatorima je bilo moguće postići približno isti stepen hidrolize, ali on se 

brže dostiže u katalizi sa alkalazom imobilisanom na MAB i UAD čestice u odnosu na 

EE alginatne biokatalizatore; ovo se može pripisati jednoj ili više opštih karakteristika 

imobilisanih enzimskih sistema kao što je ograničena dostupnost supstrata aktivnim 

mestima enzima uzrokovana difuzionim ograničenjima, sterni efekti i strukturne pro-

mene enzima nakon imobilizacije. 

• Sa povećanjem E/S odnosa u intervalu 0,5-2%, smo zaključili da dolazi do povećanja 

brzine hidrolize proteina za oba supstrata i da je brzina veća za hidrolizu sa UAD česti-

cama u odnosu na hidrolizu sa EE česticama i dobijamo veći stepen hidrolize u odnosu 

na reakciju sa slobodnom alkalazom.  
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• Rezultati za hidrolizu proteina iz izolata soje, koji se najviše poklapaju sa modelom za 

kompletnu kompetitivnu povratnu inhibiciju (R2=0,9828 za slobodnu alkalazu, 0,9598 za 

UAD alkalazu i 0,9785 za EE alkalazu),  pokazuju da se maksimalna početna brzina re-

akcije smanjuje imobilizacijom sa 1,37 µM mg-1 min-1 na 1,04 µM mg-1 min-1 za UAD 

čestice  i 0,4 µM mg-1 min-1  za EE čestice, dok je u reakciji bez inhibicije supstratom 

najveća početna maksimalna brzina sa UAD česticama 1,63 µM mg-1 min-1, dok je za  EE 

čestice 0,23 µM mg-1 min-1 i za slobodnu alkalazu isto kao i sa inhibicijom 1,37 µM mg-1 

min-1.  

• Na osnovu konstanti inhibicije 929,96 µM mg-1 za slobodnu alkalazu, 308,23 µM mg-1  za 

UAD alkalazu i 537,16 µM mg-1 za EE alkalazu, primećujemo da je izraženiji inhibitorni 

uticaj supstrata na imobilisanu alkalazu u poređenju sa slobodnim enzimom.  

• Rezultati za hidrolizu proteina iz belanceta, koji se najviše poklapaju sa modelom za 

kompletnu kompetitivnu povratnu inhibiciju (R2=0,9996 za slobodnu alkalazu, 0,9465 za 

UAD alkalazu i 0,9856 za EE alkalazu),  pokazuju da se maksimalna početna brzina re-

akcije smanjuje imobilizacijom sa 17,82 µM mg-1 min-1 na 1,68 µM mg-1 min-1 za UAD 

čestice  i 1,49 µM mg-1 min-1 za EE čestice, a pri reakciji bez inhibicije supstratom brzine 

su bile iste.  

• Na osnovu konstanti inhibicije 421,26 µM mg-1 za slobodnu alkalazu, 403,78 µM mg-1  za 

UAD alkalazu i 1260,51 µM mg-1 za EE alkalazu, primećujemo da je izraženiji inhibitorni 

uticaj supstrata na UAD alkalazu koja ima sličan uticaj kao i na slobodnu alkalazu, dok  

je značajno manji inhibitorni uticaj na EE alkalazu. 

• Sa industrijskog stanovišta, upotreba imobilisanih enzima je ekonomski isplativa, jer se 

mogu reciklirati na kraju ciklusa hidrolize i ponovo upotrebiti, dok se slobodni enzimi 

moraju inaktivirati da bi se reakcija zaustavila, najčešće zagrevanjem. Tako je izvodlji-

vost hidrolize sojinih proteina u uzastopnim ciklusima, alkalazom imobilisanom na 0,4% 

UAD submikronskim česticama, procenjena tokom 8 ciklusa, koji su obuhvatali period 

duži od 15 dana, dok se imobilisani enzim čuvao na 4 °C u 50 mM Tris-HCl puferskom 

rastvoru (pH vrednosti 8,5), koji je sadržao 0,2 M CaCl2. Aktivnost je postepeno opadala, 

pokazujući poluživot od 3792,3 min (63,2 h) što odgovara 16,8 ciklusa hidrolize. Naime, 

imobilisana alkalaza je zadržala aktivnost tokom 7 narednih ciklusa hidrolize (1575 min), 

nakon kojih je gubitak aktivnosti postao značajniji. 

• Primećeno je da su imobilisani enzimi na alginatnim česticama stabilni tokom skladište-

nja.  

 

Optimalni uslovi kovalentne imobilizacije HRP-C na MAB su određeni sa stano-

višta mase vezanog enzima, aktivnosti i stabilnosti biokatalizatora.  

 

• Pri imobilizaciji iskorišćeni su prethodno određeni optimalni uslovi za imobilizaciju 

alkalaze, pri čemu su varirane početna koncentracija HRP-C, odnos magnetit/alginat 

pri proizvodnji MAB čestica i veličina dobijenih MAB čestica. Pri optimalnim uslo-

vima, 8,9 mg HRP-C je imobilisano na svaki gram nosača, čime je postignut prinos 

imobilizacije 94,9% i aktivnost biokatalizatora je bila 32,8 U g-1nosača.  
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• Aktivnost HRP-MAB čestica je upoređena sa aktivnošću HRP-C kovalentno imobili-

sane na prazne čestice alginata (dobijenih korišćenjem igle 22Gee), inkapsulirane 

HRP-C u čestice MAB pod istim uslovima, kao i odgovarajućom količinom slobodne 

HRP-C. Kao što se očekivalo, zbog izlaganja enzima hemijskom tretmanu tokom i-

mobilizacije i ograničenja prenosa mase u heterogenom imobilisanom sistemu, slo-

bodna HRP-C je imala najveću aktivnost od 34,7 U (8,9 mg), što odgovara specifičnoj 

aktivnosti od 3,9 Umg-1enzima). Inkapsulacija HRP-C u MAB čestice dala je veći prinos 

imobilizacije, ali skoro 4 puta nižu aktivnost od kovalentno imobilisane HRP-C na 

MAB. 

• Pokazalo se da HRP-MAB čestice imaju različite pH vrednosti i temperaturne profile 

u odnosu na slobodan enzim. Optimalna temperatura je pala sa 45 °C na 35 °C nakon 

imobilizacije, ali optimalna pH vrednost se pomerila na baznu stranu, pokazujući 

mogućnost primene HRP-MAB čestica pod ekstremnijim uslovima pH vrednosti.  

• Uočeno je da je termička stabilnost HRP-C značajno poboljšana kovalentnom imobi-

lizacijom zbog činjenice da su kovalentne veze između HRP-C i nosača stabilizovale 

strukturu molekula enzima čak i na višoj temperaturi, zadržavajući njegovu aktivnu 

konformaciju. 

 

Nakon optimizacije procesa imobilizacije HRP-C na MAB čestice, pristupili smo 

ispitivanju aktivnosti i stabilnosti imobilisane HRP-C u reakcijama uklanjanja AB225 i 

AV109 antrahinonskih boja, koje spadaju u grupu teško biorazgradivog otpada. 

 

• Potvrda da je degradacija boje sa HRP-C bila dominantan mehanizam je činjenica da 

su MAB čestice bez imobilisanog enzima bile u stanju da uklone samo 5–11% boja. 

Pored toga, uočili smo da su rastvori obe boje stabilni nakon izlaganja samo vodonik-

peroksidu, što pokazuje da je uklanjanje boje rezultat enzimske reakcije zavisne od 

vodonik-peroksida. 

• U ovom istraživanju, svi imobilisani HRP-C preparati su testirani u reakcijama ukla-

njanja obe boje i dobijene reakcione krive su potvrdile naše zaključke o katalitičkom 

ponašanju HRP-MAB čestica u zavisnosti od veličine i mase vezanog enzima.  

• HRP-MAB čestice (prečnik 1 mm, magnetit/alginat odnos 1:4, početna koncentracija 

enzima 10 mg g-1nosača ) omogućile su najveći procenat uklanjanja boje 76,3% za AB225 

i 75,7% za AV109 pod specifičnim reakcionim uslovima (početna koncentracija boje 

0,1 g(HRP-MAB)mg-1boje (odnos masa biokatalizatora/masa boje), početna koncentracija 

vodonik-peroksida 0,097 mM). 

 

Istražen je uticaj specifičnih reakcionih uslova (masa biokatalizatora, početna kon-

centracija boje i početna koncentracija vodonik-peroksida) na procenat uklanjanja boje 

u cilju uspostavljanja optimalnih uslova za reakcije uklanjanja boja sa HRP-MAB česti-

cama. 

 

• Nakon dobijanja optimalnih uslova za reakciju uklanjanja boja (prečnik HRP-MAB 

čestice ⁓1 mm, magnetit/alginat odnos 1:4, početna koncentracija HRP-C 10 mg g-1 

(odnos enzim/nosač), početna koncentracija boje od 0,08 g mg-1 i 0,1 g mg-1 (HRP-
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MAB/boja odnos) za AV109 i AB225, respektivno, koncentracija vodonik-peroksida 

0,097 mM, pH vrednosti 4 i 5 za AV109 i AB225, respektivno i temperatura 25 °C) 

uporedili smo efekat obezbojavanja  HRP-MAB česticama sa obezbojavanjem HRP-

C kovalentno imobilisanom na alginatne čestice dobijene elektrostatičkom ekstruzi-

jom pri istim optimalnim uslovima, inkapsuliranom HRP-C u MAB čestice i slobod-

nom HRP-C sa istom početnom koncentracijom od 16,9 U (10 mgHRP gnosač-1). 

• Pri uklanjanju AB225 boje sa HRP-MAB česticama postigli smo skoro isti procenat 

obezbojenja za 1 min kao i sa slobodnom HRP-C, a krajnji procenat obezbojenja je bio 

skoro isti. Za uklanjanje AV109 boje, reakcija je bila malo sporija, ali finalni procenat 

uklanjanja boje je bio približno isti nakon 15 min. Inkapsulirana HRP-C je pokazala 

najnižu aktivnost i najsporiju reakciju sa obe boje. HRP-C imobilisana na alginatne 

čestice je sporije reagovala u odnosu na HRP-MAB čestice, ali sa približno istim pro-

centom obezbojenja nakon 15 min. 

• Početna kinetika je ispitana variranjem koncentracije jednog supstrata, dok je kon-

stantnom održavana koncentracija drugog supstrata pri optimalnim uslovima reak-

cije (HRP-MAB čestice prečnika ⁓1 mm, magnetit/alginat odnosa 1:4, početna kon-

centracija HRP-C 10 mgHRP gnosač-1 (16,9 U ili 32,8 U gnosača-1), pH vrednosti 4 i 5 za 

AV109 i AB225, respektivno i temperatura 25 °C). 

• Rezultati za reakciju uklanjanja boje AB225 slobodnom HRP-C i sa HRP-MAB česti-

cama, koji se najviše poklapaju sa modelom za nesekvencijalni Ping-Pong bi-bi me-

hanizam za reakciju bez inhibicije bojom (R2=0,7345 za slobodnu HRP-C, a 0,9316 za 

HRP-MAB) i bez inhibicije vodonik-peroksidom (R2=0,9129 za slobodnu HRP-C, a 

0,9305 za HRP-MAB čestice),  pokazuju da se maksimalna početna brzina reakcije bez 

inhibicije bojom smanjuje imobilizacijom sa 99,89 µM mg-1 min-1 na 38,83 µM mg-1 

min-1 i bez inhibicije vodonik-peroksidom smanjuje imobilizacijom sa 53,58 µM mg-1 

min-1 na 38,84 µM mg-1 min-1.  

• U reakciji u kojoj je boja inhibitor, najveće poklapanje bilo je sa modelom akompeti-

tivne reverzibilne inhibicije sa slobodnom HRP-C (R2=0,7345) i modelom parcijalno 

nekompetitivne reverzibilne inhibicije sa HRP-MAB česticama (R2=0,9313), maksi-

malna početna brzina reakcije se smanjila imobilizacijom sa 47,62 µM mg-1 min-1 i 

36,61 µM mg-1 min-1 za slobodnu HRP-C i HRP-MAB čestice, respektivno.  

• Pri reakciji kada je vodonik-peroksid inhibitor, najveće poklapanje bilo je sa mode-

lom akompetitivne reverzibilne inhibicije sa slobodnom HRP-C (R2=0,9129) i mode-

lom parcijalno nekompetitivne reverzibilne inhibicije sa HRP-MAB česticama 

(R2=0,9303), maksimalna početna brzina reakcije se smanjila imobilizacijom sa 68,39 

µM mg-1 min-1 na 38,83 µM mg-1 min-1. 

• Na osnovu konstanti inhibicije bojom 387,24 µM mg-1 za slobodnu HRP-C  i 2014,13  

µM mg-1 za HRP-MAB čestice, kao i konstanti inhibicije vodonik-peroksidom 476,55 

µM mg-1 za slobodnu HRP-C  i 73 µM mg-1 za HRP-MAB čestice, primećujemo da je 

izraženiji inhibitorni uticaj boje kod slobodne HRP-C koji se smanjuje imobilizacijom, 

dok je za HRP-MAB čestice znatno veći inhibitorni uticaj vodonik-peroksida koji se 

povećao imobilizacijom.  

• Rezultati za reakciju uklanjanja boje AV109 slobodnom HRP-C i sa HRP-MAB česti-

cama, koji se najviše poklapaju sa modelom za nesekvencijalni Ping-Pong bi-bi 
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mehanizam za reakciju bez inhibicije bojom (R2=0,8231 za slobodnu HRP-C, a 0,8640 

za HRP-MAB) i bez inhibicije vodonik-peroksidom (R2=0,8022 za slobodnu HRP-C, 

a 0,8542 za HRP-MAB),  pokazuju da se maksimalna početna brzina reakcije bez inhi-

bicije bojom smanjuje imobilizacijom sa 51,12 µM mg-1 min-1 na 24,56 µM mg-1 min-1 

i bez inhibicije vodonik-peroksidom smanjuje imobilizacijom sa 126,14 µM mg-1 min-

1 na 24,53 µM mg-1 min-1.  

• U reakciji sa inhibicijom bojom, najveće poklapanje bilo je sa modelom akompetitivne 

reverzibilne inhibicije sa slobodnom HRP-C (R2=0,8231) i modelom parcijalno akom-

petitivne reverzibilne inhibicije sa HRP-MAB česticama (R2=0,8642), maksimalna po-

četna brzina reakcije je približno ista 37,13 µM mg-1 min-1 i 23,99 µM mg-1 min-1 za 

slobodnu HRP-C i HRP-MAB čestice, respektivno.  

• Pri reakciji kada je vodonik-peroksid inhibitor, najveće poklapanje bilo je sa mode-

lom akompetitivne reverzibilne inhibicije sa slobodnom HRP-C (R2=0,8022) i mode-

lom parcijalno akompetitivne reverzibilne inhibicije sa HRP-MAB česticama 

(R2=0,8611), maksimalna početna brzina reakcije se smanjila imobilizacijom sa 50,29 

µM mg-1 min-1 na 24,53 µM mg-1 min-1. 

• Na osnovu konstanti inhibicije bojom 354,13 µM mg-1 za slobodnu HRP-C  i 1164,74  

µM mg-1 za HRP-MAB čestice, kao i konstanti inhibicije vodonik-peroksidom 413,96 

µM mg-1 za slobodnu HRP-C  i 273,98 µM mg-1 za HRP-MAB čestice, primećujemo 

da je izraženiji inhibitorni uticaj boje koji se smanjuje imobilizacijom, dok se imobili-

zacijom povećava inhibitorni uticaj vodonik-peroksida.  

• Prethodni rezultati su pokazali da se za obe boje imobilizacijom smanjuju početna 

brzina reakcije, pri čemu se smanjuje inhibitorni efekat boje, a povećava efekat vodo-

nik-peroksida na inhibiranje reakcije. HRP-C je pokazala veći afinitet ka uklanjanju 

AV109 boje. 

• Da bi se testirala ponovna upotreba biokatalizatora, HRP-MAB čestice su korišćene 

za enzimsku reakciju u sedam ciklusa, a na kraju svakog ciklusa, čestice su odvojene 

magnetom, ispirane dejonizovanom vodom i prenete u svež reakcioni pufer. Sa po-

većanjem vremena ponovljenog ciklusa sa 15 min za prvi ciklus na 210 min za posled-

nji, katalitička aktivnost HRP-MAB čestica se polako smanjivala. U početku su rezul-

tati uklanjanja boje bili bolji za AV109 nego AB225, i to 77,3% i 76,1%, respektivno, 

ali nakon svakog ciklusa procenat uklanjanja boje se brže smanjivao sa AV109 nego 

sa AB225 bojom. Posle sedam ciklusa, procenat uklanjanja boje je opao na 75% i 51% 

od početne vrednosti za AB225 i AV109, respektivno 

• Imobilisani enzim je čuvan na 4 °C tokom šest meseci i primećeno je da se aktivnost 

za razgradnju boje nije smanjila nakon skladištenja. Naime, HRP-MAB čestice su 

zadržale skoro 100% početne aktivnosti pre skladištenja. 

• Sve u svemu, ovi rezultati pokazuju da iako naša hipoteza da će nano čestice magne-

tita poboljšati mehanička svojstva enzima nije potvrđena, pokazalo se da magnetit 

olakšava separaciju biokatalizatora iz reakcione smeše, olakšavajući njegovu po-

novnu upotrebu tokom više ciklusa upotrebe i poboljšava stabilnost pri skladištenju 
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• Na osnovu poređenja rezultata, možemo zaključiti da su pri optimalnim uslovima 

HRP-MAB čestice dobar potencijalni biokatalizator za proces uklanjanja antrahinon-

skih boja. 
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ing the Production of Hydroxyl Radicals by Pleurotus eryngii via Quinone Redox 



286 

 

Cycling for Pollutant Removal. Appl Environ Microbiol. 2009;75(12):3954-3962. 

doi:10.1128/AEM.02138-08 

611. Thompson MP, Peñafiel I, Cosgrove SC, Turner NJ. Biocatalysis Using Immobilized 

Enzymes in Continuous Flow for the Synthesis of Fine Chemicals. Org Process Res Dev. 

2019;23(1):9-18. doi:10.1021/acs.oprd.8b00305 

612. Dwevedi A. Enzyme Immobilization: Advances in Industry, Agriculture, Medicine, and the 

Environment. First. Springer International Publishing; 2016. doi:10.1007/978-3-319-

41418-8 

613. DiCosimo R, McAuliffe J, Poulose AJ, Bohlmann G. Industrial use of immobilized en-

zymes. Chem Soc Rev. 2013;42(15):6437-6474. doi:10.1039/c3cs35506c 

614. Matsuda T, Yamanaka R, Nakamura K. Recent progress in biocatalysis for asymmetric 

oxidation and reduction. Tetrahedron Asymmetry. 2009;20(5):513-557. 

doi:10.1016/j.tetasy.2008.12.035 

615. Yu J, Chen X, Jiang M, et al. Efficient promiscuous Knoevenagel condensation cata-

lyzed by papain confined in Cu 3 (PO 4 ) 2 nanoflowers. RSC Adv. 2018;8(5):2357-2364. 

doi:10.1039/C7RA12940H 

616. Li S, Yang X, Yang S, Zhu M, Wang X. Technology prospecting on enzymes: applica-

tion, marketing and engineering. Comput Struct Biotechnol J. 2012;2(3):e201209017. 

doi:10.5936/csbj.201209017 

617. Madhavan A, Sindhu R, Binod P, Sukumaran RK, Pandey A. Strategies for design of 

improved biocatalysts for industrial applications. Bioresour Technol. 2017;245(Pt 

B):1304-1313. doi:10.1016/j.biortech.2017.05.031 

618. Nakamura K, Yamanaka R, Matsuda T, Harada T. Recent developments in asymmet-

ric reduction of ketones with biocatalysts. Tetrahedron Asymmetry. 2003;14(18):2659-

2681. doi:10.1016/S0957-4166(03)00526-3 

619. Zdarta J, Meyer AS, Jesionowski T, Pinelo M. Developments in support materials for 

immobilization of oxidoreductases: A comprehensive review. Adv Colloid Interface Sci. 

2018;258:1-20. doi:10.1016/j.cis.2018.07.004 

620. Zhao F, Li H, Wang X, et al. CRGO/alginate microbeads: an enzyme immobilization 

system and its potential application for a continuous enzymatic reaction. J Mater Chem 

B. 2015;3(48):9315-9322. doi:10.1039/C5TB01508A 

621. Zhao F, Wang Q, Dong J, et al. Enzyme-inorganic nanoflowers/alginate microbeads: 

An enzyme immobilization system and its potential application. Process Biochemistry. 

2017;57:87-94. doi:10.1016/j.procbio.2017.03.026 

622. Tischer W, Wedekind F. Immobilized Enzymes: Methods and Applications. In: Topics 

in Current Chemistry: Biocatalysis - From Discovery to Application. Vol 200. Springer Ber-

lin Heidelberg; 1999:95-126. doi:10.1007/3-540-68116-7_4 

623. Cui J, Jia S. Organic–inorganic hybrid nanoflowers: A novel host platform for immo-

bilizing biomolecules. Coord Chem Rev. 2017;352(29):249-263. 

doi:10.1016/j.ccr.2017.09.008 

624. Oshige M, Yumoto K, Miyata H, et al. Immobilization of His-Tagged Proteins on Var-

ious Solid Surfaces Using NTA-Modified Chitosan. Open Journal of Polymer Chemistry. 

2013;03(01):6-10. doi:10.4236/ojpchem.2013.31002 



287 

 

625. Peris E, Okafor O, Kulcinskaja E, et al. Tuneable 3D printed bioreactors for transami-

nations under continuous-flow. Green Chemistry. 2017;19(22):5345-5349. 

doi:10.1039/C7GC02421E 

626. Soozanipour A, Taheri-Kafrani A. Enzyme Immobilization on Functionalized Gra-

phene Oxide Nanosheets: Efficient and Robust Biocatalysts. In: Methods in Enzymol-

ogy. Vol 609. 1st ed. Elsevier Inc.; 2018:371-403. doi:10.1016/bs.mie.2018.06.010 

627. Kulsharova G, Dimov N, Marques MPC, Szita N, Baganz F. Simplified immobilisation 

method for histidine-tagged enzymes in poly(methyl methacrylate) microfluidic de-

vices. N Biotechnol. 2018;47(June):31-38. doi:10.1016/j.nbt.2017.12.004 

628. Mohamad NR, Marzuki NHC, Buang NA, Huyop F, Wahab RA. An overview of tech-

nologies for immobilization of enzymes and surface analysis techniques for immobi-

lized enzymes. Biotechnology and Biotechnological Equipment. 2015;29(2):205-220. 

doi:10.1080/13102818.2015.1008192 

629. Zhou L, Jiang Y, Gao J, Zhao X, Ma L, Zhou Q. Oriented immobilization of glucose 

oxidase on graphene oxide. Biochem Eng J. 2012;69:28-31. doi:10.1016/j.bej.2012.07.025 

630. Ren S, Li C, Jiao X, et al. Recent progress in multienzymes co-immobilization and mul-

tienzyme system applications. Chemical Engineering Journal. 2019;373:1254-1278. 

doi:10.1016/j.cej.2019.05.141 

631. Barbosa O, Ortiz C, Berenguer-Murcia Á, Torres R, Rodrigues RC, Fernandez-La-

fuente R. Strategies for the one-step immobilization–purification of enzymes as indus-

trial biocatalysts. Biotechnol Adv. 2015;33(5):435-456. doi:10.1016/j.bio-

techadv.2015.03.006 

632. Cui J, Ren S, Lin T, Feng Y, Jia S. Shielding effects of Fe3+-tannic acid nanocoatings 

for immobilized enzyme on magnetic Fe3O4@silica core shell nanosphere. Chemical 

Engineering Journal. 2018;343(March):629-637. doi:10.1016/j.cej.2018.03.002 

633. Cui J, Cui L, Jia S, Su Z, Zhang S. Hybrid Cross-Linked Lipase Aggregates with Mag-

netic Nanoparticles: A Robust and Recyclable Biocatalysis for the Epoxidation of Oleic 

Acid. J Agric Food Chem. 2016;64(38):7179-7187. doi:10.1021/acs.jafc.6b01939 

634. Rodrigues RC, Ortiz C, Berenguer-Murcia Á, Torres R, Fernández-Lafuente R. Modi-

fying enzyme activity and selectivity by immobilization. Chem Soc Rev. 

2013;42(15):6290-6307. doi:10.1039/c2cs35231a 

635. Ge J, Lei J, Zare RN. Protein–inorganic hybrid nanoflowers. Nat Nanotechnol. 

2012;7(7):428-432. doi:10.1038/nnano.2012.80 

636. Sheldon RA, van Pelt S. Enzyme immobilization in biocatalysis: Why, what and how. 

Chem Soc Rev. 2013;42(15):6223-6235. doi:10.1039/c3cs60075k 

637. Janssen MHA, van Langen LM, Pereira SRM, van Rantwijk F, Sheldon RA. Evaluation 

of the performance of immobilized penicillin G acylase using active-site titration. Bi-

otechnol Bioeng. 2002;78(4):425-432. doi:10.1002/bit.10208 

638. Brena B, González-Pombo P, Batista-Viera F. Immobilization of Enzymes: A Literature 

Survey. In: Guisan JM, ed. Methods in Molecular Biology -Immobilization of Enzymes and 

Cells. Vol 1051. Third. Springer Science+Business Media; 2013:15-31. doi:10.1007/978-

1-62703-550-7_2 



288 

 

639. Hartmeier W. Immobilized Biocatalysts An Introduction. 1st ed. Springer Berlin Heidel-

berg; 1988. doi:10.1007/978-3-642-73364-2 

640. Boundy JA, Smiley KL, Swanson CL, Hofreiter BT. Exoenzymic activity of alpha-am-

ylase immobilized on a phenol-formaldehyde resin. Carbohydr Res. 1976;48(2):239-244. 

doi:10.1016/S0008-6215(00)83219-X 

641. Bickerstaff GF. Immobilization of Enzymes and Cells. Vol 22. Second. (Guisan JM, ed.). 

Humana Press; 2006. doi:10.1007/978-1-59745-053-9 

642. Mateo C, Palomo JM, Fernandez-Lorente G, Guisan JM, Fernandez-Lafuente R. Im-

provement of enzyme activity, stability and selectivity via immobilization techniques. 

Enzyme Microb Technol. 2007;40(6):1451-1463. doi:10.1016/j.enzmictec.2007.01.018 

643. Blanco RM, Guisán JoséM. Stabilization of enzymes by multipoint covalent attach-

ment to agarose-aldehyde gels. Borohydride reduction of trypsin-agarose derivatives. 

Enzyme Microb Technol. 1989;11(6):360-366. doi:10.1016/0141-0229(89)90020-3 

644. Koch-Schmidt AC, Mosbach K. Studies on conformation of soluble and immobilized 

enzymes using differential scanning calorimetry. 1. Thermal stability of nicotinamide 

adenine dinucleotide dependent dehydrogenases. Biochemistry. 1977;16(10):2101-

2105. doi:10.1021/bi00629a008 

645. Koch-Schmidt AC, Mosbach K. Studies on conformation of soluble and immobilized 

enzymes using differential scanning calorimetry. 2. Specific activity and thermal sta-

bility of enzymes bound weakly and strongly to Sepharose CL 4B. Biochemistry. 

1977;16(10):2105-2109. doi:10.1021/bi00629a009 

646. Gabel D, Steinberg IZ, Katchalski E. Changes in conformation of insolubilized trypsin 

and chymotrypsin, followed by fluorescence. Biochemistry. 1971;10(25):4661-4669. 

doi:10.1021/bi00801a011 

647. Gupta MN, Mattiasson B. Unique applications of immobilized proteins in bioanalyti-

cal systems. Methods Biochem Anal. 1992;36:1-34. doi:10.1002/9780470110577.ch1 

648. Porath J, Axén R. Immobilization of enzymes to agar, agarose, and sephadex support. 

In: Mosbach K, ed. Methods in Enzymology: Immobilized Enzymes. Elsevier Inc.; 1976:19-

45. doi:10.1016/S0076-6879(76)44005-3 

649. Bickerstaff GF. Immobilization of Enzymes and Cells: Some Practical Considerations. 

In: Bickerstaff GF, ed. Methods in Biotechnology. Vol 1. First. Humana Press Inc; 1997:1-

12. doi:10.1385/0-89603-386-4:1 

650. Scouten WH. A survey of enzyme coupling techniques. Methods Enzymol. 

1987;135(C):30-65. doi:10.1016/0076-6879(87)35063-3 

651. Jonović M, Žuža M, Đorđević V, et al. Immobilized Alcalase on Micron- and Submi-

cron-Sized Alginate Beads as a Potential Biocatalyst for Hydrolysis of Food Proteins. 

Catalysts. 2021;11(3):305. doi:10.3390/catal11030305 

652. O’Driscoll KF. Techniques of enzyme entrapment in gels. In: Mosbach K, ed. Methods 

in Enzymology: Immobilized Enzymes. Vol 44. Elsevier Inc.; 1976:169-183. 

doi:10.1016/S0076-6879(76)44014-4 

653. Hall RD, Holden MA, Yeoman MM. Immobilization of Higher Plant Cells. In: Bajaj 

YPS, ed. Medicinal and Aromatic Plants I: Biotechnology in Agriculture and Forestry. Vol 

4. Springer-Verlag; 1988:136-156. doi:10.1007/978-3-642-73026-9_6 



289 

 

654. Bernfeld P, Wan J. Antigens and Enzymes Made Insoluble by Entrapping Them into 

Lattices of Synthetic Polymers. Science. 1963;142(3593):678-679. doi:10.1126/sci-

ence.142.3593.678 

655. Wadiak DT, Carbonell RG. Kinetic behavior of microencapsulated beta-galactosidase. 

Biotechnol Bioeng. 1975;17(8):1157-1181. doi:10.1002/bit.260170806 

656. Zhang X, Wang X, Fan W, Liu Y, Wang Q, Weng L. Fabrication, Property and Appli-

cation of Calcium Alginate Fiber: A Review. Polymers (Basel). 2022;14(15):3227. 

doi:10.3390/polym14153227 

657. Ge X, Yang L, Xu J. Cell Immobilization: Fundamentals, Technologies, and Applica-

tions. In: Wittmann C, Liao JC, eds. Industrial Biotechnology: Products and Processes. 

Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA; 2017:205-236. doi:10.1002/9783527807833 

658. Groboillot A, Boadi DK, Poncelet D, Neufeld RJ. Immobilization of cells for applica-

tion in the food industry. Crit Rev Biotechnol. 1994;14(2):75-107. 

doi:10.3109/07388559409086963 

659. Sheldon RA. Enzyme immobilization: The quest for optimum performance. Adv Synth 

Catal. 2007;349(8-9):1289-1307. doi:10.1002/adsc.200700082 

660. Cao L, Langen L van, Sheldon RA. Immobilised enzymes: carrier-bound or carrier-

free? Curr Opin Biotechnol. 2003;14(4):387-394. doi:10.1016/s0958-1669(03)00096-x 

661. Wong LS, Khan F, Micklefield J. Selective covalent protein immobilization: strategies 

and applications. Chem Rev. 2009;109(9):4025-4053. doi:10.1021/cr8004668 

662. Grunwald P. Immobilized Biocatalysts. (Grunwald P, ed.). MDPI; 2018. https://open-

researchlibrary.org/ext/api/media/9446b74c-2b81-4d06-8f37-2dbe3e4df28e/as-

sets/external_content.pdf 

663. Zdarta J, Meyer A, Jesionowski T, Pinelo M. A General Overview of Support Materials 

for Enzyme Immobilization: Characteristics, Properties, Practical Utility. Catalysts. 

2018;8(2):92. doi:10.3390/catal8020092 

664. Elnashar M. Biotechnology of Biopolymers. First. (Elnashar M, ed.). InTech; 2011. 

doi:10.5772/683 

665. Horchani H, Aissa I, Ouertani S, Zarai Z, Gargouri Y, Sayari A. Staphylococcal lipases: 

Biotechnological applications. J Mol Catal B Enzym. 2012;76:125-132. 

doi:10.1016/j.molcatb.2011.11.018 

666. Vijayaraghavan K, Yamini D, Ambika V, Sravya Sowdamini N. Trends in inulinase 

production – a review. Crit Rev Biotechnol. 2009;29(1):67-77. 

doi:10.1080/07388550802685389 

667. Homaei AA, Sariri R, Vianello F, Stevanato R. Enzyme immobilization: an update. J 

Chem Biol. 2013;6(4):185-205. doi:10.1007/s12154-013-0102-9 

668. Krajewska B. Application of chitin- and chitosan-based materials for enzyme immo-

bilizations: a review. Enzyme Microb Technol. 2004;35(2-3):126-139. 

doi:10.1016/j.enzmictec.2003.12.013 

669. Kurita K. Controlled functionalization of the polysaccharide chitin. Prog Polym Sci. 

2001;26(9):1921-1971. doi:10.1016/S0079-6700(01)00007-7 

670. Peter MG. Applications and Environmental Aspects of Chitin and Chitosan. Journal of 

Macromolecular Science, Part A. 1995;32(4):629-640. doi:10.1080/10601329508010276 



290 

 

671. Shi LE, Tang ZX, Yi Y, Chen JS, Xiong WY, Ying GQ. Immobilization of nuclease p1 

on chitosan micro-spheres. Chem Biochem Eng Q. 2011;25(1):83-88. 

https://hrcak.srce.hr/file/98931 

672. Cahyaningrum SE, Herdyastusi N, Maharani DK. Immobilization of Glucose Isomer-

ase in Surface-Modified Chitosan Gel Beads. Res J Pharm Biol Chem Sci. 2014;5(2):104-

111. https://www.rjpbcs.com/pdf/2014_5(2)/[13].pdf 

673. Tumturk H, Demirel G, Altinok H, Aksoy S, Hasirci N. Immobilization of glucose 

isomerase in surface-modified alginate gel beads. J Food Biochem. 2008;32(2):234-246. 

doi:10.1111/j.1745-4514.2008.00171.x 

674. Kim HJ, Park S, Kim SH, et al. Biocompatible cellulose nanocrystals as supports to 

immobilize lipase. J Mol Catal B Enzym. 2015;122:170-178. doi:10.1016/j.mol-

catb.2015.09.007 

675. Tümtürk H, Karaca N, Demirel G, Şahin F. Preparation and application of poly(N,N-

dimethylacrylamide-co-acrylamide) and poly(N-isopropylacrylamide-co-acryla-

mide)/κ-Carrageenan hydrogels for immobilization of lipase. Int J Biol Macromol. 

2007;40(3):281-285. doi:10.1016/j.ijbiomac.2006.07.004 

676. Zdarta J, Norman M, Smułek W, et al. Spongin-Based Scaffolds from Hippospongia 

communis Demosponge as an Effective Support for Lipase Immobilization. Catalysts. 

2017;7(5):147. doi:10.3390/catal7050147 

677. Zdarta J, Jesionowski T. Luffa cylindrica sponges as a thermally and chemically stable 

support for Aspergillus niger lipase. Biotechnol Prog. 2016;32(3):657-665. 

doi:10.1002/btpr.2253 

678. Hwang ET, Gu MB. Enzyme stabilization by nano/microsized hybrid materials. Eng 

Life Sci. 2013;13(1):49-61. doi:10.1002/elsc.201100225 

679. Betigeri SS, Neau SH. Immobilization of lipase using hydrophilic polymers in the 

form of hydrogel beads. Biomaterials. 2002;23(17):3627-3636. doi:10.1016/S0142-

9612(02)00095-9 

680. Kocaturk S, Yagar H. Optimization of Polyphenol Oxidase Immobilization in Copper 

Alginate Beads. Artificial Cells, Blood Substitutes, and Biotechnology. 2010;38(3):157-163. 

doi:10.3109/10731191003790406 

681. Ball SG, Morell MK. From Bacterial Glycogen to Starch: Understanding the Biogenesis 

of the Plant Starch Granule. Annu Rev Plant Biol. 2003;54(1):207-233. doi:10.1146/an-

nurev.arplant.54.031902.134927 

682. Delattre C, Fenoradosoa TA, Michaud P. Galactans: an overview of their most im-

portant sourcing and applications as natural polysaccharides. Brazilian Archives of Bi-

ology and Technology. 2011;54(6):1075-1092. doi:10.1590/S1516-89132011000600002 

683. Prakash O, Jaiswal N. Immobilization of a thermostable α-amylase on agarose and 

agar matrices and its application in starch stain removal. World Appl Sci J. 

2011;13(3):572-577. http://www.idosi.org/wasj/wasj13(3)/28.pdf 

684. Martins de Oliveira S, Moreno-Perez S, Romero-Fernández M, Fernandez-Lorente G, 

Rocha-Martin J, Guisan JM. Immobilization and stabilization of commercial β-1,4-en-

doxylanase DepolTM 333MDP by multipoint covalent attachment for xylan hydrolysis: 



291 

 

Production of prebiotics (xylo-oligosaccharides). Biocatal Biotransformation. 

2018;36(2):141-150. doi:10.1080/10242422.2017.1308497 

685. Stanford ECC. Algin: A New Substance Obtained from Some of the Commoner Spe-

cies of Marine Algæ. Sci Am. 1883;16(396supp):6323-6324. doi:10.1038/scientificamer-

ican08041883-6323supp 

686. Linker A, Jones R. A Polysaccharide resembling Alginic Acid from a Pseudomonas 

Micro-organism. Nature. 1964;204(4954):187-188. doi:10.1038/204187a0 

687. Linker A, Jones RS. A New Polysaccharide Resembling Alginic Acid Isolated from 

Pseudomonads. Journal of Biological Chemistry. 1966;241(16):3845-3851. 

doi:10.1016/S0021-9258(18)99848-0 

688. Bi D, Yang X, Yao L, et al. Potential Food and Nutraceutical Applications of Alginate: 

A Review. Mar Drugs. 2022;20(9):564. doi:10.3390/md20090564 

689. Brownlee IA, Allen A, Pearson JP, et al. Alginate as a Source of Dietary Fiber. Crit Rev 

Food Sci Nutr. 2005;45(6):497-510. doi:10.1080/10408390500285673 

690. Flórez-Fernández N, Torres MD, González-Muñoz MJ, Domínguez H. Recovery of 

bioactive and gelling extracts from edible brown seaweed Laminaria ochroleuca by 

non-isothermal autohydrolysis. Food Chem. 2019;277:353-361. doi:10.1016/j.food-

chem.2018.10.096 

691. Ching SH, Bansal N, Bhandari B. Alginate gel particles–A review of production tech-

niques and physical properties. Crit Rev Food Sci Nutr. 2017;57(6):1133-1152. 

doi:10.1080/10408398.2014.965773 

692. Onsøyen LE. Thickening and Gelling Agents for Food. (Imeson AP, ed.). Springer US; 

1997. doi:10.1007/978-1-4615-2197-6 

693. Haug A, Myklestad S, Larsen B, Smidsrød O. Correlation between chemical structure 

and physical properties of alginates. Acta Chem Scand. 1967;21(3):768-778. 

https://scholar.google.com/scholar_url?url=http://actachem-

scand.org/pdf/acta_vol_21_p0768-

0778.pdf&hl=en&sa=X&ei=5k2IY6AjipTL1g_ZkZmIAw&scisig=AAGBfm1sS8GN4v

lWdPKa468jjCpcE0Spzg&oi=scholarr 

694. Larsen B, Haug A. Biosynthesis of alginate: Part I. Composition and structure of algi-

nate produced by Azotobacter vinelandii. Carbohydr Res. 1971;17(2):287-296. 

doi:10.1016/S0008-6215(00)82536-7 

695. Haug A, Larsen B. Biosynthesis of alginate: Part II. Polymannuronic acid C-5-epi-

merase from Azotobacter vinelandii. Carbohydr Res. 1971;17(2):297-308. 

doi:10.1016/S0008-6215(00)82537-9 

696. Larsen B, Haug A. Biosynthesis of alginate : Part III. Tritium incorporation with poly-

mannuronic acid 5-epimerase from Azotobacter vinelandii. Carbohydr Res. 

1971;20(2):225-232. doi:10.1016/S0008-6215(00)81375-0 

697. Llanes F, Ryan DH, Marchessault RH. Magnetic nanostructured composites using al-

ginates of different M/G ratios as polymeric matrix. Int J Biol Macromol. 2000;27(1):35-

40. doi:10.1016/S0141-8130(99)00115-4 

698. Atkins EDT, Nieduszynski IA, Mackie W, Parker KD, Smolko EE. Structural compo-

nents of alginic acid. II. The crystalline structure of poly-?-L-guluronic acid. Results 



292 

 

of X-ray diffraction and polarized infrared studies. Biopolymers. 1973;12(8):1879-1887. 

doi:10.1002/bip.1973.360120814 

699. Yang JS, Xie YJ, He W. Research progress on chemical modification of alginate: A re-

view. Carbohydr Polym. 2011;84(1):33-39. doi:10.1016/j.carbpol.2010.11.048 

700. Pawar SN, Edgar KJ. Alginate esters via chemoselective carboxyl group modification. 

Carbohydr Polym. 2013;98(2):1288-1296. doi:10.1016/j.carbpol.2013.08.014 

701. Bi D, Li X, Li T, et al. Characterization and Neuroprotection Potential of Seleno-Poly-

mannuronate. Front Pharmacol. 2020;11(February):1-9. doi:10.3389/fphar.2020.00021 

702. Bi D, Lai Q, Li X, et al. Neuroimmunoregulatory potential of seleno-polymannuronate 

derived from alginate in lipopolysaccharide-stimulated BV2 microglia. Food Hydrocoll. 

2019;87:925-932. doi:10.1016/j.foodhyd.2018.09.013 

703. Bi D, Lai Q, Cai N, et al. Elucidation of the Molecular-Mechanisms and In Vivo Eval-

uation of the Anti-inflammatory Effect of Alginate-Derived Seleno-polymannuronate. 

J Agric Food Chem. 2018;66(9):2083-2091. doi:10.1021/acs.jafc.7b05719 

704. Putri AP, Picchioni F, Harjanto S, Chalid M. Alginate Modification and Lectin-Conju-

gation Approach to Synthesize the Mucoadhesive Matrix. Applied Sciences. 

2021;11(24):11818. doi:10.3390/app112411818 

705. Pallmann J, Ren Y, Mahltig B, Huo T. Phosphorylated sodium alginate/APP/DPER 

intumescent flame retardant used for polypropylene. J Appl Polym Sci. 

2019;136(29):47794. doi:10.1002/app.47794 

706. Park J, Lee SJ, Lee H, Park SA, Lee JY. Three dimensional cell printing with sulfated 

alginate for improved bone morphogenetic protein-2 delivery and osteogenesis in 

bone tissue engineering. Carbohydr Polym. 2018;196(May):217-224. doi:10.1016/j.car-

bpol.2018.05.048 

707. Gionet‐Gonzales M, Casella A, Diloretto D, et al. Sulfated Alginate Hydrogels Prolong 

the Therapeutic Potential of MSC Spheroids by Sequestering the Secretome. Adv 

Healthc Mater. 2021;10(21):2101048. doi:10.1002/adhm.202101048 

708. Penman A, Sanderson GR. A method for the determination of uronic acid sequence 

in alginates. Carbohydr Res. 1972;25(2):273-282. doi:10.1016/S0008-6215(00)81637-7 

709. Hay ID, Rehman ZU, Moradali MF, Wang Y, Rehm BHA. Microbial alginate produc-

tion, modification and its applications. Microb Biotechnol. 2013;6(6):637-650. 

doi:10.1111/1751-7915.12076 

710. Lee KY, Mooney DJ. Alginate: Properties and biomedical applications. Prog Polym Sci. 

2012;37(1):106-126. doi:10.1016/j.progpolymsci.2011.06.003 

711. Tavakoli J, Laisak E, Gao M, Tang Y. AIEgen quantitatively monitoring the release of 

Ca2+ during swelling and degradation process in alginate hydrogels. Materials Science 

and Engineering: C. 2019;104(July):109951. doi:10.1016/j.msec.2019.109951 

712. Mohammed A, Bissoon R, Bajnath E, et al. Multistage extraction and purification of 

waste Sargassum natans to produce sodium alginate: An optimization approach. Car-

bohydr Polym. 2018;198:109-118. doi:10.1016/j.carbpol.2018.06.067 

713. Satheeshababu B, Mohamed I. Synthesis and characterization of sodium alginate con-

jugate and study of effect of conjugation on drug release from matrix tablet. Indian J 

Pharm Sci. 2015;77(5):579. doi:10.4103/0250-474X.169045 



293 

 

714. Vauchel P, Arhaliass A, Legrand J, Kaas R, Baron R. Decrease In Dynamic Viscosity 

And Average Molecular Weight Of Alginate From Laminaria Digitata During Alka-

line Extraction. J Phycol. 2008;44(2):515-517. doi:10.1111/j.1529-8817.2008.00482.x 

715. Vauchel P, Kaas R, Arhaliass A, Baron R, Legrand J. A New Process for Extracting 

Alginates from Laminaria digitata: Reactive Extrusion. Food Bioproc Tech. 

2008;1(3):297-300. doi:10.1007/s11947-008-0082-x 

716. Peteiro C. Alginate Production from Marine Macroalgae, with Emphasis on Kelp 

Farming. In: Springer Series in Biomaterials Science and Engineering. Vol 11. ; 2018:27-66. 

doi:10.1007/978-981-10-6910-9_2 

717. Cardoso MJ, Costa RR, Mano JF. Marine Origin Polysaccharides in Drug Delivery Sys-

tems. Mar Drugs. 2016;14(2):34. doi:10.3390/md14020034 

718. Fertah M, Belfkira A, Dahmane E montassir, Taourirte M, Brouillette F. Extraction and 

characterization of sodium alginate from Moroccan Laminaria digitata brown sea-

weed. Arabian Journal of Chemistry. 2017;10:S3707-S3714. 

doi:10.1016/j.arabjc.2014.05.003 

719. Fenoradosoa TA, Ali G, Delattre C, et al. Extraction and characterization of an alginate 

from the brown seaweed Sargassum turbinarioides Grunow. J Appl Phycol. 

2010;22(2):131-137. doi:10.1007/s10811-009-9432-y 

720. Augst AD, Kong HJ, Mooney DJ. Alginate Hydrogels as Biomaterials. Macromol Biosci. 

2006;6(8):623-633. doi:10.1002/mabi.200600069 

721. Jain D, Bar-Shalom D. Alginate drug delivery systems: application in context of phar-

maceutical and biomedical research. Drug Dev Ind Pharm. 2014;40(12):1576-1584. 

doi:10.3109/03639045.2014.917657 

722. Tønnesen HH, Karlsen J. Alginate in Drug Delivery Systems. Drug Dev Ind Pharm. 

2002;28(6):621-630. doi:10.1081/DDC-120003853 

723. Haugstad K, Håti A, Nordgård C, et al. Direct Determination of Chitosan–Mucin In-

teractions Using a Single-Molecule Strategy: Comparison to Alginate–Mucin Interac-

tions. Polymers (Basel). 2015;7(2):161-185. doi:10.3390/polym7020161 

724. Taylor C, Pearson JP, Draget KI, Dettmar PW, Smidsrød O. Rheological characterisa-

tion of mixed gels of mucin and alginate. Carbohydr Polym. 2005;59(2):189-195. 

doi:10.1016/j.carbpol.2004.09.009 

725. Aderibigbe B, Buyana B. Alginate in Wound Dressings. Pharmaceutics. 2018;10(2):42. 

doi:10.3390/pharmaceutics10020042 

726. Wang B, Wan Y, Zheng Y, et al. Alginate-based composites for environmental appli-

cations: a critical review. Crit Rev Environ Sci Technol. 2019;49(4):318-356. 

doi:10.1080/10643389.2018.1547621 

727. Pawar SN, Edgar KJ. Alginate derivatization: A review of chemistry, properties and 

applications. Biomaterials. 2012;33(11):3279-3305. doi:10.1016/j.biomateri-

als.2012.01.007 

728. Spasojevic M, Bhujbal S, Paredes G, Haan BJ, Schouten AJ, Vos P. Considerations in 

binding diblock copolymers on hydrophilic alginate beads for providing an immuno-

protective membrane. J Biomed Mater Res A. 2014;102(6):1887-1896. 

doi:10.1002/jbm.a.34863 



294 

 

729. Zhou R, Shi X, Gao Y, Cai N, Jiang Z, Xu X. Anti-inflammatory Activity of Guluronate 

Oligosaccharides Obtained by Oxidative Degradation from Alginate in Lipopolysac-

charide-Activated Murine Macrophage RAW 264.7 Cells. J Agric Food Chem. 

2015;63(1):160-168. doi:10.1021/jf503548a 

730. Rocha de Souza MC, Marques CT, Guerra Dore CM, Ferreira da Silva FR, Oliveira 

Rocha HA, Leite EL. Antioxidant activities of sulfated polysaccharides from brown 

and red seaweeds. J Appl Phycol. 2007;19(2):153-160. doi:10.1007/s10811-006-9121-z 

731. Maciel D, Figueira P, Xiao S, et al. Redox-Responsive Alginate Nanogels with En-

hanced Anticancer Cytotoxicity. Biomacromolecules. 2013;14(9):3140-3146. 

doi:10.1021/bm400768m 

732. Ansari MJ, Rajendran RR, Mohanto S, et al. Poly(N-isopropylacrylamide)-Based Hy-

drogels for Biomedical Applications: A Review of the State-of-the-Art. Gels. 

2022;8(7):454. doi:10.3390/gels8070454 

733. Grant GT, Morris ER, Rees DA, Smith PJC, Thom D. Biological interactions between 

polysaccharides and divalent cations: The egg-box model. FEBS Lett. 1973;32(1):195-

198. doi:10.1016/0014-5793(73)80770-7 

734. Crow BB, Nelson KD. Release of bovine serum albumin from a hydrogel-cored biode-

gradable polymer fiber. Biopolymers. 2006;81(6):419-427. doi:10.1002/bip.20442 

735. Kuo CK, Ma PX. Ionically crosslinked alginate hydrogels as scaffolds for tissue engi-

neering: Part 1. Structure, gelation rate and mechanical properties. Biomaterials. 

2001;22(6):511-521. doi:10.1016/S0142-9612(00)00201-5 

736. Drury JL, Dennis RG, Mooney DJ. The tensile properties of alginate hydrogels. Bio-

materials. 2004;25(16):3187-3199. doi:10.1016/j.biomaterials.2003.10.002 

737. Eiselt P, Lee KY, Mooney DJ. Rigidity of Two-Component Hydrogels Prepared from 

Alginate and Poly(ethylene glycol)−Diamines. Macromolecules. 1999;32(17):5561-5566. 

doi:10.1021/ma990514m 

738. Lee KY, Rowley JA, Eiselt P, Moy EM, Bouhadir KH, Mooney DJ. Controlling Me-

chanical and Swelling Properties of Alginate Hydrogels Independently by Cross-

Linker Type and Cross-Linking Density. Macromolecules. 2000;33(11):4291-4294. 

doi:10.1021/ma9921347 

739. Gao Y, Jin X. Dual Crosslinked Methacrylated Alginate Hydrogel Micron Fibers and 

Tissue Constructs for Cell Biology. Mar Drugs. 2019;17(10):557. 

doi:10.3390/md17100557 

740. Sugiura S, Oda T, Izumida Y, et al. Size control of calcium alginate beads containing 

living cells using micro-nozzle array. Biomaterials. 2005;26(16):3327-3331. 

doi:10.1016/j.biomaterials.2004.08.029 

741. Ouerghi O, Geesi MH, Ibnouf EO, et al. Sol-gel synthesized rutile TiO2 nanoparticles 

loaded with cardamom essential oil: Enhanced antibacterial activity. J Drug Deliv Sci 

Technol. 2021;64:102581. doi:10.1016/j.jddst.2021.102581 

742. Silva CM, Ribeiro AJ, Figueiredo IV, Gonçalves AR, Veiga F. Alginate microspheres 

prepared by internal gelation: Development and effect on insulin stability. Int J Pharm. 

2006;311(1-2):1-10. doi:10.1016/j.ijpharm.2005.10.050 



295 

 

743. Ansari MJ, Ansari MJ. Factors Affecting Preparation and Properties of Nanoparticles 

by Nanoprecipitation Method, Indo Am. J Ansari. 2017;2017(12):4854-4858. 

doi:10.5281/zenodo.1134425 

744. Fundueanu G, Nastruzzi C, Carpov A, Desbrieres J, Rinaudo M. Physico-chemical 

characterization of Ca-alginate microparticles produced with different methods. Bio-

materials. 1999;20(15):1427-1435. doi:10.1016/S0142-9612(99)00050-2 

745. Seifert DB, Phillips JA. Production of Small, Monodispersed Alginate Beads for Cell 

Immobilization. Biotechnol Prog. 1997;13(5):562-568. doi:10.1021/bp9700723 

746. Brun-Graeppi AKAS, Richard C, Bessodes M, Scherman D, Merten OW. Cell micro-

carriers and microcapsules of stimuli-responsive polymers. Journal of Controlled Re-

lease. 2011;149(3):209-224. doi:10.1016/j.jconrel.2010.09.023 

747. Zimmermann H, Shirley SG, Zimmermann U. Alginate-based encapsulation of cells: 

Past, present, and future. Curr Diab Rep. 2007;7(4):314-320. doi:10.1007/s11892-007-

0051-1 

748. Reis CP, Neufeld RJ, Vilela S, Ribeiro AJ, Veiga F. Review and current status of emul-

sion/dispersion technology using an internal gelation process for the design of algi-

nate particles. J Microencapsul. 2006;23(3):245-257. doi:10.1080/02652040500286086 

749. Shilpa A, Agrawal SS, Ray AR. Controlled Delivery of Drugs from Alginate Matrix. 

Journal of Macromolecular Science, Part C: Polymer Reviews. 2003;43(2):187-221. 

doi:10.1081/MC-120020160 

750. Poncelet D, Lencki R, Beaulieu C, Halle JP, Neufeld RJ, Fournier A. Production of al-

ginate beads by emulsification/internal gelation. I. Methodology. Appl Microbiol Bio-

technol. 1992;38(1):39-45. doi:10.1007/BF00169416 

751. Poncelet D. Production of alginate beads by emulsification/internal gelation. Ann N 

Y Acad Sci. 2001;944(1):74-82. doi:10.1111/j.1749-6632.2001.tb03824.x 

752. Sæther HV, Holme HK, Maurstad G, Smidsrød O, Stokke BT. Polyelectrolyte complex 

formation using alginate and chitosan. Carbohydr Polym. 2008;74(4):813-821. 

doi:10.1016/j.carbpol.2008.04.048 

753. Rajaonarivony M, Vauthier C, Couarraze G, Puisieux F, Couvreur P. Development of 

a New Drug Carrier Made from Alginate. J Pharm Sci. 1993;82(9):912-917. 

doi:10.1002/jps.2600820909 

754. Severino P, da Silva CF, Andrade LN, de Lima Oliveira D, Campos J, Souto EB. Algi-

nate Nanoparticles for Drug Delivery and Targeting. Curr Pharm Des. 

2019;25(11):1312-1334. doi:10.2174/1381612825666190425163424 

755. Kostic I, Isailovic B, Djordjevic V, Levic S, Nedovic V, Bugarski B. Electrostatic extru-

sion as a dispersion technique for encapsulation of cells and bioactive compounds. 

Hem Ind. 2012;66(4):505-517. doi:10.2298/HEMIND111209013K 

756. Liu BΥH. Fine Particles: Aerosol Generation, Measurement, Sampling, and Analysis. 1st ed. 

(Liu BΥH, ed.). Academic Press; Elsevier Inc.; 1976. doi:10.1016/B978-0-12-452950-

2.X5001-5 

757. Singh V, Srivastava P, Singh A, Singh D, Malviya T. Polysaccharide-Silica Hybrids: 

Design and Applications. Polymer Reviews. 2016;56(1):113-136. 

doi:10.1080/15583724.2015.1090449 



296 

 

758. Grigoras AG. Catalase immobilization—A review. Biochem Eng J. 2017;117:1-20. 

doi:10.1016/j.bej.2016.10.021 

759. Cao M, Li Z, Wang J, et al. Food related applications of magnetic iron oxide nanopar-

ticles: Enzyme immobilization, protein purification, and food analysis. Trends Food Sci 

Technol. 2012;27(1):47-56. doi:10.1016/j.tifs.2012.04.003 

760. Li XS, Zhu GT, Luo YB, Yuan BF, Feng YQ. Synthesis and applications of functional-

ized magnetic materials in sample preparation. TrAC Trends in Analytical Chemistry. 

2013;45(1):233-247. doi:10.1016/j.trac.2012.10.015 

761. Netto CGCM, Toma HE, Andrade LH. Superparamagnetic nanoparticles as versatile 

carriers and supporting materials for enzymes. J Mol Catal B Enzym. 2013;85-86:71-92. 

doi:10.1016/j.molcatb.2012.08.010 

762. Mehrasbi MR, Mohammadi J, Peyda M, Mohammadi M. Covalent immobilization of 

Candida antarctica lipase on core-shell magnetic nanoparticles for production of bio-

diesel from waste cooking oil. Renew Energy. 2017;101:593-602. 

doi:10.1016/j.renene.2016.09.022 

763. Aber S, Mahmoudikia E, Karimi A, Mahdizadeh F. Immobilization of Glucose Oxi-

dase on Fe3O4 Magnetic Nanoparticles and its Application in the Removal of Acid 

Yellow 12. Water Air Soil Pollut. 2016;227(3):93. doi:10.1007/s11270-016-2754-x 

764. Atacan K, Çakıroğlu B, Özacar M. Improvement of the stability and activity of immo-

bilized trypsin on modified Fe3O4 magnetic nanoparticles for hydrolysis of bovine 

serum albumin and its application in the bovine milk. Food Chem. 2016;212:460-468. 

doi:10.1016/j.foodchem.2016.06.011 

765. Jia H, Zhu G, Wang P. Catalytic behaviors of enzymes attached to nanoparticles: the 

effect of particle mobility. Biotechnol Bioeng. 2003;84(4):406-414. doi:10.1002/bit.10781 

766. Kim J, Grate JW, Wang P. Nanostructures for enzyme stabilization. Chem Eng Sci. 

2006;61(3):1017-1026. doi:10.1016/j.ces.2005.05.067 

767. Cipolatti EP, Valério A, Henriques RO, et al. Nanomaterials for biocatalyst immobili-

zation – state of the art and future trends. RSC Adv. 2016;6(106):104675-104692. 

doi:10.1039/C6RA22047A 

768. Hu C, Wang N, Zhang W, Zhang S, Meng Y, Yu X. Immobilization of Aspergillus 

terreus lipase in self-assembled hollow nanospheres for enantioselective hydrolysis 

of ketoprofen vinyl ester. J Biotechnol. 2015;194:12-18. doi:10.1016/j.jbiotec.2014.11.032 

769. Wang X, Shi J, Li Z, et al. Facile One-Pot Preparation of Chitosan/Calcium Pyrophos-

phate Hybrid Microflowers. ACS Appl Mater Interfaces. 2014;6(16):14522-14532. 

doi:10.1021/am503787h 

770. Kotal M, Srivastava SK, Maiti TK. Fabrication of Gold Nanoparticle Assembled Poly-

urethane Microsphere Template in Trypsin Immobilization. J Nanosci Nanotechnol. 

2011;11(11):10149-10157. doi:10.1166/jnn.2011.4979 

771. Bolibok P, Wiśniewski M, Roszek K, Terzyk AP. Controlling enzymatic activity by 

immobilization on graphene oxide. The Science of Nature. 2017;104(3-4):36. 

doi:10.1007/s00114-017-1459-3 



297 

 

772. Hou J, Dong G, Xiao B, Malassigne C, Chen V. Preparation of titania based biocatalytic 

nanoparticles and membranes for CO 2 conversion. J Mater Chem A Mater. 

2015;3(7):3332-3342. doi:10.1039/C4TA05760K 

773. Srivastava M, Singh J, Yashpal M, et al. Synthesis of superparamagnetic bare Fe3O4 

nanostructures and core/shell (Fe3O4/alginate) nanocomposites. Carbohydr Polym. 

2012;89(3):821-829. doi:10.1016/j.carbpol.2012.04.016 

774. Talbot D, Abramson S, Griffete N, Bée A. pH-sensitive magnetic alginate/γ-Fe2O3 

nanoparticles for adsorption/desorption of a cationic dye from water. Journal of Water 

Process Engineering. 2018;25(June):301-308. doi:10.1016/j.jwpe.2018.08.013 

775. Sreeram KJ, Nidhin M, Nair BU. Synthesis of aligned hematite nanoparticles on chi-

tosan–alginate films. Colloids Surf B Biointerfaces. 2009;71(2):260-267. 

doi:10.1016/j.colsurfb.2009.02.015 

776. Lu AH, Salabas EL, Schüth F. Magnetic Nanoparticles: Synthesis, Protection, Func-

tionalization, and Application. Angewandte Chemie International Edition. 

2007;46(8):1222-1244. doi:10.1002/anie.200602866 

777. Leite ER, Ribeiro C. Crystallization and Growth of Colloidal Nanocrystals. First. Springer 

New York; 2012. doi:10.1007/978-1-4614-1308-0 

778. Li J, Jiang B, Liu Y, et al. Preparation and adsorption properties of magnetic chitosan 

composite adsorbent for Cu 2+ removal. J Clean Prod. 2017;158:51-58. 

doi:10.1016/j.jclepro.2017.04.156 

779. Kloster GA, Mosiewicki MA, Marcovich NE. Chitosan/iron oxide nanocomposite 

films: Effect of the composition and preparation methods on the adsorption of congo 

red. Carbohydr Polym. 2019;221:186-194. doi:10.1016/j.carbpol.2019.05.089 

780. Reddy DHK, Lee SM. Application of magnetic chitosan composites for the removal of 

toxic metal and dyes from aqueous solutions. Adv Colloid Interface Sci. 2013;201-202:68-

93. doi:10.1016/j.cis.2013.10.002 

781. Cornell RM, Schwertmann U. Introduction to the Iron Oxides. Second. Wiley-VCH Ver-

lag GmbH & Co. KGaA; 2003. doi:10.1002/3527602097.ch1 

782. Boxall C, Kelsall G, Zhang Z. Photoelectrophoresis of colloidal iron oxides. Part 2. — 

Magnetite (Fe3O4). J Chem Soc, Faraday Trans. 1996;92(5):791-802. 

doi:10.1039/FT9969200791 

783. Wu W, Xiao XH, Zhang SF, et al. Synthesis and Magnetic Properties of Maghemite (γ-

Fe2O3) Short-Nanotubes. Nanoscale Res Lett. 2010;5(9):1474-1479. doi:10.1007/s11671-

010-9664-4 

784. Yamaura M, Camilo RL, Sampaio LC, Macêdo MA, Nakamura M, Toma HE. Prepa-

ration and characterization of (3-aminopropyl)triethoxysilane-coated magnetite na-

noparticles. J Magn Magn Mater. 2004;279(2-3):210-217. 

doi:10.1016/j.jmmm.2004.01.094 

785. Levy M, Quarta A, Espinosa A, et al. Correlating Magneto-Structural Properties to 

Hyperthermia Performance of Highly Monodisperse Iron Oxide Nanoparticles Pre-

pared by a Seeded-Growth Route. Chemistry of Materials. 2011;23(18):4170-4180. 

doi:10.1021/cm201078f 



298 

 

786. Wu W, Xiao XH, Ren F, Zhang SF, Jiang CZ. A Comparative Study of the Magnetic 

Behavior of Single and Tubular Clustered Magnetite Nanoparticles. J Low Temp Phys. 

2012;168(5-6):306-313. doi:10.1007/s10909-012-0634-3 

787. Wu W, Wu Z, Yu T, Jiang C, Kim WS. Recent progress on magnetic iron oxide nano-

particles: Synthesis, surface functional strategies and biomedical applications. Sci 

Technol Adv Mater. 2015;16(2):23501. doi:10.1088/1468-6996/16/2/023501 

788. Chin AB, Yaacob II. Synthesis and characterization of magnetic iron oxide nanoparti-

cles via w/o microemulsion and Massart’s procedure. J Mater Process Technol. 

2007;191(1-3):235-237. doi:10.1016/j.jmatprotec.2007.03.011 

789. Albornoz C, Jacobo SE. Preparation of a biocompatible magnetic film from an aqueous 

ferrofluid. J Magn Magn Mater. 2006;305(1):12-15. doi:10.1016/j.jmmm.2005.11.021 

790. Hee Kim E, Sook Lee H, Kook Kwak B, Kim BK. Synthesis of ferrofluid with magnetic 

nanoparticles by sonochemical method for MRI contrast agent. J Magn Magn Mater. 

2005;289:328-330. doi:10.1016/j.jmmm.2004.11.093 

791. Wan J, Chen X, Wang Z, Yang X, Qian Y. A soft-template-assisted hydrothermal ap-

proach to single-crystal Fe3O4 nanorods. J Cryst Growth. 2005;276(3-4):571-576. 

doi:10.1016/j.jcrysgro.2004.11.423 

792. Kimata M, Nakagawa D, Hasegawa M. Preparation of monodisperse magnetic parti-

cles by hydrolysis of iron alkoxide. Powder Technol. 2003;132(2-3):112-118. 

doi:10.1016/S0032-5910(03)00046-9 

793. Salazar-Alvarez G, Muhammed M, Zagorodni AA. Novel flow injection synthesis of 

iron oxide nanoparticles with narrow size distribution. Chem Eng Sci. 

2006;61(14):4625-4633. doi:10.1016/j.ces.2006.02.032 

794. Basak S, Chen DR, Biswas P. Electrospray of ionic precursor solutions to synthesize 

iron oxide nanoparticles: Modified scaling law. Chem Eng Sci. 2007;62(4):1263-1268. 

doi:10.1016/j.ces.2006.11.029 

795. Babes L, Denizot B, Tanguy G, le Jeune JJ, Jallet P. Synthesis of Iron Oxide Nanopar-

ticles Used as MRI Contrast Agents: A Parametric Study. J Colloid Interface Sci. 

1999;212(2):474-482. doi:10.1006/jcis.1998.6053 

796. Sjögren CE, Johansson C, Naevestad A, Sontum PC, Briley-Saebø K, Fahlvik AK. Crys-

tal size and properties of superparamagnetic iron oxide (SPIO) particles. Magn Reson 

Imaging. 1997;15(1):55-67. doi:10.1016/s0730-725x(96)00335-9 

797. Nunes AC, Yu ZC. Fractionation of a water-based ferrofluid. J Magn Magn Mater. 

1987;65(2-3):265-268. doi:10.1016/0304-8853(87)90047-3 

798. Thurm S, Odenbach S. Magnetic separation of ferrofluids. J Magn Magn Mater. 

2002;252(1-3 SPEC. ISS.):247-249. doi:10.1016/S0304-8853(02)00679-0 

799. Martínez-Mera I, Espinosa-Pesqueira ME, Pérez-Hernández R, Arenas-Alatorre J. 

Synthesis of magnetite (Fe3O4) nanoparticles without surfactants at room tempera-

ture. Mater Lett. 2007;61(23-24):4447-4451. doi:10.1016/j.matlet.2007.02.018 

800. Morrison SA, Cahill CL, Carpenter EE, Calvin S, Harris VG. Atomic Engineering of 

Mixed Ferrite and Core–Shell Nanoparticles. J Nanosci Nanotechnol. 2005;5(9):1323-

1344. doi:10.1166/jnn.2005.303 



299 

 

801. Sun Y kang, Ma M, Zhang Y, Gu N. Synthesis of nanometer-size maghemite particles 

from magnetite. Colloids Surf A Physicochem Eng Asp. 2004;245(1-3):15-19. 

doi:10.1016/j.colsurfa.2004.05.009 

802. Qiu J, Yang R, Li M, Jiang N. Preparation and characterization of porous ultrafine 

Fe2O3 particles. Mater Res Bull. 2005;40(11):1968-1975. doi:10.1016/j.materres-

bull.2005.05.025 

803. Lee SJ, Jeong JR, Shin SC, Kim JC, Kim JD. Synthesis and characterization of super-

paramagnetic maghemite nanoparticles prepared by coprecipitation technique. J 

Magn Magn Mater. 2004;282(1-3):147-150. doi:10.1016/j.jmmm.2004.04.035 

804. Jolivet JP, Chanéac C, Tronc E. Iron oxide chemistry. From molecular clusters to ex-

tended solid networks. Chem Commun. 2004;4(5):477-483. doi:10.1039/B304532N 

805. Laurent S, Forge D, Port M, et al. Magnetic iron oxide nanoparticles: synthesis, stabi-

lization, vectorization, physicochemical characterizations, and biological applica-

tions. Chem Rev. 2008;108(6):2064-2110. doi:10.1021/cr068445e 

806. Morales MP, Veintemillas-Verdaguer S, Montero MI, et al. Surface and Internal Spin 

Canting in γ-Fe2O3 Nanoparticles. Chemistry of Materials. 1999;11(11):3058-3064. 

doi:10.1021/cm991018f 

807. Cornell RM, Schwertmann U. Iron Oxides in the Laboratary: Preparation and Characteri-

zation. Vol 191. Second. (Cornell RM, Schwertmann U, eds.). Wiley-VCH Verlag 

GmbH; 2000. doi:10.1002/9783527613229 

808. Boistelle R, Astier JP. Crystallization mechanisms in solution. J Cryst Growth. 

1988;90(1-3):14-30. doi:10.1016/0022-0248(88)90294-1 

809. Sugimoto T. Formation of Monodispersed Nano- and Micro-Particles Controlled in 

Size, Shape, and Internal Structure. Chem Eng Technol. 2003;26(3):313-321. 

doi:10.1002/ceat.200390048 

810. Schwarzer HC, Peukert W. Tailoring Particle Size Through Nanoparticle Precipita-

tion. Chem Eng Commun. 2004;191(4):580-606. doi:10.1080/00986440490270106 

811. Gribanov NM, Bibik EE, Buzunov OV, Naumov VN. Physico-chemical regularities of 

obtaining highly dispersed magnetite by the method of chemical condensation. J 

Magn Magn Mater. 1990;85(1-3):7-10. doi:10.1016/0304-8853(90)90005-B 

812. Buschow KHJ. Handbook of Magnetic Materials. Vol 16. 1st ed. (Buschow KHJ, ed.). Else-

vier B.V.; 2006. https://www.sciencedirect.com/handbook/handbook-of-magnetic-

materials/vol/16/suppl/C 

813. LaMer VK, Dinegar RH. Theory, Production and Mechanism of Formation of Mono-

dispersed Hydrosols. J Am Chem Soc. 1950;72(11):4847-4854. doi:10.1021/ja01167a001 

814. Lefebure S, Dubois E, Cabuil V, Neveu S, Massart R. Monodisperse magnetic nano-

particles: Preparation and dispersion in water and oils. J Mater Res. 1998;13(10):2975-

2981. doi:10.1557/JMR.1998.0407 

815. Tominaga M, Matsumoto M, Soejima K, Taniguchi I. Size control for two-dimensional 

iron oxide nanodots derived from biological molecules. J Colloid Interface Sci. 

2006;299(2):761-765. doi:10.1016/j.jcis.2006.02.022 



300 

 

816. Sjøgren CE, Briley-Sæbø K, Hanson M, Johansson C. Magnetic characterization of iron 

oxides for magnetic resonance imaging. Magn Reson Med. 1994;31(3):268-272. 

doi:10.1002/mrm.1910310305 

817. Itoh H, Sugimoto T. Systematic control of size, shape, structure, and magnetic prop-

erties of uniform magnetite and maghemite particles. J Colloid Interface Sci. 

2003;265(2):283-295. doi:10.1016/S0021-9797(03)00511-3 

818. Thapa D, Palkar VR, Kurup MB, Malik SK. Properties of magnetite nanoparticles syn-

thesized through a novel chemical route. Mater Lett. 2004;58(21):2692-2694. 

doi:10.1016/j.matlet.2004.03.045 

819. Pardoe H, Chua-anusorn W, st. Pierre TG, Dobson J. Structural and magnetic proper-

ties of nanoscale iron oxide particles synthesized in the presence of dextran or poly-

vinyl alcohol. J Magn Magn Mater. 2001;225(1-2):41-46. doi:10.1016/S0304-

8853(00)01226-9 

820. Khalafalla S, Reimers G. Preparation of dilution-stable aqueous magnetic fluids. IEEE 

Trans Magn. 1980;16(2):178-183. doi:10.1109/TMAG.1980.1060578 

821. Massart R. Preparation of aqueous magnetic liquids in alkaline and acidic media. IEEE 

Trans Magn. 1981;17(2):1247-1248. doi:10.1109/TMAG.1981.1061188 

822. Bacri JC, Perzynski R, Salin D, Cabuil V, Massart R. Ionic ferrofluids: A crossing of 

chemistry and physics. J Magn Magn Mater. 1990;85(1-3):27-32. doi:10.1016/0304-

8853(90)90010-N 

823. Massart R, Roger J, Cabuil V. New Trends in Chemistry of Magnetic Colloids: Polar 

and Non Polar Magnetic Fluids, Emulsions, Capsules and Vesicles. Brazilian Journal of 

Physics. 1995;25(2):135-141. http://www.sbfisica.org.br/bjp/down-

load/v25/v25a14.pdf 

824. Neveu-Prin S, Cabuil V, Massart R, Escaffre P, Dussaud J. Encapsulation of magnetic 

fluids. J Magn Magn Mater. 1993;122(1-3):42-45. doi:10.1016/0304-8853(93)91035-6 

825. Fauconnier N, Bee A, Roger J, Pons JN. Adsorption of gluconic and citric acids on 

maghemite particles in aqueous medium. In: Trends in Colloid and Interface Science X. 

Vol 100. Steinkopff; 1996:212-216. doi:10.1007/BFb0115782 

826. Fauconnier N, Bée A, Roger J, Pons JN. Synthesis of aqueous magnetic liquids by sur-

face complexation of maghemite nanoparticles. J Mol Liq. 1999;83(1-3):233-242. 

doi:10.1016/S0167-7322(99)00088-4 

827. Fauconnier N, Pons JN, Roger J, Bee A. Thiolation of Maghemite Nanoparticles by 

Dimercaptosuccinic Acid. J Colloid Interface Sci. 1997;194(2):427-433. 

doi:10.1006/jcis.1997.5125 

828. Roger J, Pons JN, Massart R, Halbreich A, Bacri JC. Some biomedical applications of 

ferrofluids. The European Physical Journal Applied Physics. 1999;5(3):321-325. 

doi:10.1051/epjap:1999144 

829. Bee A, Massart R, Neveu S. Synthesis of very fine maghemite particles. J Magn Magn 

Mater. 1995;149(1-2):6-9. doi:10.1016/0304-8853(95)00317-7 

830. Massart R, Dubois E, Cabuil V, Hasmonay E. Preparation and properties of monodis-

perse magnetic fluids. J Magn Magn Mater. 1995;149(1-2):1-5. doi:10.1016/0304-

8853(95)00316-9 



301 

 

831. Cabuil V, Dubois E, Neveu S, Bacri JC, Hasmonay E, Perzynski R. Phase separation in 

aqueous magnetic colloidal solutions. In: Trends in Colloid and Interface Science IX. Vol 

98. Progress in Colloid & Polymer Science. Steinkopff; 1995:23-29. 

doi:10.1007/BFb0115201 

832. Jolivet JP, Henry M, Livage J. De La Solution à l’oxyde: Condensation Des Cations En So-

lution Aqueuse Chimie de Surface Des Oxydes. CNRS Éditions; 1994. https://www.pton-

line.com/articles/how-to-get-better-mfi-results 

833. Tronc E, Belleville P, Jolivet JP, Livage J. Transformation of ferric hydroxide into spi-

nel by iron(II) adsorption. Langmuir. 1992;8(1):313-319. doi:10.1021/la00037a057 

834. Jolivet JP, Belleville P, Tronc E, Livage J. Influence of Fe(II) on the Formation of the 

Spinel Iron Oxide in Alkaline Medium. Clays Clay Miner. 1992;40(5):531-539. 

doi:10.1346/CCMN.1992.0400506 

835. Jolivet JP, Henry M, Livage J, Bescher E. Metal Oxide Chemistry and Synthesis. Second. 

Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA; 2000. https://www.wiley.com/en-

us/Metal+Oxide+Chemistry+and+Synthesis%3A+From+Solution+to+Solid+State-

p-9780471970569 

836. Vayssières L, Chanéac C, Tronc E, Jolivet JP. Size Tailoring of Magnetite Particles 

Formed by Aqueous Precipitation: An Example of Thermodynamic Stability of Nano-

metric Oxide Particles. J Colloid Interface Sci. 1998;205(2):205-212. 

doi:10.1006/jcis.1998.5614 

837. Jiang W, Yang HC, Yang SY, et al. Preparation and properties of superparamagnetic 

nanoparticles with narrow size distribution and biocompatible. J Magn Magn Mater. 

2004;283(2-3):210-214. doi:10.1016/j.jmmm.2004.05.022 

838. Tartaj P, González-Carreño T, Serna CJ. Single-Step Nanoengineering of Silica Coated 

Maghemite Hollow Spheres with Tunable Magnetic Properties. Advanced Materials. 

2001;13(21):1620-1624. doi:10.1002/1521-4095(200111)13:21<1620::AID-

ADMA1620>3.0.CO;2-Z 

839. Qiu XP. Synthesis and characterization of magnetic nano particles. Chin J Chem. 

2010;18(6):834-837. doi:10.1002/cjoc.20000180607 

840. Sun S, Zeng H. Size-Controlled Synthesis of Magnetite Nanoparticles. J Am Chem Soc. 

2002;124(28):8204-8205. doi:10.1021/ja026501x 

841. Gupta AK, Wells S. Surface-Modified Superparamagnetic Nanoparticles for Drug De-

livery: Preparation, Characterization, and Cytotoxicity Studies. IEEE Trans Nanobiosci-

ence. 2004;3(1):66-73. doi:10.1109/TNB.2003.820277 

842. Kim DK, Zhang Y, Voit W, Rao KV, Muhammed M. Synthesis and characterization of 

surfactant-coated superparamagnetic monodispersed iron oxide nanoparticles. J 

Magn Magn Mater. 2001;225(1-2):30-36. doi:10.1016/S0304-8853(00)01224-5 

843. Liu X, Ma Z, Xing J, Liu H. Preparation and characterization of amino–silane modified 

superparamagnetic silica nanospheres. J Magn Magn Mater. 2004;270(1-2):1-6. 

doi:10.1016/j.jmmm.2003.07.006 

844. Liu X, Xing J, Guan Y, Shan G, Liu H. Synthesis of amino-silane modified superpara-

magnetic silica supports and their use for protein immobilization. Colloids Surf A Phys-

icochem Eng Asp. 2004;238(1-3):127-131. doi:10.1016/j.colsurfa.2004.03.004 



302 

 

845. Derjaguin B, Landau L. Theory of the stability of strongly charged lyophobic sols and 

of the adhesion of strongly charged particles in solutions of electrolytes. Prog Surf Sci. 

1993;43(1-4):30-59. doi:10.1016/0079-6816(93)90013-L 

846. Verwey EJW. Theory of the Stability of Lyophobic Colloids. J Phys Colloid Chem. 

1947;51(3):631-636. doi:10.1021/j150453a001 

847. Vincent B, Edwards J, Emmett S, Jones A. Depletion flocculation in dispersions of ste-

rically-stabilised particles (“soft spheres”). Colloids and Surfaces. 1986;18(2-4):261-281. 

doi:10.1016/0166-6622(86)80317-1 

848. Fritz G, Schädler V, Willenbacher N, Wagner NJ. Electrosteric Stabilization of Colloi-

dal Dispersions. Langmuir. 2002;18(16):6381-6390. doi:10.1021/la015734j 

849. Napper DH. Steric stabilization. J Colloid Interface Sci. 1977;58(2):390-407. 

doi:10.1016/0021-9797(77)90150-3 

850. Ortega-Vinuesa JL, Martı́n-Rodrı́guez A, Hidalgo-Álvarez R. Colloidal Stability of 

Polymer Colloids with Different Interfacial Properties: Mechanisms. J Colloid Interface 

Sci. 1996;184(1):259-267. doi:10.1006/jcis.1996.0619 

851. Kobayashi M, Skarba M, Galletto P, Cakara D, Borkovec M. Effects of heat treatment 

on the aggregation and charging of Stöber-type silica. J Colloid Interface Sci. 

2005;292(1):139-147. doi:10.1016/j.jcis.2005.05.093 

852. Palmacci S, Josephson L. Synthesis of polysaccharide covered superparamagnetic ox-

ide colloids. Published online 1993:6. https://patentimages.storage.goog-

leapis.com/2b/6e/49/5a4d4401e014b3/US5262176.pdf 

853. Häfeli U, Schütt W, Teller J, Zborowski M, eds. Scientific and Clinical Applications of 

Magnetic Carriers. Second. Springer US; 1997. doi:10.1007/978-1-4757-6482-6 

854. Pijeira MSO, Viltres H, Kozempel J, et al. Radiolabeled nanomaterials for biomedical 

applications: radiopharmacy in the era of nanotechnology. EJNMMI Radiopharm Chem. 

2022;7(1):8. doi:10.1186/s41181-022-00161-4 

855. Okassa LN, Archais H, Douziech-Eyrolles L, et al. Development and characterization 

of sub-micron poly(d,l-lactide-co-glycolide) particles loaded with magnetite/ma-

ghemite nanoparticles. Int J Pharm. 2005;302(1-2):187-196. 

doi:10.1016/j.ijpharm.2005.06.024 

856. Li C, Zhang X, Geng H, Yan J. Robustness Analysis Model for MADM Methods Based 

on Cloud Model. Procedia Comput Sci. 2017;107(Icict):84-90. 

doi:10.1016/j.procs.2017.03.061 

857. Kloster GA, Muraca D, Mosiewicki MA, Marcovich NE. Magnetic composite films 

based on alginate and nano-iron oxide particles obtained by synthesis “in situ.” Eur 

Polym J. 2017;94:43-55. doi:10.1016/j.eurpolymj.2017.06.041 

858. Bunkoed O, Nurerk P, Wannapob R, Kanatharana P. Polypyrrole‐coated algi-

nate/magnetite nanoparticles composite sorbent for the extraction of endocrine‐dis-

rupting compounds. J Sep Sci. 2016;39(18):3602-3609. doi:10.1002/jssc.201600647 

859. Roger S, Talbot D, Bee A. Preparation and effect of Ca2+ on water solubility, particle 

release and swelling properties of magnetic alginate films. J Magn Magn Mater. 

2006;305(1):221-227. doi:10.1016/j.jmmm.2006.01.005 



303 

 

860. Rassis DK, Saguy IS, Nussinovitch A. Collapse, shrinkage and structural changes in 

dried alginate gels containing fillers. Food Hydrocoll. 2002;16(2):139-151. 

doi:10.1016/S0268-005X(01)00071-6 

861. Wang B, Wan Y, Zheng Y, et al. Alginate-based composites for environmental appli-

cations: a critical review. Crit Rev Environ Sci Technol. 2019;49(4):318-356. 

doi:10.1080/10643389.2018.1547621 

862. Mahmoodi NM. Magnetic ferrite nanoparticle–alginate composite: Synthesis, charac-

terization and binary system dye removal. J Taiwan Inst Chem Eng. 2013;44(2):322-330. 

doi:10.1016/j.jtice.2012.11.014 

863. Mohammadi A, Daemi H, Barikani M. Fast removal of malachite green dye using 

novel superparamagnetic sodium alginate-coated Fe3O4 nanoparticles. Int J Biol Mac-

romol. 2014;69:447-455. doi:10.1016/j.ijbiomac.2014.05.042 

864. Nishio Y, Yamada A, Ezaki K, Miyashita Y, Furukawa H, Horie K. Preparation and 

magnetometric characterization of iron oxide-containing alginate/poly(vinyl alcohol) 

networks. Polymer (Guildf). 2004;45(21):7129-7136. doi:10.1016/j.polymer.2004.08.047 

865. Finotelli PV, Morales MA, Rocha-Leão MH, Baggio-Saitovitch EM, Rossi AM. Mag-

netic studies of iron(III) nanoparticles in alginate polymer for drug delivery applica-

tions. Materials Science and Engineering: C. 2004;24(5):625-629. 

doi:10.1016/j.msec.2004.08.005 

866. Kroll E, Winnik FM, Ziolo RF. In Situ Preparation of Nanocrystalline γ-Fe2O3 in 

Iron(II) Cross-Linked Alginate Gels. Chemistry of Materials. 1996;8(8):1594-1596. 

doi:10.1021/cm960095x 

867. Ma H li, Qi X rong, Maitani Y, Nagai T. Preparation and characterization of superpar-

amagnetic iron oxide nanoparticles stabilized by alginate. Int J Pharm. 2007;333(1-

2):177-186. doi:10.1016/j.ijpharm.2006.10.006 

868. Morales MA, Finotelli PV, Coaquira JAH, et al. In situ synthesis and magnetic studies 

of iron oxide nanoparticles in calcium-alginate matrix for biomedical applications. 

Materials Science and Engineering: C. 2008;28(2):253-257. doi:10.1016/j.msec.2006.12.016 

869. Moeser GD, Roach KA, Green WH, Laibinis PE, Hatton TA. Water-Based Magnetic 

Fluids as Extractants for Synthetic Organic Compounds. Ind Eng Chem Res. 

2002;41(19):4739-4749. doi:10.1021/ie0202118 

870. Sun S, Anders S, Hamann HF, et al. Polymer Mediated Self-Assembly of Magnetic 

Nanoparticles. J Am Chem Soc. 2002;124(12):2884-2885. doi:10.1021/ja0176503 

871. Gómez-Lopera SA, Plaza RC, Delgado AV. Synthesis and Characterization of Spheri-

cal Magnetite/Biodegradable Polymer Composite Particles. J Colloid Interface Sci. 

2001;240(1):40-47. doi:10.1006/jcis.2001.7579 

872. Deng YH, Yang WL, Wang CC, Fu SK. A Novel Approach for Preparation of Ther-

moresponsive Polymer Magnetic Microspheres with Core–Shell Structure. Advanced 

Materials. 2003;15(20):1729-1732. doi:10.1002/adma.200305459 

873. Liao MH, Chen DH. Preparation and characterization of a novel magnetic nano-ad-

sorbent. J Mater Chem. 2002;12(12):3654-3659. doi:10.1039/b207158d 



304 

 

874. Yu S, Chow GM. Carboxyl group (–CO2H) functionalized ferrimagnetic iron oxide 

nanoparticles for potential bio-applications. J Mater Chem. 2004;14(18):2781-2786. 

doi:10.1039/B404964K 

875. Zhang J, Xu S, Kumacheva E. Polymer Microgels: Reactors for Semiconductor, Metal, 

and Magnetic Nanoparticles. J Am Chem Soc. 2004;126(25):7908-7914. 

doi:10.1021/ja031523k 

876. Breulmann M, Cölfen H, Hentze HP, Antonietti M, Walsh D, Mann S. Elastic Magnets: 

Template-Controlled Mineralization of Iron Oxide Colloids in a Sponge-like Gel Ma-

trix. Advanced Materials. 1998;10(3):237-241. doi:10.1002/(SICI)1521-

4095(199802)10:3<237::AID-ADMA237>3.3.CO;2-Y 

877. Ziolo RF, Giannelis EP, Weinstein BA, et al. Matrix-Mediated Synthesis of Nanocrys-

talline ggr-Fe2O3: A New Optically Transparent Magnetic Material. Science. 

1992;257(5067):219-223. doi:10.1126/science.257.5067.219 

878. Gass J, Poddar P, Almand J, Srinath S, Srikanth H. Superparamagnetic Polymer Nano-

composites with Uniform Fe3O4 Nanoparticle Dispersions. Adv Funct Mater. 

2006;16(1):71-75. doi:10.1002/adfm.200500335 

879. Sun Y, Ding X, Zheng Z, Cheng X, Hu X, Peng Y. Surface initiated ATRP in the syn-

thesis of iron oxide/polystyrene core/shell nanoparticles. Eur Polym J. 2007;43(3):762-

772. doi:10.1016/j.eurpolymj.2006.10.021 

880. Furusawa K, Nagashima K, Anzai C. Synthetic process to control the total size and 

component distribution of multilayer magnetic composite particles. Colloid Polym Sci. 

1994;272(9):1104-1110. doi:10.1007/BF00652379 

881. Arias JL, Gallardo V, Gómez-Lopera SA, Plaza RC, Delgado AV. Synthesis and char-

acterization of poly(ethyl-2-cyanoacrylate) nanoparticles with a magnetic core. Journal 

of Controlled Release. 2001;77(3):309-321. doi:10.1016/S0168-3659(01)00519-3 

882. Elaissari A. Colloidal Biomolecules, Biomaterials, and Biomedical Applications. Vol 116. 

First. (Elaissari A, ed.). Marcel Dekker, Inc.; 2003. doi:10.1201/9780203912843 

883. Zaitsev VS, Filimonov DS, Presnyakov IA, Gambino RJ, Chu B. Physical and Chemical 

Properties of Magnetite and Magnetite-Polymer Nanoparticles and Their Colloidal 

Dispersions. J Colloid Interface Sci. 1999;212(1):49-57. doi:10.1006/jcis.1998.5993 

884. Anu Bhushani J, Anandharamakrishnan C. Electrospinning and electrospraying tech-

niques: Potential food based applications. Trends Food Sci Technol. 2014;38(1):21-33. 

doi:10.1016/j.tifs.2014.03.004 

885. Gan J, Bagheri AR, Aramesh N, et al. Covalent organic frameworks as emerging host 

platforms for enzyme immobilization and robust biocatalysis – A review. Int J Biol 

Macromol. 2021;167:502-515. doi:10.1016/j.ijbiomac.2020.12.002 

886. Yang XY, Tian G, Jiang N, Su BL. Immobilization technology: a sustainable solution 

for biofuel cell design. Energy Environ Sci. 2012;5(2):5540-5563. 

doi:10.1039/C1EE02391H 

887. Li J, Wu H, Liang Y, Jiang Z, Jiang Y, Zhang L. Facile Fabrication of Organic–Inorganic 

Hybrid Beads by Aminated Alginate Enabled Gelation and Biomimetic Mineraliza-

tion. J Biomater Sci Polym Ed. 2013;24(2):119-134. doi:10.1163/156856212X627351 



305 

 

888. Li L, Li M, He L. Characteristics of magnetic microspheres and its application in en-

zyme immobilization. Journal of Clinical Rehabilitative Tissue Engineering Research. 

2008;12(41):8198-8200. https://www.doc88.com/p-4961610267801.html 

889. Amirbandeh M, Taheri-Kafrani A. Immobilization of glucoamylase on triazine-func-

tionalized Fe3O4/graphene oxide nanocomposite: Improved stability and reusability. 

Int J Biol Macromol. 2016;93(Pt A):1183-1191. doi:10.1016/j.ijbiomac.2016.09.092 

890. Jędrzak A, Rębiś T, Klapiszewski Ł, Zdarta J, Milczarek G, Jesionowski T. Carbon 

paste electrode based on functional GOx/silica-lignin system to prepare an am-

perometric glucose biosensor. Sens Actuators B Chem. 2018;256:176-185. 

doi:10.1016/j.snb.2017.10.079 

891. Wan LS, Ke BB, Xu ZK. Electrospun nanofibrous membranes filled with carbon nano-

tubes for redox enzyme immobilization. Enzyme Microb Technol. 2008;42(4):332-339. 

doi:10.1016/j.enzmictec.2007.10.014 

892. Lima Barros AE, Almeida AMP, Carvalho Jr. LB, Azevedo WM. Polysiloxane/PVA-

glutaraldehyde hybrid composite as solid phase for immunodetections by ELISA. Bra-

zilian Journal of Medical and Biological Research. 2002;35(4):459-463. doi:10.1590/S0100-

879X2002000400008 

893. Shah N, Ul-Islam M, Khattak WA, Park JK. Overview of bacterial cellulose compo-

sites: A multipurpose advanced material. Carbohydr Polym. 2013;98(2):1585-1598. 

doi:10.1016/j.carbpol.2013.08.018 

894. Foresti ML, Valle G, Bonetto R, Ferreira ML, Briand LE. FTIR, SEM and fractal dimen-

sion characterization of lipase B from Candida antarctica immobilized onto titania at 

selected conditions. Appl Surf Sci. 2010;256(6):1624-1635. doi:10.1016/j.ap-

susc.2009.09.083 

895. Vatsyayan P, Bordoloi S, Goswami P. Large catalase based bioelectrode for biosensor 

application. Biophys Chem. 2010;153(1):36-42. doi:10.1016/j.bpc.2010.10.002 

896. Zhang S, Jiang Z, Zhang W, Wang X, Shi J. Polymer–inorganic microcapsules fabri-

cated by combining biomimetic adhesion and bioinspired mineralization and their 

use for catalase immobilization. Biochem Eng J. 2015;93:281-288. 

doi:10.1016/j.bej.2014.10.021 

897. Han E, Li X, Cai JR, Cui HY, Zhang XA. Development of Highly Sensitive Am-

perometric Biosensor for Glucose Using Carbon Nanosphere/Sodium Alginate Com-

posite Matrix for Enzyme Immobilization. Analytical Sciences. 2014;30(9):897-902. 

doi:10.2116/analsci.30.897 

898. Chang MY, Kao HC, Juang RS. Thermal inactivation and reactivity of β-glucosidase 

immobilized on chitosan–clay composite. Int J Biol Macromol. 2008;43(1):48-53. 

doi:10.1016/j.ijbiomac.2007.10.004 

899. Miranda RA, Llorca J, Medina F, Sueiras JE, Segarra AM. Asymmetric epoxidation of 

chalcone catalyzed by reusable poly-l-leucine immobilized on hydrotalcite. J Catal. 

2011;282(1):65-73. doi:10.1016/j.jcat.2011.05.026 

900. Gao J, Lu CL, Wang Y, et al. Rapid Immobilization of Cellulase onto Graphene Oxide 

with a Hydrophobic Spacer. Catalysts. 2018;8(5):180. doi:10.3390/catal8050180 



306 

 

901. Zhao H, Cui Q, Shah V, Xu J, Wang T. Enhancement of glucose isomerase activity by 

immobilizing on silica/chitosan hybrid microspheres. J Mol Catal B Enzym. 

2016;126:18-23. doi:10.1016/j.molcatb.2016.01.013 

902. Bisswanger H. Enzyme Kinetics: Principles and Methods, Third, Enlarged and Improved 

Edition. 3rd ed. (Bisswanger H, ed.). Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA; 2017. 

doi:10.1002/9783527806461 

903. Kuby SA. A Study of Enzymes: Enzyme Catalysis, Kinetics, and Substrate Binding. Vol I. 

1st ed. CRC Press; 2005. doi:10.1201/9780429291579 

904. Marangoni AG. Enzyme Kinetics: A Modern Approach. 1st ed. John Wiley & Sons, Inc.; 

2003. doi:10.1002/0471267295 

905. Leskovac V. Comprehensive Enzyme Kinetics. 1st ed. Springer Science+Business Media; 

2003. doi:10.1007/b100340 

906. Cornish-Bowden A. Fundamentals of Enzyme Kinetics. 4th ed. (Cornish-Bowden A, ed.). 

Wiley-VCH Verlag & Co. KGaA; 2012. doi:10.1016/C2013-0-04130-8 

907. Punekar NS. Enzymes: Catalysis, Kinetics and Mechanisms. 1st ed. Springer Singapore; 

2018. doi:10.1007/978-981-13-0785-0 

908. Knežević-Jugović Z. Enzimsko Inženjerstvo: Udžbenik. I. (Grbavčić Ž, Ušćumlić Š, eds.). 

Tehnološko-metalurški fakultet, Univerziteta u Beogradu; 2008. 

909. Haldane JBS, Stern KG. Allgemeine Chemie der Fermente. Von Dr. I. B. S. Haldane, 

Professor der Physiologie an der Universität Cambridge, und Dr. Kurt G. Stern, Ber-

lin. Mit einem Geleitwort von Prof. Dr. L. Michaelis, New York. Mit 35 Tabellen und 

28 Abbildungen im Text. Dresden. Arch Pharm (Weinheim). 1932;270(7):432-432. 

doi:10.1002/ardp.19322700733 

910. Boeker EA. Initial rates. A new plot. Biochemical Journal. 1982;203(1):117-123. 

doi:10.1042/bj2030117 

911. Briggs GE, Haldane JBS. A Note on the Kinetics of Enzyme Action. Biochemical Journal. 

1925;19(2):338-339. doi:10.1042/bj0190338 

912. Brown AJ. XXXVI.—Enzyme action. J Chem Soc, Trans. 1902;81:373-388. 

doi:10.1039/CT9028100373 

913. Waley SG. An easy method for the determination of initial rates. Biochemical Journal. 

1981;193(3):1009-1012. doi:10.1042/bj1931009 

914. Wharton CW. Some recent advances in enzyme kinetics. Biochem Soc Trans. 

1983;11(6):817-825. doi:10.1042/bst0110817 

915. Fromm HJ. Initial Rate Enzyme Kinetics. Vol 22. 1st ed. (Kleinzeller A, Springer GF, 

Wittmann HG, eds.). Springer-Verlag Berlin Heidelberg; 1975. doi:10.1007/978-3-642-

80966-8 

916. Nimmo IA, Atkins GL. An Evaluation of Methods for Determining the Initial Veloci-

ties of Enzyme-Catalysed Reactions from Progress Curves. Biochem Soc Trans. 

1978;6(3):548-550. doi:10.1042/bst0060548 

917. Orsi BA, Tipton KF. Kinetic analysis of progress curves. In: Purich DL, ed. Enzyme 

Kinetics and Mechanism Part A Initial Rate and Inhibitor Methods. Vol 63. Methods in 

enzymology. Elsevier Inc.; 1979:159-183. doi:10.1016/0076-6879(79)63010-0 



307 

 

918. Rudolph FB, Fromm HJ. Plotting methods for analyzing enzyme rate data. In: Purich 

DL, ed. Enzyme Kinetics and Mechanism Part A Initial Rate and Inhibitor Methods. Vol 63. 

Methods in enzymology. Elsevier Inc.; 1979:138-159. doi:10.1016/0076-6879(79)63009-

4 

919. Eisenthal R, Cornish-Bowden A. The direct linear plot. A new graphical procedure for 

estimating enzyme kinetic parameters. Biochemical Journal. 1974;139(3):715-720. 

doi:10.1042/bj1390715 

920. Cornish-Bowden A. The use of the direct linear plot for determining initial velocities. 

Biochemical Journal. 1975;149(2):305-312. doi:10.1042/bj1490305 

921. Henri V. Théorie générale de l’action de quelques diastases par Victor Henri [C. R. 

Acad. Sci. Paris 135 (1902) 916–919]. C R Biol. 2006;329(1):47-50. 

doi:10.1016/j.crvi.2005.10.007 

922. Johnson KA, Goody RS. The Original Michaelis Constant: Translation of the 1913 

Michaelis–Menten Paper. Biochemistry. 2011;50(39):8264-8269. doi:10.1021/bi201284u 

923. Rübsamen H, Khandker R, Witzel H. Sigmoid Kinetics of the Monomeric Ribonucle-

ase I. Due to Ligand-Induced Shifts of Conformation Equilibria. Biol Chem. 

1974;355(1):687-708. doi:10.1515/bchm2.1974.355.1.687 

924. Volkenstein MV, Goldstein BN. A new method for solving the problems of the sta-

tionary kinetics of enzymological reactions. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Gen-

eral Subjects. 1966;115(2):471-477. doi:10.1016/0304-4165(66)90445-4 

925. Fromm HJ. A simplified schematic method for deriving steady-state rate equations 

using a modification of the “theory of graphs” procedure. Biochem Biophys Res Com-

mun. 1970;40(3):692-697. doi:10.1016/0006-291X(70)90959-9 

926. Cha S. A Simple Method for Derivation of Rate Equations for Enzyme-catalyzed Re-

actions under the Rapid Equilibrium Assumption or Combined Assumptions of Equi-

librium and Steady State. Journal of Biological Chemistry. 1968;243(4):820-825. 

doi:10.1016/S0021-9258(19)81739-8 

927. Alberty RA. The Relationship between Michaelis Constants, Maximum Velocities and 

the Equilibrium Constant for an Enzyme-catalyzed Reaction. J Am Chem Soc. 

1953;75(8):1928-1932. doi:10.1021/ja01104a045 

928. Wolfenden R, Radzicka A. Transition-state analogues. Curr Opin Struct Biol. 

1991;1(5):780-787. doi:10.1016/0959-440X(91)90179-W 

929. Schramm VL. Enzymatic transition states and transition state analogues. Curr Opin 

Struct Biol. 2005;15(6):604-613. doi:10.1016/j.sbi.2005.10.017 

930. Lee HJ, Wilson IB. Enzymic parameters: Measurement of V and Km. Biochimica et Bi-

ophysica Acta (BBA) - Enzymology. 1971;242(3):519-522. doi:10.1016/0005-

2744(71)90144-6 

931. Kilroe-Smith T. A modified graphical method for determination of equilibrium con-

stants. Biochemical Journal. 1966;100(2):334-335. doi:10.1042/bj1000334 

932. Foster RJ, Niemann C. The Evaluation of the Kinetic Constants of Enzyme Catalyzed 

Reactions. Proceedings of the National Academy of Sciences. 1953;39(10):999-1003. 

doi:10.1073/pnas.39.10.999 



308 

 

933. Cornish-Bowden A, Eisenthal R. Estimation of Michaelis constant and maximum ve-

locity from the direct linear plot. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Enzymology. 

1978;523(1):268-272. doi:10.1016/0005-2744(78)90030-X 

934. Dixon M. The graphical determination of Km and Ki. Biochemical Journal. 

1972;129(1):197-202. doi:10.1042/bj1290197 

935. Dixon M. Graphical Determination of Equilibrium Constants. Biochemical Journal. 

1965;94(3):760-762. doi:10.1042/bj0940760 

936. Lineweaver H, Burk D. The Determination of Enzyme Dissociation Constants. J Am 

Chem Soc. 1934;56(3):658-666. doi:10.1021/ja01318a036 

937. Wilkinson G. Statistical estimations in enzyme kinetics. Biochemical Journal. 

1961;80(2):324-332. doi:10.1042/bj0800324 

938. Hofstee BHJ. Specificity of Esterases. Journal of Biological Chemistry. 1952;199(1):357-

364. doi:10.1016/S0021-9258(18)44843-0 

939. Scatchard G. The Attractions of Proteins for Small Molecules and Ions. Ann N Y Acad 

Sci. 1949;51(4):660-672. doi:10.1111/j.1749-6632.1949.tb27297.x 

940. Balcom JK, Fitch WM. A Method for the Kinetic Analysis of Progress Curves Using 

Horse Serum Cholinesterase As a Model Case. Journal of Biological Chemistry. 

1970;245(7):1637-1647. doi:10.1016/S0021-9258(19)77140-3 

941. Schwert GW. Use of Integrated Rate Equations in Estimating the Kinetic Constants of 

Enzyme-catalyzed Reactions. Journal of Biological Chemistry. 1969;244(5):1278-1284. 

doi:10.1016/S0021-9258(18)91840-5 

942. Alberty RA, Koerber BM. Studies of the Enzyme Fumarase. VII. 1 Series Solutions of 

Integrated Rate Equations for Irreversible and Reversible Michaelis-Menten Mecha-

nisms 2. J Am Chem Soc. 1957;79(24):6379-6382. doi:10.1021/ja01581a011 

943. Jennings RR, Niemann C. The Evaluation of the Kinetic Constants of Enzyme-cata-

lyzed Reactions by Procedures Based upon Integrated Rate Equations. J Am Chem Soc. 

1955;77(20):5432-5433. doi:10.1021/ja01625a077 

944. Engasser JM, Horvath C. Effect of internal diffusion in heterogeneous enzyme sys-

tems: Evaluation of true kinetic parameters and substrate diffusivity. J Theor Biol. 

1973;42(1):137-155. doi:10.1016/0022-5193(73)90153-7 

945. Cleland WW. The kinetics of enzyme-catalyzed reactions with two or more substrates 

or products: I. Nomenclature and rate equations. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - 

Specialized Section on Enzymological Subjects. 1963;67(2):104-137. doi:10.1016/0926-

6569(63)90211-6 

946. Yadav GD, Magadum DB. Kinetic Modelling of Enzyme Catalyzed Biotransformation 

Involving Activations and Inhibitions. Enzyme Inhibitors and Activators. Published 

online 2017. doi:10.5772/67692 

947. Eadie GS. The Inhibition of Cholinesterase by Physostigmine and Prostigmine. Journal 

of Biological Chemistry. 1942;146(1):85-93. doi:10.1016/S0021-9258(18)72452-6 

948. Dixon M. The determination of enzyme inhibitor constants. Biochemical Journal. 

1953;55(1):170-171. doi:10.1042/bj0550170 



309 

 

949. Boiwe T, Bränden CI. X-ray investigation of the binding of 1,10-phenanthroline and 

imidazole to horse-liver alcohol dehydrogenase. Eur J Biochem. 1977;77(1):173-179. 

doi:10.1111/j.1432-1033.1977.tb11655.x 

950. Cleland WW. The kinetics of enzyme-catalyzed reactions with two or more substrates 

or products☆II. Inhibition: Nomenclature and theory. Biochim Biophys Acta. 

1963;67(C):173-187. doi:10.1016/0006-3002(63)91815-8 

951. Cleland WW. The kinetics of enzyme-catalyzed reactions with two or more substrates 

or products. III. Prediction of initial velocity and inhibition patterns by inspection. 

Biochim Biophys Acta. 1963;67(C):188-196. doi:10.1016/0006-3002(63)91816-x 

952. Eyring H. The Activated Complex in Chemical Reactions. J Chem Phys. 1935;3(2):107-

115. doi:10.1063/1.1749604 

953. Tipton KF, Dixon HBF. Effects of pH on enzymes. In: Purich DL, ed. Enzyme Kinetics 

and Mechanism Part A Initial Rate and Inhibitor Methods. Vol 63. Methods in enzymol-

ogy. Elsevier Inc.; 1979:183-234. doi:10.1016/0076-6879(79)63011-2 

954. Laidler KJ, Peterman BF. Temperature effects in enzyme kinetics. In: Daniel L. Purich, 

ed. Enzyme Kinetics and Mechanism Part A Initial Rate and Inhibitor Methods. Vol 63. 

Methods in enzymology. Elsevier Inc.; 1979:234-257. doi:10.1016/0076-6879(79)63012-

4 

955. Arrhenius S. Über die Reaktionsgeschwindigkeit bei der Inversion von Rohrzucker 

durch Säuren. Zeitschrift für Physikalische Chemie. 1889;4U(1):226-248. 

doi:10.1515/zpch-1889-0416 

956. Goldstein L. Kinetic behavior of immobilized enzyme systems. In: Purich DL, ed. Im-

mobilized Enzymes. Vol 44. Methods in enzymology. Elsevier Inc.; 1976:397-443. 

doi:10.1016/s0076-6879(76)44031-4 

957. Berg OG. Orientation constraints in diffusion-limited macromolecular association. 

The role of surface diffusion as a rate-enhancing mechanism. Biophys J. 1985;47(1):1-

14. doi:10.1016/S0006-3495(85)83870-4 

958. Berg JM, Tymoczko JL, Stryer L. Biochemistry. 6th ed. (Berg JM, Tymoczko JL, Stryer 

L, eds.). W. H. Freeman and Company; 2013. doi:https://doi.org/10.1007/978-3-

8274-2989-6 

959. Bisswanger H. Practical Enzymology. 2nd, Compl ed. Wiley-VCH Verlag & Co. KGaA; 

2011. https://www.researchgate.net/file.PostFile-

Loader.html?id=5693a1b97dfbf9445d8b45b2&asset-

Key=AS:316688241758209@1452515768641 

960. Punekar NS. Enzymes: Catalysis, Kinetics and Mechanisms. 1st ed. Springer Nature Sin-

gapore Pte Ltd.; 2018. doi:10.1007/978-981-13-0785-0 

961. Bugarski B, Li Q, Goosen MFA, Poncelet D, Neufeld RJ, Vunjak G. Electrostatic Drop-

let Generation: Mechanism. AIChE Journal. 1994;40(6):1026-1031. 

962. Rǎcuciu M. Synthesis protocol influence on aqueous magnetic fluid properties. Cur-

rent Applied Physics. 2009;9(5):1062-1066. doi:10.1016/j.cap.2008.12.003 

963. Radovanović M, Jugović B, Gvozdenović M, et al. Immobilization of α-amylase via 

adsorption on magnetic particles coated with polyaniline. Starch - Stärke. 2016;68(5-

6):427-435. doi:10.1002/star.201500161 



310 

 

964. Neri DFM, Balcão VM, Dourado FOQ, Oliveira JMB, Carvalho LB, Teixeira JA. Immo-

bilized β-galactosidase onto magnetic particles coated with polyaniline: Support char-

acterization and galactooligosaccharides production. J Mol Catal B Enzym. 2011;70(1-

2):74-80. doi:10.1016/j.molcatb.2011.02.007 

965. Sim B, Chae HS, Choi HJ. Fabrication of polyaniline coated iron oxide hybrid particles 

and their dual stimuli-response under electric and magnetic fields. Express Polym Lett. 

2015;9(8):736-743. doi:10.3144/expresspolymlett.2015.68 

966. Kloster GA, Muraca D, Moscoso Londoño O, Pirota KR, Mosiewicki MA, Marcovich 

NE. Alginate based nanocomposites with magnetic properties. Compos Part A Appl Sci 

Manuf. 2020;135(March):105936. doi:10.1016/j.compositesa.2020.105936 

967. Bradford MM. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram quan-

tities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Anal Biochem. 1976;72(1-

2):248-254. doi:10.1016/0003-2697(76)90527-3 

968. Bannister W. Medicinal Chemistry. A Biochemical Approach (Second Edition). Bio-

chem Educ. 1990;18(1):55. doi:10.1016/0307-4412(90)90038-p 

969. Chanachev AS, Simeonova SS, Georgiev PD, Ivanova TN, Petrova SD, Balashev KT. 

Characterization by atomic force microscopy of gold nanoparticles functionalized 

with azocasein for protease colorimetric enzyme assay. Bulgarian Chemical Communi-

cations. 2018;50(2):223-227. http://bcc.bas.bg/BCC_Volumes/Volume_50_Num-

ber_2_2018/BCC-50-2-2018-36-Chanachev-223-227.pdf 

970. Sáez-Plaza P, Michałowski T, Navas MJ, Asuero AG, Wybraniec S. An Overview of 

the Kjeldahl Method of Nitrogen Determination. Part I. Early History, Chemistry of 

the Procedure, and Titrimetric Finish. Crit Rev Anal Chem. 2013;43(4):178-223. 

doi:10.1080/10408347.2012.751786 

971. Stefanović AB, Jovanović JR, Grbavčić S, et al. Impact of ultrasound on egg white pro-

teins as a pretreatment for functional hydrolysates production. European Food Research 

and Technology. 2014;239(6):979-993. doi:10.1007/s00217-014-2295-8 

972. FAO. Food Energy – Methods of Analysis and Conversion Factors. Vol 77. (FAO, ed.). FAO; 

2003. https://www.fao.org/3/y5022e/y5022e00.htm#Contents 

973. Prodanović O, Prokopijević M, Spasojević D, et al. Improved Covalent Immobilization 

of Horseradish Peroxidase on Macroporous Glycidyl Methacrylate-Based Copoly-

mers. Appl Biochem Biotechnol. 2012;168(5):1288-1301. doi:10.1007/s12010-012-9857-7 

974. Šekuljica NŢ. Enzimsko Obezbojavanje Antrahinonskih Boja Iz Otpadnih Voda. Doctoral 

Dissertation. University of Belgrade, Faculty of Technology and Metallurgy, Serbia; 

2016. Accessed March 16, 2022. https://nardus.mpn.gov.rs/han-

dle/123456789/7539?locale-attribute=sr_RS 

975. Šekuljica NŽ, Prlainović NŽ, Stefanović AB, et al. Decolorization of Anthraquinonic 

Dyes from Textile Effluent Using Horseradish Peroxidase: Optimization and Kinetic 

Study. The Scientific World Journal. 2015;2015(Article ID 371625):1-12. 

doi:10.1155/2015/371625 

976. Šekuljica NŽ, Prlainović NŽ, Jovanović JR, et al. Immobilization of horseradish perox-

idase onto kaolin. Bioprocess Biosyst Eng. 2016;39(3):461-472. doi:10.1007/s00449-015-

1529-x 



311 

 

977. Bilal M, Asgher M. Dye decolorization and detoxification potential of Ca-alginate 

beads immobilized manganese peroxidase. BMC Biotechnol. 2015;15(1):111. 

doi:10.1186/s12896-015-0227-8 

978. Bilal M, Asgher M. Sandal reactive dyes decolorization and cytotoxicity reduction us-

ing manganese peroxidase immobilized onto polyvinyl alcohol-alginate beads. Chem 

Cent J. 2015;9(1):47. doi:10.1186/s13065-015-0125-0 

979. Bajpai SK, Sharma S. Investigation of swelling/degradation behaviour of alginate 

beads crosslinked with Ca2+ and Ba2+ ions. React Funct Polym. 2004;59(2):129-140. 

doi:10.1016/j.reactfunctpolym.2004.01.002 

980. Larosa C, Salerno M, de Lima JS, et al. Characterisation of bare and tannase-loaded 

calcium alginate beads by microscopic, thermogravimetric, FTIR and XRD analyses. 

Int J Biol Macromol. 2018;115(Avgust):900-906. doi:10.1016/j.ijbiomac.2018.04.138 

981. Hammouda S ben, Adhoum N, Monser L. Synthesis of magnetic alginate beads based 

on Fe3O4 nanoparticles for the removal of 3-methylindole from aqueous solution us-

ing Fenton process. J Hazard Mater. 2015;294(May):128-136. doi:10.1016/j.jhaz-

mat.2015.03.068 

982. Czichy C, Spangenberg J, Günther S, Gelinsky M, Odenbach S. Determination of the 

Young’s modulus for alginate-based hydrogel with magnetite-particles depending on 

storage conditions and particle concentration. J Magn Magn Mater. 

2020;501(May):166395. doi:10.1016/j.jmmm.2020.166395 

983. Davidovich-Pinhas M, Harari O, Bianco-Peled H. Evaluating the mucoadhesive prop-

erties of drug delivery systems based on hydrated thiolated alginate. Journal of Con-

trolled Release. 2009;136(1):38-44. doi:10.1016/j.jconrel.2009.01.029 

984. Manuja A, Kumar S, Dilbaghi N, et al. Quinapyramine sulfate-loaded sodium alginate 

nanoparticles show enhanced trypanocidal activity. Nanomedicine. 2014;9(11):1625-

1634. doi:10.2217/nnm.13.148 

985. Yeom CK, Lee KH. Characterization of sodium alginate membrane crosslinked with 

glutaraldehyde in pervaporation separation. J Appl Polym Sci. 1998;67(2):209-219. 

doi:10.1002/(SICI)1097-4628(19980110)67:2<209::AID-APP3>3.0.CO;2-Y 

986. Bindhu MR, Umadevi M. Green Synthesized Gold Nanoparticles as a Probe for the 

Detection of Fe3+ Ions in Water. J Clust Sci. 2014;25(4):969-978. doi:10.1007/s10876-

013-0679-8 

987. Navarrete JTL, Hernández V, Ramírez FJ. Ir and Raman spectra of <scp>L</scp> -

aspartic acid and isotopic derivatives. Biopolymers. 1994;34(8):1065-1077. 

doi:10.1002/bip.360340810 

988. Dennis G, Harrison W, Agnes K, Erastus G. Effect of Biological Control Antagonists 

Adsorbed on Chitosan Immobilized Silica Nanocomposite on Ralstonia solanacearum 

and Growth of Tomato Seedlings. Adv Res. 2016;6(3):1-23. 

doi:10.9734/AIR/2016/22742 

989. Cardenas-Jiron G, Leal D, Matsuhiro B, Osorio-Roman IO. Vibrational spectroscopy 

and density functional theory calculations of poly- <scp>D</scp> -mannuronate and 

heteropolymeric fractions from sodium alginate. Journal of Raman Spectroscopy. 

2011;42(4):870-878. doi:10.1002/jrs.2760 



312 

 

990. Chandía N. Alginic acids in Lessonia trabeculata: characterization by formic acid hy-

drolysis and FT-IR spectroscopy. Carbohydr Polym. 2001;46(1):81-87. 

doi:10.1016/S0144-8617(00)00286-1 

991. Daemi H, Barikani M. Synthesis and characterization of calcium alginate nanoparti-

cles, sodium homopolymannuronate salt and its calcium nanoparticles. Scientia Iran-

ica. 2012;19(6):2023-2028. doi:10.1016/j.scient.2012.10.005 

992. Obireddy SR, Chintha M, Kashayi CR, Venkata KRKS, Subbarao SMC. Gelatin‐Coated 

Dual Cross‐Linked Sodium Alginate/Magnetite Nanoparticle Microbeads for Con-

trolled Release of Doxorubicin. ChemistrySelect. 2020;5(33):10276-10284. 

doi:10.1002/slct.202002604 

993. da Silva Barbosa GS, Oliveira MEPS, dos Santos ABS, Sánchez OC, Soares CMF, Fricks 

AT. Immobilization of low-cost alternative vegetable peroxidase (Raphanus sativus 

L. peroxidase): Choice of support/technique and characterization. Molecules. 

2020;25(16):3668. doi:10.3390/molecules25163668 

994. Kayal S, Ramanujan RV. Doxorubicin loaded PVA coated iron oxide nanoparticles for 

targeted drug delivery. Materials Science and Engineering: C. 2010;30(3):484-490. 

doi:10.1016/j.msec.2010.01.006 

995. Pessato TB, de Carvalho NC, Tavano OL, Fernandes LGR, Zollner R de L, Netto FM. 

Whey protein isolate hydrolysates obtained with free and immobilized Alcalase: 

Characterization and detection of residual allergens. Food Research International. 

2016;83:112-120. doi:10.1016/j.foodres.2016.02.015 

996. Corîci LN, Frissen AE, Zoelen D van, et al. Synthesis of Peptide Amides using Sol-Gel 

Immobilized Alcalase in Batch and Continuous Reaction System. World Acad Sci Eng 

Technol. 2011;76(4):361-366. 

997. Ferreira L, Ramos MA, Dordick JS, Gil MH. Influence of different silica derivatives in 

the immobilization and stabilization of a Bacillus licheniformis protease (Subtilisin 

Carlsberg). J Mol Catal B Enzym. 2003;21(4-6):189-199. doi:10.1016/S1381-

1177(02)00223-0 

998. Zeng Q, Li Q, Sun D, Zheng M. Alcalase Microarray Base on Metal Ion Modified Hol-

low Mesoporous Silica Spheres as a Sustainable and Efficient Catalysis Platform for 

Proteolysis. Front Bioeng Biotechnol. 2020;8(June):1-11. doi:10.3389/fbioe.2020.00565 

999. Žuža MG, Milašinović NZ, Jonović MM, et al. Design and characterization of alcalase–

chitosan conjugates as potential biocatalysts. Bioprocess Biosyst Eng. 2017;40(11):1713-

1723. doi:10.1007/s00449-017-1826-7 

1000. Xie W, Ma N. Enzymatic transesterification of soybean oil by using immobilized li-

pase on magnetic nano-particles. Biomass Bioenergy. 2010;34(6):890-896. 

doi:10.1016/j.biombioe.2010.01.034 

1001. Das A, Singh J, Yogalakshmi KN. Laccase immobilized magnetic iron nanoparticles: 

Fabrication and its performance evaluation in chlorpyrifos degradation. Int Biodeterior 

Biodegradation. 2017;117:183-189. doi:10.1016/j.ibiod.2017.01.007 

1002. Myrnes EE. Alginate gels cross-linked with mixtures of calcium and chitosan oligo-

mers : Effect on swelling properties and leakage from the gel Erlend Eikeland Myrnes. 

2016;(May). 



313 

 

1003. Nawaz MA, Rehman HU, Bibi Z, Aman A, Ul Qader SA. Continuous degradation of 

maltose by enzyme entrapment technology using calcium alginate beads as a matrix. 

Biochem Biophys Rep. 2015;4:250-256. doi:10.1016/j.bbrep.2015.09.025 

1004. Mong Thu TT, Krasaekoopt W. Encapsulation of protease from Aspergillus oryzae 

and lipase from Thermomyces lanuginoseus using alginate and different copolymer 

types. Agriculture and Natural Resources. 2016;50(3):155-161. 

doi:10.1016/j.anres.2016.06.002 

1005. Martín MC, López O v., Ciolino AE, Morata VI, Villar MA, Ninago MD. Immobiliza-

tion of enological pectinase in calcium alginate hydrogels: A potential biocatalyst for 

winemaking. Biocatal Agric Biotechnol. 2019;18(March):101091. 

doi:10.1016/j.bcab.2019.101091 

1006. Anh TLQ, Hoa NTQ, Nguyen PDT, et al. Soybean Protein Extraction by Alcalase and 

Flavourzyme, Combining Thermal Pretreatment for Enteral Feeding Product. Cata-

lysts. 2020;10(8):829. doi:10.3390/catal10080829 

1007. Wasak A, Drozd R, Struk Ł, Grygorcewicz B. Entrapment of DyP-type peroxidase 

from Pseudomonas fluorescens Pf-5 into Ca-alginate magnetic beads. Biotechnol Appl 

Biochem. 2018;65(2):238-245. doi:10.1002/bab.1562 

1008. Chalkias NG, Kahawong P, Giannelis EP. Activity Increase of Horseradish Peroxidase 

in the Presence of Magnetic Particles. J Am Chem Soc. 2008;130(10):2910-2911. 

doi:10.1021/ja7102263 

1009. Barbosa EF, Molina FJ, Lopes FM, García-Ruíz PA, Caramori SS, Fernandes KF. Im-

mobilization of peroxidase onto magnetite modified polyaniline. ScientificWorldJour-

nal. 2012;2012(Article ID 716374):716374. doi:10.1100/2012/716374 

1010. Lan J, Huang X, Hu M, et al. High efficient degradation of dyes with lignin peroxidase 

coupled with glucose oxidase. J Biotechnol. 2006;123(4):483-490. doi:10.1016/j.jbi-

otec.2005.12.034 

1011. Jamal F, Qidwai T, Pandey PK, Singh R, Singh S. Azo and anthraquinone dye decol-

orization in relation to its molecular structure using soluble Trichosanthes dioica pe-

roxidase supplemented with redox mediator. Catal Commun. 2011;12(13):1218-1223. 

doi:10.1016/j.catcom.2011.04.012 

1012. Wu Y, Taylor KE, Biswas N, Bewtra JK. Comparison of additives in the removal of 

phenolic compounds by peroxidase-catalyzed polymerization. Water Res. 

1997;31(11):2699-2704. doi:10.1016/S0043-1354(97)00119-X 

1013. Thongsook T, Barrett DM. Purification and Partial Characterization of Broccoli ( Bras-

sica oleracea Var. Italica ) Peroxidases. J Agric Food Chem. 2005;53(8):3206-3214. 

doi:10.1021/jf048162s 

1014. Abourehab MAS, Rajendran RR, Singh A, et al. Alginate as a Promising Biopolymer 

in Drug Delivery and Wound Healing: A Review of the State-of-the-Art. Int J Mol Sci. 

2022;23(16):9035. doi:10.3390/ijms23169035 

  



314 

 

SPISAK SKRAĆENICA 

AB129 
Acid Blue 129 65 

AB80 
Acid Blue 80 64 

Ala 
alanin 34 

AOP 
napredni oksidacioni procesi 70 

Asp 
asparaginska kiselina 14 

BG 
Bright Green 65 

BOD 
biohemijska potreba za kiseonikom 65 

BR4 
Blue Reagent 4 64 

BSA 
goveđi serum albumina 188 

CNS 
centralni nervni sistem 64 

COD 
hemijska potreba za kiseonikom 65 

CR 
Congo Red 64 

CV 
Crystal Violet 65 

DB3 
Disperse Blue 3 64 

DBQ•- 
semihinon radikal 74 

DBQH2 
hidrohinon 74 

DH 
stepen hidrolize 21 

DLVO 
Derjaguin-Landau-Verwei-Overbeek 

107 
DMSA 

dimerkaptosukcinska kiselina 106 
DO 

rastvoren kiseonik 66 
EC 

električna provodnost 66 
EDTA 

etilendiaminotetrasirćetna kiselina 15 

ER 
endoplazmatski retikulum 33 

FA 
ferulna kiselina 54 

FAO/WHO 
Food and Agriculture Organization/ 
World Helath Organization 18 

FCC 
hemijski kodeks hrane 18 

Gln 
glutamin 19 

Glu 
glutaminska kiselina 19 

H2O2 
Vodonik-peroksid 9 

His 
histidin 14 

HRP-C 
Peroksidaza iz rena 9, 12 

Ile 
izoleucin 34 

JECFA 
stručni komitet FAO/WHO za aditive u 

hrani 18 
Leu 

leucin 19 
Lis 

lizin 19 
MAB 

magnetit-alginat čestice 82 
Met 

metionin 19 
MG 

Malachite Green 65 
MTG 

mikrobna transglutaminaza 21 
OPA 

ortoftaldialdehid 27 
p-CMB 

p-hlorživabenzoat 15 
PEG 

poli(etilen glikol) 94 
pH 
  mera negativnog logaritma koncentracije 

vodoničnih jona u efluentu 14 



315 

 

Phe 
fenilalanin 34 

Pro 
prolin 34 

PVA 
polivinil alkohol 108 

PZC 
tačka nultog naelektrisanja 108 

RBBR 
Remazol Brilliant Blue R 64 

RCF 
rotaciona centrifugalna sila 36 

RfBP 
proteini koji vezuju riboflavin 37 

RO16 
Reactive Orange 16 64 

ROS 
reaktivna vrsta kiseonika 92 

SBP 
peroksidaza iz soje 74 

SDS 
natrijum-dodecil sulfat 181 

Ser 
serin 14 

TDS 
ukupne rastvorene čvrste materije 65 

TFP 
ukupni fosfor 65 

ThBP 
proteini koji vezuju tiamin 37 

TN 
ukupni azot 65 

TNBS 
trinitrobenzensulfonska kiselina 27 

Trp 
triptofan 34 

TSS 
suspendovane čvrste materije 66 

Tyr 
tirozin 19 

Val 
valin 34 

VSPs 
inhibitor proteina surutke soje 36 

WHC 
kapacitet zadržavanja vode 21 

Xaa 
bilo koja aminokiselina 35 

 

SPISAK SLIKA 

Slika 1. Reakcija katalizovana aminopeptidazom .................................................. 16 

Slika 2. Reakcija katalizovana karboksipeptidazom .............................................. 16 

Slika 3. Reakcija katalizovana endopeptidazom ..................................................... 16 

Slika 4. Subtilisin Carlsberg (Alkalaza) vezan za inhibitor (narandžasto). Katalitička Asp, 
His, Ser trijada (štapići) je vezana sa sedmostranim β-listovima u sendviču između dva 
sloja α-spirala ................................................................................................................ 19 

Slika 5. Tipičan dijagram toka hidrolize sa jednim enzimom ............................... 25 

Slika 6. Reakcija TNBS kiseline sa primarnim aminom ......................................... 27 

Slika 7. Distribucija hidrofobnih ostataka i elektrostatički površinski potencijal A3B4 
trimera. Površina elektrostatičkog potencijala je obojena u opsegu od −10kBT (crveno) do 
+14kBT (plavo), gde je kB Boltzmannova (Boltzmann) konstanta, a T apsolutna temperatura 
(u K); (a) stereodijagram hidrofobnih ostataka na IE licu. Ala, Val, Leu, Ile, Met, Pro, Phe, 
Tyr i Trp su obojeni zelenom bojom, a granica protomera je prikazana narandžastom; (b) 
stereodijagram elektrostatičkog površinskog potencijala IE lica, ostaci histidina nisu 
naelektrisani; (c) elektrostatički površinski potencijal IA lica; (d) elektrostatički površinski 
potencijal IE lica, ostaci histidina su pozitivno naelektrisani ................................ 34 



316 

 

Slika 8. Trakasti dijagrami rekombinantnih (a i b) i prirodnih (c i d) β-homotrimera. Tri 
monomera u rekombinantnom i prirodnom β-homotrimeru prikazana su svetlo plavom, 
svetlo zelenom i ružičastom, odnosno plavom, zelenom i mangenta bojom. Ugljeni hidrati 
prirodnog β-homotrimera prikazani su žutom bojom kao model kuglice i štapa. (a) i (c) su 
prikazani kao trostruka osa simetrije koja ide normalno na papir, a  (b) i (d) su povezani sa 
prikazom na (a) i (c) rotiranjem za 90 º ..................................................................... 35 

Slika 9. Proteini belanceta: (a) ovalbumin; (b) ovotransferin; (c) lizozim; (d) ovomukoid; 
(e) avidin; (f) RfBP i (g) cistatin .................................................................................. 37 

Slika 10. Podela peroksidaza po bazi Redoxi Base, oktobar 2022 .......................... 46 

Slika 11. Ren (Armoracia rusticana): (a) nadzemni deo (list i cvet); (b) koren ..... 47 

Slika 12. Trodimenzionalni prikaz rendgenske kristalne strukture izoenzima C 
peroksidaze rena (Brookhaven-ov pristupni kod 1H5A). Hem grupa (obojena crvenom 
bojom) se nalazi između distalnog i proksimalnog domena od kojih svaki sadrži po jedan 
atom kalcijuma (prikazano kao plave sfere). α-helikalni i β-list regioni enzima su prikazani 
ljubičastom i žutom bojom, respektivno. F’ i F’’ α-zavojnice se pojavljuju u donjem desnom 
kvadrantu molekula .................................................................................................... 49 

Slika 13. Ključni aminokiselinski ostaci u regionu koji se vezuje za hem grupu HRP-C. 
Hem grupa i atom hem gvožđa su prikazani crvenom bojom, a preostali ostaci u bojama 
atoma. His170, proksimalni histidinski ostatak, koordinisan je za atom gvožđa hem grupe, 
dok je odgovarajuće distalno koordinaciono mesto iznad ravni hem grupe prazno…….50 

Slika 14. Katalitički ciklus peroksidaze rena (HRP-C) sa ferulnom kiselinom kao 
redukcionim supstratom. Konstante brzine k1, k2 i k3 predstavljaju brzinu formiranja 
jedinjenja I, brzinu redukcije jedinjenja I i brzinu redukcije jedinjenja II, respektivno….. 53 

Slika 15. Mesto vezivanja ferulne kiseline peroksidaze rena (HRP-C). Ova reprezentacija je 
uzeta iz rendgenske kristalne strukture ternarnog kompleksa ferulne kiseline (FA) i 
cijanidnog liganda HRP-C (Brookhaven-ov pristupni kod 7ATJ). Hem grupa je prikazana u 
crvenoj, dok su ferulna kiselina, cijanidni ligand (vezan za hem gvožđe na upražnjenom 
distalnom koordinacionom mestu) i katalitički ostaci Arg38, His42 i His170 u bojama 
atoma. Nekoliko bočnih lanaca fenilalanina koji doprinose mestu vezivanja prikazano je 
plavom bojom. Imati na umu da  bočni lanac ferulne kiseline nalazi u pravcu ulaza mesta 
vezivanja ........................................................................................................................ 54 

Slika 16. Klasifikacija boja .......................................................................................... 57 

Slika 17. Direktan i indirektan uticaj tekstilnih boja na čoveka i životnu okolinu.67 

Slika 18. Strategije tretmana otpadnih voda tekstilne industrije .......................... 68 

Slika 19. Mehanizam bio-oksidacije: (a) peroksidazama; (b) oksidazama  ......... 73 

Slika 20. Prednosti efikasnih strategija imobilizacije enzima i njihove potencijalne primene
 ......................................................................................................................................... 77 

Slika 21. Metode imobilizacije enzima ..................................................................... 79 

Slika 22. Hemijska struktura EDAC-a (C8H17N3) ......................................................... 82 

Slika 23. Odabrani primeri klasičnih materijala neorganskog i organskog porekla koji se 
koriste za imobilizaciju enzima .................................................................................. 85 



317 

 

Slika 24. Struktura alginata.  (M) β-D-manuronska kiselina; (G) α-L-guluronska kiselina; 
(PG) poliguluronska kiselina; (PM) polimanuronska kiselina i (PMG) heteropolimerni 
regioni sa smešom ostataka PM-PG .......................................................................... 88 

Slika 25. Smeđe alge: (a) Kelp i (b) Sargassum .......................................................... 89 

Slika 26. Sistem ,,kutija za jaja’’ vezivanja kalcijumovog jona i G bloka alginata.90 

Slika 27. Tehnika ekstrakcije natrijum-alginata iz braon morskih algi. .............. 91 

Slika 28. Odabrani primeri novih materijala neorganskog, organskog i hibridnog porekla, 
primenjeni za imobilizaciju enzima ........................................................................... 99 

Slika 29. Kristalne strukture (a) hematita, (b) magnetita i (c) megamita (crne loptice su 
Fe2+, zelene loptice Fe3+ i crvene loptice O2−) ......................................................... 102 

Slika 30. Stabilizacija MAB: (a) čestice stabilizovana elektrostatičkim slojem; (b) čestice 
stabilizova sternim odbijanjem ................................................................................ 108 

Slika 31. Krive brzine reakcija nultog i prvog reda nakon formiranja proizvoda ili 
smanjenja koncentracije supstrata u direktnom (a) i semilogaritamskom (b) dijagramu. 
Tangencionalna metoda za izračunavanje brzine reakcije (a) ............................. 115 

Slika 32. Vremenski zavisne varijacije reaktanata nepovratne reakcije katalizovane enzima 
tokom tri faze reakcije ............................................................................................... 117 

Slika 33. Nelinearni i linearni prikazi Mihaelis–Menten jednačine. (a) Direktan dijagram, 
(b) semilogaritamski dijagram, (c) Edi-Hofsti dijagram, (d) dvostruko recipročni (Linviver-
Burk) dijagram i (e) Hanesov dijagram. Naznačeni su načini za određivanje Km i V..120 

Slika 34. Nesigurnosti u određivanju kinetičkih konstanti Mihaelis–Menten jednačine sa 
dosta rasejanja podataka i neodgovarajućim opsezima za koncentraciju supstrata. Pod (a) 
samo donji, a (b) samo veći opseg koncentracija supstrata je pokriven. Prikazane su tri 
primera krive (1–3) koje odgovaraju svim datim tačkama podataka i iz njih su procenjene 
kinetičke konstante da bi se demonstrirala široka promenljivost ...................... 121 

Slika 35. Granice grešaka na različitim dijagramima za Mihaelis–Menten jednačinu 
pretpostavljajući apsolutnu konstantnu grešku: (a) direktni dijagram; (b) Linviver-Burk 
dijagram; (c) Edi–Hofsti dijagram; (d) Hanesov dijagram ................................... 123 

Slika 36. Linearni dijagrami integrisane Mihaelis-Menten jednačine: grafici (a-c) prikazuju 
tri različita načina prezentovanja (za detalje pogledati tekst) ............................. 126 

Slika 37. Određivanje početnog reda reakcije metodom tangente: (a) tangente su 
usklađene sa krivim brzine reakcije (plava) koje se prate sa različitim koncentracijama 
supstrata od zasićenja (gornja leva kriva) do niskih koncentracija (donje krive). Zelene 
tangente su poravnate sa krivim brzine reakcije na t=0, dajući pravu početnu brzinu vi, a 
crvene tangente su poravnate sa opsegom koji se može detektovati na krivi brzine reakcije 
neposredno nakon mrtvog vremena; (b) krive zasićenja dobijene za oba slučaja..128 

Slika 38. Kompetitivna inhibicija proizvoda na dvostruko recipročnom dijagramu. 
Prikazan je način određivanja kinetičke konstante ............................................... 131 

Slika 39. Evaluacija krive brzine reakcije pri inhibiciji proizvoda sa integrisanom 
Mihaelis–Menten jednačinom po metodi Fostera (Foster) i Niemana (Niemann)..132 

Slika 40. Pregled osnovnih reverzibilnih mehanizama inhibicije enzima ........ 135 



318 

 

Slika 41. Nekompetitivna inhibicija prezentovana različitim dijagramima: (a) Direktan 
dijagram, (b) Linviver–Burk dijagram, (c) Edi–Hofsti dijagram, (d) Hanesov dijagram, (e) 
direktan linearni dijagram (f) Diksonov inhibicioni dijagram (1953). Određivanja 
kinetičkih konstanti su naznačena ........................................................................... 137 

Slika 42. Sekundarni grafici nagiba (a) i odsečka ordinate (b) na Linviver–Burkovim 
dijagramima za nekompetitivnu inhibiciju ............................................................ 139 

Slika 43. Diksonova metoda za određivanje konstanti inhibicije i Mihaelisovih konstanti 
(a); Sekundarni grafik prividnih K′ vrednosti u odnosu na koncentracije supstrata (b)..140 

Slika 44. Nekompetitivna inhibicija u linearizovanim dijagramima integrisane Mihaelis–
Menten jednačine. Gornji grafici pokazuju slične dijagrame za slučajeve (a) Kic<Kiu,; (b) 
Kic=Kiu; (c) Kic>Kiu; Donji grafici pokazuju sekundarne dijagrame recipročnih preseka 
ordinate (d) i apscise (e) u odnosu na koncentraciju inhibitora .......................... 141 

Slika 45. Dixon-ova metoda za određivanje konstanti inhibicije i Michaelis-ovih konstanti 
(a); Sekundarni grafik prividnih K′ vrednosti u odnosu na koncentracije supstrata (b)  143 

Slika 46. Akompatitivna inhibicija predstavljena na različitim graficima. (a) Direktan 
dijagram, (b) Linviver-Burk dijagram, (c) Edi–Hofsti dijagram, (d) Hanesov dijagram, (e) 
direktan linearni dijagram (f) Diksonov inhibicioni dijagram; Određivanja kinetičkih 
konstanti su naznačena ............................................................................................. 144 

Slika 47. Parcijalno nekompetitivna inhibicija u dvostruko recipročnim (a-d) i Diksonovim 
(e,f) dijagramima pri različitim kombinacijama inhibicionih konstanti i maksimalne brzine 
reakcije V1 i V2. Umeci pokazuju sekundarne dijagrame nagiba i odsečka ordinate 
postavljene u odnosu na koncentraciju inhibitora ................................................ 146 

Slika 48. Parcijalno akompetitivna inhibicija u dvostruko recipročnim (a, b) i Diksonovim 
(c, d) dijagramima pri različitim kombinacijama maksimalne brzine reakcije V1 i V2. Umeci 
pokazuju sekundarne dijagrame nagiba i odsečka ordinate postavljene u odnosu na 
koncentraciju inhibitora ............................................................................................ 148 

Slika 49. Inhibicija supstratom: (a) dvostruko recipročni dijagram i (b) Diksonov dijagram
 ....................................................................................................................................... 150 

Slika 50. Reakcija sa dva različita supstrata na dvostruko recipročnom dijagramu. 
Maksimalna vrednost brzine V1 varirajućeg supstrata A1 je veća od vrednosti V2 za 
konstantni supstrat A2. Jednake Mihaelisove konstante su uzete za  oba supstrata…….. 152 

Slika 51. Random bi-bi mehanizam: (a) Edi–Hofsti dijagram, (b) Linviver-Burk dijagram i 
(c) Hanesov grafik. Određivanje kinetičkih konstanti je označeno .................... 156 

Slika 52. Ping-pong bi-bi mehanizam (a) Edi–Hofsti dijagram, (b) Linviver-Burk dijagram i 
(c) Hanesov dijagram. Određivanje kinetičkih konstanti je naznačeno ............. 161 

Slika 53. Uticaj pH vrednosti na enzimske reakcije: (a) Direktan dijagram prividne 
maksimalne brzine Vapp u odnosu na pH vrednost. Unutrašnja kriva prikazuje idealnu pH 
optimalnu krivu sa dve titracione esencijalne grupe u katalitičkom centru, a spoljna kriva 
predstavlja krivu stabilnosti pH vrednosti. Načini određivanja pK vrednosti kompleksa 
EA (b) i slobodnog enzima E prema Diksonu i Vebu (1979) su naznačeni u (c,d)..163 

Slika 54. Uticaj temperature na  enzimske reakcije: (a) direktan dijagram prividne 
maksimalne brzine Vapp u odnosu na temperaturu; (b) Arenijusov (Arrhenius) dijagram, 



319 

 

desna kriva pokazuje običan kurs prema krivoj pod (c), leva kriva dvofazno temperaturno 
ponašanje; tangente su prilagođene linearnim opsezima krivih da bi se odredila energija 
aktivacije; (c) dijagram za određivanje entalpije reakcije ΔH≠ prelaznog stanja..165 

Slika 55. Termostabilnost enzima predstavljenog u direktnom (a) i semilogaritamskom 
dijagramu (b). Enzim je prethodno inkubiran određeno vreme pre određivanja njegove 
aktivnosti na različitim temperaturama, T1 u rasponu ispod, T2 unutar, a T3 iznad 
temperaturnog maksimuma ..................................................................................... 166 

Slika 56. Energetski profil reakcije katalizovane enzimom ................................. 168 

Slika 57. Reakcija imobilisanih enzima. (a) Poređenje izmerenih (v′), difuzno kontrolisanih 
(vdiff) i kinetički kontrolisanih (vkin) stopa obrtanja. (b) Određivanje koncentracije vkin i 
supstrata [A]kin na aktivnom mestu imobilisanog enzima ................................... 171 

Slika 58. Grafička metoda za određivanje kinetičkih konstanti imobilisanih enzima u 
ograničenju unutrašnje difuzije. 𝜀 - faktor efikasnosti .......................................... 173 

Slika 59. Temperaturna osetljivost imobilisanih enzima ..................................... 174 

Slika 60. v u odnosu na [A] grafik. Linija povučena kroz tačke je nelinearni najmanji 
kvadrat, koji najbolje odgovara Mihaelis-Menten jednačini i predstavlja pravougaonu 
hiperbolu ..................................................................................................................... 175 

Slika 61. v→[A] kriva opisana Mihaelis–Menten jednačinom je deo pravougaone 
hiperbole. Istaknuti kratki luk (tamna linija) je stvarna oblast u kojoj su eksperimentalna 
zapažanja za enzim fizički moguća. Dva kraka ove pravougaone hiperbole formiraju 
asimptote beskonačne krive kao što je prikazano. Ovo otežava direktnu procenu vrednosti 
Km i V ............................................................................................................................ 176 

Slika 62. Aparatura za proizvodnju submikronskih alginatnih čestica metodom 
ultrazvučnog raspršivanja ........................................................................................ 184 

Slika 63. Primer Enzime Kinetics Sample.opj ............................................................ 197 

Slika 64. Ubacivanje podataka u radni list aplikacije Enzyme Kinetics............... 198 

Slika 65. Izgled čestica pod optičkim mikroskopom: (a) alginatne čestice dobijene 
korišćenjem igle 22Gee pri uvećanju 5x; (b) MAB čestice dobijene korišćenjem igle 22Gee pri 
uvećanju 5x; (c) HRP-MAB čestice pri uvećanju 5x; (d) UAD čestice pri uvećanju 20x; (e) 
UAD čestice pri uvećanju 5x; (f) UAD čestice sa imobilisanom alkalazom pri uvećanju 5x
 ....................................................................................................................................... 203 

Slika 66. SEM mikrografici: (a) alginatne mikročestice dobijene elektrostatičkom 
ekstruzijom pri uvećanju 200×; (b) alginatne mikročestice dobijene elektrostatičkom 
ekstruzijom sa imobilisanom alkalazom pri uvećanju 200×; (c) alginatne mikročestice 
dobijene elektrostatičkom ekstruzijom pri uvećanju 5000×; (d) alginatne mikročestice 
dobijene elektrostatičkom ekstruzijom sa imobilisanom alkalazom pri uvećanju 5000×; (e) 
alginatne submikronske čestice dobijene ultrazvučnim raspršivanjem sa sušenjem pri 
uvećanju 10000×; (f) alginatne submikronske čestice dobijene ultrazvučnim raspršivanjem 
sa sušenjem sa imobilisanom alkalazom pri uvećanju 10000× ............................ 205 

Slika 67. SEM mikrografici MAB čestica: (a) prazne MAB čestice pri uvećanju 100×; (b) 
HRP-MAB čestice pri uvećanju 100×; (c) spoljna površina praznih MAB čestica pri 
uvećanju 500×; (d) spoljna površina HRP-MAB čestica pri uvećanju 500× ...... 206 



320 

 

Slika 68. Testovi sabijanja uzoraka MAB napravljenih sa različitim odnosom 
magnetit/alginat (1:2, 1:3, 1:4, 1:5 i 1:10) ................................................................ 207 

Slika 69. Magnetizacione krive za magnetit i MAB čestice ................................. 207 

Slika 70. Odvajanje MAB čestica iz suspenzije spoljnim magnetnim poljem u roku od 1 
min ................................................................................................................................ 208 

Slika 71. FTIR spektri za sistem alkalaza-alginat: (-) alginat; (-) alginat aktiviran EDAC-
om; (-) imobilisana alkalaze na alginat ................................................................... 208 

Slika 72. FTIR spektri za sistem HRP-MAB uzorka: (-) magnetit; (-) alginat;  (-) MAB; (-) 
HRP-MAB .................................................................................................................... 209 

Slika 73. Uticaj početne mase alkalaze po gramu nosača na imobilisanu količinu proteina 
(Pg) i prinos imobilizacije (ηenz) ................................................................................ 211 

Slika 74. Uticaj mase biokatalizatora (alkalaza imobilisana na alginatne mikročestice 
dobijene elektrostatičkom ekstruzijom) na specifičnu aktivnost  biokatalizatora pri 
variranju parametara imobilizacije: (a) početna koncentracija enzima (b) pH vrednost Tris-
HCl pufera (c) molaritet Tris-HCl pufera (d) vreme aktivacije alginatnih mikročestica 
EDAC-om (e) odnos početne mase EDAC-a i mase alginatnih mikročestica pri aktivaciji (f) 
vreme imobilizacije alkalaze na alginatne mikročestice aktivirane EDAC-om 212 

Slika 75. Uticaj mase biokatalizatora (alkalaza imobilisana na alginatne submikronske 
čestice dobijene ultrazvučnim raspršivanjem sa i bez sušenja) na aktivnost imobilisane 
alkalaze pri variranju početne koncentracije natrijum-alginata .......................... 214 

Slika 76.  Uticaj mase proteina na aktivnost slobodne i imobilisane alkalaze na različite 
nosače pri optimalnim uslovima imobilizacije početne količine enzima od  3,99 IU.215 

Slika 77. Krive progresa enzimske hidrolize proteina u zavisnosti od načina imobilizacije i 
početnog odnosa enzim/supstrat iz (a,c) izolata soje i (b,d) belanceta sa imobilisanom, 
inkapsuliranom i slobodnom alkalazom početne koncentracije 3,99 IU ........... 216 

Slika 78. Uticaj početne koncentracije supstrata na početnu brzinu reakcije hidrolize 
proteina iz (a) belanceta i (b) izolata soje ............................................................... 218 

Slika 79. (a) Stabilnost imobilisane alkalaze na 0,4% UAD čestice pri reciklaciji 
biokatalizatora u 8 ciklusa za hidrolizu proteina iz izolata soje. Svaki ciklus je trajao 225 
min. Reakcioni uslovi: 1% vodeni rastvor izolata soje (w/w) (2,4 mg mL-1, sadržaj proteina), 
50 ºC, pH 8,0, mešanje 240 rpm (b) Relativna aktivnost u funkciji od vremena (c) Relativna 
aktivnost i stepen hidrolize (DH) pri 8 ciklusa reciklaže ..................................... 221 

Slika 80. Uticaj (a) prečnika HRP-MAB čestice; (b) odnosa magnetit/alginat i (c) početne 
mase HRP-C po masi nosača na aktivnost, prinos imobilizacije i masu vezanih proteina po 
g nosača ....................................................................................................................... 222 

Slika 81. Uticaj metode imobilizacije na aktivnost imobilisane HRP-C i poređenje sa 
aktivnošću slobodne HRP-C pri istim uslovima ................................................... 224 

Slika 82. Uticaj (a) temperature i (b) pH vrednosti na aktivnost slobodne HRP-C i HRP-
MAB čestica ................................................................................................................. 225 

Slika 83. Termička stabilnost slobodne HRP-C i HRP-MAB čestica .................. 226 



321 

 

Slika 84. Efekti (a) mase HRP-MAB čestica; (b) početne koncentracije vodonik-peroksida; 
(c) koncentracije boje (d) pH vrednost rastvora boja (e) temperature procesa na proces 
uklanjanja boja AB225 i AV109 ................................................................................ 228 

Slika 85. Efekti metode imobilizacije HRP-C pri istoj početnoj koncentraciji enzima (10 
mgenzima g-1nosača) na proces uklanjanja boja (a) AB225 (b) AV109 ....................... 230 

Slika 86. Zavisnost početne brzine reakcije uklanjanja boje AB225 sa slobodnom HRP-C i 
HRP-MAB česticama pri: (a) konstantnoj početnoj koncentraciji vodonik-peroksida od 
početne koncentracije boje i (b) konstantnoj početnoj koncentraciji boje od početne 
koncentracije vodonik-peroksida ............................................................................ 231 

Slika 87.  Zavisnost početne brzine reakcije uklanjanja boje AV109 sa slobodnom HRP-C i 
HRP-MAB česticama pri: (a) konstantnoj početnoj koncentraciji vodonik-peroksida od 
početne koncentracije boje i (b) konstantnoj početnoj koncentraciji boje od početne 
koncentracije vodonik-peroksida ............................................................................ 232 

Slika 88. Recikliranje HRP-MAB čestica: (a) procenat uklanjanja boja AB225 i AV109 
tokom sedam ciklusa recikliranja (b) relativna aktivnost uklanjanja boja AB225 i AV109 
tokom sedam ciklusa recikliranja ............................................................................ 235 

 

Slika S1. Uticaj mase alkalaza-alginat biokatalizatora (imobilisana alkalaza), dobijenog 
jednostepenim i dvostepenim konjugacionim protokolom (sa dodatkom 2-
markaptoetanola), na aktivnost imobilisanog enzima pri dva različita odnosa mase EDAC-
a i mase mikročestica ................................................................................................. 325 

Slika S2. Standardne prave za izračunavanje koncentracije: (a) proteina po Bradford-u (b) 
hidrolizata proteina po TNBS metodi (c) boje AB225 (d) boje AV109 ............... 326 

Slika S3. Efekti na proces obezbojavanja boja u zavisnosti od vremena: veličine HRP-MAB 
čestica (a) AB225,  (b) AV109; magnetit/alginat odnosa (c) AB225, (d) AV109; početne 
koncentracije HRP-C (e) AB225, (f) AV109; mase HRP-MAB čestica (g) AB225, (h) AV109; 
početna koncentracija vodonik-peroksida (i) AB225, (j) AV109; koncentracije boje (k) 
AB225, (l) AV09; pH vrednost rastvora boje (m) AB225, (n) AV109; temperature reakcije 
uklanjanja boje (o) AB225, (p) AV109 ..................................................................... 329 

Slika S4. Zavisnost početne brzine reakcije uklanjanja boje AB225 sa HRP-MAB pri: (a) 
konstantnoj početnoj koncentraciji peroksida od početne koncentracije boje i (b) 
konstantnoj početnoj koncentraciji boje od početne koncentracije peroksida .. 330 

Slika S5. Zavisnost početne brzine reakcije uklanjanja boje AV109 sa HRP-MAB pri: (a) 
konstantnoj početnoj koncentraciji peroksida od početne koncentracije boje i (b) 
konstantnoj početnoj koncentraciji boje od početne koncentracije peroksida .. 331 

 

SPISAK ŠEMA 

Šema 1. Aparatura za elektrostatičku ekstruziju .................................................... 95 

Šema 2. Operativni ultrazvučni generator aerosola sa transduktorom (A) koji prima energiju kroz 

zaštitni kabl (B) pri čemu se generiše akustično polje u povezujućem fluidu (C) i stvara ultrazvučni 



322 

 

gejzir (D) u rezervoaru generatora (E), a kroz ulaz (F) dolazi vazduh i nosi aerosol (G) do izlaza 

(H) ................................................................................................................................... 98 

Šema 3. Povratna inhibicija enzima ........................................................................ 133 

Šema 4. Nekompetitivna inhibicija ......................................................................... 135 

Šema 5. Kompetitivna inhibicija .............................................................................. 141 

Šema 6. Akompetitivna inhibicija enzima .............................................................. 143 

Šema 7. Šema parcijalno akompetitivna inhibicija enzima .................................. 147 

Šema 8. Šema inhibicije enzima supstratom u višku ............................................ 149 

Šema 9. Šema enzimske reakcije sa dva kompetitivna supstrata ....................... 151 

Šema 10. Klilandova šema za redni bi-bi mehanizam ........................................... 154 

Šema 11. Klilandova šema za random bi-bi mehanizam ..................................... 154 

Šema 12. Šema rednog bi-bi mehanizama ................................................................ 158 

Šema 13. Šema izo-rednog bi-bi mehanizama .......................................................... 159 

Šema 14. Šema ping-pong bi-bi mehanizama .......................................................... 160 

Šema 15. Šema izo ping-pong bi-bi mehanizma ....................................................... 161 

Šema 16. Šematski prikaz (a) spoljašnjeg i (b) unutrašnjeg difuzionog ograničenja..170 

Šema 17. Šematski prikaz eksperimentalne aparature za dobijanje alginatnih mikročestica 
elektrostatičkom ekstruzijom (a): (1) 2% rastvor natrijum-alginata (w/v)  (2) se propušta 
pumpom (3) kroz iglu prečnika 22 G, čiji je vrh odvojen 2,5 cm od površine rastvora za 
želiranje (1,5% rastvor CaCl2 (w/v)) (4) povezanu sa generatorom visokog napona, pri 
naponu od 6,5 kV (5) dobijene kapi se skupljaju u Petri šolji sa rastvorom za želiranje (1,5% 
rastvor CaCl2 (w/v)) (6) koji se meša na magnetnoj mešalici (130 rpm); (b) slika aparature 
za ekstruziju ................................................................................................................ 183 

Šema 18. Aparatura za dobija alginatnih submikronskih čestica metodom ultrazvučnog 
raspršivanja ................................................................................................................. 183 

Šema 19. Mogući mehanizam kovalentne imobilizacije HRP-C i alkalaze na MAB i 
alginatne čestice aktivirane EDAC-om ................................................................... 200 

 

SPISAK TABELA 

Tabela 1. Problemi koji se javljaju prilikom enzimske hidrolize proteina .......... 24 

Tabela 2. Najčešće korišćene proteaze sa optimalnim uslovima za hidrolizu proteina..25 

Tabela 3. Najčešće metode koje se koriste za praćenje enzimske hidrolize proteina sa 
svojim prednostima i manama ................................................................................... 26 

Tabela 4. Fizička svojstva proteina belanceta (albumena) ..................................... 37 

Tabela 5. Anatomija peroksidaze. Neke bitne strukturne karakteristike izoenzima C 
peroksidaze rena (HRP-C) .......................................................................................... 50 

Tabela 6. Klasifikacija i karakterizacija boja u zavisnosti od strukture hromofore..57 



323 

 

Tabela 7. Svojstva antrahinonskih boja C.I. Acid Blue 225 i C.I. Acid Violet 109 .. 62 

Tabela 8. Prednosti i mane imobilizacije enzima .................................................... 76 

Tabela 9. Prednosti i mane glavnih metoda za imobilizaciju enzima .................. 80 

Tabela 10. Poređenje sintetičkih metoda za proizvodnju MNP ......................... 104 

Tabela 11. Razlike između ravnotežnih i kinetičkih studija ............................... 113 

Tabela 12. Odsečci apscise i ordinate sekundarnih dijagrama za bisupstratne reakcije; SlA, 
SlB su nagibi, a OrA, OrB odsečci ordinate ............................................................... 157 

Tabela 13. Način inhibicije proizvodom pri bisupstratnom mehanizmu ......... 159 

Tabela 14. Softver dostupan za analizu kinetičkih podataka enzimskih reakcija..180 

Tabela 15. Reakcioni uslovi za optimizaciju procesa obezbojavanja boja AB225 i AV109
 ....................................................................................................................................... 196 

Tabela 16. Dostupni modeli za analizu u aplikaciji Enzyme Kinetics ................. 199 

Tabela 17. Prečnik čestica i zeta potencijal ............................................................. 202 

Tabela 18. Prečnici MAB, HRP-MAB i alkalaza-MAB čestica dobijenih jednostavnim 
ukapavanjem i elektrostatičkom ekstruzijom, sa odnosom magnetit/alginat=1:4..202 

Tabela 19. Kinetički parametri za reakcije enzimske hidrolize proteina iz izolata soje i 
belanceta slobodnom i imobilisanom alkalazom fitovani odgovarajućim matematičkim 
modelima sa najvećim koeficijentom poklapanja R2 koji su konvergovali ....... 219 

Tabela 20. Kinetički parametri za reakcije uklanjanja boja AB225 i AV109 slobodnom i 
imobilisanom HRP-C fitovani odgovarajućim matematičkim modelima sa najvećim 
koeficijentom poklapanja R2 koji su konvergovali ................................................ 233 

 



324 

 

PRILOG 1 

 

 

Slika S1. Uticaj mase alkalaza-alginat biokatalizatora (imobilisana alkalaza), dobijenog 
jednostepenim i dvostepenim konjugacionim protokolom (sa dodatkom 2-

markaptoetanola), na aktivnost imobilisanog enzima pri dva različita odnosa mase EDAC-
a i mase mikročestica 
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d) 

Slika S2. Standardne prave za izračunavanje koncentracije: (a) proteina po Bradford-u (b) 
hidrolizata proteina po TNBS metodi (c) boje AB225 (d) boje AV109 
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Slika S3. Efekti na proces obezbojavanja boja u zavisnosti od vremena: veličine HRP-

MAB čestica (a) AB225,  (b) AV109; magnetit/alginat odnosa (c) AB225, (d) AV109; 
početne koncentracije HRP-C (e) AB225, (f) AV109; mase HRP-MAB čestica (g) AB225, 

(h) AV109; početna koncentracija vodonik-peroksida (i) AB225, (j) AV109; koncentracije 

boje (k) AB225, (l) AV09; pH vrednost rastvora boje (m) AB225, (n) AV109; temperature 

reakcije uklanjanja boje (o) AB225, (p) AV109; uslovi pri kojima su izvođene reakcije 
uklanjanja boja prikazani su u tabeli 19 
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b) 

Slika S4. Zavisnost početne brzine reakcije uklanjanja boje AB225 sa HRP-MAB pri: (a) 
konstantnoj početnoj koncentraciji peroksida od početne koncentracije boje i (b) 

konstantnoj početnoj koncentraciji boje od početne koncentracije peroksida 
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a) 

 
b) 

Slika S5. Zavisnost početne brzine reakcije uklanjanja boje AV109 sa HRP-MAB pri: (a) 
konstantnoj početnoj koncentraciji peroksida od početne koncentracije boje i (b) 

konstantnoj početnoj koncentraciji boje od početne koncentracije peroksida 



331 

 

BIOGRAFIJA AUTORA  

MARKO M. JONOVIĆ, dipl. Inž. tehnologije, rođen je 26.06.1986. godine u Zaječaru. U 

Boru je završio gimnaziju ’’Bora Stanković’’. Diplomirao je na Tehnološko-metalurškom  fakultetu 

u Beogradu, na katedri za Organsku hemijsku tehnologiju i polimerno inženjerstvo. Diplomski rad 

po nazivom ’’Ekstrakcija ugljen (IV)-oksidom iz matičnjaka (Melissa officinalis) – kinetika procesa 

i matematičko modelovanje’’ odbranio je 27.09.2013.  

Od 01.11.2013. je zaposlen kao istraživač pripravnik u Centru za elektrohemiju, Instituta za 

hemiju, tehnologiju i metalurgiju Univerziteta u Beogradu, a od 02.02.2015. kao istraživač saradnik.  

Doktorske studije – studijski program : Hemijsko inženjerstvo upisao je na Tehnološko-me-

talurškom fakultetu, Univerziteta u Beogradu upisao je školske 2013/2014 godine. Na doktorskim 

studijama se bavi imobilizacijom enzima i njihovom upotrebom pri prečišćavanju otpadnih voda i pri 

hidrolizi proteina. Ispite na doktorskim studijama položio je sa prosečnom ocenom 9,67. 

Bio je angažovan  na projektu Ministarstva za prosvetu i nauku Republike Srbije: TR-37001 

„Uticaj rudarskog otpada iz RTB-a Bor na zagađenje vodotokova sa predlogom mera i postupaka za 

smanjenje štetnog dejstva na životnu sredinu“, period 2011-2019, čiji je rukovodilac bio dr Mile Bu-

garin. U 2024. godini je rukovodilac internog projekta IHTM-a, ’’Dokaz koncepta’’, u okviru SAIGE 

transformacije pod nazivom ’’Biocidni omekšivač za rublje’’, u trajanju od šest meseci. 

Autor je jednog M21 rada i M22 rada, po jednog saopštenja sa međunarodnog skupa u kate-

gorijama M33 i M34. Kao koautor do sada je učestvovao u izradi i publikaciji jednog patenta na 

nacionalnom nivou M94, jednog rada M22, četiri rada u kategoriji M24 i osam saopštenja sa među-

narodnog skupa štampana u celini M33.



332 

 

Изјава о ауторству 

 

 

 

Име и презиме аутора   Марко Јоновић 

Број индекса     4024/2022 

 

 

Изјављујем 

да је докторска дисертација под насловом  

,,Имобилисане протеазе и пероксидазе на магнетним микронским и субмикронским 

честицама обложеним алгинатом као биокатализатори за хидролизу протеина и раз-

градњу антрахинонских боја из отпадних вода’’ 

• резултат сопственог истраживачког рада; 

• да дисертација у целини ни у деловима није била предложена за стицање друге 
дипломе према студијским програмима других високошколских установа; 

• да су резултати коректно наведени и  

• да нисам кршио ауторска права и користио интелектуалну својину других лица.  

 

 

 

 

                                                                        Потпис аутора 

У Београду, 21.12.2023. године                                           



333 

 

Изјава о коришћењу 

 

Овлашћујем Универзитетску библиотеку „Светозар Марковић“ да у Дигитални репозитори-

јум Универзитета у Београду унесе моју докторску дисертацију под насловом: 

,,Имобилисане протеазе и пероксидазе на магнетним микронским и субмикронским 

честицама обложеним алгинатом као биокатализатори за хидролизу протеина и раз-

градњу антрахинонских боја из отпадних вода’’  

која је моје ауторско дело.  

Дисертацију са свим прилозима предао сам у електронском формату погодном за трајно 

архивирање.  

Моју докторску дисертацију похрањену у Дигиталном репозиторијуму Универзитета у Бео-

граду и доступну у отвореном приступу могу да користе сви који поштују одредбе садржане 

у одабраном типу лиценце Креативне заједнице (Creative Commons) за коју сам се одлучио. 

1. Ауторство (CC BY) 

2. Ауторство – некомерцијално (CC BY-NC) 

3. Ауторство – некомерцијално – без прерада (CC BY-NC-ND) 

4. Ауторство – некомерцијално – делити под истим условима (CC BY-NC-SA) 

5. Ауторство –  без прерада (CC BY-ND) 

6. Ауторство –  делити под истим условима (CC BY-SA) 

(Молимо да заокружите само једну од шест понуђених лиценци. 

 Кратак опис лиценци је саставни део ове изјаве). 

 

 

                                                                                              Потпис аутора 

У Београду, 21.12.2023. године                                                   

   

 

1. Ауторство. Дозвољавате умножавање, дистрибуцију и јавно саопштавање дела, и прераде, 

ако се наведе име аутора на начин одређен од стране аутора или даваоца лиценце, чак и у 

комерцијалне сврхе. Ово је најслободнија од свих лиценци. 



334 

 

2. Ауторство – некомерцијално. Дозвољавате умножавање, дистрибуцију и јавно саопшта-

вање дела, и прераде, ако се наведе име аутора на начин одређен од стране аутора или дава-

оца лиценце. Ова лиценца не дозвољава комерцијалну употребу дела. 

3. Ауторство – некомерцијално – без прерада. Дозвољавате умножавање, дистрибуцију и 

јавно саопштавање дела, без промена, преобликовања или употребе дела у свом делу, ако се 

наведе име аутора на начин одређен од стране аутора или даваоца лиценце. Ова лиценца не 

дозвољава комерцијалну употребу дела. У односу на све остале лиценце, овом лиценцом се 

ограничава највећи обим права коришћења дела.  

 4. Ауторство – некомерцијално – делити под истим условима. Дозвољавате умножавање, 

дистрибуцију и јавно саопштавање дела, и прераде, ако се наведе име аутора на начин одре-

ђен од стране аутора или даваоца лиценце и ако се прерада дистрибуира под истом или слич-

ном лиценцом. Ова лиценца не дозвољава комерцијалну употребу дела и прерада. 

5. Ауторство – без прерада. Дозвољавате умножавање, дистрибуцију и јавно саопштавање 

дела, без промена, преобликовања или употребе дела у свом делу, ако се наведе име аутора 

на начин одређен од стране аутора или даваоца лиценце. Ова лиценца дозвољава комерци-

јалну употребу дела. 

6. Ауторство – делити под истим условима. Дозвољавате умножавање, дистрибуцију и јавно 
саопштавање дела, и прераде, ако се наведе име аутора на начин одређен од стране аутора 
или даваоца лиценце и ако се прерада дистрибуира под истом или сличном лиценцом. Ова 
лиценца дозвољава комерцијалну употребу дела и прерада. Слична је софтверским 
лиценцама, односно лиценцама отвореног кода.



335 

 

Изјава o истоветности штампане и електронске верзије докторског рада 

 

 

Име и презиме аутора   Марко Јоновић 

Број индекса     4024/2022 

Студијски програм     Хемијско Инжењерство 

Наслов рада ,,Имобилисане протеазе и пероксидазе на магнетним микронским и суб-

микронским честицама обложеним алгинатом као биокатализатори за хидролизу проте-

ина и разградњу антрахинонских боја из отпадних вода’’  

Ментор 1. Др Зорица Кнежевић-Југовић, редовни професор, Технолошко-металуршки фа-

култет, Универзитета у Београду, 

Ментор 2. Др Бранко Бугарски, редовни професор у пензији, Технолошко-металуршки фа-

култет, Универзитета у Београду 

 

Изјављујем да је штампана верзија мог докторског рада истоветна електронској верзији коју 

сам предао ради похрањена у Дигиталном репозиторијуму Универзитета у Београду.  

Дозвољавам да се објаве моји лични подаци везани за добијање академског назива доктора 

наука, као што су име и презиме, година и место рођења и датум одбране рада.  

Ови лични подаци могу се објавити на мрежним страницама дигиталне библиотеке, у е-

лектронском каталогу и у публикацијама Универзитета у Београду. 

 

            Потпис аутора  

У Београду, 21.12.2023. године                                           

 


	UVOD
	I. TEORIJSKI DEO
	I.1. INDUSTRIJSKI ENZIMI
	I.1.1 PROTEAZE
	I.1.1.1 Klasifikacija proteaza
	I.1.1.1.1 Klasifikacija proteaza na osnovu pH vrednosti
	I.1.1.1.2 Klasifikacija proteaza na osnovu aktivnog centra proteaze
	I.1.1.1.2.1 Serinske proteaze
	I.1.1.1.2.2 Metalo-proteaze
	I.1.1.1.2.3 Aspartatne proteaze
	I.1.1.1.2.4 Cisteinske (tiolske) proteaze
	I.1.1.1.2.5 Egzopeptidaze
	I.1.1.1.2.5.1 Aminopeptidaze
	I.1.1.1.2.5.2 Karboksipeptidaze

	I.1.1.1.2.6 Endopeptidaze


	I.1.1.2 Izvori proteaza
	I.1.1.2.1 Biljni izvori proteaza
	I.1.1.2.2 Životinjski izvori proteaza
	I.1.1.2.3 Mikroorganizmi kao izvori proteaza
	I.1.1.2.3.1 Proteaze dobijene  iz bakterija



	I.1.2 ALKALAZA (EC 3.4.21.14)
	I.1.3 ENZIMSKI TRETMAN PROTEINA HRANE
	I.1.3.1 Enzimska hidroliza proteina
	I.1.3.1.1 Hidroliza proteina jednim enzimom
	I.1.3.1.1.1 Odnos enzima i supstrata
	I.1.3.1.1.2 Temperatura reakcije
	I.1.3.1.1.3 pH vrednosti reakcije
	I.1.3.1.1.4 Vreme trajanja reakcije hidrolize



	I.1.4 STRUKTURA I HEMIJA PROTEINA HRANE
	I.1.4.1 Proteini soje
	I.1.4.1.1 Struktura proteina soje
	I.1.4.1.1.1 Globulin 11S
	I.1.4.1.1.2 Globulin 7S
	I.1.4.1.1.3 Struktura proteina soje u rastvorima


	I.1.4.2 Proteini belanceta
	I.1.4.2.1 Ovalbumin
	I.1.4.2.2 Ovotransferin
	I.1.4.2.3 Ovomucin
	I.1.4.2.4 Inhibitori proteinaze
	I.1.4.2.5 Ovomukoid
	I.1.4.2.6 Ovoinhibitor
	I.1.4.2.7 Cistatin
	I.1.4.2.8 Ovostatin
	I.1.4.2.9 Lizozim
	I.1.4.2.10  Ovoglobulini
	I.1.4.2.11  Proteini koji vezuju vitamine
	I.1.4.2.11.1 Protein koji vezuje riboflavin (RfBP)
	I.1.4.2.11.2 Avidin
	I.1.4.2.11.3 Protein koji vezuje tiamin (ThBP)



	I.1.5 PEROKSIDAZE
	I.1.5.1 Klasifikacija peroksidaza
	I.1.5.1.1 Superfamilija peroksidaza – Katalaze
	I.1.5.1.2 Familija peroksidaza DyP – tipa


	I.1.6 PEROKSIDAZA IZ RENA (HRP-C)
	I.1.6.1 Struktura HRP-C
	I.1.6.2 Mehanizam delovanja
	I.1.6.2.1 Katalitički mehanizam delovanja HRP-C
	I.1.6.2.2 Vezivna mesta aromatičnog supstrata
	I.1.6.2.3 Inhibicija aktivnosti HRP-C
	I.1.6.2.4 Primena HRP-C



	I.2. BOJE
	I.2.1 Klasifikacija boja
	I.2.1.1.1 Direktne boje
	I.2.1.1.2 Indigo boje
	I.2.1.2 Boje za celulozna vlakna
	I.2.1.2.1 Reaktivne boje
	I.2.1.2.2 Sumporne boje

	I.2.1.3 Boje za proteinska vlakna
	I.2.1.3.1 Azo boje
	I.2.1.3.2 Triarilmetanske boje
	I.2.1.3.3 Ftalocijanatne boje

	I.2.1.4 Boje za sintetička vlakana
	I.2.1.4.1 Disperzne boje
	I.2.1.4.2 Bazne boje
	I.2.1.4.3 Antrahinonske boje
	I.2.1.4.3.1 Antrahinonske boje C.I. Acid Blue 225 i C.I. Acid Violet 109



	I.2.2 Karakteristike boja i njihov uticaj na životnu sredinu
	I.2.2.1 Karakterizacija efluenta za bojenje tekstila
	I.2.2.2 Štetni uticaji na zemljište i biljke
	I.2.2.3 Štetni uticaji na vazduh
	I.2.2.4 Štetni uticaji na ljude
	I.2.2.5 Štetni uticaji na vodu

	I.2.3 Tretman obojenih otpadnih voda
	I.2.3.1 Proces fizičkog tretmana
	I.2.3.1.1 Adsorpcija
	I.2.3.1.2 Korišćenje nanočestica
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