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Imobilisane proteaze i peroksidaze na magnetim mikronskim i sub-mikronskim
cesticama obloZenim alginatom kao biokatalizatori za hidrolizu proteina i
obezbojavanje antrahinonskih boja iz otpadnih voda

REZIME

Predmet nau¢nog istrazivanja doktorske disertacije je imobilizacija dva industrijski
vazna enzima, proteaze iz Bacillus licheniformis (komercijalni naziv alkalaza) i peroksidaze
iz rena, kao i njihova primena u hidrolizi proteina i uklanjanju zagadujuc¢ih materija, kao sto
su fenoli i sinteticke boje, iz otpadnih voda. Fokus je na razvoju tehnika za dobijanje hidro-
gel Cestica na bazi alginata i alginat/magnetita, kao i tehnika imobilizacije enzima koje bi
omogucila dobijanje biokatalizatora sa unapredenim katalitickim svojstvima. Enzimska
hidroliza proteina i oksido-redukcija antrahinonskih boja katalizovane enzimima iz razlici-
tih grupa, odabrane su kao dve model reakcije za ispitivanje katalitickih svojstava imobili-
sanih biokatalizatora, zbog komercijalne vaznosti u industriji hrane i u procesima tretiranja
otpadnih voda iz tekstilne industrije.

Razvojem imobilisanih enzima omogucena je primena enzima i u onim oblastima
kada je primena slobodnog enzima ograni¢ena zbog male stabilnosti usled degradacije au-
tokatalizom, kao kod proteaza u slucaju hidrolize proteina, ili usled inhibicije supstratom u
visku, 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 smese po zavrsetku reakcije filtracijom ili centrifugiranjem i koristiti vise puta u
Sarznim ili u toku duZeg vremenskog perioda u kontinualnim procesima. Jedan od najvaz-
nijih faktora imobilizacije enzima je izbor i dizajn nosaca za imobilizaciju, jer fizicke i hemij-
ske karakteristike nosaca u velikoj meri odreduju aktivnost imobilisanog enzima.

Neorganski nosaci poput oksida gvozda mogu imati prednosti u poredenju sa dru-
gim materijalima zbog velike termicke i mehanicke otpornosti, smanjene mikrobioloske
kontaminacije i magnetnih svojstava $to je, narocito, znacajno kod imobilisanih enzima, gde
se kao osnovna prednost u odnosu na nativne enzime isti¢e olaksana separacija iz reakcione
smese i njihova ponovna upotreba. Medutim, zbog malog broja funkcionalnih grupa na o-
vim neorganskim nosa¢ima ne moZe se vezati dovoljna koli¢ina enzima, niti nagraditi po-
voljno mikrookruZzenje za enzim, $to bi dovelo do unapredenja njegovih katalitickih svoj-
stava. Zato se oblaganjem magnetnih ¢estica dodatnom prevlakom od nekog organskog po-
limera sa ve¢im brojem funkcionalnih grupa, kao $to je alginat, potencijalno moZze vezati
veca koli¢ina enzima i posti¢i poboljsano vezivanje. U ovoj disertaciji ispitana je mogucnost
koriséenja alginatnih cestica i magnetnih nanocestica obloZenih alginatom kao nosaca za
imobilizaciju alkalaze i peroksidaze iz rena.

Veliku moguénost primene za dobijanje ¢estica malih pre¢nika uniformnih veli¢ina
u industrijskim razmerama ima tehnika dobijanja ¢estica pod uticajem elektri¢nog polja,
koja se u literaturi ¢esto naziva elektrostaticka ekstruzija i koja se zasniva na primeni e-
lektrostaticke sile na suspenziju polimera i biokatalizatora koja se pojavljuje na vrhu igle u
vidu kapi, pri ¢emu dolazi do razbijanja kapi na viSe naelektrisanih sitnih kapljica. Ova
tehnika je dosta proucena za imobilizaciju razli¢itih biokatalizatora. U ovoj disertaciji pored
elektrostaticke ekstruzije ispitan je i novi postupak za dobijanje alginatnih submikronskih
Cestica koji se zasniva na kombinovanju ultrazvuénog rasprsivanja, suSenja toplim vazdu-
hom i Zeliranja u koloni sa okvasenim zidovima. Naime, alginatne ¢estice su dobijene me-
todom ultrazvucnog rasprsivanja rastvora alginata, pri ¢emu vazduh koji nosi rasprsene
Cestice polimera-aerosola u zavisnosti od temperature i nezasi¢enosti, u manjoj ili ve¢oj meri



podstice isparavanje vode iz njih i na taj na¢in im smanjuje velic¢inu, a tako dobijene nano-
Cestice zatim geliraju u koloni sa okvasenim zidovima. Ovako dobijene nanocestice ko-
riS¢ene su kao nosaci za imobilizaciju alkalaze i peroksidaze iz rena i njihova kataliticka
svojstva smo uporedili sa imobilisanim sistemima sa ¢esticama dobijenim elektrostatickom
ekstruzijom. Cestice najboljih karakteristika (dimenzije, sferi¢nosti, raspodele veli¢ina, mag-
netnih svojstva, odnosa magnetita i alginata) koris¢ene su za imobilizaciju enzima.

Optimizacija kovalentne imobilizacije enzima alkalaze na alginatne cestice i magne-
tit/alginatne cestice dobijene elektrostatickom ekstruzijom i ultrazvu¢nim rasprsivanjem
predstavlja drugu fazu eksperimenata. Ispitivan je uticaj uslova imobilizacije poput vred-
nosti pH, molariteta TRIS pufera, koli¢ine dodate alkalaze, na¢ina hemijske aktivacije funk-
cionalnih grupa ¢estica i koli¢ine hemijskog agensa za aktivaciju, kao i samog vremena kon-
takta enzima sa aktiviranim ¢esticama na aktivnost, masu vezanog enzima i prinos aktivno-
sti.

Koli¢ina vezane alkalaze odredivana je standardnim metodama za odredivanje pro-
teina i to Bradford-ovom metodom, dok je proteoliticka aktivnost odredivana spektrofoto-
metrijski pracenjem hidrolize hromogenog derivata kazeina, azokazeina. Morfoloske karak-
teristike dobijenih ¢estica sa i bez imobilisanog enzima analizirane su primenom skenirajuce
elektronske mikroskopije (SEM). Utvrdena je veli¢ina cestica kao i morfologija povrsine
magnetnih cestica sa i bez alginatne prevlake. Kako bi se bolje razumela priroda potenci-
jalno uspostavljenih veza izmedu enzima i nosaca, ¢estice nosac¢a i imobilizata karakterisane
su infracrvenom spektroskopijom sa Fourier-ovim transformacijama. Metodom dinamickog
rasipanja svetlosti ispitane su raspodela velic¢ine ¢estica i zeta potencijal. Magnetna svojstva
Cestica i jacina koercitivnog polja ispitana je primenom SQUID magnetometrije (superpro-
vodni kvantni interferometar). Magnetna svojstva ¢estica su uporedena na osnovu histere-
zisnih krivih za magnetne i magnetit/alginat cestice na temperaturama od 5 K i 300 K.

Aktivnost slobodne i imobilisane alkalaze pracena je i u reakciji hidrolize proteina iz
izolata soje i belanca u industrijski relevantnim uslovima, odnosno u reaktoru sa intenziv-
nim mesanjem i u prisustvu necisto¢a na osnovu merenja utroska kalcijum-hidroksida za
odrzavanje konstantne pH vrednosti tokom hidrolize. KoriS¢ena je trinitrobenzensulfonska
kiselina pri hidrolizi, tzv. TNBS metoda. Kinetika reakcije sa nativnim i imobilisanim enzi-
mom je ispitana pracenjem brzine reakcije hidrolize proteina iz izolata soje i belanca pri
razli¢itim pocetnim koncentracijama supstrata u pocetnim uslovima, dok su kineti¢ki para-
metri odredeni koris¢enjem aplikacije Enzyme Kinetics programskog paketa OriginPro. Ispi-
tana je stabilnost imobilisane alkalaze, moguénost upotrebe kroz vise ciklusa izvodenja re-
akcije hidrolize proteina iz izolata soje i belanca u SarZznom reaktoru sa mehanickim mesa-
njem i potencijalno zadrZavanje aktivnosti nakon odredenog vremena skladistenja. Dobijeni
rezultati koris¢eni su u daljem razvoju imobilisanog sistema sa peroksidazom iz rena.

Cestice najboljih karakteristika (dimenzije, sferi¢nosti, raspodela veli¢ine, magnetna
svojstva, odnosa magnetita i alginata) su koris¢ene za imobilizaciju peroksidaze iz rena. Ko-
licina vezane peroksidaze i njena aktivnost, kao i aktivnost slobodne peroksidaze, odredi-
vane su spektrofotometrijskom metodom sa pirogalolom kao supstratom. Ispitani su uticaji
vremena imobilizacije, masenog odnosa enzima i nosaca, koncentracije aktivirajuceg agensa
na masu vezanog enzima i specifi¢nu aktivnost dobijenog biokatalizatora na aktivnost. Ispi-
tana je stabilnost imobilisane alkalaze, moguénost upotrebe kroz vise ciklusa izvodenja re-
akcije oksidacije dve antrahinonske boje Acid Violet 109 (AV109) i Acid Blue 225 (AB225).

Efikasnost imobilisanih peroksidaza uporedena je na osnovu dobijenih kinetic¢kih 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 cestica koris¢enjem prilagodenog ultrazvuc¢nog sistema za rasprsivanje i u-
poredio Cestice dobijene ovom tehnikom sa ¢esticama dobijenim elektrostatickom ekstruzi-
jom u imobilisanim sistemima sa alkalazom za hidroliti¢ke reakcije sa standardnim i indus-
trijskim proteinskim supstratima hrane. U te svrhe, alkalaza je efikasno kovalentno imobi-
lisan na kalcijum-alginatne mikro- i submikronske ¢estice nakon modifikacije povrsine kar-
bodiimidom. Optimalni uslovi za imobilizaciju alkalaze na alginatne mikrocestice aktivi-
rane sa EDAC su 5,32 IU alkalaze, 50 mM Tris-HCI pufer pH vrednosti 8,5, 30 minuta akti-
vacije EDAC-om ( masa EDAC-a/masa nosaca) (10 mg/0,5 g) i 20 sati imobilizacije. Naj-
vecu aktivnost je pokazala alkalaza imobilisana na UAD 0,4% (w/v) alginatnim ¢esticama,
sa maksimalnom vrednoséu aktivnosti od 2716,1 IU/g nosaca i najvedim opterecenjem
enzima od 671,644 mg/ g na nosacu. Imobilisani enzim na UAD 0,4% (w/v) alginatnim cesti-
cama pruzio je bolje performanse od alginatnih mikrocestica u pogledu hidrolize proteina
iz belanca i izolata soje. Biokatalizator se moze ponovo koristiti u sedam uzastopnih ciklusa
hidrolize proteina soje sa malim smanjenjem aktivnosti. Stoga postoji potencijal za korisce-
nje ovog tipa submikronskih alginatnih cestica dobijenih novom tehnikom ultrazvu¢nog
spreja za bilo koju imobilizaciju enzima.

HRP-C imobilisana na MAB se pokazala kao obec¢avaju¢i 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. Takode je pokazao dobru ponovnu
upotrebu nakon sedam ciklusa, zadrzavajuci 75% i 51% pocetne aktivnosti degradacije za
AB225 i AV109, respektivno. Glavno ogranicenje potencijalne komercijalne primene imobi-
lisane HRP-C za uklanjanje antrahinonskih boja moze biti inaktivacija enzima u prisustvu
boje. Uprkos ogranicenjima, ovi eksperimentalni rezultati ukazuju da HRP-MAB ima dobru
buducnost u biokatalizi zbog niskih troskova, lakoée proizvodnje i efikasnog uklanjanja iz
reakcionog medijuma radi ponovne upotrebe.

Kljué¢ne reci: Alkalaza, peroksidaza iz rena, imobilizacija, alginat, magnetit, hidroliza pro-
teina, soja, belance, otpadne vode, antrahinonske boje

Naucna oblast: Tehnolosko inZenjerstvo

UZza naucna oblast: Hemijsko inZenjerstvo
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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
aneedle, 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-HCI 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 671,644 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 zivog organizma i postoje u svakom orga-
nizmu, bilo u jednostavnom ili slozenom obliku. Njihova upotreba kao biokatalizatora u
industrijskim procesima dobija sve viSe na znacaju, zbog njihove sposobnosti da izvode re-
akcije sa visokom specifi¢noscéu i efikasnoscu, kao i enantioselektivnosc¢u pri blagim uslo-
vima.l Zbog svoje netoksi¢nosti i biodegradabilnosti od velike su vaznosti za ekoloski pri-
hvatljive hemijske i industrijske procese.?* Visoka cena proizvodnje i relativno mala stabil-
nost u odnosu na klasi¢ne katalizatore su im glavne mane. Vecéina industrijskih enzima su
zivotinjskog (himozin, pepsin, tripsin i pankreatin), biljnog (ficin, papain i bromelain) ili
mikrobnog porekla (pektinaza, glukoamilaza, alkalaza).5>-8 Mikrobni enzimi narocito su
postali neprocenjivi katalizatori u prehrambenoj, farmaceutskoj, tekstilnoj, kozarskoj, papir-
noj industriji, kao i u proizvodnji deterdzenata, biogoriva, pica i drugih potrosackih proiz-
voda.? Vedi znacaj mikrobnih enzima u poredenju sa enzimima biljnog i Zivotinjskog pore-
kla, pripisuje se njihovoj vecoj stabilnosti i aktivnosti.l® Pored toga, mikrobni enzimi se za
minimalno vreme mogu proizvesti u vecoj koli¢ini procesom fermentacije.!!

Proteoliti¢ki enzimi (koji se nazivaju i proteaze ili proteinaze) su enzimi sposobni da
hidrolizuju peptidne veze u proteinima.'? Zahvaljujuci njihovoj specifi¢nosti da selektivno
deluju na klju¢ne proteine kontrolisuci njihovu veli¢inu, strukturu i sastav, proteaze igraju
vaznu ulogu tokom razli¢itih biohemijskih procesa.l® Proteaze, kao vazna grupa industrij-
skih enzima, zauzimaju skoro 60% celog trzista enzima i takode ¢ine 40% ukupne prodaje
enzima, zbog njihove primena u mnogim industrijama kao sto su industrija deterdZenta,
koZarska industrija, prehrambena industrija, prerada mesa, proizvodnja sira, papira i pulpe,
recikliranje srebra iz fotografskih filmova, i procesima biremedijacije. Ovi enzimi mogu ta-
kode da se koriste kao terapija za upalne procese i otvorene rane.!4-18 Medutim, pored ovih
tradicionalnih primena proteaza, sve viSe se ispituje njihov potencijal u proizvodnji bioak-
tivnih peptida, strukturnih proteina ta¢no odredenih svojstava, farmaceutika i drugih finih
hemikalija.

Razli¢ite proteaze imaju razlicita svojstva kao sto su kataliti¢ka aktivnost, tempera-
tura reakcije, pH vrednost, specifi¢nost supstrata, specifi¢nost aktivnog mesta i stabilnost.1®
Zbog jednostavnosti u proizvodnim procesima, poZeljnija je proizvodnja proteaza iz mikro-
organizama. Vecina mikrobnih proteaza je ekstracelularna i izluc¢uje se u medijumu za fer-
mentaciju, Sto olaksava dalje procese dobijanja.?’ Vecina komercijalno dostupnih proteaza
su alkalne i biosintetisu ih uglavnom bakterije kao $to su Pseudomonas, Bacillus i Clostridium,
takode se navodi da neke gljive proizvode ove enzime.?! Alkalne proteaze su veoma zna-
¢ajne sa industrijske tacke gledista, zbog svoje aktivnosti i stabilnosti na alkalnim pH vred-
nostima, ali njihova primena je u novije vreme sve Sira. Mogu se koristiti u sastavima od
detergenata do farmaceutskih proizvoda. Koriste se u industrijama hrane, mleka, tekstila
kao i u kozarskoj industriji (uklanjanje dlaka sa koZe i za njeno pranje, omeksavanje mesa,
razvoj ukusa kod sira ili poboljSanje svarljivosti sto¢ne hrane).?223

Alkalaza (EC 3.4.21.14), je komercijalna proteaza proizvedena iz soja bakterija Bacillus
licheniformis koja pripada klasi nespecificne endoproteaze serinskog tipa.?* Kao i druge
alkalne proteaze, alkalaza je prvo bila Siroko primenjena kao komponenta proizvoda za
¢iscenje, bududi da je bila prva detergentna proteaza koju je Novozymes razvio tokom 1960-
ih godina.?> Svojom upotrebom u proizvodnji proteinskih hidrolizata, alkalaza je nasla Si-
roku primenu u proizvodnji i modifikaciji hrane. Interesovanje za hidrolizate proteina pro-
gresivno raste u poslednje vreme, $to je interesantna alternativa upotrebi intaktnih proteina
kako u hrani, tako i u sto¢noj hrani.?¢?” Zasniva se na poboljsanju karakteristika proteina,

8



povecanju njegove svarljivosti ili smanjenju njegovih alergenih osobina. Stavige, proizvod-
nja novih jedinjenja, slobodnih aminokiselina i peptida razli¢itih veli¢ina i sekvenci, moze
poboljsati funkcionalna i bioloska svojstva originalnog proteina, u zavisnosti od izvora pro-
teina supstrata i upotrebljene proteaze.?8? Medu ovim peptidima, mnogi mogu imati razli-
¢ite bioloske aktivnosti, odnosno mogu pozitivno uticati na metabolizam i zdravlje ljudi i
zivotinja, $to je intenziviralo istraZivanja u cilju uspostavljanja protokola za proizvodnju o-
vih peptida. Alkalaza je nasla Siroku primenu u ovoj oblasti.30

Peroksidaze (EC 1.11.1.7), buduc¢i da su oksidoreduktaze, katalizuju oksidaciju i re-
dukciju raznih jedinjenja i peroksida. To su proteini sa hem grupom koji imaju molekulsku
tezinu u rasponu od 30 do 150 kDa i imaju specifiénu prosteticku grupu, tj. feriprotoporfirin
IX poznat i kao gvozde (III) protoporfirin IX. Znacajna uloga aktivnosti peroksidaza u Zivim
organizmima, posebno u Zivotinjama, mikroorganizmima i biljkama, je otkrivena od 90-ih
godina 20. veka. Njihova aktivnost doprinosi lignifikaciji i pruza pomo¢ u mehanizmu opo-
ravka biljnih tkiva koja su ili zaraZena ili telesno ostecena.31:32 Peroksidaze katalizuju oksi-
daciju peroksida i raznih drugih supstrata.33-35 Upotreba peroksidaza u imunoloskim testo-
vima i klini¢koj biohemiji je mnogostruka. Neke od novih i efikasnih upotreba peroksidaza
obuhvataju fenolna jedinjenja koja sadrze otpadne vode, uklanjanje peroksidne kontamina-
cije i ostataka iz prehrambenih proizvoda, kao i industrijski otpad i sintezu aromati¢nih he-
mikalija i jedinjenja.3637 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 takode se koriste za proizvodnju peroksidaza.383

Peroksidaza iz rena (HRP-C) je enzim koji sadrzi hem grupu koji je sposobna da ka-
talizuje oksidaciju razli¢itih organskih jedinjenja kao $to su hlorisana organska jedinjenja,
fenoli, boje u tekstilnoj industriji, efluenti i ulja uz istovremenu redukciju vodonik-perok-
sida (H20:) na njegovom kosupstratu stvarajuci velike reaktivne hidroksilne radikale.0 Izo-
enzimi peroksidaze rena pripadaju klasi III (sekretne biljne peroksidaze) superfamilije bilj-
nih peroksidaza, koja uklju¢uje peroksidaze bakterijskog, gljivi¢nog i biljnog porekla. HRP-
C je pokazala potencijal kao katalizator za bioremedijaciju, zbog svoje sposobnosti da oksi-
dira veliki broj boja ¢ak i u prisustvu zagadivaca koji se obi¢no nalaze u otpadnim vodama,
njene sposobnosti da funkcioni$e u $irokim rasponima temperatura i pH vrednosti, njene
dostupnosti i relativno niske cene.#1-# Medutim, pod razli¢itim uslovima HRP-C nije sta-
bilna. Glavni problem u reakciji koju katalizuje slobodna HRP-C je cena enzima, kao i niska
stabilnost biokatalizatora, narocito u industrijskim uslovima i u prisustvu supstrata- vodo-
nik-peroksida, $to znacajno podize cenu celog procesa.

Jedan pristup za povecanje stabilnosti enzima i razvoj isplativog bioprocesa pred-
stavlja imobilizacija biokatalizatora na razli¢itim nosacima, ¢ime se omogucava njegova po-
novna upotreba.546 Imobilizacijom enzima na razli¢ite prirodne i sinteticke organske ili ne-
organske materijale mozemo dobiti enzimske sisteme sa povoljnim svojstvima. Imobilisani
enzimi se mogu lako odvojiti iz reakcionih sistema za ponovnu upotrebu i koristiti vise puta
ili kontinuirano u razli¢itim reaktorima, $to bi smanjilo kontaminaciju proizvoda enzimom
i scale-up ucinilo jednostavnijim.4748 Imobilisani enzimi su takode c¢esto pokazivali vecu
selektivnost i specifi¢nost.*

Izbor odgovarajuceg nosaca i metode imobilizacije je veoma vazan da bi se poboljsala
stabilnost enzima, a u nekim slucajevima cak i aktivnost.#°0 Alginat ima veliki potencijal
kao nosac jer sadrzi veliki broj visoko negativno naelektrisanih grupa koje se na razlicite
nacine i preko jonskih interakcija mogu vezati za enzim. Pored toga, ovaj prirodni polisa-
harid sintetizovan od smedih morskih algi i bakterija u zemljistu, lako formira strukture

9



sli¢ne gelu u prisustvu dvovalentnih katjona, obi¢no Ca?* u koje se enzim moZe umetnutiili
se hemijski vezati.5%2 Do sada su razvijene razli¢ite metode alginatnog zeliranja (spoljno,
unutrasnje i hladno Zeliranje), kao i metode za dobijanje cestica kalcijum-alginata (ekstru-
zija, emulzija, suSenje rasprsivanjem, kompleksna koacervacija).?3-5 Najpopularniji metod
za imobilizaciju razli¢itih enzima koris¢enjem alginatnih cestica je inkapsulacija.51:5256.57 Me-
dutim, za imobilizaciju alkalaze, potrebno je uzeti u obzir nekoliko aspekata, kao sto su je-
dinstvene karakteristike supstrata, obi¢no velikih makromolekula, §to uzrokuje unutrasnja
ogranicenja difuzije ovog velikog molekula unutar katalizatora i sklonost enzima ka auto-
lizi. Stavige, molekuli enzima nisu dovoljno veliki da se izbegne njihovo ispiranje iz gela, pa
imobilizacija ovog enzima inkluzijom u polimernu matricu je pra¢ena smanjenjem katali-
ticke efikasnosti u uzastopnim hidrolitickim ciklusima, kao posledica curenja enzima iz
hidrogela. S druge strane, kovalentno vezivanje razlic¢itih enzima za cestice kalcijum-algi-
nata, npr. preko tzv. ,viSetackastog kovalentnog vezivanja” koris¢enjem karbodiimida kao
aktivirajuceg agensa, opisano je kao pogodan metod za postizanje stabilizacije nekoliko
enzima kao Sto su P-galaktozidaza, acetilholinesteraza, a-amilaza i drugi.58-% Iako enzimi
kovalentno vezani za alginatne ¢estice nude neke posebno atraktivne prednosti za mnoge
bioloske primene, koliko nam je poznato, u literaturi ne postoje studije koje se odnose na
kovalentnu imobilizaciju alkalaze na alginatnim mikronskim ili submikronskim ¢esticama.
Generalno, pored velike primene i znacaja proteaza za modifikaciju proteina u prehrambe-
nim matrksima, kovalentna imobilizacija proteaza i njihova primena za katalizu hidroliti¢-
kih reakcija u realnim sistemima hrane nije puno ispitivana, odnosno mnogo manje u pore-
denju sa drugim enzimima.6!

Vecina postoje¢ih metoda imobilizacije enzima na ili unutar alginatnih ¢estica odnosi
se na proizvodnju cestica veli¢ine 100-2000 um, dok se o submikronskim alginatnim cesti-
cama moZe naci samo oskudna literatura. Za potrebe imobilizacije enzima, submikronske
alginatne cestice (<1 pm) imaju brojne prednosti u odnosu na vece Cestice i pruzaju reSenje
za generalno kontradiktorna pitanja u vezi sa optimizacijom sistema imobilizacije, kao $to
su mnogo veca mehanicka ¢vrsto¢a, minimalno ogranicenje difuzije, maksimalna povrsina
po jedinici mase i mogucnost vezivanja vece koli¢ine enzima.6? Stavise, mogu lako da pro-
ti¢u kroz uske prskalice i kanale koji bi bili blokirani ve¢im ¢esticama. Ve¢ina metoda opi-
sanih u literaturi za proizvodnju alginatnih nanocestica, nanoagregata i nanokapsula su
komplikovane za izvodenje, ¢esto uklju¢uju upotrebu razli¢itih hemikalija (osim alginata i
izvora jona Ca?*) i imaju ograni¢enu sposobnost kontrole veli¢ine cestica (agregata genera-
cija). Pored toga, vecina njih nije pogodna za dobijanje velikih koli¢ina cestica, $to znaci da
nisu od velikog znacaja za industrijsku primenu.63-6

Hidrogelovi i nanomaterijali koji obezbeduju veliku povrsinu, veliki broj funkcional-
nih grupa i druge prednosti nisu optimalni nosaci u smislu reciklacije i ponovne upotrebe
biokatalizatora jer se ne mogu izdvojiti iz reakcionog medijuma nakon reakcije koris¢enjem
uobicajenih operacija kao $to su centrifugiranje ili filtracija. Medutim, primena magnetnih
nanocestica moZze imati veliki potencijal u ovoj oblasti za olak$anu separaciju biokataliza-
tora iz reakcionog medijuma zbog olakSsane magnetne separacije primenom spoljasnjeg
magnetnog polja.t”

Kao magnetni materijal, nanocestice oksida gvozda (magnetit) su uspesno koris¢ene
ne samo za imobilizaciju enzima, ve¢ i u mnogim drugim oblastima kao $to su odvajanje
biohemijskih proizvoda i magnetski potpomognuta isporuka lekova.®® Mogu se modifiko-
vati funkcionalnim grupama ili neorganskim jedinjenjima da bi se dobio magnetni nosac
koji ima veliki potencijal za imobilizaciju enzima.®® Medutim, magnetit ima neka
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ogranic¢enja u prakti¢noj primeni, kao sto su hemijska nestabilnost (lako oksiduju na vaz-
duhu), laka aglomeracija, problemati¢na distribucija i sakupljanje.”” Integrisanje magnetita
u druge materijale za stvaranje kompozitnih ili hibridnih materijala (npr. ugljeni¢ne nano-
cevi sa magnetitom, biopolimeri konjugovani sa magnetitom)”!-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 reS8avanje ovih nedostataka magnetita.”#-78 U okviru ove
doktorske disertacije sintetisa¢e se magnetne nanocestice oblozene alginatom i ispitace se
njihov potencijal za imobilizaciju dva industrijski vazna enzima. Navedene ¢estice kombi-
nuju prednosti obe vrste Cestica (Cestice gela i magnetita) i to: brzo odvajanje spoljnim mag-
netnim poljem i/ili gravitaciono taloZenje zbog velike gustine, velika hemijska stabilnost
posebno pri nizem pH vrednostima rastvora, pojacana aktivnost enzima i moguénost pri-
mene velikog broja dostupnih metoda koje mogu da daju velike koli¢ine ¢estica pod blagim
i jednostavnim uslovima pripreme.

U ovom radu sintetizovana su dva tipa cestica kalcijum-alginata (mikronske i sub-
mikronske ¢estice). Submikronske cestice alginata su dobijene u ultrazvu¢nom uredaju koji
koristi rasprsivanje rastvora natrijum-alginata pomocu jedinice za rasprsivanje ultrazvuc-
nog rasprsivaca. Nakon toga, alginatni aerosol se susi i zatim prenosi strujom vazduha u
kolonu sa vlaznim zidovima, gde se odvija Zeliranje u rastvoru kalcijum-hlorida. Takav
sistem ima dve novine u poredenju sa konvencionalnom ultrazvu¢nom rasprsivanjem. Prva
je susenje aerosola, koje omogucava stvaranje funkcionalnih submikronskih ¢estica iz raz-
blazenih rastvora alginata. Naime, susenje alginatne matrice dovodi do povecanja koncen-
tracije alginata i ¢vrstoce Cestica. Jo$ jedna novina je nacin sakupljanja cestica, pomocu ko-
lone sa vlaznim zidovima koji prevazilazi mnoge probleme, uklju¢ujuci zacepljenje kolone
i formiranje aglomerata na ulazu i izlazu iz kolone koji nastaju kada alginat nije u obliku
aerosola.

Druga vrsta alginatnih ¢estica, mikrocestica, koje su formulisane u ovom radu, dobi-
jena je metodom elektrostaticke ekstruzije koja se zasniva na procesu formiranja alginatnih
kapljica pod uticajem elektrostatickih sila.5>>* Od posebnog interesa je inkapsuliranje mag-
netita u Cestice kalcijum-alginata, posto je kovalentno vezivanje enzima za kalcijum-alginat
koris¢enjem karbodiimida kao aktivirajuceg agensa opisano kao pogodan metod za posti-
zanje stabilizacije i dobrih performansi nekoliko enzima ukljuc¢ujuéi alkalazu, p-galaktozi-
dazu, acetilholinesterazu, a-amilazu i druge.>¢-587° Na osnovu uvida u literaturu, u ovom
radu ¢e se prvi put ispitati peroksidaza kovalentno imobilisana na MAB ¢esticama. Do sada,
najbliZi sistem ovom sistemu je onaj koji su dali Vasak (Wasak) sa saradnicima, koji su kori-
stili peroksidazu tipa DyP za imobilizaciju u alginatne feromagnetne ¢estice, ali su autori
primenili fizi¢ko zarobljavanje kao proceduru imobilizacije.80

Sinteticke boje imaju sloZenu aromati¢nu molekularnu strukturu i najmanje jednu
hromofornu grupu koja poseduje obojenost i neophodna su u razli¢itim znac¢ajnim indus-
trijama kao Sto su kozarska, papirna, kao i tekstilna industrija zbog svojih osobina bojenja.8!
Tekstilne boje su posebno jaki zagadivaci zbog svoje visoke toksi¢nosti po zivotnu sredinu,
kao i potencijalne toksi¢nosti koja je rezultat degradacije boja u ekosistemu.’? Iako sastav
proizvoda razgradnje tekstilnih boja varira, tokom redukcije boja i njihovih meduproizvoda
mogu nastati visoko mutagena ili kancerogena jedinjenja. Konzumacija vode kontaminirane
bojom od strane ljudi moze izazvati razne Stetne zdravstvene efekte kao $to su problemi sa
disanjem, supresija imuniteta, poremecaji centralnog nervnog sistema, problemi u ponasa-
nju, alergijske reakcije, nekroza tkiva i infekcije koze i ociju.83 Ovi ekoloski i zdravstveni
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problemi povecali su interesovanje istrazivaca i industrije za pronalazenje efikasnih metoda
za uklanjanje ili degradaciju velikih koli¢ina ovih zagadujucih efluenta iz otpadnih voda u
kratkom vremenskom periodu bez stvaranja sekundarnog zagadenja.3* Razli¢ite metode
uklanjanja boje ustanovljene su u bezbrojnim istrazivackim radovima koji tvrde da se razli-
¢ite boje mogu uspesno razgraditi postupcima, kao sto su fizicka adsorpcija, hemijska oksi-
dacija, hemijska koagulacija/taloZenje, elektrohemijska oksidacija, ultra/nano filtracija, fo-
tokataliza i bioloska anaerobna/aerobna degradacija i/ili konverzija.85-°2 Medutim, postoji
niz nedostataka tehnika sinteti¢ckog uklanjanja boja koje se moraju savladati: generisu se
velike koli¢ine aktivnog mulja koje zahtevaju pravilno skladistenje i tretman, visoka cena i
mala efikasnost procesa. Sa druge strane, bioloskim postupcima koji se zasnivaju na primeni
enzima i mikroorganizama poput bioremedijacije otpadnih voda sinteti¢kih boja moguce je
postici veliku uc¢inkovitost u uklanjanju boja bez opasnosti stvaranja toksi¢nih proizvoda ili
generisanje otpada. Bioloski procesi su klasifikovani kao potpuno prirodne metode gde se
organske boje pretvaraju u potpuno bezopasne krajnje proizvode.”

U ovom radu, ispitana je izvodljivost kovalentne imobilizacije alkalaze na mikronske
i submikronske cestice 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/nosac, 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 ¢esticama. Optimalno
proizvedeni biokatalizatori su zatim korisc¢eni u industrijski vaznim reakcijama, ukljucujudi
enzimsku hidrolizu proteina iz belanceta i soje. Dobijeni rezultati su uporedeni 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 ¢e imati najbolje karakteristike u pogledu
prinosa imobilizacije, kapaciteta vezivanja enzima, mehanicke stabilnosti i aktivnosti imo-
bilisanog enzima. Potom su performanse razvijenog biokatalizatora testirane u industrijski
vaznim reakcijama; odnosno ispitan je njegov kataliti¢ki potencijal u uklanjanju dve antra-
hinonske boje, AB225 i AV109. Ove kisele antrahinonske boje, koje imaju Siroku upotrebu
za bojenje i Stampanje vune, poliamida, svile i mesanih vlakana, odabrane su kao modeli za
ova ispitivanja kao glavna klasa obojenih zagadivaca Zivotne sredine zbog svoje visoke tok-
si¢nosti i otpornosti na degradaciju i zato je vazno ukloniti ih iz industrijskih efluenata pre
nego Sto se isti ispuste u zivotnu sredinu.%
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I. TEORIJSKI DEO

I.1. INDUSTRIJSKI ENZIMI

U savremenoj nauci i tehnologiji, enzimi su postali klju¢ni akteri u preoblikovanju
industrijskih procesa, postavljajuci temelje za razvoj napredne biotehnologije. Kao esenci-
jalni biokatalizatori, industrijski enzimi, poput proteaza i peroksidaza, omogucavaju razvoj
odrzivih i efikasnih tehnoloskih reSenja, pruzajudi alternativu tradicionalnim hemijskim
metodama. Njihova sposobnost da deluju specifi¢no i efikasno na Sirokom opsegu tempe-
ratura i pH vrednosti ih ¢ini idealnim za razlicite industrijske aplikacije. Posebno, tehnika
imobilizacije ovih enzima je otvorila nove moguc¢nosti za njihovu ponovljenu upotrebu i
kontrolisanu aplikaciju u industrijskim procesima.?>%

Proteaze, koje katalizuju razlaganje proteina na manje fragmente, kad su imobilisane,
pokazuju poboljsanu termalnu stabilnost i otpornost na promenljive uslove okruzenja, sto
je klju¢no u industrijskim primenama kao $to su proizvodnja detergenata, hidroliza prote-
ina i razvoj terapeutskih agenasa u farmaciji. Ova karakteristika omogucava njihovu efika-
sniju upotrebu i smanjuje troskove proizvodnje.!8 S druge strane, peroksidaze su instrumen-
talne u oksidaciji razli¢itih supstrata, igrajuci klju¢nu ulogu u ekoloskom inZenjeringu. Kada
se imobiliSu, postaju snazni alati u bioremedijaciji i obradi otpadnih voda, jer njihova imo-
bilizacija povecava otpornost enzima na inhibitore prisutne u industrijskim otpadima.
Takva pobolj$anja omogucavaju peroksidazama da efikasno razgraduju toksi¢ne materije,
Sto je klju¢no za ekolosku odrzivost.””

Bitno je postaviti teorijski i prakti¢ni okvir za dublje razumevanje uloge i potencijala
ovih industrijskih enzima, kao i istraziti kako oni, posebno u imobilisanom obliku, mogu
doprineti razvoju odrzivih i efikasnijih industrijskih procesa.

I.1.1 PROTEAZE

Proteaze su enzimi koji se prirodno pojavljuju u vecini zivih ¢elija i obavljaju vitalne
tizioloske funkcije kao Sto su aktivacija proenzima, koagulacija krvi posttranslaciona modi-
fikacija i inflamacija.? Oni imaju centralnu funkciju u apsorpciji aminokiselina u celije
hidrolizom proteina i u metabolisanju azota.?®1% One predstavljaju najistaknutiju porodica
gena koja ¢ini priblizno 2% naseg genoma.%! Medutim, veé¢ina proteaza pocetno proizvede-
nih u prirodi su neaktivni prekursori zvani proenzimi ili zimogeni koji sprec¢avaju nezeljene
proteolize. Oni prolaze kroz konformacione promene izazvane okolnom sredinom ili otcep-
ljuju aktivacioni segment da bi dobili aktivni oblik.??

Proteaze se sastoje ne samo od jednog enzim, ve¢ takode sadrze skup enzima (koji
ukljucuje proteinaze, peptidaze i amidaze). Proteinaze ucestvuju u hidrolizi celih protein-
skih molekula oslobadajuci peptone i amino kiseline. Peptidaze izazivaju hidrolizu peptida
i oslobadaju amino kiseline, dok amidaze katalizuju hidrolizu aminokiselina i oslobadaju
amonijak.10210 Molekulska masa proteaza je u opsegu 18-90 kDa.1¢
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Danas vecdina enzima koji se koriste u industriji je hidroliti¢ka i koristi se za razgradnju
razli¢itih prirodnih materijala. Zbog Siroke upotrebe u industriji mleka i deterdzenata, pro-
teaze predstavljaju dominantni tip enzima.1% Stavige, one su ekologki prihvatljive i obi¢no
imaju tendenciju da smanje nivo toksi¢nosti u atmosferi nakon upotrebe u industriji.1%

Zbog njihove mogucénosti da raskidaju peptidne veze u proteinima, proteaze predstav-
ljaju osnovne industrijske enzime sa Sirokom primenom u hemijskim i biohemijskim proce-
sima. Glavne prednosti koriSéenja proteaza u industriji su aktivnost pri blagim uslovima
reakcije, stereo-specifi¢nost, biorazgradljivost, moguénost proizvodnje prirodnih proiz-
voda.l® Vrednost svetskog trzista proteolitickih enzima ¢e se povecavati za 6,1% godiSnje
do 2024. godine. Ocekuje se da ¢e do 2024. godine ukupna vrednost prihoda na svetskom
trZiStu 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 (-NH: ili -
COOH terminalne grupe supstrata) poznate su kao egzopeptidaze (EC 3.4.11-19), dok one
koje hidrolizuju unutrasnje peptidne veze proteina su poznate kao endopeptidaze (EC
3.4.21-99) 12106

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 Siroku raznolikost u prirodi koja se javlja ne samo u carstvu
¢elijskih organizama, ve¢ su prisutne i u mnogim virusnim genomima. Od poznatih
proteolitickih enzima, jedna trecina su serinske proteaze. To su generalno enzimi koji u ak-
tivnom centru imaju aminokiselinski ostatak serina i najcesc¢e 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 potice od ostatka Ser, koji je nukleofilan i nalazi se u aktivhom centru enzima.
Intermedijer acil-enzima se formira reagovanjem serinskog ostatka sa karbonilnim krajem
predstoje¢e peptidne veze supstrata. Njihova nukleofilna aktivnost se moZe prepisati
kompleksu Asp, His i Ser ostatakal07108
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I.1.1.1.2.2 Metalo-proteaze

Metalo-proteaze su uglavnom endopeptidaze koje sadrZe cink. Joni metala, prisutni
u gljivama, kao $to su kobalt, kalcijum i cink su uklju¢eni u njihovu reaktivaciju. Veéina
gljivi¢nih i bakterijskih metaloproteaza poseduju enzime koji sadrZe 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 Sto je EDTA, ali su neosetljivi na cisteinske ili sulfohidrilne inhibitore.10?

I.1.1.1.2.3 Aspartatne proteaze

Asparatatne proteaze su dvokrake sa centralnim katalitickim mestom, koje se sastoji
od dva ostatka aspartata. Ove proteaze funkcionisu pri kiseloj vrednosti pH i nalaze se u
zivotinjama, biljkama i mikroorganizmima. Aspartatne proteaze imaju afinitet prema hidro-
fobnim amino kiselinama u blizini dipeptidne veze. Najpoznatiji predstavnici su pepsin i
renin, koji su zivotinjski stomacni 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
proteoliticku aktivnost su u rasponu 6-8, dok je optimalna temperatura 50-70 °C. Vodonik-
cijanid prikazuje posledi¢nu ulogu pri aktivaciji ovih enzima zahvaljujudi regeneraciji -SH
grupe. Ove proteaze mogu da se inhibiraju oksidiraju¢im agensima i pokazu osetljivost na
sulfohidrilne agense npr. p-CMB, medutim one ostaju nepromenjene sa sredstvima za heli-
ranje metala.l3

1.1.1.1.2.5 Egzopeptidaze

Egzopeptidaze katalizuju raskidanje karakteristi¢nih 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 vece klase ami-
nopeptidaze i karboksipeptidaze.114115

I.1.1.1.2.5.1 Aminopeptidaze

Aminopeptidaze oslobadaju tripeptidne, dipeptidne i pojedina¢ne 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 Ssirokom opsegu mikrobnih sojeva, uklju¢ujuci bakterije
i gljivice.8
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Aminokiselina Polipeptid

Slika 1. Reakcija katalizovana aminopeptidazom
I.1.1.1.2.5.2 Karboksipeptidaze

Karboksipeptidaze pokazuju svoje kataliticku aktivnost na slobodnom C terminalom
kraju polimera aminokiselina uz oslobadanje dipeptida i pojedina¢nih amino kiselina (slika
2). One se primarno ne tretiraju kao endopeptidaze, jer ostavljaju aminokiselinu na ciljanom
proteinu. Umesto toga, one su zasluzne za klanjanje ostataka dodatih na C-terminalnom
kraju ciljanog proteina. Medu metalo-karboksiproteazama, karboksipeptidaza tipa A
prvenstveno uklanja bo¢ni ili aromati¢ni lanac i smanjuje veli¢inu enzima, dok se tip B uvodi
u proces za osnovne amino kiseline.106

. _Piﬂ_. AJJY' + BVL.
1 i

Polipeptid Aminokizelina

Slika 2. Reakcija katalizovana karboksipeptidazom
I.1.1.1.2.6 Endopeptidaze

Endopeptidaze raskidaju peptidnu vezu na mestu unutar supstrata (slika 3). Pod uticajem
odredene funkcionalne grupe prisutne na aktivnhom mestu, endopeptidaze su dalje
podeljene na serinske, aspartatne, cisteinske i metalo-proteaze.114116

Hi‘-. Low - *\/L
8 &

Polipeptidni ostatak: Polipeptidni ostatak

Slika 3. Reakcija katalizovana endopeptidazom
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I.1.1.2 Izvori proteaza

Proteze su neophodne za sve zZive organizme i za njihov metabolizam. Postoje razli-
¢iti izvori proteaza, kao Sto su biljke, gljive, Zivotinje i mikroorganizmi.0”

I.1.1.2.1 Biljni izvori proteaza

Koriséenje biljaka kao izvor proteaza zavisi od razlicitih faktora, kao $to su pristu-
pacnost zemljistu namenjenom za uzgajanje biljaka i pogodnost klimatskih uslova za uzgoj.
Stavige, za dobijanje proteaza iz biljaka je potrebno uloziti dosta vremena. Neke od dobro
poznatih proteaza kao Sto su papain, bromelin i keratinaza su proizvedene iz biljnih
izvora.l'* Papain se proizvodi iz papaje (Carica papaya) i ima svojstva zgrusavanja mleka i
digestije proteina pri Sirokom opsegu pH vrednosti. Bromelin je biljna proteaza koja se do-
bija iz lista, soka, stabljike i kore ananasa. Moze efikasno kontrolisati rast tumorskih celija.1”
Keratinaze se proizvode od grupe biljaka koje se koriste za uklanjanje kose i vune iz kanali-
zacionih sistema.!18

1.1.1.2.2 Zivotinjski izvori proteaza

Najpoznatiji enzimi izolovani iz zivotinjskih tkiva su tripsin, himotripsin, pepsin i
renin. Iz creva zivotinja se izoluje tripsin, koji predstavlja enzim za varenje i odgovoran je
za hidrolizu proteina iz hrane. Himotripsin se moze naci u proizvodima koji se izlu¢uju iz
pankreasa zivotinja. Precis¢eni himotripsin je skup enzim i koristi se u analitici i dijagnostici.
Proteaza renet se proizvodi kao neaktivan prekursor u stomaku svih sisara. Uz pomo¢ pep-
sina se prevodi u aktivan oblik. Koristi se u mle¢noj industriji za dobijanje surutke. Pepsin
je kisele prirode i nalazi se u stomaku skoro svih ki¢menjaka.18

1.1.1.2.3 Mikroorganizmi kao izvori proteaza

U svetlu ograni¢enih kapaciteta Zivotinjskih i biljnih proteaza da zadovolje rastuce
zahteve globalnog industrijskog sektora, istrazivaci su usmerili fokus ka identifikaciji i
eksploataciji mikrobnih izvora kao alternativnog reSenja.l” Proteaze koje su dostupne danas
na trzistu se najces¢e dobijaju iz mikroorganizama. Ovo je zbog nekoliko razloga, kao sto
su visoka stopa proizvodnje, ogranic¢eni zahtevi prostora za uzgoj, Siroka biohemijska raz-
novrsnost, laka genetska manipulacija i karakteristike koje ih ¢ine prikladnim za biotehno-
losku primenu.?®119120 Proteaze izvedene iz mikroba ¢ine oko 40% cele globalne prodaje
enzima.?! Mikroorganizmi su odgovorni za proizvodnju intracelularnih i ekstracelularnih
proteaza. Intracelularne proteaze su od vitalnog znacaja za brojne metabolic¢ke krajnje pro-
izvode celijskih procesa kao sto su razlikovanje, okretanje proteina, sporulacija, prerada hor-
mona i proteina, uklanjanje nepotrebnih proteina, dok su ekstracelularne proteaze vaZzne
za potrosnju i hidrolizu proteinskih hranljivih materija. Ekstracelularne proteaze imaju zna-
¢ajnu ulogu i razli¢itu primenu u razli¢itim industrijama.’® Proteaze su izolovane od razli-
¢itih mikroorganizama kao sto 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.1?2 Alkalne serinske proteaze imaju najvecu primenu u bioindustriji.
Alkalne proteaze su od posebnog znacaja, jer su pogodnije za $irok spektar primena, posto
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
znacajnu ulogu u razli¢itim sektorima industrije, ukljucujuéi kozarsku industriju,
prehrambenu industriju, tekstilnu industriju, kao i u proizvodnji detergenata za ves,
zahvaljujué¢i svojim visokim Kkatalitickim aktivnostima i proizvodnim kapacitetima.
Karakterise ih povecana 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, 27128 B. alkaloophilus, B. amyloliquefaciens, B. clausii, B. halodurans, B. lentus, B.
licheniformis, 18129 B. pumilus,130 B. circulans,'3! i B. safensis.*

1.1.2 ALKALAZA (EC 3.4.21.14)

U kontekstu proteaza, alkalaza se smatra serinskom endopeptidazom koja pruza
informacije o kataliti¢koj strukturi poznatoj po klasi¢noj kataliti¢koj trijadi aminokiselina
(Asp, His, Ser), buduéi da je serin jedna od njih. Ovaj enzim takode raskida proteine u sre-
dini lanca aminokiselina.132133 Prvobitno je dobijen od Bacillus subtilis i nazvan ,,Subtilisin
Carlsberg” (slika 4). Otkrili su ga Linderstrom-Lang (Linderstrom-Lang) i Otesen (Ottesen), a
precistili Gtintelberg (Gtintelberg) i Otesen.’3* Druge proteaze su proizvedene iz razli¢itih
sojeva B. subtilis. One su pokazale Siroku specifi¢nost i imaju optimum u alkalnoj sredini.
Ovaj enzim se takode naziva subtilisin A, subtilopeptidaza A, a od kada ga je lansirao Novozim
(Novozymes), ,,Alkalaza” (Alcalase®). Danas se ovaj enzim proizvodi poluSarznom submer-
znom fermentacijom pomocu B. licheniformis bakterije.!3> Novozim je sredinom Sezdesetih
godina izbacio na trziste alkalazu kao prvu detergentsku proteazu, koja je koris¢ena kao
sastavni deo formulacija sredstava za ciS¢enje. Kasnije su predloZene i druge primene alka-
laze, kao dodatak u procesu degumiranja svilenih vlakana,'® ili enzimska modifikacija
povrsine poliamida.’3”

Primena pri proizvodnji i modifikaciji hrane je istaknuta 70-ih godina 20. veka u Ha-
lovom (Hale) izvestaju o primeni alkalaze u proizvodnji koncentrata ribljih proteina katali-
zovanjem hidrolize.’38 Komercijalna ,,Alcalase®” je registrovani zastitni znak Novozim kor-
poracije i sastoji se od te¢nog 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 izraZena
u Anson-ovim jedinicama (AU), a naj¢esca vrednost aktivnost je 22,4 Ug1, koja je Cistoce za
upotrebu u prehrambenoj industriji, prema uslovima zajednickog stru¢nog komiteta
FAO/WHO za aditive u hrani (JECFA) i hemijskog kodeksa hrane (FCC).13>
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U kontekstu hidrolize peptidnih veza, polozaji aminokiselina u supstratu u neposred-
noj blizini mesta hidrolize su konvencionalno oznaceni kao P1, P, P, itd., nalazedi se sa leve
strane raskinute peptidne veze, dok su pozicije desno od mesta hidrolize oznac¢ene kao Py,
Py, P3’, itd. U skladu s pretpostavkom da prva aminokiselina u proteinskom lancu ima N-
terminalni kraj, a poslednja C-terminalni kraj, aminokiselina na poziciji 1 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 oslobodenog
fragmenta.!18

Slika 4. Subtilisin Carlsberg (Alkalaza) vezan za inhibitor (narandzasto). Kataliticka Asp,
His, Ser trijada (Stapici) je vezana sa sedmostranim [-listovima u sendvi¢u izmedu dva
sloja a-spirala

Specifi¢nost alkalaze je opisana kao preferencijalna za veliki nenaelektrisani ostatak u
Py, kada su druge specifi¢nosti veé 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 jo$ jedan hidrofobni ostatak na P>’ ili P3".118
Na ovaj nacin, alkalaza se moze koristiti za dobijanje peptida sa hidrofobnim karakteristi-
kama. Zbog sirokog spektra aminokiselina koje moze da prepozna, reakcija hidrolize prote-
ina katalizovana alkalazom dovodi do obrazovanja velikog broja peptida kratkog lanca, od-
nosno male molekulske mase.135

Ova izraZzena selektivnost i specifi¢nost enzima omogucavaju primenu alkalaze na $i-
rok spektar proteinskih supstrata, rezultirajuci u visokom stepenu hidrolize proteina, bilo
da se koristi samostalno ili u sinergiji sa drugim proteazama. Kada je Ahmadifard (Ahmadi-
fard) sa saradnicima izvrsio poredenje izmedu efikasnosti alkalaze, papaina i komercijalnog
koktela koji sadrzi tripsin, himotripsin i aminopeptidazu u enzimskoj hidrolizi koncentrata
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proteina pirincanih mekinja i proteina soje, rezultati su pokazali da je alkalaza pokazala
vecu sposobnost hidrolize (oko 10 puta ve¢u od drugih ispitanih enzima).13

Alkalaza je izuzetno stabilna pri umereno alkalnim pH vrednostima. To je u¢inilo ve-
oma adekvatnim enzimom za detergente.¥0 Medutim, nije tako stabilna u drugim opsezima
pH vrednosti. Kompanija Novozim izvestava da se optimalna aktivnost moze naci na pH
vrednosti 10, maksimalna aktivnost na 70 °C i da enzim odrzava punu aktivnost na sobnoj
temperaturi u opsegu pH vrednosti 5-11, sa znacajnijim smanjenjem aktivnosti pri kiselijim
pH vrednostima nego na vise alkalnim pH vrednostima.'*! Enzim je takode prili¢no stabilan
u organskoj sredini, $to je omogucilo da se koristi u mnogim razli¢itim reakcijama.!4> Npr.
u 2-metil-2-propanolu i etanolu, 50% pocetne aktivnosti je zadrZano nakon 5 dana, a u terc-
amil alkoholu, alkalaza je ostala potpuno aktivna nedeljama. Medutim, u metanolu je samo
50% pocetne aktivnosti zadrzano nakon 35 min. Stabilnost se povecavala kako se polaritet
ili dipolni moment rastvara¢a smanjivao.!42 Cak i ako je enzim veoma stabilan, dalja stabili-
zacija moze povecati opseg radnih uslova.

I.1.3 ENZIMSKI TRETMAN PROTEINA HRANE

Pored klju¢ne uloge u procesu digestije, gde enzimi doprinose razgradnji proteina na
aminokiseline, olakSavajuci time njihovu apsorpciju, enzimi imaju znacajnu 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 razlazu, ¢ime se otkrivaju funkcionalne amino grupe i hidro-
fobne regije, a istovremeno se redukuje molekulska teZina rezultujucih proteinskih hidroli-
zata.143-147 Ove modifikacije su se pokazale bezbednim i smatraju se poZeljnijim od neen-
zimskih tretmana. Funkcionalna svojstva hidrolizata u velikoj meri zavise od vrste korisce-
nog enzima, opterecenja (odnos enzim/supstrat), vremena reakcije, temperature i stepena
hidrolize.143146 Enzimska razgradnja polipeptida je selektivna i proizvodi minimalne ili ni-
kakve nezeljene reakcije. I endo- i egzopeptidaze su koris¢ene za hidrolizu proteina u pobo-
ljfanju njihove funkcionalnosti. Endopeptidaze uklju¢uju tripsin, himotripsin, pepsin, pan-
kreatin, aktinidin, bromelain, papain i alkalazu. Oni hidrolizuju peptidne veze unutar pro-
teinske sekvence tako $to 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
viSe od tri ostatka od kraja. Za aktivnost egzopeptidaze potrebna je slobodna N-terminalna
amino grupa ili C-terminalna karboksilna grupa ili oboje. Sinergisticki efekat koktela
enzima moze biti potreban da bi modifikovani proteini imali bolja funkcionalna svojstva.
Enzimi sa Sirom specifi¢nos¢u mogu hidrolizovati vise peptidnih veza i izloziti nova mesta
koja mozda nisu bila dostupna specifi¢nijim enzimima.46

Enzimi gastrointestinalnog porekla (npr. pepsin, tripsin, himozin, himotripsin, itd.)
se Siroko koriste za razgradnju proteina do hidrolizata i peptida. Enzimi biljnog porekla za
hranu kao 8to su aktinidin (iz kivija), bromelin (iz ananasa) i papain (iz papaje) takode do-
bijaju na znacaju u preradi hrane. Medutim, za upotrebu u industrijskom obimu, proteoli-
ticki enzimi iz bakterija mle¢ne kiseline su predloZeni kao odrZivija opcija, bolja za scale-
up.18 Kod svih navedenih enzima, stepen enzimske modifikacije zavisi od supstrata i
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koncentracije, specifi¢nostii 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 moze dovesti do oslobadanja peptida gorkog i
neprijatnog ukusa, koji su nepoZzeljni i mogu smanjiti prihvatljivost prehrambenih proiz-
voda koji sadrze proteine potrosac¢ima..

Enzimski tretman deamidazom ili transglutaminazama koriséen je za poboljsanje ras-
tvorljivosti i drugih funkcionalnih svojstava proteina hrane.!4° Ovi tretmani povecavaju na-
elektrisanje proteina, $to zauzvrat povecava njegovu hidrofilnost i elektrostaticku odbojnost
izmedu lanaca specifi¢nih proteina kao sto su glijadini, uzrokujuci da se istezu u rastvoru i
stvaraju rastvorljiv proizvod. Dodavanje askorbinske kiseline stvara jone negativnog nae-
lektrisanja, koji stupaju u interakciju sa pozitivno naelektrisanim proteinima. Smanjenje e-
lektrostatickog odbijanja generalno poboljsava hidrofobne interakcije. Povecanje nekova-
lentnih interakcija moZe rezultirati ve¢om tendencijom stvaranja nerastvorljivih proteinskih
agregata, ¢ime se smanjuje rastvorljivost. Medutim, polimerizacija proteina koju katalizuju
mikrobna transglutaminaza (MTG) dovodi do povecanja njihovog neto negativnhog nae-
lektrisanja, sto favorizuje disocijaciju proteinskih agregata, ¢cime se povecava rastvorljivost.

Poboljsana rastvorljivost proteinskih hidrolizata je posledica smanjenja veli¢ine pep-
tida i povecane dostupnosti jonizujucih grupa. Delimi¢na hidroliza proteina ovsa znacajno
je poboljsala kapacitet zadrzavanja vode (WHC), snagu gela i tvrdo¢u uporedivu sa gelom
od belanaca. Enzimi su modulirali ravnotezu izmedu sile elektrostati¢kog odbijanja i hidro-
fobne privla¢ne sile medu polipeptidnim lancima tokom procesa Zzeliranja. U kontekstu
ekstenzivne hidrolize, ovaj proces rezultira stvaranjem peptida niske molekulske tezine,
koji potencijalno gube sposobnost da se agregiraju i formiraju ¢vrstu umrezenu strukturu.
Specifi¢ni rezultati istraZivanja na hidrolizovanom proteinu graska ukazuju da je, u pore-
denju sa dva evaluirana enzima (tripsin i alkalaza), hidroliticka obrada tripsinom rezultirala
poboljsanjem funkcionalnih svojstava proteina graska, verovatno usled ograni¢enije hidro-
lize u odnosu na tretman sa kombinacijom mikrobnih enzima.

I.1.3.1 Enzimska hidroliza proteina

Hidroliza proteina predstavlja raskidanje peptidne veze, pri ¢emu nastaju kradi ili
duzi 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 kontroliSe i omogucéava dobijanje proizvoda sa Zeljenim svojstvima. Ta-
kode, ona dovodi do promene veli¢ine molekula i promene hidrofobnosti proteina, kao i do
promene polarnosti i jonizujucih grupa proteinskih hidrolizata, sto direktno uti¢e na funk-
cionalne osobine dobijenih hidrolizata.!>!

Rastvorljivost, penjenje, Zeliranje i emulgaciona svojstva hidrolizata proteina zavise
od specifi¢nosti samog enzima i stepena hidrolize (DH). Medutim, upotreba enzima dovodi
do povecanja troskova samog procesa, pa se pribegava koriscéenju jeftinih sirovina i sup-
strata.!>? Pravilna selekcija enzima je klju¢na za osiguravanje optimalne bioloske aktivnosti
rezultirajucih hidrolizata. Enzimske tehnike su prepoznate kao ,,zelenim tehnologijama’” u
biotehnologiji, a distinktivna karakteristika enzima lezi u njihovoj sposobnosti da razlikuju

21



specifi¢ne grupe unutar molekula, ¢ime se postize regiospecificnost. Pored toga, njihova
sposobnost da razlikuju enantiomerne forme ¢ini ih stereospecifiénim. Medu enzimima,
hidroliticki enzimi su ekonomski najpovoljniji, budu¢i da ne zahtevaju ko-faktore za svoje
delovanje. Njihova primena u prehrambenoj industriji je ve¢ dobro uspostavljena i Siroko
dokumentovana.!?

Za postizanje proteinskih hidrolizata s ciljanim karakteristikama putem enzimske
hidrolize, klju¢no je temeljito razumevanje mehanizma ove hidroliticke reakcije. Specific-
nost odredenih proteaza moze varirati od stroge specifi¢nosti prema odredenim aminokise-
linama koje su ukljucene u formiranje peptidnih veza, do manje striktne specifi¢nosti 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 izmedu osnovnog peptida i enzima, poznatog kao Mihaelisov
kompleks;
II.  hidroliza peptidne veze prilikom koje se oslobada jedan ili dva peptida i
III.  nukleofilni napad na ostatak Mihaelisovog kompleksa u cilju oslobadanja drugih
peptida i reciklacije slobodnog enzima.

Enzimskom hidrolizom peptidnih veza povecava se broj jonizujucih grupa (-NHs* i
-COO), koji je pracen povecanjem hidrofobnosti molekula i ukupnog naelektrisanja, a upo-
redo i smanjenjem molekulske mase peptida i strukturnim promenama unutar molekula
proteina.’® Nakon dodatka enzima u reakcionu smes$u molekula proteina, dolazi do formi-
ranja enzim-supstrat kompleksa koji moZe da disosuje i dovede do formiranja slobodnog
enzima i supstrata ili slobodnog enzima i proizvoda reakcije.15 Generalno prihvacen meha-
nizam enzimske hidrolize proteina proteazama zasniva se na ¢injenici da je disocijacija Mi-
haelisovog kompleksa na slobodan enzim i proizvod reakcije, stupanj koji kontrolise u-
kupnu brzinu reakcije hidrolize.

Proces hidrolize proteina inicira se kada se peptidne veze supstrata translociraju na
aktivno mesto enzima, zahtevajuci da enzimski protein bude u konformacionom stanju po-
godnom za katalizu. Odrzavanje kataliticki aktivne konformacije enzima zahteva pazljivo
podesavanje reakcionog medijuma na optimalne pH vrednosti i temperature. S obzirom na
to da temperatura uti¢e na pH vrednost rastvora, neophodno je prvo prilagoditi tempera-
turu rastvora pre podeSavanja njegovog nivoa pH vrednosti.’>” Postoje dva pristupa pri-
premi supstrata za enzimsku hidrolizu: jedan ukljuc¢uje disperziju proteinskog materijala u
vodi, sa naknadnim podesavanjem pH vrednosti, dok drugi koristi rastvor pufera na Zelje-
noj pH vrednosti.’>8 Prva metoda, primena vodenog rastvora, omogucava kontinuirano pra-
¢enje reakcije kroz dodavanje hidroksida za odrZavanje Zeljenog pH nivoa. S druge strane,
puferska metoda ogranic¢ava fluktuacije pH vrednosti, ali nije pogodna za kvantitativhu
procenu stepena enzimske katalize putem zapremine dodatog alkalnog rastvora. Takode,
puferska metoda ne pruZa jasne indikacije o zavrsetku proteolize, budu¢i da se tokom reak-
cije javljaju minimalne promene pH vrednosti. Nasuprot tome, vodeni sistem omogucava
preciznije odredivanje kraja reakcije, jer se promena pH vrednosti smanjuje i zaustavlja kada
enzimska reakcija prestane, odnosno kada vise nema hidrolize proteina.

Hidroliticka degradacija proteina karakteristi¢no uklju¢uje oslobadanje H* jona, sto
dovodi do progresivnog akumuliranja kiselosti i smanjenja pH vrednosti reakcione smese
tokom vremena. Ovo smanjenje pH vrednosti moze negativno uticati na aktivnost proteaza,
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potencijalno dovodeci do njihove inaktivacije. Stoga, kako bi se odrZzale optimalne brzine
hidrolize, esencijalno je neutralisati akumulirane H* jone i time odrzavati pH vrednost re-
akcione smese unutar optimalnog opsega. Uobicajeni postupak u ovom kontekstu ukljucuje
dodavanje odgovarajuce baze, tipi¢no natrijum-hidroksida (NaOH), kako bi se neutralisali
oslobodeni H* joni i pH vrednost efikasno vratila na optimalni nivo ili na izvornu vred-
nost.159-161 Nezeljeni efekat dodavanja NaOH tokom proteolize je prisustvo visokog nivoa
ostatka (natrijuma) u finalnom proizvodu proteinskog hidrolizata.1> Medutim, ako pad pH
vrednosti nije znacajan ili proteaza ima Sirok opseg pH aktivnosti, onda dodavanje NaOH
mozda nece biti potrebno.

Kada se hidroliza proteina zavrsi ili se postigne odgovarajudi stepen hidrolize, reak-
cija se moZe zaustaviti koris¢enjem razli¢itih metoda:

I. reakciona smesa se podesava na nivo pH vrednosti gde je enzim neaktivan. Za vecinu
proteaza, ovo znaci podesavanje na pH vrednosti 4-5 posto je aktivnost obi¢no izvan
ovog pH opsega.1®0 Za biljne proteine podesavanje pH vrednosti u opsegu 4-6, ima
prednost talozenja nesvarenih proteinskih molekula, sto poboljsava odvajanje ras-
tvorljivih peptida tokom naknadnog centrifugiranja da bi se dobio supernatant bogat
peptidima.

II. reakciona smes$a se drzi (5-20 min) na nivou temperature koji ¢e denaturisati prote-
azu i zaustaviti enzimsku aktivnost, obi¢no iznad 80 °C za veéinu enzima. Inaktiva-
cija proteaze je zavisna od temperature i moze se izvrsiti sa ili bez pH inaktiva-
cije.160163,164

III. reakciona smeSa se moZe ¢uvati na niskim temperaturama (obi¢no manje od -20 °C),

Sto takode zaustavlja enzimsku reakciju. Nedostatak metode zamrzavanja je u tome

Sto ako reakcija jo$ nije zavrSena na odabranoj krajnjoj tacki, enzim se moze ponovo

aktivirati kada se odmrzne pod povoljnim uslovima.

Kada se postigne krajnja tacka ili se enzimska reakcija zavrsi, reakciona smesa se za-
tim centrifugira da bi se izolovao supernatant gde su peptidi podeljeni; talog se obi¢no odba-
cuje. U zavisnosti od eksperimenata, supernatant se moze osusiti zamrzavanjem kao hidro-
lizat proteina ili podvrgnuti protokolima frakcionisanja peptida. Hidroliza proteina se moze
postic¢i sa jednim enzimom ili kombinacijom dva ili vise enzima.1% U tabeli 1 su prikazani
problemi koji se javljaju prilikom enzimske hidrolize proteina.

1.1.3.1.1 Hidroliza proteina jednim enzimom
Hidroliza proteina jednim enzimom predstavlja naj¢es¢i pristup koji se koristi u pro-
izvodnji hidrolizata proteina hrane. U ovoj metodi, protein koji se hidrolizuje se prilagodava

temperaturi i pH vrednostima koji omogucavaju optimalnu i dugotrajnu katalizu protea-
zom (slika 5). Tipi¢ni reakcioni uslovi za razli¢ite enzime prikazani su u tabeli 2.
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Tabela 1. Problemi koji se javljaju prilikom enzimske hidrolize proteina’6®

Problem Uzrok

Resenje problema

Reakcija hidrolize nije
optimizovana sa aspekta stepena
hidrolize i/ili izbora enzima

Previse jak termicki tretman
Gorc¢ina hidrolizata

Preveliko zadrzavanje na visokoj
temperaturi

Izabrati odgovarajudi enzim i
podesiti stepen hidrolize da ne bude
ni suvi$e mali ni suviSe veliki

Zameniti termicke tretmane
netermic¢kim postupcima

Smanyjiti dugo tretiranje na visokoj
temperaturi narocito ako je
proizvod koncentrovan

Hidrolizati nemaju ukus Infekcija u toku obrade

Proveriti kvalitet supstrata i/ili
smanyjiti vreme procesa u kome je
mogu rast mikroba. Druga
mogucénost je pasterizacija ili
dodatak soli.

Temperatura izvan kontrole

Mala koli¢ina enzima

Gubitak aktivnosti enzima usled
neadekvatnog ¢uvanja

Razblazenje enzima vodom pre u-

. . potrebe
Spora hidroliza

Inhibitor proteaza u supstratu

Koncentracija proteina drugacija
od ocekivane

Proveriti temperaturu upotrebom
drugog termometra

Povedati koli¢inu enzima

Proveriti na¢in ¢uvanja, rok
trajanja i aktivnost enzima sta-
ndardnom metodom sa azokazei-
nom

Enzim je stabilan samo u
originalnoj formulaciji, stoga ga ne
treba razblazivati

Eliminisati inhibitore termi¢kom de-
naturacijom ili nekim drugim
fizickim predtretmanom

Proveriti koncentraciju i ako je
potrebno podesiti je dodatkom
rastvora NaOH ili NaCl
Proveriti pH vrednost i podesiti na
odgovarajucu

Moze se izabrati jedna krajnja tacka gde ¢e se enzimska reakcija zaustaviti da bi se
izolovali digestirani peptidi ili se alikvot smeSe za varenje moze ukloniti u unapred odrede-
nim vremenskim intervalima kao sredstvo za pracenje kataliticke brzine.1¢0167 Po zavrsetku
enzimske reakcije, stepen hidrolize, koji predstavlja procenat ukupnog broja prekinutih
peptidnih veza, moZe se izrac¢unati pomocu nekoliko metoda.
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Tabela 2. Najcesce koris¢ene proteaze sa optimalnim uslovima za hidrolizu proteina

Proteaza Optimalna pH vrednost Optimalna temperatura (°C)
Alkalaza 8,0-9,5 50-60
Tripsin 7,0-8,0 37-50
Himotripsin 7,0-8,0 37-50
Pepsin 2,0 37-50
Pankreatin 7,0-8,0 37-50
Flevorzim 6,0-7,0 50-60
Papain 6,5-7,0 40-70
Neutraza 6,5-7,0 50-60
Protamex 7.0 50
Pronaza 7,0-8,0 37-40
Ficin 7/0 37
Bromelain 7.0 40-50
Alkalna proteaza 10,0 55
Validaza 7.0 55
Savinaza 8,0 40

Smesa proteina

A 4

Hidroliza proteina za vreme t

A 4

1. podesavanje temperature
2. podesavanje pH
3. dodavanje enzima

Uzorkovanje u istim vremenskim

intervalima (opciono)

Inaktiviranje enzima
(zagrevanje na 280 °C
10-15 min i/ili podesavanje pH)

N

Hladenje na sobnu T

A 4
Centrifugiranje
4 A 4
Precipitat | | Supernatant
A 4 \ 4
Odbaciti Zamrznuti
A 4
Hidrolizat proteina

Slika 5. Tipican dijagram toka hidrolize sa jednim enzimom?16
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U tabeli 3 su prikazane naj¢esé¢e metode koje se koriste za enzimsku hidrolizu prote-
ina sa svojim prednostima i manama.16

Tabela 3. Najcesce metode koje se koriste za pracenje enzimske hidrolize proteina sa
svojim prednostima i manama’¢®

Metoda Prednost Mana
o Preciznost zavisi od vrste enzima
Pracdenje u realnom 1
Egzoproteaze daju loSu procenu
vremenu DU
Ne uti¢e na denaturaciju . : ..
pH-stat . ) Odnos potrosnje baze i DH nije
proteina recizan
Brza metoda P .
e za sve proteine
Nema derivatizaciju . y
Samo za alkalne reakcione smese
Nemogucénost pracenja u realnom
vremenu
Samo za rastvorljive uzorke
Generalno tac¢na i precizna Toksi¢no jedinjenje
TNBS R . . .
Brza derivatizacija Interferira sa ostacima lizina
Zahteva korak derivatizacije
Neta¢na za proteine bogate
prolinom
T Neprecizna za proteine bogate
Brza derivatizacija prect ap! © D08
Pracenie u realnom vre- cisteinomi/ili prolinom
OPA J Samo za rastvorljive uzorke
menu . . gy
Interferira sa ostacima lizina
Zahteva korak derivatizacije
Odreduje rastvoreni azot, pre
TCA Brza metoda J 1 azol p
nego stepen hidrolize
Indirektna i direktna metoda ne
Brza metoda .
Formol o daju
S Pracenje u realnom vre- s
titracija razli¢ite rezultate

menu

Promenljivi rezultati

U prvoj metodi (pH-stat), koli¢ina potrosenog alkalnog rastvora (tj. koja se koristi za
podesavanje pH vrednosti) se uklju¢uje u standardnu jednac¢inu na sledeci nacin:

gde je:

) = 11
DH(/o)—BxN,,xaxMPx

B - potrosena koli¢ina alkalnog rastvora (L)

Np - normalitet baze

a - prosecan stepen disocijacije a-NH> grupe

MP - masa proteina (kg)

1

x 100 1)

htot

htot — ukupan broj peptidnih veza u proteinskom supstratu (meq g proteina)
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Stepen disocijacije:
10PH-PK
- 1+10PH-PK
gde je pK prosec¢na pK vrednost a-amino grupa oslobodenih tokom hidrolize.168

)

Druga metoda je kolorimetrijska i koristi vezivanje odredenih jedinjenja za slobodne
amino grupe; intenzitet boje je direktno proporcionalan broju slobodnih amino grupa. Vred-
nost apsorpcije se zatim konvertuje u kvantitativne vrednosti koris¢enjem standardne krive
pripremljene sa slobodnom aminokiselinom, obi¢no leucinom. DH se izrac¢unava 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. Najcesc¢e kolorimetrijske metode uklju¢uju 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 dajudi proizvod Zutog obojenja (slika 6).

NO,

OpN—__~" ~NO; baze OpN—__ f:“:‘?
{[f T N T \_J + 805 + H*
s L Primarni 7
x‘“{ ~~50; amin H'.H NH —
III 1
Trinitrobenzen sulfonska Proizvod reakcije
kiselina {Zuto obojenje)

Slika 6. Reakcija TNBS kiseline sa primarnim aminom

Reakcija se odvija u blago alkalnim uslovima i sa snizavanjem pH vrednosti se prekida.
Stepen hidrolize (DH) se izra¢unava prema jednacini:

DH (%) = % x 100 @

gde su: h - broj ekvivalentnih peptidnih veza hidrolizovanih u trenutku ¢, hs: - ukupan broj
peptidnih veza u proteinskom supstratu u mmol glproteina (Meq g lproteina)-

Treca metoda koristi rastvorljivost peptida u trihlorsiréetnoj kiselini (TCA). U najo-
bi¢nijoj varijanti, zapremina vodenog rastvora hidrolizata proteina je rastvorena u jednakoj
zapremini od 20% TCA nakon ¢ega sledi centrifugiranje.l”! Koli¢ina peptida u TCA super-
natantu se zatim odreduje i izraZava kao procenat ukupne teZine proteina u hidrolizatu.
Nedostatak TCA metode je §to je pocetni uzorak (hidrolizat) ve¢ digestiran i sadrZi visok
sadrzaj rastvorljivih peptida; stoga se dobijaju vece vrednosti DH nego kod TNBS i OPA
metoda.

Glavni faktori koji uti¢u na stepen hidrolize proteina jesu:

e odnos enzima i supstrata,

e temperatura na kojoj se odigrava reakcije hidrolize,
e pH vrednost rastvora u kome se izvodi reakcija i

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

Kako je pocetna brzina reakcije hidrolize proporcionalna koncentraciji enzima, po-
vecanje brzine reakcije se moZe posti¢i povecanjem koncentracije enzima, pri ¢emu po-
vecanje stepena hidrolize u ta¢no definisanom vremenskom intervalu prati trend krive hi-
perbole. Povecanje koli¢ine proteaze utice na raskidanje veceg broja peptidnih veza sup-
strata Sto pozitivno uti¢e na sam tok reakcije hidrolize, a praceno je i naknadnim po-
vecanjem rastvorljivosti proteina.”> Generalno, u odredenom intervalu koli¢ine proteaze,
stepen hidrolize je proporcionalan koli¢ini enzima. Potrebno je naglasiti da prevelika kon-
centracija enzima negativno utice na tok reakcije hidrolize, dovodeéi do smanjenja stepena
hidrolize. U pocetku reakcije, sa povecanjem koli¢ine enzima dolazi do naglog povecanja
brzine reakcije, sve do momenta kada svi molekuli supstrata budu zasi¢eni enzimom i tada
dolazi do smanjenja brzine reakcije hidrolize.”3 Takode, jedan od mogucih razloga smanje-
nja brzine reakcije hidrolize jeste inhibicija enzima peptidima nastalim tokom hidrolize.17*
Moguca inhibicija reakcije hidrolize moze 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, pozeljno je ukloniti nastale peptide iz reakcione smese kako bi doslo do povecanja
brzine reakcije.1”>

I.1.3.1.1.2 Temperatura reakcije

Povecanje temperature reakcije dovodi do povecanja brzine reakcije hidrolize, jer se
ucestalost sudara molekula enzima i supstrata povecava i dolazi do povecanja broja efek-
tivnih sudara i dostizanja minimalne energije potrebne za odvijanje reakcije. Dostizanjem
odgovarajuceg sadrzaja energije veliki broj molekula moZze efikasno reagovati dajuci proiz-
vode reakcije (peptide). Ipak, preterano povedanje temperature negativno utice na brzinu
reakcije hidrolize, dovodec¢i 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 termic¢ku denaturaciju, poc¢etno povecanje temperature reakcije
dovodi do tzv. odmotavanja molekula proteina i izlaganja peptidnih veza iz unutrasnjosti
molekula proteina molekulima enzima. Dalje povecanje temperature utice na uspostavljanje
hidrofobnih interakcija koje dovode do agregacije molekula proteina uticuci tako na spre-
¢avanje dalje hidrolize dostupnih peptidnih veza. Dva glavna uticaja temperature na brzinu
reakcije hidrolize jesu povecanje brzine hidrolize i povecanje stope denaturacije enzima.172

Kako bi uopste doslo do hidrolize proteina, moraju se posti¢i efikasni sudari izmedu
enzima i proteina koji bi doveli do vezivanja proteina za aktivho mesto enzima. Sa po-
vecanjem temperature povecava se ucestalost sudara u jedinici vremena, pa se i brzina re-
akcije povecava u okviru dozvoljenih granica. Isto tako, povecanje temperature reakcije do-
vodi do povecanja unutrasnje energije molekula koja ukljucuje translatornu energiju, ener-
giju rotacije i vibracije molekula, kao i energiju hemijskih veza i energiju medumolekulskih
interakcija. Ako je unutrasnja energija proteina prili¢no velika, moze do¢i do raskidanja veza
koje ucestvuju u odrzavanju trodimenzionalne strukture proteina, a samim tim i do ter-
micke denaturacije proteina. Stoga, previse visoka temperature moze uticati na smanjenje
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brzine reakcije hidrolize koje moZe biti objasnjeno denaturacijom i/ili deaktivacijom enzima
ili supstrata.17¢

1.1.3.1.1.3 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 uti¢e na raspo-
delu naelektrisanja i konformaciju molekula enzima i supstrata, a takode je bitna kako ne bi
doslo do ireverzibilne denaturacije enzima u ekstremno kiselim i alkalnim sredinama koja
je pracena gubitkom njihove aktivnosti.1”7178 Isto tako, pH vrednost utice najonizaciju grupa
koje ucestvuju u odrzavanju odgovarajuce konformacije aktivnog centra enzima, vezivanje
supstrata za enzim i konverziju supstrata u proizvod.”® Ove grupe su locirane u unutras-
njosti kiselih i baznih aminokiselinskih ostataka. Ekstremne pH vrednosti imaju Stetan uticaj
na proteine i peptide. Poznato je da se mnogi proteini odmotavaju na pH vrednostima ma-
njim od 5 ili veé¢im od 10, $to je uglavnom posledica toga $to uvijeni proteini (ili oligopeptidi)
poseduju sakrivene grupe (nejonizovane) unutar svoje strukture koje mogu biti jonizovane
jedino nakon odmotavanja proteina.l% Takode, ekstremno velike pH vrednosti mogu dove-
sti do raskidanja jonskih mostova izmedu jonizujucih grupa. Iz svega navedenog, zakljucuje
se da je optimalna pH vrednost karakteristika svakog enzima i neophodno je izvodene
enzimske reakcije upravo na odgovarajucoj pH vrednosti za dati enzim.

1.1.3.1.1.4 Vreme trajanja reakcije hidrolize

Kriva hidrolize u funkciji vremena je obi¢no definisana sa dve faze, pocetnom brzom
fazom i sporom, opadajuc¢om fazom, kada je koli¢ina supstrata u sistemu smanjena. Tokom
prve faze dolazi do hidrolize polipeptidnih lanaca, dok je druga faza karakteristi¢na po
hidrolizi manjih peptida. Sa vremenom se brzina reakcije smanjuje $to mozZe biti posledica
smanjenja aktivnosti enzima, zasi¢enja enzima supstratom ili inhibicije enzima proizvodom
reakcije.’”> Takode, smanjenje brzine reakcije tokom vremena objasnjava se deaktivacijom
enzima ili inhibicijom enzima.l”® Postoje dva uopstena mehanizma hidrolize proteina, od
kojih je prvi poznat po tome da dovodi do sekvencionalnog oslobadanja jednog peptida u
odredenom vremenskom intervalu (na engl. one by one mechanism), dok je za drugi karak-
teristicno formiranje intermedijera koji se naknadno hidrolizuje (na engl. zipper
mechanism).172180 Vreme trajanja reakcije hidrolize je bitno i sa aspekta isplativosti procesa
prilikom njegove implementacije u prehrambenoj industriji. Poveéanje vremena hidrolize u
cilju neznatnog povecanja stepena hidrolize nije ekonomski opravdano, jer uti¢e na po-
vecanje kapitalnih i operativnih troskova proizvodnje. Stoga se preporucuje da se procesi
bazirani na hidrolizi proteina iz razli¢itih izvora izvode u reaktorima manjih zapremina i
budu vremenski kradi, jer se na taj nacin smanjuju ukupni troskovi proizvodnje i omogu-
¢ava 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 uklju¢uju jednu ili vise specifi¢nih prostornih konformacija vo-
denih brojnim kovalentnim i nekovalentnim interakcijama (npr. vodoni¢ne 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.
a-heliks i -lanac/listovi), sloZeno i nepravilno savijanje peptidnog lanca u tri dimenzije, t.,
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
povecavaju interakcije proteina i favorizuju agregaciju usled izlaganja hidrofobnih amino
kiselina povrsini proteina.18!

Proteini se takode mogu samopodruZiti, da formiraju dimere i oligomere viseg reda.
U zavisnosti od pH vrednosti, jonske snage i intermolekularne interakcije (odbojne ili pri-
vlacne sile) proteini mogu postojati u razli¢itim oblicima (monomer, dimer, trimer, itd.) u
vodenom rastvoru. Osnovno naelektrisanje proteina moze biti pozitivno ili negativno na
osnovu pH vrednosti mreze koja okruzuje protein i relativnog obilja naelektrisanja na ter-
minalnim amino (-NH3) i karboksilnim (-COOH) grupama ili drugim naelektrisanim gru-
pama na bo¢nim lancima aminokiselina. Na izoelektri¢noj tacki (pl) proteina se primecuje
osnovno naelektrisanje jednako nuli. Hemijska svojstva kao $to su vrste aminokiselinskih
grupa, hidrofobnost, hidrofilnost, elektrostati¢ke interakcije i vodoni¢ne veze takode uti¢u
na povezivanje i savijanje proteina. Unutrasnji i spoljasnji faktori kao $to su koncentracija
proteina, sastav okolnog rastvora i kontakt, itd. uti¢u na funkcionalna svojstva proteina.182-
186

Proteini se takode klasifikuju kao globularni, membranski ili vlaknasti. Od njih su
samo globularni proteini rastvorljivi i stoga su od najveceg znacaja za odredivanje funkcio-
nalnosti proteina u hrani. Veéina proteina hrane je funkcionalna zbog svojstava njihovih
globularnih komponenti, posebno njihove rastvorljivosti, koja se pripisuje amfifilnosti mo-
lekula. Proteini imaju okrenute ka unutrasnjosti apolarne (hidrofobne) aminokiseline koje
su udaljene od vode i ostataka aminokiselina polarnog (hidrofilnog) bo¢nog lanca okrenu-
tog ka spolja. Nepolarni bo¢ni lanci i peptidne grupe koje su skrivene u savijenom ili nativ-
nom proteinu vazni su za stabilnost proteina. Ovakav raspored omogucava dipol-dipol
interakcije sa rastvara¢ima uvijanjem i odvijanjem bo¢nih lanaca aminokiselina, ¢ime se po-
larne grupe postavljaju na povrsinu proteina.

Vedina namirnica, posebno Zitarica i mahunarki, sadrze 10-30% proteina, a to su
uglavnom proteini za skladiStenje.'8” Proteini za skladiStenje semena su klasifikovani na
osnovu njihove rastvorljivosti u nizu rastvora i uklju¢uju albumine (rastvorljive u vodi),
globuline (rastvorljive u soli i drugim izotoni¢nim rastvorima), prolamine (rastvorljive u
vodenom rastvoru alkoholu) i gluteline (rastvorljive u kiselinama, bazama, deterdZentima,
haotropnim ili redukcionim agensima). Prolamini kao $to su glijadin, hordein, kafirin, seka-
lin i zein su proteini za skladiStenje bogati prolinom i glutaminom koji se nalaze u pSenici,
je¢mu, sirku, razi i kukuruzu. Poznato je da ovi proteini doprinose netoleranciji i alergenosti
kod odredenih pojedinaca. Zanimljivo je da izbor prerade hrane takode moZze pojacati a-
lergenost nekih od ovih proteina. Npr. iako suvo pecenje moze dati ukus kikirikiju, ono
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mozZze povecati imunoreaktivnost i pojacati formiranje ili otkrivanje novih alergenih epitopa
u proteinima kikirikija.188189

Pojedinac¢ne i kombinovane karakteristike proteina koris¢ene su za modifikaciju nji-
hovih funkcionalnih svojstava kroz razli¢ite mehanizme.182184-186,190-192 Modifikacija prote-
ina moze uticati na konformaciju, orijentaciju i broj polarnih, nepolarnih i sulfhidrilnih
grupa, a takode moze aktivirati ili povecati elektrostati¢ko odbijanje, hidrofobne interakcije
i formiranje disulfidne veze. Npr. proteini so¢iva se taloze na pH vrednosti 4,5, sto takode
odgovara njihovoj pl. Povecanje interakcija protein-protein i smanjenje odbojnih sila (nega-
tivnih ili pozitivnih) izmedu istovetno naelektrisanih proteina rezultiraju agregacijom i pre-
cipitacijom. Ovaj koncept je koriséen za frakcionisanje koncentrata proteina i izolovanje pro-
teina iz mlevenog semena.145146184193 Gelovi ¢e se takode formirati na sobnoj temperaturi
ako su privla¢ne interakcije vece od odbojnih sila. Iznad temperature denaturacije vecine
proteina, denaturisani proteini takode mogu da formiraju gelove, jer je elektrostaticko odbi-
janje manje i hidrofobna interakcija izmedu ovih modifikovanih proteina je veca.

I.1.4.1 Proteini soje

Soja je bila vazna namirnica u azijskim zemljama, a takode je prihvacena kao zdrav
sastojak u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama i Evropi. Ona sadrZi priblizno 40% proteina i
20% ulja na prosecnoj bazi suve materije i stoga je bila vaZzan izvor proteina u zemljama
njene velike potro$nje. Ima veliki potencijal da se dalje razvija kao izvor proteina za vegeta-
rijance, a takode i za ljude koji ne konzumiraju zivotinjske proteine iz eti¢kih, verskih i eko-
loskih razloga. Iako se procena aminokiselinskog rezultata korigovane svarljivosti proteina
(PDCAAS) i dalje unapreduje, opste je poznato da je PDCAAS proteina soje mnogo veci od
onog kod drugih biljnih proteina kao $to su pSeni¢ni protein.1%419 Pored njihovih visokih
nutritivnih vrednosti, prijavljene su i neke fizioloske funkcije sojinog izoflavona kao sto su
snizavanje holesterola, inhibiranje resorpcije kostiju i stimulisanje formiranja kostiju, spre-
¢avanje raka dojke i prostate.19197 Prikazan je i inhibitorni efekat soje kod alergijskog kon-
taktnog dermatitisa.’®® Uprkos visokoj nutritivnoj vrednosti, neki potrosaci ih nisu prihvatili
zbog ukusa pasulja i nekih sastojaka koji izazivaju nadimanje. Zbog toga je veoma vazno da
namirnice na bazi soje budu ukusnije i privla¢nije za ljude.

Uprkos visokoj nutritivnoj vrednosti u sirovom stanju, soju pre upotrebe treba zagre-
jati da bi:

I.  deaktivirali fizioloSke Stetne supstance, kao Sto su inhibitor tripsina koji smanjuje
proteolizu i hemaglutinin koji izaziva aglutinaciju crvenih krvnih zrnaca,

II. indukovali denaturaciju proteina soje, zbog boljeg varenje,
III. omeksali tkivo soje za dalju obradu,
IV.  uklonili ili smanjili miris sirove soje radi poboljsanja ukusa i

V. izvréili sterilizaciju.l?
Kao rezultat obrade uklju¢ujucéi zagrevanje i druge procese, sadrzaj proteina u proizvodima
na bazi soje koji se naj¢es¢e konzumira krece se od 2,8 g/100 g sojinog mleka do 46,2 g/100
g kajmaka, filma koji se formira na povrsini zagrejanog sojinog mleka.
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Soja se kuva i konzumira u kudi, ali je veca potrosnja u razli¢itim oblicima preradene
hrane. Naj¢esc¢a preradena hrana na bazi soje je tofu i sojina surutka. Drugi proizvodi uklju-
¢uju przeni tofu, natto, sojino zrno fermentisano Bacillus-om, tempeh, fermentisano rizomom
(Rhizopus), uglavnom se konzumiraju u Indoneziji, miso, koji se koristi kao slani zacin, 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 zacini, soja pomesana sa
pirincem ili jeémom fermentisana kvascem ili enzimom otpornim na so, shoyu, soja sos, soja
pomesana sa psenicom 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 obi¢no servira u mnogim
kineskim hotelima i restoranima, ali ne toliko u drugim zemljama, verovatno zbog njegovog
ukusa pasulja koji poti¢e 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-
si¢ujuce.200 Heksanska kiselina je vazan sastojak koji daje koku, osecaj koji se percipira kada
ljudi osete slozenost, sitost, dugotrajnost uz dobar balans izmedu ukusa, mirisa i taktilnog
osecaja u tofuu.201.202 Jako su uloZeni veliki napori da se smanji ukus pasulja kako bi soja bila
prihvatljivija na zapadu, npr. da se uzgaja soja liSena enzima lipoksigenaze koji reaguje sa
nezasi¢enim masnim kiselinama $to dovodi do aldehida i ketona, nisu mogli da zamene
kravlje mleko kao prilog uz ¢aj ili kafu.

1.1.4.1.1 Struktura proteina soje

Uklanjanjem ulja iz sojinog zrna dobija se odmaséeno sojino brasno, koje ima Siroku
primenu u prehrambenoj industriji. Celokupni vodeni ekstrakti sojinih proteina mogu se
razdvojiti na izolat sojinih proteina (SPI) i surutku zakiseljavanjem do pH vrednosti 4,5-4,8.
Frakcija koja se talozi kiselinom (SPI) ukljucuje glavne proteine za skladiStenje soje. Preostali
deo se sastoji od manjeg globulina B-konglicinina i relativno velikih koli¢ina kontaminira-
jucih proteina, uklju¢ujuéi proteine surutke koji ¢ine 9-15,3% proteina soje.1¢5 Proteini su-
rutke se sastoje od lipoksigenaze (LOX, 102 kDa), B-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).1® SPI je meSavina razlicitih proteina, a glavni sastojci su klasifi-
kovani u cetiri kategorije proteina prema njihovim koeficijentima sedimentacije 2S, 7S, 11S
i 155 koji se taloZe pri razli¢itim gravitacionim silama kada se rastvor podvrgne centrifugal-
nom polju. Volf (IWolf) i Nelsen (Nelsen) su predlozili identitet frakcije 155 sa 11S u sastavu
koristeci gel elektroforezu i analizu aminokiselina.?® 7S (3-konglicinin) i 11S (glicinin) ¢ine
~70% ukupnog sirovog proteina SPI. Nedavno je pronaden lipofilni protein pored 75 i 115
u sojinom globulinu.204

1.1.4.1.1.1 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: AlaB1b (G1), A2Bla (G2), A1bB2 (G3), A5A4B3 (G4) i A3B4 (G5).20> Ami-
nokiselinske sekvence ovih podjedinica su izvedene iz njihovih nukleotidnih sekvenci i po-
deljene su u dve grupe prema njihovoj homologiji: grupa I (G1, G211 G3) i grupa II (G4 i G5).
Identitet sekvence u svakoj grupi je oko 80%, a izmedu grupa je oko 45%. Clanovi grupe I
su bogatiji metioninom i manje molekulske mase su od ¢lanova grupe I1.2% Podjedinice gli-
cinina su kodirane sa pet gena oznacenih kao Gy1, Gy2, Gy3, Gy4 i Gy5.2%7 Ovi geni glici-
ninskih podjedinica se prevode i svaka podjedinica se sintetiSe kao jedan polipeptidni pre-
kursor, preproglicinin. Signalni peptid se uklanja kotranslaciono da bi se formirao proglici-
nin u endoplazmatskom retikulumu (ER). Nekovalentne interakcije izmedu podjedinica
proglicinina dovode do formiranja trimera, nakon formiranja intramolekularnih disulfidnih
veza izmedu kiselih i baznih polipeptida. Kako se proglicinin sortira u vakuole za skladis-
tenje proteina, dolazi do specifi¢nog posttranslacionog cepanja izmedu Asn i Gly ostataka,
Sto rezultira zrelom podjedinicom koja se sastoji od kiselih i baznih polipeptida. Posttran-
slaciono cepanje je potrebno za sklapanje trimera proglicinina u heksamere.?%8

Molekularna struktura proglicinina AlaB1b odredena je rendgenskom kristalografi-
jom. Proglicinin AlaB1b je trimer sastavljen od tri protomera oko trostruke ose simetrije sa
dimenzijama 9,5x9,5x40 nm. Jezgro protomera se sastoji od dva gel-rol p-lanca i dva prosi-
rena domena heliksa.?®® Trodimenzionalna struktura glicinina A3B4 je takode odredena 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
sadrze unutarlancane disulfide (IE) i lica koje sadrze disulfide na osnovu polozaja disulfid-
nih veza izmedu 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 poremeceni region sastavljen od
74 aminokiselinskih ostataka (ostaci 252-325) na IE licu. Pokretni region inhibira formiranje
heksamera sternim smetnjama. Specifi¢no posttranslaciono cepanje se desava izmedu osta-
taka Asn320 i Gly321 pomocu procesnog enzima. Nakon ovog cepanja, poremeceni regioni
se pomeraju sa IE lica na povrsinu, $to rezultira sastavljanjem heksamera zrelog glicininskog
protomera.210

1.1.4.1.1.2 Globulin 7S

7S globulini su klasifikovani u tri frakcije, a to su B-konglicinin, y-konglicinin i
osnovni 7S globulin. p-Konglicinin je dominantan u 7S globulinu, dok y-konglicinin i ba-
zi¢ni 7S globulin ¢ine manje od nekoliko procenata. f-Konglicinin je trimer sa molekulskom
masom od 180-210 kDa i sastavljen od tri glavne podjedinice: a (68 kDa), a' (72 kDa) i 3 (52
kDa).205 Tan (Thanh) i Sibasaki (Shibasaki) izolovali su 8est molekularnih vrsta i identifikovali
njihove podjedinice kao a'Bz, aps, aa'p, a2p, a'2p i as iz semena soje iako je u teoriji bilo 11
molekularnih vrsta. Pored toga, prijavljena je jos jedna vrsta P3.211212 Aminokiselinske
sekvence ovih podjedinica su izvedene iz njihovih nukleotidnih sekvenci. Sa nutritivne per-
spektive, sadrZaj sumpornih aminokiselina u [-konglicininu je nizak, a pronadeno je da
metionin, cistein i triptofan nedostaju u p podjedinici.?®> Podjedinice a i a' imaju regione
prosirenja na strani N-terminalnog kraja pored regiona jezgra koji su zajednicki za sve
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podjedinice, dok se  podjedinica sastoji samo od regiona jezgra. Apsolutne sli¢nosti u re-
gionima jezgra izmedu aia’, aipPia i P su 86,8%, 755% i 71,4%, respektivno. Produzni
regioni imaju vise od 50% ostataka jonskih aminokiselina i posebno su bogati kiselim amino
kiselinama kao $to su glutaminska kiselina i asparaginska kiselina.?!3 Koriste¢i sisteme
ekspresije Escherichia coli, Ucumi (Utsumi) grupa je dobila po tri rekombinantne podjedinice
B-konglicinina i regione jezgra a i a' podjedinica (a jezgro i a' jezgro) i proucavala odnos
struktura-funkcija.

':L-'

Slika 7. Distribucija hidrofobnih ostataka i elektrostaticki povrsinski potencijal A3B4 tri-
mera. Povrsina elektrostatickog potencijala je obojena u opsegu od —10ksT (crveno) do
+14kgT (plavo), gde je kg 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 narandzastom; (b)
stereodijagram elektrostatickog povrsinskog potencijala IE lica, ostaci histidina nisu nae-
lektrisani; (c) elektrostaticki povrsinski potencijal IA lica; (d) elektrostati¢ki povrsinski po-
tencijal IE lica, ostaci histidina su pozitivno naelektrisani?!
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Povrsinske hidrofobnosti pojedina¢nih rekombinantnih proteina merene su njego-
vom sposobnos¢u da vezuju fluorescentni molekul. Redosled hidrofobnosti povrsine bio je
a’>»>a>. Povrsinske hidrofobnosti a i a' jezgra bile su veoma sli¢ne onima a i a' podjedi-
nica, respektivno.

Termicka stabilnost rekombinovanih a', a i B-homotrimera je odredena pri jonskoj
jacini 0,5 i pH vrednosti 7,5 koriS¢enjem diferencijalne skenirajuce kolorimetrije. Tempera-
ture denaturacije B, a i a' jezgara bile su 90,8 °C, 82,7 °C i 78,6 °C, respektivno. Nasuprot
tome, temperature denaturacije a jezgra i a' jezgra bile su 83,3 °C i 77,3 °C, respektivno.
Rastvorljivost rekombinantnih proteina je merena pri razli¢itim pH vrednostima i jonskim
ja¢inama. a Jezgro, a' jezgro i f-homotrimeri su bili nerastvorljivi pri pH vrednostima veé¢im
od 4,8 i jonskoj jacini 0,08 iako su a i a’ homotrimeri bili rastvorljivi pri istim pH vredno-
stima i jonskoj jac¢ini.?13214 Ovi rezultati pokazuju da regioni jezgra odreduju povrsinsku
hidrofobnost i termicku stabilnost, dok prosireni regioni igraju vaznu ulogu u rastvorljivosti
i inhibiciji agregacije protein-protein zbog visokog sadrzaja ostataka jonskih aminokiselina.

B-konglicinin je glikoprotein. Podjedinice p-konglicinina se sintetisu na grubom ER i
kotranslaciono glikozilovane na ostacima asparagina prisutnim u sekvenci Asn-Xaa(bilo
koja amino kiselina)-Ser/ Thr dodatkom jezgra oligosaharida koji sadrzi manozu. Svaka a i
a' podjedinica ima dva glikolizovana aminokiselinska ostatka sa Se¢ernim delovima, dok b
podjedinica ima jedan glikolizovani ostatak. N-povezani glikani nisu od sustinskog znacaja
za savijanje i sklapanje u trimere -konglicinina. Ugljeni hidrati ne doprinose termickoj sta-
bilnosti, ali sprecavaju formiranje agregata niske jonske snage pri pH vrednosti 7,5.213

Slika 8. Trakasti dijagrami rekombinantnih (a i b) i prirodnih (c i d) B-homotrimera. Tri
monomera u rekombinantnom i prirodnom 3-homotrimeru prikazana su svetlo plavom,
svetlo zelenom i ruzi¢astom, odnosno plavom, zelenom i mangenta bojom. Ugljeni hidrati
prirodnog p-homotrimera prikazani su Zutom bojom kao model kuglice i Stapa. (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 °215
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Molekularna struktura rekombinantnih i nativnih p-homotrimera p-konglicinina
odredena je rendgenskom kristalografijom. Oba trimera sastavljena od tri protomera oko
trostruke ose simetrije sa dimenzijama 9,6x9,6x44 nm. Jezgro protomera se sastoji od dva [-
lanca gel-rola i prosirenih domena heliksa. Ove strukturne karakteristike su skoro konzi-
stentne sa karakteristikama kanavalina i fazaolina koji su 7S globulini u bobu i obi¢nom
pasulju.216217 Svaki monomer osnovnog P-homotrimera je N-glikolizovana na Asn328, ali
monomer rekombinovanih p-homotrimera nije. Nema znacajnih razlika u ukupnim struk-
turama izmedu rekombinantnih i prirodnih monomera, sto ukazuje da N-vezani glikani ne
uti¢u na konaénu strukturu p-homotrimera (slika 8).215

1.1.4.1.1.3 Struktura proteina soje u rastvorima

U sojinom mleku, sojini globulini koegzistiraju sa uljem. Sojino mleko se moze lako
frakcionisati na tri frakcije (plutajuca, rastvorljiva i frakcija u obliku ¢estica) ultracentrifugi-
ranjem. Plutajuca frakcija se sastoji uglavnom od triacilglicerida koji postoje kao uljna tela,
arastvorljiva frakcija sadrzi a i a’ podjedinice 7S, kiselu (slika 8a) podjedinicu 11S i Bouman-
Birk (Bowman-Birk) inhibitor proteina surutke soje (VSPs). U drugim VSP-ovima, 3 podjedi-
nica 7S i bazna podjedinica (slika 8b) 11S, obiluju ¢esticama proteina.

Poznato je da sojini globulini samoagregiraju pri niskim pH vrednostima. Samoagre-
giranje nativnih sojinih globulina u vodenom rastvoru u $irokom opsegu koncentracija i pH
vrednosti, prou¢avano je primenom statickih i dinamickih tehnika rasejanja svetlosti.?!8
Vazno je napomenuti da rastvorljivost sojinih globulina nije tako dobra i da se rastvoreni
globulini u supernatantu i molarna masa smanjuju sa povecanjem rotacione centrifugalne
sile (RCF). Molarna masa dobijena pri nizem RCF treba da bude vrednost za agregirane
sojine globuline. Prouc¢avana je i toplotno indukovana denaturacija vodenih rastvora SPI pri
neutralnoj pH vrednosti i utvrdeno je da su agregati sa istom fraktalnom strukturom kao
kod osnovnog sojinog proteina nastali kada je pH vrednost bila iznad 6,4.21°

1.1.4.2 Proteini belanceta

Belance jajeta ili albumen se deponuje u cevastim Zlezdama oko jajne ¢elije u razvoju
tokom njenog prolaska kroz jajovod, a nakon toga sledi taloZenje ljuske od strane zlezde
ljuske. U tipi¢nom jajetu domace Zivine, belance ¢ini 58 % zapremine i sadrzi ~50% ukupnog
proteina jajeta.??0 Tokom razvoja embriona, belance se postepeno unosi u amnionsku tec-
nost, a zatim u sam embrion, tako da u trenutku izleganja nista ne ostaje. Belance tako obez-
beduje vodenu sredinu u kojoj se embrion razvija, a takode obezbeduje deo hranljivih ma-
terija. Albumen se sastoji od 88,5% vode, 10,5% proteina, 0,5% ugljenih hidrata i ostatka
drugih rastvorenih materija.??0 Proteini belanca karakterisu se relativnom homogenoscu, s
minimalnim prisustvom cesti¢nih materija, pri ¢emu vecinu rastvorenih sastojaka ¢ine pro-
teini. Ova homogenost, zajedno s lako¢om njihove dostupnosti, ucinila je proteine belanaca
predmetom intenzivnih biohemijskih istrazivanja. Medutim, uprkos obimnom spektru stu-
dija posvecenih ovim proteinima, fizioloske uloge mnogih od njih ostaju nedovoljno razjas-
njene do danasnjeg dana. Neki proteini mogu sluZiti uglavnom kao hranljive materije, ali
ako je tako, to ne objasnjava zasto su mnogi od onih koji su prou¢avani imali o¢uvane
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sekvence aminokiselina. Ako bi jednostavno sluzili kao izbalansirani izvor aminokiselina,
onda bi ocuvanje sekvenci izgledalo manje vazno. Neki od proteina imaju karakteristi¢na
svojstva koja sugerisu funkcije, npr. inhibitori proteinaze, vezivanje proteina itd., ali fizio-
loski znacaj ovih svojstava nije uvek jasan. Pokazana je sustinska uloga jednog proteina,
odnosno proteina koji vezuje riboflavin (RfBP), posto je njegovo odsustvo kod mutanta ge-
neralno smrtonosno nakon inkubacije od oko 13 dana.??! Ukupan broj proteina belanaca nije
poznat. Od tada je identifikovano vise manjih sastojaka. Sa nekim od glavnih proteina, nji-
hove strukture, njihovi geni i regulacija njihove sinteze su detaljno proucavani. Neka svoj-

stva proteina belanceta su sazeta u tabeli 4, dok su strukture proteina belanceta prikazane
na slici 9.220,222-225

domen disulfid ne veze

Slika 9. Proteini belanceta: (a) ovalbumin?2¢; (b) ovotransferin??’; (c) lizozim?2%; (d) ovomu-
koid??%; (e) avidin?%; (f) RfBP?3 i (g) cistatin?3!

Tabela 4. Fizicka svojstva proteina belanceta (albumena)?32

Protein Procenat u M, % pl Moguée funkcije,
belancetu (%) (kDa) ugljovodonika ako su poznate
Ovalbumin 54 45 3,05 4,5 ?
Ovotransferin 12 76,6 2,6 6,06 Prenos gvozda
Ovomucin 3,5 a=210 13 4,5-5,0 Strukturna
p=720 58 Strukturna
Ovomukoid 11 28 16,5-32,6 41 Inhibitor proteinaze
Ovoinhibitor 1,50 49 5-9,6 5,1 Inhibitor proteinaze
Cistatin 0,05 13,1 0 56165 Inhibitor tiol proteinaze
Ovostatin 0,5 780 5,8 4,9 Inhibitor proteinaze
Lizozim 3,4 14,3 0 10,7 Enzim
Ovoglobulin G2 1,0 47 ? 4,9-5,3 ?
Ovoglobulin G3 1,0 50 ? 4,8 ?
RfBP 1,0 29,2 11 4,0 Prenos riboflavina
Avidin 0,5 68,3 7 10,0 ?
ThBP / 38 0 ? Prenos Tiamina

RfBP - proteina koji vezuje riboflavin; ThBP - protein koji vezuje tiamin
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1.1.4.2.1 Ovalbumin

Ovalbumin je najzastupljeniji protein belanaca, koji ¢ini 54% ukupnih proteina. To je
glikoprotein i ima izoelektri¢nu tacku 4,5. Utvrden je njegov kompletan niz od 385 amino-
kiselina.?33 Ima cetiri cisteinska ostatka i jedan cistin disulfidni most. Kada se proteini bela-
naca razdvoje elektroforezom, pojavljuju se tri ovalbuminske trake;?** oni odgovaraju de-
fosforilovanim, mono- i difosforilovanim oblicima, a mesta fosforilovanja su identifikovana
kao Ser 68 i 344. Pored toga, ovalbumin ima jo$ dva mesta modifikacije: N-terminalni kraj je
acetilovan, a ugljovodonic¢ni 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.?> Pored toga, poznata su dva polimorfna oblika ovalbumina, ovalbu-
min A i ovalbumin B, koji se razlikuju po tome $to imaju Asn i Asp na poziciji 311. Vecina
izlucenih proteina ima N-terminalnu signalnu sekvencu hidrofobnih aminokiselina, koja im
omogucava da prelaze endoplazmatski retikulum. U slu¢aju ovalbumina, signalna sekvenca
je u sredini polipeptidnog lanca na ostacima 234-252.23

Zanimljiva karakteristika strukture ovalbumina koja je postala oc¢igledna iz njegove
sekvence je njegova homologija sa grupom inhibitora proteinaze poznatih kao serpini. Utvr-
deno je da ima 30% homologije sekvence sa arhetipskim ¢lanom porodice ai-antitripsin.?3”
Vedina ¢lanova porodice serpina ima ono sto je opisano kao naglasena (S) i opustena (R)
konformacija. Proteoliticko cepanje ih pretvara iz S u R konformaciju. Ova konformaciona
promena se moze detektovati spektroskopskim metodama kao $to je cirkularni dihroi-
zam.?38 Takode je utvrdeno da Si R oblici pokazuju razli¢ite toplotne stabilnosti. Ovalbumin
je takode podlozan proteolizi; kada se tretira subtilizinom, on se cepa na ostacima 346 i 352,
oslobadajuci heksapeptid i glavni fragment koji sadrzi 346 aminokiselinskih ostataka. Me-
dutim, razlozeni proizvod ne pokazuje konformacionu promenu ili razliku u toplotnoj sta-
bilnosti.?3?

Iako su preliminarne studije rendgenske difrakcione analize napravljene na krista-
lima ovalbumina detaljna trodimenzionalna struktura nije predloZena. Aminokiselinska
sekvenca izvedena iz nukleotidne sekvence japanske prepelice pokazuje 42 aminokiselinske
supstitucije i tri delecije, u poredenju sa sekvencom domace Zivine.240.241

1.1.4.2.2 Ovotransferin

Ovotransferin je glikoprotein koji se nalazi u belancu, Zumancu i u plazmi. Proteini
iz sva tri izvora imaju istu sekvencu aminokiselina, ali postoje male razlike u glikolizaciji.?*?
Protein ima M od 80 kDa i sastoji se od dva domena sa regionom kratkih veza.?*3 Dva do-
mena se mogu razdvojiti nakon proteolize regiona povezivanja. Svaki domen ima veoma
jako mesto vezivanja za Felll (Kais~10-24). Dva domena se nazivaju N-domen i C-domen. Pro-
tein je bogat disulfidnim mostovima, ima Sest u N-domenu i devet u C-domenu, dajuci pro-
teinu veliku stabilnost. Postoji oko 40% homologije u sekvencama ova dva domena, za koje
se veruje da su nastale umnoZzavanjem gena pre 500 miliona godina.?*3 Ne postoje ubedljivi
dokazi za postojanje jednostavnijeg monomernog oblika u plazmi danasnjih ki¢cmenjaka.
Vecéina ovih disulfidnih mostova su unutrasnji i ne mogu se redukovati 2-merkaptoetano-
lom bez prethodne denaturacije. Medutim, postoji jedan u vezivnim ostacima C-domena
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478 do 671 koji se lakse redukuje i pretpostavlja se da je viSe izlozen.?** Sli¢an ne postoji u
ovotransferinu patke. Kompletna aminokiselinska sekvenca i nukleotidna sekvenca su
objavljeni 1982. godine.?*324> Jako njegova trodimenzionalna struktura jo$ nije objavljena,
dva veoma blisko povezana proteina imaju, humani laktoferin i transferin zecijeg se-
ruma.?46247 Funkcija ovotransferina je opste prihvacena kao funkcija transporta gvozda. On
vezuje dva atoma Felll, po jedan u svakom domenu. Redosled vezivanja gvozda 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 gvozda, mesta zahtevaju sinergisti¢ko ve-
zivanje anjona.?*8 Molekuli transferina stupaju u interakciju sa receptorima na povrsini celije
kako bi preneli gvozde u celije. Mehanizam i zahtevi za ovaj proces su detaljno proucavani
koris¢enjem crvenih krvnih zrnaca pileceg embriona i fragmenata ovotransferina.?*® Kada
se ovotransferin cepa izmedu dva domena koriS¢enjem proteaza, dva odvojena domena N
i C ¢e 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 vise ne
povezuju.??? Konkretno, za reasocijaciju su potrebni ostaci 320-332 N-domena i ostaci 683-
686 C-domena. Koris¢enjem N- ili C-domena odvojeno, ne dolazi do vezivanja za membrane
¢elija crvenih krvnih zrnaca. Medutim, 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 Celijske povrsine, a samim tim i za preuzimanje.

[.1.4.2.3 Ovomucin

Ovomucin ¢ini 1,5% ukupnog proteina belanceta. On u velikoj meri doprinosi vis-
koznosti belanca. Zbog toga igra ulogu u odrzavanju strukture belanca, a pokazalo se da
gusto belance, koje ¢ini spoljasnjih 50% zapremine, ima veci sadrzaj ovomucina od retkog
belanca. Interesovanje za njegova fizicka svojstva je usredsredeno na gubitak viskoziteta
belanceta pri skladiStenju, za koji se pretpostavlja da je u velikoj meri posledica promena u
svojstvima ovomucina, kao i na svojstva pene belanceta koja takode proisti¢u iz sadrzaja
ovomucina. Ova poslednja svojstva su od posebnog interesa za prehrambenu industriju.
Dugi niz godina glavna poteskoca u izvodenju biohemijskih studija na ovomucinu je bila
dobijanje rastvorljivih preparata. Robinson (Robinson) i saradnici su uspeli da dobiju ras-
tvorljive preparate nakon redukcije disulfidnih mostova.?! Robinson (Robinson) i Monsej
(Monsey) su frakcionisali redukovani ovomucin u dve komponente oznacene kao a-ovomu-
cini P-ovomucin.??223 a-Ovomucin ima M od 210 kDa i sadrzi oko 13(mas)% ugljenih
hidrata. Nasuprot tome, -ovomucin ima mnogo ve¢i sadrZaj ugljenih hidrata (~58%) i M
od 720 kDa, koji je povezan od manjih jedinica od 112 kDa.

B-ovomucin je u velikoj meri odgovoran za Zelatinozne osobine ovomucina, a to je u
velikoj meri posledica njegovog visokog sadrZaja ugljenih hidrata, koji sadrzi N-acetilgalak-
tozamin, galaktozu i sijalnu kiselinu. Neki ostaci ugljenih hidrata su sulfatirani. Polipeptid
ima veoma visok sadrzaj aminokiselina serina (13%) i treonina (16%), a za njih su vezani
ostaci ugljenih hidrata. Ovomucin ne samo da ima sposobnost samo-asocijacije, formirajuci
velike agregate, ve¢ se moZe povezati i sa drugim proteinima prisutnim u belancima jajeta.
Kato (Kato) i saradnici su dobili rastvorljivi preparat ovomucina koji ima M; 8,3x10° Da, koji
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se ultrazvukom smanjuje na 1,1x10¢ Da i dalje redukuje merkaptoetanolom na 2,3x10° Da.?>*
Pokazali su da su svojstva pene smanjena smanjenjem My, ali emulgatorska svojstva koji se
odnose na povecanu hidrofobnost povrsine su se povecala. Rabuje (Rabouille) i saradnicima
su koristili sonikaciju pracenu gel filtracijom da bi precistili ovomucin.?55 Cini se da njihov
preciscéeni materijal odgovara B-ovomucinu koji su pripremili Robinson (Robinson) i Monsej
(Monsey).>2 Ima M>40x10° Da, ali se moZe razgraditi redukcijom kori$¢enjem ditiotreitola
do M; vrednosti 3x10° Da. Fizicke metode kao Sto su rasejanje svetlosti i elektronska mikro-
skopija sugeri$u da je to fleksibilan linearni molekul.

1.1.4.2.4 Inhibitori proteinaze

Glavna grupa proteina prisutnih u belancu su inhibitori proteinaze. Od ovih, ovo-
mukoid je najzastupljeniji i najopseznije proucavan, ali su nedavno proucavani i drugi ma-
nje zastupljeni inhibitori. Iako njihove funkcije nisu pouzdano poznate, veruje se da mogu
imati zastitnu ulogu protiv bakterijskih proteinaza. Proteinaze se mogu klasifikovati prema
prirodi njihovog katalitickog mesta na serinske proteinaze, tiol proteinaze, kisele proteinaze
(koje imaju Asp na aktivnom mestu) i proteinaze koje zahtevaju jone metala.?¢ Od njih su
Ser proteinaze najrasprostranjenije. Ovomukoid i ovoinhibitor su inhibitori Ser proteinaza,
cistatin je inhibitor tiol proteinaza, a ovostatin inhibira razlicite proteinaze.

1.1.4.2.5 Ovomukoid

Ovomukoid ¢ini 10% proteina u belancu. To je toplotno stabilan glikoprotein od 185
aminokiselinskih ostataka i devet disulfidnih mostova. Ovo poslednje je ono $to objasnjava
njegovu veliku toplotnu stabilnost. Sekvenca se sastoji od tri homologna tandem domena
za koje se veruje da su nastali kroz dve duplikacije gena.?>” Domeni I, kao i domen II se
nazivaju domenima a-tipa i pokazuju vecu sli¢nost 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 $to je kraci izmedu prvog i drugog
cisteina koji ¢ine polovinu prvog i drugog disulfidnog mosta.?®® Postoje tri potencijalna
mesta inhibitora proteinaze, po jedno u svakom domenu. Kod ovomukoida domace Zivine
samo jedan domen pokazuje inhibitorna svojstva proteinaze, dok kod ovomukoida ¢uretine
dva domena imaju inhibitorna svojstva, a kod patke sva tri domena. Pored broja inhibitor-
nih domena, postoji i specificnost ovih domena. Veé¢ina ovomukoida je testirana na protei-
naze tripsin i himotripsin. Obrasci inhibicije zavise od sekvence u ograni¢enom 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, kog i kog+:

kOTl kOTl*
E+1=C = E+1I' @)
kofr Kogss
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U zavisnosti od amino kiseline na karboksilnoj strani peptidne veze koja se cepa, do-
lazi do inhibiranja tripsina ili himotripsina. Moguce je cepati ovomukoid izmedu drugog i
treceg domena koris¢enjem V-8 proteinaze i zatim precistiti izolovani tre¢i domen.?°
Laskovski (Laskowski) i saradnici napravili su veoma opseznu uporednu studiju sekvenci
aminokiselina preko 125 razli¢itih vrsta ptica.260261 [z ovoga je moguce pokazati da deo
sekvenci koji pokazuje najvise varijacija odgovara regionu kontakta enzim-inhibitor. Iz ren-
dgenskih kristalografskih studija jasno je da je 8 od 11 kontaktnih poloZzaja enzim-inhibitor
jako hipervarijabilno.?¢0 Ovo rezultuje ovomukoidima blisko srodnih vrsta, npr. domaca Zi-
vina, ¢uretina, zlatni fazan, pokazuju razli¢ite obrasce inhibitorne aktivnosti. Sugerisano je
da je znacaj ove vrste varijabilnosti omogucavanje inhibitorima proteinaze da se prilagode
inhibiciji promenljivog opsega bakterijskih proteinaza.

1.1.4.2.6 Ovoinhibitor

Ovoinhibitor je takode inhibitor serinskih proteinaza, a po svojstvima je sli¢an ovo-
mukoidu. Vedi je od ovomukoida, ima vrednost M od 49 kDa i sastoji se od sedam domena,
od kojih svaki ima sli¢an raspored disulfidnih mostova kao kod ovomukoida. Sest domena
je a-tipa, a sedmi, koji obuhvata C-terminalni kraj, je b-tipa. Ovoinhibitor iz domace Zivine
je u stanju da inhibira tripsin, a-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 ¢emu se svaki vezuje za razli¢ite domene. Subtilizin se, s druge strane, tak-
mici sa a-himotripsinom za ista mesta. Postoje dokazi da dva mesta vezivanja tripsina nisu
ekvivalentna.?®3 Moguca prednost posedovanja veceg broja domena, od kojih svaki inhibira
proteinaze, jeste to Sto se $iri opseg proteinaza moze inhibirati i tako obezbediti ve¢u meru
zastite od mikroorganizama.

1.1.4.2.7 Cistatin

Cistatin je prvi put izolovan u malim koli¢inama iz belanaca od strane Fosuma
(Fossum) i Vitakera (Whitaker) i poznat je kao inhibitor ficina zbog svojih svojstava.?64 Naziv
cistatin predlozZio je Beret (Barret) 1981. godine.?%> Javlja se u koncentracijama od oko 12,5 pg
mL-1ubelancu i takode u niZim koncentracijama (1 pg mL-1) u serumu.?% Postoje dva glavna
oblika cistatina koji imaju plI vrednosti od 6,51 5,6, koji se nazivaju A, Bi1, 2.266267 Svaki od
ova dva oblika postoji u kratkim i dugim oblicima, pri ¢emu prvom nedostaje prvih osam
aminokiselinskih ostataka prisutnih u polipeptidnom lancu od 116 ostataka drugog. Dva
glavna oblika su imunoloski identi¢na i nijedan ne sadrZi ugljene hidrate. Cistatin inhibira
brojne cisteinske proteaze ukljucujuci ficin, papain, katepsin B, katepsin H, katepsin L i
dipeptidil peptidazu I, ali ne i klostipain ili streptokoknu proteazu i samo slabo inhibira
bromelin.?¢ Cistatin je sekvencioniran i njegova trodimenzionalna struktura je odredena
rendgenskom kristalografijom pri rezoluciji 2,0 A.267-26 Sadrzi a-heli¢nu regiju i pet upre-
denih B-naboranih ploca i dva intralan¢ana disulfidna mosta. Identifikovan je region koji se
vezuje za proteaze.
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1.1.4.2.8 Ovostatin

Ovostatin (ranije poznat kao ovomakroglubulin) je veliki molekul koji ima tetra-
mernu strukturu (M = 780 kDa = 4x195 kDa). On inhibira Sirok spektar endoproteinaza,
ukljucujuéi termolizin (proteazu koja zahteva metal-jon vezu) i kolagenazu.?”® Njegova
struktura i mehanizam delovanja je sli¢an inhibitoru Ser proteaze, a>-makroglobulina.?”?
Proteaze prvo cepaju vezu unutar ovostatina, koja zatim prolazi kroz konformacionu pro-
menu tako da ometa pristup velikim, ali ne i malim, molekulima supstrata katalitickom
mestu. Tako ovostatin inhibira aktivnost proteaze kada se meri koris¢enjem proteinskih
supstrata, ali ne i kada se koriste supstrati sa malom M;, kao 8to su peptidni nitroanilidi.
Ovostatin pokazuje 40% homologije sa a>-makroglobulinom, ali se razlikuje od njega po
tome $to je neosetljiv na metilamin, ima izrazitu imunogenost i razli¢itu mapu peptida na-
kon tretmana cijanogen bromidom. Ovostatin iz domace zivine i patke je proucavan, prvi
inhibira samo metaloproteaze, dok drugi inhibira metaloproteaze i serinske proteaze. Ru-
ben (Ruben) i saradnici su na osnovu serije studija elektronskih mikrografa predlozili ele-
gantan model za mehanizam inhibicije pacijeg ovostatina.?”!

1.1.4.2.9 Lizozim

Od svih proteina u belancu, lizozim je onaj koji je najtemeljnije istrazen na moleku-
larnom nivou. Ovo je prvenstveno zbog kombinacije faktora: prili¢no je bogat i lako se pre-
¢iscava, relativno je male veli¢ine, za njega je objavljena prva rendgenska struktura atomske
rezolucije i mehanizam delovanja je predloZzen na osnovu strukturalnih informacija.?72-274
Lizozim, medu glavnim proteinima belanaca, se razlikuje po tome $to ima alkalni pl, sto
znaci da moze da formira komplekse sa ovomucinom, ovalbuminom i ovotransferinom. Ima
ukupno 129 aminokiselinskih ostataka i sadrzi ¢etiri disulfidna mosta. Njegova enzimska
aktivnost je u stanju da cepa peptidoglikane, koji se nalaze u ¢elijskim zidovima bakterija.
Njegova uloga u belancu jajeta moze biti zastita od invazijskih bakterija. Njegov mehanizam
delovanja je detaljno proucavan, a precizni ostaci aminokiselina ukljuceni u katalizu, npr.
aspartat-52 i glutamat-35, dobro su poznati. Njihov znacaj u katalizi je ocigledan, jer kada
se bilo koji od njih zameni odgovarajué¢im amidom, Asn ili Gln, koris¢enjem mutageneze
usmerene polozajem, kataliticka aktivnost se smanjuje na 5% odnosno 0,1% od one nemo-
difikovanog enzima.?”> Rendgenska kristalografija kompleksa izmedu lizozima i jednog od
njegovih supstrata otkriva prostornu dispoziciju enzima i supstrata. Rendgenska kristalo-
grafija daje stati¢nu sliku interakcije. U novije vreme dinamicniju sliku daju spektroskopske
metode koje se mogu primeniti u rastvoru za razliku od kristala. Koris¢enjem NMR spek-
troskopije sada je moguce identifikovati rezonancije za 126 od 129 aminokiselinskih osta-
taka.?’¢ Iz ovoga ce se dobiti dinamicka slika promena tokom katalize. Pokazalo se da se
jedan od cetiri disulfidna mosta moZze selektivno redukovati, a sekundarna i tercijarna struk-
tura zadrzZati, iako je kataliticka aktivnost smanjena za 40%, kao toplotna stabilnost.?”” Ura-
deno je vise komparativnih studija o lizozimima iz belanca razli¢itih ptica. Postoje dva
osnovna tipa: c-tip (piletina) i g-tip (guska). Drugi ima ve¢u M;=21 kDa, u poredenju sa 14
kDa. Postoje znacajne razlike u sekvenci, ali i slicnosti u trodimenzionalnoj strukturi, koje je
uvidela Viver (Weaver) sa saradnicima, pod pretpostavkom da su se oba tipa odvojila od
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zajednic¢kog evolucionog prethodnika.?”8 DZols (Jolles) i saradnici uporedili su sekvence
brojnih lizozima, uglavnom c-tipa, uklju¢ujudi one iz fazana, prepelice, ¢uretine, jarebice i
patke.?”? Izmedu 10 i 14 supstitucija se deSava unutar fazanoidnih lizozima, a vise izmedu
fazanoida i anatidnih ptica.

1.1.4.210 Ovoglobulini

Ovoglobulini su prvobitno podeljeni u tri klase G1, G2 i G3 na osnovu njihovog raz-
dvajanja elektroforezom sa pokretnom granicom.?®® Naknadni rad je pokazao da je G1 lizo-
zim. Ovoglobulini G2 i G3 su najmanje detaljno istraZeni sa biohemijskog stanovista. Iako
su prociséene i utvrdene njihove My, nisu sprovedene nikakve strukturne studije. Jo$ im nisu
pripisana nikakva kataliticka ili vezujuca svojstva.?81.282 Njihova glavna osobina do danas,
bila je prisustvo velikog broja genetskih varijanti.?? Razlike izmedu dva od njih su istrazene
mapiranjem peptida.?8> Ovoglobulini G2A i G2B se razlikuju po svom pl, kao i po osetljivo-

sti na himotripsin i V8 proteazu.
1.1.4.2.11 Proteini koji vezuju vitamine

Vitamini prisutni u oplodenom jajetu su potrebni da zadovolje potrebe rasta embri-
ona u razvoju do trenutka izleganja. Jedan broj njih je prisutan i u belancu i u Zumancu
vezan za odgovarajuce 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 Zumancu.?®3 Najbolje okarakterisani su oni za riboflavin, biotin i
tiamin. Cini se da je uloga vezivnih proteina da obezbede unos vitamina u jajne celije u
razvoju. Ovo se najjasnije pokazuje u slu¢aju mutanta sa nedostatkom proteina koji vezuje
riboflavin. Embrioni u razvoju umiru na ili blizu 13 dana inkubacije od nedostatka ribofla-
vina. Nedostatak se ne moZe prevazi¢i hranjenjem kokosaka hranom koja je dopunjena ri-
boflavinom, ve¢ samo direktnim ubrizgavanjem riboflavina u jaja.28% Medutim, postoji
mnogo neodgovorenih pitanja u vezi sa proteinima koji vezuju vitamine.?83

1.1.4.2.11.1 Protein koji vezuje riboflavin (RfBP)

Protein koji vezuje riboflavin je najzastupljeniji protein koji vezuje vitamine u belan-
cetu, ¢inedi priblizno 1% sadrZaja proteina. Protein je preciSéen iz belanaca jajeta domace
zivine i sekvencioniran, iako njegova trodimenzionalna struktura jo$ nije utvrdena.?8428
Ima devet disulfidnih mostova i to je verovatno delimi¢no razlog za njegovu visoku ter-
micku stabilnost. Rastvori RfBP mogu da se kuvaju 30 min bez denaturacije. Iz njegovog
cirkularnog dihroi¢nog spektra procenjuje se da RfBP domace Zivine ima priblizno 24% a-
heliksa i 39% (- naboranih ploca.?8¢ Protein ima ukupno osam fosfatnih grupa koje zajedno
sa kiselim ostacima aminokiselina i sijalnom kiselinom ¢ine 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 specifi¢nosti prema flavinima za koje je u stanju da se

veze.?8” Fosfatne grupe i ostaci sijalne kiseline su vazni za unos RfBP u oocite, posto njihovo
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uklanjanje dovodi do znacajnog smanjenja unosa.?8 RfBP kompleksu nedostaje karakteri-
stika fluorescencije riboflavina, sto je korisno svojstvo za merenje stepena vezivanja.?s”

1.1.4.2.11.2 Avidin

Avidina je mnogo manje u belancima od RfBP, pri ¢emu prvi ¢ini samo 0,05% ukup-
nog proteina. Ipak, on je najvise proucavan od proteina koji vezuju vitamine. Primecen je u
vidu nutritivnog sindroma izazvanog konzumiranjem nekuvanih belanaca. Sadrzao je avi-
din koji ima veoma visok afinitet za biotin, $to ¢ini hranjivi izvor nedostupnim. Upravo ovaj
izuzetno visok afinitet ka biotinu (Kdis=0,6x10-1> M) je rezultirao brojnim primenama koje
koriste ovo snazno vezivanje. Avidin je glikoprotein koji se sastoji od cetiri podjedinice, od
kojih svaka ima jedno mesto vezivanja za biotin. Podjedinice se sastoje od 128 amino kiselina
i My na osnovu sekvence je 15,6 kDa. Veoma snazno vezivanje avidina za biotin, ekvivalen-
tno promeni slobodne energije od 21 kcal mol-!, je izuzetno visoko za nekovalentnu interak-
ciju koja ukljucuje organski ligand. Nejasno je koje prednosti ima veoma snazno vezivanje
u odnosu na moguce fizioloske uloge proteina. On je npr. 1000 puta veci od proteina koji
vezuje biotin u Zumancu.2%0 Cini se malo verovatnim da je njegova uloga u transportu bio-
tina, posto veliki deo cirkuliSu¢eg avidina nema biotin. ViSe je verovatno da moze delovati
u cilju zastite 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 posvecéen ceo tom metoda u enzimologiji.??122 Avidin ima pI od 10,5 i jedan
disulfidni most. Pokazalo se da je teSko dobiti odgovarajuce kristale avidina za studije
difrakcije rendgenskih zraka, verovatno zato sto je glikoprotein, iako je proucavano blisko
srodno jedinjenje, streptavidin, koje nije glikozilovano. Ostaci oligosaharida nisu vazni za
vezivanje, jer se mogu odcepiti bez zna¢ajnog uticaja na vezivanje. Cetiri 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-
¢eni u domen vezivanja. Drasticno smanjenje vezivanja se deSava kada se cetiri ostatka
triptofana u svakoj podjedinici modifikuju pomoc¢u N-bromosukcimida. Biotin §titi cetiri
triptofana od modifikacije. Dinitrofenilacija jednog ostatka lizina takode sprecava vezivanje
biotina.?? Ostaci triptofana i lizinski ostaci su stoga ukljuc¢eni u vezivanje. Avidin-biotin
tehnologija koristi snazno vezivanje biotina za avidin i ima Siroku primenu, uklju¢uju¢i afi-
nitetnu hromatografiju, citohemiju, genske sonde i isporuku lekova.?? Karboksilna grupa
na biotinu, zajedno sa niskom reaktivno$éu njegovog fuzionisanog prstenastog sistema,
znaci da moze biti kovalentno povezana preko karboksilne grupe sa raznim jedinjenjima,
npr. veziva ili sonde. Jednom biotinilovana, jedinjenja ¢e snazno interagovati na avidin ili
konjugovani avidin. Posto avidin ima cetiri vezivna mesta, on se takode moZe koristiti za
umrezavanje.

1.1.4.2.11.3 Protein koji vezuje tiamin (ThBP)

Protein koji vezuje tiamin je precisc¢en iz belanaca afinitetnom hromatografijom ko-
riS¢enjem tiamin pirofosfata spregnutog sa aminoetil-sefarozom.?*® Ima M od 38 kDa i nije
glikoprotein, ima mnogo manji afinitet za vitamin (Kd4is=0,3 tM) nego RfBP ili avidin. Sli¢can
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protein je preciséen iz Zumanca jajeta koje se umrezava sa monospecifi¢nim antiserumom
na protein koji vezuje tiamin jajeta, Sto sugerise da su oba proizvodi istog gena, iako se mogu
razlikovati u posttranslacionoj modifikaciji.?**

I.1.5 PEROKSIDAZE

Peroksidaze su giroko rasprostranjene medu svim Zivim organizmima u prirodi. Cak
i kod striktno anaerobnih bakterija, hidroperoksidaze igraju esencijalnu ulogu, uglavnom u
signalizaciji i odrzavanju tolerancije na kiseonik.?%>2% Prvobitne modrozelene alge (pretece
cijanobakterija) koje su se pojavile pre oko 3,2 milijarde godina su najverovatnije bile medu
prvim organizmima koji su razradili mehanizme za detoksifikaciju delimi¢no reduktivnih,
reaktivnih kiseonickih vrsta kao posledica njihovih evoluirajucih kiseonickih fotosistema.?%”
Znacajno povecanje nivoa atmosferskog kiseonika na pocetku proterozoika (izmedu 2,45 i
2,32 milijarde godina) je nuzno dovelo do dalje sofisticirane evolucije prokariotskih i euka-
riotskih antioksidativnih osobina, pri ¢emu su peroksidaze i katalaze najistaknutiji enzimski
faktori.?®2% Linozije (Linossier) je prvi izneo naziv peroksidaza, nakon sto je izolovao iz
gnojnih ¢elija.3%° One su medu prvim otkrivenim enzimima, sa referencama koje datiraju jos
iz XIX veka i opisuju peroksidativnu aktivnost u bioloskim sistemima. Mogu se ekstrahovati
iz veéine biljnih ¢elija i iz organa i tkiva Zivotinja.3"1 One predstavljaju oksidoreduktaze koje
katalizuju proces oksidacije Sirokog spektra molekula, koriste¢i peroksid kao akceptor e-
lektrona. Sledec¢a jednacina predstavlja reakciju katalize peroksidazama:30

ROOH + elektron donor(2e™) + 2H* - ROH + H,0 (5)
Peroksidaze su prisutne u skoro svim vaskularnim biljkama i pretpostavlja se da su
ukljucene u Sirok spektar fizioloskih fenomena uklju¢ujuéi umrezavanje polisaharida celij-
skog zida,03:304 zarastanje rana, odbrambene mehanizme od patogena, uklanjanje H>O: iz
citozola i hloroplasta,3® detoksifikaciju teSkih metala i reaktivnih vrsta kiseonika tokom
procesa oksidacije i metaboli¢kih procesa ¢elija,30¢307 kao i reakcije biorazgradnje.3% Biljne
peroksidaze su korisc¢ene za razli¢ite komercijalne primene, zbog njihove Siroke specifi¢no-
sti supstrata i ekstenzivne biokataliticke aktivnosti.3? Primenjuju se u fluorescentnim sen-
zorima,310 klini¢koj dijagnostici i u prehrambenoj industriji.30311 Takode su uklju¢ene u kon-
troli tete od zagadenja vazduha®'? i procese biobeljenja.?13 Stavise, imaju potencijal za de-
toksifikaciju zemljiSta, biotransformaciju organskih jedinjenja, uklanjanje fenola i aromatic-
nih amina iz zagadene vode i organskih rastvaraca koji se mesaju sa vodom. Primecena je
sposobnost rastvorljivih i imobilisanih peroksidaza za uklanjanje sintetskih boja iz vode
kontaminirane bojom i iz industrijskih otpadnih voda.3%

I.1.5.1 Klasifikacija peroksidaza

Osnovna podela peroksidaza je na proteine koje sadrZe hem grupu i koji je ne sadrze.
U vedini slucajeva, hem je prosteti¢ka grupa, a njeno evolutivno dobro o¢uvano aminokise-
linsko okruZenje uti¢e na njenu reaktivnost. Prema filogenetskim stablima, bazu do sada
poznatih peroksidaza (Redoxi Base, oktobar 2022.) ¢ine 13 podgrupa koje se granaju u 60
klasa (slika 10).
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Trenutno se u Redoxi Base bazi nalazi 15260 peroksidaza, od ¢ega heme peroksidaze
¢ine 84% od ukupnog broja.3'4 Suprotno nekim nedavno objavljenim misljenjima, dubinska
tilogenetska analiza jasno otkriva da skoro svi ovi geni koji kodiraju hem peroksidazu imaju
veoma drevno prokariotsko poreklo koje verovatno datira jo$ od porasta atmosferskog ki-
seonika.3!> Sve trenutno poznate peroksidaze koje sadrze hem grupu mogu se podeliti u dve
glavne superfamilije i tri familije. Klasi¢na podela na biljne i Zivotinjske hem peroksidaze
danas izgleda zastarela i neprikladna. Zbog toga je prikladnije da se grupisu prema pose-

bnoj specifi¢nosti reakcije za svaku posmatranu superfamiliju.

Manganske
katalaze

Crne strelice povezuju klase, familije ili superfamilije proteina koje poti¢u od istog izvora.
Sive strelice povezuju dve razli¢ite klase proteina sa sli‘nom osnovom.

Slika 10. Podela peroksidaza po bazi Redoxi Base, oktobar 2022314

I.1.5.1.1 Superfamilija peroksidaza - Katalaze

Ovo je trenutno najpoznatija i najintenzivnije proucavana superfamilija hem peroksi-
daza. Njegovi predstavnici medu najstarijim poznatim peroksidazama, na primer peroksi-
daza rena, sistematski se proucavaju od 1930-ih godina. Prvu sistematsku klasifikaciju aku-
muliranih sekvenci i struktura izvrsio je Velinder (Welinder) i podelio sve ¢lanove ove su-
perfamilije u tri razlicite klase. Identifikovano je da klasa I sadrzi uglavnom citohrom c
peroksidazu kvasca, askorbinske peroksidaze i bakterijske katalaze-peroksidaze. U klasi II
dominiraju gljivicne lignin i mangan peroksidaze. Klasu III predstavljaju sekretne biljne
peroksidaze u srodstvu sa peroksidazom iz rena. Cela superfamilija je tako prvo nazvana
prema poreklu ukljucenih ¢lanova kao superfamilija biljnih, gljivi¢nih i bakterijskih hem
peroksidaza. Ovu superfamiliju bi bilo prikladnije nazvati superfamilija peroksidaza-
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katalaza, odnosno prema glavnim enzimskim aktivnostima koje vrse njeni ¢lanovi. Ra-
zumno je pretpostaviti da je bifunkcionalnost bila u korenu superfamilije peroksidaza-kata-
laza, jer se tvrdilo da se kataliticki promiskuitet cesto javljao u evoluciji superfamilija prote-
ina. Katalaza-peroksidaze su fizioloski aktivne prvenstveno kao katalaze i njihova peroksi-
dazna funkcionalnost in vivo je jos uvek predmet diskusije.31® Trenutno 470 peroksidaza u
Redoxi Base bazi odgovara kriterijjumima za oznacavanje kao katalaza-peroksidaza.314

1.1.5.1.2 Familija peroksidaza DyP - tipa

Prvobitno nazvane , peroksidaze koje uklanjaju boje”, ova porodica proteina je ras-
prostranjena medu bakterijama i gljivicama.315317 U Redoxi Base bazi je ve¢ registrovano 237
sekvenci porodice DyP peroksidaza.3!* U biotehnologiji su uglavnom DyP-¢lanovi bazidio-
mikota pecuraka, postali popularni zbog svoje sposobnosti da razgraduju razlicite sinteticke
disperzivne boje, ali njihova fizioloska uloga i uglavnom njihovi fizioloski donori elektrona
ostaju nejasni. Nakon njihovog prvog precis¢avanja, bez analize sekvence, bilo je o¢igledno
da se one znacajno razlikuju po svojoj specifi¢nosti supstrata od poznatih peroksidaza klase
IT koje su cesto prisutne kod sli¢nih gljiva i mogu da ometaju skrining uzoraka grupe.38
Verovatno su u ovom slucaju hem peroksidaze evoluirale do svoje najvece svestranosti. Po-
red aktivnosti peroksidaze, sa npr. derivatima antrahinona koji sluZze kao donori elektrona,
¢ini se da se enzimi tipa DyP ponasaju kao hidrolaze i oksigenaze.315317

I.1.6 PEROKSIDAZA 1Z RENA (HRP-C)

Ren (Armoracia rusticana) je izdrZzljiva visegodisnja biljka koja se uzgaja u umerenim
regionima sveta uglavnom zbog kulinarske vrednosti svog korena (slika 11).

i
o

b)
Slika 11. Ren (Armoracia rusticana): (a) nadzemni deo (list i cvet); (b) koren
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Takode je bogat izvor hem peroksidaza, koje koriste vodonik peroksid za oksidaciju
sirokog spektra organskih i neorganskih jedinjenja. Proizvodnja peroksidaze iz korena rena
se deSava u relativno velikom obimu zbog komercijalne upotrebe enzima, na primer kao
komponente klini¢kih dijagnosti¢kih kompleta i za imunotestove. Iako se termin peroksi-
daza rena koristi donekle uopsteno, koren biljke sadrzi niz karakteristi¢nih izoenzima
peroksidaze od kojih je C izoenzim (HRP-C) najzastupljeniji.31?

Mnoge fizioloske uloge dodeljene su izoenzimima peroksidaze rena, ukljucujuci me-
tabolizam indol-3-siréetne kiseline, lignifikaciju, umrezavanje polimera celijskog zida, for-
miranje suberina i otpornost na infekciju. Stoga je iznenadujuce da se tako malo zna o nji-
hovim specifi¢nim funkcijama biljke.320,321

Prvo zabelezeno zapaZanje reakcije katalizovane peroksidazom rena pojavljuje se u
belesci koju je objavio Luji Antoan Plans (Louis Antoine Planche), u kojoj se opisuje analiza
,jalap” smole uvezene u Francusku za medicinsku upotrebu, verovatno sa Kariba.31° Iako je
termin , peroksidaza” ugao u upotrebu krajem devetnaestog veka, to je bio rad Roberta So-
data (Robert Chodat) i Alekseja Nikolajvevica Baha (Alexei Nikolaevich Bach) na Univerzitetu
u Zenevi tokom prvih godina dvadesetog veka koji je pokrenuo dalja istrazivanja peroksi-
daze iz korena rena i drugih biljnih izvora.322 Iako su Bah (Bach) i Sodat (Chodat) dobili sirovi
preparat peroksidaze iz rena, narednim studijama Ricarda Vilstatera (Richard Willstatter) i
Uga Torelja (Hugo Teorella), ¢ist enzim je konacno izolovan. Drugi napredak u periodu od
priblizno 1920. do 1945. ukljucivao je demonstraciju hem grupe i ugljovodonika kao kom-
ponenti peroksidaze rena i prvo posmatranje katalitickih intermedijera poznatih kao jedi-
njenja I i II, kao i prvu kineticku analizu reakcije sa vodonik peroksidom. Ovo naglasava
vazan doprinos koji je istrazivanje peroksidaze rena dalo nasem razumevanju enzima
peroksidaze uopste 319323

1.1.6.1 Struktura HRP-C

Struktura enzima je uglavnom a-helikalna, mada postoji i mali deo p-lista (slika 12).
Postoje dva domena, distalni i proksimalni, izmedu kojih se nalazi hem grupa. Ovi domeni
su verovatno nastali kao rezultat umnoZavanja gena, sto je predlog podrZzan njihovim za-
jedni¢kim mestima za vezivanje kalcijuma i drugim strukturnim elementima.3?*

Strukture HRP-C i drugih biljnih peroksidaza klase III sadrze tri a -heliksa koji su
dodatne strukture uz osnovne strukture peroksidaze.3?! Dve od njih (heliksi F’ i F”’) nalaze
se u dugackom umetku koji pokazuje velike varijacije u sekvenci i broju ostataka (slika 12).

Ukupni integritet strukture u ovom regionu odrZava se disulfidnom vezom od
Cis177 do Cis209. Ono sto je posebno interesantno u slucaju HRP-C je lokacija ostataka u
heliksu F’ koji su uklju¢eni u pristup supstratu i vezivanje. Izoenzim C peroksidaze rena
sadrzi jedan polipeptid od 308 aminokiselinskih ostataka, ¢iju sekvencu je odredio Velinder
(Welinder) 1976. godine.3?> N-terminalni ostatak je blokiran piroglutamatom, a C-kraj je he-
terogen, sa nekim molekulima koji nemaju terminalni ostatak, Ser308. Postoje 4 disulfidna
mosta izmedu ostataka cisteina 11-91, 44-49, 97-301 1 177-209, i zaklonjeni most soli izmedu
Asp99 i Argl23. Devet potencijalnih mesta N-glikozilacije moZze 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 ¢ini 75 do 80% glikana (tabela 5), ali je profil ugljo-
vodonika HRP-C heterogen, a takode 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 izmedu distalnog i proksimalnog domena od kojih svaki sadrzi po jedan
atom kalcijuma (prikazano kao plave sfere). a-helikalni i B-list regioni enzima su prikazani
ljubi¢astom i Zutom bojom, respektivno. F" i F” a-zavojnice se pojavljuju u donjem desnom
kvadrantu molekula3?

Oni uvek sadrze dva terminalna GlcNAc i nekoliko ostataka manoze. Dalja kompli-
kacija je varijacija u tipu glikana prisutnog na bilo kom mestu glikozilacije. Ukupan sadrzaj
ugljovodonika u HRP-C donekle zavisi od izvora enzima i tipi¢ne su vrednosti izmedu 18 i
22%. HRP-C sadrzi dva razli¢ita tipa metalnog centra, gvozde(Ill) protoporfirin IX (koji se
obi¢no 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 izmedu N
atoma boc¢nog lanca histidina i atoma gvoZzda 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 $to su ugljen monoksid, cijanid, fluorid i azid vezuju se za atom
gvozda hem grupe na ovom distalnom mestu dajuc¢i komplekse peroksidaze sa Sest koordi-
nata. Neki se vezuju samo u svojim protonovanim oblicima, koji se stabilizuju kroz interak-
cije vodoni¢nim vezama sa bo¢nim lancima aminokiselina u distalnom hem dzepu Arg38
(distalni arginin) i His42 (distalni histidin) (slika 13).
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His170

J\}- Asp247

Slika 13. Klju¢ni aminokiselinski ostaci u regionu koji se vezuje za hem grupu HRP-

C. Hem grupa i atom hem gvozda su prikazani crvenom bojom, a preostali ostaci u bo-

jama atoma. His170, proksimalni histidinski ostatak, koordinisan je za atom gvozda hem

grupe, dok je odgovarajuce distalno koordinaciono mesto iznad ravni hem grupe prazno.

Specifi¢ne 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 mreZom vodoni¢nih
veza. Svako mesto kalcijuma ima sedam koordinata sa ligandima donora kiseonika obezbe-
denim kombinacijom karboksilata bo¢nog 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 termicke stabilnosti,
kao i do suptilnih promena u okruzenju hem grupe koje se mogu detektovati spektroskop-

ski.328329

Tabela 5. Anatomija peroksidaze. Neke bitne strukturne karakteristike izoenzima C peroksidaze

rena (HRP-C)327

Hem grupa

IzloZeni kraj
hem grupe
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His170 formira koordinatnu vezu sa atomom
gvozda hem grupe.

Asp247 karboksilni bo¢ni lanac pomaze u kon-
troli imidazolatnog karakter His170 prstena.
His170Ala mutant podleze degradaciji hem
grupe kada se doda H>O:; i jedinjenja I i II nisu
otkrivena; ki = 1,6 x 10 M1 s'.. Imidazoli mogu
da se vezu za hem gvozde u vestacki stvorenoj
Supljini, ali puna kataliticka aktivnost se ne
obnavlja jer His170Ala-imidazol kompleks ne
odrzava stanje sa pet koordinata (His42 se ta-
kode vezuje za Fe).

Aromati¢ni supstrati su oksidisani na izloZe-
nom kraju hem grupe, ali se ne vezuju za hem
gvozde.



Tabela 5. Anatomija peroksidaze. Neke bitne strukturne karakteristike izoenzima C peroksidaze
rena (HRP-C)3%7

Kalcijum
e Distalni i proksimalni Ca?* joni su
Distalni O-donori Proksimalni O-donori sedmokoordinatni.
e DPri gubitku kalcijuma aktivnost
Asp43, Asp50, Ser52 Thr171, Asp222, enzima se smanjuje za 40%
a (bocni lanac) e Thr225, Asp230 e Strukturna voda distalnog Ca mesta
Asp43, Val46, Gli48 (bo¢ni lanac) vezana je vodoni¢nom vezom za
(karbonilni) Thr171, Thr225, Glu64 koji je sam po sebi vodoni¢no
1 strukturna voda 1e228 (karbonilni) vezan za Asn70 i tako se povezuje sa
distalnim hem dzepom.
Ugljovodonik

e Mesta glikozilacije su u oblastima petlje struk-
Manaol ture, na Asnl3, Asnb57, Asnlb8, Asnl86,
Asn198, Asn214, Asn255 i Asn268.

6 > — —
3 Mang : 4GleNAcBI 4C3HCNAC Asn Ovde je prikazan glavni glikan; postoje i manji

Manol / glikani oblika ManmGlcNAc;, (m = 4-7) i
(Xyl)Manm(Fuc)/GlcNAc, (m =2,4,5,6; f = 01ili 1;
Xylp1 Fucal x =0ili1).

Aminokiselinski ostaci

Osnovne uloge u (i), formiranju i stabilizaciji jedinjenja I, Arg38Leu mutant; ; ki =1,1 x 10* M1 s%;
(ii) vezivanju i stabilizaciji liganada i aromati¢nih supstrata Kd (BHA) 12,1+0,7 mM.
(npr. benzhidroksamska kiselina, ferulat itd.).

Arg38

Phe41Ala/Leu/Thr mutanti pokazuju pobo-
Phe41  Sprecava pristup supstratu feril kiseoniku jedinjenja I. ljsane §tope.0k51daC1] e tioanizola (hemija pre-
nosa kiseonika).
Osnovne uloge pri (i), formiranju jedinjenja I (prihvata pro-
His42  ton iz H»O»), (ii) vezivanju i stabilizaciji liganada i
aromaticni supstrata.

His42Leu mutant; k; = 1,4 x 102 M1 s-;
Kd (BHA) 2,9+0,5 mM.

Odrzava baznost His42 bo¢nog lanca kroz Asn70-His42 par

260 (vodonicka veza od amidnog Asn70 kiseonika do His42 - Asn70Val mutant; ki = 6,0 x 10° M 57
NH grupe imidazola).
Kristalografski dokazi ukazuju na wulogu
Deo strukturnog motiva, ,-Pro-X-Pro-“ (Pro139-Alal40- Prol39 u oksidaciji i vezivanju supstrata. I-
Pro139 i mati na umu da su ostaci Ala140, Phel4?2 i

Pro141 u HRP-C), koji je sa¢uvan u biljnim peroksidazama. Phel43 takode 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 (Kaq)
za formiranje kompleksa izmedu HRP-C u stanja mirovanja i benzhidroksaminske kiseline je 2,1+0,2 um (pH vrednost
7,0, 25 C).

1.1.6.2 Mehanizam delovanja
Vedina reakcija katalizovanih sa HRP-C i drugim izoenzimima peroksidaze rena

mozZze se izraziti slede¢om jednacinom, u kojoj AH> i AH* predstavljaju redukcioni supstrat
i njegov radikalni proizvod, respektivno:31°

HRP—-C
H,0, + 2AH, —— 2H,0 + 2AH" (6)
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Tipi¢ni redukcioni supstrati uklju¢uju aromati¢ne fenole, fenolne kiseline, indole, a-
mine i sulfonate. Pretvaranje vodonik peroksida u vodu nije primarna funkcija biljnih
peroksidaza klase III kao sto je HRP-C.3%* Formiranje radikalnih produkata u reakcijama
katalizovanim sa HRP-C daje indikaciju nekih mogucih in vivo funkcija biljke. One mogu
ukljucivati reakcije unakrsnog povezivanja kao sto je formiranje diferulatnih veza iz feru-
latnih grupa polisaharida ili pektina vezanih za polimer, formiranje ditirozinskih veza,
umrezavanje fenolnih monomera u formiranju suberina i oksidativno spajanje fenolnih je-
dinjenja kao deo biosinteze lignina. Peroksidaze koje katalizuju reakcije unakrsnog povezi-
vanja mogu biti izrazene kao odgovor na spoljne faktore kao sto je ranjavanje biljnog tkiva.
Gubitak vode i invazija patogena se stoga moZze ograniciti formiranjem zastitne polimerne
barijere kao sto je suberin. Iako in vivo uloge izoenzima HRP-C jo$ nisu utvrdene, poznato
je da se aktivnost peroksidaze indukuje kada su listovi rena ranjeni.330

1.1.6.2.1 Kataliticki mehanizam delovanja HRP-C

Mehanizam Kkatalize peroksidaze rena, a posebno izoenzima C, je opSirno
istrazen.327:331.332 Neke vaZne karakteristike katalitickog ciklusa su ilustrovane na slici 14 sa
ferulnom kiselinom kao redukcionim supstratom. Generisanje radikalnih vrsta u dva
koraka redukcije elektrona moze rezultirati sloZenim profilom reakcionih proizvoda,
ukljuc¢ujuéi dimere, trimere i vise oligomere koji sami mogu delovati kao redukcioni
supstrati u narednim ponavljanjima.

Prvi korak u katalitickom ciklusu je reakcija izmedu vodonik-peroksida i Fe(Ill) u
stanja mirovanja enzima da bi se dobilo jedinjenje I, intermedijer visokog oksidacionog
stanja koji sadrzi Fe(IV) oksoferil centar i katjonski radikal na bazi porfirina. Prolazni
intermedijer (jedinjenje 0) formiran pre jedinjenja I je otkriven u reakcijama izmedu HRP-C
i vodonik-peroksida na niskim temperaturama i opisan je kao Fe(Ill)-hidroksi kompleks.333
U formalnom smislu, jedinjenje I je dva oksidirajuca ekvivalenta iznad stanja mirovanja.
Prvi korak redukcije sa jednim elektronom zahteva uces¢e redukcionog supstrata i dovodi
do stvaranja jedinjenja 1I, Fe(IV) oksoferil vrste koja je jedan oksidacioni ekvivalent iznad
stanja mirovanja. I jedinjenje I i jedinjenje II su mo¢ni oksidansi, sa redoks potencijalima
procenjenim na +1 V.

Drugi korak redukcije sa jednim elektronom vraca jedinjenje II u stanje mirovanja
enzima. Reakcija viska vodonik peroksida sa enzimom u stanju mirovanja daje jedinjenje
III, koje se takode moZe pripremiti na nekoliko drugih nac¢ina.3¥! Ovaj intermedijer se
najbolje opisuje kao rezonantni hibrid gvozda(Ill)-superoksida i gvozda(ll)-dikiseonickog
kompleksa. Nedavno objavljena kristalna struktura visoke rezolucije od 95% C¢istog
jedinjenja III pokazuje dikiseoni¢nu vezu sa hem gvoZdem u savijenoj konformaciji.3?
Modeli za ireverzibilnu inaktivaciju HRP-C peroksidima razvijeni su u studijama sa m-
hlorperoksibenzoevom kiselinom.33* Detaljni mehanizmi koji pokazuju ulogu ostataka
distalnog hem dzepa Arg38 i His42 (sa¢uvanih kod svih ¢lanova 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 potvrduju vaznost
Arg38 i His42 za peroksidnu katalizu.320 Npr. feril kiseonik jedinjenja I je vodoni¢no vezan
za Arg38 NnHz i molekul vode koji je takode vezan vodoni¢nim vezama za Arg38 i His42.
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Mehanizam za redukciju jedinjenja I i II pomo¢u ferulata je predlozen na osnovu novih
informacija iz kristalne strukture ternarnog kompleksa formiranog izmedu ferulne kiseline
i cijanidnog liganda HRP-C.33

OCH3
_ OCH3;
"o (W i ‘0 o
c>—2< \
9 v
— Felv—'+ — O —
Jedinjenje I Jedinjenje 1T
OCH,
O-
O
I OCH3
H202 — o — )
Stanje mirovanja ‘0 \
+ HQO

Slika 14. Kataliticki ciklus peroksidaze rena (HRP-C) sa ferulnom kiselinom kao
redukcionim supstratom. Konstante brzine ki, k2 i ks predstavljaju brzinu formiranja
jedinjenja I, brzinu redukcije jedinjenja I i brzinu redukcije jedinjenja II, respektivno3?”

1.1.6.2.2 Vezivna mesta aromati¢nog supstrata

Oksidacija supstrata pomo¢u HRP-C se deSava na ,izloZenom” kraju hem grupe,
regionu koji sadrZzi 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.33® Vrste slobodnih radikala koje nastaju kada se
inkubiraju sa HRP-C i vodonik-peroksidom daju adukte kao $to su C18-hidroksimetil i C20
mezofenil hem derivati. Ono sto je posebno interesantno je kontrast izmedu ponasanja HRP-
C i drugih hemskih proteina kao $to su globini i citohromi P450, gde dolazi do modifikacije
atoma gvozda hem grupe i pirolnih azota. Cini se da je pristup supstratu oksoferil centru
HRP-C otezan lokalnim proteinskim okruZenjem, primerom , zatvorene” arhitekture hem
grupe. Ovo je jedan od razloga zasto su peroksidaze mnogo manje efikasne kao katalizatori
reakcija prenosa kiseonika od citohroma P450. Pokusaji da se poboljsa ovaj aspekt hemije
HRP-C ucinjeni su mutagenezom usmerenom poloZajem. U ovim eksperimentima, pristup
supstratu oksoferil centru jedinjenja I je povecan zamenom distalnih ostataka Phe41 i His42
sa manjim ostacima aminokiselina.337:33% Stabilni, reverzibilni kompleksi 1:1 sa razli¢itim
aromati¢nim 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 aromati¢ni supstrati 327 Npr. kada se ferulna kiselina veze za HRP-C cijanidni

53



ligand, njen aromatic¢ni prsten se nalazi na distalnom mestu blizu izloZenog kraja hem grupe
i njen bo¢ni lanac fenolne kiseline je orijentisan ka ulazu mesta vezivanja.33> Postoje
interakcije vodoni¢ne veze izmedu Arg38 NnH: i fenolnih i metoksil atoma kiseonika
ferulne kiseline i izmedu fenolnog kiseonika i molekula vode na aktivnom mestu. Dalji od
njih je takode vodonikom vezan za karbonilnu ki¢mu Pro139 ostatka (invarijantni ostatak u
superfamiliji biljne peroksidaze) i atom azota cijanidnog liganda. Postoje hidrofobne
interakcije sa bo¢nim lancima aminokiselina (Phe68, Gli69, Pro139, Ala140, Phe142 i Phel79)
kao i hem metil C18H3 i hem mezo proton C20H (slika 15).

Phe68

E FA .
Phe142 5 Phe179

His170

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 7AT]). Hem grupa je prikazana u
crvenoj, dok su ferulna kiselina, cijanidni ligand (vezan za hem gvozde na upraznjenom
distalnom koordinacionom mestu) i katalitic¢ki ostaci Arg38, His42 i His170 u bojama
atoma. Nekoliko bo¢nih lanaca fenilalanina koji doprinose mestu vezivanja prikazano je
plavom bojom. Imati na umu da bo¢ni lanac ferulne kiseline nalazi u pravcu ulaza mesta
vezivanja3?’

Struktura i dinamika kompleksa benzhidroksamske kiseline HRP-C takode su detaljno
istrazene sa mutantima dobijenim mutagenezom usmerenom polozajem i koris¢enim za
istrazivanje doprinosa ostataka mesta vezivanja afinitetu supstrata.3?”

1.1.6.2.3 Inhibicija aktivnosti HRP-C

Iako su surfaktanti pokazali znacajnu potencijalnu sposobnost za inhibiciju
aktivnosti HRP-C, detaljan mehanizam ostaje nejasan. Dobro je poznato da konformacija
enzima igra klju¢nu ulogu u regulisanju aktivnosti enzima, a konformacija enzima se moze
promeniti u prisustvo surfaktanta.301.339.340  Interakcije izmedu surfaktanata i enzima
uklju¢uju specifi¢ne hidrofobne i elektrostaticke interakcije izmedu monomera jonskog
surfaktanta i enzima, kooperativnu interakciju molekula surfaktanta sa nekim amino
kiselinskim ostacima enzima gde se formiraju grozdovi surfaktanta, kao i hidrofobne
interakcije izmedu hidrofobnih lanaca surfaktanata i kratkih fleksibilnih polipeptidnih
segmenata enzima.341342

54



Katjonski i anjonski surfaktanti u razblazenim koncentracijama (ispod cmc (kriti¢na
micelarna koncentracija)) mogu efikasno inhibirati HRP-C, Sto sugeriSe mehanizam
inhibicije kojim uglavnom dominira elektrostaticka interakcija surfaktanta sa HRP-C.343
Cviterjonski surfaktant inhibira HRP-C aktivnost samo kada je prisutan u koncentracijama
iznad njegove cmc, odrazavajudi sinergetsku interakciju izmedu 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 klju¢nu ulogu u aktivaciji ili inhibiciji aktivnosti HRP-C. Elektrostaticka
interakcija izmedu jonskih surfaktanata i HRP-C pri koncentracijama ispod cmc
istovremeno utice 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 ¢emu je struktura oko aktivnhog mesta hem grupe ostala neporemecena,
a aktivnost HRP-C ostaje na visokom nivou, dok je interakcija cviterjonskog monomera sa
HRP-C u koncentracijama iznad cmc jaka, sto dovodi do promena ternarne strukture u
blizini Trp117 i oko aktivnog mesta hem grupe, kao i do inhibicije aktivnosti HRP-C.343

1.1.6.2.4 Primena HRP-C

Peroksidaze iz rena (pretezno 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

Poboljsanja pozeljnih kvaliteta enzima, kao Sto je relativno dobra stabilnost u
vodenim i nevodenim sistemima rastvaraca, aktivno se traze kao rezultat hemijske
modifikacije, usmerene mutageneze i studija dirigovane evolucije.3¥> Neke primene HRP-
C u organskoj sintezi malih razmera uklju¢uju N- i O-dealkilaciju, oksidativno spajanje,
selektivnu hidroksilaciju i reakcije prenosa kiseonika. Mutageneza HRP-C usmerena
polozajem na mestu Phe41 i His42 je koris¢ena za poboljsanje enantioselektivnosti oksidacija
arilmetilsulfida.337,338 Medutim, van de Veld (van de Velde) i saradnici generalno navode da
¢e povecanje enantioselektivnih oksidacija katalizovanih peroksidazom na industrijski nivo
zahtevati znac¢ajno smanjenje cene enzima po jedinici proizvoda.34® ReSenja za ovaj problem
mogu ukljuciti bolje upravljanje procesom sa vodonik-peroksida kako bi se izbegla
inaktivacija enzima i koriS¢enje konstruisanih enzima sa poboljSanom stabilnosc¢u i
katalitickom efikasnoscu, kao i koris¢enje imobilisanih enzima.

1.2. BOJE

Boje su ¢este u nasem Zivotu, ali ponekad zanemarimo drustveno-istorijski fenomen
koji je boju u¢inio sustinskim elementom izrazavanja i komunikacije za ljudska bica. Boja je
uticala na percepciju ljudi i igrala je klju¢nu ulogu u prihvatanju drustvenog i prirodnog
okruzenja.3¥

Boja se od praistorije koristila kao simbolicka umetnost drustva, kao vid vizuelne
komunikacije i kao mehanizam izrazavanja, povezan sa kulturnom evolucijom ¢ovecanstva,
jer je upotreba boje u razli¢itim praistorijskim sredinama bila povezana sa umetnickim i
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kognitivnim razvojem pojedinca.3#8-351 Neki stru¢njaci veruju da je boja povezana sa simbo-
lickim sistemom koji se $iri i deli mnoga drustva u razli¢itim periodima.352

Pigmenti su nastali iz meSavine zemlje i drugih materijala sa vodom, pljuva¢kom ili
zivotinjskom mascu koja se koristi za bojenje. Pravljenje boja mesanjem pigmenata ili boja
bila je ucestala aktivnost u razli¢itim civilizacijama, dok boje nisi krenule da se dobijaju od
minerala, povréa ili insekata.3>3 Henri Perkin (Henry Perkin) je 1854. razvio i patentirao prvu
sinteticku boju pod nazivom Mauveine, dobijenu od katrana uglja.3>+3% Perkin je reSio pro-
blem proizvodnje i pokrenuo proizvodnju novih sintetskih boja razli¢itim postupcima.356

Upotreba sastojaka destilovanih od katrana uglja omoguc¢ila je razvoj novih boja, a
do 1869. godine neke prirodne boje kao sto je Alizarin su zamenjene sintetskim bojama po
nizoj ceni.?®* Od tada se proizvodnja boja diverzifikovala, sa izvestajima o vise od 100,000
dobijenih sintetskih boja.3”

I.2.1 Klasifikacija boja

Boje su prirodne ili vestacke supstance koje daju boju razli¢itim vlaknima koja se ko-
riste u tekstilnoj, farmaceutskoj, prehrambenoj, kozmetickoj, plasti¢noj, fotografskoj, papir-
noj i drugim industrijama.3*® Mogu biti pigmenti ili boje. Pigmenti su prakti¢no nerastvorni,
a Cestice koje ih ¢ine su 1-2 pm. Boje se lako rastvaraju u vodi i imaju veli¢inu cestica u
rasponu od 0,025-1,0 pm.3593¢0 Industrijske prednosti za upotrebu vestackih boja zasnovane
su na:
¢ da su hemijski stabilne tokom vremena,

e da su inertne na fizi¢ku, hemijsku i biolosku degradaciju,

e damogu da daju boju vlaknima koje treba da se boji kroz procese koji se mogu reprodu-
kovati , odrzavajudi intenzitet boje i

e niske cene 357361

Boje apsorbuju svetlost u vidljivom spektru (400-700 nm), imaju prosirenu konjuga-
ciju i jedan ili vise hromofora.3*2 Hromofori sadrZe heteroatome kao sto su N, O i Si uklju-
¢uju veze kao $to su -N=N- (azo), =C=0 (karbonilna), NO ili N-OH (nitrozo), -NOz ili NO-
OH (nitro ) i C=S (sulfo).82 Hromoforne grupe su nezasicene i sastoje se od atoma ili grupa
atoma, u kojima rezonantan raspored uzastopnih jednostrukih i dvostrukih veza omo-
gucava apsorpciju svetlosnih zraka. Sinteticke boje predstavljaju znacajnu strukturnu raz-
nolikost i stoga imaju veoma razli¢ite hemijske i fizi¢cke osobine.8? Tekstilna industrija pro-
izvodi vlakna koja formiraju predivo, koje se pretvara u tkaninu.363 Na tekstilnoj tkanini
koriste boje na razlicite nac¢ine, npr. bojenje je proces ravnomernog premazivanja tekstilnih
vlakana bojama. Stampanje je nanosenje boja na odredeno podrudje tkanine. Izbeljivanje
predstavlja uklanjanje boje (dekolorizacija) sa tekstilnih vlakana, a zavrsna obrada obuhvata
umrezavanje, omeksavanje i hidrolizu.3¢* 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 sinteticke boje se vestacki sintetiSu iz hemijskih jedinjenja. Sinteticke boje
su podeljene u tri grupe na osnovu prirode proizvedenog vlakna. To su boje za celulozna
vlakna, boje za proteinska vlakna i boje za sinteticka vlakna (slika 16).365366
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Slika 16. Klasifikacija boja

Tabela 6. Klasifikacija i karakterizacija boja u zavisnosti od strukture hromofore
Hemijska klasa Struktura
boje hromoforne grupe

Primer boje Karakteristike

Methl O Cesto se koriste azo boje
ethyl Orange (60%).

Ove boje imaju funkcio-

Congo Red .
Az037 \ / N ~=ONg0 S8 nalnu grupu (—N=.N‘-). ko.]a
N Orance G povezuje dva alkil ili aril
~ange s radikala, simetri¢ne i/ili a-

simetri¢ne, identi¢ne ili

Amaranth
ne-azotne.
0O
Antrahinonske boje su
) druge
Reactive Blue 4 najcesce koriséene boje
. zbog svojih niska cena,
Alizarin Red S pristupacnosti i perfor-
Antrahinon38 Reactive Bright mansi u procesu bojenja. I
g . .
Blue X-BR maju antrahinonske
- hromoforne grupe koje
Remazol Brilliant sa(‘irze
Blue R dve karbonilne grupe sa
obe strane benzenovog
prstena.
O
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Tabela 6. Klasifikacija i karakterizacija boja u zavisnosti od strukture hromofore
Hemijska klasa Struktura

. Primer boje Karakteristike
boje hromoforne grupe

Ovi molekuli imaju cen-
. tralni sp? hibridizovani a-
P Crystal Violet tom ugljenika, vezan za tri
Trifenilmetan3®® . o . .
Bromophenol Blue aril grupe i pripadaju naj-
¢esce koris¢enim bojama u
Lioht Green SE tekstilnoj industriji.
Lignt Green o
0O

U nitro bojama, nitro

// // Naphtol Yellow S grupa se vezuje za e-
Nitro i ‘ lektron donorske grupe
nitrozo _— Disperse Yellow 26 preko aromati¢nog
\ \ sistema. Nitro boje uvek
_ Disperse Yellow 14  sadrze hidroksilnu donor-
sku grupu.
Sinteticka indigo boja je
Indigo Carmine najéire. ko1.‘i.§ cena b?ja "
Indigo™" tekstilnoj 1nc.1ustr1.]1 u
Ciba Blue 2B svetu. Veoma je rezisten-
- tna na svetlost i visoku
temperaturu.

Ksantani su boje koje se

) koriste u proizvodnoj
Rhodamine 6G industriji hrane, kozme-
Ksanten372 Rhodamine 123 t1.1.< ¢, boja i paptra, zbog
njihove superiorne oso-
Fl . bine bojenja. Slabo su bio-
uorescein ; ,
- razgradive, dok su neke i

veoma toksic¢ne.

Akridinske boje su ot-
Acridine Orange porne na toplotu, iako i-
Akridin®73 maju nisku svetlosnu
Basic Yellow 9 postojanost. Trenutno nisu
komercijalno vazne.

(0]

O
@)
0 Inhthalei Ftaleinske boje se koriste
o-cresophthalem titriranje slabih kiselina.
HO ) Ftaleinske boje su ne-
Thymolphthalein . R
] rastvorljive u vodi, ali ras-
Ftalein374 .. M
. . tvorljive u alkoholu. Cesto
Dixylenolphthalein . ; .
se koriste u gradevinskoj,
Phenolphthalein elektronskoj industriji i
industriji premaza.
OH
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Tabela 6 prikazuje glavne hromofore koji uti¢u na klasifikaciju boja. Pored hromo-
fora, vecina boja sadrzi auksohromne grupe, koje nisu odgovorne za boju, ve¢ za intenzitet
(ton) i afinitet za vlakno. Neki od njih su -NH3 (amino), -COOH (karboksilna), -SHO3 (sul-
fonatna) i -OH (hidroksi).82375376

I.2.1.1.1 Direktne boje

Direktne boje su veoma pristupacne, ali imaju tendenciju da ostanu u vodenom
obliku, a ne da se vezuju za celulozna vlakna (mogu se koristiti i sa odredenim sintetickim
vlaknima). Pri tome se kombinuju sa neorganskim elektrolitima i anjonskim solima u obliku
natrijum sulfata (Na2SOys) ili natrijum hlorida (NaCl) da bi se poboljsao njihov kapacitet ve-
zivanja za tkaninu (slika 16). Stoga se preporucuje da se peru u hladnom ciklusu pranja i sa
tkaninama iste boje.3””

1.2.1.1.2 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 vraca se u svoj prvobitni nerastvorljivi ili keto oblik kako bi se osigu-
ralo savrSeno vezivanje boje za tkaninu. Indigo boje se najvise koriste za farbanje plavog
teksasa, $to objasnjava njihovu proizvodnju u ogromnim koli¢inama Sirom sveta.357.378

1.2.1.2 Boje za celulozna vlakna

Celulozna vlakna poti¢u od biljaka kao $to su lan, pamuk, ramie, viskoza, liocel i
konoplja (slika 16). Ove vrste tkanina daju savrsene rezultate bojenjem reaktivnim bojama,
direktnim bojama, indigo bojama i sumpornim bojama.3”®

1.2.1.2.1 Reaktivne boje

Reaktivne boje ¢ine glavnu klasu boja za celulozna vlakna, a dobro boje i neka pro-
teinska vlakna (slika 16). Poznate su po svojoj visokoj pigmentaciji, trajnom efektu, lakoci
manipulacije u Sirokom temperaturnom opsegu i svestranosti zbog razli¢itih reaktivnih
grupa koje mogu da formiraju kovalentne veze sa vise vlakana.380.381

1.2.1.2.2 Sumporne boje

Sumporne boje predstavljaju malu, ali vaznu klasu zbog svojih odli¢nih svojstava za
bojenje, lakoce primene i niske cene (slika 16). Imaju slozenu strukturu sa disulfidnim (S-5)
mostom. Oni pripadaju klasifikaciji vat boja, iako se redukuju iz keto u leuko oblik korisce-

njem natrijum sulfida. Leuko sumpor postaje rastvorljiv u vodi da bi se postigla svrha boje-
nja. 38238
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1.2.1.3 Boje za proteinska vlakna

Proteinska vlakna kao $to su svila, kasmir, angora, moher i vuna poti¢u iz Zivotinj-
skih izvora (slika 16). PodloZna su visokim vrednostima pH; stoga se boje koris¢enjem kisele
boje rastvorljive u vodi da bi se dobio molekul nerastvorljive boje na vlaknu. Kisele boje
obuhvataju azo boje kao najvaZniju grupu, a slede antrahinonske, triarilmetanske i ftaloci-
janatne boje.384385

1.2.1.3.1 Azo boje

Azo boje ¢ine najvecu kategoriju (60-70%) ukupne industrije sintetickih boja zbog
svoje svestranosti, ekonomicnosti, jednostavnosti upotrebe, visoke stabilnosti i visokog
intenziteta boje.386387 Ove boje imaju istaknutu strukturu hromofora (-N=N-), koja obezbe-
duje rastvorljivost boja u vodi i njeno vezivanje za vlakno.3838% 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 aromati¢no ili heterocikli¢no jedinjenje na jednoj strani i nezasicenu
heterocikli¢nu, karboksilnu, sulfo ili alifati¢nu grupu na drugoj strani.3%0.391

1.2.1.3.2 Triarilmetanske boje

Trifenilmetanske boje se Siroko primenjuju u tekstilnoj industriji za bojenje protein-
skih vlakana vune i svile kada su formirane od dve grupe sulfonske kiseline (SOs;H). Mogu
se koristiti kao indikatori ako u svojoj hemijskoj strukturi sadrZze samo jedanu auksohromnu
grupu sulfonske kiseline (SOsH) (slika 16). Ove boje su poznate po svojoj rastvorljivosti u
vodi, kao i Sirokom i intenzivnom rasponu boja.37392

1.2.1.3.3 Ftalocijanatne boje

Ftalocijanatna familija boja se sintetiSe reakcijom izmedu 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 sto su dobra postojanost boje na svetlosti, otpornost na oksidaciju, ras-
tvorljivost u vodi, kao i hemijska stabilnost.3933%

1.2.1.4 Boje za sinteticka vlakana

Sinteticka vlakna se sastoje od spandeksa, poliestera, akrila, poliamida, poliacetata,
polipropilena, ingeo polimle¢ne kiseline i acetatnih tkanina (slika 16). Koriste se u 60% glo-
balne proizvodnje vlakana zbog Sirokog spektra primene. Ova vlakna su obojena direktnim
bojama, baznim bojama i disperznim bojama.395:39
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1.2.1.4.1 Disperzne boje

Disperzne boje su najmanji molekuli medu svim bojama. Ove boje su nerastvorljive
u vodi, ali su stabilne pod visokim temperaturama (slika 16). Rastvor za bojenje na visokoj
temperaturi je meSavina izmedu praha boje i disperznog agensa.3%7,3%

1.2.1.4.2 Bazne boje

Bazne boje se takode nazivaju katjonskim bojama jer se transformisu u Sarene katjon-
ske soli koje su odgovorne za bojenje tekstila od anjonskih vlakana.3”> 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

1.2.1.4.3 Antrahinonske boje

Antrahinoni su grupa jedinjenja koja obiluju u univerzumu prirodnih supstanci. Oni
su klasifikovani kao hinoni, a njihovi derivati su najveéa grupa prirodnih hinona. Benzohi-
noni i naftohinoni su takode deo ove grupe. Antrahinoni ¢ine najvecu grupu prirodnih pig-
menata, sa oko 700 opisanih jedinjenja. Oko 200 ovih jedinjenja izolovano je iz biljaka, dok
su ostala izolovana iz liSajeva i gljiva.3¥4% Nalaze se u svim delovima biljaka: korenima,
rizomima, plodovima i cvetovima. Veéina ovih jedinjenja je izvedena iz osnovne strukture
9,10-antracendiona (antrahinona), triciklicnog aromati¢nog organskog jedinjenja (tabela 6).
Ova jedinjenja se takode mogu naci u raznim namirnicama koje ljudi konzumiraju, a pri-
sutni su u grasku, kupusu, salati i pasulju, koji obezbeduju oko 0,4, 3,6, 5,9 i 36 mg antrahi-
nona po kilogramu svezeg povrca.40!

Klasa antrahinona se u velikoj meri koristi u industriji bojenja tekstila.42 Ove boje su
poznate po svojoj rastvorljivosti u vodi, svetlim bojama i odli¢nim svojstvima postojanosti
(slika 16). Na osnovu strukture antrahinona moze se konstatovati veza sa azo bojama.403404

Antrahinoni takode predstavljaju drugu najvazniju klasu boja, iza azo-boja samo
zbog svog manjeg tinkturalnog kapaciteta i vece tezine pripreme. Njihove karakteristi¢ne
boje nalaze se u oblasti svetloplave i tirkizne.#%> Pored toga, ova jedinjenja se smatraju naj-
starijim bojama koje su koriS¢ene, a izvestaji pokazuju njihovu upotrebu u mumijama koje
su bile stare viSe od 4000 godina. Za razliku od azo boja, koje nemaju prirodnih zamena, sve
vazne 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, moZze se dobiti razno-
vrsna paleta boja.4% 9,10-Antrahinon je sustinski bezbojan (tabela 6). Da bi se proizvele ko-
mercijalno korisne boje, uvode se moc¢ne donorske grupe elektrona kao $to su amino ili
hidroksi u jedan ili viSe od cetiri alfa polozaja (1, 4, 5 i 8). Najces¢i oblici zamene su 1,4,
1,2,4-11,4,5,8-. Da bi se svojstva dovela do maksimuma, koriste se primarne i sekundarne
amino grupe (ne tercijalne) i hidroksi grupe. One obezbeduju maksimalan stepen m-orbital-
nog preklapanja, pojacan intramolekulskim vodoni¢nim vezama, uz minimalne sterne
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smetnje. Snaga elektron donorskih grupa raste po redosledu: OH<NH><NHR<NHAr. Te-
tra-supstituisani antrahinoni (1,4,5,8-) su batohromniji od di-(1,4-) ili tri-supstituisanih
(1,2/4-) antrahinona. Dakle, odgovarajué¢im izborom donorskih grupa i obrazaca supstitu-
cije, mogu se postici razlicite boje.407

Glavne prednosti antrahinonskih boja su jasnoca i dobra postojanost. Medutim, nisu
isplative, jer imaju visoku cenu i mali tinkturalni kapacitet. To $to se jos uvek u velikoj meri
koriste, posebno u oblastima crvenih i plavih nijansi, je zato sto druge boje nisu mogle da
obezbede kombinaciju svojstava koju nude antrahinonske boje, iako po vi$oj ceni.4”

Antrahinonske boje imaju sulfo grupu koja ih ¢ini rastvorljivim u vodi. Koriste se za
bojenje vune i svile, zbog afiniteta prema pomoc¢nim vezivnim sredstvima. Podklasa kiselih
boja, boje za hranu, koriste se za bojenje proteinskih vlakana i nekih najlonskih vlakana na
visokoj temperaturi.4® Druga podklasa antrahinonskih boja, boje koja reaguju na vlakna,
se koristi za bojenje proteinskih vlakana. NajvaZnije i najrazli¢itije karakteristike ovih boja
su svojstvo formiranja kovalentnih veza tokom procesa nanosenja sa supstratima koji se
boje.4® Za razliku od drugih grupa boja, ove boje se sastoje od poznatog sistema hromofora
koji sadrzi razlicite reaktivne grupe. Na osnovu ovih reaktivnih grupa, one su klasifikovane
u mono sidrene boje, dvostruko sidrene boje i viSestruko sidrene boje.408

Pored njihove poznate upotrebe kao prirodnih boja, u literaturi je opisano nekoliko
bioloskih aktivnosti ovih jedinjenja, medu kojima izdvajamo njihovo antitumorsko, antiin-
flamatorno, diureti¢ko, antiartriticno, antifungalno, antibakterijsko, antimalarijsko i anti-
oksidativno delovanje.401.410-419

1.2.1.4.3.1 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 $iroko
koriste za Stampanje i za bojenje vune, poliamida, svile i mesanih vlakana, odabrane su kao

modeli za naSe istrazivanje.

Tabela 7. Svojstva antrahinonskih boja C.I. Acid Blue 225 i C.1. Acid Violet 109420421

Boja i njena svojstva

Spektar boje

Hemijska struktura boje

Ime: C.I. Acid Violet 109
Molekulska formula:
C35H34Br2N3NaO7S
Molekulska masa:
823,52 g mol!

Amax: 590; 552 nm
CAS broj: 12220-63-2
Primena i svojstva: Kori-
sti se za Stampanje i boje-

<

1,04

nje svile, poliamida i NHCOCHBrCH;Br
vune. Plava do svetlo lju-
bicasta boja.
Sinonimi: Acid Violet B, CH,

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 109420421

Boja i njena svojstva Spektar boje Hemijska struktura boje

Br

Ime: C.I. Acid Blue 225

Molekulska formula:

Molekulska masa:

CAS broj: 12216-97-6
Primena i svojstva: Kori-
sti se za Stampanje i boje-
nje vune. Crveno do sve-

Sinonimi: Weak Acid
Brilliant Blue RLS, Acid

Br
Co6H20BraN3O6S

O

685,32 g mol- HN

Amax: 628; 589 nm

tlo plava boja.

Blue 2R, Lanaset Blue 2R, SO, Na

Polar Blue RLS O NH,

1.2.2 Karakteristike boja i njihov uticaj na Zivotnu sredinu

Sinteticke boje se uglavnom dobijaju od petrohemijskih jedinjenja, komercijalizovane
su u tenom obliku, prahu, pastama ili granulama.4??

Industrijski se koristi oko 40 000 razli¢itih sinteti¢kih boja i pigmenata, a §irom sveta
se proizvodi oko 450 000 tona boja.42 Stavise, sinteti¢ke boje su koridéene za efikasnu kon-
trolu preciséavanja kanalizacije i otpadnih voda, odredivanjem specifi¢ne povrsine aktivnog
mulja za pracenje podzemnih voda.42

Koriste se razlic¢ite klase boja prema vlaknima na koja se mogu primeniti. Najc¢esce se
koriste reaktivne boje, jer se mogu primeniti kako na prirodna (vuna, pamuk, svila), tako i
na sinteticka (modifikovani akrili) vlakna.#?> Reaktivne boje se razlikuju od drugih klasa
boja po tome $to njihovi molekuli sadrze jednu ili vise 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.*?¢ Njihova upotreba se po-
vecala kako su sinteticka vlakna postala sve brojnija. Kisele i bazi¢ne boje koriste se za boje-
nje svih prirodnih vlakana (vuna, pamuk, svila) i nekih sinteti¢kih (poliestera, akrila i vis-
koze). Direktne boje su klasifikovane na ovaj nacin jer se nanose direktno na celulozna
vlakna. Osim toga, koriste se za bojenje viskoze, papira, koze i u maloj meri najlona. Primena
mordatnih boja je ogranicena na bojenje vune, koze, krzna i anodizovanog aluminijuma.
Rastvorne boje se koriste za bojenje mastila, plastike i proizvoda od voska, masti i mineral-
nih ulja.4?3

Sinteticke boje su obdarene visestrukim potencijalima kao $to su brzo i konzistentno
bojenje sa razli¢itim klasama tkanina, Sirokim spektrom pigmenata i nijansi boja, lako¢a ma-
nipulacije, stabilnost na nekoliko spoljnih faktora i ekonomi¢na potrosnja energije.#>” Dakle,
vecina sintetickih boja izaziva Stetan uticaj, kada se ispustaju u netretiranim ili delimi¢no
tretiranom oblicima u Zivotnu sredinu.428429

Uopsteno govoredi, sinteti¢ke boje nisu biorazgradive zbog svojih hemijskih karakte-
ristika i strukture, stvarajuci Stetan uticaj na Zivotnu sredinu.#3 Ve¢ina sinteti¢kih boja je

63

CH,



postojana, kancerogena i toksi¢na za ekosisteme.®31 S druge strane, negativan uticaj boja
moze biti biouveli¢an, stvarajuci visoke stope kontaminacije na visokim trofi¢ckim nivo-
ima.#32 Medutim, toksi¢nost svake boje mora se procenjivati pojedinacno, jer steta koju oni
izazivaju zavisi od strukture i koncentracije izloZzenosti, $to znaci da boje mogu dugo da
opstanu (~50 godina ili vi$e) u Zivotnoj sredini.82433 Postojanost boja je usko povezana sa
njihovom hemijskom reaktivnoscu, tako da su nezasi¢ena jedinjenja manje postojana od za-
si¢enih. Perzistentnost aromatic¢nih jedinjenja se povecava kako se povecava broj hemijskih
i halogenih supstitucija. Isto se deSava i sa postojanos¢u boja, pokazujucdi relevantnost pro-
cene degradacije boja pojedinac¢no i u kombinaciji.?”> Najreprezentativnije boje koje se kori-
ste u industriji pripadaju klasama azo, antrahinona ili triarilmetana.375434

Boje azo klase su nasiroko proucavane da bi poznale njihovu upotrebu i negativne
efekte. Izmedu 60% do 70% azo boja je toksi¢no, kancerogeno i otporno na konvencionalne
tiziko-hemijske tretmane.3”> Toksi¢nost azo boja prati njihovu hemijsku redukciju i kasnije
formiranje aromati¢nih amina, kao $to su benzidin, dimetoksi-benzidin i dimetil-benzidin.
Toksi¢nost aromati¢nih amina je posledica njihove metaboli¢ke oksidacije jer oksidacija ge-
neriSe elektrofilne redukcione posrednike (diazonijum soli) koji omogucavaju kovalentno
vezivanje za DNK. Ova jedinjenja su mutagena i izazivaju bolesti kao $to je rak. Varijanta
ovog mehanizma je hemijska redukcija neke azo veze (koja se nalazi u odredenim bojama)
u odgovarajudi toksi¢ni aromati¢ni mono-azo amin.435-437

Kada se azojonske boje odbace u povrsinske ili otpadne vode, mogu da se vezu za
suspendovanu organsku materiju elektrostatickim interakcijama, prianjaju za sedimente ili
mulj otpadnih voda, povecavajuci postojanost.#*¥® Pored toga, obojena voda ili kontamini-
rani mulj dolazi u kontakt sa vodenim Zivotinjama, prenoseci toksi¢na jedinjenja kroz lanac
ishrane do ljudi, izazivajudi zdravstvene poremecaje kao sto su hipertenzija, gréevi, muc-
nina, krvarenje, ulceracija koZe ili membrana i sluzokoZe. U zavisnosti od izloZenosti do-
zama boja, moZe do¢i do klju¢nih ostecenja bubrega, reproduktivnog sistema, jetre, mozga
i centralnog nervnog sistema (CNS).435437 Parot (Parrot) i saradnici procenjivali su efekte azo
boja na krupnoglave ribe (Pimephales promelas) u embrionalnoj (fazi larve) fazi uporedujuci
efekte boje pri razli¢itim koncentracijama.#3* Autori su otkrili da je upotreba 25,4 mg L1 i
16,7 mg L1 azo boja Disperse Yellow 7 i Sudan Red G, respektivno, smanjila broj preZivelih
larvi, koje su uginule 4-10 dana nakon izleganja.43

Antrahinonske boje se smatraju najotrovnijim uprkos Sirokoj upotrebi. Studije o bi-
otransformaciji i toksi¢nosti antrahinona su ograni¢ene u poredenju sa azo bojama. Novotni
(Novotny) i saradnici su procenili toksi¢nost ¢etiri 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 bioloski model koristili tri vrste, Vibrio fischeri (bakterije), Selenastrum capri-
cornutum (mikroalge) i Tetrahimena piriformis (cilijate).4% Mutagenost boja je odredena ko-
ris¢enjem Ames testa sa Salmonella Tiphimurium (His-). Autori su otkrili da je boja DB3 naj-
toksi¢nija za sve vrste i da je pokazala in vitro mutagene efekte u S. Tiphimurium.#4 Neke
antrahinonske boje su veoma otporne na hemijsku oksidaciju zbog svoje stabilnosti zbog
rezonancije njihove aromati¢ne strukture; ovo povecava postojanost u otpadnoj vodi i re-
zultira tekstilnom otpadnom vodom sa visokim procentima antrahinonskih boja.44? Toksi-
koloske studije drugih antrahinona dale su razlic¢ite rezultate. Blue Reagent 4 (BR4)se smatra
fitotoksi¢nim, citotoksi¢nim i genotoksi¢nim.*! Medutim, 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.43?

Dobro je poznato da boje iz klase triarilmetana ozbiljno uti¢u na metabolizam, aku-
muliraju se i prodiru u kozu, iritiraju ako se progutaju ili udisu, izazivaju kancerogene e-
fekte, proizvode sarkome i izazivaju metemoglobinemiju kada su vrste preeksponirane.#42
Istrazivanje sprovedeno u vodnim tokovima u Belgiji, kako bi se utvrdio nivo i akumulacija
toksi¢nih boja u ugrozenoj divljoj vrsti Anguilla anguilla, otkrilo je da je jegulja kontamini-
rana bojama u 77% uzorkovanih organa i da je izmedu 25% i 58 % Uzorci su sadrzali triaril-
metanske boje Malachite Green (MG), Crystal Violet (CV) i Bright Green (BG). Medu tri boje,
MG je najviSe proucavana, jer se smatra toksi¢cnom za viSe organa, samim tim utice na imuni
ireproduktivni sistem i ima genotoksi¢na i kancerogena svojstva (efekti koji mogu ovu vrstu
jegulja, kao i druge vrste zivih bi¢a da dovedu do istrebljenja).443

Procenjuje se da je najveci generator obojenih otpadnih voda tekstilna industrija, koja
¢ini 60% ukupnog trzista.444445 Otprilike 20% boje koja se koristi za bojenje tekstilnih vlakana
nije fiksirano i odlaze se u otpadne vode, §to dovodi do visokog nivoa zagadenja.*4¢ Medu-
tim, Steta po zivotnu sredinu ne zavisi isklju¢ivo od koli¢ine ispustene boje u zivotnu sre-
dinu, ve¢ zavisi i od mesanja boja sa drugim supstancama, svih onih sa toksi¢nim svojstvima
koja ¢ine efluente iz industrije.447448

Otpadne vode iz tekstilne industrije koje su uglavnom obojene, a cestice boja su vid-
ljive golim okom (<1 ppm), ispustene u povrsinske ili podzemne vode, uzrokuju smanjenje
koncentracije rastvorenog kiseonika u vodi, povecavajuéi vrednosti fiziko-hemijskih i bio-
loskih parametara kao $to su hemijska potreba za kiseonikom (COD), biohemijska potreba
za kiseonikom (BOD), ukupne rastvorene ¢vrste materije (I'DS), ukupni azot (TN), ukupni
fosfor (TFP) i nerazgradiva organska jedinjenja.#49-452 S druge strane, otpadne vode imaju
veoma fluktuiraju¢e pH vrednosti i teSke metale kao $to su hrom (Cr), arsen (Ar) i cink
(Zn).375

1.2.2.1 Karakterizacija efluenta za bojenje tekstila

Bojenje je najkompleksniji od vlaznih procesa, koji uklju¢uje stotine boja i pomo¢nih
hemikalija kao $to su sredstva za fiksiranje, kiseline, alkalije, itd. Tokom procesa bojenja se
uglavnom koriste sinteticke boje. Otprilike polovina ukupne zapremine otpadnih voda u
tekstilnoj industriji nastaje procesom bojenja. Njih karakteriSe tamna obojenost, visok BOD,
COD, suspendovane ¢vrste materije i rastvorene ¢vrste materije. Neke od glavnih karakte-
ristika otpadnih voda tekstilne industrije su:4>3

I. Boja. Boja je u otpadnim vodama tekstilne industrije lako vidljiva, za razliku od dru-
gih zagadivaca. Boja otpadnih voda je stoga vazna za komunalnu svest industrijskih
postrojenja.

II. BOD i COD. BOD je stepen koli¢ine rastvorenog kiseonika koji mikroorganizmi
odbacaju tokom biohemijske oksidacije organske materije u otpadnoj vodi tokom pe-
rioda od 5 dana na 20 °C. COD je mera ekvivalenta kiseonika organskog materijala
koji je hemijski oksidovan u reakciju i odreduje se dodavanjem dihromata u kiseli
rastvor otpadne vode.
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III. DO. Rastvoren kiseonik meri koli¢inu gasovitog kiseonika (O) rastvorenog u vode-
nom rastvoru. Kiseonik ulazi u vodu cirkulacijom iz okolnog vazduha, aeracijom
(brzim kretanjem) i kao otpadni proizvod fotosinteze.

IV. TDSiTSS. Otpadne vode se mogu analizirati na ukupne suspendovane ¢vrste mate-
rije (TSS) i ukupne rastvorene ¢vrste materije (TDS) nakon eliminacije abrazivnih ¢vr-
stih materija kao $to su krpe i pesak. Uzorak otpadne vode se filtrira kroz standardni
filter i masa naslaga se koristi za izra¢unavanje TSS. Ukupne ¢vrste materije (TS) se
dobijaju isparavanjem vode na odredenoj temperaturi.

V. EC. Elektri¢na provodnost se generalno koristi za demonstriranje ukupne koncentra-
cije jonizovanih komponenti u vodenoj sredini, jer je elektri¢na provodnost mera spo-
sobnosti vode da provodi elektri¢nu struju.

VI.  pH vrednost. pH vrednost je mera negativnog logaritma koncentracije vodoni¢nih
jona u efluentu i daje indikaciju kiselosti ili alkalnosti efluenta za bojenje tekstila. O-
vaj faktor je vazan, jer Zivot u vodi, narocito ribe, mogu da opstanu samo u uskom
opsegu pH vrednosti 6-9.4%3
Nekoliko toksi¢nih elemenata ostaje u otpadnoj vodi i nakon odredenih procesa pre-

¢isc¢avanja.®544% Time izazivaju viSestruke efekte kontaminacije na vazduh, zemljiste, biljke

i vodene resurse, kao i te§ka oboljenja kod ljudi.*5

Kroke (Croce) i saradnici su izvrsili testove biotoksi¢nosti na dve vrste, Daphnia magna i

Raphidocelis subcapitata, sa 42 komercijalne boje. Otkrili su da je devet boja bilo toksi¢no za

D. magna u koncentracijama ispod 100 mg L1 ; nasuprot tome, trideset njih je bilo toksi¢no

za R. subcapitata, sto pokazuje vaznost osetljivosti nekih vrsta i razli¢itih efekata medu bo-

jama.+57

1.2.2.2 Stetni uticaji na zemljiste i biljke

Tecni i ¢vrsti otpad koji se ispusta iz tekstilne industrije sadrzi boje, plastiku, polie-
ster, vlakna, prediva i druge opasne materijale (slika 17). Ova polimerna jedinjenja su odgo-
vorna za zagadenje lokalnih deponija i poljoprivrednih polja, posebno u zemljama u raz-
voju. Ovo zagadenje zemljista prouzrokuje inhibiciju rasta biljaka izazivajuéi oksidativni
stres, smanjuje sadrzaj proteina, fotosintezu i stopu asimilacije CO,.364458

1.2.2.3 Stetni uticaji na vazduh

Industrija boja za tekstil oslobada toksi¢ne gasove kao $to su sumpor, formaldehid,
okside azota, isparljiva jedinjenja, ¢estice i prasinu koje se razlikuju po neprijatnom mirisu
(slika 17). Ovo zagadenje vazduha moze uticati na ljude, Zivotinje, finalni proizvod i zivotnu
sredinu. 456,460,461

1.2.2.4 Stetni uticaji na ljude

Proizvodi bojenja i nusproizvodi koji postoje u otpadnim vodama, kao i prasina koja
se proizvodi u tekstilnoj industriji, predstavljaju ozbiljan problem i ostavlja dugotrajne
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zdravstvene probleme kod ljudi (slika 17). Oni uti¢u na nekoliko vitalnih organa (mozak,
bubrezi, jetra, srce) i sisteme (respiratorni, imuni, reproduktivni) u ljudskom organi-
zmu.#46462 Bolesti se mogu javiti ili direktno udisanjem, kao $to su respiratorni problemi,
astma, alergija, mucnina ili iritacija koZze, o¢iju i dermatitis, ili indirektno kroz lanac ishrane
kao sto su tuberkuloza, rak, krvarenje, mutacije gena i bolesti srca.463464

Oksidi azota
Formaldehid
Sumpor

Smanjuju koliéinu rastvorenog kiseonika
i remete pH nivo

Slaba biorazgradivost aerobnim
mikroorganizmima i tetan uticaj na
lanac ishrane

Sadrzaj proteina
Stopa asimiliranja CO,

Fotosinteza

Oksidativni
napon

Respiratorni problemi
astma, alergije, muénina, .
iritacija oka i koze, dermatitis -
IIIIIIII-IIIIIIIIII_MII- s
Sréane bolesti, :
slog,
mutacija gena
: lanca ishrane

Slika 17. Direktan i indirektan uticaj tekstilnih boja na ¢oveka i zivotnu okolinu**®
1.2.2.5 Stetni uticaji na vodu

Glavno zagadenje izazvano efluentom industrijskih boja je u vodenim telima koja ih
primaju (ukljuc¢ujuc¢i mora, reke, jezera, prirodne bare i potoke) i zagadenje se Siri na velike
udaljenosti uzrokujuci stetu drugim oblicima Zivota .465

Otpadna voda sadrzZi vise toksi¢nih materija i njena boja je rezultat ispustanja neko-
liko boja; primetna je i veoma postojana ¢ak i pri niskim koncentracijama (>1 mg L), a ipak
prosec¢na koncentracija boje koja se ispusta iz tekstila dostize ~300 mg L-1.46 Tamna boja i
visoka zamucenost ovih efluenta ometaju prenos sunceve svetlosti kroz vodu, smanjuju ko-
licinu rastvorenog kiseonika i remete nivo pH vrednosti (slika 17). Ovi faktori dovode do
nekoliko ekoloskih uticaja na vodeni sistem kao $to su inhibicija fotosinteze u vodenim
biljkama, niska biorazgradivost od strane aerobnih mikroorganizama i Stetni uticaji na lanac
ishrane.467468 Voda je veoma podloZna zagadenju u poredenju sa drugim podrucjima, a
takode je teSko odrediti nivo zagadenja u vodenim sistemima. Voda moze izgledati ¢isto,
iako zagadenje moZe dugo ostati u sedimentima i ribama.4?2428
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I.2.3 Tretman obojenih otpadnih voda

Smanjenje jedinica boje je jedan od indikatora za tretman otpadnih voda koje sadrze

boje.4®® Najkriti¢nija faza za efikasno precis¢avanje je karakterizacija efluenta posto se on
stvara u razli¢itim industrijama.4’ Parametri ispustanja vode ukazuju na kvalitet i promene
u otpadnim vodama kada se vrsi tretman.#”! Tekstilna industrija koristi ogromne koli¢ine

vode u procesima bojenja, to otezava precis¢avanje ogromnih koli¢ina otpadnih voda (slika
18).

Primenjene strategije
za tretman
otpadnih voda
iz tekstilne industrije]

Slika 18. Strategije tretmana otpadnih voda tekstilne industrije 45

Smanjenje troskova tretmana i uklanjanje najveceg procenta zagadivaca pre ispusta-
nja otpadnih voda u vodotokove je bio fokus nekoliko studija, uklju¢ujudéi hemijske, fizicke,
biohemijske, bioloske i hibridne procese.469472473 U tom smislu, tretmani koji kombinuju
fizicke, hemijske i bioloske procese su uobicajeni za smanjenje zagadivaca u industrijskim
efluentima 469470474 Medu tri vrste tretmana (bioloski, hemijski i fizicki), eliminacija boja fi-
zi¢kim procesima je najcesca.

1.2.3.1 Proces fizickog tretmana

Fizicke metode su jednostavne i efikasne metode i uklju¢uju adsorpciju, flotaciju, se-
dimentaciju, zracenje, membransku filtraciju (nanofiltracija-ultrafiltracija) i reverznu
osmozu.*”> To su nedestruktivni procesi, medutim, u zavisnosti od tretmana, moze do¢i do
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stvaranja opasnog mulja koji se tesko tretira i uklanja. Medutim, to je moguca opcija za boje
koje stvaraju toksi¢nije proizvode tokom tretmana od originalne toksi¢nosti boje.4”2

1.2.3.1.1 Adsorpcija

Ovaj pristup je efikasan i laka se primenjuje kada otpadni efluent sadrzi veliki broj
boja.4¢ Odgovarajuci adsorbent se bira u zavisnosti od njegovog afiniteta i sposobnosti re-
generacije.

Poznato je da su adsorbujuéi materijali skupi (npr. aktivni ugalj), Sto je nau¢nim istra-
ziva¢ima omogucilo da pronadu alternativne adsorbujuc¢e materijale kao $to su bentonitna
glina, pepeo, pSenicni ostaci, kostice urme, nanocestice, itd. Oni su pristupacni i efikasni u
tretmanu otpadnih voda.4’6477 Strategija tretmana sa ovim materijalima se zasniva na vezi-
vanju zagadivaca na specifi¢nu povrsinu adsorbujuceg materijala.4’847 OpseZzno je prouca-
vano uklanjanje boja adsorpcijom na aktivhom uglju. Npr. Malachite Green boja je adsorbo-
vana aktivnim ugljem na bazi kurkume, tetraetilenpentamin aktivnim ugljem i slojevitim
dvostrukim hidroksidom oblozenim ugljenikom.476-478 Rhodamine B boja je uspesno adsor-
bovana mezoporoznim ugljenikom, komercijalnim aktivnim ugljem i tretiranim aktivnim
ugljem na bazi pirincane ljuske.#80-483 Acid Red 4 boja je adsorbovana aktivnim ugljem.48
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 skampa.485-489

I.2.3.1.2 KoriSéenje nanocestica

Nanotehnologija je nauka o materijalima nanorazmera (veli¢ine <100 nm). Privukla
je brojne istrazivace zbog velikih potencijala nanocestica u uklanjanju tekstilnih boja.4?° Na-
nocestice imaju Sirok spektar klasifikacija, hemijski su stabilne, imaju veliku povr$inu, mogu
se pripremiti fizicki, hemijski i bioloski (mikrobi i biljke), jeftine su i ekoloski prihvat-
ljive. 491492 Oblik, veli¢ina, struktura, ¢istoca i raspored nanomaterijala su vazni u procesu
dekolorizacije .#% Nanocestice se uglavnom koriste direktno sa otpadnom vodom da bi ad-
sorbovale odbacene boje na njihovoj povrsini radi dalje eliminacije.#** Takode se mogu ko-
ristiti u filterima, membranama i ugljeni¢cnim nanocevima za dalju regeneraciju i ponovnu
upotrebu u ¢is¢enju otpadnih voda od boje.# Ova originalna metodologija se odvija kao
znacajno resenje velikih razmera za tekstilnu industriju zbog brzine ¢iSéenja i smanjenja
odredenih zagadivaca na nivoe pribliZne nuli.#*® Nanomaterijali se mogu sintetizovati iz
biljnih ekstrakata, metala i metalnih oksida, ugljenika i nanokompozita.47-502 Medutim,
vazno je znati da se mora pozabaviti eliminacija nanocestica nakon precis¢avanja vode.480
Vise naucnih radova pokrivalo je uklanjanje boje koris¢enjem nanokompozita ukljucujudi
grafen oksid/cink oksid (GO/ZnO), polianilin/SiOz i redukovani grafen oksid-/nikl (RGO-
Ni).485503,504 Umar (Umar) i saradnici koristili su bimetalne nanocestice Pd-Ni za tretiranje

Acid Orange 8 boje.5%
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1.2.3.1.3 Filtracija

Filtracija je proces separacije zasnovan na membranama, koji uklju¢uje popularne
tehnike kao $to su reverzna osmoza, ultrafiltracija i nanofiltracija, kaji omogucava precisca-
vanje vode za viSekratnu upotrebu i recikliranje boje.481482506 Koncept ovih postupaka se
sastoji od prevodenje industrijske otpadne vode kroz nekoliko membrana koje se razlikuju
po veli¢ini mreZe i mehanizmima separacije da bi se kona¢no dobila ¢ista voda.>07.508 Pre-
¢is¢avanje obojenih otpadnih voda metodom membranske filtracije moguce je izvestii na-
nomembranskom filtracijom .473509-531 Ljang (Liang) je sa saradnicima upario elektro-fenton
reakciju sa membranskom filtracijom da bi postigao bolje rezultate obezbojavanja.>®? Liu
(Liu) sa saradnicima kombinovao je metodu membranske filtracije sa redukcijom nanoce-
stica gvozda, da bi uklonio razli¢ite klase boja.?33 Ova metoda se istakla u uklanjanju boja,
ali ima neke nedostatke kao $to su trajna promena membrane, stvaranje neprijatnih mirisa i

nerastvorljivog otpada, $to podrazumeva dalju preradu.53453
[.2.3.1.4 Jonska razmena

Adsorbenti za jonsku izmenu se unose u otpadnu vodu u ¢vrstom ili tecnom obliku,
koriste se za vezivanje Stetnih anjona ili katjona suprotnog naelektrisanja i zauzvrat osloba-
daju ekvivalentnu koli¢inu nestetnih jona vodonika.53¢537 Hasan (Hassan) i Kar (Carr) su se
bavili strategijama za uklanjanje reaktivnih boje primenom metode jonske razmene.538-540
Katjonske boje su takode uklonjene iz vode tokom postupka jonske razmene.>1542 Ragu
(Raghu) i Basa (Basha) su kombinovali jonsku izmenu sa hemijskim ili elektrohemijskim me-
todama kako bi uklonili boje iz tekstilnih otpadnih voda.?*3 Ova tehnika je odli¢na za elimi-
naciju toksi¢nih i rastvorljivih zagadivaca iz efluenata vode, medutim, njegova upotreba je
ogranic¢ena zbog visoke cene.>4

1.2.3.2 Hemijski tretmani otpadnih voda

Hemijski tretmani vode su skupi u poredenju sa fizickim ili bioloskim. Iako neki he-
mijski tretmani mogu biti efikasni u uklanjanju boje , potrosnja jako oksidirajucih supstanci,
kao sto su hlor i ozon, za podsticanje hemijske degradacije boje je veoma velika.4”> Dakle,
scale-up procesa bi stvorio novi problem, potrebu za specijalizovanom opremom sa visokim
troskovima i potro$njom energije.383

Najces¢i procesi hemijskog tretmana su koagulacija, flokulacija i ozonizacija, oni se
koriste za eliminaciju zagadivaca, a posebno onih koji se oslobadaju u tekstilnim otpadnim
vodama (slika 18).466545

1.2.3.2.1 Oksidacija

Napredni oksidacioni procesi (AOP) su u velikoj meri primenjeni za degradaciju tek-
stilnih boja zbog njihove mo¢ne sposobnosti da oksiduju Sirok spektar sinteti¢kih boja i dru-
gih sloZenih zagadivaca koji postoje u tekstilnim efluentima.>#6547 Oni ukljucuju kataliticku
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oksidaciju, $to je proces proizvodnje aktivnih radikala (hidroksi ili sulfatni radikali) na odre-
denoj povrsini katalizatora.*%54 U primeru Fentonove (Fenton) reakcije, vodonik peroksid
je oksidujuce sredstvo, a joni gvozda su katalizator (slika 18). Ova reakcija se odvija u kise-
lom medijumu (pH vrednost~3) da bi se omogudilo razlaganje vodonik-peroksida u
hidroksi slobodne radikale koji deluju kao jaka oksidujuca sredstva.?*® Primenljive su i
druge vrste Fentonovih tehnika kao sto su elektro-Fenton, foto-Fenton i sono-Fenton, uz
mogucnost njihove kombinacije.?° Acid Yellow 17, Basic Violet 3 i Amido Black 10B boje uklo-
njene su Fenton-ovim procesom oksidacije.>01:34551 Inace, Reactive Orange 16 je uklonjena me-
todom oksidacije ozona, Reactive Green je uklonjena UV /H>O2 AOP metodom, dok je Indigo
Carmine podvrgnuta elektrohemijskoj oksidaciji.>#5552553 Glavni nedostaci tehnike oksidacije
su stvaranje opasnih nusproizvoda u slu¢ajevima nepotpune oksidacije i moguénost stvara-
nja mulja.552554

1.2.3.3 Proces bioloskog tretmana

Proces biorazgradnje/bioremedijacije odvija se prirodno preko Sirokog spektra pri-
lagodenih mikroorganizama kao $to su bakterije, gljive, alge i kvasci koji postoje u otpadnim
vodama i/ili zagadenom podrucju.5%555¢ Ovaj proces bi se takode mogao sprovesti u labo-
ratoriji izolovanjem i skriningom odgovarajuc¢ih mikroorganizama, nakon cega bi se omo-
gucilo uklanjanje boje tretman efluenta iz tekstilne industrije.485557,5% Mikroorganizmi odgo-
vorni za biorazgradnju koriste nekoliko tehnika kao $to su adsorpcija, biosorpcija, bioaku-
mulacija, ublaZavanje, eliminacija ili mineralizacija Stetnih molekula otpadnih voda u nes-
tetne ili ¢ak korisne proizvode (slika 18).454486 Ova tehnika je privukla veliku paznju jer je
ekoloski prihvatljiva, bezbedna, ¢ista (bez mulja) i ekonomi¢na, jer je mogla da se kombinuje
sa drugim tehnologijama.*8748 Bakterije i gljive su glavni faktori koji doprinose razgradnji
otpadnih voda zbog svoje sposobnosti da proizvode razgradujuce enzime (oksidoreduk-
taze, hidrolaze, oksigenaze, ligninaze, peroksidaze i lakaze) odgovorne za razlaganje nepo-
zeljnih molekula.?51:559-563 Vazno je navesti ulogu ekstracelularne lakaze koju proizvode vise
gljiva kao 8to su Neurospora crassa i Phanerochaete chrisosporium u degradaciji razlicitih
boja.445564-583 Al-Jahari (Al-Jawhari) sa saradnicima je takode naveo sposobnost nekoliko fi-
lamentoznih gljiva u uklanjanju Crystal Violet i Methylene Blue boja.58 Inace, Bacillus subtillis,
Proteus sp. i Streptococcus sp. pokazali su se korisnim pri uklanjanju azo boja.58458 Pokazalo
se da RGS iz Lisinibacillus sp. uklanja i detoksikuje Remazol Red boju.>86-589 Bez obzira na sve,
prirodna bioremedijacija je dugotrajan metod, izazvana bio-razgradnja se ne reprodukuje
lako, a povisene koncentracije toksi¢nih jedinjenja mogu spreciti rast postojecih ili unetih
mikroorganizama.575:5%

Bioloske metode su odrzive alternative za tretman obojenih otpadnih voda, jer su
ekoloske i isplative. U zavisnosti od tretmana, proizvode manje mulja, koji se ne sme kori-
stiti ako mulj adsorbuje boje. Pored toga, bioloske metode cesto stvaraju neopasne metabo-
lite ili dostiZu potpunu mineralizaciju i troSe malo vode.4” Medutim, neke studije su otkrile
da bioloske metode zahtevaju dugo vremena, a neke metode su neefikasne u uklanjanju
visoko strukturiranih polimernih boja sa niskom biorazgradljivos¢u. Bioloske metode nisu
efikasne za neke od obojenih otpadnih voda zbog toksi¢nosti komercijalnih boja za organi-
zme koji se koriste u procesu.>*! Medutim, to je dovelo do evaluacije tretmana koji ne
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zahtevaju direktnu upotrebu mikroorganizma, kao $to je adsorpcija mrtvom mikrobnom
biomasom (biosorpcija), Ziva imobilisana biomasa i upotreba slobodnih ili imobilisanih
enzima.347,432,592

Biosorpcija koristi zive ili mrtve ¢elije, ove poslednje imaju prednosti kao biosorbenti,
jer ne zahtevaju hranljive materije, mogu se ¢uvati i koristiti tokom dugog perioda.>®® Me-
dutim, biosorpcioni tretman ne uklanja svu koncentraciju boje, jer je zarobljena u adsorpci-
onoj matrici, to je razlog zbog kojeg je neophodan naknadni tretman pre ispustanja konta-
minirane biomase. To je ogranicenje za tretman velikih koli¢ina efluenta.4® Uprkos tome,
biosorpcija se Siroko koristi kao strategija uklanjanja boje, posto su operativni troskovi niski,
a hibridni sistemi omogucavaju povecanje efikasnosti uklanjanja boje.432

Almeida (Almeida) i Korso (Corso) su procenili biosorpciju Procion Red MKS-5B boje
koristec¢i 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 korisc¢ena gljiva Aspergillus terreus, koja je postigla 98 % ukla-
njanja boje nakon 336 h tretmana.>® Zoro (Zuorro) i saradnici su evaluirali mrtve Celije
mikroalge Nannochloropsis oceanica, otkrivsi da 72 h kontakta sa RV5 bojom omogucava
postizanje ravnoteze, sa maksimalnim kapacitetom adsorpcije u rasponu od 75,9 do 115 mg
g1.5% Jako je uklanjanje boje bilo efikasno, vreme tretmana nije bilo prikladno za primenu u
vecem obimu. Stavige, vreme tretmana i efikasnost uklanjanja zavise od faktora kao &to su
odnos organskog opterecenja/boje, temperatura, koncentracija kiseonika u sistemu, mesa-
nje, pH vrednost, koncentracija soli i biomase.436473,5%

Vrsta mikroorganizma za uklanjanje boje je klju¢na, jer neke bakterije, gljive ili alge
koriste neke od razli¢itih enzima koje proizvode.>**%7 Generalno, biorazgradnja boja posre-
dovana enzimima je efikasna, posto kataliticka aktivnost povecava brzinu reakcije i potre-
bna je mala koncentracija enzima.5>*® Stoga, mikroorganizmi koji proizvode odgovarajuce
enzime mogu da deluju na boje i efikasno uklone boju ili smanje zagadenje vode.*3” Medu-
tim, na mikroorganizme mogu lako uticati pH vrednosti, temperatura, hemikalije, visoki
salinitet i toksi¢na organska jedinjenja.?®® Upotreba enzima (bez mikroorganizama) kao
alternativne strategije tretmana za boje i druge industrijske zagadivace je korisna ako uspeju
da se prilagode uslovi tretmana.

Enzimi su katalizatori sa razli¢itom specifi¢cnos¢u prema supstratu. Generalno, nji-
hove kataliticke reakcije su proizvele nusproizvode niZe toksi¢nosti sa visokom efikasnoscu.
Neke od njih (oksidoreduktaze) imaju potencijal za tretman razli¢itih boja.4375% Medutim,
neki autori su tvrdili da postoje razlozi za ograni¢enje upotrebe enzima, jer smatraju da je
njihova proizvodnja skupa.*¥” Medutim, prednosti kao $to su: relativno laksa upotreba, spe-
cificnost prema supstratu i laka regulacija kataliticke aktivnosti i implementacije ostaju
atraktivne i obec¢avajuce.4”

1.2.3.3.1 Mehanizam bio-oksidacije enzima
1.2.3.3.1.1 Peroksidaze

Peroksidazama je potreban pomo¢ni supstrat H>Oz, koji se nazivaju pomo¢ni enzimi,
da bi pokrenuli svoj kataliti¢ki proces. H2Oz 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 katalitickih ciklusa, u zavisnosti od odnosa H>O: i koncentracije supstrata. Put Ze-
ljenog ciklusa je od osnovnog enzima do jedinjenja 1, jedinjenja 2 i osnovnog enzima. Na
ovom putu, H>O; igra ulogu akceptora elektrona, odnosno oksidacionog sredstva osnovnog
enzima. Oksidovani enzim (jedinjenje 1) mozZe oksidovati organski supstrat da bi nadokna-
dio izgubljene elektrone i regenerisao nativni enzim.6%

Slika 19a prikazuje mehanizam bio-oksidacije pomoc¢u enzima peroksidaze, dok je na
slici 19b pomoc¢u enzima oksidaza.
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NeZeljeni ciklus nastaje kada je koncentracija H2O: previsoka. U ovom slucaju, kao i
u prethodnom ciklusu, formira se jedinjenje 2. Medutim, umesto da se vrati u osnovno stanje
i podvrgne Zeljenom ciklusu, jedinjenje 3 se formira usled viska H>O», koje nije deo Zeljenog
ciklusa peroksidaze. Ovo je neaktivno stanje enzima i razlog za smanjenje ucinka enzima
pri visokim koncentracijama H>O> (inhibicija enzima). Ovaj ciklus je predstavljen kao me-
hanizam inhibicije ili autokataliti¢ka inaktivacija, $to je posledica prevelikog odnosa H>O> i
supstrata.601-605

Sto se ti¢e Stetnih efekata previsoke koncentracije H2O> na reakciju zbog inhibicije
enzima i smanjene efikasnosti, Mukerje (Mukherjee) je sa saradnicima optimizovao molarni
odnos H2O> prema supstratu kako bi se uklonila dva zagadivaca: 4-hloro-o-toluidin i 4,4-
metilenbis(2-hloroanilin) koriste¢i SBP enzim. Za mehanizam peroksidaze se oc¢ekuje stehi-
ometrija vodonik-peroksid-supstrat od 1:2.

Optimalni molarni odnos H2Os-supstrata je 0,5 (blizu predvidene vrednosti) za prvi
zagadivac i 0,75 za drugi zagadivac. Ve¢i zahtevi 4,4'-metilenbisa(2-hloroanilina) za H2O»
mogu se pripisati formiranju bis-azo trimera.0

U ovom procesu, antioksidansi igraju sustinsku ulogu u uklanjanju radikala kiseo-
nika i smanjenju efikasnosti uklanjanja zagadivaca, jer reaktivne vrste kiseonika (superok-
sidi) formiraju oStecenje i unistavaju celije.?%” Studije su takode pokazale da H>O: potreban
za proces, mogu da proizvode enzimi kao sto je glukozo-oksidaza koja katalizuje procese u
kojima se oslobada vodonik-peroksid kao jedan od proizvoda reakcije. Ova postepena pro-
izvodnja sprecava da enzim bude deaktiviran viskom H>Oz. Kao jos jedna tehnika za poste-
penu proizvodnju H2O2 moZe se navesti i elektrohemijska metoda.¢08

1.2.3.3.1.2 Napredan proces bio-oksidacije

Pored navedenih mehanizama, drugi mehanizam, nazvan napredni bioloski proces,
razmatran je za procese biooksidacije koji indirektno dovode do oksidacije organskih zaga-
divaca. Kao napredna metoda oksidacije, ova metoda proizvodi aktivirane radikale kao sto
su hidroksi radikali, sa visokim potencijalom za oksidaciju organske materije, to rezultuje
proizvodima kao $to su ugljen-dioksid i voda.60

Mehanizam ove metode je da mikroorganizam kao sto je WRF prvo oksiduje svoj
medijator slican hinonu lu¢enjem 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 sto 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.t0610 Sledece reakcije pokazuju redosled objasnjenog meha-
nizma nakon formiranja semihinon radikala:

DBQ’ + Fe3* - DBQ + Fe** (7)
Fe?’* + 0, > Fe3* + 05 (8)
05, +HO5+H" - 0, + H,0, 9)
H,0, + Fe** — Fe?* + OH™ + HO® (10)
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Generisanje hidroksilnih radikala je ograni¢eno na hemijske, fotohemijske i elektro-
hemijske metode, medutim, kao $to je ranije pomenuto, to je moguce i koris¢enjem bioloskih
metoda. Da bi se stvorili hidroksilni radikali, Gomez-Toribio (Gomez-Toribio) i saradnici, u-
klju¢ili su hinon u reakcioni ciklus u prisustvu 4-metoksi benzaldehida (anisaldehida) i
Mn?*, takode su koristili Fe3*-oksalat umesto Fe3*-EDTA kao izvor Fe3* jona. Rezultati su
pokazali povecanje 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 istrazivanju, Kruz del Alamo (Cruz del Alamo) i saradnici uspeli su da tre-
tiraju dve vrste sintetickih i pravih farmaceutskih efluenta koji su sadrzali 12 razlicitih vrsta
farmaceutskih zagadivaca u prisustvu T. versicolor (Trametes versicolor) gore opisanim me-
hanizmom. Rezultati su pokazali da je 50%-95% od 11 vrsta farmaceutskih jedinjenja elimi-
nisano.?? Treba napomenuti da postoji malo istraZivanja o naprednim procesima bio-oksi-
dacije, pa bi ovo moglo biti pogodno polje za buduca istraZivanja.

1.3. IMOBILIZACIJA ENZIMA

Biokataliza se proucava viSe od jednog veka.? Atraktivne karakteristike biokatalize,
kao sto su ekoloska prihvatljivost, niska potrosnja hemikalija, nedostatak proizvodnje tok-
si¢nih nusproizvoda, rad u blagim uslovima i visoka selektivnost, ¢ine je pristupom prema
ekoloski prihvatljivom i odrzivom industrije.?>%:611-616 Dakle, biokatalizatori su intenzivno
angazovani u razli¢itim istrazivac¢kim i industrijskim oblastima, uklju¢ujuci fine i robusne
hemikalije, farmaceutske proizvode, hranu, kozmetiku, tekstil i celulozu i papir.?¢!1 Ipak,
generalno, slobodni enzimi su osetljivi na ekstremne uslove. Stoga, da bi se poboljsala
izvodljivost upotrebe enzima za industrijsku primenu, mnogi pokusaji su se fokusirali na
poboljsanje stabilnosti enzima.t’” Brojne tehnike su koris¢ene za poboljSanje svojstava
enzima, kao $to su usmerena evolucija, mutageneza mesta vezivanja, fuzija enzima, povr-
Sinski prikaz i imobilizacija enzima.611,614,617,618

Imobilizacija enzima, odnosno vezivanje enzima na nosace, je dragoceno sredstvo za
poboljsanje stabilnosti enzima i pretvaranje enzima u heterogene katalizatore, omoguca-
vajudi njihovu reciklazu i rad u proto¢nim procesima u razli¢itim bioreaktorima.613619-622
Recikliranje enzima moZe ustedeti troSkove proizvodnje enzima, posebno za skupe enzime
i izostaviti dosadne procedure kao $to su priprema enzima i odvajanje enzima tokom pro-
cesa.t11619 Jako se imobilizacija enzima pominje u brojnim istrazivackim radovima u prote-
klih 100 godina, i dalje je zanimljiva tema medu istrazivacima, jer je samo nekoliko metoda
imobilizacije uspesno komercijalizovano.t12613 U meduvremenu, Siroka lepeza materijala je
koris¢ena u svojstvu nosaca za imobilizaciju enzima.t19623-627 U isto vreme, interakcije
izmedu enzima i nosaca, kao $to su zarobljavanje, fizicka adsorpcija, kovalentno vezivanje
i biospecifi¢na adsorpcija, mogu varirati u zavisnosti od tehnike imobilizacije.®?862° Jako je
imobilizacija enzima efikasan alat u biokatalizi, jos uvek treba resiti neke nedostatke koji su
prikazani u tabeli 8.613,622,630-634

Npr. aktivnosti enzima se smanjuje nakon imobilizacije kao rezultat konformacionih
promena enzima, ogranicenja prenosa mase ili deaktivacije enzima hemikalijama tokom
procesa imobilizacije.613622/630-634
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Tabela 8. Prednosti i mane imobilizacije enzima3%

Prednosti

Mane

viSestruka upotreba - imobilisani
enzim moze da se koristi viSe puta
dok slobodan enzim moze da se is-
koristi samo jednom,

ne dolazi do kontaminacije reakci-
one smeSe i proizvoda reakcije
enzimom,

lako uklanjanje enzima iz reakcione
smese,

stabilizacija enzima - imobilisani
enzimi su stabilniji od slobodnih,
manji troskovi precis¢avanja proiz-
voda i uklanjanja enzima iz reakci-
one smese,

povecanje funkcionalne efikasnosti
enzima,

povecana reproduktivnost procesa
u kojem ucestvuje enzim,
povecanje stabilnosti proizvoda re-

gubitak aktivnosti prilikom sa-
mog postupka imobilizacije,
smanjenje aktivnosti enzima
usled ogranicene difuzije,
moZe do¢i do promene speci-
fi¢nosti enzima,

moze doé¢i do inaktivacije
enzima usled toplote koja se
oslobada prilikom imobiliza-
cije,

visoka cena precis¢avanja i i-
zolacije enzima sa nosaca na
koji je imobilisan i

primena imobilisanih enzima
u industriji je ograni¢ena na
samo mali broj imobilisanih
sistema i ovakvi katalizatori se
jos uvek retko koriste na
industrijskom nivou.

akcije,
e bolja kontrola procesa i
e kontinualna upotreba enzima.

Mozemo se sloZiti, da su napredak u nauci o materijalima i nanotehnologiji pomogli
u uspehu imobilizacije enzima, kao i u razumevanju mehanizama imobilizacije enzima koji
¢ine konfigurisanu imobilizaciju izvodljivom. U isto vreme su se nasiroko koristili kao
vredni alati u istraZivanju i razvoju organskih procesa u npr. poboljsanju aktivnosti enzima,
povecanjem funkcionalnosti kombinovanjem dve tehnike imobilizacije, pojednostavljujudi
proces usmeravanjem enzima ka nosacu i uspostavljanjem proto¢nog procesa.613617,620,621,623-
625,627,629,635 Dobro uspostavljene strategije imobilizacije enzima mogu pruziti nekoliko pred-
nosti za dalju primenu, kao $to je ilustrovano na slici 20.95:9,611-616,622

»Aktivnost koja je imobilisana” moze se tacno odrediti samo merenjem ukupne pre-
ostale aktivnosti enzima koja ostaje u rastvoru enzima nakon imobilizacije i oduzimanjem
ove aktivnosti od ukupne pocetne aktivnosti. U nekim sluc¢ajevima treba sprovesti paralelnu
slepu probu da bi se kompenzovala deaktivacija slobodnog enzima pod uslovima imobili-
zacije. Ponekad se merenja sadrzaja proteina koriste za odredivanje prinosa imobilizacije.
Ovo bi moglo da dovede do zablude, posebno kada se meSavina sirovih proteina koristi za
imobilizaciju, posto razli¢iti proteini mogu imati razlic¢ite prinose imobilizacije. Medutim,
moze biti korisno pratiti i aktivnost enzima i koncentraciju proteina u supernatantu, da bi
se iskljucila bilo kakva deaktivacija slobodnog enzima i da bi se odredilo ukupan sadrZaj
vezanih proteina i/ili enzima (w/w %) imobilisanog biokatalizatora.63¢
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Drugi termin koji se ¢esto koristi za opisivanje uspeha imobilizacije je efikasnost imo-
bilizacije. Efikasnost imobilizacije opisuje procenat aktivnosti vezanog enzima koji se pri-
mecuje u imobilizatu:

, 0 —
EflkaSTlOSt ( /0) (poéetna imobilisana aktivnost) (12)

U teoriji, prinos imobilizacije moze biti 100%, a efikasnost imobilizacije 0% kada je
sav enzim u rastvoru imobilisan, ali nije pronadena aktivnost u imobilizatu, jer je enzim
deaktiviran ili je iz nekog razloga postao nedostupan nakon imobilizacije.3

uocena aktivnost

Treci termin koji opisuje uspeh imobilizacije je preostala aktivnost. Preostala aktiv-
nost je prinos imobilizacije pomnoZen sa efikasnos¢u imobilizacije, sto vam u jednom broju
daje predstavu o uspehu ukupnog procesa imobilizacije. Sa obnavljanjem aktivnosti, aktiv-
nost imobilizata se uporeduje sa ukupnom pocetnom aktivnos¢u slobodnog enzima:

pocetna aktivnost) (13)
Nepotrebno je reci, da se svi gornji termini moraju izracunati koris¢enjem ukupne aktivnosti
(jedinice, npr. pmol min), a ne koris¢enjem specifi¢nih aktivnosti (npr. U mL-1, U mg1).
Stavige, za odredivanje svih aktivnosti treba koristiti potpuno iste uslove analize aktivno-
sti.636

Uocena aktivnost u imobilizatu u odnosu na aktivnost slobodnog enzima (efikasnost
imobilizacije i prinos imobilizacije) moZe u velikoj meri zavisiti od koris¢enog testa aktiv-
nosti (npr. tipa supstrata, koncentracije supstrata, pH vrednosti i temperature reakcije) i od
fizickih svojstva imobilisanog biokatalizatora (npr. veli¢ina ¢estica, hidrofobnost - hidrofil-
nost i veli¢ina pora). Ova zavisnost je najées¢e uzrokovana ograni¢enjima u prenosu mase
supstrata i/ili proizvoda u matrici za imobilizaciju, sto dovodi do razli¢itih prinosa imobi-
lizacije i preostalih aktivnosti.

uocena aktivnost

Preostala aktivnost (%) = (
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Npr. enzim imobilisan u gustu polarnu matricu imace veci 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 prilicno ocigledna, manje ocigledne razlike mogu imati veliki
uticaj na rezultate. Zbog toga je od vitalnog znacaja za ekonomicnost procesa imobilizacije
da se dizajnira imobilisani biokatalizator za specificnu primenu i da se sprovedu testovi
aktivnosti $to blize kona¢noj primeni u kojoj ¢e se imobilisani enzim primeniti.63¢

Za upotrebu u organskim rastvaracima, izra¢unavanje preostale aktivnosti postaje
komplikovanije, jer poredenje suspenzija slobodnog enzima u prahu i enzima u imobilisa-
nom obliku u organskom rastvarac¢u nije uvek lako. Generalno, ocekivalo bi se da imobili-
sani enzim daje bolje rezultate, zahvaljujuci boljem pristupu supstrata pojedina¢nim mole-
kulima enzima, kada su uredno rasporedeni na povrsini u poredenju sa masnim enzimskim
prahom koji, da stvar bude jo$ gora, ¢esto sadrZi aditive kao $to su polisaharidi. Direktna
poredenja aktivnosti u ovim slucajevima ¢esto dovode do preostalih aktivnosti visih od
100%. Ukratko, treba razlikovati osnovni gubitak aktivnosti deaktivacijom i (o¢igledan) gu-
bitak aktivnosti zbog nedostupnosti frakcije molekula enzima u imobilizatu. Ovo se moze
utvrditi titracijom aktivhog mesta.t¥” Ova tehnika omogucava merenje koli¢ine aktivnog
enzima upotrebom jedinjenja koja nepovratno inhibiraju enzim, tako sto se uspesno vezuju
za aktivno mesto enzima, dok istovremeno oslobadaju jedinjenje koje se lako moze otkriti.
Poznavanje koli¢ine aktivnog enzima dostupnog u imobilisanom biokatalizatoru je veoma
korisno za razumevanje procesa imobilizacije, difuzionih ograni¢enja i nacina na koji enzim
reaguje na odredeni materijal. MoZe se koristiti, na primer, da se utvrdi da li se nasledna
kataliticka aktivnost enzima menja kao rezultat konformacionih promena izazvanih inte-
rakcijom sa nosacem.636

1.3.1 Osobine imobilisanih enzima

Osobine imobilisanih enzima su odredene karakteristikama materijala nosaca, kao i
prirodom i brojem interakcija izmedu enzima i nosaca. Kao posledica imobilizacije enzima,
stabilnost i kineticka svojstva enzima se obi¢no menjaju, uglavnom zbog mikrookruZzenja i
modifikacija koje namece nosac.63863

Ova modifikacija svojstava moZe biti uzrokovana ili promenama unutrasnje aktivno-
sti imobilisanog enzima ili ¢injenicom da se interakcija izmedu imobilisanog enzima i sup-
strata odvija u mikrookruZenju koje se razlikuje od glavnog rastvora. Dakle, jedan od glav-
nih problema povezanih sa upotrebom imobilisanih enzima je gubitak kataliticke aktivno-
sti, posebno kada enzimi deluju na makromolekulske supstrate. Zbog ograni¢enog pristupa
supstrata aktivnhom mestu enzima, aktivnost se moze smanjiti samo na pristupacne povr-
sinske grupe supstrata. Ovo sterno ograni¢enje moze zauzvrat da promeni karakteristi¢an
obrazac proizvoda dobijenih iz makromolekulskog supstrata.®*’ Postoji nekoliko strategija
da se izbegnu ovi sterni problemi, kao $to su izbor nosaca sastavljenih od mreZa izolovanih
makromolekulskih lanaca, paZljiv izbor ostataka enzima ukljuc¢enih u imobilizaciju i upo-
treba hidrofilnih i inertnih krajeva.t41
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Uocene promene u katalitickim svojstvima nakon imobilizacije mogu takode biti
posledica promena u trodimenzionalnoj konformaciji proteina izazvanih vezivanjem
enzima za matricu. Ovi efekti su prikazani i u manjoj meri, iskoris¢eni za ogranicen broj
enzimskih sistema. Vrlo cesto, kada je enzim imobilisan, njegova radna stabilnost na visoj
temperaturiiu prisustvu organskih rastvaraca je pobolj$ana.®4? Koncept stabilizacije je stoga
bio vazna pokretacka snaga za imobilizaciju enzima. Prava stabilizacija na molekularnom
nivou je prikazana u slucaju proteina imobilisanih kovalentnom vezom preko veceg broja
funkcionalnih grupa.®®3 Studije koje je sprovelo nekoliko autora koristeéi razli¢ite metode

su pokazale da postoji korelacija izmedu stabilizacije i broja kovalentnih veza sa nosa-
Gemn. 644-646

1.3.2 Tipovi imobilizacije

Enzimi se mogu vezati za nosa¢ interakcijama koje se krec¢u od reverzibilne fizicke
adsorpcije i jonskih veza do stabilnih kovalentnih veza. Jedan od nacina klasifikacije razli-
¢itih pristupa imobilizaciji enzima je u dve Siroke kategorije: nepovratne (ireverzibilne) i
povratne (reverzibilne) metode (slika 21).

METODE IMOBILIZACIJE ENZIMA

Nepovratne Povratne
l
I I | l
. Vezivanje
Kov aoilent.no Obuhv. atanje UmreZavanje Adsorpcija disulfidnim
vezivanje enzima vezama (5-5)

g
a

-
&
&

=

Slika 21. Metode imobilizacije enzima®’

’\/\s_s_.

Jacina vezivanja je obi¢no obrnuto proporcionalna lako¢i kojom se moze preokrenuti.

Ova dva suprotstavljena cilja, stabilnost i reverzibilnost, tesko je istovremeno ostvariti. Tra-
dicionalni pristup je bio da se veza ucini §to je moguce ja¢om i da se Zrtvuje reverzibilnost.
Pored toga, metode imobilizacije se ¢esto klasifikuju i prema vrsti hemijske reakcije koja se
koristi za vezivanje (tabela 9).
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U nekim slucajevima, protokoli za imobilizaciju enzima su takode zasnovani na kom-
binaciji nekoliko metoda imobilizacije. Npr. enzim se moZze prethodno imobilisati na cestice
nosaca 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 enzima®’

Metoda. ! Pr.l roda Prednosti Mane
vezivanja
Fizicka adsorpcija
Slabe veze: hidrofobne, Jednostavna i jeftina; Desorpcija;
van der Waals-ove ili Male konformacione Ja;

jonske interakcije

pomene enzima

Nespecifi¢na adsorpcija

Afinitet
. Jednostavna i
Veze na osnovu afiniteta oriientisana
izmedu dva partnera po oryensan Visoki troskovi
. imobilizacija;
afinitetu

Odli¢na selektivnost

Kovalentno vezivanje

Hemijsko vezivanje
izmedu funkcionalnih
grupa enzima i nosaca

Nema curenja enzima;
Potencijal za
stabilizaciju enzima

Nosac i enzim se
ne regenerisu;
Pad aktivnosti

Obuhvatanje enzima

Ubacivanje enzima
unutar polimerne mreze

Siroka primena

Ogranicenja pri prenosu
mase;
Curenje enzima

UmreZavanje enzima

Molekuli enzima su
umreZeni preko
funkcionalnog reaktanta

Stabilizacija
biokatalizatora

UmreZeni
biokatalizatori nisu
pogodni za pakovani
sloj;
Ogranicenja pri
prenosu mase;
Gubitak aktivnosti

Izbor najprikladnije tehnike zavisi i od prirode enzima (biohemijska i kineticka svoj-
stva) i nosaca (hemijske karakteristike, mehanicka svojstva). Dakle, interakcija izmedu
enzima i nosaca stvara imobilisani enzim sa odredenim biohemijskim i fiziko-hemijskim
osobinama koje odreduju njihovu primenljivost na specifi¢ne procese.

I.3.2.1 Ireverzibilne metode imobilizacije enzima

Koncept ireverzibilne imobilizacije znaci da kada se biokatalizator zakaci za nosac,
ne moze se odvojiti bez uniStavanja bioloske aktivnosti enzima ili podloge. Najcesci
postupci ireverzibilne imobilizacije enzima su kovalentno vezivanje, obuhvatanje ili mikro-
enkapsulacija i umrezavanje (slika 21).

80



I.
II.
III.
IV.

1.3.2.1.1 Kovalentna imobilizacija enzima

Imobilizacija proteina metodama zasnovanim na formiranju kovalentnih veza spada
medu najcescée koris¢ene metode. Njihova prednost je u tome $to se, zbog stabilne prirode
veza formiranih izmedu enzima i nosaca, enzim ne oslobada u rastvor prilikom upotrebe.

Medutim, da bi se postigao visok nivo vezane aktivnosti, aminokiselinski ostaci ne-
ophodni za kataliticku aktivnost ne smeju biti ukljuceni u kovalentnu vezu sa nosacem, a to
se moze pokazati kao tezak zahtev za ispunjavanje u nekim slucajevima. Jednostavna pro-
cedura koja ponekad poboljsava prinos aktivnosti je izvodenje reakcije kuplovanja u prisus-
tvu analoga supstrata. Kovalentne metode za imobilizaciju se koriste kada postoji strogi
zahtev za odsustvom enzima u proizvodu.®® Osnovni principi koji kontrolisu tok kovalen-
tnog spajanja na nosac¢ su analogni onima koji se koriste za hemijsku modifikaciju proteina.
Ova metoda imobilizacije (slika 21) uklju¢uje formiranje kovalentne veze izmedu
enzima/celije i noseceg materijala.®® Veza se normalno formira izmedu funkcionalnih
grupa prisutnih na povrsini nosaca i funkcionalnih grupa koje pripadaju aminokiselinskim
ostacima na povrsini enzima. Brojne funkcionalne grupe aminokiselina su pogodne za u-
¢esce u formiranju kovalentne veze.%4 Najcesce koriséene reakcije uklju¢uju bo¢ne lance a-
minokiselina lizina ili arginina (e-amino grupa), serina (hidroksilna grupa), cisteina (tiol
grupa), asparaginske i glutaminske kiseline (karboksilna grupa).

Postoji mnogo reakcionih postupaka za spajanje enzima i nosaca u kovalentnu
vezu.®0 Medutim, vedina reakcija spada u sledece kategorije:

formiranje izourea veze
formiranje diazo veze,
formiranje peptidne veze,
reakcija alkilacije.

Vazno je odabrati metodu koja nece inaktivirati enzim reagovanjem sa aminokiseli-
nama na aktivnom mestu. Dakle, ako enzim koristi karboksilnu grupu na aktivnom mestu
za ucesce u katalizi, mudro je izabrati reakciju koja uklju¢uje amino grupe za kovalentnu
vezu sa nosacem.

U osnovi, dva koraka su klju¢na za kovalentno vezivanje enzima za nosece materijale.
Prvo, funkcionalne grupe na povrsini nosaca se aktiviraju specifi¢nim reagensom, a drugo,
enzim se dodaje pri reakciji kuplovanja da bi se formirala kovalentna veza sa povrsinom
nosaca. Razvijene su razli¢ite reakcije u zavisnosti od funkcionalnih grupa dostupnih na
nosacu.6%0

Procesi aktivacije su generalno dizajnirani da generisu elektrofilne grupe na nosacu
koje u koraku kuplovanja reaguju sa jakim nukleofilima na proteinima, kao $to su amino (-
NH>) funkcionalne grupe odredenih aminokiselina na povrsini enzima, da bi se formirala
kovalentna veza. Cijanogen bromid (CNBr) se Cesto koristi za aktiviranje hidroksilnih funk-
cionalnih grupa u polisaharidnim nosa¢ima. U ovoj metodi, enzim i nosa¢ su spojeni preko
izourea veze. U slucaju karbodiimidne aktivacije, materijal nosaca treba da ima karboksilnu
(-COOH) funkcionalnu grupu, a enzim i nosa¢ su povezani peptidnom vezom. Ako nosa¢
sadrzi aromati¢nu amino funkcionalnu grupu, moze se diazotovati koriséenjem azotaste ki-
seline. Naknadno dodavanje enzima dovodi do formiranja diazo veze izmedu reaktivne
diazo grupe na nosacu i strukture prstena aromati¢ne amino kiseline, kao sto je tirozin.
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Vazno je prepoznati da nijedna metoda imobilizacije 1 nije ograni¢ena na odredenu vrstu
nosada i da je mogué izuzetno veliki broj permutacija izmedu metoda imobilizacije i nosaca.
Ovo je omogucéeno hemijskom modifikacijom normalnih funkcionalnih grupa na nosacu
kako bi se proizveo niz derivata koji sadrze razlicite funkcionalne grupe. Npr., normalna
funkcionalna grupa u celulozi je hidroksilna grupa, a njena hemijska modifikacija je proiz-
vela niz derivata celuloze, kao $to su AE-celuloza (aminoetil), CM-celuloza (karboksimetil)
i DEAE-celuloza (dietilaminoetil). Dakle, hemijska modifikacija povecava opseg metoda i-
mobilizacije koje se mogu koristiti za dati materijal za podrsku. Derivatizacija se takode
moze koristiti za modifikovanje naelektrisanja na povrsini nosac¢a da bi se poboljsalo vezi-
vanje biokatalizatora.®4° Postoji mnogo komercijalno dostupnih nosaca za imobilizaciju; naj-
bolji izbor u svakom sluc¢aju zahteva razmatranje nekih relevantnih osobina katalizatora i
nameravane upotrebe. Medutim, obi¢no je potrebno isprobati vise od jednog pristupa, a
zatim prilagoditi metod specificnim okolnostima.650

Kovalentne reakcije koje se obi¢no koriste, dovode do enzima vezanih za nosac
preko, npr. amidne, etarske, tioetarske ili karbamatne veze. Dakle, enzim je snazno vezan
za nosac i u mnogim slu¢ajevima je takode stabilizovan. Medutim, zbog kovalentne prirode
veze, nosac se mora odbaciti zajedno sa enzimom kada se enzimska aktivnost smanji. Pred-
nost dobijanja nepropusnog vezivanja izmedu enzima i nosaca kao rezultat ovih reakcija
moze biti delimi¢no nadoknadena cenom, u smislu generalno niskog prinosa imobilizovane
aktivnosti i nepovratnog karaktera ovog vezivanja. Enzimi vezani kovalentno disulfidnim
vezama za ¢vrste nosace predstavljaju jedan od nacina da se izbegne ovaj problem.638

I.3.2.1.1.1 Aktivacija enzima EDAC-om

Neophodno je prethodno izvrsiti aktivaciju nosaca ili enzima, kako bi se enzim
uspes$no kovalentno vezao za nosac. 1-(3-Dimetilaminopropil)-3-etil-karbodiimid (EDAC)
se koristio kao aktivirajuci agens (slika 22). EDAC stupa u interakciju sa karboksilnim (-
COOH) grupama na molekulu alginata, prevodedi ih u reaktivniji oblik i na taj nacin aktivira
Cestice alginata i MAB. Ovako aktivirane ¢estice mogu da stupe u interakciju sa amino (-
NH?) grupama na molekulu enzima prilikom ¢ega dolazi do stvaranja peptidne (amidne)
veze izmedu molekula enzima i nosaca, a enzim biva kovalentno vezan za nosac¢. Peptidna
veza se uspostavlja izmedu karboksilne grupe koja je prisutna na nosac¢u i amino grupe koja
je prisutna na molekulu enzima stvarajuci kovalentnu vezu, a EDAC se reciklira (ne trosi se
u reakciji).651

CH;
Slika 22. Hemijska struktura EDAC-a (CsH17N3)
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1.3.2.1.2 Zarobljavanje enzima i umreZavanje pri imobilizaciji

Metoda zarobljavanja se zasniva na inkluziji enzima unutar polimerne mreze koja doz-
voljava supstratu i proizvodima da produ kroz njih, ali zadrzava enzim.%? Imobilizacija o-
buhvatanjem (slika 21) se razlikuje od adsorpcije i kovalentnog vezivanja po tome sto su
molekuli enzima slobodni u rastvoru, ali ograniceni u kretanju reSetkastom strukturom
gela.%2 Poroznost reSetke gela se kontrolie kako bi se osiguralo da je struktura dovoljno
¢vrsta da spreci curenje enzima ili ¢elija, a da u isto vreme omoguci slobodno kretanje sup-
strata i proizvoda. NeizbeZno, podloga ¢e delovati kao prepreka za prenos mase, iako ovo
moZe imati ozbiljne implikacije na kinetiku reakcije, moZe imati koristi, jer su Stetne celije,
proteini i enzimi spreceni u interakciji sa imobilisanim biokatalizatorom.65?

Postoji nekoliko glavnih metoda zarobljavanja enzima:
jonotropno zeliranje makromolekula sa multivalentnim katjonima (npr. alginat),
Zeliranje izazvano temperaturom (npr. agaroza, zelatin),
organska polimerizacija hemijskom/fotohemijskom reakcijom (npr. poliakrilamid),
talozenje iz rastvaraca koji se ne mesa (npr. polistiren).

Zarobljavanje enzima se moZe posti¢i meSanjem enzima sa polijonskim polimernim
materijalom i zatim umreZavanjem polimera sa multivalentnim katjonima u reakciji jonske
razmene, da bi se formirala strukturna mreza koja hvata enzime (jonotropno Zeliranje). Pro-
mena temperature je jednostavna metoda Zeliranja faznim prelazom, korisé¢enjem 1-4% ras-
tvora agaroze ili zelatina. Medutim, formirani gelovi su meki i nestabilni. Alternativno, mo-
guce je mesati enzim sa monomerima, koji se zatim polimerizuju da bi se formirala poli-
merna mreza, hvatajuci enzim u prostoru izmedu resetaka. Poslednja metoda se vise 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 umrezavanje se dodaje
tokom polimerizacije kako bi se formirale mreze izmedu polimernih lanaca i pomoglo u
stvaranju trodimenzionalne mreZze. Veli¢ina pora gela i njegova mehanicka svojstva odre-
duju se relativnim koli¢inama monomera i agensa za umrezavanje. Stoga je moguce varirati
ove koncentracije da bi se uticalo na strukturu mreZe. Formirani polimer se moze razbiti na
Cestice Zeljene veli¢ine, ili se polimerizacija moZze organizovati tako da se formiraju cestice
definisane velicine. Precipitacija se javlja razdvajanjem faza, a ne hemijskom reakcijom, ali
dovodi enzime u kontakt sa organskim rastvarac¢em koji se mesa sa vodom, a vecina enzima
nije tolerantna na takve rastvarace. Dakle, ova metoda je ograni¢ena na visoko sta-
bilne/prethodno stabilizovane enzime. Postoje razliciti postupci obuhvatanja enzima kao
Sto su obuhvatanje u gelu ili obuhvatanje vlakana i mikroinkapsulacija.®54-6% Prakti¢na u-
potreba ovih metoda je ograni¢ena ogranic¢enjima prenosa mase kroz membrane ili gelove.

I.3.2.1.3 Inkapsulacija

Inkapsulacija enzima moZe se posti¢i obmotavanjem bioloskih komponenti unutar
razli¢itih oblika polupropusnih membrana.649657.658 Sli¢no je zarobljavanju po tome $to su
enzimi slobodni u rastvoru, ali ograni¢eni u prostoru. Veliki proteini ili enzimi ne mogu da
produ iz ili u kapsulu, ali mali supstrati i proizvodi mogu slobodno da produ kroz
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polupropusnu membranu. Mnogi materijali su korid¢eni za izradu mikrokapsula prec¢nika
10-100 um; npr. najlon i nitrat celuloze su se pokazali popularnim. Problemi sa difuzijom su
izrazeniji i mogu dovesti do pucanja membrane ako se proizvodi reakcije brzo akumuliraju.
Sledeci problem je u tome Sto imobilisani enzimi mogu imati gustinu slicnu osnovnom
rastvoru sa posledi¢nim problemima u konfiguraciji reaktora, dinamici protoka itd. Takode
je moguce koristiti bioloske celije kao kapsule, a znacajan primer za to je upotreba eritrocita
(crvenih krvnih zrnaca). Membrana eritrocita je normalno propusna samo za male
molekule. Medutim, kada se eritrociti stave u hipotoni¢ni rastvor, oni nabubre, rastezudi
elijsku membranu i znacajno povecavajuc¢i permeabilnost. U ovom stanju, proteini
eritrocita difunduju van Cdelije, a enzimi mogu difundovati u celiju. Vra¢anje nabubrelih
eritrocita u izotoni¢ni rastvor omogucdava celijskoj membrani da se vrati u svoje normalno
stanje, a enzimi zarobljeni unutar celije ne iscure. Izrazita prednost ove metode je
koimobilizacija. Celije i/ili enzimi mogu biti imobilisani u bilo kojoj Zeljenoj kombinaciji,
kako bi imali specifi¢nu primenu.®4?

I.3.3 Nosaci za imobilizaciju enzima

Osobine imobilisanih enzimskih sistema su regulisane osobinama enzima i materijala
nosaca. Interakcija izmedu njih obezbeduje imobilisani enzim sa specifi¢nim hemijskim, bi-
ohemijskim, mehanic¢kim i kinetickim svojstvima. Razvijene su razlicite tehnike imobiliza-
cije, uklju¢ujuéi adsorpciju, kovalentno vezivanje, obuhvatanje, inkapsulaciju i umreZava-
nje.®® One se razlikuju po vrsti i karakteru formiranih interakcija i po obliku i vrsti upotreb-
ljenih pomo¢nih materijala. Izbor najprikladnije metode imobilizacije i materijala za nosac
u velikoj meri zavisi od vrste i uslova katalitickog procesa, kao i od tipa enzima.* Medutim,
treba naglasiti da je izbor materijala za nosa¢ najvazniji izazov zbog velikog uticaja koji no-
sa¢ moze imati na svojstva biokataliti¢kog sistema.

Kao nosac¢ za imobilizaciju enzima moze se koristiti veoma 8$irok spektar materijala
razlic¢itog porekla. Nosac treba da zastiti strukturu enzima od teskih reakcionih uslova i tako
pomogne imobilisanom enzimu da zadrZi visoku kataliticku aktivnost.®3¢ Medutim, postoje
neka ogranicenja u ovoj oblasti, jer nosa¢ ne sme imati negativan uticaj na strukturu enzima
i ne bi trebalo da poremeti enzim vise nego $to je potrebno stvaranjem stabilnih interakcija
enzim-nosac. Pored toga, trebalo bi da postoji afinitet izmedu funkcionalnih grupa dva ma-
terijala kako bi se omogucilo formiranje ovih interakcija enzim-nosac i efikasno vezivanje
enzima za nosac. Ovo je posebno vazno u slucaju kovalentne imobilizacije.®®® Nosa¢ treba
da izlozi aktivna mesta katalizatora radi lakSeg vezivanja molekula supstrata i smanjenja
difuzionih ograni¢enja supstrata i proizvoda.¢!

Glavne karakteristike nosaca za efikasnu imobilizaciju enzima su:
e mehanicka stabilnost,
e termicka stabilnost,
e veli¢ina i oblik cestice,
e mogucnost regeneracije i recikliranja,
e dostupnosticena,
e visok afinitet prema vezanim enzimima,
e prisustvo reaktivnih grupa za vezivanje sa enzimom,
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e rastvorljivost,
e hidrofilnost, hidrofobnost i
e poroznost.

Ipak, treba imati na umu da je odgovarajuci izbor nosaca direktno povezan sa vrstom
enzima i procesom u kome ce se biokataliticki sistem koristiti. Materijali koji se koriste kao
nosaci za imobilizaciju enzima klasifikovani su kao klasi¢ni materijali koji su najé¢escée ko-
riS¢eni i novi materijali koji nude posebna poZeljna svojstva. Novi materijali se takode tre-
nutno koriste za imobilizaciju i ne samo da omogucavaju efikasno vezivanje enzima, vec i
povecavaju primenljivost dobijenih biokatalitickih sistema. Ovi materijali se generalno
mogu podeliti na organske, neorganske i hibridne ili kompozitne.61?

1.3.3.1 Klasi¢ni nosaci za imobilizaciju enzima

Od pocetka rada na razvoju tehnika imobilizacije, postojala je potreba da se definie
grupa materijala za koje se mogu vezati enzimi. Generalno, traZeni su materijali koji nude
visoku stabilnost, dostupnost, relativno nisku cenu i visok afinitet prema vezanim enzi-
mima. Sirok spektar materijala, kako neorganskog tako i organskog porekla, ocenjen je kao
efikasna podrska za biokatalizatore i klasifikovani su kao klasi¢ni materijali (slika 23). Iako
se klasi¢ni materijali rede primenjuju poslednjih godina, oni ostaju vazna grupa materijala
koji se koriste za imobilizaciju enzima.%1?

[

|

Slika 23. Odabrani primeri klasi¢nih materijala neorganskog i organskog porekla koji se
koriste za imobilizaciju enzima®63

Neorganske materijali za nosace, kao $to su neorganski oksidi, minerali ili materijali
na bazi ugljenika, karakterise uglavnom dobra termicka i hemijska stabilnost, kao i odli¢na
mehanicka otpornost. Ovi materijali su takode poznati po svojim dobrim sorpcionim osobi-
nama koje su rezultat njihove dobro razvijene porozne strukture i obi¢no velike povrsine
koja obezbeduje brojna kontaktna mesta za efikasnu imobilizaciju enzima. Nasuprot tome,
sinteti¢ki polimeri i biopolimeri, takode grupisani pod klasi¢nim materijalima, nude brojne
funkcionalne grupe koje olaksavaju cak i kovalentno vezivanje enzima bez agenasa za
umreZavanje. Pored toga, biopolimere obi¢no karakteriSe visok afinitet za proteine kao i
biokompatibilnost koja ograni¢ava negativne efekte nosaca na strukturu enzima. Stavise,
bez obzira na poreklo, klasi¢ni materijali za imobilizaciju enzima su obi¢no rasprostranjeni
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u prirodi (minerali, biopolimeri) ili se lako sintetiSu (neorganski oksidi, sinteti¢ki polimeri)
Sto ih ¢ini relativno jeftinim. Ove ¢injenice znace da ovi materijali i dalje igraju vaznu ulogu
kao nosaci za imobilizaciju enzima.%62

1.3.3.1.1 Organski materijali

Dobro je poznato da ne postoji univerzalni materijal za nosa¢ pogodan za sve enzime
i sve njihove primene. Neorganski nosaci imaju odredena ograni¢enja, kao $to su ogranicena
biokompatibilnost, manji afinitet prema biomolekulima i smanjene moguc¢nosti stvaranja
razli¢itih geometrijskih oblika. Stavige, sredstvo za umreZavanje kao $to je glutaraldehid o-
bi¢no je potrebno za stvaranje kovalentne veze izmedu enzima i neorganskog nosaca. 1z
ovih razloga, neki materijali organskog porekla se takode koriste za imobilizaciju razli¢itih
enzima pod razli¢itim protokolima imobilizacije. Generalno, organski materijali nosaca za
imobilizaciju mogu se podeliti u dve grupe:
e sinteti¢ki materijali (uglavnom polimeri) i
e obnovljivi materijali dobijeni iz prirodnih izvora (biopolimeri).
Obe grupe su bile siroko koris¢ene od pocetka imobilizacije enzima za vezivanje razlic¢itih
vrsta biokatalizatora.®63

1.3.3.1.1.1 Biopolimeri

Alternativa upotrebi sintetickih polimera kao nosaca za imobilizaciju enzime je upo-
treba biopolimera (polimeri prirodnog porekla). Biopolimeri uklju¢uju ugljene hidrate, ali i
proteine kao $to su albumin i Zelatin.®®* Materijali kao $to 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 netoksi¢nosti, do izuzetnog afiniteta prema prote-
inima, $to ih ¢ini pogodnim nosac¢ima za enzime.%% Njihovo prirodno poreklo i biokompa-
tibilnost svodi na minimum njihov negativan uticaj na strukturu i svojstva enzima i tako
imobilisani proteini zadrzavaju visoku kataliticku aktivnost. Stavige, dostupnost reaktivnih
funkcionalnih grupa u njihovoj strukturi (uglavnom hidroksilnih, amino i karbonilnih
grupa) omogucava direktnu reakciju izmedu enzima i nosaca, olaksavajuci modifikaciju nji-
hove povrsine.®® Pre svega, medutim, ovi materijali su obnovljivi i lako ih je nabaviti; u
mnogim slucajevima su nusproizvodi razli¢itih industrija, $to ih ¢ini jeftinim i smanjuje tro-
skove povezane sa procesom imobilizacije.t”® Biopolimeri se koriste za imobilizaciju adsor-
pcijom i kovalentnim vezivanjem; medutim, njihova sposobnost da kreiraju razlicite geo-
metrijske konfiguracije i sklonost formiranju gela znace da se takode koriste za imobilizaciju
inkapsulacijom i obuhvatanjem enzima.

Hitozan se na osnovu istrazivanja literature moZze smatrati najcesce koris¢enim biopo-
limerom za imobilizaciju enzima. Hitozan se moZe primeniti u razli¢itim oblicima. Npr. Si
(Shi) sa saradnicima je koristio mikrosfere hitozana umrezene glutaraldehidom za imobili-
zaciju nukleaze, koja je vazan enzim za genetski inZenjering.6”! U drugim studijama, izome-
raza glukoze je adsorbovana u makroporoznim cesticama hitozana i alginata pripremljenim
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heliranjem sa razli¢itim metalnim jonima.672673 Kako su izvestili Kim (Kim) i saradnici, na-
nokristali celuloze dobijeni od celuloze pamuc¢nog lintera mogu se koristiti za imobilizaciju
nespecifi¢nim adsorpcionim interakcijama Candida rugosa lipaze sa visokom efikasnoséu pu-
njenja, dok je lipaza imobilisana obuhvatanjem x-karagenanskim hidrogelovima od strane
Tumturka (Tumturka) i saradnika.67467> Povrée i morski sunderi koje karakterise otvorena
vlaknasta mreza koja smanjuje difuziona ograni¢enja takode su koris¢eni kao nosaci za i-
mobilizaciju lipaza, uglavnom preko vodoni¢nih veza.67677 Moze se zakljuciti da se biopo-
limeri mogu koristiti za imobilizaciju enzima koji pripadaju razli¢itim katalitickim klasama
uz zadrzavanje dobrih katalitickih svojstava. Stavige, proizvedeni biokataliticki sistemi
nude poboljsanu termicku stabilnost i generalno su poznati po svojoj dobroj ponovnoj upo-
trebi.

Posebnu paznju treba posvetiti i alginatima. Njihove izuzetne sposobnosti za Zeliranje,
uglavnom koristeci jone natrijuma ili kalcijuma za stvaranje gelova u kojima se mogu imo-
bilisati jedan ili viSe enzima, znac¢e da se ovi materijali uglavnom koriste za inkapsulaciju i
obuhvatanje.®”® Proizvodi su pokazali dobro zadrZavanje kataliticke aktivnosti, ali je njihova
ponovna upotreba bila losa zbog ispiranja enzima iz nosac¢a. Npr. Betigeri (Betigeri) i No
(Neau) su imobilisali lipazu u c¢esticama kalcijum alginata obuhvatanjem, dok su Kocaturk
(Kocaturk) i Jagar (lagar) inkapsulirali polifenolnu oksidazu u cestice bakar-alginata i dobili
visoke prinose imobilizacije.67%680 Kovalentno vezivanje razlic¢itih enzima za cestice kalci-
jum-alginata primenom hemije karbodiimida je opisano kao pogodna metoda za postizanje
stabilizacije nekoliko enzima preko tzv. Visetackastog kovalentnog vezivanja kao sto su -
galaktozidaza, acetilholinesteraza, a-amilaza i drugi.’-% Jako enzimi kovalentno vezani za
alginatne Cestice nude neke posebno atraktivne prednosti za mnoge bioloske primene, ko-
liko nam je poznato, u literaturi ne postoje studije koje se odnose na kovalentnu imobiliza-
ciju alkalaze na alginatnim mikronskim- ili submikronskim-c¢esticama. Generalno, kovalen-
tna imobilizacija proteaza i njihova primena za katalizu hidroliti¢kih reakcija u stvarnim
sistemima hrane su istrazivani u daleko manjoj meri od aplikacija koje uklju¢uju slobodne
enzime.6!

Agaroza je popularan izbor medu biopolimerima za upotrebu u imobilizaciji enzima.
Ovaj linearni heteropolisaharidni biopolimer se sastoji od jedinica -D-galaktoze i 3,6-an-
hidro-a-L-galaktoze, povezanih -1-4 glikozidnim i a-1-3 glikozidnim vezama.®! Kao i algi-
nati, agaroza takode ispoljava veliku sposobnost Zeliranja koje se moZe javiti na temperatu-
rama rastvora agaroze ispod 35 °C, bez dodavanja bilo kakvih jona i rezultira formiranjem
visoko uredenih stabilnih i krutih struktura.®®? Vredi napomenuti da 3D arhitektura ovog
hidrofilnog materijala ostaje gotovo nepromenjena u prisustvu razli¢itih organskih rastva-
raca i da se u takvim uslovima ne skuplja i ne bubri.®8 Sposobnost agaroznog gela da for-
mira razlicite oblike, kao Sto su sfere, kapsule ili vlakna, dovela je do toga da je ovaj organski
potporni materijal od velikog interesa za industrijsku primenu. Npr. Prakas (Prakash) i Ja-
isval (Jaisval) su koristili ¢estice agaroze za jednostavno fizi¢ko hvatanje termostabilne a-
amilaze. Prakti¢na primena rezultujuceg biokatalitickog sistema je testirana za uklanjanje
mrlja od skroba sa odece i utvrdeno je da je ponovna upotreba enzima imobilisanog agaro-
zom moguca do pet ciklusa.t® U drugoj studiji, umrezeni agarozni nosac¢ sa aktiviranim
aldehidnim grupama je primenjen za visetackasto kovalentno vezivanje komercijalnog
enzima Depol™ 333MDP (p-1,4-endoksilanaza). Uocena je visoka efikasnost imobilizacije
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od preko 85% i imobilisani enzim je pokazao znacajno poboljsanje termicke stabilnosti u
poredenju sa slobodnim proteinom.%84

I.3.4 ALGINAT

Alginat, otkriven 1880-ih, je linearni polisaharid koji proizvode smede alge i bakte-
rije.685-687 To nije samo biopolimer ve¢ i polielektrolit koji se smatra netoksi¢nim, biokompa-
tibilnim, biorazgradivim i neimunogenim. Alginat je anjonski kopolimer, a njegova struk-
tura je prikazana na slici 24, koja uklju¢uje f-D-manuronsku kiselinu (M) i a-L-guluronsku
kiselinu (G), povezane 1,4-glikozidnim vezama.688689
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Slika 24. Struktura alginata. (M) p-D-manuronska kiselina; (G) a-L-guluronska kiselina;
(PG) poliguluronska kiselina; (PM) polimanuronska kiselina i (PMG) heteropolimerni
regioni sa smesSom ostataka PM-PG6%8

Rasporeden je u nepravilnom blokovskom Sablonu razli¢itih proporcija GG, MG i
MM blokova. Na fiziko-hemijske osobine alginata kriticno uti¢u odnos M/G i duZina sva-
kog bloka.®?® MM blokovi formiraju 3-1,4-glikozidnu vezu, ¢ine¢i da deo M bloka predstav-
lja linearnu fleksibilnu strukturu, dok GG blokovi imaju a-1,4-glikozidne veze sa prostor-
nim sternim smetnjama oko karboksilnih grupa. Iz tog razloga, segment G-bloka
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obezbeduje savijenu i krutu strukturnu konformaciju koja je odgovorna za znac¢ajnu krutost
molekularnog lanca.®%

Poznato je da alginat formira hidrogelove u prisustvu dvovalentnih katjona. Sa dvo-
valentnim katjonima, posebno Ca?*, alginat moZze formirati mrezu gela. Ove karakteristike
omogucavaju da se ovaj polisaharid koristi za kontrolu oslobadanja odredenih sastojaka
hrane, bioaktivnih jedinjenja i farmaceutskih materijala za razli¢ite proizvode.®!

Alginat je opsti naziv za soli alkalnih metala rastvorljivih u vodi.®®? Alginat je glavni
sastojak celijskog zida smedih algi (uglavnom algi Sargassum i Kelp, slika 25).

Zauzima oko 40% suve mase algi.®® Alginat se uglavhom 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 celijskog zida algi, a zatim se taloZe po-
desavanjem pH vrednosti kiselinom.%3 Posto u braon alginatu nema modifikacione grupe
kao $to je sulfat grupa, nema potrebe da se razmatra problem opadanja modifikacionih
grupa u procesu kiselog taloZenja.692693

b)
Slika 25. Smede 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 duz lanca.
Postoje homopolimerni regioni poliguluronske kiseline (PG) i polimanuronske kiseline
(PM), odvojeni heteropolimernim regionima sa smesom ostataka PM-PG (PMG).

Razli¢ite smede alge proizvode razlicite proporcije i redosled M i G ostataka, koji
uti¢u na molekulsku teZinu i fizi¢ka svojstva alginata.®*! Ove strukture u alginatu su rezultat
jedinstvenog biosintetskog puta u kome se G ostaci generisu iz prethodno formiranih poli-
mera manuronske kiseline pomocu porodice izoenzima sa aktivnoséu C-5 epimeraze.694-6%

PM i PG se mogu razdvojiti hidrolizom alginata sa hlorovodoni¢nom kiselinom
(HCI) pri pH vrednosti 2,85. Pri ovoj pH vrednosti, rastvorljivi deo sadrzi 80-90% M osta-
taka, a nerastvorni talog sadrzi 80-90% G ostataka.®® Sadrzaj G u Sargassum-u je vedi, dok
je sadrzaj M u Kelp-u veéi. Odnos M/G u alginatu nije fiksan. Cak i za iste morske alge,
proporcija ¢e se menjati sa razli¢itim godinama rasta, sezonama branja i lokacijama.®”

Za primarnu strukturu, M i G se razlikuju samo po polozaju karboksilne grupe na
mestu C5, ali upravo zbog ove male razlike imaju znacajne razlike u prostornoj strukturi i
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tizickim svojstvima. Prostorna struktura PG pokazuje da se monosaharidne jedinice nalaze
u 1C konformaciji stolice i da su stabilizovane vodoni¢nim vezama izmedu intramolekular-
nih O2 i O6, dok je PM konformacija ¢amca i stabilizovana vodoni¢nim vezama izmedu
intramolekularnih O2 i O5, §to dovodi do presavijenih i krutih konformacija PG i linearnu,
fleksibilnu i ravnu konformaciju PM.*8 Zbog toga, visok sadrzaj G obezbeduje vecu ¢vr-
sto¢u za alginat od visokog sadrzaja 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 o¢igledno
jaca od otpornosti PM.6%

Alginat je vrsta hidrofilnog polisaharida, koji se moze modifikovati u amfifilne ili
hidrofobne molekule izvodenjem hidroksilnih i karboksilnih grupa. Generalno, derivatiza-
cija alginata se desava na poziciji -OH (C-2 i C-3) ili -COOH (C-6). Modifikacija karboksilne
grupe u C6 poziciji alginata se obi¢no odvija kroz esterifikaciju ili amino reakciju za uvode-
nje dugih alkil grupa ili masnih kiselina, zbog ¢ega alginat postaje amfifilni molekul.6%70 S
druge strane, hidroksilna grupa se moze modifikovati sulfacijom, fosforilacijom i seleniza-
cijom da bi se poboljsala bioaktivnost alginata.®88701-707 Zbog distribucije velikog broja
hidroksilnih i karboksilnih grupa u glavnom lancu, alginat se moze lako hemijski modifi-
kovati kako bi se poboljsale njegove karakteristike. lako je dosta posla uradeno na sintezi
derivata alginata, jos uvek postoji mnogo potencijalnih puteva za proucavanje. Alginat se
siroko koristi u industriji zbog svoje sposobnosti da gelira sa jonima kalcijuma; medutim,
na ovo svojstvo snazno utic¢e i njegov sastav uronske kiseline, odnosno odnos M/G.7%8 U
meduvremenu, primena derivata natrijum-alginata u razli¢itim oblastima i dalje ima velike
perspektivu.

1.3.4.2 Izvori ekstrakcije alginata

Alginat, linearni i anjonski polisaharid u prirodnom izobilju, obi¢no se dobija iz ce-
lijskog zida smedih morskih algi koje pripadaju klasi phaeophiceae, ukljuc¢ujuéi ascophillum
nodosum, laminaria hiperborea, laminaria digitata, laminaria japonica i microcistis pirif, mnogi so-
jevi bakterija, uklju¢ujuéi acetobacter i pseudomonas spp.70%710 Jako se moze stvoriti od bakte-
rijskog porekla, komercijalno je dostupan iz algi u obliku soli natrijum-alginata.”10

Dvovalentni katjoni, npr. Ba?* i Ca?*, mogu brzo da konstruisu sisteme , kutija za
jaja”’ (egg-box) sa G blokom za izgradnju alginatnih hidrogelova postupkom Zeliranja (slika
26).711

alginat  egg-box dimer egg-box multimer

Slika 26. Sistem ,,kutija za jaja”’ vezivanja kalcijumovog jona i G bloka alginata®¢
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Povecanje molekulske mase i duZine G-bloka dramati¢no povecava mehanicka svoj-
stva alginat. Komercijalno dostupan alginat ima prose¢nu molekulsku tezinu koja varira
izmedu 32000 i 400000 g mol-1. Rastvori alginata imaju maksimalnu viskoznost pri pH vred-
nostima 3,0-3,5, zbog vodoni¢ne veze karboksilnih grupa koje formiraju lanac alginata.”0

Iz smedih morskih algi se sprovodi viSestepeni proces ekstrakcije (slika 27), koji u-
kljuc¢uje kiseli predtretman ekstrakta morskih algi, pracen vodenim alkalnim tretmanom
(uglavnom natrijum hidroksidom) u kojem se koriste razli¢iti oblici soli prirodnog alginata,
modifikovanog u vodeno rastvorljiv natrijum-alginat.”12

Nakon toga, filtrirani ekstrakt se mesa sa natrijumom ili kalcijum hloridom, dok se
alginat taloZi. Zatim se dodaje razredeni HCl i soli alginata se pretvaraju u alginsku kiselinu;
nakon daljeg precis¢avanja i modifikacije, priprema se praskasti oblik natrijum-alginata ras-
tvorljivog u vodi.

Proizvodnja alginata iz bakterijske biosinteze ima odredene fizicke karakteristike i
hemijske strukture razli¢ite od ekstrahovanog alginata iz smedih morskih algi. Razli¢iti ko-
raci biosinteze alginata su:

I.  sinteza supstrata prekursora,
II.  transfer polimerizacije i citoplazmi¢ne membrana,
III.  transport i promena periplazmi¢ne membrane i
konvekcija preko spoljasnje membrane.”13

. - Natrijum
¥ L, Matenﬁlzt .  Alginatna _Narryuml .fiarbonar alpinat
o odalgi  Mineralna kiselina  pigeling ili
: _ Sulenje (HCY) = Natrijum hidroksid
' Mlevenje - - Neutralizacija
i
Sineda alga solubilizacija

Slika 27. Tehnika ekstrakcije natrijum-alginata iz braon morskih algi.”12

1.3.4.3 Osobine alginata

Alginatova biokompatibilnost, reoloska svojstva, biorazgradljivost, marginalna tok-
sicnost i hemijska raznovrsnost su istaknuti, zajedno sa njegovim izuzetnim karakteristi-
kama u proizvodniji stabilnog hidrogela dodavanjem multivalentnih katjona, sto ¢ini alginat
korisnim za isporuka lekova.®1714-717 Stavige, alginati se mogu lako kreirati u razli¢ite po-
lucvrste ili ¢vrste okvire u umerenom okruzenju zbog njihove izuzetne sposobnosti prelaska
sol-gel. Dakle, alginati se takode c¢esto koriste kao supstance koje povecavaju viskozitet i kao
zgusnjivaci u farmaceutskoj industriji.””

Procenat tri vrste blokova (MM, GG i MG) odreduje fizi¢ka svojstva alginata. Sa ve¢im
procentom G, alginati imaju bolje karakteristike Zeliranja, dok sa visokim sadrzajem M, i-
maju vedi viskozitet. Odredivanje M/G odnosa je takode bitno za alginate, oni sa visokim
odnosom M/G proizvode elasti¢ne gelove, dok oni sa malim odnosom M/G proizvode
lomljive gelove.”18719 Mehanicke karakteristike formulacije zasnovane na alginatu rigorozno
se oslanjaju na koncentraciju G i M jedinica. Ako ostaci G prevazidu M, formulacija pokazuje
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vecu mehanic¢ku krutost. Tako je promenom sadrzaja G i M moguée modifikovati modul
elasti¢nosti.”0

Alginat se podvrgava hidrataciji pri niskim pH vrednostima, §to dovodi do razvoja
,kiselih gelova”, koji su visoko viskozni. pH osetljivost alginata moze se pripisati kiselim
vise¢im grupama koje prihvataju ili oslobadaju protone zbog intermolekularnog vezivanja
kada se pH vrednost promeni. Kao rezultat toga, molekuli vode ulaze u alginatnu matricu
i bivaju fizi¢ki zarobljeni u njoj, ali su i dalje slobodni da migriraju. Ova sposobnost je neop-
hodna u formiranju alginatnog gela za inkapsulaciju ¢elija.”?! Sposobnost alginata da proiz-
vodi dve razlicite klase u zavisnosti od pH vrednosti, odnosno kiseli gel pri niskom pH
vrednostima i jonotropni gel pri visim pH vrednostima, ¢ini ga jedinstvenim u poredenju
sa neutralnim molekulima.”??

Alginat ima odliécne mukoadhezivne karakteristike zbog postojanja slobodnih kar-
boksilnih grupa, omoguéavajuci biopolimeru da se veze za mucin putem vodonic¢ne veze,
kao i elektrostati¢kih interakcija. S druge strane, rastvorljivost alginata u velikoj meri zavisi
od pH vrednosti okoline, pa shodno tome uti¢e na njihovu mukoadhezivnu osobinu, posto
samo jonizovane karboksilne grupe interaguju sa tkivima sluzokoze. Stavise, rastvorljivi
alginat pomaze prodiranju rastvaraca kroz polimernu matricu, formirajudi visoko viskozan
i kohezivni gel okvir za povecdanje ¢vrsto¢e mukoadhezivne veze. Nasuprot tome, preko-
merna i vanorbitalna hidratacija alginatne mreze u fizioloSkom rastvoru mogla bi da umanji
mukoadhezivna svojstva usled slabljenja funkcionalnih grupa alginata dostupnih za inte-
rakcije mukoznoga tkiva.”23724

Alginati mogu biti prilagodeni da ispune zahteve bilo farmaceutske, bilo biomedicin-
ske primene. Zbog njihovog visokog sadrzaja vode, odloZenog oslobadanja, povec¢ane po-
roznosti i neimunogenosti, alginati su nasli Siroku primenu u zavojima za rane.”?> Kompo-
ziti na bazi alginata nude veliku korist u bioremedijaciji uklanjanjem teskih metala, boja,
antibiotika i drugih zagadivaca iz otpadnih voda.”2¢ Na osnovu tipova umreZivaca i koriscée-
nih pristupa umrezavanju, materijali u rasponu od malih lekovitih supstanci do makromo-
lekularnih proteina mogu biti dizajnirani kao kontrolisani sistemi za isporuku lekova.”?”

Biokompatibilnost je jo$ jedan vitalni faktor koji treba prouciti, jer je ekstrakcija algi-
nata dobijenog iz prirode pracena postojanjem brojnih necistoc¢a koje mogu da izazovu aler-
gijske reakcije. U stvari, imunoloska reakcija je navedena u industrijskom alginatu; bez
obzira na to, metoda viSestepene ekstrakcije za eliminisanje metalnih necistoca i polife-
nolnih supstanci dozvoljava dobijanje alginata, sustinski visoke ¢istoce, za upotrebu u bio-
medicini.”?8

Primeceno je i antioksidativno i antiinflamatorno dejstvo alginata. Primeceno je da
alginatni oligosaharidi smanjuju proizvodnju azot-oksida, reaktivnih vrsta kiseonika (ROS)
i eikosanoida, kao Sto su prostaglandin E2 i ciklooksigenaza COX-2. Stoga su izuzetne ka-
rakteristike alginata otkljucale vrata u Siroko rasprostranjenim aplikacijama za isporuku ak-
tivnih sastojaka.”29-731

I.3.4.4 Metode formiranja hidrogela

U biomedicini, alginat se obi¢no koristi u obliku hidrogela za zarastanje rana, ispo-
ruku lekova i za regeneraciju tkiva. Hidrogelovi se odnose na visoko umreZzene 3D mreze
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koje se sastoje od hidrofilnih polimera. Posto su hidrogelovi fizi¢ki uporedivi sa biomakro-
molekularnim sastojcima, oni su ¢esto biokompatibilni i mogu se davati u telo neinvaziv-
nom primenom. Hidrogelovi se obi¢no formiraju od hidrofilnih polimera hemijskim i/ili
tizickim umrezavanjem; njihove fiziko-hemijske karakteristike zavise od vrste umrezava-
nja, gustine umrezavajuceg sredstva i hemijskog sastava i molekulske mase polimera.”3?

I.3.4.4.1 Jonsko umreZavanje

Kombinovanje vodene mesavine alginata sa reagensima za jonsko umrezavanje, po-
sebno dvovalentnim katjonima (tj. Ca?*), je najc¢es¢i 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 nac¢in umrezavanja u , kutiji za jaja”’ (slika 26), guluronatne jedinice jed-
nog alginatnog lanca formiraju veze sa guluronatnim blokovima susednih polimernih la-
naca, $to kulminira u strukturi gela.” Kalcijum-hlorid (CaCly) je uobic¢ajeno korisé¢eno jon-
sko sredstvo za umreZavanje za alginate. S obzirom na visoku rastvorljivost u vodenim ras-
tvorima, ¢esto dovodi do brzog i loSe regulisanog Zeliranja. Jedna opcija je upotreba pufera
bogatog fosfatima (npr. natrijum heksametafosfat) za ogranic¢avanje i kontrolu formiranja
gela. Ovi molekuli fosfata u puferu se takmice sa alginatnim karboksilnim grupama u inte-
rakciji sa katjonima kalcijuma, usporavajuéi tako proces Zeliranja.”3*

Kada se koriste dvovalentni katjoni, brzina zeliranja igra vaznu ulogu u uticaju na
snagu i konsistenciju gela; veca brzina Zeliranja dovodi do homogenije strukture i poboljsa-
nog mehanickog karaktera.”® Temperatura na kojoj dolazi do Zeliranja uti¢e na brzinu zeli-
ranja i performanse materijala; tipi¢na reaktivnost jonskih umrezavaca (npr. Ca?*) se sma-
njuje na nizim temperaturama i posledi¢no otezava umrezavanje. Umrezeni okvir koji re-
zultira je viseg reda, §to poboljsava mehanicke karakteristike.”0 Stavige, odredena hemij-
skim sastavom alginata, mehanicka svojstva jonski umreZenih alginatnih hidrogelova mogu
se dramati¢no razlikovati. Npr. hidrogelovi napravljeni od velike koncentracije G blokova
su tvrdi od onih napravljenih od alginata sa manjim brojem G blokova.”3¢

I.3.4.4.2 Kovalentno umreZavanje

Kovalentno umrezavanje se intenzivno proucava kako bi se poboljsala stabilnost algi-
natnih hidrogelova za razli¢ite biomedicinske primene, pri ¢emu 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 opusta, sto dovodi do plasti¢ne deformacije. Iako migracija vode moZe izazvati re-
laksaciju napona u kovalentno umreZenim gelovima, nesposobnost rastvaranja i ponovnog
uspostavljanja formiranja veze izaziva znacajan elasti¢ni deformitet. Kovalentni reagensi za
umrezavanje, s druge strane, mogu biti opasni, a jedinjenja koja ne reaguju mogu zahtevati
potpuno eliminaciju iz gelova.

Kovalentno umrezavanje alginata sa poli(etilen glikol)-diaminima promenljive mo-
lekulske tezine je prvobitno proucavano u cilju stvaranja gelova sa razli¢itim stepenom me-
hani¢kog ponasanja. Kako je modul elasti¢nosti stalno rastao sa povecanjem gustine
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umreZavanja ili masenog udela PEG-a u gelu, on je zatim opao posto je molekulska masa
izmedu poprec¢nih veza postala niza od one mekseg PEG-a.”%” Istrazivanjem upotrebe razli-
¢itih tipova agenasa za umrezavanje i regulisanjem gustine umrezavanja, kasnije je doka-
zano da se mehanicke karakteristike i bubrenje alginatnih hidrogelova mogu fino kontroli-
sati. Kao $to se moze zamisliti, hemijski sastav lanaca umrezavanja ima znacajan uticaj na
sposobnost bubrenja hidrogela. Dodavanje hidrofilnih jedinjenja za umrezavanje (npr. PEG)
kao prate¢eg makromolekula mozZe racionalizovati gubitak hidrofilnosti hidrogela usled re-
akcije umrezavanja.” Gao (Gao) sa saradnicima, koristio je dvostruko umreZeni metakrilo-
vani alginatni hidrogel da bi se prevazisla tendencija jonskih umrezenih hidrogelova da
budu skloni razgradnji u vodi. Kovalentne veze unutar mreze izmedu metakrilatnih grupa
sprecile su lom dvostruko umreZenih lanaca hidrogelova pripremljenih pod UV zrace-
njem.”3°

1.3.4.5 Metode formiranja alginatnih cestica

Zeliranje alginata se desava putem jednog od dva mehanizma:
e spoljasnjeg zeliranja, u kojem katjoni ulaze u alginatni sistem spolja, ili
e unutrasnjeg zeliranja, u kojem katjoni izlaze iz alginatne strukture.
Cestice na bazi alginata razli¢itih dimenzija mogu se proizvesti i kategorisati u razli-
¢ite kategorije:
I.  makrocestice, kao $to su one u tabletama lekova ili vitamina, mogu se videti golim okom;
II.  mikrocestice znacajno variraju u veli¢ini od nekoliko mikrona do nekoliko milimetara; i
III.  nanocestice imaju pre¢nik u rasponu od 1 do 100 nm.740-743
Najpopularnija metoda za proizvodnju alginatnih cestica je ekstruzija alginatnog ras-
tvora kap po kap kroz iglu u katjonskom kupatilu. Spoljasnje Zeliranje se koristi za stvaranje
alginatnih cestica pre¢nika izmedu 500-5000 um.7#4-746 Veli¢ina alginatnih cestica se moze
smanyjiti, a ¢estice koje imaju manju distribuciju veli¢ine mogu se generisati na nekoliko na-
¢ina u zavisnosti od ovog spoljasnjeg procesa Zeliranja, uklju¢ujuéi koaksijalni laminarni
protok vazduha na mlaznici, elektrostaticka polja i vibriraju¢e mlaznice.746-749
Proces emulzifikacije se takode moZe koristiti za pravljenje alginatnih c¢estica. Geli-
rane sfere se prave emulzifikacijom rastvora alginata u organskoj fazi, nakon c¢ega sledi Ze-
liranje kapljica alginatne emulzije. Spoljasnje Zeliranje kapljica alginatne emulzije dovodi do
razdvajanja emulzije; medutim, sfere se agregiraju i kao rezultat se formiraju brojne kapljice
emulzije (V/U/V).750751 Membranska emulzifikacija moze dati alginatne cestice sa prili¢no
malom distribucijom veli¢ine; medutim, proizvodnja cestica je ograni¢ena na mikro opseg
(>1 um), a zacepljenje membranskog sloja, kao i izvodljivost povecanja procesa, ostaje pro-
blem procesa. Mehani¢ka emulgacija je najprakti¢nija za industriju, jer proizvodi alginatne
cestice svih velicina. Ipak, varijacije veli¢ine proizvedenih ¢estica su relativno velike. Algi-
natne nanocestice se mogu napraviti na razlic¢ite nacine, iako se vecina njih oslanja na kom-
pleksiranje, bilo kroz interakcije sa jonima kao $to je kalcijum ili negativno naelektrisanim
polielektrolitima kao 3to je alginat-hitozan (CS) ili poli-L-lizin.”2753 Kompleksiranje se kori-
stiiu drugim procesima, kao $to je emulzifikacija, za ja¢anje nanocestica. U vecini slucajeva,
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kompleksiranje ce biti potrebno kao dodatak za dobijanje ¢estica. Ugradnja kalcijum hlorida
u rastvor alginata proizvodi nanoagregate; generalno, lek se obi¢no dodaje pre ovog koraka.
Veli¢ina nanocestica u velikoj meri varira u zavisnosti od razli¢itih faktora, kao $to su proces
proizvodnje, parametri pripreme, reagens za umrezavanje, molekulska masa alginata itd.
Posto je alginat negativno naelektrisan polielektrolit, nanocestice mogu biti u veli¢ini od
nekoliko desetina do nanometara, a zeta potencijal je generalno negativan.”>*

I.3.4.5.1 Elektrostaticka ekstruzija

Elektrostati¢ka ekstruzija koristi elektrostaticku silu koja deluje na povrsinu rastvora
polimera na vrhu igle/kapilare da bi se generisao veliki broj kapljica i formirale mikroce-
stice u rastvoru za oc¢vrécéavanje. Sastavni delovi aparature uklju¢uju pumpu kojom se ras-

tvor istiskuje iz rezervoara kroz kapilaru ili iglu od nerdajuceg celika razli¢itog precnika
(Sema 1).755

------ Pumpa
Rastvor polimera -
: Grenerator
Igla’kapilara - -------- visokog napona
oce®
= m
. N e
Mikrocestice
Rastvor za

ofvri¢avanje/sakupljanje Cestica
Sema 1. Aparatura za elektrostaticku ekstruziju’>

Elektrostatic¢ki potencijal primenjuje se izmedu kapilare/igle i rastvora u kome se sa-
kupljaju cestice, koris¢enjem generatora visokog napona, dok se rastojanje izmedu vrha ka-
pilare/igle i rastvora za sakupljanje cestica moZze podesiti.

Ova metoda karakteriSe se smanjenjem prec¢nika kapljica sa porastom primenjenog
elektrostati¢kog potencijala U, sve dok ne dostignu kriti¢cnu vrednost U.. Kada se dostigne
kriti¢ni elektrostaticki potencijal U., formira se nestabilan mlaz rastvora polimera koji se
fragmentiSe u veliki broj naelektrisanih kapljica. Ove kapljice se skupljaju u rastvoru za
o¢vrséavanje, gde formiraju cestice.”>
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Proces formiranja kapljica viskoznog rastvora polimera pod uticajem elektrostatic-
kog polja se razlikuje od procesa formiranja kapljica te¢nosti sa manjom viskoznoscu (npr.
vode) pod istom ja¢inom elektrostatickog polja. Kod viskoznih rastvora dolazi do izduziva-
nja te¢nosti u obliku vlakna, pri ¢emu se vlakno sve vise izduzuje i tanji. Na mestu najveceg
suzenja dolazi do otkidanja polimera i formiranja manjih kapljica. Jace elektrostati¢ko polje
dovodi do veceg izduzivanja vlakna, $to stvara dodatni oblak finih kapljica, narocito kod
viskoznih rastvora. Distribucija veli¢ine dobijenih kapljica moze biti bimodalna ili multimo-
dalna, sto ukazuje na znacaj podesavanja procesnih parametara za svaki sistem nosa¢-ma-
terijal za inkapsulaciju primenom elektrostaticke ekstruzije. Naime, kada se primeni elektro-
staticko polje na viskozni rastvor polimera poput alginata, dolazi do izduZzivanja rastvora u
obliku "vlakna" umesto formiranja kapljica kao u slucaju te¢nosti niske viskoznosti poput
vode. Ovo "vlakno" se dalje izduZzuje i istanjuje $to je veca viskoznost rastvora, a na mestu
najveceg suZenja dolazi do otkidanja polimera i formiranja manjih kapljica. U jacem elektro-
statickom polju, "vlakno" se jos viSe izduZuje i stvara dodatni "oblak" finih kapljica, sto moze
dovesti do bimodalne ili multimodalne raspodele veli¢ina kapljica. Ovo ukazuje na vaznost
pravilnog podeSavanja procesnih parametara za svaki sistem nosac¢-materijal za inkapsula-
ciju pri primeni elektrostaticke ekstruzije.”>

Elektrostati¢ka ekstruzija je metoda kojom se mogu dobiti cestice veli¢ine 100-1000
pm na jednostavan nacin, putem podesavanja procesnih parametara. Ovaj proces se odvija
na sobnoj temperaturi i atmosferskom pritisku, $to omogucava sterilne uslove rada. Ova
tehnologija pokazala se izuzetno obucavaju¢om u farmaceutskoj i kozmetickoj industriji,
kao i u oblasti biotehnologije, gde su niske temperature neophodne za ocuvanje stabilnosti
termolabilnih materijala. Elektrostaticka ekstruzija je jednostavna i precizna metoda koja ne
zahteva veliku potro$nju energije, niti visoku cenu kostanja, a omogucava proizvodnju je-
dinstvenih i stabilnih proizvoda.”>

Osim elektrostatickog potencijala, jos tri parametra su znac¢ajna za formiranje veli¢ine
¢estica u procesu elektrostaticke ekstruzije: protok rastvora polimera, pre¢nik igle (kapilare)
i geometrija ekstruzionog uredaja. Povecanje protoka uzrokuje vece Cestice zbog povecanja
koli¢ine povrsinski aktivnih molekula i povecanja povrsinskog napona. Smanjenje prec¢nika
igle proizvodi manje cestice, ali veli¢ina Cestica takode ovisi o karakteristikama materijala
koji se inkapsulira i padu pritiska kroz iglu. Promena koncentracije rastvora alginata menja
viskoznost i mehanizam formiranja kapljica, $to uti¢e na veli¢inu formiranih cestica. Geo-
metrija ekstruzionog uredaja igra vaznu ulogu u formiranju alginatnih ¢estica, jer moZe pro-
meniti uticaj drugih parametara kao sto su protok rastvora polimera, prec¢nik igle i koncen-
tracija rastvora alginata na veli¢inu formiranih cestica. Ova promena se deSava jer geome-
trija ekstruzionog uredaja uti¢e na koli¢inu rastvora polimera koja prolazi kroz iglu i na
brzinu kojom se rastvor polimera izbacuje iz igle. Stoga, promena geometrije ekstruzionog
uredaja moZe promeniti interakciju povrsinski aktivnih molekula sa povrsinom kapljica i
smanjiti ili povecati veli¢inu formiranih cestica. Proces formiranja ¢estica kroz elektrosta-
ticku ekstruziju ukljucuje njihovo dalje o¢vrséavanje u rastvoru za Zeliranje, $to znacajno
povecava broj faktora koji mogu uticati na finalne karakteristike i veli¢inu dobijenih cestica.
Stoga, istrazivanja u ovom podrudju ukljucuju analizu uticaja razli¢itih parametara, kao sto
su koncentracija i sastav rastvora alginata, kao i koncentracija dvovalentnih katjona potre-
bnih za Zeliranje, na fiziko-hemijske karakteristike formiranih cestica.”>
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Jedno od glavnih ograni¢enja Sire primene tehnike elektrostaticke ekstruzije je da se
visoko koncentrisani rastvori alginata (3 i 4% (w/w)) ne mogu procesirati kako bi se dobile
mehanicki ¢vrste alginatne cestice sa inkapsuliranim materijalom, koje bi bile pogodne za
upotrebu u bioreaktorima pod visokim silama smicanja.”>>

Iako su pronadeni dokazi o elektrohemijskim reakcijama tokom procesa elektrosta-
ticke ekstruzije, ve¢ina autora smatra da materijal koji se inkapsulira (bilo da se radi o he-
mijskoj supstanci, bioloskom materijalu ili Zivim ¢elijama) ostaje nepromenjen tokom pri-
mene elektrostatickog potencijala. Neki autori jednostavno zanemaruju ovaj efekat.”

1.3.4.5.2 Ultrazvucno rasprsivanje

Ultrazvuk je zvuk visoke frekvencije koju ljudsko uho ne moze registrovati, jer je
iznad praga cujnosti od 20 kHz. Ova vrsta zvuka se koristi u medicini za ultrazvuc¢nu
dijagnostiku, kao i u hemiji zbog toga sto ne reaguje s molekulima i ne uzrokuje hemijske
promene zbog velike talasne duZine u odnosu na veli¢inu molekula. U biohemijskom
inZenjerstvu i biotehnologiji prouc¢avaju se aspekti primene ultrazvuka, jer pod odredenim
uslovima ultrazvucni talasi mogu pospesiti difuzioni transport izmedu ¢elija i okoline, Sto
moZze poboljsati brzine reakcija i proizvodnju metabolita. U eksperimentalnom delu ovog
rada koristi se uredaj poznat kao ultrazvucni generator, koji radi na principu ultrazvu¢nih
talasa.”®

Ultrazvucéni generator, takode poznat kao ultrazvucni rasprsivaé, je medicinski
uredaj koji se koristi za pretvaranje tecnosti u aerosol, ¢ime se omogucava lako disanje
lekova i drugih supstanci u obliku sitnih cestica koje se lako udisu.

Pri opisivanju funkcionisanja ultrazvué¢nih generatora treba uzeti u obzir sledece
faktore:

e brzinu na izlazu i koncentraciju upotrebljivog aerosola,

e zapreminsku brzinu vazduha,

e gubitke koji nastaju isparavanjem te¢nosti i zavise od radne temperature,
e raspodelu veli¢ine kapljica,

e zapreminu potrebne te¢nosti za normalan rad i

e optimalno vreme procesa

Ultrazvuc¢ne mlaznice su uobicajeni elementi u tehnici ultrazvucnog rasprsivanja,
koja koristi visokofrekventne vibracije da bi izazvala kapilarne talase u te¢nom filmu na
vrhu mlaznice. Kada ove vibracije dostignu kritiénu amplitudu, zbog snage koju isporucuje
generator, talasi se pretvaraju u previsoke kapilare, sto dovodi do stvaranja sitnih kapljica
koje padaju s vrha talasa i stvaraju aerosol.”>®

U proizvodnji kapljica, klju¢ni faktori koji uti¢u na njihovu pocetnu veli¢inu su
frekvencija vibracija. Ove vibracije se obi¢no kre¢u u opsegu od 20-180 kHz, $to je izvan
opsega ljudskog sluha.

Svaki ultrazvuéni generator sastoji se od transduktora, Sto je cilindri¢ni
piezoelektri¢ni uredaj. Ovaj uredaj transformise elektri¢nu struju visoke frekvencije, koja
mu sluZzi za napajanje, u mehanicke oscilacije. Zahvaljuju¢i prikladnom obliku i prirodi
kristala, ove mehanicke oscilacije su visoko usmerene i proizvode jako ultrazvucno polje u
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te¢nosti koja se prenosi kretanjem molekula u pravcu propagacije. Ovaj proces je ilustrovan
na Sema 2.7°6

izlaz aerosola (H)

uIeuzw.'em:iuhaI:F]--H_.___‘| L Gestice aerosola (G)

e

| rezervoar
' generatora (E)

i

} gejzir (D)

transmitujuci
fluid (C)

L-transduktor (A)

zastitni kabl
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Sema 2. Operativni ultrazvuéni generator aerosola sa transduktorom (A) koji prima energiju kroz
zastitni kabl (B) pri ¢emu se generiSe akusti¢no polje u povezuju¢em fluidu (C) 1 stvara ultrazvucéni
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 te¢nosti pravilno promene, dolazi do snaznih
adijabatskih kompresija i razredenja. lako stvarna amplituda kretanja iznosi samo 0,2 pm
pri frekvenciji od 800 Hz, postiZe se veliko ubrzanje koje prelazi 500000 g. Ovo izaziva
turbulencije i stvara gradijent pritiska duz ose transduktora, sto dovodi do formiranja
vodenog gejzira u rezervoaru. Zahvaljujuéi visokofrekventnoj turbulenciji u gejziru,
stvaraju se kapljice aerosola koje se, noSene strujom vazduha, emituju iz uredaja.”>®

Veli¢ina kapljica formiranih primenom ove metode =zavisi od frekvencije
ultrazvucénog polja, kao i od fiziko-hemijskih svojstava te¢nosti (povrsinski napon i
viskoznost te¢nosti) i brzine odnoSenja kapljica iz gejzira, buduci da se, pri visokim
koncentracijama kapljica, cesto javlja njihovo spajanje (koagulacija). Kapljice najmanje
veli¢ine obi¢no se stvaraju pri najvisim frekvencijama.”>¢

Ultrazvuéni generatori imaju sposobnost da prenesu veliku energiju tec¢nosti, $to
izaziva atomizaciju te¢nosti i povecano isparavanje. Takode, prisustvo materijala u rastvoru
ili suspenziji moZe dovesti do denaturacije, degradacije ili deformacije tih materijala. Ovi
uredaji su izrazito osetljivi na hemijske karakteristike rastvora ili suspenzije koja se
atomizuje.”®
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1.3.5 Novi materijali nosaca za imobilizaciju enzima

Moguénosti za praktiénu primenu imobilisanih enzima nastavljaju da rastu. 1z tog
razloga, otkrivanje i upotreba novih materijala sa Zeljenim svojstvima, prilagodenih odre-
denim enzimima, u poslednje vreme postaje izuzetno vazno. Ovi materijali, kako organskog
tako i neorganskog porekla, odlikuju se izuzetnom termic¢kom i hemijskom stabilnoscu i
veoma dobrim mehani¢kim svojstvima. Stavie, ovi materijali se proizvode u razli¢itim
morfoloskim oblicima sa kontrolisanim veli¢inama destica, obi¢no u nano razmeri, $to ih
¢ini pogodnim za upotrebu sa enzimima. Stavige, ovi materijali poseduju izuzetne koli¢ine
razli¢itih funkcionalnih grupa, koje odgovaraju hemijskim grupama proteina, koje pojaca-
vaju vezivanje enzima i modifikaciju povrsine za vezivanje.””” Medutim, tokom poslednje
decenije, nau¢na paznja je usmerena na hibridne i kompozitne materijale, koji kombinuju
svojstva oba tipa kompozitnih prekursora i na taj nac¢in povecavaju njihove prednosti.”>8
Dakle, koris¢enjem novih materijala (videti sliku 28) kao nosaca enzima, poboljsava se kon-
trola tehnoloskog procesa, imobilisani enzimi pokazuju povecanu kataliticku efikasnost i
povecava se ¢istoca i kvalitet proizvoda reakcije u poredenju sa procesima katalizovanim
enzimima imobilisanim na klasi¢ne materijale.

e i -

Slika 28. Odabrani primeri novih materijala neorganskog, organskog i hibridnog porekla,
primenjeni za imobilizaciju enzima®6?

Novi materijali sa prilagodenim svojstvima se sve cesce koriste kao nosaci enzima,
kako zbog ogranicenja u primeni klasi¢nih materijala, tako i za poboljsanje svojstava imobi-
lisanih enzima. Materijali koji pripadaju grupi novih materijala mogu olaksati lako odvaja-
nje biokatalitickih sistema iz reakcionih smesa (magnetne nanocestice) ili omogucditi izbega-
vanje preopterecenja Cestica enzima na povrsini nosaca (nanocestice i mezoporozni materi-
jali). Stavige, materijali kao §to su grafen ili grafen oksid poboljsavaju prenos elektrona
izmedu imobilisanog enzima i supstrata, rezultirajuéi povecanom katalitickom aktivnosc¢u
biomolekula. Najveca prednost materijala organskog porekla medu novim materijalima, je
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to Sto se mogu formirati u razli¢itim geometrijskim oblicima kao $to su vlakna ili membrane
i smanjuju difuziona ogranicenja i poboljsavaju efikasnost biokatalitickih procesa.

U okviru novih materijala postoji kontinuirano i sve vece interesovanje za hibridne
materijale. Hibridni nosaci se mogu sintetizovati kombinacijom prekursora razli¢itog pore-
kla i njihova svojstva mogu biti prilagodena zahtevima biokatalizatora kao i tehnoloskom
procesu u kome ce se proizvod koristiti nakon imobilizacije. Hibridni nosaci se odlikuju
dobrom termi¢kom i hemijskom stabilno$¢u i mehani¢kom ¢vrsto¢om i obi¢no obezbeduju
stabilno, kovalentno vezivanje enzima.63

1.3.5.1 Neorganski materijali
1.3.5.1.1 Magnetne cestice

Odvajanje biokatalizatora iz reakcione smese nakon katalitickog procesa je jedan od
klju¢nih problema koji se mora resiti kada se koriste imobilisani enzimi. Jedno od mogucih
redenja je vezivanje molekula enzima za magnetne nanocestice gvozde oksida (MNP) i jed-
nostavno odvajanje biokatalitickog sistema koris¢enjem spoljasnjeg magnetnog polja.”>
MNP su takode poznati po velikoj povrsini i obilju hidroksilnih grupa na njihovoj povrsini
Sto omogucava njihovu laku modifikaciju i snazno (kovalentno) vezivanje enzima. Ovo su
veoma vazne karakteristike. Velika mehanicka stabilnost i niska poroznost, medutim, koji
smanjuju sterne smetnje, takode su relevantni za stvaranje stabilnog biokatalitickog sistema
enzim-nosac.”®® Prema Netu (Netto), mnogi enzimi iz grupe oksidoreduktaza, hidrolaza ili
transferaza mogu biti imobilisani na povrsini magnetnih nanocestica da bi se stvorili gene-
ralno stabilni sistemi koji nude visoku moguénost ponovne upotrebe i lako odvajanje od
reakcione smese.”®! Postoji nekoliko primera koji pokazuju ove prednosti. Merasbi (Mehra-
sbi) sa saradnicima je imobilisao lipazu na magnetne nanocestice funkcionalizovane sa 3-
glicidoksipropiltrimetoksisilanom. Imobilisani enzim, kada se koristio za katalizu proiz-
vodnje biodizela iz otpadnog ulja za kuvanje, zadrzao je 100% svoje pocetne aktivnosti ¢ak
i nakon Sest reakcionih ciklusa.”6? U drugoj studiji, Aber (Aber) je imobilisala glukozo oksi-
dazu adsorpcijom na nemodifikovane MNP i koristila rezultujudi sistem za obezbojenje boje
Acid Yellow 12. Posle 15 katalitickih ciklusa imobilisana glukozo oksidaza je zadrzala vise
od 90% svojih pocetnih svojstava.’®3 Atakan (Atacan) sa saradnicima je koristio magnetne
nanocestice, prethodno tretirane galnom kiselinom, za kovalentnu imobilizaciju tripsina.
Njihovi rezultati su pokazali da biokatalizator MNP-tripsin moze sa visokom efikasnos¢u
razgraditi govedi serum albumin.”64

1.3.5.1.2 Nanocdcestice

Nanocestice i neorganskog i organskog porekla pre¢nika do 30 nm su opsezno prou-
¢avane poslednjih godina kao potencijalni nosaci za imobilizaciju enzima. Medutim, paZnja
je usmerena na nanocestice neorganskog porekla, jer ovi materijali privlace sve vece intere-
sovanje zbog ¢injenice da generalno znacajno poboljSavaju prinos imobilizacije i efikasnost
dobijenog biokatalitickog sistema.”%57¢ Nanocestice obezbeduju veliku povrsinu za
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vezivanje enzima $to dovodi do veceg opterecenja enzima na povrsini nosaca i povecanog
prinosa imobilizacije. Medutim, najveca prednost nanocestica u odnosu na druge neorgan-
ske materijale je njihova sposobnost da minimizuju difuziona ograni¢enja. Molekuli enzima
su pri¢vrsceni za povrsinu neporoznih cestica i njihova aktivna mesta su izlozena Sirokom
kontaktu sa supstratima.”’6”7.768 To znaci da biokataliticki sistemi zasnovani na nanocesticama
obi¢no obezbeduju visoko zadrzavanje kataliticke aktivnosti.”®?

Razli¢iti neorganski nanomaterijali kao $to su nanozlato i grafen mogu se koristiti
kao nosaci za imobilizaciju enzima.””0771 Medutim, najc¢esce se koriste nanocestice neorgan-
skog oksida. Npr. Hu (Hou) je koristio nanocestice titanijuma za imobilizaciju ugljeni¢ne
anhidraze glutaraldehidom i imobilisao preko 160 mg enzima po gramu nosaca. Proizvod
je koris¢en za biomimeticku konverziju CO2.772

1.3.5.2 MAGNETNE NANO CESTICE (MNP)

Trenutno, istrazivanja magnetnih nanocestica (MNP) privukla su zna¢ajnu paznju na-
uc¢nika zbog njihove primene u razli¢itim oblastima kao $to su fizika, medicina, biologija i
nauka o materijalima.””? Magnetne nanocestice, posebno gvozde oksida, su Siroko prouca-
vane i koris¢ene dugo vremena u mnogim oblastima kao $to su hipertermija, ciljana mag-
netna isporuka lekova, magnetna rezonanca, skladistenje podataka, sanacija Zivotne sre-
dine, kao fotokatalizatori, senzori itd.”7477> Napredak u upotrebi magnetnih cestica u bio-
medicini zavisi od metoda sinteze, koje imaju ve¢u kontrolu nad strukturnim karakteristi-
kama, kao sto su veli¢ina, distribucija veli¢ine, faze, itd. Stavise, magnetna svojstva i karak-
teristike povrsine Cestica su vazne karakteristike koje moraju biti kontrolisane. Nanocestice
oksida gvoZzda, veli¢ine ispod 15 nm, imaju tendenciju da se ponasaju kao superparamag-
netni materijal.””> Posebno su bioaplikacije zasnovane na magnetnim nanocesticama dobile
na znacaju, jer nude bolje mogucénosti u odnosu na druge materijale. Npr. MNP su jeftine
za proizvodnju, fizicki i hemijski stabilne, biokompatibilne i bezbedne po Zivotnu sre-
dinu.”7 Medutim, nanocestice magnetnog oksida gvozda, kao i drugi sistemi nano-cestica,
imaju veliki odnos povrsine i zapremine koji, u kombinaciji sa razli¢itim tipovima interak-
cija (dipol-dipol, dipol-naelektrisanje, Debajeve (Debye), magnetne, itd.) moZe dovesti do
agregacije nanocestica.””” Stoga, nekoliko autora preporucuje oblaganje sintetisanih nanoce-
stica da bi se sprecio ovaj efekat, iako to obi¢no dovodi do promene njihovih magnetnih
svojstava u poredenju sa neobloZenim nanocestica gvozde oksida.””> S druge strane, mag-
netne nanocestice su dosta hemijski aktivne, pa lako oksiduju na vazduhu, §to moZe dovesti
do gubitka magnetizma i agregacije.”78-780 Osim toga, ove nanocestice mogu prouzrokovati
i sekundarno zagadenje Zivotne sredine zbog svojih veoma malih dimenzija, ako se koriste
bez obloge koji bi ih drzala u zatvorenom prostoru.””8

I.3.5.2.1 Oksidi gvozda

Poznato je osam oksida gvozda, medu ovim oksidima gvozda, hematit (a-Fe2O3),
magnetit (Fe3Os) i megamit (y- Fe2Os) su veoma obecavajuci i popularni kandidati zbog nji-
hovog polimorfizma temperaturno indukovane fazne tranzicije (slika 29).
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a) Hematit b) Magnetit

Slika 29. Kristalne strukture (a) hematita, (b) magnetita i (c) megamita (crne loptice su Fe?*,
zelene loptice Fe3* i crvene loptice O27)787

Svaki od ova tri oksida gvozda ima jedinstvena biohemijska, magnetna, kataliticka i
druga svojstva koja pogoduju za specifi¢ne tehnicke i biomedicinske primene.”8!

1.3.5.2.2 MAGNETIT

Kao sto je prikazano na slici 29b, magnetit Fe;O4 ima kubnu spinalnu strukturu cen-
triranu na lice, zasnovanu na 32 O%~ jona i tesno pakovanih duz pravca. Fe3Os se razlikuje
od vecine drugih oksida gvozda po tome $to sadrZi dvovalentno i trovalentno gvozde. Mag-
netit ima kubi¢nu inverznu spinalnu strukturu koja se sastoji od kubi¢nog tesno zbijenog
niza O2~ jona, gde svi Fe?* joni zauzimaju polovinu oktaedarskih mesta, a Fe3* su ravno-
merno podeljeni preko preostalih oktaedarskih mesta i tetraedarskih mesta. U stehiometrij-
skom magnetitu Fell/Felll =1/2, a dvovalentna gvozda mogu biti delimi¢no ili u potpunosti
zamenjena drugim dvovalentnim jonima (Co, Mn, Zn, itd.). Dakle, Fe3O4 moze biti i n- i p-
tip poluprovodnika. Medutim, Fe;O4 ima najmanju otpornost medu oksidima gvozda zbog
svog malog pojasa (0,1 eV).782

I.3.5.2.3 Fizicka svojstva MNP

Razumevanje korelacije izmedu magnetnih svojstava, veli¢ine i oblika MNP je
preduslov za Siroku primenu magnetizma u oblastima skladistenja podataka i bio-
separacije.”® Generalno, a-Fe;Os ima slab feromagnetizam na sobnoj temperaturi, dok je
magnetizacija zasicenja ¢esto manja od 1 emu g=1. Medutim, y-Fe2O3 i Fe3Os pokazuju
ferimagnetizam na sobnoj temperaturi, sa magnetizacijom zasi¢enja koja dostize 92 emu
g 1.78 Vazno je napomenuti da mnoga svojstva MNP-a zavise od njihove veli¢ine i oblika.
Npr, Levi (Levi) i saradnici proucavali su magnetna svojstva MNP-a veli¢ine 6-18 nm.
Rezultati su otkrili da je magnetni poremecaj bio posebno ocigledan za MNP 13-18 nm, zbog
drasticnog gubitka njihovih performansi hipertermije.”8> Gvardia (Guardia) i saradnici su
izvestili da su pseudosferne i fasetirane MNP sa uskom distribucijom veli¢ine (4-20 nm) i
visokom magnetizacijom zasi¢enja (Ms~80-85 emu g~ na 5 K) dobijeni termickim
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razlaganjem koriS¢enjem oleinske kiseline kao surfaktanta. Nasuprot tome, dekanska
kiselina daje mnogo vece pseudokubi¢cne MNP-e (45 nm) sa Sirom distribucijom veli¢ine i
vedom magnetizacijom zasicenja (Ms=92 emu g na 5 K), sto je blizu o¢ekivane vrednosti za
masni magnetit.”8 Jednodimenzionalne nanostrukture oksida gvozda su veoma privlacne,
zahvaljujuéi svojim brojnim jedinstvenim fiziko-hemijskim osobinama zasnovanim na
visokoj intrinzi¢noj anizotropiji i povrsinskoj aktivnosti. Pokazana je komparativna studija
magnetnog ponasanja pojedinac¢nih i cevastih klasterizovanih Fe3Os nanocestica Rezultati
su otkrili da bi konkurencija energije demagnetizacije oblika i energije magnetokristalne
anizotropije malih MNP povecala koercitivnost, a na magnetna svojstva snazno utice
morfologija Fe3Os nanocesta.” Generalno, MNP postaju superparamagnetne na sobnoj
temperaturi kada je veli¢cina MNP-a ispod 15 nm, Sto znaci da toplotna energija moZe
prevazi¢i energetsku barijeru anizotropije jedne nanocestice. Medutim, agregacija medu
superparamagnetnim MNP je uobicajena pojava. Dakle, za zastitu neoblozenih MNP-a od
agregacije, magnetna svojstva mogu biti prilagodena materijalima za oblaganje, kao sto su
Au, Ag i CO304. Postoji niz magnetnih svojstava za karakterizaciju MNP-a. Najodlu¢nija
svojstva su tip odziva na magnetno polje (ukljucujuéi feromagnetno, paramagnetno,
antiferomagnetno i ferimagnetno) i magnetizacija, koja se moZe meriti iz histerezis petlje
(M-H) i krivih hladeno nulto polje/hladen polje (ZFC/FC , M-T).

Neizbezan problem povezan sa MNP u opsegu veli¢ina je njihova sustinska
nestabilnost tokom duzih perioda, koja se manifestuje na dva glavna nacina:
e gubitak disperzibilnosti, gde manje nanocestice imaju tendenciju da se agregiraju i

formiraju velike cestice kako bi smanjile povrsinsku energiju; i
e gubitak magnetizma, gde se neobloZene MNP lako oksiduju na vazduhu zbog njihove
visoke hemijske aktivnosti, posebno Fe3Os i g-Fe2O3 nanocestice.

Stoga je klju¢no razviti odgovarajucu strategiju zastite za hemijsku stabilizaciju MNP-
a od ostecenja tokom ili nakon naknadne primene. Za biomedicinske primene potrebno je
nabaviti nanocestice disperzibilne u vodi, jer su vec¢ina bioloskih medija skoro neutralni
vodeni rastvori.”s”

1.3.5.2.4 Sinteza magnetnih nanocestica

Brojne hemijske metode se mogu koristiti za sintezu magnetnih nanocestica za pri-
menu u medicinskom imidZingu: mikroemulzije, sol-gel sinteze, sonohemijske reakcije,
hidrotermalne reakcije, hidroliza i termoliza prekursora, sinteze ubrizgavanjem i elektros-
prej sinteze.”’88-794 Sinteza superparamagnetnih nanocestica je sloZen proces zbog njihove
koloidne prirode. Prvi glavni hemijski izazov sastoji se od definisanja eksperimentalnih
uslova, koji dovode do monodisperzne populacije magnetnih ¢estica odgovarajuce velicine.
Druga kriti¢na tacka je odabir ponovljivog procesa koji se moZe industrijalizovati bez ika-
kvog slozenog postupka precis¢avanja, kao sto je ultracentrifugiranje, permeabilna hroma-
tografija koja razdvaja molekule po veli¢ini, magnetna filtracija ili gradijent polja pro-
toka.”?>-7%8 Ove metode su koriSc¢ene za pripremu cestice sa homogenim sastavom i uskom
distribucijom veli¢ine. Medutim, najées¢i metod za proizvodnju nanocestica magnetita,
zbog jednostavnosti sinteze, je tehnika hemijskog
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koprecipitacije soli gvozda.”®-80 Karakterizacija gore navedenih sintetickih metoda je
ukratko saZeta u tabeli 10.

Tabela 10. Poredenje sinteti¢ckih metoda za proizvodnju MNP787

Reakcija i Reakciona Vr.e me Raspodela  Kontrola .
Metoda . temperatura, trajanja o . Prinos
uslovi o velic¢ina oblika
oC reakcije
Vrlo
Koprecipitacija jednostavna, 20150 Minuti  Relativno Nii Visok
ambijentalni - uska e 150
dobra
Termicko Komplikovana, Sati- Veoma Vil .
razlaganje ubacena 100-350 dani uska rlo Visok
atmosfera dobra
Hidro ili Jednostavna, Sati- Veoma
termorastvorna pod visokim 150-220 dani uska Vrlo Visok
sinteza pritiskom dobra
Sol-gel i poliol ~ Komplikovana, Sati
metoda ambijentalni 25-200 atl Uska Dobra Srednji
Komplikovana, .
Mikroemulzija ambijentalni 20-80 Sati Uska Dobra Nizak
o Vrlo L
Sonoliza ili jednostavna, 20-50 Minuti Uska Losa Srednji
sonohemijska ambijentalna
metoda
Vrlo Minuti : o
100-200 Srednja Srednji
Mikrotalasna jednostavna, ) Dobra ]
sinteza ambijentalni
Biosinteza Komg.l.ikOV?n.a, Sobna Satif & .
ambyentalni temperatura dani Siroka Loga Nizak
Komplikovana, Sati- .
Elektrohemijske ambijentalni Sobna da - Srednja Srednja Srednji
metode temperatura ani
Komplikovana,
Metode ubadena Minuti-  Relativno . .
aerosola/pare Atmosfera >100 sati uska Srednja Visok
1.3.5.2.4.1.1 Klasi¢na sinteza koprecipitacijom

Tehnika koprecipitacije je verovatno najjednostavniji i najefikasniji hemijski put za
dobijanje magnetnih ¢estica. Oksidi gvozda (bilo Fe3Os ili y-Fe2O3) se obi¢no pripremaju
starenjem stehiometrijske mesavine soli gvozda i gvozda u vodenom medijumu.

Hemijska reakcija formiranja FesOs moZe se zapisati kao jednacina:

Fe?* + 2Fe3* + 80H™ - Fe30, + 4H,0 (14)

Prema termodinamici ove reakcije, potpunu precipitaciju Fe;Os treba oc¢ekivati na pH
vrednostima 8-14, sa stehiometrijskim odnosom od 2:1 (Fe3*/Fe?*) u neoksidacionoj sredini
kiseonika.8%* Medutim, magnetit (Fe3Oa) nije veoma stabilan i osetljiv je na oksidaciju. Mag-
netit se u prisustvu kiseonika pretvara u megemit (y-Fe2O3):
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Fe;0, +2H" - yFe,05 + Fe** + H,0 (15)

Oksidacija u vazduhu nije jedini nacin da se magnetit (Fe3Os) transformise u megemit (y-
FexO3). Ukljuceni su razliciti transferi elektrona ili jona u zavisnosti od pH vrednosti suspen-
zije, prema jednacini (15).8% U kiselim i anaerobnim uslovima, povrsinski Fe?* joni se desor-
buju kao heksa-akva kompleksi u rastvoru, dok u bazi¢nim uslovima oksidacija magnetita
ukljucuje oksido-redukciju povrsine magnetita. Oksidacija jona gvozda je uvek u korelaciji
sa migracijom katjona kroz resetkasti okvir, stvarajuci katjonske praznine za odrzavanje
ravnoteze naelektrisanja, objasnjavajuci strukturu megemita. U megemitu, joni gvozda su
rasporedeni na oktaedarskim i tetraedarskim mestima strukture spinela (slika 29), ali se me-
gemit razlikuje od magnetita po prisustvu katjonskih slobodnih mesta unutar oktaedarskog
mesta. Sema rasporedivanja slobodnih radnih mesta je usko povezana sa metodom pri-
preme uzorka i rezultira smanjenjem simetrije i eventualno nadgradnjom. Slobodna radna
mesta mogu biti potpuno nasumicna ili delimi¢no ili potpuno rasporedena. Pokazano je, u
sustini kombinovanom IR spektroskopijom i difrakcijom rendgenskih zraka, da se uredenje
praznina javlja samo za cestice vece od 5 nm.80°

Glavna prednost procesa koprecipitacije je da se moZze sintetizovati velika koli¢ina
nanocestica. Medutim, kontrola raspodele veli¢ine Cestica je ograni¢ena, jer samo kineticki
faktori kontrolisu rast kristala. U procesu koprecipitacije su ukljucene dve faze: dolazi do
kratkog naleta nukleacije kada koncentracija vrste dostigne kriticno prezasicenje, a zatim
dolazi do sporog rasta jezgara difuzijom rastvorenih materija na povrsinu kristala.”81,807-811
Da bi se proizvele monodisperzne nanocestice gvozde oksida, ove dve faze treba da budu
razdvojene; tj. nukleaciju treba izbegavati tokom perioda rasta.#1> La Merov (LaMer) dija-
gram ilustruje formiranje monodisperznih nano- i mikrocestica sa mehanizmima nukleacije
i rasta kristala.813 U prezasi¢enom rastvoru kada se jezgra formiraju u isto vreme, naknadni
rast ovih jezgara dovodi do formiranja cestica sa veoma uskom distribucijom veli¢ine.814 U
zakljucku, kontrola veli¢ine monodisperznih cestica se obi¢no mora vrsiti tokom veoma
kratkog perioda nukleacije, jer je konac¢ni broj ¢estica odreden krajem nukleacije i ne menja
se tokom rasta Cestica. Sirok spektar faktora moze se podesiti u sintezi nanocestica oksida
gvozda da bi se kontrolisala veli¢ina, magnetne karakteristike ili svojstva povrsine. Brojne
studije su se bavile uticajem ovih razlic¢itih faktora 815-820

Veli¢ina i oblik nanocestica mogu se relativno uspesno prilagoditi podesavanjem pH
vrednosti, jonske snage, temperature, prirode soli (perhlorati, hloridi, sulfati i nitrati), ili
odnos koncentracija Fel/Felll. Tako se mogu dobiti cestice veli¢ine od 2 do 17 nm. Uticaj
razli¢itih parametara (sastav medija, odnos Fe!l/Felll, tokovi ubrizgavanja, koncentracija
gvozda, temperatura i kiseonik) na magnetna svojstva i veli¢inu proucavan je u osnovnom
procesu koprecipitacije.””> Dodavanje helatnih organskih anjona (karboksilati ili a hidroksi
karboksilatni joni, kao $to su limunska, glukonska ili oleinska kiselina) ili agensi za povr-
sinsko umrezavanje polimera (dekstran, karboksidekstran, skrob ili polivinil alkohol) to-
kom formiranja magnetita mogu pomoci u kontroli veli¢ine nanocestica. Prema molarnom
odnosu izmedu organskog jona i soli gvozda, helacija ovih organskih jona na povrsini
oksida gvozda moze ili spreciti nukleaciju i zatim dovesti do vecih Cestica ili inhibirati rast
kristalnih jezgara, sto dovodi do malih nanocestica.

Prvu kontrolisanu pripremu superparamagnetnih cestica oksida gvoZzda koris¢enjem
alkalne precipitacije FeCls i FeCl, izveo je Massart.821 Masartov proces, opisuje
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koprecipitaciju bez molekula za stabilizaciju. U originalnoj sintezi, ¢estice magnetita su bile
priblizno sferne, a njihov pre¢nik meren sa XRD bio je 8 nm. Parametri procesa su pazljivo
proucavani da bi se demonstrirao uticaj baze (amonijak, CH3NHz i NaOH), pH vrednosti,
dodatih katjona [N(CHs)4*, CH3NHs*, Na*, Li*, K* i NHs*] i odnos Fe?* /Fe3* na prinos reak-
cije koprecipitacije i pre¢nik i polidisperznosti nanocestica.?11822 Kada su svi ovi parametri
modifikovani, moguce je dobiti ¢estice veli¢ine od 16,6 do 4,2 nm.82! Druge studije su poka-
zale da modifikacija kiselosti i jonske snage omogucava prilagodavanje veli¢ine cestica u
opsegu od 2-15 nm. Varijacija oblika je povezana sa varijacijom elektrostaticke povrsinske
gustine nanocestica.82282 Cestice se mogu dispergovati u vodenom medijumu ili u nepolar-
nim tecnostima, kao $to su ulje ili organski rastvaraci, $to omogucava pripremu magnetne
emulzije, kapsula i vezikula.822-824 Proces koji je konstruisao Masart za brzu sintezu homo-
genih nanocestica y-Fe20O3 omogucava oblaganje Sirokim spektrom monomernih vrsta, kao
Sto su aminokiseline, a-hidroksi kiseline (limunska, vinska i glukonska kiselina), hidroksa-
mat (arginin hidroksamat), dimerkaptosukcinska kiselina (DMSA), ili fosforil holin.795823,825-
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 ¢esticama nakon alkalizacije i neutralizacije da bi se
dobile stabilne ¢estice na pH vrednosti 7.827828 Dodavanje sve vece koli¢ine citratnih jona u
Massart-ovom procesu omogucava smanjenje prec¢nika nanocestica obloZenih citratom sa 8
na 3 nm. Efekat citrata moZze se racionalizovati pomocu dva procesa: heliranje citrata jonima
gvozda sprecava nukleaciju, a adsorpcija citrata na jezgra dovodi do hidrolize, inhibirajuci
rast jezgara.8?

Odabir veli¢ine je proces gde se rastvor elektrolita ili nerastvara¢ dodaje u stabilan
koloidni rastvor da bi se poremetio, uzrokujudi talozenje vecih ¢estica i ostavljajuci manje i
skoro monodisperzne cestice u supernatantu. Kroz takav proces odabira veli¢ine korisce-
njem NaCl kao dodatnog elektrolita, distribucija veli¢ine 7 nm citratnih nanocestica dobije-
nih Masartovim procesom moze se smanjiti.83081 Ovaj proces sortiranja velicine je takode
prijavljen na katjonskim Masartovim nanocesticama koje koriste azotnu kiselinu kao e-
lektrolit i dozvoljava da frakcioniSe distribuciju veli¢ine ¢estica sa veoma dobrim prino-
som.814 Zoliv (Jolivet) i saradnici proucavali su uticaj odnosa Fe2*/Fe3* na sastav, veli¢inu,
morfologiju i magnetna svojstva koprecipitiranih ¢estica nanorazmera.832 Poznato je da male
vrednosti odnosa Fe?*/Fe3* dovode do formiranja getita. Za Fe?*/Fe3*=0,3, dve razlicite faze
koegzistiraju: jedna za koju se veruje da je oksihidroksid i napravljena je od ¢estica veli¢ine
4 nm sa niskim sadrZajem Fe?* (Fe?*/Fe3* oko 0,07) i druga koja je nestehiometrijski magnetit
i sastoji se od vecih cestica promenljive velicine sastava Fe2*/Fe3* oko 0,33. Za
Fe?* /Fe3*=0,35, poslednja faza je jedini. Za Fe?*/Fe3*=0,5 Sto odgovara stehiometriji magne-
tita, nadeno je da su ¢estice homogene po veli¢ini i sastavu.832

Babes (Babes) i saradnici su takode proucavali uticaj razli¢itih parametara, ukljuc¢ujuci
medijum gvozda i koncentraciju gvozda.”® U njihovoj postavci, najvazniji faktor je
Fe?* /Fe3* molarni odnos. Srednja veli¢ina je porasla sa odnosom Fe?*/Fe3*, dok je prinos
preparata opao. Ovi rezultati su potvrdeni literaturnim podacima.83383% Samo cestice sinte-
tizovane sa odnosom izmedu 0,4 i 0,6 su dovoljno efikasne da se koriste kao kontrastna
sredstva.
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Drugi najvazniji faktor koji uti¢e na sintezu je koncentracija gvozda. Evolucija ovog
faktora je slicna onoj kod odnosa Fe?*/Fe3*, sa optimumom izmedu 39 i 78 mM. Srednja
veli¢ina ¢estica magnetita u velikoj meri zavisi od kiselosti i jonske jacine taloznog medi-
juma.835-8%7 Sto su pH vrednost i jonska snaga veca, to ¢e biti manja veli¢ina Cestica i Sirina
raspodele veli¢ine, jer ovi parametri odreduju hemikalije, sastav povrsine kristalai elektro-
statickog povrsinskog naelektrisanja cestica.838

Kju (Qiu) je sa saradnicima istrazivao zavisnost jonske jacine reakcionog rastvora od
formiranja magnetita.83® Magnetit pripremljen dodatkom 1 M vodenog rastvora NaCl stvo-
rio je nanocestice oksida gvozda 1,5 nm manje od onih koje su nastale bez njegovog prisus-
tva. Pored toga, ove manje nanocestice formirane u rastvorima vece jonske snage pokazuju
nizu magnetizaciju zasic¢enja (63 emu g1) od onih pripremljenih u rastvorima bez NaCl (71
emu g1). NiZa magnetizacija se pripisuje smanjenju veli¢ine ¢estice kada se priprema u me-
dijumu vece jonske jac¢ine. Neki drugi faktori uti¢u na veli¢inu nanocestica. Npr. povecanje
brzine meSanja ima tendenciju da smanji veli¢inu ¢estica. Na isti nac¢in, smanjenje velic¢ine
kao i polidisperznosti primecuje se kada se baza doda reaktivnim materijama u poredenju
sa suprotnim procesom. Naprotiv, ¢ini se da brzine fluksa ubrizgavanja nemaju preovladu-
juci uticaj na sintezu nanocestica.”?>821,839

Nekoliko istrazivaca izveStava o upotrebi povisene temperature reakcije i sugerise
njen znacaj u optimalnom formiranju kristala.84 Razli¢ite studije pokazuju da se formiranje
destica magnetita smanjuje sa povecanjem temperature.”>811 [strazivanja podrzavaju teoriju
nukleacije i rasta cestica.

Propustanje gasa azota kroz rastvor ne samo da stiti od kriti¢ne oksidacije magnetita,
ved i smanjuje veli¢inu ¢estica u poredenju sa metodama bez uklanjanja kiseonika.841.842 Na-
nocestice magnetita, pripremljene koprecipitacijom Fe?* i Fe3* sa NH4OH, mogu se stabili-
zovati silicijum dioksidom za formiranje dobro dispergovanih magnetnih silicijumskih na-
nosfera. Prednost silicijjumskog premaza je uspostavljena hemija za modifikaciju povrsine
silicijum-dioksida. Hidroksilne povrsinske grupe mogu biti hemijski modifikovane da bi se
dobile razli¢ite biokonjugacione grupe, kao $to su amino i karboksilna. Veli¢ina cestica se
moze kontrolisati promenom odnosa SiO2/Fe304.843844

1.3.5.2.4.2 Stabilizacija magnetnih cestica

Stabilizacija cestica oksida gvozda je klju¢na za dobijanje magnetnih koloidnih
ferofluida koji su stabilni na agregaciju i u bioloskom medijumu i u magnetnom polju. Sta-
bilnost magnetne koloidne suspenzije je rezultat ravnoteze izmedu privla¢nih i odbojnih
sila. Teoretski, cetiri vrste sila mogu doprineti meducesticnom potencijalu u sistemu. Van
der Valsove (van der Waals) sile izazivaju snaZne izotropne privla¢nosti kratkog dometa. E-
lektrostati¢ke odbojne sile mogu se delimi¢no zastititi dodavanjem soli u suspenziju. Teorij-
ski opis ove dve sile poznat je kao teorija Derjaguin-Landau-Verwei-Overbeek (DLVO).845846
Za magnetne suspenzije moraju se dodati magnetne dipolne sile izmedu dve ¢estice. Ove
sile indukuju anizotropne interakcije, za koje je utvrdeno da su globalno privla¢ne ako se
anizotropni meducesti¢ni potencijal integriSe u svim pravcima. Konacno, sile sternih odbi-
janja moraju se uzeti u obzir za negole cestice.847.848
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Stabilizacija magnetnih cestica moZe se posti¢i igranjem na jednu ili obe od dve sile
odbijanja: elektrostati¢ku i sternu repulsiju (slika 30).807

Slika 30. Stabilizacija MAB: (a) ¢estice stabilizovana elektrostatickim slojem; (b)
Cestice stabilizova sternim odbijanjem30°

Kontrolisanje snage ovih sila je klju¢ni parametar za dobijanje ¢estica sa dobrom sta-
bilnos¢u. Sterne sile je tesko predvideti i kvantifikovati. One zavise, izmedu ostalih parame-
tara, od molekulske tezine polimera i njegove gustine.84884 Elektrostaticka repulsija se moze
pratiti kroz poznavanje difuzionog potencijala koji moze biti veoma blizak zeta potencijalu
i Debaj-Hikelova (Debye-Huckel) duzina koja uglavnom zavisi od jonske snage i pH vredno-
sti rastvora.850851

Nacin testiranja elektrostaticke stabilnosti je pracenje kinetike agregacije koloidnih
suspenzija variranjem koncentracije soli. U oksidu gvoZda, povrsinski atomi gvozda 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 povrsini oksida gvozda. Ove hidroksilne grupe
su amfoterne i mogu da reaguju sa kiselinama ili bazama.81* U zavisnosti od pH vrednosti
rastvora, povrsina magnetita ¢e biti pozitivna ili negativna. Izoelektri¢na tacka je primecena
na pH vrednosti 6,8.822 Oko ove tacke [tacka nultog naelektrisanja (PZC)], povrsinska
gustina naelektrisanja (X) je premala i ¢estice viSe nisu stabilne u vodi i flokulisu. Neop-
hodno je teziti i elektrostati¢koj i sternoj stabilizaciji da bi se dobile stabilne nanocestice
oksida gvozda.

1.3.5.2.4.2.1 Polimerni stabilizatori

Razvijeno je nekoliko postupaka za oblaganje nanocestica oksida gvozda, ukljuc¢ujudi
in situ premaze i obloge nakon sinteze. U prvom pristupu, nanocestice su obloZzene tokom
sinteze. Npr. Zozefson (Josephson) i saradnici su razvili proces koprecipitacije u prisustvu
dekstrana.?>> Metoda oblaganja nakon sinteze sastoji se od kalemljenja polimera na mag-
netne Cestice nakon sinteze (polimerni surfaktanti).853-8% U literaturi su najces¢i premazi
dekstran, karboksimetilovani dekstran, karboksidekstran, skrob, arabinogalaktan, glikoza-
minoglikan, sulfonirani stiren-divinilbenzen, polietilen glikol (PEG), polivinil alkohol
(PVA), polioksameri.80

Alginat je elektroliticki polisaharid sa mnogo karboksilnih grupa. Istrazivaci su stoga
spekulisali da bi karboksilna grupa alginata i jona gvozda interagovali i da elektrostaticka
repulsija mozZe uciniti superparamagnetne nanocestice gvozde oksida MAB stabilnim. Algi-
nati se Siroko koriste u biotehnologiji, medicini ili prehrambenoj industriji, bududi da su
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njihova svojstva Zeliranja uglavnom uzrok njihove industrijske primene.””* Zbog ove spo-
sobnosti da formiraju stabilne hidrogelove, alginati mogu da inkapsuliraju razli¢ite materi-
jale, Sto mozZe ojacati njihova svojstva adsorpcije ili im dati druga privla¢na svojstva, kao to
su magnetne karakteristike ili poboljS$ana mehanic¢ka svojstva.8¢-859 Ponekad su originalna
svojstva podvucena zbog sinergijskih efekata izmedu razli¢itih komponenti sistema.8¢
Stoga je alginat trenutno vruca tema za istrazivanje zivotne sredine i mnogi polimerni na-
nokompoziti se razvijaju za primenu u ovoj oblasti.”’* Stavie, prema Vangu (Wang) i sarad-
nicima izrada magnetnih materijala i nanocestica u alginat dovodi do efekata nano-razmera
i magnetne tehnologije u kompozite dok se postizu odli¢ne performanse apsorpcije i sma-
njuju potencijalni rizik po Zivotnu sredinu od nanocestica uz dodatne prednosti jednostav-
nog rada i lakog odvajanja.801-863

U svakom slucaju, veéina studija se fokusirala na razvoj magnetnih kompozitnih
estica, a samo nekoliko radova izvestava o svojstvima kompozitnih filmova na bazi algi-
nata i magnetnih neorganskih funkcionalnih aditiva, iako se ovi filmovi mogu ponasati kao
pogodni i efikasni adsorbenti na bazi prirodnih polimera, bez nedostataka vezanih za slo-
bodne sisteme nano-cestica.”” Jedan od ovih nekoliko primera je rad RodZera (Roger) sa
saradnicima, koji izvestava o dobijanju kompozita alginat-magnetne nanocestice sa siner-
gickim svojstvima kao $to je sprega izmedu magnetnih svojstava cestica i elasti¢nih svoj-
stava polimera.8>

Nedavno je razvijeno nekoliko istrazivanja koja se bave pripremom nanocestica
oksida gvozda sa alginatom.®97.864-866 Standardna hemijska sinteza se sastoji od tri koraka:

I.  Zeliranje alginata i jona gvozda,
II.  insitu precipitacija gvozde hidroksida alkalnim tretmanom alginata i
III.  oksidacijom gvozde hidroksida oksidacionim agensom, kao sto je Oz ili H2Oz. Ova
metoda je slozena.

Ma (Ma) i saradnici su razvili novu modifikovanu metodu koprecipitacije u dva ko-
raka.8” Rezultati su otkrili da su tipi¢ne nanocestice oksida gvozda Fe;Os sa pre¢nikom jez-
gra 5-10 nm i da MAB imaju hidrodinamicki pre¢nik 193,8-483,2 nm. Morales (Morales) i
saradnici su takode opisali novu metodu za sintezu magnetnih nanocestica gvozde oksida
u perle alginata sa kontrolisanom veli¢inom i magnetnim svojstvima za primenu u primeni
lekova.88 Rezultati snazno sugerisu da upotreba polimera u sintezi materijala ogranic¢ava
veli¢inu cestica.

1.3.5.2.4.2.2 Druge strategije za stabilizaciju

Druga metoda za sintezu magnetnih nanocestica polimernog jezgra/ljuske je korisce-
nje prethodno formiranih sintetickih polimera kao matrice za kontrolu formiranja magnet-
nih jezgara.86°-874 Nedavni napredak u sintezi magnetnih nanocestica u prisustvu polimera
zasniva se na upotrebi polimernih gelova.8”> Prednosti upotrebe polimernih gelova su vi-
Sestruke, ali je najvaznija prednost to sto se nukleacija i rast oksida gvozda mogu kontroli-
sati pomocu ograni¢ene arhitekture polimaernog gela. Gel sluZi kao nanoreaktor, gde se
nanocestice oksida gvozda formiraju in situ.876-878 Kona¢no, drugi metod za pripremu mag-
netnih nanocestica je da se cestice oksida gvozda inkorporiraju u polimerne ¢estice polime-
rizacijom in sity.879-883

109



1.3.5.2.5 Organski materijali

Kao sto je ve¢ pomenuto, svojstva imobilisanog enzima snazno zavise od strukture i
karakteristika nosac¢a. Generalno, organski materijali koji su ovde klasifikovani kao novi
materijali su uglavnom isti materijali i sadrZe veoma sli¢ne hemijske grupe kao one opisane
u odeljku 1.3.3.1.1. Medutim, ovde se ovi organski materijali pojavljuju u potpuno razli¢itim
oblicima i kao rezultat imaju veoma razlicita svojstva. Ovi materijali se na primer mogu
koristiti u obliku pojedinacnih cestica, vlakana nano veli¢ine ili membrana. Ovi nosaci po-
vecavaju performanse, efikasnost i stabilnost imobilisanih biomolekula i ¢ine ove poslednje
nuiran nacin, sto ih ¢ini isplativim. Stoga, biokataliti¢ki sistemi zasnovani na ovim materi-
jalima mogu postati atraktivni za primenu u procesima industrijskog obima. Odabrani slu-
¢ajevi upotrebe novih materijala organskog porekla za imobilizaciju enzima su razmatrani
u nastavku.884

1.3.5.2.6 Hibridni i kompozitni materijali

U svetlu gore navedenih jedinstvenih karakteristika i svojstava neorganskih i organ-
skih nosaca, sprovedena su mnoga istrazivanja sa ciljem njihovog kombinovanja kako bi se
povecale njihove prednosti. Moguc¢nost odabira i kombinovanja prekursora kako bi se ispu-
nili zahtevi datog enzima i procesa u kojem ¢e se on koristiti olaksava precizniju kontrolu
procesa imobilizacije enzima. Pored toga, tako proizvedeni biokataliticki sistemi mogu se
koristiti u Sirem spektru prakti¢nih primena.#5 Kombinovani i oja¢ani materijali obi¢no po-
kazuju svojstva koja nisu primecena za njihove pojedina¢ne komponente. Hibridi i kompo-
ziti obi¢no omogucavaju stabilizaciju interakcija izmedu enzima i nosaca i ¢ine biokataliza-
tore mehanicki otpornijim i stabilnijim u uslovima reakcije. Treba dodati da hibridni nosaci
generalno obezbeduju pogodno okruzenje za biomolekule koje favorizuje zadrzavanje vi-
sokih katalitickih svojstava imobilisanim enzimom, ¢ini biokataliti¢ki sistem visekratnim i
Stiti ga od konformacionih promena tokom skladistenja.88¢ Dodatna prednost upotrebe
kompozitnih nosaca je ¢injenica da su ovi materijali pogodni za enzime koji pripadaju svim
katalitickim klasama. U potrazi za materijalima koji se koriste za imobilizaciju enzima, po-
sebnu paznju treba obratiti na hibridne ili kompozitne materijale dobijene konjugacijom:

e organsko-organsko,
e neorgansko-neorganske ili
e organsko-neorganske prekursore.

1.3.5.2.6.1 Organsko-neorganski hibridi
Veoma Sirok spektar materijala organskog i neorganskog porekla moze se kombino-
vati da bi se stvorili hibridni ili kompozitni nosaci za imobilizaciju enzima. Najc¢eSce ko-

ris¢eni neorganski prekursori uklju¢uju silicijum dioksid, neorganske okside kao $to su
oksidi cinka i titanijuma, kao i minerale, ugljeni¢ne materijale i magnetne nanocestice.887-8%
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Mogu se kombinovati sa polimerima sintetickog porekla, npr. poliakrilonitrilom, po-
lietileniminom i polivinil alkoholom, kao i sa biopolimerima kao $to su hitozan, lignin i
alginat.891-894 Ovi materijali se uglavnom koriste za adsorpciju ili kovalentnu imobilizaciju
hidrolaza, oksidoreduktaza i transferaza, ali je takode prijavljeno inkapsuliranje ovih
enzima u nosace ovog tipa.8%> Organsko-neorganski hibridi pokazuju veliki potencijal kao
pomoc¢ni materijal za enzime; takvi hibridi obezbeduju dobru stabilnost i mehanic¢ku otpor-
nost i veoma visok afinitet prema bioloskim molekulima. Visoka stabilnost, a cesto i hemij-
ska inertnost povezani su sa karakteristikama neorganskog prekursora. Dobra sposobnost
vezivanja enzima je zbog organskih komponenti, jer sinteticki polimeri i biopolimeri imaju
mnogo funkcionalnih grupa u svojim strukturama koje su u stanju da stupe u interakciju sa
hemijskim grupama biokatalizatora.8% Zbog svoje stabilnosti i funkcionalnosti, hibridi iz
ove grupe mogu se koristiti za mnoge prakti¢ne primene, sto je njihova najveca prednost.
Mnoge razli¢ite kombinacije organskih i neorganskih supstanci su koris¢ene za proizvodnju
funkcionalnih organsko-neorganskih kompozita i hibrida za imobilizaciju enzima.897-%01

I.4. ENZIMSKA KINETIKA

Enzimska kinetika, za razliku od vremenski nezavisne visestruke ravnoteze, bavi vre-
menski zavisnim enzimskim reakcijama van ravnoteZe - reakcija teZi da postigne ravno-
tezno stanje. Proucavanje enzimskih reakcija je vredan pristup za razja$njavanje mehani-
zama katalize i regulacije enzima. Oba polja se dopunjuju; istrazivanje ravnoteze pokriva
oblasti kinetike enzima, kao $to je pocetni proces vezivanja koji prethodi katalitickom ko-
raku, dok kineticke studije enzima takode pruzaju informacije o procesima vezivanja. Koo-
perativni fenomeni se istrazuju i prou¢avanjem vezivanja i enzimske kinetike, a istrazivanje
enzimskih reakcija sa viSe od jednog supstrata moze biti u velikoj meri potpomognuto stu-
dijama vezivanja. Dok su zakoni viSestruke ravnoteze primenljivi na sve procese vezivanja
u Celiji, enzimska kinetika je ograni¢ena na enzime (sa nekoliko izuzetaka, kao $to su tran-
sportni sistemi). Studije enzimske kinetike obi¢no pocinju 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 moZe se napisati kao
E+A<=EA-E+P (16)
k_q
Supstrat A reaguje sa enzimom E i formira kompleks enzim-supstrat EA. Od toga se
proizvod formira u uzastopnom ireverzibilnom koraku, a enzim moze uéi u novi reakcioni
ciklus. Svakom koraku reakcije pripada specifi¢na konstanta brzine k. Oznacava se pozitiv-
nom cifrom (ki, k2, k3,...), dok se reakcija u suprotnom smeru oznacava negativnom (k-1, k-2,
k-3,...). Medutim, nakon detaljnijeg ispitivanja ove naizgled jednostavne reakcije, moraju se
razmotriti dodatni koraci:
ki k; ke ky ks
E+A=FEA = E'A=EP<=EP=E+P 17)
k., k_ k_; k, ks
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U pocetku, supstrat i enzim formiraju u brzoj ravnoteZi slab asocijacijski kompleks
EA. Prerasporedivanje u slede¢em koraku interakcijom supstrata sa ostacima katalitickog
centra daje jak kompleks prelaznog stanja E*A. Ovo stanje je pripremljeno da pretvori sup-
strat u proizvod formirajudi jak E*P kompleks, koji se pretvara u slab asocijacijski kompleks
EP pre nego &to se disocira u slobodni proizvod i enzim. Citava sekvenca reakcija izgleda
prili¢no simetri¢na i moZze se proci iz pravca napred, ali sli¢no i iz pravca unazad, P deluje
kao supstrat, dok je A proizvod. Za razliku od gornje jednostavne $eme 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. Pazljivije posmatranje enzimske reakcije moze otkriti
jos komplikovaniju situaciju. U stvari, u vecini enzimskih reakcija je uklju¢eno vise kompo-
nenti, kao $to su dva ili viSe supstrata (A, B, C,...) i proizvoda (P, K, R,...), kofaktori, a kao
regulacione komponente inhibitori i aktivatori (oba se takode nazivaju efektori):

Aktivator
Koenzim ) Koenzim
) k1 kz k3 k4— k5 I
E + A =EA= E‘A = E'P=EP= E + P (18)
7 k., k_ k_; k_, ks I
Kosupstrat 1 Koproizvod
Inhibitor

Da bi se razotkrili tako komplikovani mehanizmi, potrebni su sofisticirani teorijski
tretmani i opsezni metodicki pristupi. Prvi cilj je pojednostaviti Semu. Zapravo, svaki poje-
dina¢ni korak se moZe dodeliti dva razlic¢ita tipa: ravnotezni i kineti¢ki koraci. Obe vrste
zahtevaju poseban tretman. Svaka reakcija pocinje vezivanjem liganda za enzim, formirajuci
ravnotezu. Takvi koraci vezivanja mogu se pojedinacno istraZziti posebnim metodama vezi-
vanja. S druge strane, konverziju supstrata u proizvod prate kineticke metode. Kombinacija
oba pristupa, mozda uklju¢ujuéi metode za otkrivanje konformaciskih promena, sluzi za
otkrivanje centralnih koraka seme. Konac¢no, kombinovanjem svih detaljnih rezultata, moze
se razviti kompletan mehanizam. Ovo razmatranje pokazuje da kineticke studije same po
sebi nisu dovoljne da se detaljno opiSe enzimska reakcija, jer svakom kinetickom koraku
prethodi korak vezivanja. Vezivanje, kao ravnotezna reakcija, moze se istraziti samo u pot-
punom odsustvu bilo kakvog kineti¢kog procesa, a teorijski tretmani kao i metode za oba
tipa reakcija su principijelno razlicite. Stoga, pre nego Sto se prede na kinetiku enzima, ras-
pravlja se o ravnotezama. Zbog strogog odsustva kineti¢kih procesa, ovaj tretman nije ogra-
ni¢en na enzime, ve¢ je primenljiv na bilo koji specifi¢ni proces vezivanja. U tom pogledu,
vezivanje se shvata kao specifi¢na interakcija izmedu dva jedinjenja. Ligand, obi¢no jedinje-
nje male molekularne mase, kao $to je supstrat, inhibitor, aktivator, induktor, hormon, stupa
u interakciju sa veéom metom, kao Sto je protein, receptor ili DNK.%02-907

RavnoteZa je vremenski nezavisna, i shodno tome, moZe se uglavnom meriti bez vre-
menskog ogranicenja, dok su kineti¢ka merenja vezana za relativno kratko vreme reakcije.
Medutim, ¢injenica da bioloske supstance, posebno enzimi, nisu veoma stabilne u eksperi-
mentalnim uslovima zahteva kratko vreme merenja i za studije ravnoteZe. Za razliku od
enzimskih reakcija, gde se hemijska konverzija supstrata u proizvod moze koristiti kao sig-
nal za detekciju, reverzibilno vezivanje ne izaziva sustinske promene u karakteristikama
komponenti, tako da je tesko pronaci jasan signal za detekciju ravnoteze.

Glavne razlike izmedu ravnoteznih i kineti¢kih istraZivanja sumirane su u tabeli 11.
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Tabela 11. Razlike izmedu ravnoteZnih i kinetickih studija®?

Postupak Ravnotezno stanje Enzimska kinetika
Vremenska zavisnost Vremenski nezavisna brza ravnoteza Vremenski zavisna smerna progresija
Princip detekcije Slobodne i vezane komponente su hemijski ~ Supstrat i proizvod su hemijski razli¢iti
identi¢ne
Osetljivost detekcije Zavisno od koncentracije makromolekula U zavisnosti od formiranja proizvoda
Potrebne koli¢ine Makromolekul i ligand u uporedivim Koli¢ine kataliti¢kih enzima
makromolekula koli¢inama [E]~[A] [E]<[A]

Visoka aktivnost enzima; ako nema ome-

e e Makromolekul prisutan u visokoj ¢istoci tajucih uticaja, visoka ¢istoca nije potre-
Zahtevi za ¢istoc¢u b
na
Termodinamicke konstante: Kineti¢ke konstante: Michaelis-ova
Konstante o L . .
konstante disocijacije (asocijacije) konstanta, maksimalna brzina

Zbog uglavnom slabog signala, potrebne su velike koli¢ine makromolekula, jer je u-
deo vezivanja direktno proporcionalan koncentraciji makromolekula. Kineticki eksperi-
menti, nasuprot tome, trebaju samo kataliticke (tj. veoma niske) koli¢ine enzima. Zahtevi za
¢isto¢u makromolekula su takode razliciti. Za merenja vezivanja, gde je poznavanje molarne
koncentracije makromolekula neophodno, potrebna je visoka ¢istoca. Za kinetic¢ka odredi-
vanja enzima, s druge strane, enzim mora biti aktivan, ali ne mora biti ¢ist, sve dok nema
ometajucih uticaja, kao $to su sporedne reakcije. Konac¢no, postoje i razlike u konstantama.
Iz tretmana ravnoteZe izvode se termodinamicke konstante, konstante asocijacije ili disoci-
jacije, dok kineticke studije daju sloZenije kineti¢ke konstante. Medutim, oba tipa konstanti
se sastoje od konstanti brzine, koje vaze za oba pristupa, pa ¢ak i uz kineticke studije mogu
se dobiti konstante disocijacije, kao $to su konstante inhibicije. Sve zajedno, moze se konsta-
tovati daje proucavanje ravnoteze lakSe u teorijskom tretmanu, ali teZe u eksperimentalnom
postupku, dok je u poredenju sa njima lakse eksperimentalno odredivanje kinetike enzima,
ali je teorijski pristup slozeniji. Laksi metodoloski pristup razlog je Sire primene kinetike
enzima.?02-907

Posebna oblast je tretman brzih reakcija. Ovo polje se na sli¢an nacin moze diferenci-
rati na kineticke metode, koje direktno posmatraju brze reakcije, odnosno metode kontinu-
iranog i zaustavljenog toka, i na tehnike koje se bave ravnotezama, kao $to su metode relak-
sacije (iako je odstupanje od ravnoteZe kineticki proces). Ove tehnike omogucavaju analizu
sloZzenih mehanizama sa odredene tacke gledista i pored cinjenice da brzi procesi postaju
dostupni, mogu se odrediti pojedinacne konstante brzine, $to ovaj pristup ¢ini vrednom ve-
zom izmedu ravnoteZznih i kineti¢kih studija sa konvencionalnim metodama.?02909-914
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I.4.1 Red reakcije

Redosled hemijske reakcije u odnosu na pojedina¢ne komponente je definisan kao
snaga koncentracije komponente ukljuc¢ene u jednacinu brzine. Ukupan redosled reakcije je
zbir svih redosleda komponenti.

Reakcija:

2A+B=P (19)
je tredi 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:

k1
A-P (20)
Tipi¢an primer za ovaj reakcioni mehanizam je radioaktivni raspad.?02907.915
Brzina reakcije v se moze odrediti iz vremenski zavisnog smanjenja koli¢ine A ili iz
povecanja P i direktno je proporcionalna koli¢ini A:
_di] _ diP]

v=——==—"= k4] (21)

ki1, konstanta brzine prvog reda, ima dimenziju s-1, nezavisnu od koncentracije.
Integracijom jednacine (22) od 0 do vremena t dobijamo:

A4 d[A] _rt
~Jao a1 = fto k. dt (22)
[4] = [A]pe™ 1 (24)

Smanjenje koncentracije supstrata ili povecanje koncentracije proizvoda se odvija eksponen-
cijalno s vremenom (slika 31a).

Krive se mogu linearizovati prema jednacini (24) semilogaritamskim crtanjem kon-
centracije supstrata ili proizvoda u odnosu na vreme £.910916-920 Konstanta brzine prvog reda
mozZze se izvesti iz nagiba (slika 31Db) ili iz vremena poluraspada t1», vremena potrebnog za
konverziju polovine pocetne koli¢ine supstrata. [A] postaje [A]o/2 i In([A]y/[A])=In2:

In2 0.69

ki =—=— 25
1 ti1/2 t1/2 25

I.4.1.2 Reakcije drugog reda

Dva supstrata reaguju jedan sa drugim:

k1
A+B-P (26)
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Ao PL— ,
) / Povecanje proizvoda Pove¢anje proizvoda
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g red A Prvi red 33 Nagib )
/ -
< \\f \ = 1
= / \ <
/ \ c
, \ d[A]y/dt =
\
\ Smanjenje supstrata Smanjenje supstrata
! —
A\ 1
0 0
(a) (b)

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 izra¢unavanje brzine reakcije (a)?02

Brzina reakcije je proporcionalna smanjenju A i B, a povecanju P (o reakciji se govori
samo u pravcu napred i ovde nije bitno da li se formiraju jedan, dva ili vise proizvoda):
d[A] d[B] _ d[P]

v=—7=—?—7=k1[1‘l][3] (27)

Dimenzija konstante brzine drugog reda k1 (s7! M~1) ukljucuje ¢lan koncentracije. Integracija
jednacine (27) daje:

kit = 1 [Blo[A]

[Alo—[Blo  [Alol[B]

Brzina reakcije sada zavisi od dve nepoznate, A i B, a prave linije se viSe nece dobijati

na semilogaritamskom dijagramu. Za reSavanje jednacine (27), jedna nepoznata se mora

smatrati konstantnom. Ovo se moze uraditi ako je jedan reaktant, na primer, [Bjo, prisutan

u velikom visku, tako da je promena njegove koncentracije u toku reakcije zanemarljiva.

(28)

Tada je reakcija pseudo prvog reda:
v = k4[Al[Blo = k'1[4] (29)
Konstanta [B]o je uklju¢ena u konstantu brzine pseudo prvog reda k’1=ki[B]Jo. Pod o-
vim uslovima, reakcija se moZze tretirati kao reakcija prvog reda. Prave linije na semilogari-
tamskom dijagramu (slika 31b) potvrduju preovladivanje ovih uslova. Njihovi nagibi, po-
deljeni sa koncentracijom konstantnog ucesnika u reakciji, daju konstantu brzine drugog
reda. Ovaj dijagram takode razlikuje pseudo i pravi prvi red prema menjanje pocetne 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 nacin, moze se razlikovati, npr. da li se promena
konformacije enzima javlja spontano ili je indukovana vezivanjem liganda.?02909-914
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Ako se ne mogu uspostaviti uslovi pseudo-prvog reda, odnosno ako nisu moguce
veoma visoke koncentracije jednog reaktanta, oba reaktanta se mogu dodati u potpuno istim
koli¢inama, [A]Jo=[B]o. U ovom slucaju, jednacina (27) pojednostavljuje na

vV=———= k[A]? (30)
Integracijom po t:
A4 d[A] _rt
4, Tz fto k. dt (31)
daje
1 1

Na dijagramu 1/[A] u odnosu na t, dobice se prava linija sa nagibom ki. Slicno, konstanta
brzine drugog reda k; moze se izvesti iz t:

k 1

1= t1/2[Alo

(33)

1.4.1.3 Reakcije nultog reda

Kao $to je ve¢ pomenuto, najjednostavnije hemijske reakcije su prvog reda i trebalo bi
da bude nemoguce dobiti jednostavnije reakcije, kao sto su reakcije nultog reda. Takve reak-
cije moraju biti nezavisne od bilo koje koncentracije reaktanata. Ovaj uslov vazi za reakcije
koje izvodi katalizator, sve dok je katalizator prisutan u veoma ogranicenim koli¢inama. U
ovom slucaju, brzina reakcije je diktirana iskljucivo koli¢inom katalizatora koji ostaje nepro-
menjen tokom reakcije, bez obzira na koncentraciju reaktanta. Reakcija se odvija nezavisno
od koncentracije reaktanata iako je sustinski drugog reda:

k
A+ESP+E (34)
— _diAl_diPl _
dt  dt ky (35)
Integracija po vremenu daje linearnu vezu:
[A4] = [A]o — k4t (36)

Linearna progresija smanjenja supstrata ili formiranja proizvoda ukazuje na reakcije nultog
reda (slika 31a). Nagib daje konstantu brzine nultog reda.?02909-914

I.4.2 Kinetika stacionarnog stanja i Mihaelis-Menten jednacina

Iako je izvedena za najjednostavniji slucaj ireverzibilne enzimske reakcije, pretvara-
nje jednog supstrata u proizvod, Mihaelis-Menten jednacina se pokazala kao fundamen-
talna veza u enzimskoj kinetici. Primeri su reakcije cepanja (peptidaze, nukleaze, amilaze)
ili izomerizacije (uzimaju¢i u obzir samo naprednu reakciju). Za nepovratnu reakciju nije
bitno da li se formira jedan ili vide proizvoda:

E+A<=EA-E+P (37)
k-
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Vremenski zavisne varijacije pojedinac¢nih reaktanata su izrazene slede¢im diferenci-
jalnim jednacinama:
d[A] _

S = —ky[A][E] + k_4 [EA] (38)
T = —ky [AI[E] + (k_y + k) [EA] (39)
T = Ky [A[E] — (k_y + k) [EA] (40)

% = ky[EA] = v (41)

Brzina reakcije v je definisana kao formiranje proizvoda i direktno je proporcionalna ko-
licini kompleksa enzim-supstrat EA, prema jednacini (40); [EA] zavisi od koncentracije re-
aktanata. Da bi se resile jednacine (38)-(41), treba znati vremensko zavisne promene kon-
centracije reaktanata, ali je to tesko u praksi, posebno za [E] i [EA]. Simulacija vremenski
zavisnih varijacija svih reaktanata uz pretpostavku odgovarajuéih konstanti prikazana je na
slici 32.

Stanje ravnotele Trodenje supskrata
-
Prvi red
.E.Ig
9
A
E IR [A]
1 ESN
E red
2 \ P
[EA] -
o [E] — Prvi red
0 Vreme

Slika 32. Vremenski zavisne varijacije reaktanata nepovratne reakcije katalizovane enzima
tokom tri faze reakcije®?

Mogu se razlikovati tri faze:

I.  Brza pocetna faza (burst ili pre-steady-state): [EA] kompleks se formira trenutno, dok se
slobodni enzim smanjuje. Stopa prevodenja i formiranje proizvoda su niski u ovoj obla-
sti.

II.  Srednja faza: stopa prevodenja je najveca; koncentracija [EA] kompleksa ostaje skoro
konstantna.
III. Faza troSenja: supstrat se trosi, kompleks [EA] se raspada, a stopa prevodenja se sma-
njuje, konacno do 0.
Trajanje tri faze zavisi od vrednosti konstanti brzine reakcije. Ako su sve tri konstante
uporedive velicine, srednja faza postaje kratka i koncentracija [EA] nece biti konstantna ni
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u jednom trenutku. Medutim, moguce je pretpostaviti da je pocetna ravnoteza vezivanja
mnogo brza od enzimske katalize, odnosno ki=k-1>kz. U ovim uslovima, srednja faza postaje
znatno duza kao $to 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 odrzava u ravnotezi. Ova faza se moze sma-
trati kvazi-ravnoteznim stanjem, koje se odrzava u ograni¢enom periodu. Za razliku od
prave ravnoteZe, ona se oznacava kao stacionarno stanje.

Posto brzina reakcije direktno zavisi od koncentracije kompleksa [EA], linearna kon-
verzija nultog reda supstrata u proizvod odraZava samo opseg stacionarnog stanja, tokom

kojeg vremensko zavisne promene [EA], a samim tim i od [E], mogu se izjednaciti sa nulom,
d[EA]/dt=d[E]/dt=0. Zatim se jednacine (39) i (40) pojednostavljuju na:

k{[A][E] = (k_1 + k3)[EA] (42)
Odnos [E]o=[E]+[EA] se uzima kao zamena za [E]:
[EA] = w (43)

k1[Al+k_1+k;
Zamenom ovog izraza u jednacinu (42), dobija se odnos izmedu brzine reakcije i koli¢ine
supstrata:
b= pa) = el ”

k_q1+k
t —17K2
2]

Ovo je jednacina brzine za nepovratnu reakciju sa jednim supstratom u smislu kon-
stanti brzine. Posto pojedina¢ne konstante brzine nisu direktno dostupne, one se pretvaraju
u kinetic¢ke konstante. Izraz (ki+kz)/k: ukljucuje tri konstante brzine, koje su kombinovane u
zajednic¢ku konstantu K, Mihaelisovu konstantu. Ukupna koli¢ina enzima [E]y kao katali-
zatora mora ostati konstantna tokom reakcije tako da izraz kz2[EJo moZze biti zamenjen dru-
gom kinetickom konstantom, V (¢esto ozna¢avanom kao Vi), maksimalnom brzinom. To
je najvedi mogucdi utrosak u eksperimentalnim uslovima i postize se kada u reakciji uces-
tvuju svi raspolozivi molekuli enzima. U smislu kineti¢kih konstanti, jednacina (44) glasi:

V(A]
V= Ko +[A] (45)

DZzordz Edvard Brigs (George Edward Briggs) i DZon Barton Sanderson Halden (John

Barton Sanderson Haldane) izveli su ovu jednacdinu iz teorije stacionarnog stanja 1925. go-
dine.’® Do sada je to centralni odnos kinetike enzima iako je izveden samo za jednostavan
slu¢aj nepovratne reakcije sa jednim supstratom. Preliminarne verzije ovog odnosa su veé
1902. predstavili Adrian J. Braun (Adrian |. Brown) u Birmingemu i Viktor Anri (Victor Henri)
u Parizu za opis reakcije sa invertazom.”1>921 Leonor Mihaelis (Leonor Michaelis) je zajedno
sa kanadskom koleginicom Mod Leonor Menten (Maud Leonor Menten) proucavao validnost
Anrijeve jednacine sa enzimom invertazom 1913. godine u Berlinu.?? Njihova posebna
zasluga bila je percepcija da enzimske reakcije zahtevaju striktno standardizovane uslove u
pogledu temperature, pH vrednosti i jonske snage. Medutim, za razliku od teorije stacio-
narnog stanja, ove rane studije su bile zasnovane na pretpostavci ravnoteze. Pretpostavljalo
se da se ravnoteZa ravnoteZe izmedu slobodnih komponenti i kompleksa enzim-supstrat
(Mihaelisov kompleks) odvija veoma brzo, u poredenju sa katalitickim obrtom, tako da se
k2 moZe zanemariti i koncentracija kompleksa enzim-supstrat zavisi samo od ki i k-1.

118



U ovom slucaju, v je direktna mera [EA], odnosno [A]vezanoe, Pri ravnotezi brzog vezivania.
Ju, U] & P 8 J
Jednacina za brzinu reakcije moze predstaviti kao jednacina vezivanja sledecom jednaci-
nom:
via] _ v[A]
Kq+[A] K14
k1

(46)

Ovde je Ki» zamenjena konstantom disocijacije Ks. Izvodenje jednacine brzine reakcije na
osnovu teorije stacionarnog stanja bliZe je stvarnosti. Pojednostavljenje zanemarivanjem ka-
taliticke konstante k», ¢esto nije opravdano. Koli¢ina [EA] je zapravo odredena postizanjem
ravnoteZe i brzinom katalize. Kineti¢ki odredena konstanta K, ¢esto odstupa od konstante
disocijacije Ks dobijene merenjima vezivanja, zbog uticaja k. Ipak, termin Mihaelis-Menten
jednacina je sac¢uvan za jednacinu stacionarnog stanja, kao i Mihaelisova konstanta za K, uva-
zavajuci zasluge Mihaelisa i Mentenove.

Prema analogiji izmedu Mihaelis-Menten jednacine i jednacine vezivanja, primen-
ljivi su sli¢ni postupci evaluacije. Funkcija zasicenja [AJvezanog (respektivno r=[A]vezanog /[E]0)
kao zavisna promenjiva odgovara brzini reakcije v. Zasi¢enje se postize pri n[E]J° (respek-
tivno n), respektivno pri V. K4 se zamenjuje Mihaelisovom konstantom Kj,. Medutim, prin-
cipijalna razlika postoji u odnosu na nezavisnu promenljivu. To je slobodni ligand [A] za
studije vezivanja, a to bi takode trebalo da bude slucaj i za Mihaelis-Menten jednac¢inu. Ali
posto su za kineticka merenja potrebne samo kataliticke koli¢ine enzima, a [E]o<<[A], deo od
[EA] se moze zanemariti i uzima se ukupna koncentracija supstrata koja je dodata pri ispi-
tivanje enzima, umesto teze dostupne koncentracije slobodnog supstrata
[Alo=[EAJ+[A] ~[A] 22529

Mihaelis-Menten jednacinu karakterisu dve konstante:

* Mihaelisova konstanta - Ki;; jedinice M; vezano za konstantu disocijacije; pokazuje afinitet
supstrata, niske vrednosti K» predstavljaju visoke afinitete.
* Kataliticka konstanta - ket; jedinice s~1; mera brzine reakcije enzima.

Iz Mihaelis-Menten jednacine, K;» i maksimalna brzina V. mogu se dobiti direktno,
ali za kcat=Vimay/[EJo molarna koli¢ina primenjenog enzima mora biti poznata. To nije uvek
slucaj, a takode i aktivnost enzima moze da varira, tako da vrednosti Vyu.x odredene nezavi-
snim eksperimentima mogu da se razlikuju, iako bi trebalo da budu konstantne.

Odnos kea/Kn=keatk1/(k-1+k2) je definisan kao kataliticka efikasnost ili konstanta specific-
nosti, velike vrednosti ukazuju na visoku specifi¢nost. Ima jedinice konstante brzine drugog
reda M-1g-1,902,909-914

1.4.3 Analiza kinetickih podataka enzima
1.4.3.1 Graficki prikazi Mihaelis-Menten jednacine
1.4.3.1.1 Direktan i semilogaritamski prikaz
Prema Mihaelis-Menten jednacini, zavisnost brzine reakcije v od koncentracije sup-

strata [A] daje hiperboli¢nu krivu zasicenja, slicnu onoj iz opste jednacine vezivanja u direk-
tnom prikazu (slika 33a). Strmo povecanje pri malim koli¢inama supstrata usporava se pri
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vis$im koncentracijama i dostiZe maksimalnu brzinu V pri zasi¢enju. Ta¢no zasic¢enje se moze
posti¢i samo za [A]—x, kada je K, u imeniocu jednacine (45) moZe se zanemariti i v=V. Pri
V/2 koncentracija supstrata postaje jednaka vrednosti K. Dakle, V se moze dobiti iz zasice-
nja, a Ky, iz polovine zasicenja (slika 33b). Ovo ukljucuje, medutim, izvesnu nesigurnost, jer
se ¢esto zanemaruje da je V definisan samo za beskonac¢ne koncentracije supstrata. Opada-
juci oblik krive navodi na misljenje da se rano ocekuje zasic¢enje i da se time potceni V, a
samim tim i Ki,. Svakako, beskonac¢ne koli¢ine supstrata se uopste ne mogu postici, a ¢ak je
i velike koli¢ine cesto tesko ostvariti zbog inhibitornih uticaja ili ograni¢ene rastvorljivosti.
Cesto se pretpostavlja da je odredena vigestruka vrednost Ky, kao koncentracije supstrata,
na primer 5- ili 10-struka, , prakti¢no” zasic¢ujuca. Cak i 10-struka vrednost K, daje samo

oko 90% maksimalne brzine, za ta¢no odredivanje potrebno je najmanje 100-struka vrednost
K,.917-920,930-933

nagib = Kn/V nagib = 1/V

1lv
(Al

_y-ﬂ—h‘"ﬂ' _V-—Kmfv
m

(c) v/IA] (d) 1/A] (e) [A]
Slika 33. Nelinearni i linearni prikazi Mihaelis-Menten jednacine. (a) Direktan dijagram,
(b) semilogaritamski dijagram, (c) Edi-Hofsti dijagram, (d) dvostruko recipro¢ni (Linviver-
Burk) dijagram i (e) Hanesov dijagram. Naznaceni su nacini za odredivanje Ky, i V°02

U praksi je situacija jos komplikovanija. Eksperimentalni podaci su uvek skloni rasi-
panju gresaka, a dati skup podataka se moZe upariti raznim krivama (slika 34). Zbog toga
se eksperimenti moraju raditi viSe puta, a od sustinskog je znacaja da uvek cela kriva bude
pokrivena tackama podataka - dobro pravilo je opseg supstrata od 1/10 do 10 puta K. Slika
34 prikazuje slucajeve podataka koji pokrivaju samo nizi ili visi opseg koncentracija. U oba
slu¢aja, nesigurnost rezultujuce krive postaje vredna paZznje.

Oblik krive zasi¢enja koje se pridrZzavaju Mihaelis-Menten jednacine, shodno tome i
opste jednacine vezivanja, opisan je kao hiperbolic¢an.
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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) ¢ak i za normalne krive zasic¢enja (slika 33b). Ovaj
dijagram se preporucuje ako se supstrat testira u sirokom opsegu koncentracija.

Odstupanja od normalne krive, uzrokovana alternativnim mehanizmima, vestackim
uticajima ili sistematskim greSskama, tesko je prepoznati u nelinearnim prikazima. Nega-
tivna kooperativnost ili neidenticna mesta vezivanja daju krive vrlo sli¢ne hiperboli¢noj
funkciji zasicenja, a takode se odstupanja poput sigmoidnih oblika mogu lako prevideti, ako
su slabo izrazena u rasejanju velikih gresaka.922-929

Uprkos takvim nedostacima, nelinearni dijagrami imaju svoje prednosti. Temeljna
enzimska kineti¢ka analiza nece biti ograni¢ena samo na jedan dijagram, a za prvu procenu
eksperimenta povoljna je direktna prezentacija podataka. Podaci se prikazuju direktno sa
njihovom distribucijom gresaka bez ikakvih izobli¢enja. Metode nelinearne regresije za Mi-
haelis-Menten jednacinu su pouzdanije za procenu kinetickih konstanti od linearnih regre-
sija u linearizovanim dijagramima, mada se svaka metoda regresije mora kriticki proceniti,
posebno ako se posmatraju odstupanja od normalne krive.1?

Pored navedenih grafickih metoda za odredivanje kinetickih konstanti postoje jos
Diksonova (Dixon) i Kilro-Smit (Kilroe-Smith) nelinearna metoda, kao i metoda sa direktno
linearnim graficima po Esentalu (Eisenthal) i Kornis-Bodenu (Cornish-Bowden).91%:920,931,934,935

0 (A] 0 [B]
(@) (b)

Slika 34. Nesigurnosti u odredivanju kinetickih konstanti Mihaelis-Menten jednacine sa
dosta rasejanja podataka i neodgovaraju¢im opsezima za koncentraciju supstrata. Pod (a)
samo donji, a (b) samo veci opseg koncentracija supstrata je pokriven. Prikazane su tri
primera krive (1-3) koje odgovaraju svim datim tackama podataka i iz njih su procenjene
kineti¢ke konstante da bi se demonstrirala Siroka promenljivost?

1.4.3.1.2 Metode linearizacije

Metode linearizacije izbegavaju razli¢ite nedostatke nelinearnih dijagrama. Kineticke
konstante se mogu izvesti direktno iz odsecka ili iz nagiba pravih linija. Odstupanja od Mi-
haelis-Menten zakona dovode do udaljavanja od linearne progresije, a nac¢in udaljavanja je
indikacija odgovarajuc¢ih mehanizama (npr. kooperativnost) ili vestacki uticaji. Metode
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linearizacije su veoma znacajne za analizu eksperimenata enzimske kinetike, posebno za
identifikaciju inhibicije enzima i mehanizama sa viSe supstrata. Dobijeni uzorak pravih li-
nija je jak pokazatelj posebnog mehanizma.

Vazna karakteristika metoda linearizacije je mogucnost ekstrapolacije u regione, koji
nisu dostupni eksperimentima, npr. visoka koncentracija supstrata do beskona¢nosti. Mora
se imati na umu da nijedna metoda analize nije u stanju da pruzi informacije koje nisu u-
klju¢ene u podatke. To se pokazuje na primeru enzima katalaze. Uobi¢ajenim metodama je
tesko odrediti Ky, vrednost supstrata vodonik-peroksida, jer visoke koncentracije vodonik-
peroksida inaktiviraju enzim, tako da se mozZe testirati samo donji opseg supstrata. Zasice-
nje, pa ¢ak i polovina zasi¢enja za odredivanje Ky, nisu dostupne. Medutim, opseg niske
koncentracije je dostupan, i ovaj region se moZze linearizovati, npr. u dvostruko recipro¢nom
dijagramu. Ekstrapolacijom na beskonaé¢ne koncentracije supstrata, V treba dobiti iz preseka
ordinate, a Ky, iz preseka apscise, ocigledno bez potrebe za podacima iz nedostupne oblasti
zasi¢enja. Medutim, primenom ove metode moze se videti da su dostupni podaci donjeg
regiona supstrata neprikladni da bi omogucdili ispravnu ekstrapolaciju. Tacke se skupljaju
daleko u gornjem desnom uglu grafikona sa proSirenim granicama greske. Pravoj se ne
moze odrediti nedvosmislen poloZaj, veé se ekstrapolira na vrednosti koordinata i ne mogu
se uociti tacni preseci ordinate i apscise.

Postoje tri jednostavne linearne transformacije Mihaelis-Menten jednacine, koje je
prvi predlozio Vulf (Woolf), i pominju se u knjizi Haldena (Haldane) i Sterna (Stern), ,,Hemija
enzima” (,,Enzyme Chemistry”’).9 Ovo kratko pominjanje nije naislo na poseban odjek. Kas-
nije su drugi autori opisali pojedina¢ne metode linearizacije u obimnim publikacijama. Kako
se linearna transformacija Mihaelis-Menten jednacine tesko moze smatrati dubokim mate-
matickim otkri¢em, ¢esto koriscéeni nazivi ¢e biti poZeljniji za jasno razlikovanje dijagrama.

Dvostruko reciprocni dijagram (takode poznat kao Linviver-Burk (Lineweaver-Burk) di-
jagram), kako je izraZzeno njegovom oznakom, zasniva se na recipro¢nom obliku Mihaelis-
Menten jednacine:?3¢

11, Km 1 )
v %4 vV [A]

Iscrtavanje recipro¢ne brzine 1/v u odnosu na recipro¢nu koncentraciju supstrata
1/[A] daje pravu liniju koja sec¢e ordinatu na 1/V i apscisu na 1/Ky (slika 33d). Ovo nije samo
najcescée koriséena metoda linearizacije za Mihaelis-Menten jednacinu, veé i najmanje odgo-
varajudi. Sustinski nedostatak je neravnomerna distribucija podataka. Zbog recipro¢ne
transformacije, ekvidistantne koncentracije supstrata ¢e 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 zasi¢enja na zadovoljavajuci nac¢in. Zavisna promenljiva v trpi isto neujednaceno izo-
blicenje. Uz pretpostavku apsolutne, konstantne greske u celoj direktnoj predstavi (slika
35a), u dvostrukom reciprocnom dijagramu granice greske za v su komprimovane prema
ordinati i snazno prosirene prema gornjem desnom uglu (slika 35b).

Linearna regresija zasnovana na ravnomernoj raspodeli greske ¢e proizvesti ozbiljna
odstupanja i velike gregke u odredivanju konstanti. Veé male gregke pri niskim koncentra-
cijama supstrata postaju veoma prosirene i skracuju liniju regresije. Stoga, regresiona ana-
liza mora uzeti u obzir odgovarajuce faktore tezine.?¥” Na prvi pogled izgleda
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kontradiktorno da je upravo ovo izobli¢enje razlog za Siroku primenu ovog dijagrama, ali
kompresija greSaka pri visokim koncentracijama supstrata daje utisak niske greske rasejanja
i podaci izgledaju pouzdaniji. Prava prednost ovog grafikona u poredenju sa drugim meto-
dama linearizacije je individualni prikaz promenjivih v i [A], odvojenih koordinatama.
Odstupanja od prave linija usled alternativnih mehanizama ili vestackih uticaja, kao i inhi-
bicije i viSestrukih mehanizama supstrata, daju karakteristicne oblike i mogu se lako identi-
fikovati na ovom dijagramu.

HHT

v
v

(a) [A] (b) 11A]

(Ayv

\

(©) vi1A] (d) (A]

Slika 35. Granice greSaka na razli¢itim dijagramima za Mihaelis-Menten jednacinu
pretpostavljajudi apsolutnu konstantnu gresku: (a) direktni dijagram; (b) Linviver-Burk
dijagram; (c) Edi-Hofsti dijagram; (d) Hanesov dijagram?0?

MnoZenjem recipro¢ne Mihaelis-Menten jednacine sa [A] dobija se izraz za Hanesov
(Hanes) dijagram:%02

Al _ 4]

v Vv
Prave linije sa nagibom 1/V, presekom apscisa- K i presekom ordinata K;,/V se dobi-

jaju ako se [A]/v nacrta u odnosu na [A] (slika 33e i slika 35d). Granice greske su samo malo
izobli¢ene na niske koncentracije supstrata tako da se mogu primeniti jednostavne linearne
regresije. Medutim, nepoznate [A] i v nisu razdvojene, a koncentracije supstrata su uklju-

¢ene na obe ose.

K
+ 7 (48)

MnoZenje jednacine za Hanesov dijagram sa vV dobija se izraz za Edi-Hofsti dija-
gram:?38
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[4]

Iscrtavanje v u odnosu na v/[A],daje V iz preseka sa ordinatom i —K;, iz nagiba (slika
33c i slika 35c). Ovaj dijagram odgovara Sadardovom (Scatchard) dijagramu, koji se Cesto
koristi za ispitivanje vezivanja, samo ose zamene mesta. Promenljive nisu razdvojene, a

v=V-K,, - 49)

postoji i distorzija granica greske, koja se proteze na vece koncentracije supstrata, sto medu-
tim nije tako drasti¢no kao na Linviver-Burkovom (Lineweaver-Burk) dijagramu.?36:939

1.4.3.2 Analiza krive brzine reakcije

Grafi¢ki prikazi do sada opisane Mihaelis-Menten jednacine zasnovani su na pret-
postavci da se brzine reakcija mere u odvojenim testovima na razli¢itim koncentracijama
supstrata, a vrednosti za pocetne brzine v i pocetne koncentracije supstrata [A]o su ucrtane
u doti¢ne dijagrame. Medutim, tokom jedne pojedinac¢ne enzimske reakcije pro¢i ¢e sve kon-
centracije supstrata, pocevsi od [A]oizavrsavajudi 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 odredenom trenutku.
Nagibi tangenti u bilo kojoj tacki krive za brzinu reakcije, predstavljaju odgovarajuce brzine
reakcije v=d[P]/dt (slika 33a). Oc¢igledno, jedna kriva za brzinu reakcije sadrzi sve informacije
za Mihaelis-Menten kinetiku. Ako je [A]o dovoljno velika, da reakcija prolazi kroz ceo opseg
zasicenja od visokih do niskih koli¢ina supstrata, sve [A] i v vrednosti ¢e biti obezbedene za
potpunu procenu Mihaelis-Menten jednacine. Medutim, osim nepreciznosti u primeni tan-
genata na razlic¢ite delove eksperimentalne krive sa njenim odstupanjima gresaka i vestac-
kim uticajima, najteZi nedostatak ovog postupka proizilazi iz dve neizbezne karakteristike
enzimskih reakcija, inhibicije proizvoda i reverzibilnosti (ovo poslednje se moZe 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 odreduju odgovarajuce koncentracije supstrata (npr. putem apsor-
pcije). Odgovarajuéi red reakcije se dobija iz nagiba linije koja povezuje dve susedne
tacke.%40

1.4.3.2.1 Integrisanje Mihaelis-Menten jednacine

Gore pomenuti jednostavna metoda za odredivanje brzina reakcije celog opsega kon-
centracije supstrata poravnavanjem tangenti u razli¢itim tackama krive napredovanja moze
se sustinski poboljsati uzimanjem integrisane Mihaelis-Menten jednacine. Matematicki o-
pisuje napredovanje enzimske reakcije u zavisnosti od vremena. Primenom ove jednacine,
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 razli¢itim
koncentracijama supstrata. Dalja prednost ove metode je mogucnost onlajn snimanja i
obrade krivih za brzinu reakcije odmah nakon svake analize sa ra¢unarom povezanim sa
mernim instrumentom.

Da bi se izveo integrisani oblik Mihaelis—-Menten jednacine, Mihaelis-Menten jedna-
¢ina je preuredena u sledeci oblik:
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—K"ETJr][A]d[A] = —%d[A] — d[A] = vdt (50)
Zatim se integriSe od [A]o u trenutku =0 do [A] u trenutku t:
Ko [ S = i dlA] = V [ dt 61)
Kom [Alo [ (Ao — " Jo
Dobijena integrisana Mihaelis-Menten ]ednacma glasi:
Km0 1 [4], - [4] = Vvt (52)

(4]

Mihaelis-Menten jednacinu je prvi izveo u ovom obliku Viktor Anri (Victor
Henri).921.941,942 Prikazane su tri vrste linearne transformacije ove jednacine:%43

[4]p
_ In—-
a za dekadni logaritam
[4]p
- 2.3 log—~

Ako se umesto potrosnje supstrata meri formiranje proizvoda, mora se uzeti u obzir
izraz [P]=[A]o—[A], pod pretpostavkom da je reakcija nepovratna. [P]. je koncentracija pro-
izvoda na kraju reakcije:

[Ploo

ln
=V-K %“’“ (55)

[P]
t
[Pl

23:log -
Pl_yv_k, S e (56)

Prave linije sa nagibom od —K;, i presecima ordinata V se dobijaju kada se ([AJo—[A])/t
ucrta u odnosu na In([A]o/[A])/t i [P]/t u odnosu na In([P]./([P]-—[P]))/t (ili kao log umesto
In) (slika 36a).

Ovo je najcesci prikaz integrisane Mihaelis-Menten jednacine. Jednacina za drugu

metodu linearizacije u log obliku je:

[Ploo
[Ploo—[P] . Km

1
— = — 57
7 (7] vy 7
—1/Km se uzima iz preseka apscise, a 1/V iz preseka ordinate (slika 36b). Treca metoda line-
arizacije zasniva se na formuli:

t 2.3:log

t [P] Ky
= . 58)
[Ploo o . [Ploo 174 (
Plo-P] V231095 5

Dobija se 1/V kao nagib, Ky /V kao presek ordinate i =K, kao presek apscise (slika 36).

2.3-log

U dijagramima integrisane jednacine sloZeniji mehanizmi, kao $to su inhibicija
enzima ili reakcije viSe supstrata, mogu se identifikovati iz oblika linija ili iz odstupanja od
prave linije, slicno kao kod metoda direktne analize za Mihaelis-Menten jednacinu.

1.4.3.2.2 Odredivanje brzine reakcije

Za procenu Mihaelis-Menten jednacine, moraju se izvrsiti 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 moZe se podeliti u tri faze kao $to je prikazano na slici 33, fazu
pre-stacionarnog stanja, fazu stacionarnog stanja i fazu trosenja supstrata. Posto su kineticki
odnosi enzima zasnovani na validnosti pretpostavke o stacionarnom stanju, samo srednji
linearni opseg krive nultog reda je vazan za odredivanje brzine.

Nagib= K/V

(Pyt
t[P]

—UK/«—W

0 In [P(P.] - [P)/t In [P_V([P.] - [P)/[P]
(a) (b)

Nagib= 1/V

tIn [P Y(P.HP))

yd i

[PYIn [P.V(P.]-[P)

(c)

Slika 36. Linearni dijagrami integrisane Mihaelis-Menten jednacine: grafici (a)-(c)
prikazuju tri razli¢ita na¢ina prezentovanja (za detalje pogledati tekst)?02

Krive brzine reakcije treba, koliko god je to moguce, kontinuirano dokumentovati
(kontinuirani testovi). Nekoliko metoda, posebno optickih, omogucéavaju kontinuiranu regis-
traciju. Za mnoge enzimske reakcije, medutim, promene u koncentraciji supstrata ili proiz-
voda ne mogu se direktno pratiti i reakcija se mora zaustaviti nakon odredenog vremena da
bi se odredila stvarna koncentracija supstrata ili proizvoda odgovaraju¢om metodom, kao
Sto je kolorimetrija, HPLC ili radioaktivno obeleZavanje (test zaustavljanja). Mogu se dobiti
samo razlicite vremenske vrednosti umesto neprekidne krive i o¢igledno je da se dokumen-
tacija toka reakcije oslanja na broj vremenskih vrednosti. Posto svaka vrednost zahteva po-
seban test, ova mukotrpna procedura se ¢esto skracuje i meri se samo jedna jedina vrednost
u razli¢ito vreme, npr. 5 minuta se meri. Red reakcije se meri iz nagiba linije izmedu slepe
probe u tacki t=0i u odredenom vremenu, pod pretpostavkom da merenje lezi unutar line-
arnog opsega krive napredovanja (merenje u jednoj tacki). Takav postupak je neprikladan za
studije enzimske kinetike, ne samo zbog velikih gre$aka pojedinaénih merenja, veé i zbog
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toga Sto je trajanje linearnog stacionarnog opsega ograniceno i zavisi od vise faktora, pose-
bno od koncentracije enzima i supstrata. Cak 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 ogranicavajuce uslove.?10.913918924-926,941,942,944,945

Upareni testovi se ¢esto primenjuju da bi se dobile dostupne enzimske reakcije koje
je inace tesko otkriti. Test reakcija je povezana sa reakcijom koja se kontinuirano moze de-
tektovati, kao sto je NADH-zavisna dehidrogenaza, pri ¢emu proizvod jedne reakcije sluzi
kao supstrat za drugu. Za ispitivanje enzimske kinetike, ovo je takode problematican prin-
cip. Mora se obezbediti da pod svim uslovima brzina test reakcije, a ne reakcije detekcije
vezivanja, ostane ogranic¢avajuca brzina. Ovo se obi¢no obezbeduje viskom enzima za de-
tekciju u odnosu na test enzim. Medutim, variranjem razli¢itih parametara tokom ispitiva-
nja kinetike enzima, uslovi se mogu promeniti u korist aktivnosti test enzima.

Posto je Mihaelis-Menten jednacina izvedena za uslov d[EA]/dt=0, ona je striktno va-
7e¢a samo u okviru linearnog dela stacionarnog stanja. Sto je bolje ispunjen uslov [EJo<{A]o,
ovaj deo je izrazeniji. Zbog toga, sa zasi¢uju¢im koli¢inama supstrata, linearne krive brzine
reakcije se lako detektuju. Sa smanjenjem koncentracije supstrata, medutim, faza stabilnog
stanja postaje sve kraca, a posebno ispod vrednosti K;; linearnost je tesko uociti, ponekad
potpuno nestaje. U takvim slucajevima, tangenta je poravnata sa krivom na t=0 da bi se
odredila , pocetna brzina”, pod pretpostavkom da faza stacionarnog stanja postoji barem na
pocetku reakcije, ¢ak i ako nijedan linearni deo krive brzine reakcije ne moze biti viden (tan-
gentna metoda). Prednost ove metode je u tome sto se uticaji nastalog proizvoda, kao $to su
inhibicija proizvoda i reverzibilna reakcija, mogu zanemariti. Problem nije samo u pitanju
da li se jednacina stacionarnog stanja moze smatrati validnom za ovo nelinearno pocetno
podrucdje. Enzimska reakcija pocinje upravo u trenutku kada se dodaju sve komponente
testa, vec joj je potrebno odredeno vreme, najmanje nekoliko sekundi, za me$anje, pokreta-
nje instrumenta i registraciju. Stoga, stvarno izmerena brzina nije stvarna pocetna brzina
(slika 37a).

Za linearnu progresiju pri visokim i srednjim koncentracijama supstrata, ovo nije
problem, ali sa nelinearnom krivom brzina reakcije ¢e biti potcenjena. Sto su pocetne kon-
centracije supstrata niZe, to je potcenjivanje vece. Pod takvim uslovima dobijaju se sigmo-
idne umesto hiperboli¢nih krivih (slika 37b).

U principu, smanjenje koli¢ine enzima u testu poboljsava uslove stacionarnog stanja.
Vremenska progresija, a time i linearna oblast, postaje produZena, ali na rac¢un brzine reak-
cije. Ovaj efekat se moze nadoknaditi povec¢anjem osetljivosti metode; sve dok je to moguce,
brzina ne pada ispod nivoa detekcije. Za takve slucajeve, graficke metode mogu proceniti
brzinu reakcije pod nepovoljnim uslovima. Pre diskusije o ovoj temi, mora se pomenuti o-
¢igledna kontradikcija. Mihaelis—-Menten jednacina je izvedena uz pretpostavku stacionar-
nog stanja d[EA]/dt=0, nezavisno od koncentracije supstrata. Prema tome, jednacina treba
da vazi sve dok vazi uslov [EJo<<[A]o. Ovaj uslov se ¢esto pogresno tumaci, u smislu da
enzim mora biti zasi¢en da bi se garantovao visak supstrata, te stoga se linearnost krivih
brzina reakcije moZe ocekivati samo pri zasi¢enju supstrata. Ovo glediste zanemaruje ¢inje-
nicu da viSak supstrata ne znaci automatski zasicenje enzima. U stvari, stepen zasic¢enja za-
visi od konstante ravnoteze. Npr. za koncentraciju enzima od [E]p=10- M, koncentracija
supstrata od 10-¢ M znaci 1000 Suta vedi visak. Ako je Ki»=10-5 M, koli¢ina kompleksa enzim-
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supstrat prema Kqs=[A][E]/[EA] bi¢e [EA]=10710. Jako je veliki viSak supstrata, enzim je zasi-
éen samo za 10%.910,913,918,924-926,941,942,944,945

(a) Reakciona kriva (b)
Tangenta pri t=0
Tangenta nakon
mrivog vremena
Pravo wi
odredeno
5 Pri f=0‘ .
e =
=
d
=
)
=
+—— v odredeno nakon
mrivog vremena
B 0 Vremenska osa [A]
Pocetak Poéetak
reakcije detekcije

Slika 37. Odredivanje pocetnog reda reakcije metodom tangente: (a) tangente su
uskladene sa krivim brzine reakcije (plava) koje se prate sa razli¢itim koncentracijama
supstrata od zasic¢enja (gornja leva kriva) do niskih koncentracija (donje krive). Zelene

tangente su poravnate sa krivim brzine reakcije na t=0, dajuci pravu pocetnu brzinu v;, a
crvene tangente su poravnate sa opsegom koji se moze detektovati na krivi brzine reakcije
neposredno nakon mrtvog vremena; (b) krive zasi¢enja dobijene za oba slucaja®?

I.4.4 Reverzibilne enzimske reakcije
1.4.4.1 Jednacina brzine za reverzibilne enzimske reakcije

Mihaelis-Menten jednacina je izvedena za ireverzibilnu enzimsku reakciju, gde se
supstrati pretvaraju u proizvode, ali se proizvodi ne mogu pretvoriti u supstrate. Iako se u
termodinamickom smislu svaka reakcija mora smatrati reverzibilnom, za veliki broj enzim-
skih reakcija povratna reakcija je u velikoj meri nepovoljna zbog energetske barijere, kao sto
su fosfataze, peptidaze i invertaza, koja je sluzila kao model za Mihaelis-Menten jednacina.
U takvim sluc¢ajevima, radi jednostavnosti, reakcija se moze uzeti kao kvazi-ireverzibilna,
ali ve¢ina enzimskih reakcija, kao $to su izomeraze, dehidrogenaze ili transaminaze, su pot-
puno reverzibilne. Supstrati se ne¢e potpuno pretvoriti u proizvod, veé sistem teZi ka stanje
ravnoteZe. Isto vaZi i za proizvod, tako da se reakcija moZze zapoceti ili sa supstratom ili sa
proizvodom; u oba slucaja ¢e se postici isto stanje ravnoteZe. Mihaelis-Menten jednacina ¢e
imati ogranic¢enu vrednost ako je ograni¢ena samo na nepovratne reakcije.42

Sledeca Sema pokazuje najjednostavniji oblik reverzibilne enzimske reakcije:
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k4 k,
E+A+=EA = E+P (59)
k., k_,
U poredenju sa izvodenjem Mihaelis-Menten jednacine za ireverzibilnu reakciju, di-
ferencijalne jednacine za E, EA i izraz za brzinu v moraju biti modifikovani:

T8 = —(k_y + ky)[EA] — (k4[A] + k_,[P]E] (60)
T = —(k_y + ko) [EA] + (K [A] + k5 [P])[E] (61)
% = ky[EA]—k_,[P][E] = v (62)

Iz prethodnih jednacina, [E] i [EA] se mogu izracunati primenom odnosa za ukupnu
koli¢inu enzima [E]o=[E]+[EA]:

(k_1+k2)[Elo
El =
L] k1[A]+k_2[P]+(k_1+k2) (63)
_ (kq1[A]+k_[P])[E]o
EA] = A kol g i) ¢4
Zamena u jednacinu. (62) daje jednacinu stope u smislu konstante brzine:
p = UakalAl+(k_1k3[P])[Elo (65)

k1[A]+k_2[P]+(k_1+k>)

Posto je konstante brzine tesko odrediti, prethodna jednacina se pretvara u oblik ki-

neti¢kih konstanti mnozenjem brojioca i imenioca sa (k-1+k2)/kik-2. Kima i V1 su Mihaelisova

konstanta i maksimalna brzina za prednju reakciju, a Kp i V> odgovarajuée konstante za
povratnu reakciju:

__k_1+k2.

k_1+k;
Kona = e’ =
1

Kmp == V1= ka[E]o; V2 = k_4[E]o;
KmpV1[A]-KinaV2[P]
KmpKma+KmplA]+KmalP]
Ako se [P] ili [A] uzme kao nula, jednacina (66) se svodi na Mihaelis-Menten jedna-
¢inu za prednju ili zadnju reakciju, respektivno:
_ W4 _  Va[P]
T Kmat[Al” "% T Kpp+[P]
Ovo pokazuje da je Mihaelis-Menten jednacina vaZeca ¢ak i u prisustvu reverzibilne
reakcije, sve dok je proizvod zanemarljiv. Medutim, u toku reakcije, koncentracija proiz-
voda stalno raste, a povratna reakcija koja pocinje u velikoj meri uti¢e na brzinu reakcije.

v=v1—v2 == (66)

(67)

Dakle, pocetni nagib krive za brzinu reakcije ¢e biti isti kao i za ireverzibilnu reakciju, sve
dok se [P] moze smatrati nulom. Medutim, u poredenju sa originalnom Mihaelis-Menten
jednac¢inom, kriva brzine reakcije ¢e ranije odstupiti od linearnosti (uslovi nultog reda), kada
se [P] akumulira u koli¢ini dovoljno visokoj da podrzi povratnu reakciju.%4?

Ovo pokazuje, s jedne strane, univerzalnost Mihaelis-Menten jednacine, koja je pri-
menljiva ¢ak i za reverzibilne reakcije; s druge strane, njegov opseg validnosti je ogranicen
na uzi vremenski period za [P]~0. Prema tome, studije enzimske kinetike moraju se striktno
koncentrisati na pocetne brzine krive u trenutku t.

Isto razmatranje vazi i za povratnu reakciju kada se pocinje sa proizvodom, koji sada
deluje kao supstrat. I u ovom slucaju, koncentracija supstrata mora biti nula na #p. Na ovaj
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nacin, reverzibilna reakcija koja postuje jednacinu (66) moZe se analizirati i sa strane sup-
strata i sa strane proizvoda, primenom jednostavne Mihaelis-Menten jednacine i cetiri ki-
neticke konstante Kiua, Kinp, V11 V2, a sa njihovim znanjem, mogu se odrediti i ¢etiri kon-

stante brzine:
V14V, . Y2 "1, — .
key = KmalElo’ k-1 [Elo’ kz [Elo’ k2 KmplElo’ (68)

Dakle, pocetne stope reakcija napred i nazad pruzaju vredne informacije. Ali konti-

Vs, |74 Vi+V,

nuirano napredovanje povratne reakcije menja tok krivih napretka. Metode linearizacije
zasnovane na integrisanoj Mihaelis-Menten jednacini viSe ne daju prave linije. Za analizu
reverzibilnih reakcija, jednacina. (66) mora biti integrisana, dajuci odnos:

tn(1-4l0=14)
[Alo—[A] _ KmpV1—KmaV2  KmpKma (1 (V1+V2)[A]o ) . [Ple
K

B mpPV1—KmaV2 t

Prave linije se sada dobijaju i za reverzibilne reakcije, ako se ([AJo—[A])/t ucrta u od-

nosu na In{1-([A]Jo—[A])/[P].}/t. Ovaj tretman, medutim, zahteva poznavanje [P]., koncentra-
cije proizvoda u ravnotezi reakcije. Ako su [P]. ili V> nepoznati, Kma i V1 se mogu dobiti iz
pocetne oblasti ([P]=0) crtanjem ([AJo—[A])/t u odnosu na In([A]y/[A])/t pri razli¢itim [A]o
vrednostima, a Kinpi V2 se dobijaju na sli¢an nacin iz povratne reakcije. Ovaj pristup, medu-

(69)

t KmP_KmA KmP_KmA

tim, li¢i na uobicajeni metod odredivanja pocetnih brzina pri razli¢itim koncentracijama
supstrata, bez primene integrisane Mihaelis-Menten jednacine.?*2

1.4.4.2 Inhibicija proizvodom reakcije

Obavezna posledica reverzibilnosti je inhibicija enzima proizvodom reakcije. Prvo-
bitno izvodenje Mihaelis-Menten jednacine za ireverzibilnu reakciju pretpostavlja samo
ravnotezu vezivanja za supstrat. Medutim, formirani proizvod je takode vezan za enzim,
¢ak 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 oc¢ekivati inhibicija proizvoda.
Samo u slucaju slabog vezivanja proizvoda, inhibicija moZze biti slaba. U toku reakcije, inhi-
bitorni efekat nije konstantan, ve¢ se povecava na isti na¢in kako nastaje proizvod. Da bi se
analizirala ova inhibicija, proizvod se dodaje u odredenoj koncentraciji [P] pre nego sto re-
akcija po¢ne dodavanjem supstrata. Pod pretpostavkom da je povratna reakcija zanemar-
ljiva, V2=k-1[E]o=0, iz istog razloga Mihaelisova konstanta proizvoda Kp se svodi na kon-
stantu vezivanja Kp=kz/k-2, koja tada ima znacaj inhibicione konstante:

KpV4[A] _ V1[A]
KpKina+Kp[A]+KmalP] KmA(1+%>+[A]

v= (70)

Reciproéni oblik jednacine je:

P
L1 KmA<1+%>+[A]

(71)

v 7 V4[A]
Za svaku koncentraciju proizvoda dobija se prava linija u dvostruko recipro¢nom
dijagramu (slika 38).
Prave imaju zajednic¢ki presek ordinate na 1/V i sastaju se sa apscisom na
—1/Kua(1+[P]/Kp). Kina sledi iz preseka apscise u odsustvu proizvoda, a Kp se moze izracu-
nati. Zajednicki presek ordinate ukazuje da se maksimalna brzina V ne¢e promeniti ovom
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inhibicijom. Pri beskona¢noj koncentraciji, supstrat potpuno zamenjuje proizvod vezivanja
za enzim i elimini$e njegov inhibitorni efekat. Ovo je kompetetivna inhibicija proizvoda, gde se
proizvod takmici za mesto vezivanja supstrata u katalitickom centru.?46-948

Kao aproksimacija za izvodenje jednacine za inhibiciju proizvoda, pretpostavlja se da
¢e koncentracija proizvoda ostati konstantna, barem tokom kratkog vremena odredivanja
pocetne brzine. Medutim, ova pretpostavka ne vazi za celu reakciju, tokom koje se proizvod
neprekidno povecava. Zbog toga se krive brzine reakcije ne mogu lako proceniti ili lineari-
zovati, primenom integrisane Mihaelis—-Menten jednacine. Posto je svaka enzimska reakcija

podlozna inhibiciji proizvodom, ove procene se mogu koristiti samo ako je efekat veoma

o/

slab.

el

[P]=0

—1/Kn(1+[PVK,)

0 1/[A]

Slika 38. Kompetitivna inhibicija proizvoda na dvostruko recipro¢nom dijagramu.
Prikazan je nacin odredivanja kineti¢ke konstante®?2

Za opétiji tretman, mora se uzeti u obzir inhibicija proizvoda:?32

[4]
[Alo-[4] _ _KpV__ Kma(Kp+lale) P[]

t "~ Kp—Kma Kp—Kma t

Za razlic¢ite poc¢etne koncentracije [A]o, dobija se obrazac pravih linija sa zajedni¢kim

presekom ordinate za +V/(1- Kiua/Kp), kada se ([A]o—[A])/t ucrtava u odnosu na In([A]o/[A])/t.
Nagibi linija su negativni za KnA<Kp i pozitivni za Kyna>Kp i za Kina=Kp (slika 39).

(72)

Ove prave grade pravi ugao sa apscisom. Pocetne linije sa nagibom odgovarajuce
pocetne koncentracije supstrata [A]o presecaju prave linije za brzinu reakcije u koordinati
vo, pri realnoj pocetnoj brzini za t=0. Preseci izvornih linija sa linijama napretka leZe na pra-
voj liniji, kao $to je prikazano na slici 39, sto predstavlja idealnu krivu napredovanja u
odsustvu inhibicije proizvoda. Njen nagib je Kiua, presek ordinate V, a presek apscise V/ Kina.
Poznavajuéi ove konstante, Kp se moze izrac¢unati. Vrednost nagiba pojedina¢nih krivih
brzina reakcija je Kma(Kp+[A]o)/(Kp—Kma) prema prethodnoj jednacini. Ponovnim iscrtava-
njem nagiba prema [A]o, presek apscise je —Kp.946-948
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Kompetetivna inhibicija proizvoda je najcesci tip inhibicije proizvoda, ali proizvod ta-
kode mozZe uticati na reakcije enzima na druge nacine. U reakcijama sa vise od jednog sup-
strata, proizvod ¢e zameniti samo supstrat iz kojeg je direktno izasao, ali ne i kosupstrat. U
takvim slucajevima mogu da deluju druge vrste inhibicije, nekompetitivna i akompetitivna
inhibicija proizvoda.946-948

Inhibiciju proizvoda ne treba mesati sa inhibicijom povratnim proizvodom ili kraj-
njim proizvodom. Ovo je opsti princip regulacije metaboli¢kih puteva. Konac¢ni proizvod
lanca inhibira aktivnost prvog enzima i iskljucuje ceo put da bi se sprecilo nakupljanje me-
duproizvoda. Istaknuti primer je aspartat transkarbamoilaza. Ovaj inicijatorski enzim bio-
sintetskog puta pirimidina je inhibiran krajnjim proizvodom CTP. Zbog visestrukih koraka
lanca, krajnji proizvod se sustinski razlikuje od supstrata ili proizvoda prvog enzima i kata-
liticki centar ga nece prepoznati. Dakle, enzim poseduje odvojeno alostericno regulatorno
mesto, koje je specificno za inhibitor povratnog proizvoda. Vezivanje inhibitora za ovo
mesto uti¢e indirektno, npr. promenom konformacije, na kataliticki centar.%46-948

([Alo—[AD/

1/ 7 i
RN

In ([Alo/[AD/t

Slika 39. Evaluacija krive brzine reakcije pri inhibiciji proizvoda sa integrisanom
Mihaelis-Menten jednac¢inom po metodi Fostera (Foster) i Niemana (Niemann)?32

1.4.5 Inhibicija enzima i srodni mehanizmi
1.4.5.1.1.1 Analozi prelaznog stanja

U toku katalitickog mehanizma, supstrat prolazi kroz prelazno stanje, gde je veoma
¢vrsto vezan. Intenzivno reaguje sa grupama katalitickog 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 oponagaju prelazno stanje, vezuju se izuzetno ¢vrsto. Cak i ako vezivanje nije
kovalentno, analog ostaje ¢vrsto vezan i ne moze se lako ukloniti metodama separacije kao
Sto su dijaliza ili gel filtracija.??
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II.

III.

1.4.5.2 Povratna inhibicija
1.4.5.2.1 Opste jednacine reda

Za inhibitor povratne reakcije vezivanja postoje razli¢ite mogucnosti interakcije i
prema tome, razli¢iti mehanizmi inhibicije. Za svaki mehanizam moZze se izvesti posebna
jednacina u skladu sa opstim pravilima za jednacine u stacionarnom stanju kako bi se opi-
sala zavisnost brzine enzima na supstrata i inhibitora, slicno kako je ve¢ prikazana za jed-
nostavnu i reverzibilnu Mihaelis-Menten jednacinu (jednacine (41) i (66)). Ovde se koristi
alternativni pristup. Definisan je opsti mehanizam inhibicije, ukljuc¢ujudi sve bitne tipove
inhibicije. Za ovo je izvedena opsta jednacina brzine, koja obuhvata sve specijalne jednacine
brzine pojedina¢nih mehanizama inhibicije. Posebne jednacine brzine odgovaraju¢ih meha-
nizama dobijaju se pojednostavljivanjem opste Seme. Napravljene su sledece pretpostavke:

Inhibitor se vezuje za enzim formirajuci EI (enzim-inhibitor) kompleks.

Inhibitor se takode moZe vezati za kompleks enzim-supstrat, formirajuc¢i EAI (enzim-
supstrat-inhibitor) kompleks.

EAI kompleks moze biti neaktivan ili aktivan?2934,948,949

Moze 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 - moze, ali ne mora biti u katalitickom centru. Isto vazi i za uticaj inhi-
bitora na aktivnost enzima. Moze delovati direktnom interakcijom ili biti posredovana
preko konformacionih promena. Ovaj opsti mehanizam se moze formulisati sledec¢om Se-
mom reakcije:

kl
—b

E+A 'Tl EA —>» E+P

+ +
I I
ks ['{ 3 k;J\kd‘
El+ A ‘::" EAl N6, El.p
=5

Sema 3. Povratna inhibicija enzima®?

Mehanizam reakcije sadrzi dve konstante brzine, k» za neinhibiranu reakciju i ks za
EAI kompleks, i po dve konstante disocijacije za supstrat A i inhibitor I:

K, =kt AL ks (B0 ks [0 ks (AN
A7 g, [EA] * AU T g [EAIl * 70 7 kg [EIl * W T g, [EAI
Povezuju ih odnos
Xa = Mic (74)
Kai  Kiy
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tako da se ¢etvrta konstanta moZze izra¢unati ako su poznate tri.

Diferencijalne jednacine za slobodni enzim i za kompleks enzim-supstrat mogu se
uzeti kao nula, pod pretpostavkom stacionarnog stanja:

U] — _(k_y + kp)[EA] — (y[A] + Ks[IDIE] + k_3[ET] =0 (75)

dt
T = —(k_y + Ky + k) [EA] + Ky [E][A] + k_4[EAI] =0 (76)
Jednacina za brzinu reakcije v je:
v =220 = g, [EA] + k[EAI (77)

Ukupna koli¢ina enzima je zbir svih mogucih formi enzima, pri ¢emu se termini za kom-
plekse enzim-inhibitor mogu zameniti konstantama inhibicije:

(Elo = [E] + [EA] + [EI] + [EAI = [E] + [EA] + 2 4 B 7g)
Iz ovoga se dobija izraz za [EJ:
[Elo-[EA]( 1+
[E] — 1+é Klu) (79)
Kic
U jednacini (75), [El] se zamenjuje sa Kic=k-3/k3:
—(k1[A] + k3 [ID[E]+(k_1 + k2)[EA] + k3[E][1] = O (80)
—k+[A][E]+(k_q + k2)[EA] = 0 (81)
i [E] se uklanja koris¢enjem jednacine:
(1]
ey rhpiea) _ [Elo—(EAI(1456)
Al 1L (52
ic
Ovo daje termin za [EA], postavljajuci Ki=(k-1t+k2)/k1:
[EA] = o ©3)

ST (P

lu
Zamenom ovog ¢lana u jednacinu brzine reakcije (77), primenom Vi=kz[EJo, V2=ks[E]o i za-
menom [EAI] sa Kiy,, sledi:

v=(ky + "6“]) [EA] (84)

lu

(vi+ D) 1a
v =
K (1+ﬂ> ( [’])[A]

Ovo je jednacina brzine reakcije za opstu Semu inhibicije. To je takode jednacina za poseban
mehanizam inhibicije, parcijalno nekompetitivnu inhibiciju.

(85)

Na prvoj tacki grananja reverzibilne inhibicije, mora se odluciti da li je enzim jos 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
(ke~V2=0) i oznacava 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-
zujuce forme enzima, odgovarajuce konstante vezivanja (inhibicije) se smatraju
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beskona¢nim. U slucaju parcijalnih inhibicija, odnosi k2 prema ks i Vi prema V2, mogu da
Variraju.902,934,948,949

Slika 40 daje pregled svih bitnih tipova reverzibilnih inhibicija uklju¢enih u ovu
Semu.

Inhibicija enzima

_— |

E+l— EI E+I=—EI
4

I=A

l

Inhibicija
supsiratom

Slika 40. Pregled osnovnih reverzibilnih mehanizama inhibicije enzima®?

1.4.5.2.2 Nekompetitivna inhibicija i graficko predstavljanje podataka

Ako je EAI neaktivan kompleks, onda ks odnosno V,=0, reakciona $ema 3 se svodi

na:
ky k
Bik = EA g EiP
=1
- -
I I

kaj[k_s ) k4“k_4

EI+A =——  EAI
k_s

Sema 4. Nekompetitivna inhibicija%2
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ijednacina (38) je pojednostavljena (Vi=V):
V[A]

v = (86)
Km(1+I£Li]c>+(1+I£—’i]u)[A]
Reciproc¢ni oblik za Linviver-Burk grafik je
n 1
v V[A] Vv
Transformacija prema Hanesovom zapletu:
7] 7]
w — Km(1+Kic) + [A](1+Klu> (88)
v 4 |4
i grafik Edi-Hofstija:
m
v=—r— Km(l;;(“) o (89)
L - L (4]

Ovaj opsti oblik potpune inhibicije se naziva nekompetitivna. Inhibitor uti¢e na pri-
vidnu Mihaelisovu konstantu i maksimalnu brzinu.902919,920,933-935948,950,951

Nekompetitivna inhibicija je najvaznija inhibicija za regulaciju celijskog metaboli-
zma. Na aktivnost enzima mogu uticati metaboliti bez ikakve analogije sa supstratom, kao
u slucaju inhibicije krajnjeg proizvoda i inhibicije sa alosteri¢nim enzimima. Zbog koopera-
tivnih efekata, ovi enzimi ¢esto pokazuju sigmoidne krive zasi¢enja, koje se ne mogu linea-
rizovati konvencionalnim dijagramima. Ovo komplikuje analizu, izgled linija za identifika-
ciju odgovarajuceg mehanizma, odnosno spojeni odsecci se moraju izvesti ekstrapolacijom
na beskonac¢nu koncentraciju supstrata. Obi¢no se nekonkurentna inhibicija javlja sa vises-
trukim reakcijama supstrata. Analog jednog supstrata ¢e delovati i inhibirati reakciju tako
Sto ce istisnuti samo ovaj supstrat sa njegovog mesta vezivanja. Medutim, on ne moZe da
zameni kosubstrat, koji se jo§ uvek moZe vezati za enzim, ali sa neaktivnim analogom veza-
nim za prvo mesto supstrata, reakcija ne moze da se nastavi. Dakle, analog ¢e biti nekom-
petitivni inhibitor u odnosu na kosubstrat. Sli¢na situacija se javlja sa inhibicijom proizvoda,
gde se konkurencija obi¢no 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-
varajucih visesupstratnih mehanizama.®?

Razli¢iti tipovi inhibicije, kao §to je nekompetitivna inhibicija, mogu se identifikovati
eksperimentalnim pristupom, gde se najpre odreduju brzine reakcije pri razli¢itim koncen-
tracijama supstrata. 1z ove serije testova ¢e se dobiti K»i V prema Mihaelis-Menten jedna-
¢ini. U drugoj seriji, enzim se testira sa istim koncentracijama supstrata, ali sada u prisustvu
konstantne koli¢ine inhibitora. Jo$ dve ili tri serije se izvode na isti nac¢in, menjajuci samo
koncentraciju inhibitora, koja se uvek mora odrzavati konstantnom unutar iste serije
testova. Koncentracije supstrata i inhibitora variraju oko odgovarajuc¢e Mihaelisove i inhibi-
cione konstante (preko 10 puta slabija). Za normalan mehanizam inhibicije, svaka serija
testova daje hiperboli¢nu krivu crtanjem brzine u odnosu na koncentraciju supstrata (slika
41a). U prisustvu inhibitora, krive ¢e postati ravnije, a ¢ak i pri visokim koncentracijama
supstrata nece se dosti¢i nivo maksimalne brzine neinhibirane krive. Odnos izmedu razlici-
tih krivih postaje jasniji u linearnim dijagramima. Linearnost je o¢uvana u prisustvu
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inhibitora. Zajednicki presek levo od ordinate u dvostrukom recipro¢nom dijagramu uka-
zuje na nekompetitivnu inhibiciju. Linije se razlikuju po nagibu i preseku ordinate, jer inhi-
bitor utice i na prividnu Mihaelisovu konstantu i na maksimalnu brzinu (slika 41b).

F 4
nagib=

Kl 1+{IVK IV

- ';.'.':;:;:.:.';': [I]é
e () ey >
> e Iﬁ::i;'li/z'ﬂ’i" SRS : = / /[l]:O
Koy

0 (A]

nagib = /
{"K?'*KJMNW
(Al

Z

n

(e)

Slika 41. Nekompetitivna inhibicija prezentovana razli¢itim 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). Odredivanja kineti¢kih
konstanti su naznacena®?
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Relativni poloZaj zajedni¢kog preseka linija daje dodatne informacije o mehanizmu.
Ako je Ki=Kiu (u ovom slucaju i Ka=Ka;), inhibitor se vezuje sa jednakim afinitetom i za
slobodni enzim i za kompleks enzim-supstrat, odnosno, vezivanje supstrata ne uti¢e na ve-
zivanje inhibitora i obrnuto. Vezivanje inhibitora nece uticati na vezivanje supstrata. U o-
vom slucaju, sve prave se sastaju u jednoj tacki direktno na apscisi, a K se u ovom mehani-
zmu ne menja. Za Ki<Ki,, zajednicki presek se nalazi iznad apscise. U ovom slucaju koji se
¢esto javlja, inhibitor se vezuje sa veéim afinitetom za slobodni enzim nego za kompleks
enzim-supstrat. Ve¢ vezani supstrat ometa vezivanje inhibitora, npr. sternom ili elektrosta-
tickom smetnjom. Shodno tome, na vezivanje supstrata ¢e takode uticati na sli¢an nacin ve¢
vezani inhibitor (Ka<Ka;). Redi su slucajevi u kojima ve¢ vezani supstrat ili inhibitor olak-
Sava vezivanje odgovarajuéeg drugog jedinjenja, Kic>Ki, i Ka>Kai. Presek prave linije se sada
nalazi ispod apscise.902.919,920,933-935,948,950,951

Za tri slucaja nekompetitivne inhibicije koriste se razli¢iti termini. Potpuno nezavisno
vezivanje supstrata i inhibitora sa zajedni¢kim apscisnim presekom oznacava se kao cista
nekompetitivna inhibicija, dok se drugi slucajevi ¢esto nazivaju mesanom inhibicijom, jer se oba
mogu smatrati mesavinom izmedu dva razlic¢ita tipa inhibicije. Slucaj sa presekom iznad
apscise usmerava ka (ili je ,,pomesan sa’’) konkurentskoj inhibiciji, koju karakterise zajed-
nicki ordinatni presek, dok se sluc¢aj sa presekom ispod apscise priblizava paralelnim lini-
jama nekonkurentne inhibicije. Medutim, ova oznaka je opravdana samo grafickim prika-
zima. Sa mehanicke tacke gledista, sva tri slucaja su stvarne nekonkurentne inhibicije koje
se povinuju mehanizmu reakcije prema jednacini (87), a ne mesavine razli¢itih tipova inhi-
bicije.902.919,920933-935 948,950,951

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<Ki, nalazi se u gornjem levom uglu, dok za Ki>Ki, u
donjem desnom kvadrantu, a Ki=Ki, daje paralelne linije. Pored identifikacije odgovarajucih
mehanizama inhibicije, linearni dijagrami su korisni za odredivanje kineti¢kih konstanti. K,
i V se mogu dobiti direktno iz neinhibiranih reakcija, a konstante inhibicije su uklju¢ene u
bilo koju promenu linija zavisnu od inhibitora.

Prema jednacini (87) Kic ulazi u nagib, a Kix u presek ordinate dvostrukog recipro¢nog
dijagrama. Sli¢ni odnosi vaZe i za ostale dijagrame (jednacine (87)-(89)). Sekundarni grafici
(replotovi) se preporuc¢uju kao pogodan postupak ne samo za graficko odredivanje kon-
stanti, ve¢ oni takode sluZe kao dodatna potvrda mehanizma inhibicije. U nastavku je ovo
prikazano za dvostruko recipro¢ni dijagram, ali sli¢cne procedure se mogu izvesti sa drugim
metodama linearizacije. Odgovarajuce 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. Delimi¢ne inhibicije pokazuju nelinearne zavisnosti tako da se
mogu razlikovati oba ova reverzibilna tipa inhibicije.

Izraz za nagib S u jednacini (87) za Lineweaver-Burk dijagram je

_ Km | [Km
SL="7+ 5 (112)

a za ordinatni presek Or
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_ 1 10
Or_v+mm

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 —Kiy, respektivno (slika 42).

(113)

Nagib
Odseéak ordinate

1V

X

_j{lc/ KV

(a) . (b) .

Slika 42. Sekundarni grafici nagiba (a) i odsecka ordinate (b) na Linviver-Burkovim
dijagramima za nekompetitivnu inhibiciju®0?

Direktni linearni grafik je alternativna prezentacija kineti¢kih podataka enzima, gde
je svaki par promenjivih nacrtan kao prava linija umesto tacke. Konstante se dobijaju iz za-
jedni¢kog preseka svih linija. Sli¢an obrazac se dobija u prisustvu inhibitora, samo se presek
krece, u pravcu karakteristi¢cnom za odgovarajuc¢i mehanizam inhibicije. Za nekompetitivnu
inhibiciju, on se krec¢e popre¢no nanize, kao sto je prikazano na slici 41e.

Transformacija jednacine (87):

1 1 Km mn (1 Km

v_V(1+MJ+V Qm+mmo (92)
otkriva linearnu zavisnost 1/v od [I]. Za ovaj dijagram, koji je predlozio Dikson, koncentra-
cija inhibitora varira pri nekoliko konstantnih koncentracija supstrata.®*® Ovaj dijagram ta-
kode sluzi za razlikovanje potpune i delimi¢ne inhibicije, pri ¢emu prva daje prave linije,
dok druga daje nelinearne zavisnosti. Za nekompetitivnu inhibiciju, linije se seku levo od
ordinate, za Ki<Ki, iznad, Kic>Ki, ispod, i Kic=Ki, na apscisi, sli¢cno kao dvostruko recipro¢na
dijagrama. X-koordinata preseka je Kic (slika 41f). Nedostatak ovog grafika je sto nekompe-
titivna (za slucaj Kic<Ki,) i kompetitivna inhibicija pokazuju isti oblik odsecka u drugom
kvadrantu i ne mogu se razlikovati.

Druga Diksonova metoda (1972), pogodna i za odredivanje Ky, zahteva samo zavi-
snost brzine reakcije od koncentracije inhibitora pri jednoj (zasi¢enju) koli¢ini supstrata %4
Za ovu proceduru mora biti poznat odgovarajuci tip inhibicije. V' je neinhibirana brzina
reakcije pri [I]=0 (nije identi¢na maksimalnoj brzini V pri beskona¢noj koncentraciji sup-
strata). Sa povec¢anjem inhibitora, aktivnost opada na hiperboli¢an nacin i ide ka baznoj liniji
pri potpunoj inhibiciji (slika 43a).
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Vezne linije su povucene izmedu V' i ta¢aka 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
slucaju nekompetitivne inhibicije, vrednost Ki, koja se odnosi na skalu koncentracije
apscise. Prava za n=1 jednaka je izvornoj tangenti na krivu. Ako se rastojanje za Ki. jos$ 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 slucaju, eksperi-
ment se mora izvesti pri razli¢itim koncentracijama supstrata. Iscrtavanje rastojanja u od-
nosu na kolic¢ine supstrata dovodi do prave linije koja preseca ordinatu ([A]=0) u Kic i apscisu
na K (slika 43b).902919,920933-935 948 950,951

N
I

|
K.r

——-3V/4.] e— K,
avis - | g
™ m

n=0 1 2 3 4 5 [A]
(a) U (b)

Slika 43. Diksonova metoda za odredivanje konstanti inhibicije i Mihaelisovih konstanti
(a); Sekundarni grafik prividnih K' vrednosti u odnosu na koncentracije supstrata (b)°02

Mehanizmi inhibicije se takode mogu analizirati primenom integrisane Mihaelis-
Menten jednacine. Za nekompetitivnu inhibiciju, integracija jednacine (86) daje:
ul
K, 1+—_ A v
U)oy gy, — g =

7] - ]
1+ (4] 1+
Kiy Kiy

(93)

Tri linearna oblika mogu se izvesti iz integrisane Mihaelis-Menten jednacine, takode
u prosirenom obliku jednacine (93). Ovde je predstavljen samo jedan od njih:

Km<1+IE,L_]) ln@

ic [4]
= : 94)
t I 0] : (
Lt Tt

[Alo—[4] _ V

Krive brzine reakcije sa jasno izraZenom pocetnom koncentracijom supstrata i razli-
¢itim koncentracijama inhibitora daju grupe pravih linija sa zajednickim presekom. Lokacija
preseka otkriva medusobnu vezu obe konstante inhibicije: u drugom kvadrantu za Kic<Kiy
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(slika 44a ), u Cetvrtom kvadrantu za Kic>Kiy, (slika 44c), i paralele za Ki=Ki, (slika 44). Vred-
nosti konstanti inhibicije mogu se dobiti iz sekundarnih dijagrama (slika 44d,e).?02

N
=
< Ul
L™ [1 9
) 0 0
| Al/TA]t
=) (b) n ([Alo/1AD (©)
._.'E Nagib = 1/K;,V '§ Nagib = K /K;cV
’;u / —:ﬂ: /
;K.u E/.‘_uv ;Kic gf*‘—"m’v
0 0

(d) M ©) (1]

Slika 44. Nekompetitivna inhibicija u linearizovanim dijagramima integrisane Mihaelis-
Menten jednacine. Gornji grafici pokazuju sli¢ne dijagrame za slucajeve (a) Kic<Kiu,; (b)
Kic=Kiu; (¢) Kic>Kiu; Donji grafici pokazuju sekundarne dijagrame recipro¢nih preseka
ordinate (d) i apscise (e) u odnosu na koncentraciju inhibitora®?

1.4.5.2.3 Kompetitivna inhibicija

Ovaj mehanizam inhibicije pretpostavlja da se inhibitor vezuje isklju¢ivo za slobodni
enzim. Reakciona Sema 4 za nekompetitivnu inhibiciju se smanjuje na odgovarajuci nacin:

. k,
E+A ~p— EA —=—> E&+P
1
+

I

[

El

Sema 5. Kompetitivna inhibicija%?2

i jednacina (89) se pojednostavljuje uzimanjem u obzir Kiy—oo, [I]/Kiu=0.
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Dakle, jednacina brzine reakcije za kompetitivnu inhibiciju sadrZi samo jednu konstantu
inhibicije, Kic:

V[A
v=—"4 95)
K"‘(1+K_ic>+[A]
Linearizacija jednacine (95) prema Linviver-Burku daje
Ul

1_1 + Km<1+K_ic) 96

v Vv VI[A] (96)
prema Hanesu

7]

) _ a1, K1)

=51 ” 97)
prema Edi-Hofstiju

—y— ﬂ) ”

v=V-Kn(1+ o) (98)
prema Diksonu

1_1 (g K UK,

v Vv (1 t [A]) t VK [A] (99)

Kao posledica mehanizma kompeticije, veliki visak supstrata pomera inhibitor sa
mesta vezivanja, pa se, prema tome, maksimalna brzina V definisana za [A]—o nece pro-
meniti. Nasuprot tome, velike koli¢ine inhibitora istiskuju supstrat. Ova karakteristika, pri-
metna na duplo-reciproénom dijagramu zajednickim presekom ordinate svih pravih linija
na 1/V (slika 45b), ukazuje na ovu vrstu inhibicije. Shodno tome, hiperbole u direktnom
dijagramu teZe ka istom nivou zasiéenja (slika 45a). Inhibicija uti¢e samo na prividnu Miha-
elisovu konstantu, i shodno tome, oni parametri koji sadrZe Ky, 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, moZe se dobiti
iz preseka apscise sekundarnog grafikona nagiba u odnosu na koncentraciju inhibitora
(slika 43a).902

Integrisana Mihaelis-Menten jednacina za kompetitivnu inhibiciju moZze se izvesti iz
jednacine (86) za nekompetitivnu inhibiciju bez obzira na termine koji sadrZe Kiy:

K,, (1 + ﬂ) ‘B (4], - [4] = vt (100)
Kic (4]

Prave linije sa zajedni¢kim presekom na V dobijaju se na linearnom dijagramu koji

postuje jednacinu (100):

[A]o—[A]

[Alp
In——
4 ) - (101)

=V—Kn(1+) —
Sekundarni dijagram nagiba ili recipro¢nih preseka apscise u odnosu na koncentracije inhi-
bitora daje —Kic iz preseka apscise (slika 45e).%92

Mehanizam kompetitivne inhibicije pretpostavlja alternativno vezivanje supstrata i
inhibitora, oba se ne mogu vezati istovremeno, ve¢ se takmice za isto mesto, obi¢no katali-
ticki centar. Proucavanje kompetitivne inhibicije sa razli¢itim analozima supstrata daje
vredne informacije o specifi¢nosti enzima. Kompetitivni inhibitori (antagonisti) sluze kao
ciljani blokatori enzimskih reakcija u terapiji. U regulaciji metabolizma, kompetitivna inhi-
bicija se javlja uglavnom kao inhibicija proizvoda. Ovo sprecava nakupljanje vecih koli¢ina
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proizvoda, ¢ak i u prisustvu viska supstrata. Iako se obi¢no pretpostavlja da kompetitivna
inhibicija zahteva strukturnu analogiju izmedu supstrata i inhibitora, ovaj tip inhibicije se
ponekad nalazi u o¢igledno nepovezanim jedinjenjima.%+

Kf

N E— Kic

(Al

(b)

Slika 45. Dixon-ova metoda za odredivanje konstanti inhibicije i Michaelis-ovih konstanti
(a); Sekundarni grafik prividnih K' vrednosti u odnosu na koncentracije supstrata (b) %02

Interakcija inhibitora sa regulatornim mestom povezanim sa striktnom prevencijom
vezivanja supstrata, izazvanom konformacionom promenom, takode se mozZe opisati ovim
mehanizmom, ali je to prili¢no retko. Konacno, delimicno kompetitivna inhibicija pokazuje isti
obrazac inhibicije u linearizovanim dijagramima kao prava kompetitivna inhibicija, iako je
zasnovana na potpuno drugacijem mehanizmu.%0?

1.4.5.2.4 Akompetitivna inhibicija

U ovom retkom tipu inhibicije, inhibitor se vezuje isklju¢ivo za kompleks enzim-sup-
strat. Ve¢ vezani supstrat je potreban da bi se zavrsilo mesto vezivanja za inhibitor:

k ks
E+A q—l‘—l EA —2» E4P
.+.
I
e
EAI

Sema 6. Akompetitivna inhibicija enzima
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Slika 46. Akompatitivna inhibicija predstavljena na razli¢itim graficima. (a) Direktan
dijagram, (b) Linviver-Burk dijagram, (c) Edi-Hofsti dijagram, (d) Hanesov dijagram, (e)
direktan linearni dijagram (f) Diksonov inhibicioni dijagram; Odredivanja kinetic¢kih
konstanti su naznac¢ena®?

U jednacini (89) za nekonkurentnu inhibiciju Kic—oo, [I]/Ki=0, Kiu ostaje kao pojedinacna
konstanta inhibicije:

V[A]
V= T (102)
K’"+(1+K_¢'u>[A]
Jednacina prema Linviver-Burku je
(7]
14—
1 _ Km Kiy
v VA + v (103)



prema Hanesu

Al Ky ()

> -y + > (104)

prema Edi-Hofstiju
4 K v
v= -0 — 105
1+I% 1+I£Li]u (4] (105)

prema Diksonu

1_1, Km) 11

vV (1 T [A]) T Yk (106)

U donjem opsegu supstrata, primecuje se hiperboli¢an rast na slican nacin kako u
odsustvu tako i u prisustvu inhibitora, a pri vis§im koncentracijama, krive se kre¢u ka razli-
¢itim vrednostima zasicenja (slika 46a).

Dvostruko reciproé¢ni i Diksonov dijagram daju paralele (slika 46b,f), Edi-Hofsti di-
jagram ima zajednicki odsecak apscise (slika 46c), a zajednicki presek ordinate se pojavljuje
na Hanesovom dijagramu (slika 46d). Konstanta akompetitivne inhibicije Ki, se dobija iz
sekundarnog dijagrama ordinatnih preseka (slika 42b) . U direktnom linearnom dijagramu,
preseci teze pravo nadole (slika 46e).

Integrisana Mihaelis-Menten jednacina za ovaj tip inhibicije je

Km [A]o . _
Py InT +14]o — [A] = L (107)
i linearizovano
K ln%
[Alo—[A] _ V mt
c T k) 1)
Kiy Kiy

Dobija se zajednicki presek apscise. Sekundarni grafik recipro¢nih ordinatnih odse-
¢aka u odnosu na koncentracije inhibitora daje —Ki, kao presek apscise (slika 44d).%02

1.4.5.3 Parcijalne inhibicije
1.4.5.3.1 Parcijalno nekompetitivna inhibicija

Parcijalne inhibicije karakteriSe jos uvek aktivan EAI kompleks. Njegova aktivnost
moZe biti ili nepromenjena u odnosu na EA kompleks, ili moze biti promenjena na negati-
van ili pozitivan nacin. Dakle, za razliku od potpunih inhibicija, moZe do¢i i do aktivacije.
Reakciona Sema (Sema 4) i jednacina brzine za ovu vrstu inhibicije su ve¢ predstavljene.
Linviver-Burk jednacina:

] ]
( 1+ Kiu>[ ] 1+ Kiy

Hanesova jednacina:
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= + ' (110)
Voll] Voll]
v Vi+ Kziu Vi+ I?iu
Edi-Hofsti jednacina:
Vol g
— v +Kiu Km(1+Kic) v

Ve 1+ [ (111)

Kiy Kiy

Linearne zavisnosti se takode primecuju u sva tri dijagrama za delimic¢ne inhibicije,
a relativni poloZzaji pravih linija su ¢esto sli¢ni odgovaraju¢im tipovima potpune inhibicije.
Medutim, postoji veci izbor obrazaca krive, posto se pored konstanti inhibicije moZe pro-
meniti i konstanta brzine obrtanja ks 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).

Kie < Ky
Vy = Vo
/f’—/_—-ﬁ_

]

W
Odselfak  Nagib

v

Odsefak  Nagib
|
T
Y

=0

o 1/1A] o 1/A]

K. > K,

v

(Odsefak  Nagib

|

|

T

ci

1l

Odsetak  Nagib

|

\=
n\

-r'"_'-.-r.-'-
o m == (] 0] —
i —
..—-"*""—'f— — _____,—_-’_.:—-_f—""(_——f__-r
/ #:.___'_F.__,'__.____—'ﬁ'_—'—"'_'_
0 0
(c) 1A () 1Al
K. = K5, K = Ky
Vy < Va vV, > Vo
[A]
= ¥ml = \
)
— kY
o [l o )]
() (e)

Slika 47. Parcijalno nekompetitivna inhibicija u dvostruko recipro¢nim (a-d) i Diksonovim
(ef) dijagramima pri razli¢itim kombinacijama inhibicionih konstanti i maksimalne brzine
reakcije V11 V2. Umeci pokazuju sekundarne dijagrame nagiba i odsecka ordinate
postavljene u odnosu na koncentraciju inhibitora®?
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Moguca lokacija zajedni¢kog preseka u prvom kvadrantu dvostruke reciproc¢ne gra-
fike je izuzetna (slika 47b). Karakteristicno za parcijalne inhibicije i kriterijum za razlikova-
nje od potpunih inhibicija je ¢injenica 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 razli¢ita nacina. Ako je ks>k2, EAIl kompleks postaje aktivniji od EA kompleksa. Aktiva-
cija ¢e se takode posmatrati ako Kic>Ki~Ka>Kai. Pod ovim uslovom, ravnoteza se pomera
sa neaktivnih oblika E i EI na aktivne komplekse EA i EAL.902

1.4.5.3.2 Parcijalno akompetitivna inhibicija
Ovaj tip inhibicije je poseban oblik nekonkurentne inhibicije kada je tercijalnih EAI

kompleks jo$ uvek aktivan:

E+A ‘]\— EA o E+P
1

e

k
EAI —%5 EI+P

Sema 7. Sema parcijalno akompetitivna inhibicija enzima®0?

Jednacina brzine reakcije za ovaj tip inhibicije je:

Valll
po L o
Kot (g
po Linviver-Burku:
1+[1]
1 K Kiu
- = 113)
- 7, [1]) V4ll] (
<V1 +_Kiu [A4] V1+_Kiu
po Hanesu:
)(1+2)
[A] _ Km Kiy
Ty vzl T Tl (136)
1+ Kiu 1+ Kiu
po Edi-Hofstiju:
Valll
V1+ - K
v=—gt - i (137)
1+a 1+K_iu

Grafici mogu biti sli¢na onoj kod potpune nekompetitivne inhibicije, ali, u zavisnosti od
odgovarajucih konstanti, moze do¢i do odstupanja i linije u Linviver-Burkovom dijagramu
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viSe ne moraju biti paralelne (slika 48a,b). Aktivacija je takode moguca sa ovim mehani-
zmom inhibicije. Diksonov i sekundarni dijagrami su nelinearni (slika 48a-d).?2

1.4.5.4 Inhibicija nekompetitivnim i akompetitivnim proizvodom

Inhibicija enzima od strane proizvoda je konkurentna za enzimske reakcije sa samo
jednim supstratom i uglavnom takode za reakcije sa vise supstrata u odnosu na supstrat iz
kojeg je proizvod direktno izveden. Medutim, mogu se pojaviti i druge vrste inhibicije pro-
izvoda. Posebno u pogledu kosupstrata, primecuje se nekompetitivna ili akompetitivna
inhibicija proizvodom.

= =
é"}’ Vi>=Va E V, <V,
— k\\__
% _-'-_H 3 /[|]=U

e ——— -
.d_f-:-_—-——'_____ﬂ-]-:—':""‘*f: — /ﬂ/ [ -
——————.o— —

V, =V,

W

0 0
(c) " (d) y

Slika 48. Parcijalno akompetitivna inhibicija u dvostruko recipro¢nim (a, b) i Diksonovim
(¢, d) dijagramima pri razli¢itim kombinacijama maksimalne brzine reakcije V11 V2. Umeci
pokazuju sekundarne dijagrame nagiba i odsecka ordinate postavljene u odnosu na
koncentraciju inhibitora%?

Jednacine brzine reakcije za odgovarajuc¢i mehanizam inhibicije mogu se pretvoriti u
jednacine za inhibiciju proizvoda zamenom pojma [I] sa [P] (ovde nije prikazano). Obratna
reakcija , koji se moZze pojaviti u prisustvu proizvoda, bi¢e zanemaren zbog jednostavnosti.
Odgovarajuci obrasci pravih linija prate odgovaraju¢i tip inhibicije. Konstante inhibicije
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imaju znacenje konstanti vezivanja proizvoda. Integracija jednacine (86) za slucaj inhibicije
nekompetitivnog proizvoda rezultira slede¢im pojmom, postavljanjem [P]=[A]o—[A]:
ﬂ). 14lo ( _K_m) (P12 _
K, (1 too) T+ (1= 32) [Pl + 5=Vt (116)

Zbog kvadratnog ¢lana, ovaj odnos se ne moze pretvoriti u linearnu jednac¢inu prema

metodama linearizacije integrisane Mihaelis-Menten jednacine, kao $to je pokazano crta-
njem ([AJo—[A])/t u odnosu na In([A]y/[A])/t:

Kn(1402)  mll0

[Alo—[A] _ 74 Kie ]
t _ 1+ Al0—[4]_Knm - 1 Alo~TA]_Kim " (117)
" 2K Kic 2Ky Kic

Dodavanjem konstantne koli¢ine proizvoda [P] od pocetka reakcije, jednac¢ina (117)
postaje: 02

— _ ic
t  1.Pl0 Mol Km | TPlo [lo-[Al km ¢
Kiy 2Ky Kic Kiy 2Ky Kic

Kako nekompetitivna inhibicija uklju¢uje i kompetitivnu i akompetitivnu inhibiciju,

[Alo (4]
[A]o—[A] v "m(”x ) Inr

(118)

njihove jednacine se mogu dobiti redukcijom jednacina (116)-(118), postavljanjem Ki,=o0 za
kompetitivnu i Kic=00 za akompetitivnu inhibiciju. Evaluacija krive brzine reakcije za iden-
tifikaciju tipa inhibicije moze se izvrsiti pomoc¢u Fosterove i Niemanove metode.??

1.4.5.5 Inhibicija supstratom

Ovaj tip inhibicije, koji se takode naziva inhibicija supstratom u visku, ¢esto se pri-
mecuje. Efekat inhibicije postaje vidljiv pri visokim koncentracijama supstrata, gde se brzina
reakcije smanjuje umesto da tezi maksimalnoj brzini. Drugi molekul supstrata se vezuje za
aktivni EA kompleks i inhibira reakciju. Ovo drugo mesto vezivanja mozZe biti mesto vezi-
vanja proizvoda enzima. Vezani dodatni molekul supstrata sprecava stvaranje proizvoda
od strane prvog molekula supstrata. Mora se pretpostaviti da ¢e prvi vezujuci molekul sup-
strata zauzeti pravo mesto vezivanja supstrata (u suprotnom enzim nece biti funkcionalan).

E+ A :\x:‘l EA e E+P
> )
A
o
EAA

Sema 8. Sema inhibicije enzima supstratom u visku??

Molekul inhibitornog supstrata moze da se veze samo za EA kompleks i deluje kao
nekompetitivni inhibitor.
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Jednacine (98)-(102) za nekompetitivnu inhibiciju primenjuju se zamenom [I] sa [A]:

V[A]
v = T (119)
Km+<1+K_iu)[A]
Linviver-Burk jednacina:
(4]
1+
1 _ K, Kiu
> VAl + - (120)
Hanesova jednacina:
[A]
Al 1+—
4] _ ke, ()
S + - (121)
Edi-Hofsti jednacina:
4 Km v
VETA T LA (122)
Kiy Kiy
Diksonova jednacina:
1_1. K_m) 4]
-=5 (1 + ] + Ve (123)

Posto 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
rezultujucih krivih identifikuje inhibiciju supstrata. U dvostrukom recipro¢nom dijagramu,
kriva se savija prema gore prema ordinati (slika 49a).

= =
_KI'I'I —Kq,_r
L,/"[] J’//ﬂ
(a) VAl (b) Al
Slika 49. Inhibicija supstratom: (a) dvostruko reciproc¢ni dijagram i (b) Diksonov di-

jagram?0?

Ovo oteZava odredivanje konstanti, jer se Mihaelisova konstanta ne moZe odrediti u
odsustvu inhibitora. PribliZno, moZe se pretpostaviti da je inhibitorni efekat zanemarljiv pri
niskim koncentracijama supstrata i da se od asimptote do krive u ovom regionu moze pro-
ceniti K, 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 recipro¢nu brzinu, pokazuje sli¢cno odstupanje kao kod
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dvostruke recipro¢nih grafika i, ovde, konstanta inhibicije za supstrat moZe biti ekstrapoli-
rana na isti nacin od odsecka apscise sa asimptotom na oblast visokog supstrata, gde preo-
vladuje inhibitorni efekat.
Krive brzine reakcije se takode ne mogu linearizovati integracijom jednacine (119):
4o
[Alo” - (4] gl

[Alo-[4] _ ,, _ g A
=V - — K (124)

I.4.6 Enzimske reakcije sa dva kompetitivna supstrata

Enzimi poseduju visoku supstratnu specifi¢nost i ¢esto prihvataju samo svoj pravi
supstrat, ali neki enzimi pokazuju Siroku specifi¢nost supstrata. Oni mogu da reaguju sa
blisko povezanim ili homolognim jedinjenjima, kao $to je alkohol dehidrogenaza, koja oksi-
dise alkohole razli¢ite duzine lanca. Ako su dva homologa supstrata, A; i Az, istovremeno
prisutna, samo jedan po jedan moze biti prihvaden i pretvoren u proizvod (Sema
7).902,934,948,951

Jedan od supstrata, obi¢no fizioloski, bice efikasniji, dok losiji supstrat ima uspora-
vajucdi uticaj, usporavajuci ukupnu stopu obrtanja. vezivanje i kataliza. Jedan supstrat moze
biti superiorniji od drugog u oba aspekta, ali se takode mogu razlikovati i oba efekta mogu
da se suprotstave jedan drugom; jedan supstrat moze da se vezuje sa ve¢im afinitetom, ali
razvija sporiju konverziju od drugog, i obrnuto.

ky ks
A, —=FA, ——E +P,
'{' 1
_|_
E

I
3

ky
A, =——FEA,—~E+P,.
K

Sema 9. Sema enzimske reakcije sa dva kompetitivna supstrata®?

Izvodenje jednacine brzine za istovremeno prisustvo dva aktivna supstrata prati
aproksimaciju stacionarnog stanja:

L) = Ky [E1[Ay] — (kg + ko) [EAL] = 0 (125)
L] = ks [E][A2] - (k_s + ky)[EA;] = 0 (126)
[Elo = [E] + [EA;] + [EA,] (128)
Zamena [E] iz jednacine (128) u jednacini (125) i jednacina (126) daje
_ _ k_1+k2
[EA;] = [Elo — [EA]] (1+7272) (129
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[EA;] = [Elo — [EA,] (1 +27) (130

Jednacina (129) se zamenjuje u jednacinu. (130), uzimajuéi u obzir Kni=(k-1+k2)/k: i
Kino=(k-3+ka)/ks:

Kim2[Elo[A1]
= 131
[EA,] Kin2[A1]4Kn1[A2]+Km1 K2 asi)
(EA,] = KmilElo[A2] (132)

Km2[A1]+Km1[A2]+Km1Km2
Zamena jednacina (131) i (132) u jednacinu (127) daje jednacinu brzine za reakciju sa dva
alternativna supstrata, postavljanjem Vi=kz[E]o i V2=k4[E]o:
V1Km2[A41]+V2Km1[A2]
v = 133
Kn2[A1]+Km1[A2]+Km1Km2 (133)
Slika 50 prikazuje primer reakcije sa dva kompetitivna supstrata.

< 1/V, _—
[A2]=0
. [A]
< 1/V,
0 1/[Aq]

Slika 50. Reakcija sa dva razli¢ita supstrata na dvostruko reciproénom dijagramu. Maksi-
malna vrednost brzine V7 varirajuceg supstrata A; je veca od vrednosti V2 za konstantni
supstrat A;. Jednake Mihaelisove konstante su uzete za oba supstrata®?

Linearna zavisnost u prisustvu samo jednog supstrata A1 menja se sa oba supstrata u
dvofaznu karakteristiku, pri ¢emu se jedna faza priblizava maksimalnoj brzini V1 prvog
supstrata, a druga maksimalnoj brzini. V> drugog supstrata A,. Za V1>V>, kao $to je prika-
zano na slici 50, krive se savijaju nagore od prave linije za [A2]=0, u obrnutom slucaju, za
V1<V, odstupaju i teze ka dole, a zatim smanjuju vrednosti 1/V,. Nelinearna odstupanja
sli¢na onima prikazanim na slici 50 se takode primec¢uju kada su Mihaelisove konstante raz-
licite za oba supstrate. Supstrat sa nizom Mihaelisovom konstantom odreduje tok krive.%02

1.4.7 Enzimske reakcije sa vise supstrata

Mihaelis-Menten jednacina je prvobitno izvedena za ireverzibilnu enzimsku reakciju
sa samo jednim supstratom, ali je pokazano da ona ostaje vazeca i za reverzibilne reakcije i
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u prisustvu inhibitora. Medutim, da bi se smatrala osnovnim odnosom kinetike enzima,
Mihaelis-Menten jednac¢ina mora da se pokaze kao validna i za reakcije sa dva ili vise sup-
strata, koji predstavljaju ve¢inu enzimskih reakcija. U jednostavnom pristupu, takve reakcije
se mogu tretirati pod uslovima u kojima se sve komponente, odnosno kosubstrati, kofaktori
ili koenzimi, odrzavaju na konstantnom, zasic¢enju viska i samo jedan supstrat ¢e varirati
kao u slucaju reakcije sa jednim supstratom. i formalno se mogu dobiti konstante (K, i V)
samo za ovaj supstrat. Medutim, takav postupak nece otkriti nista o posebnom mehanizmu
i interakcijama izmedu viSe supstrata. Za ovo se mora izvrsiti detaljnija analiza, uzimajudi
u obzir sve komponente uklju¢ene u reakciju, i primeniti adekvatne jednacine.?0?

Supstrati dobijaju nazive redosledom njihovog vezivanja za enzime kao A, B, C, a
proizvodi po redosledu njihovog oslobadanja P, Q, R. Razli¢ita stanja enzima su oznacena
E, F, G. Sa supstratima i proizvodima enzim formira prelazne komplekse, EA, EP itd. Oni se
mogu raspasti u unimolekularnom koraku oslobadajuci supstrat ili proizvod, ili formirati
centralne komplekse koji izvode kataliticku reakciju. Da bi se razlikovali od prelaznih kom-
pleksa, centralni kompleksi su postavljeni u zagradi, npr. (EAB). Ne mogu da vezu jos$ sup-
strata ili proizvoda, jer su sva mesta ve¢ zauzeta. Umesto toga, oni oslobadaju supstrat ili
proizvod u unimolekularnim koracima. Kako kinetika stacionarnog stanja ne pruza infor-
macije o katalitickoj 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 uc¢estvuju u direktnoj reakciji i proizvoda koji uc¢estvuju u obrnutoj reakciji
bice izrazen terminima uni, bi, ter i quad za 1, 2, 3 i 4, respektivno. Ovi termini se dodaju
imenu odgovarajucih reakcionih mehanizama. Za bi-uni mehanizam, dva supstrata kreiraju
jedan proizvod. Mehanizmi pri kojima se svi supstrati moraju vezati pre nego sto se proiz-
vod oslobodi nazivaju se sekvencijalni mehanizmi. Vezivanje supstrata moZe biti random ili
redno. Pri ping-pong mehanizmu, proizvod se oslobada pre nego sto su svi supstrati vezani.
U ovom mehanizmu, enzim postoji u dva ili viSe oblika, modifikovanih grupama supstrata.
U izo-mehanizmima, enzim se izomerizuje u dve ili vise stabilne konformacije.®0

Da bi tok reakcija sa viSe supstrata bio transparentniji, izabran je jednostavan Klilan-
dov (Cleland) Sematski oblik. Horizontalna linija, reakciona koordinata, oslikava progres reak-
cije. Ispod ove linije su naznacena razli¢ita 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, jednacine reakcije za redni bi-bi
mehanizam su napisane u konvencionalnom stilu:

k4
E+A=EA (134)
k_4
k, ks
EA+B = EAB—EPQ = EQ+P (135)
k_, k_s
k4
EQ=E+Q (136)
k_4



Sema po Klilandu:

A i P Q

k'_ ;.- I k‘l .Jﬂ.- 1] I‘l‘% IL. q i‘.l, jﬂ.- 4

E EA I.'“ EAB % FQ E
\ EPQ

Sema 10. Klilandova Sema za redni bi-bi mehanizam?902
1.4.7.1 Mehanizmi enzimskih reakcija sa vise supstrata
1.4.7.1.1 Random bi-bi mehanizam

Tipi¢ni primeri ovog multi-supstratnog mehanizma su kinaze ili fosforilaza B. Vezi-
vanje supstrata i proizvoda odvija se u slu¢ajnom nizu, to jest, oni moraju da se vezuju pot-
puno nezavisno jedan od drugog bez ikakve medusobne interakcije. Reakciona shema za
random bi-bi mehanizam sa dva supstrata i dva proizvoda je:

A R P L)
i
AR ky | kg ks |k ke | kg
/ EA \ / EQ N,
_1': b .l_.-' '\-_:r
—_— .
E \ £ FEARY N / E
N ! i | . ,J"r
\ ‘..-' . EPQ) / '-
EB EP
ks | ks k| &, k| ks ky | kg
L L)
B A Q P

Sema 11. Klilandova Sema za random bi-bi mehanizam?992

U poredenju sa mehanizmom sa jednim supstratom, za koji je izvedena Mihaelis-
Menten jednacina, mora se uzeti u obzir skup novih konstanti. Pored dve maksimalne
brzine, Vi za prednju reakciju i V> za povratnu reakciju, svaki supstrat i svaki proizvod po-
seduju sopstvenu Mihaelisovu konstantu, Kina, Kins, Kuc, ..., i Kmp, Kmg, Knr, respektivno.
Kao i kod jednostavne Mihaelis-Menten jednacine, Mihaelisove konstante predstavljaju
interakciju supstrata (ili proizvoda u povratnoj reakciji) sa enzimom da bi se formirao ak-
tivni (centralni) kompleks enzim-supstrat. U sluc¢aju multi-supstratnih reakcija, medutim,
prvi korak vezivanja supstrata za slobodni enzim stvara samo prolazni kompleks koji ka-
rakteriSe ¢ista konstanta disocijacije. Vezivanje supstrata za enzim sa ve¢ vezanim kosub-
stratom dovodi do aktivnog enzimskog kompleksa koji karakterise Mihaelisova konstanta.
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I konstanta disocijacije i Mihaelisova konstanta za isti supstrat mogu imati razlicite vredno-
sti. Da bi se razlikovale od Mihaelisovih konstanti, konstante disocijacije supstrata ili proiz-
voda na slobodni enzim su oznacene kao Kia, Ki, Kic, ..., Kip, Kig, Kir; ,i”” oznacava ,,inhibi-
ciju”, posto ¢e odgovarajuce jedinjenje delovati kao inhibitor proizvoda u povratnoj reakciji.
Ova karakteristika se koristi za identifikaciju mehanizama sa vise supstrata, odgovarajuce
konstante su oznacene kao konstante inhibicije. Sto se ti¢e reakcije napred i nazad, postoji 10
kinetickih konstanti za random bi-bi mehanizam: 2 maksimalne brzine, 4 konstante inhibicije
i 4 Mihaelisove konstante. Sve ove konstante se ne mogu dobiti jednostavnim kineti¢kim
tretmanom kao sto je prethodno opisano, vec je potrebna detaljnija analiza. Postupak je sli-
¢an onom koji je ve¢ opisan za analizu inhibicije enzima (zaista, random mehanizam ima
dalekosezne sli¢nosti sa nekompetitivnom inhibicijom). Nekoliko serija testova mora da se
izvede menjajuci jedan supstrat (npr. A), ostavljajuéi koncentraciju drugog supstrata [B]
konstantnom unutar serije, ali se menja od jedne do druge serije.?02%45

Zbog svojih alternativnih reakcionih puteva, random mehanizam u svom opstem
obliku je opisan sloZenom jedna¢inom brzine, koja ne daje hiperbolicke krive zasi¢enja sup-
strata (ili prave linije u odgovaraju¢im dijagramima) sve dok supstrati nisu prisutni u koli-
¢inama zasic¢enja. Znacajno pojednostavljenje je postignuto pretpostavkom o brzoj ravnotezi
u poredenju sa relativno sporom konverzijom centralnih tercijalnih kompleksa (EAB) i
(EPQ) (brz ravnotezni-random mehanizam). Jednacina brzine reakcije za random bi-bi mehani-

zam je tada:
P
AACIEETS s
v= Km@V1[Pl K,,pV V1[P
KiaKmpV2+KmpV2[A1+KpnaV2 Bl +—S KBy, (g 711

gde je K. konstanta ravnoteze ukupne reakcije. U zatvorenom reakcionom ciklusu, sto se

ti¢e random bi-bi mehanizma (po sli¢nosti sa nekompetitivnom inhibicijom), konstante su
povezane: Kia/Kip=Kma/Kmp 1 Kip/Kig=Kmp/Kmng; stoga se moraju odrediti samo tri od cetiri
konstante. Jednacina brzine reakcije za random bi-bi mehanizam se moze dodatno pojedno-
staviti uzimajudi u obzir samo pocetne brzine u jednom pravcu, npr. reakciju napred, kada
je [PI=[Q]=0:
V1[A][B]
Y= KiaKons +Konp [ A1+ Kyl B +{A] B] (138)
Ako se jedan od dva supstrata odrzava konstantnim, prethodna jednacina se svodi
na obi¢nu Mihaelis-Menten jednacinu i varijacijom drugih supstrata dobijaju se hiperbolicke
zavisnosti, postajuci linearne primenom dvostruko recipro¢ne jednacine:
1 _ KisKms n Kina n Kmp n 1 (139)
v Vq[A][B]  Vq1[A] V4[B] Vi
Prava linija se dobija ako se jedan supstrat, npr. [A], menja odrZavajudi [B] konstan-
tnim. Izborom razli¢itih konstantnih koncentracija [B] u nekoliko serija testova dobija se
obrazac pravih linija sa zajedni¢kim presekom levo od ordinate u duplo recipro¢nom dija-
gramu (slika 51b). Relativna pozicija ovog presretanja daje dalje informacije o mehanizmu
o kome je vec bilo reci za nekompetitivnu inhibiciju. Za strogi random mehanizam, oba sup-
strata, A i B, moraju da se veZu u potpunosti nezavisno jedan od drugog. U ovom slucaju,

isti supstrat (tj. A) se podjednako dobro vezuje za slobodni enzim E, kao i za kompleks

enzim-kosupstrat EB, odnosno Kia=Ka i Kis=Ky:s. Dobija se odse¢ak na apscisi —1/Kia.

155



Sli¢an obrazac sa odseckom apscise na 1/Kius dobija se pri varijaciji B. Ako je reakcija rever-
zibilna, Mihaelisove konstante za proizvode se mogu dobiti na odgovarajuci na¢in. Na ovaj
nacin su sve kineticke konstante lako dostupne. Ako veé vezani kosubstrat ometa vezivanje
drugog supstrata, vezivanje za slobodni enzim ce se desiti sa veéim afinitetom, dakle
Kia<Kma i Kip<Kmp. Zajednicki odsecak je sada iznad apscise. Odsecak ce biti ispod apscise
ako vezani kosubstrat promovise vezivanje drugog supstrata, Kia>Kia, Kig>Kys. Sli¢ni obra-
sci linija se dobijaju bez obzira da li se [A] ili [B] menja u prisustvu konstantnih koli¢ina
odgovarajuceg drugog supstrata. Mihaelisove inhibicione konstante mogu se odrediti iz na-
giba i koordinatnih preseka linija, kao $to je prikazano na slici 51b.

VI1+K_g/[B]) mBL
(Kma+KiaKma/IBIVV.
Magib=
—(Kma+KiaKm/[BIV(1+Kg/[B]) 2 /[E-]
—
- ~(14+K g IBV(K ma+Kia K 1B])
VIK pa+Kin K/ 1B]) (1+Kma/[B)/V
| —1Kis
{ﬂ, vi[A] ) 0 114
/
Magib =
(14K, o[BIV
2|
—(Kma+KmaKn/[BIV(1+ Kna/[B])
e
(Kma+KmaKia/[BIVV
(Kema+Kia)V
—Kia
°

(c)

Slika 51. Random bi-bi mehanizam: (a) Edi-Hofsti dijagram, (b) Linviver-Burk dijagram i
(c) Hanesov grafik. Odredivanje kinetickih konstanti je oznac¢eno®?

Alternativno, konstante se mogu dobiti iz sekundarnih dijagrama na slican nacin kao
Sto je ve¢ diskutovano u kinetici inhibicije. Linearnost na ovim dijagramima je dodatni test
za pretpostavljeni mehanizam (tabela 12).
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Tabela 12. Odsecci apscise i ordinate sekundarnih dijagrama za bisupstratne reakcije; Sla, Slp su na-
gibi, a Ora, Org odsecci ordinate?0?

Primarni dijagram Sekundarni dijagram
Oznaka ose Oznaka ose Odsecci
Y X Y X Random{redm ng—ppng
mehanizam mehanizam
Ordinata Apscisa Ordinata  Apscisa
1/v 1/[A] Sla 1/[B] Kma/V —Kma/ KiaKms
AbA 1/ [B] 1/KmA 71/KmB
Ora 1/[B] 1/Vv ~1/Kmp 1/V —1/Kms
1/v 1/[B] Sls 1/[A] Kmp/V ~1/Kia
AbB 1/ [A] 1/KmB —1/KmA
Ors 1/[A] 1/v ~1/Kma 1/v ~1/Kma
[Al/v [A] Sla 1/1B] 1/v ~1/Kms 1/v —1/Kmp
1/Aba 1/[B] Kima ~1/Kms
Ora 1/[B]  Kwa/V ~Kma/KiaKmp
[B]/v [B] Slg 1/[A] 1/V 1/ Kan 1/V 1)/ Kon
1/Abs 1/[A] Kup 1/ Ko
OI‘B 1/ [A] KmB/V _1/K1A
v/[A] v Sla 1/[B] ~1/Kma ~1/Kump
1/Aba e v ~1/Kinp /v “1/Knp
Ora 1/[B] Kma/V ~Kina/ KiaKon
v/[B] v Sls 1/[A] ~1/Kmp _
1/ Abg 1/[A] 1/v 1/ Koa 1/v i;ﬁx
Orp 1/[A] Kms/V /K
Nagib Sla prave linije na primarnom grafiku, prema jednacini (139), je
s, = Xuakms | 1 (140)

Vi[B] Vi
crtanje nagiba naspram 1/[B] daje pravu liniju sa odseckom apscise —Kua/KiaKmp (0dnosno
—1/Kmp za Kna=Kia). Odsecak ordinate Ora na primarnim graficima je:
K 1
Ory === 4 — 141
47 vl vy (140
ucrtane u odnosu na 1/[B] takode rezultiraju pravom linijom, koja sece apscisu na —1/Kus.

Varijacija [B] u primarnom dijagramu dovodi do prave linije na sekundarnom gra-
fiku sa nagiba SIp ucrtanih nasuprot 1/[A] sa odseckom apscise —1/Kia:

KiaK K
S l — Z2iA%mB + mB 142
B™ wia " vy (142)
Apscisni odsec¢ak —1/Kiua dobija se iscrtavanjem odsecka ordinata Org naspram 1/[A]:
Kma 1
Org = +— 143
B~ via T vy (143)

Sli¢na analiza se moze izvesti primenom drugih metoda linearizacije.
Prema Hanesu, [A]/v je ucrtano naspram [A] ili [B]/v protiv [B], respektivno:

[A] _ i KiaKmp w 1+Kmp
PRRZ (KW‘ LT ) +v1 ( [B] ) (144)
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Otkriva se zajednicki presek levo od ordinate (slika 51c).

Kineticke konstante se mogu dobiti ili iz nagiba i koordinatnih odsecaka sa primarnih
grafika ili iz sekundarnih sa nagiba ili odsecaka ordinata nacrtanih u odnosu na reciprocne
koncentracije kosupstrata (tabela 12).

Primenom Edi-Hofsti dijagrama v/[A], odnosno v/[B], iscrtava se u odnosu na v:

KiaAKmB
_ v Kmat— (5
V= s T T Kmp (146)
1+ [A] 1+
K.
_ "N v Km3(1+[Th]4)
v= 1+Kma " [B] 14 Kma (147)
[4] [4]

Zajednicki presek se nalazi levo od ordinate za Kia>Kiua (slika 51a) i desno od ordi-
nate, ispod apscise, za Kia<Kma. Ako je Kia=Kiua, dobijaju se paralelne prave. U sekundarnim
dijagramima, recipro¢ni odsecci apscisa ili ordinate su iscrtani u odnosu na odgovarajuce
koncentracije kosupstrata (tabela 12).902945

1.4.7.1.2 Redni bi-bi mehanizam

Ovaj mehanizam karakterige stroga sekvenca vezivanja supstrata. Sema redne bi-bi
reakcije je vec¢ predstavljena (Sema 12).

5
- -]
=]
[

Sema 12. Sema rednog bi-bi mehanizama®?

Redni bi-bi mehanizam je povezan sa slu¢ajnim mehanizmom, mogu se koristiti iste
jednacine brzine. Dok se za Kia=Kua ne daje prednost i postoji ¢ist random mehanizam, u
slucaju Kia<Kma supstrat A se prvenstveno vezuje za slobodni enzim E i za Kia>Kiua supstrat
preferira vezivanje za EB kompleks. U oba slucaja, vezivanje se povinuje jasnom redosledu,
Sto se konstante vise razlikuju, to je red vezivanja stroZi. Stoga se oba slu¢aja mogu smatrati
antagonistickim pozicijama istog opsteg mehanizma, ¢istog random mehanizma bez interak-
cije i uredenog mehanizma za jaku interakciju supstrata. Jednacina izvedena za brzi ravno-
tezni random bi-bi mehanizam, moZze se na sli¢an nacin uzeti za redni bi-bi mehanizam. Oba
mehanizma se razlikuju samo u pogledu razlika izmedu njihove inhibicije i Mihaelisovih

konstanti, i u linearizovanim dijagramima, po relativnom poloZaju zajednic¢kih pravih pre-
seka 902,945
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Redni mehanizmi se ¢esto primecuju u dehidrogenazama. Alkohol dehidrogenaza
pokazuje izuzetan slu¢aj Torel-Sans (Theorell-Chance) mehanizma, u kojem se centralni kom-
pleks razlaze tako brzo da je njegova stacionarna koncentracija zanemarljiva i moze se za-
nemariti u jednacini brzine.

Jednacina (136) za prednju reakciju normalno uredenih mehanizama vazi i za ovaj
mehanizam, tako da se grafickom analizom ne moZze napraviti razlika. Medutim, u odsustvu
centralnog kompleksa, obrazac inhibicije proizvoda oba mehanizma se razlikuje (tabela
13).902945

Kompletna jednacina brzine za ovaj mehanizam sadrzi dodatne veze, koje su, medu-
tim, irelevantne za reakciju napred, tako da jednacina (135) jos uvek vazi, ali uti¢e na inhi-
biciju proizvoda (tabela 13).902945

[zo-mehanizmi su modifikacije normalnog mehanizma. Izo-redni mehanizam postoji
kada se enzim izomerizuje u centralnom kompleksu od EAB do FPQ:

A B P Q

'kl 'k—l k'_! k_y .‘.‘3 'k'i k-l- -"—1

E EA ( E*""B) FQ F E
FPO

Sema 13. Sema izo-rednog bi-bi mehanizama?®?

Tabela 13. Nacin inhibicije proizvodom pri bisupstratnom mehanizmu®?

Promenjiva koli¢ina supstrata

. Inhibisuéi A B
Mehanizam . — =
proizvod .. Zasicen ‘s Zasicen
Nezasicen Nezasiéen
sa B sa A

Redni bi-bi P NC ucC NC NC

Q C C NC NI

Theorell-Chance P NC NI C C
Q C C NC NI
Izo-redni bi-bi P NC ucC NC NC
Q NC NC NC ucC

Random bi-bi . PorQ C NI C NI

Brz ravnotezni

Ping-pong bi-bi P NC NI C C
Q C C NC NI

(IIZO ping-pong bi-bi ) P NC NI C C
ZOH’IET‘IZ(ZCI]Q enzima Q NC NC NC NC

Vrsta inhibicije: C-kompetitivna; NC -nekompetitivna; UC-akompetitivna; NI-bez inhibicije %1
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1.4.7.1.3 Ping-pong bi-bi mehanizam

Ime ilustruje naizmeni¢no vezivanje supstrata i oslobadanje proizvoda karakteristic-
nih za ovaj mehanizam:

A P B Q

A—] k 1 k.| k v ‘._3 k 3 .Il:_l k 4

O R

Sema 14. Sema ping-pong bi-bi mehanizama2?

Nakon vezivanja prvog supstrata, prvi proizvod se oslobada, a zatim sledi vezivanje
drugog supstrata i oslobadanje drugog proizvoda. Stroga karakteristika ovog mehanizma
je formiranje posrednog oblika enzima u reakciji sa prvim supstratom, obi¢no prenosom
reaktivne grupe. Drugi supstrat uklanja ovu grupu formirajuéi drugi proizvod. Reakcije a-
minotransferaze (transaminaze) su tipi¢ni primeri ovog mehanizma. Amino kiselina, npr.
aspartat, prenosi svoju amino grupu na piridoksal fosfatni kofaktor enzima i oslobada se
kao a-okso kiselina (oksalacetat). Formira se piridoksamin fosfat kao kovalentni enzimski
intermedijer. Druga a-okso kiselina (a-oksoglutarat) prihvata amino grupu iz kofaktora i
pretvara se u amino kiselinu (glutamat). Za sintezu masnih kiselina pronaden je visestrani
ping-pong mehanizam. Supstrat se prenosi preko sedam katalitickih centara pomo¢u rastuceg
lanca masnih kiselina vezanih za centralni ostatak pantetena.?02945
Redukovana jednacina za reakciju napred je:

v = V1 [A][B] (148)
Kmp[A]+Kma[B]+[A][B]
Ping-pong mehanizam daje paralelne linije na dijagramu Linviver-Burka (slika 52b) u
suprotnosti sa drugim mehanizmima sa vise supstrata:

v Vqi[A]  V4[B] Vi
Za sekundarne dijagrame, odsecci ordinate ili apscise su iscrtani u odnosu na reciproc¢ne
koncentracije kosupstrata (tabela 12).

1 K K 1
=—md  —mB | (149)

Na dijagramu Hanesa, prave se seku u Kiua/V11 Kiug/V1 (slika 52c):

w _ Kna w 1+K,p

v vy vy ( [B] ) (150)
@ _ KmB @ KmA

. _V1 + Ve (1 + _[A] ) (151)

Sekundarni grafici se dobijaju iscrtavanjem nagiba ili odsecka apscise, respektivno, u od-
nosu na recipro¢ne koncentracije kosupstrata (tabela 12).90294
Edi-Hofsti dijagram takode daje zajednicki presek prave linije na apscisi (slika 52a):

V1 v KmA
~mB A ZmB
1+ [A] 1+ A

160



V1 v KmB

V=—%x K
ZmA B mA
1+ [B] 1+ A

Sekundarni grafici se dobijaju iz nagiba i recipro¢nih vrednosti odsec¢aka apscise (tabela 12).

(153)

Nagib= Kpa/V
VI(1+K,g/B])
2 (B]
~K o p /(14K ,5/1B]) ~(1+Kma/[B)/Kmg
VIK .5 (14+Kna/[BY/V
[B]
1
0 vi[A] 0 1A
(a) (b)
Magib =
(14+Kna/[BIV
2 [Bl/
Z
—Kmal/(1+ Kg/1B))
%% il
0
(©) (A]

Slika 52. Ping-pong bi-bi mehanizam (a) Edi-Hofsti dijagram, (b) Linviver-Burk dijagram i
(c) Hanesov dijagram. Odredivanje kinetickih konstanti je nazna¢eno?

Pri izo ping-pong mehanizmu, enzim se izomerizuje u formu F i dalje u formu G:

A P B

o

k |k, k| k_, ks | k_s k |k,

T (Eh) r (FB) G :
FP GQ

Sema 15. Sema izo ping-pong bi-bi mehanizma®2

Ovaj mehanizam se moze identifikovati u nac¢inu inhibicije proizvodom (tabela 13).902945
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I.4.8 Zavisnost enzima od pH vrednosti i temperature
1.4.8.1 Optimum pH vrednosti i odredivanje 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 ¢esto poklapa sa fizioloSkom pH vrednoscu
~7,4. Aktivnost se znacajno smanjuje i kona¢no pada na nulu prema ekstremnije kiselim i
alkalnim opsezima pH vrednosti. Najmanje dva efekta odreduju ovo ponasanje:

I.  ucesdce jonskih grupa u katalitickom mehanizmu i
II.  ukljucivanje naelektrisanih grupa za stabilizaciju strukture proteina.?02952953

Da bi se odredila zavisnost enzimske reakcije od pH vrednosti, moraju se uzeti u
obzir neki eksperimentalni aspekti. Zahtevani su uslovi zasi¢enja u odnosu na sve kompo-
nente kao $to su supstrati ili kofaktori. Posto se zasi¢enje moze posti¢i samo pri beskonac-
nim koncentracijama, merenja se vrse pri visokoj (aline i potpuno zasi¢enoj) koncentraciji
supstrata i stoga ¢e biti samo prividna maksimalna brzina Vg, umesto prave V (koji se moze
odrediti samo ekstrapolacijom) se dobija. Da bi se promenila pH vrednost u enzimskom
ispitivanju, pH vrednost pufera se varira. Medutim, mora se uzeti u obzir da komponente
u smesi za ispitivanje mogu uticati na pH vrednost. Izrazite reakcije enzima, kao $to su li-
paza i holinesteraza, izazivaju promenu pH vrednosti usled oslobadanja kiselih kompo-
nenti. Zbog toga se pH vrednost mora ispitati u smesi za ispitivanje pre i na kraju reakcije.
Kapacitet puferskih sistema zavisi od razli¢itih faktora kao $to su jonska snaga i koncentra-
cija, ali je generalno ogranicen. Puferski sistemi su efikasni samo u uskom opsegu, najvise
jednu pH jedinicu ispod ijednu iznad njegove pKa vrednosti. Zbog toga se zavisnost enzima
od pH vrednosti ne moZe odrediti sa jednim jedinim puferskim sistemom. Nekoliko pufer-
skih sistema mozZe se kombinovati da pokrije ceo opseg pH vrednosti, ali ovo je nezadovo-
ljavajuca procedura, jer aktivnost enzima zavisi od vrste pufera i prirode i jacine ukljuc¢enih
jona. Ovo se moze utvrditi uporedivanjem razli¢itih pufera u regionima koji se preklapaju.
Upotreba univerzalnih pufera, koji pokrivaju Sirok opseg pH vrednosti, kao sto su Torel-
Stagen (Teorell-Stenhagen) ili Briton-Robinson (Britton-Robinson) pufer, se preporucuje. Dalje
se mora uzeti u obzir da bitne komponente u ispitivanju, supstrati, koenzimi ili pomoc¢ni
enzimi u spregnutim testovima poseduju sopstvene zavisnosti pH vrednosti, koje mogu da
odstupaju od one enzima i mogu da dovedu do pogresnih tumacenja.?02952953

Jonske grupe su ¢esto ukljuc¢ene u enzimsku katalizu, npr. kao kiselo-bazni kataliza-
tori, a stanje protonovanja je bitno za reakciju. Istaknuti primer je kataliticka trijada serinskih
proteaza, kao sto 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 sustinski korak za cepanje peptidne veze. Promena pH vrednosti utice na
protonovano stanje i na kataliticki mehanizam. U jednostavnom diproti¢nom sistemu, opti-
malna kriva pH vrednosti se sastoji od dve krive titracije, rastuce i opadajuce, a vrednosti
pKea za obe grupe u kompleksu enzimskog supstrata odgovaraju pH vrednostima odgova-
rajucih tacaka pregiba (slika 53a ). Prema Diksonu i Vebu logaritamska skala je primenjena
za Vpp (slika 53b).%53 Normalne krive titracije ¢e rasti, sa nagibom od 1 i —1, respektivno, na
obe lokacije optimalne krive.?02952953
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Odgovarajuce tangente se susrecu 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 K4 postaje zavisna od protonovanja odgovarajucih grupa i prema tome, od
pH vrednosti (dok su osnovne Ka vrednosti pH nezavisne). Vrednosti pKe slobodnog
enzima su izvedene iz grafika Viy/Ka (ili Vipy/Km) ili logVap/Ka u odnosu na pH vrednosti
na isti nacin kao i vrednosti pKea (slika 53c,d).

Konstante jonizacije se takode mogu izvesti iz sekundarnih Linviver-Burk dijagrama.
Zavisnost brzine v od koncentracije supstrata se meri pri razli¢itim pH vrednostima. Iscrta-
vanje 1/v naspram 1/[A] daje niz pravih linija sa zajednickim presekom levo od ordinate.

Sekundarni dijagram nagiba ovih pravih u odnosu na 1/[H*] daje pravu liniju koja sece
apscisu na —1/Kka.

- |/

VHJD
I0g Vapp

- |/ /-
<
G

09 Vapg/Ka

|

1

l

|

|

K
PTE

(d) pH
Slika 53. Uticaj pH vrednosti na enzimske reakcije: (a) Direktan dijagram prividne maksi-
malne brzine Vapp u odnosu na pH vrednost. Unutrasnja kriva prikazuje idealnu pH opti-
malnu krivu sa dve titracione esencijalne grupe u katalitickom centru, a spoljna kriva
predstavlja krivu stabilnosti pH vrednosti. Nacini odredivanja pK vrednosti kompleksa
EA (b) i slobodnog enzima E prema Diksonu i Vebu (1979) su naznaceni u (c,d)??

Medutim, vrednosti pK:i pK; moraju se razlikovati za vise od 3,5 pH jedinica da bi se
odredile ovom metodom crtanja. Ako je ukljuceno vise od dve jonske grupe, dobice se krive
odstupanja. Ako samo jedna pojedinac¢na grupa treba da bude protonovana (ili je proces
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protonovanja relevantan samo za aktivnosti enzima unutar odredenog opsega pH vredno-
sti, bilo kiselog ili baznog), pojavice se pH optimalna kriva sa samo jednim bokom. Sa vise
od dve grupe, krive titracije se preklapaju i mogu postati spljostene ili ¢e se pojaviti stepe-
nice u bokovima. Vrednosti pK; izvedene iz krive optimalne pH vrednosti mogu dati indi-
kaciju tipa grupa uklju¢enih u kataliti¢ki proces, npr. za specijalne aminokiselinske ostatke
kao $to su aspartat (pK.=3,86), histidin (6,09), cistein (8,3), serin (9,15), tirozin (10,11) i arginin
(12,28). Medutim, integracija ovih grupa u strukturu proteina moze modifikovati ove vred-
nosti ¢ak i za nekoliko pH jedinica.?02952953

1.4.8.2 Stabilnost pH vrednosti

Pored specifi¢nih efekata grupa direktno uklju¢enih u kataliti¢cki mehanizam, enzim
poseduje veliki broj naelektrisanih grupa unutar i na svojoj povrsini, koje su vazne za funk-
ciju enzima, za ravnotezu izmedu fleksibilnosti znacajne za kataliticki mehanizam, kao $to
je formiranje prelaznog stanja, i rigidnost za odrzavanje trodimenzionalne strukture ili za
izvrSavanje kontrolisanih konformacionih promena. Dok je protonovanje esencijalnih osta-
taka u aktivnom centru preteZzno reverzibilan proces, promene u naelektrisanju strukturno
vaznih grupa mogu proizvesti nepovratna ostecenja osnovne strukture. Da bi se napravila
razlika izmedu reverzibilnih i ireverzibilnih pH efekata, krivu pH stabilnosti treba uporediti
sa optimalnom pH krivom. Da bi se dobila optimalna kriva, odgovaraju¢a pH vrednost se
direktno podesava pri ispitivanju, a aktivnost se meri odmah nakon dodavanja enzima. Za
krivu stabilnosti pH vrednosti, enzim se preinkubira sam (ili u kombinaciji sa razli¢itim
komponentama) na odgovaraju¢u 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 uti¢u na aktivnost enzima. Prema tome, kriva stabilno-
sti ¢esto pokazuje Sirok plato u optimalnom opsegu, a smanjenje aktivnosti se deSava vise
pri ekstremnim pH vrednostima u poredenju sa optimalnom krivom (slika 53a). Posto
druge komponente u enzimskom testu takode mogu biti osetljive na ekstremne pH vredno-
sti, kao sto je NADH, sa takvim komponentama treba izvrsiti test stabilnosti.?02952953

Izoelektricna tacka pl je pH vrednost pri kojoj su pozitivna i negativna suvisna nae-
lektrisanja molekula enzima u balansu. U ovoj tacki, rastvorljivost enzima i njegova stabil-
nost postaju snazno smanjeni-2029293

1.4.8.3 Temperaturna zavisnost

Aktivnost enzima u sustini zavisi od temperature. Sli¢no kao kod uobicajenih hemij-
skih reakcija, brzina reakcija katalizovanih enzima povecava se za faktor 2-3 na svakih 10
°C prema van't Hofovom (van't Hoff) pravilu. Teoretski, ne postoji gornja granica za ovo
povecanje, vec iznad odredene temperature povecanje prestaje, i konac¢no se brzina reakcije
priblizava nuli (slika 54a).

Ovo smanjenje je zbog ogranicene termicke stabilnosti, opste karakteristike svakog
proteina. Dakle, temperaturno zavisno ponasanje enzima odreduju dva razlicita i nezavisna
procesa. Ako se aktivnost enzima testira u zavisnosti od temperature, dobice se kriva koja
li¢i na krivu optimalne pH vrednosti u obliku zvona, ali se ona mora tumaciti na sasvim
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drugaciji nac¢in: pocetno kontinuirano povecanje usled van't Hofovog pravila postaje
suprotstavljeno procesom denaturacije.

Brzina reakcije prelazi maksimum sa najvec¢om aktivnoscu, ali za razliku od zavisno-
sti pH vrednosti, ovo nije optimum aktivnosti enzima, jer maksimum ukazuje na pocetak
ireverzibilnog procesa denaturacije. Stoga, termin ,,temperaturni optimum® za ovaj maksi-
mum treba izbegavati. Optimalne temperature nisu one sa najve¢om aktivnoséu, ve¢ jasno
moraju biti ispod opsega inaktivacije. Stavise, denaturacija proteina nije samo proces koji
zavisi od temperature, ve¢ i od vremena. Inkubacija enzima na visokoj temperaturi duze
vreme Ce izazvati vecu inaktivaciju, a temperaturni maksimum ¢e se pomeriti ka nizim tem-
peraturama. Za razliku od optimuma pH vrednosti, temperaturni maksimum odredenog
enzima se ne moze smatrati konstantnom vrednos¢u.?029495

~

Nagib = AH*/R

V
In k respektivno In V
In k/T

(a) T (b) 1T (c) 1T

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 obi¢an kurs prema krivoj pod (c), leva kriva dvofazno temperaturno
ponasanje; tangente su prilagodene linearnim opsezima krivih da bi se odredila energija
aktivacije; (c) dijagram za odredivanje entalpije reakcije AH* prelaznog stanja®?

Vedina enzima ostaje aktivna do fizioloske temperature (37 °C), ali samo na nekoliko
stepeni iznad nje, izmedu 40 i 50 °C, postaju nestabilni. Veoma temperaturno osetljivi
enzimi trpe inaktivaciju ¢ak i na nizim temperaturama, kao sto je alkohol dehidrogenaza,
koja postaje nestabilna vec iznad 30 °C, dok je blisko srodna laktat dehidrogenaza stabilna
do 50 °C. Termofilni mikroorganizmi koji Zive u vrelim izvorima prezivljavaju ¢ak i u klju-
¢aloj vodi, i moZe se pretpostaviti da svi njihovi enzimi mogu da izdrze tako visoke tempe-
rature. Ovo je zaista slucaj za mnoge, ali ne i za sve ove enzime; neki se inaktiviraju znatno
ispod rastuce temperature organizma. Ocigledno, ovi enzimi su stabilizovani razli¢itim ce-
lijskim komponentama, posebno visoko koncentrovanim rastvorom proteina. Zanimljiva je
¢injenica da su enzimi iz termofilnih organizama strukturno blisko povezani sa enzimima
iz mezofilnih organizama. Ne mogu se uociti sustinske razlike ¢ak ni u sastavu aminokise-
lina, osim izvesnog povecanja hidrofobnih i naelektrisanih ostataka, $to uzrokuje vecu ri-
gidnost proteina. U stvari, temperaturna osetljivost nije neizbeZzna karakteristika proteina.
S obzirom na vrucu prvobitnu atmosferu u kojoj su evoluirali prvi organizmi, moZze se pret-
postaviti da su enzimi mezofilnih organizama uklju¢ujudi i one sa konstantnom telesnom
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temperaturom izgubili termicku stabilnost, jer vise nema potrebe za tim. S druge strane,
prvi enzimi u ranom vremenu evolucije, ribozimi, sastojali su se od temperaturno stabilnije
RNK 902,954,955

Ponasanje enzima zavisno od temperature moze se proucavati pomocu dve razlicite
procedure. Enzim se moze ili direktno testirati u testu prilagodenom odgovarajuéim tem-
peraturama, ili se moze prethodno inkubirati na odgovaraju¢im temperaturama u razli¢itim
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 dugoro¢nu stabilnost enzima. U prvom slucaju, reakcija se
testira odmah nakon dodavanja enzima. Treba izbegavati duZe preinkubacije kako bi se is-
kljucio aspekt koji zavisi od vremena, koji treba posebno proucavati. U nizem temperatur-
nom opsegu, enzim treba da ostane stabilan duze vreme (T3, slika 55a).

100
T4
B
=
2 T2
-
£
=
(8]
(a)
Ty
g T2
=
3 Ts
E
[_E MNagib = k
= T
(b} Wreme

Slika 55. Termostabilnost enzima predstavljenog u direktnom (a) i semilogaritamskom di-
jagramu (b). Enzim je prethodno inkubiran odredeno vreme pre odredivanja njegove ak-
tivnosti na razli¢itim temperaturama, T1 u rasponu ispod, T> unutar, a T3 iznad tempera-

turnog maksimuma®0?

Ova ¢injenica se koristi kao kontrola za ispitivanje stabilnosti enzima, jer i drugi pro-
cesi, kao sto su proteoliticki napad ili oksidacija, mogu izazvati gubitak aktivnosti. Mora se
dalje razmotriti moguca termicka nestabilnost drugih jedinjenja, supstrata, koenzima ili po-
moc¢nih enzima u spregnutim testovima. Nakon preinkubacije na umereno povisenoj tem-
peraturi, enzim trpi spor gubitak aktivnosti (T2, slika 55a), dok na visokoj temperaturi ak-
tivnost opada brZe (T3, slika 55a). Vremenski tok za termicku inaktivaciju enzim cesto prati
reakciju prvog reda. Denaturacija enzima je sloZen proces, koji prolazi kroz nekoliko koraka,
ali je uglavnom jedan korak odgovoran za gubitak kataliticke aktivnosti. Iscrtane na
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semilogaritamski nac¢in, u ovom slucaju se mogu ocekivati prave linije, a konstante brzine
denaturacije na odgovarajucoj temperaturi mogu se izracunati iz nagiba (slika 55b).902954,95

Za crtanje temperaturnih krivih treba uzeti kataliticku konstantu k., ali se ¢esto ko-
risti brzina reakcije v. On je direktno povezan sa ku: sve dok se koncentracija enzima moze
uzeti kao konstantna. Koncentracije zasic¢enja treba primeniti za sve komponente, posebno
u odnosu na supstrate i kofaktore, tako da se v (odnosno Vayp) priblizi V. Zakrivljenost do-
bijena direktnim crtanjem (slika 54a) moze se analizirati dijagramom na osnovu empirijska
jednacina Arenijusa:?02954955

k=A-e Ed/RT (154)

logaritamska konverzija daje linearni odnos:

E
- (155)
2.3RT

Energija aktivacije Ea prelaznog stanja unutar katalitickog mehanizma moZe se dobiti

Ink = InA - ili logk = logA -

iz nagiba Arenijusovog dijagrama. Konstanta A predstavlja verovatnocu reakcije i sadrzi
komponente za ucestalost sudara i orijentaciju sudarajucih cestica. R je gasna konstanta, a T
je apsolutna temperatura (Kelvin, 0 °C=273,15 K). Arenijusova jednacina opisuje i linearizuje
samo temperaturno zavisno ubrzanje brzine reakcije, ali ne i termicku inaktivaciju proteina,
koja odstupa od linearnosti (slika 54b, desna kriva).

Ponekad se nehomogenosti primecuju u nizem temperaturnom opsegu. One mogu
biti posledica konformacionih promena doti¢nog enzima. Posebno, termofilni enzimi, koji
pokrivaju $iroko temperaturno podrucdje, ¢esto pokazuju nehomogenosti u gornjem linear-
nom opsegu, $to se moze tumaciti kao adaptacija na visi temperaturni opseg (slika 54b, leva
kriva). Dalji razlozi za odstupanja od linearnosti mogu biti meSavina izoenzima ili testovi
spregnutih enzima sa dve ili viSe vrsta enzima koje se razlikuju po svom temperaturnom
ponasanju. Enzimi vezani za membranu mogu biti pod uticajem temperaturno zavisnih pre-
laza membrane.?02954,955

Energija aktivacije Ea je kompleksna konstanta koja se sastoji od razli¢itih koraka ka-
talitickog mehanizma. Svaki korak ima sopstvenu temperaturnu korelaciju, a korak koji
odreduje brzinu moZe da se promeni tokom porasta temperature. Vrednosti za Ea se uglav-
nom krecu izmedu 40 i 50 k] mol~! i mogu se proceniti iz nagiba dijagrama Arenijusove
jednacine ili merenjem v na dve razlic¢ite temperature T1i T2 prema jednacini, koja se dobija
iz jednacine (154) finalnom integracijom:

k> Eq Ty-Tq
log ki  23RT ( T{T, ) (156)

Teorija Ejringa (Eyring) daje opis principa enzimske katalize. Nakon vezivanja za
enzim, supstrat formira prelazno stanje, koje smanjuje energiju aktivacije neophodnu za
prevazilazenje energetske barijere za konverziju u proizvod.®?

Samo supstrati koji raspolazu sa dovoljno energije mogu da prevazidu energetsku
barijeru prelaznog stanja. Sto je barijera niZa, veci je udeo molekula supstrata koji se pretva-
raju u proizvod. Slika 56 prikazuje energetski profil reakcije katalizovane enzimom, pretpo-
stavljajuci 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 oponasaju prelazno stanje. Vezu se za nekoliko redova veli¢ine jac¢e za enzim nego za
nutradnji supstrat. Cak i ako su nekovalentno vezani, tesko se mogu ukloniti iz enzima,%02954
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Slika 56. Energetski profil reakcije katalizovane enzimom?0?

Arenijus (Arrhenius) je razvio svoju jednacinu po analogiji sa van't Hofovom reakcij-
skom izobarom, opisujuci zavisnost konstante disocijacije Ks od temperature u reakcionoj
ravnotezi:

dinKg\ _ AH°
( dT )p ~ RT? (157)
Standardna entalpija reakcije AH” moZe se uzeti kao nezavisna od temperature unutar uskih
opsega, tako da integracija
AH®
InK, = — =7 T C (158)
daje linearnu vezu izmedu logaritma konstante disocijacije i 1/T. AHo se moZe izvesti iz na-
giba. Integraciona konstanta C uklju¢uje entropiju reakcije AS:
AH®  AS®
lTlKa = — RT + R (159)
koji se moze dobiti iz preseka ordinate. Jednacina (188) je izvedena iz odnosa za Gibsovu
slobodnu standardnu energiju AG'= AH+TASO. Gibsova slobodna energija je povezana sa kon-
stantom disocijacije: AG’=RT [nKg4. Za slobodnu energiju prelaznog stanja AG*, dobija se
izraz:
AG* = —RT - InK* = AH* — AS™ (160)
Prema kvantnoj mehanici konstanta brzine k* za formiranje prelaznog stanja pove-
zana je sa konstantom ravnoteze prelaznog stanja K*: k*=K*(RT/Nah). Na je Avogadrova
konstanta, a / je Plankova konstanta. Iz jednacine (191) dobija se odnos za prelazno stanje:
k AH*  AS* R
logr=—osmtzart logm
Linearna funkcija bi trebalo da rezultira iscrtavanjem log k/T u odnosu na 1/T, a AH?
se moze izvesti iz nagiba (slika 54c). Za razliku od Arenijusovog dijagrama, apsolutne vred-

(161)

nosti se moraju uzeti za k*. Arenijusova energija aktivacije je povezana sa entalpijom prelaz-
nog stanja relacijom: Ea=AH?+RT.902954,955
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1.4.9 Kinetika imobilisanih enzima

Imobilisani enzimi imaju sve vedi znacaj u biotehnoloskim procesima u enzimskim
reaktorima, biosenzorima i medicini. U éeliji, enzimi vezani za membranu mogu se smatrati
imobilisanim sistemima. Kineticki tretman imobilisanog enzimskog sistema zavisi od nje-
gove specifine strukture i opsta pravila se teSko mogu definisati. Imobilizacija enzima se
¢esto postiZe kovalentnim vezivanjem za ¢vrste povrsine, za nosac, kao sto su dekstran, a-
garoza, sinteticki polimeri, staklo ili keramika. Ovi sistemi se mogu tretirati kineti¢ki kao
rastvorljivi enzim, sve dok efekti nosaca na reaktante mogu iskljuciti, posebno pri slobodnoj
difuziji supstrata ili proizvoda. Medutim, nosa¢ moze da odbaci ili privuce supstrate ili pro-
izvode i tako uti¢e na njihovu koncentraciju u blizini imobilisanog enzima, bilo negativno
ili pozitivno. (Cesto hidrofobna) povrsina nosa¢a moze delovati kao barijera ili grani¢ni sloj,
ometajudi prolaz supstrata do katalitickog centra. Ovo vazi i za enzime ugradene u mem-
brane organela. Drugi princip fiksacije je ugradivanje enzima u matricu propustljivu za sup-
strat, na primer, agarozu, poliakrilamid ili najlonske cestice. Enzim nije modifikovan kova-
lentnom fiksacijom i zadrzava u sustini svoju nativnu strukturu. Pravila za enzime u ras-
tvoru vaze sve dok su koncentracije unutar cestice ekvivalentne koncentracijama u okolnom
rastvoru. Ovo zahteva slobodnu difuziju svih komponenti, kao $to su supstrati, proizvodi
ili joni (pH promene!). Do odstupanja u ponasanju imobilisanog enzima dolazi ako ima uti-
caja na difuzija. Ako je enzimska konverzija supstrata brza od njegove difuzije kroz matricu,
dolazi do iscrpljivanja supstrata u oblasti oko enzima, u kojoj meri zavisi od koncentracije
supstrata u cirkufluentnoj sredini. U slucaju niskih koncentracija supstrata, kada enzim re-
aguje maksimalnom efikasnoséu, iscrpljivanje supstrata je izraZenije, dok je u blizini zasice-
nja supstrata manje. Nasuprot tome, ograni¢ena difuzija izaziva akumulaciju proizvoda i
sprecava ga da se odvoji od enzima; tako se povecava inhibicija proizvoda.?02944,956

Kineticki modeli razvijeni iz takvih razmatranja odnose se samo na interakcije
izmedu enzima i njegovog neposrednog okruzenja u nosacu, posebno supstrata. Posebni
efekti na pojedinacne enzime se ne mogu uzeti u obzir. Imobilizacija enzima kovalentnom
modifikacijom funkcionalnih grupa koje direktno ili indirektno ucestvuju u katalitickom
mehanizmu moze uticati na mehanizam reakcije. Prelasci konformacije u aktivno stanje ili
regulatorni uticaji mogu biti spreceni ili potpuno potisnuti fiksacijom za nosa¢. Uska fiksa-
cija za matricu moze izazvati zaklon aktivnog centra.02944,956

Zbog ometanja difuzije supstrata, eksperimentalno odredene brzine reakcije v' imo-
bilisanih enzima mogu se znacajno razlikovati od onih sa nativnim enzimom u rastvoru vkix:

V' = NeViin = Ne % (162)
Faktor efikasnosti 7z je funkcija koncentracije supstrata; za 7.=1, reakcija je kineticki kontro-
lisana.

Reakcija imobilisanog enzima je jednaka reakciji slobodnog enzima i ponasa se prema
Mihaelis-Menten jednacini. Sto je niZi 7 (7<1), reakcija postaje vige kontrolisana difuzijom.
Mihaelis-Menten jednacina vise ne vaZzi, i ne dobijaju se prave linije uobi¢ajenim metodama
linearizacije. Jednacina (162) i sledeca razmatranja zasnivaju se na reakciji sa jednim sup-
stratom. Sve dok su svi drugi supstrati i kofaktori prisutni u zasi¢enim koli¢inama, ovaj
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tretman se takode moZe primeniti za reakcije sa viSe supstrata. Postoje dve vrste ogranicene
difuzije (Sema 16). Ogranicenje spoljasnje difuzije je uzrokovano grani¢nim slojem izmedu
matrice u koji je enzim ugraden i cirkufluentnog rastvora. Supstrat mora da prevazide ovu
barijeru. Pri ogranic¢enju unutrasnje difuzije, matrica utice na difuziju supstrata.?02944956

Matrica

(b)
Sema 16. Sematski prikaz (a) spoljasnjeg i (b) unutranjeg difuzionog ogranic¢enja%2

1.4.9.1 Ogranicenje spoljasnje difuzije

Supstrat mora da prode kroz granic¢ni sloj da bi stigao do katalitickog centra enzima
fiksiranog za ¢vrsto-te¢nu-nepropusnu povrsinu. Procesi transporta i katalize se odvijaju
sukcesivno. Protok supstrata Ja iz cirkufluentnog rastvora sa koncentracijom supstrata [A]o
do katalitickog centra na povrsini sa koncentracijom supstrata [A] je:

Ja = ha([4], — [A]) = 22080=2D (163)

ha=Da/Jje koeficijent transporta, a Da koeficijent difuzije supstrata, § je efektivna debljina
grani¢nog sloja. Da i ha se mogu odrediti metodama kao $to je tehnika radioaktivnog prace-
nja ili difuzionih celija ili se mogu uzeti iz literature. Protok supstrata ka katalitickom centru
i enzimska transformacija supstrata, obi¢no prate¢i Mihaelis-Menten odnos, se javljaju suk-
cesivno. U uslovima stacionarnog stanja, oba procesa se odvijaju jednakom brzinom:

V4]
ha([A]o — [AD = Kot ] (164)
Za koncentraciju supstrata, postavljen je bezdimenzionalni termin a=[A]/Kiu:
Va a
7O e 1 Tra 169

7=V/hAK,, je bezdimenzionalni modul supstrata, koji ukazuje na odnos izmedu brzina re-
akcije i transporta sistema. U grani¢nom slucaju K >»[A], to jest, pri veoma niskim koncen-
tracijama supstrata, jednacina (165) postaje:
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ha([A]o - [A]) = 27

Ukupna reakcija prati kinetiku prvog reda. Efektivna koncentracija supstrata u obla-
sti oko katalitickog centra je:

(166)

_ hy[A]o
[A] = hit % (167)

Eksperimentalno utvrdena brzina reakcije v'je:

, V] _ #"AV”O _ [Al

—— = T (168)
Km hA T Km hA T v
Za ha>»V/Ky, transport je brzi od kineticki kontrolisane enzimske reakcije:
ViA
V' =V, = Ll (169)
K

I obrnuto, reakcija postaje kontrolisana difuzijom pri veoma sporom transportu kroz
matricu, ha <V/Ky:

V' =vgirr = hylAlp (170)
U grani¢nom slucaju K <[A]o, to jest, pri zasi¢enju koncentracije supstrata u oblasti nultog
reda reakcije, v' tezi vrednosti zasicenja V (jednacina (164), (slika 57a).
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(a) Koncetracija supstrata (b) Koncetracija supstrata

Slika 57. Reakcija imobilisanih enzima. (a) Poredenje izmerenih (v'), difuzno kontrolisanih
(vaig) 1 kineticki kontrolisanih (vkin) stopa obrtanja. (b) Odredivanje koncentracije vkin i
supstrata [A Jki» na aktivnom mestu imobilisanog enzima??

U srednjem opsegu supstrata ([A] ~Ku), u zavisnosti od njihove velic¢ine, ili vkin ili vaif
doprinose ve¢em delu reakcije. Dobija se funkcija zasi¢enja, sastavljena od delova transpor-
tnog procesa i kineticke reakcije. Prikazuje, u skladu sa stepenom ogranic¢enja difuzije, po-
vecanu prividnu vrednost K;; (dobijenu pri pola zasi¢enja) u odnosu na pravu Ky vrednost
enzimske reakcije. Kriva odstupa sa povecanjem ogranicenja difuzije u metodama graficke
linearizacije (npr. u dvostruko reciproénom dijagramu) od linearnog ponasanja kineticki
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kontrolisane reakcije. Karakteristika spoljnjeg ogranic¢enja difuzije je ¢injenica da se na njega
moze uticati mesanjem. Ubrzava se ravnoteza difuzijom izmedu rastvora i imobilisanog
enzima,902.957-959

Sa poznatim transportnim koeficijentom ha, brzina kineticki kontrolisane enzimske
reakcije vkin 1 odgovarajuca koncentracija supstrata [A]x» u katalitickom centru na povrsini
membrane mogu se graficki odrediti iz zavisnosti izmerene brzine od koncentracije sup-
strata. cirkumfluentni rastvor (slika 57b). Prava linija sa nagibom h4 povucena je kroz nasu-
micne tacke na apscisi, koja odgovara fiksnoj spoljnoj koncentraciji supstrata [A]i. Presek
ove prave linije sa paralelom apscise u tac¢ki odgovarajuée merene brzine v'1 ima koordinate
[A]kin 1 Vkin1. Ovom metodom karakteristike kineticke reakcije dobijaju se tacku po tacku, a
konstante uobicajenim grafi¢ckim metodama.?02957-959

1.4.9.2 Ogranicenje unutrasnje difuzije

Za razliku od spoljasnje difuzije, unutrasnja difuzija tece paralelno sa reakcijom ka-
talizovanom enzimima. Usled troSenja supstrata, brzina reakcije opada sa smanjenjem uda-
ljenosti imobilisanog enzima od povrsine membrane, dok formiranje proizvoda izaziva lo-
kalnu akumulaciju i formiranje gradijenta produkta. Istovremeni procesi difuzije preko
membrane i kineti¢ka reakcija ponasaju se aditivno:

% - (%)diff + (%)kin a7

Za difuziju se primenjuje Fikov (Fick) drugi zakon difuzije i Mihaelis-Menten odnos
za kineti¢ku reakciju. V''' je unutrasnja maksimalna brzina po jedinici zapremine poroznog
medijuma ili membrane:

5[P] _ 862[A] V"4
5t~ Da ( 5x2 ) Ky +[A] (172)
U stacionarnom stanju, §[A]/d1=0:
82[A]\ _ V'"[A]
D4 ( 5x2 ) T Km+tlA] (173)

Diferencijalna jednacina (173) moZze se resiti numerickim prora¢unom. Uvedeni su
bezdimenzionalni termini za koncentraciju supstrata a=[A]/Ky i za rastojanje x od povrsine,
I=x/L, L je debljina membrane (za sferu poluprec¢nika cestice r, L je zamenjena sa r/3) i [ po-
loZaj unutar membrane:

d’a LV «a 2 a
A2~ KaD, 1+a A 1ia 174
D4 je supstrat ili Tileov (Thiele) modul:
VIII
Py =L |7 (175)

Tileov modul sadrzi tri faktora koji odreduju profil supstrata u membrani: debljinu
membrane, difuzivnost supstrata i aktivnost enzima. Sa povecanjem @4, stvarna koncentra-
cija supstrata u membrani opada, a strmina gradijenta supstrata u membrani se povecava.
Membrana je osiromasena supstratom i enzimska reakcija je usporena. U linearizovanim
dijagramima postoje odstupanja. Koncentracija supstrata odredena pri polovini zasic¢enja
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vecaje od Ky, vrednosti slobodnog enzima, kao kod spoljnjeg ograni¢enja difuzije. Pri niskim
vrednostima (Pa<1), reakcija je uglavnom kineti¢ki kontrolisana i povinuje se Mihaelis-
Menten kinetici.?02957-959

Za odredivanje kineti¢kih konstanti imobilisanih enzima, vazno je meriti u $irokom
opsegu supstrata, kao u nelinearnim zavisnostima u uskom opsegu, mogu se pojaviti line-
arniregioni i mogu dovesti do neta¢nih rezultata. Nelinearne krive se mogu proceniti prema
uobicajenim grafickim metodama, pod pretpostavkom da ¢e ogranicenje 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 jednacine (151) za dvostruko recipro¢ni grafik:

7 = (207
v neV neV'"' [Als

[A]s je etektivna koncentracija supstrata na povrsini. Na slici 58 prikazani su tipovi odstu-
panja od normalnog linearnog kretanja uzrokovanih ogranicenjem difuzije.

Nagib = K/ egV™

/

Nagib = K, /V™

1w

1V

1AL
Slika 58. Graficka metoda za odredivanje kinetickih konstanti imobilisanih enzima u ogra-
nicenju unutrasnje difuzije. € - faktor efikasnosti®*

Za veoma niske koncentracije na [A]s, 7. aproksimira faktor efikasnosti £ za reakciju prvog
reda. Prividna Mihaelisova konstanta u ovom regionu je K=Ky/&. Za visoke vrednosti @4, &
=1/ 4902.957-959

1.4.9.3 Inhibicija imobilisanih enzima

Svi efekti koji smanjuju brzinu reakcije imobilisanog enzima suprotstavljaju troSenje
supstrata oko enzima. Inhibicija enzima i ogranic¢ena difuzija deluju antagonisticki. Ako oba
efekta postoje istovremeno, oni se medusobno umanjuju; ukupno su slabiji nego $to bi se
oc¢ekivalo na osnovu zbira pojedinacnih efekata. Tako, pod sli¢nim uslovima, izgleda da je
stepen inhibicije niZi za imobilisane enzime u poredenju sa nativnim. Nelinearnost krivih u
linearizovanim dijagramima uzrokovana ogranicenjem difuzije je oslabljena, ali ¢ak i iz
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nelinearnosti ostaje oc¢igledan tip inhibicije: kompetitivna inhibicija menja samo prividnu
vrednost Ky, ali ne i maksimalnu brzinu; V takode ne uti¢e na ogranicenje difuzije. Nekom-
petitivna inhibicija menja oba parametra, to je takode oc¢igledno u ogranicenju difuzije. Za
jednostavnu nekompetitivnu inhibiciju (Kic=Ki,=Kj) u spoljnoj ograni¢enoj difuziji, jednac¢ina
(152) bi se prosirila na:
VIA]
I

(144 ) K+ 14D

Inhibicija proizvoda je poseban slucaj jer se, uz ogranicenje difuzije, proizvod aku-

h,([A]p — [A]) = (177)

mulira u predelu imobilisanog enzima i dodatno pojacava inhibiciju. Zbog ovog efekta,
ogranicenje difuzije postaje smanjeno. MoZe se zakljuciti da imobilisani enzim slabije rea-
guje na promene koncentracije proizvoda u njegovoj blizini.?02957-959

Svi drugi faktori koji uti¢u na aktivnost enzima takode se suprotstavljaju ogranicenju
difuzije, npr., delimi¢na inaktivacija uzrokovana postupkom imobilizacije enzima. Stepen
inaktivacije je generalno potcenjen zbog smanjenja ogranicenja difuzije, simulirajuci efika-
sniju imobilizaciju. Ovo daje utisak oc¢igledno poboljsane dugorocne stabilnosti kao posle-
dice imobilizacije.?0297-959

1.4.9.4 pH i temperaturno ponasanje imobilisanih enzima

Imobilisani enzimi pokazuju izmenjenu zavisnost od pH vrednosti i jonske snage,
posebno ako su ovi parametri promenjeni samom enzimskom reakcijom, kao $to je potros-
nja ili formiranje kiselina (npr. proteaza) ili baza (npr. ureaza) kao supstrata ili proizvoda
enzimske reakcije. Akumulacija takvih reakcionih proizvoda ograni¢enjem difuzije moze
pomeriti prividni pH optimum enzima za 1-2 pH stepena, u poredenju sa slobodnim enzi-
mom. Do sli¢nih pomeranja krive optimalne pH vrednosti dolazi kada je enzim fiksiran za
pozitivno ili negativno naelektrisanu matricu. Na Arenijusovom dijagramu, imobilisani
enzimi ¢esto pokazuju nehomogenosti, odnosno prelaze izmedu regiona razlicitih nagiba.
Ovo se desava u nizem temperaturnom opsegu kada je ceo proces hemijski kontrolisan, jer
je enzimska reakcija veoma spora, a ogranicenje difuzije nije izraZzeno (slika 59).

Visoka  Niska
koncentracija supstrata
Difuziona
kontrola

Inwv

Hemijska
kontrola

1T

Slika 59. Temperaturna osetljivost imobilisanih enzima®0?
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Sa povecanjem brzine reakcije na vis$im temperaturama, dolazi do troSenja supstrata,
pri ¢emu ukupna reakcija pokazuje karakteristike ogranicenja difuzije, $to se prikazuje ma-
njim nagibom na Arenijusovom dijagramu. Medutim, pri veoma niskim koncentracijama

supstrata, kontrola difuzije pokriva ceo opseg merenja i dobija se samo jedna prava li-
nija.902,957-959

1.4.10 Prikupljanje i analiza kinetickih podataka enzimskih reakcija

Mihaelis-Menten formalizam je nesumnjivo veoma vazna prva aproksimacija za
svaki novi enzim koji treba proucavati. lako jednostavan i elegantan, on ima samo ogranicen
opseg primenljivosti. Ne pridrzavaju se svi enzimi Mihaelis-Menten kinetike i postoje zna-
¢ajni izuzeci. Odgovarajudi kinetic¢ki eksperimentalni dizajn nam omogucava da donesemo
ovu procenu. Prikupljanje kineti¢kih podataka dobrog kvaliteta je prvi zadatak u karakteri-
zaciji enzima. Pouzdana i robusna metoda analize je preduslov za dobijanje podataka o
enzimima. Dobri kinetic¢ki eksperimenti takode obezbeduju prikupljanje najkvalitetnijih pri-
marnih podataka.®®

1.4.10.1 Redukcionizam u eksperimentalnom dizajnu

Kineticki eksperimentalni dizajn skoro uvek ima redukcionisti¢ki pristup - menjajuci
jedan po jedan parametar dok sve ostale odrzava konstantnim. Parametri koji mogu da va-
riraju ukljuc¢uju [A], [P], pH vrednost, jonsku snagu, puferske vrste, aktivatore, inhibitore,
itd. Mozda je najvazniji i informativni skup podataka promena pocetne brzine u odnosu na
koncentraciju supstrata (v—[A] dijagram). Podsetimo se da ¢ak i u reakciji sa vise 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
drzedi sve ostale konstantnim. U tom smislu, primarni skup podataka je v—[A] kriva koja
ima Sest do deset tacaka podataka za svaki supstrat (slika 60).
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Slika 60. v u odnosu na [A] grafik. Linija povucena kroz tacke je nelinearni najmanji
kvadrat, koji najbolje odgovara Mihaelis-Menten jednacini i predstavlja pravougaonu
hiperbolu?
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Potpuna kineti¢ka analiza bi-supstratne reakcije (n=2) stoga zahteva priblizno 102 ne-
zavisna ispitivanja da bi se izvrsila. Kako se broj reaktanata i modifikatora povecava, ekspe-
rimentalni podaci koji se prikupljaju postaju ogromni. Tipi¢no, 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 uti¢e najma-
nje osam reaktanata/modifikatora. Shodno tome, ¢ak 108 testova mozZe biti neophodno da
bi se u potpunosti definisala njena kinetika.%0

1.4.10.2 Izbor koncentracija supstrata

Glavni cilj u kineti¢ckom profilisanju bilo kog enzima je odredivanje njegovih kinetic-
kih konstanti V (i stoga ket) i K. Po¢etna merenja brzine napravljena na razli¢itim [A] su
originalni podaci potrebni da bi se to postiglo. Prvi i najjednostavniji na¢in analize original-
nih podataka je iscrtavanje grafika od v—[A] kao sto je prikazano na slici 60. Razumne pro-
cene V i K,y mogu se dobiti iz takvih dijagrama - pod uslovom da podaci pokrivaju Sirok
raspon [A].

Mora se koristiti Sirok raspon [A] da bi se dobile pouzdane procene V i K. Dva
ekstremna slucaja [A]<<Ky i [A]>>Ky, respektivno, definisu V/Ky i V na slici 60. Obi¢no se
pocinje sa definisanjem V- podataka za visoku vrednost [A]. Ako je pokriven samo donji
opseg [A], tada ce se ¢initi da su podaci prvog reda u odnosu na [A]. Ovo je definisano sa
v=(V/Ku)-[A]', grani¢nim slucajem Mihaelis-Menten jednacine. S druge strane, merenja
izvrSena samo na visem opsegu [A] su pristrasna prema V. Iz takvih podataka moze se pro-
ceniti V, ali ne postoji nac¢in da se odredi Ki.

Jasno je da raspon koncentracija supstrata, izmedu 0,1 K, 1 10 Ki» (najmanje 0,33 Kin
do 3 Ki!), treba koristiti za precizno odredivanje kineti¢kih konstanti. Grafik v—[A] oko K
vrednosti je oblast maksimalne zakrivljenosti za pravougaonu hiperbolu (slika 61).

I’nn'klu-—j.

[ [A] —

Slika 61. v—[A] kriva opisana Mihaelis-Menten jedna¢inom je deo pravougaone
hiperbole. Istaknuti kratki luk (tamna linija) je stvarna oblast u kojoj su eksperimentalna
zapazanja za enzim fizicki moguca. Dva kraka ove pravougaone hiperbole formiraju
asimptote beskonacne krive kao $to je prikazano. Ovo otezava direktnu procenu vrednosti
Kin i Vo0
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Stoga je mudro odabrati tacke podataka na obe strane K, tako da kriva bude najbolje
definisana.?0

1.4.10.3 Pocetni eksperimenti i iteracija podataka

Novo istrazivanje enzima ¢esto pocinje pouzdanom metodom analize, ali bez pret-
hodnog znanja o njegovim kineti¢ckim konstantama. Kako onda izabrati odgovarajuci opseg
[A]? Uobicajena je praksa da se sprovode pilot eksperimenti sa tackama koje obuhvataju
sirok opseg [A].

Iz ovih preliminarnih podataka dobija se gruba procena V i Ky. Pouzdanije procene
se tada mogu dobiti suzavanjem raspona [A] sa 0,33 K na 3 Ky (koriste¢i grubu vrednost
ove K, dobijene iz pilot eksperimenta). Konac¢no, veliki broj tacaka podataka se generise
unutar ovog opsega da bi se izra¢unale vrednosti V i Ky.. 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 mogucnosti da postignemo najbolji opseg potrebnih koncentra-
cija supstrata.®0

1.4.10.4 Vaznost merenja pocetnih brzina

Precizno merenje pocetne brzine je od primarne vaznosti u kineti¢koj analizi. Potce-
njivanje pocetne brzine je uobicajen problem kada se posmatraju nelinearni vremenski to-
kovi. Podaci dobijeni , kontinuiranom analizom” su stoga pouzdaniji. Jedano prakti¢no re-
Senje za nelinearni vremenski tok je upotreba razblazenih rastvora enzima. Rad sa prikladno
razblazenim enzimom takode pomaze pri:

e smanjivanju brzine reakcije na nivoe kojima se moZze upravljati,

e c¢uvanju dragocenog enzima i

e eliminisanju nezeljenih interakcija, ako ih ima.

Druge poteskoce pri eksperimentalnom merenju pocetne brzine pri vecoj [A] mogu biti zbog
ogranicene rastvorljivosti, smetnji pri merenjima, osetljivosti metode detekcije itd.

Osnovno razmatranje pri merenju , [A] naspram v” podataka je da se prave pocetne
brzine zabeleze, pri svakoj testiranoj koncentraciji supstrata. Ovo je u praksi, medutim, lakse
raeci nego uraditi - posebno pri niskim [A] vrednostima. U Mihaelis-Menten formalizmu,
pretpostavljamo da je [A:]~[A]. U praksi stoga, do 5-10% troSenja [A:] moZe se tolerisati to-
kom perioda analize. To je zato $to same eksperimentalne greske (i varijacije) ¢esto dopri-
nose vise od efekata troSenja supstrata. Zbog toga bi trebalo osigurati da se manje od 5-10%
supstrata pretvori u proizvod(e) dok se ispituje enzim na najniZoj odabranoj [A]. Svaki visi
nivo A—P konverzije brzo dovodi do odstupanja brzine reakcije od linearnosti - i potcenji-
vanja v. Posto su eksperimentalne greske velike pri niskom [A] i poZeljno je ograniciti kon-
verziju supstrata na ispod 10%. Mnoga ponovljena merenja mogu biti potrebno pri niskim
vrednostima [A].

Li (Lee) i Vilson (Willson) su predloZili modifikaciju za analizu kineti¢kih podataka
gde je doslo do znacajne konverzije supstrata (do 40% konverzije).?30 Pretpostavimo da se
koncentracija supstrata smanji sa [A:] na [Af] do kraja testa. Umesto koriS¢enja dodane
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pocetne koncentracije supstrata ([A] total, tj. [A]), preporucuje se aritmeticka sredina [A¢] i
[Ad. Enzim ne vidi [A;j] tokom perioda analize. Stoga je aritmeticka sredina
([A]=([Ad+[AA)/2) prikladnija mera koncentracije supstrata u v—[A] dijagramima. Npr.
pretpostavimo da se pocetna koncentracija supstrata od 5,0 mM smanjuje na 4,0 mM (na
kraju analize) zbog konverzije od 20%. Efektivna prose¢na koncentracija supstrata [A] koju
enzim oseti tokom testa je 4,5 mM (a ne 5 mM!). Ova razlika je jo$ veca kada konverzija
supstrata postane veca. Li-Vilson (Lee-Willson) modifikacija dobro funkcionise samo kada
supstrat i proizvod ne inhibiraju znac¢ajno enzim. Ovaj postupak nije pogodan za enzime
gde se primecuje inhibicija supstrata ili se javlja znacajna inhibicija proizvoda na niskim [P]
nivoima.”®0

1.4.10.5 Primena integralnog oblika Mihaelis-Menten jednacine

Kompletan vremenski tok (kriva brzine reakcije) je zapravo robusniji izvor kineti¢kih
informacija. Omogucava nam da okarakteriSemo ponasanje brzine pri razli¢itim stepenima
konverzije supstrata i akumulacije proizvoda. Kineti¢ka analiza vremenskog toka je moguca
sa integralnim oblikom odgovarajuée jednacine brzine. Integralne jednacine brzine se obicno
koriste u hemijskoj kinetici, ali retko u enzimskoj kinetici (naravno sa izuzetkom kinetike brze
reakcije - analiza prelaznog stanja). U principu, sa integralnim oblikom jednacine, jedna
produZena analiza toka vremena reakcije bi trebala biti dovoljna da se dobiju svi kineticki
parametri enzima. Ovo takode izbegava greske mesanja koje su povezane sa metodama po-
¢etne brzine. Zasto su onda studije pocetnih brzina reakcije popularne u enzimskoj kinetici?
Jedan razlog je istorijski. Drugi, integralni oblik ne uklju¢uje efekte akumulacije proizvoda.
Medutim, kada se ovi efekti ubace, sistem se brzo komplikuje - ¢ak i za primer, jedan sup-
strat-proizvoda. Na kraju, metoda merenja pocetne brzine je povoljna, jer se pojedina¢nim
promenjivim vrednostima kao $to su [A], [P], [E{], itd. moZe manipulisati pojedinac¢no i po
zelji.%60

1.4.10.6 Osnove analize eksperimentalnih podataka

Istrazivanje kinetickih svojstava enzima podrazumeva ucenje kako on reaguje na
promene u okruzenju. NajceS¢a promenljiva je [A] i neophodno je raditi u Sirokom opsegu
[A], gde se brzina reakcije zna¢ajno menja. Pod uslovom da enzim postuje Mihaelis-Menten
jednacinu, dobar dizajn kineti¢kih eksperimenata zahteva da [A] vrednosti treba da se pro-
teZu na obe strane vrednosti Ki;. Obi¢no je pozeljno tri do pet tacaka podataka ispod i jednak
broj iznad Ky vrednosti. Set podataka za dobro predstavljen v—[A] dijagram treba da ima
najmanje Sest do deset dobro rasirenih tac¢aka.?®

1.4.10.6.1 Statistika, varijacije i greSke pri eksperimentima

Bez obzira da li Mihaelis-Menten formalizam funkcionise ili ne, v—[A] podaci za
enzim predstavljaju nelinearnu vezu. Eksperimentalni podaci zauzimaju samo segment
pravougaone hiperbole (slika 61). Stoga se mora zapoceti kineti¢ka analiza sa
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visokokvalitetnim, originalnim v—[A] podacima. Velike greske su povezane sa merenjima
v na nizem opsegu [A]. To je zato $to pocetna brzina reaguje strmo u ovom [A] opsegu. I
mozda ¢e biti potrebno mnogo ponavljanja. Ovo medutim zahteva brigu i paznju, posebno
kada se radi sa nestabilnim enzimskim preparatima. Npr. pretpostavimo da zelimo da pro-
menimo jedan parametar ([A]) na Cetiri razli¢ite vrednosti drugog (recimo drugi supstrat).
Za deset tacaka po v—[A] setu podataka, potrebno je izvrsiti ukupno 40 testova. Enzim
moze izgubiti znacajnu aktivnost pred kraj ovog dugog eksperimenta. Ovo naravno treba
proveriti. Moguce je objediniti originalne v—[A] podatke iz odvojenih eksperimenata dok
se procenjuju kineti¢ke konstante (kao sto su V' i Ki;). Ali najbolje je koristiti ceo set v—[A]
podataka generisanih u jednom eksperimentu - ovo svodi na minimum varijacije ,,izmedu
eksperimenata”. Trebalo bi izvr$iti ponovljena merenja da bi se dobio pouzdan set poda-
taka, jer bilo koji stepen sofisticirane analize nece transformisati lose podatke u dobre podatke.%0

Greske se ne mogu izbedi prilikom dobijanja kinetickih podataka. Vazno je razumeti
prirodu ovih gresaka i njihovu rasejanost. Zbog rasipanja gresaka, postaje teSko odluciti da
li izmereni podaci odgovaraju pretpostavljenoj jednacini brzine (kao sto je Mihaelis-Menten
jednacina i hiperboli¢na kriva). Analiza takvih podataka zahteva statisticke alate i posebno
regresijske metode. Ovaj tretman je veoma koristan za nelinearne krive gde je okom teze
detektovati sistematska odstupanja. Koeficijent korelacije ukazuje na konzistentnost poda-
taka sa pretpostavljenim modelom (i jedna¢inom brzine reakcije). Grafici ostatka se koriste
za merenje odstupanja svake vrednosti od pretpostavljene funkcije (prema jednacini brzine
reakcije). Rigorozna statisticka analiza smanjuje opasnost od subjektivnosti u tumacenju.
Ipak, vredi zapamtiti da tacnost proracuna ne moze nadoknaditi nedostatak ta¢nosti u pri-
kupljanju ili belezenju podataka. Najbolje uklapanje krive moZze biti generisano nelinearnim
uskladivanjem podataka na osnovi najmanjih kvadrata u jednacini brzine reakcije, kao sto
je Mihaelis-Menten jednacina. Mnogi graficki programi su danas dostupni za izvodenje ne-
linearnog prilagodavanja krive. Nekoliko primera je navedeno u tabeli 14. Medutim, trebalo
bi biti dobro upoznat sa ograni¢enjima takvih programa. Dve nepoznate Vi Ky, se u takvim
programima resavaju iterativno. Direktna analiza netransformisanih podataka daje najpo-
uzdanije procene Vi Ky Jedan od ciljeva kinetic¢kih studija je da se dobije procena kineti¢kih
konstanti iz odsecaka kao sto su V (i stoga kear) i Kin za enzim.?%0
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Tabela 14. Softver dostupan za analizu kineti¢kih podataka enzimskih reakcija

Ime softvera

Opis softvera

Cleland’s Package

Fortran program; Methods in Enzymology 63:103 (1979); Open
source®0

Sigraf\W

Microsoft Visual Basic Studio program; Biochemistry and Mo-
lecular Biology Education 33:399 (2005); Open source?®0

Program za analizu podataka enzimske kinetike; http://home-

Hyper and Median page.ntlworld.com/john.easterby/abouthyp.html; Open
source?e0
DynaFit BioKin, Ltd.; Analytical Biochemistry 237, 260- (1996);
http:/ /www.biokin.com/; Open source/komercijalan”¢0
VisualEnzymics Softzymics, Inc. 623 Brickhouse Road, Princeton, NJ 08540;
http:/ /www.softzymics.com/; Commercial960
Si Enzyme Kinetics Module; Systat Software Inc.;
igmaPlot htto: ) ] . 960
ttp:/ /www.sigmaplot.com/; komercijalan
BIOSOFT, PO Box 1013, Great Shelford, Cambridge, CB22 5WQ
EnzFitter GB - United Kingdom; http:/ /www.bio-
soft.com/w/enzfitter.htm; komercijalan”¢0
KinTek Explorer Program KinTek Corp-a. za analizu podataka enzims.ke kine-
tike; https:/ /www .kintekexplorer.com/; komercijalan
Sveobuhvatna analiza i statistika eksperimentalnih podataka;
GraphPad Prism 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
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II. EKSPERIMENTALNI DEO

I1.1. MATERIJALI

Biokatalizatori koris¢eni 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: H>O, oksidoreduktaza) iz rena
(Armoracia rusticana) (HRP-C) proizvodaca Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Sinteza i tretman magnetnih cestica vrseni su pomocu gvozde(IIl)-hlorida heksa-
hidrata iz Analytika-e (Prag, Ceska Republika), gvozde(Ill)-sulfata heptahidrata iz Lach-Ner-
a (Neratovice, Ceska Republika), 25%-ni amonijum-hidroksid i limunska kiselina mono-
hidrat iz Centrohem-a (Stara Pazova, Srbija), fenolftalein iz Molar Chemicals KFT-a (Budim-
pesta, Madarska).

Kao nosac za kovalentnu imobilizaciju enzima koriscen je natrijum-alginat niske vis-
koznosti proizvodaca Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA).

Kao aktivator nosaca za kovalentnu imobilizaciju enzima koriséen je 1-etil-3-(3-dime-
tilaminopropil) karbodiimid (EDAC) proizvodaca Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA,
USA). Nakon aktivacije koris¢en je 2-merkaptoetanol proizvodaca Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, USA).

Za odredivanje standardne enzimske aktivnosti alkalaze koris¢en je azokazein i
trihlorsiréetna kiselina proizvodaca Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), natrijum-hidroksid
iz NRK InZenjering-a (Beograd, Srbija), dok je za odredivanje standardne enzimske aktivno-
sti peroksidaze korisc¢en pirogalol proizvodaca Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) i 3% ras-
tvor vodonik-peroksida (v/v) proizvodaca Galapharm (Beograd, Srbija).

Kao standard za odredivanje sadrzaja proteina koris¢en je govedi serum albumin
proizvodaca Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Za Bradfordovu metodu koriséen je koncentrovani rastvor boje Coomassie Blue G-250
proizvodaca Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) i 96% etanol proizvodaca Zorka Pharma (Sa-
bac, Srbija).

Za pravljenje Tris-HCI pufera, Tris(hidroksimetil)-metilamin proizvodaca Thermo
Fisher Scientific (Waltham, MA, USA) i korié¢ena je hlorovodoni¢na kiselina proizvodaca
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), dok su za pravljenje fosfatnog i acetatnog pufera ko-
ri¢eni natrijum-dihidrogen fosfat, dinatrijum-hidrogen fosfat i sir¢etna kiselina proizvo-
daca Zorka Pharma (éabac, Srbija).

Za hidrolizu proteina iz soje i belanceta koris¢ena je trinitrobenzenska kiselina
(TNBS) proizvodaca Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) i natrijum-dodecil sulfat (SDS) i
kalcijum-hidroksid proizvodaca NRK InZenjering (Beograd, Srbija).

Belance je nabavljeno od PKB Inshri (Beograd, Srbija), dok je izolat proteina soje od
90% nabavljen od kompanije Sojaprotein d.o.o. (Becej, Srbija).

Antrahinonske boje koris¢ene 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 ¢istocu p.a.
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I1.2. METODE

I1.2.1 Postupak dobijanja kalcijum-alginatnih mikrocestica metodom elektrostaticke
ekstruzije

Kalcijum-alginatne mikrocestice dobijene su elektrostatickom ekstruzijom, koja pred-
stavlja disperznu metodu koja primenjuje elektrostaticku silu.51%1 2% polimerni rastvor
(w/v) je pripremljen rastvaranjem praha natrijum-alginata niske viskoznosti u destilovanoj
vodi. Rastvor je meSan 3 h na magnetnoj mes$alici (500 rpm) (Staufen, Nemacka). Sferi¢ne
kapi su formirane ekstruzijom polimerne suspenzije kroz iglu sa ravnim vrhom od nerda-
juceg celika (22 G) pomocu automatske pumpe (Razel, Scientific Instruments, Stamford, CT,
USA) i $prica od 20 mL, protokom 27,3 mL h-1. Igla je bila pozitivho naelektrisana pomocéu
elektrode izvedene iz generatora visokog napona (Model 30R, Bertan Associates Inc., New
York, NY, USA), dok je elektroda sa uzemljenjem uronjena u rastvor za zeliranje. Rastvor
za Zeliranje je 1,5% rastvor CaClz (w/v). Rastojanje izmedu vrha igle i rastvora CaCl: je bilo
2,5 cm, a elektrostaticki napon je bio 6,5 kV. U prostoru izmedu vrha igle i gornjeg nivoa
rastvora CaClz ostvareno je odredeno elektri¢no polje. Pod dejstvom gravitacione i elektro-
staticke sile, potiskivani rastvor se otkida od vrha igle u obliku mlaza sitnih naelektrisanih
kapljica. Kapi su se skupljale u rastvoru za Zeliranje (u Petri Solji) uz konstantno mesanje
pomocu magnetne mesalice (130 rpm), kako bi se omoguc¢ila sto bolja distribucija cestica u
rastvoru za zeliranje, pri ¢emu dolazi do razmene Na" i Ca?* jona i dolazi do o¢vréc¢avanja
kapi u obliku sfernih mikrocestica. Kalcijum-alginatne mikrocestice koje se nalaze u ras-
tvoru za Zeliranje se ispiraju destilovanom vodom i filtriraju pod vakuumom, pomocu
Buchner-ovog levka u kombinaciji sa gué-bocom. Cestice su se do dalje upotrebe ¢uvale u
Tris-HCl puferu (50 mM, pH vrednosti 8,5) u frizideru. Slika aparature za ekstruziju i Sema
aparature za dobijanje kalcijum-alginatnih mikrocestica elektrostatickom ekstruzijom su
prikazane na Semi 17.

I1.2.2 Postupak dobijanja kalcijum-alginatnih submikronskih cestica metodom ultraz-
vucnog rasprsivanja

Rastvaranjem praskastog natrijum-alginata niske viskoznosti u destilovanoj vodi

dobijeni su rastvori natrijum-alginata od 0,4 1 0,5% (w/v). Rastvori su meSani pomocu mag-
netne mesSalice (350 rpm), a do potpunog rastvaranja natrijum-alginata dolazilo je nakon 1
h. Novi sistem ultrazvuénog rasprsivanja je ru¢no pravljen i konfigurisan kao ultrazvucni
rasprsivac (za rasprsivanje rastvora natrijum-alginata), opcionalno sa grejacem (za suSenje
estica alginatnog aerosola) i staklene kolone (za Zeliranje alginatne aerosoli). Ultrazvuéni
generator varijabilne frekvencije Omron Profi Sonic KCW-6TD, 220 V/50 Hz (Hoofddorp,
Holandija), je koris¢en za primenu konstantne frekvencije od 1,7 MHz.
Staklena cev u kojoj se nalazio greja¢ na jednom kraju je povezana sa kompresorom koji je
obezbedivao protok toplog vazduha, dok je na drugom kraju cev podeljena na dva dela.
Jedan deo je bio vezan plasti¢nim crevom za uredaj u kome je bio rastvor natrijum-alginata,
dok su se kroz drugi deo plasti¢nim crevom prenosile suSene cestice aerosola, koje su nosene
vazdusnom strujom do kolone sa okvaSenim zidovima rastvorom za Zeliranje (2% rastvor
CaClz (w/v)). Cestice su isprane destilovanom vodom i do dalje upotrebe su se ¢uvale u Tris-
HClI puferu (50 mM, pH vrednosti 8,5) u frizideru.
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Sema 17. Sematski prikaz eksperimentalne aparature za dobijanje alginatnih mikrocestica
elektrostatickom ekstruzijom (a): (1) 2% rastvor natrijum-alginata (w/v) (2) se propusta
pumpom (3) kroz iglu pre¢nika 22 G, ¢iji je vrh odvojen 2,5 cm od povrsine rastvora za

zeliranje (1,5% rastvor CaCl: (w/v)) (4) povezanu sa generatorom visokog napona, pri

naponu od 6,5 kV (5) dobijene kapi se skupljaju u Petri Solji sa rastvorom za zeliranje (1,5%
rastvor CaClz (w/v)) (6) koji se me$a na magnetnoj mesalici (130 rpm); (b) slika aparature

za ekstruziju

Sema aparature za dobijanje alginatnih submikronskih ¢estica metodom ultrazvuénog

rasprsivanja je prikazana na Semi 18.
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Sema 18. Aparatura za dobija alginatnih submikronskih ¢estica metodom ultrazvu¢nog
rasprsivanja
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Na slici 62 predstavljena je aparatura za proizvodnju submikronskih alginatnih
¢estica metodom ultrazvuénog rasprsivanja.

@

Slika 62. Aparatura za proizvodnju submikronskih alginatnih ¢estica metodom
ultrazvucnog rasprsivanja

I1.2.3 Hemijska sinteza magnetnih cestica

Metodom koprecipitacije FeCls i FeSO4 u visku amonijaka, sintetisane su magnetne
Cestice.?2 Rastvoreno je 5,6 g FeSO4-7H0 i 10,8 g FeCl3-6H>O u 300 mL destilovane vode.
Dobijeni rastvor je zagrevan na 80 °C u vodenom kupatilu sa 200 mL 25%-nog rastvora
NHiOH (w/v) (uz povratni Alinov (Allihn) kondenzator). Sintezu je potrebno vrsiti u di-
gestoru zbog isparavanja amonijaka. Rastvor je energi¢no i neprestano mesan 60 minuta
(podeSeno mesanje na vodenom kupatilu, s tim da i kondenzator mora biti pri¢vrséen uz
stativ na vodenom kupatilu kako bi se sve zajedno mesalo).

Smesa je filtrirana kroz obican filter papir nakon sat vremena sinteze, na 5-6 mesta za
filtraciju zbog kraceg vremena, a samim tim se ¢estice bolje rasporede po filter papiru i lakse
isperu.?63964 Dobijane ¢estice dalje su ispirane temeljno dvostruko destilovanom vodom do
pH vrednosti 7,0 (ili do gubitka boje sa fenolftaleinom), susene na 105 °C, a nakon toga pro-
sejavane (<100 um). Cestice (4,49+0,07 g) su zatim ostavljane u rastvoru 100 mL fenolftaleina
na 50 °C 24 h i nakon toga ispirane dvostruko destilovanom vodom i ponovo susene preko
nodi.
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I1.2.4 Postupak dobijanja magnetit-alginat cestica (M AB)

Za dobijanje MAB kori$éena je metoda ekstruzije sa i bez elektri¢nog generatora® 2%
polimerni rastvor (w/v) je pripremljen rastvaranjem praha natrijum-alginata niske viskozno-
sti u destilovanoj vodi. Rastvor je meSan 3 h na magnetnoj mesalici (500 rpm) (Staufen, Ne-
macka). Razli¢ita masa (0,04-0,2 g) magnetnih cestica je dodavana u 20 mL 2% rastvora
natrijum-alginata (w/v). Sfericne kapi su formirane ekstruzijom polimerne suspenzije kroz
igle razli¢itog prec¢nika (18-25 G) sa ravnim vrhom od nerdajuceg celika pomoc¢u automatske
pumpe (Razel, Scientific Instruments, Stamford, CT, USA) i $prica od 20 mL, protokom 27,3
mL h-1. Pri procesima elektrostaticke ekstruzije, igla je bila pozitivno naelektrisana pomocu
elektrode izvedene iz generatora visokog napona (Model 30R, Bertan Associates Inc., New
York, NY, USA), dok je elektroda sa uzemljenjem uronjena u rastvor za zeliranje. Rastvor
za Zeliranje je 1,5% rastvor CaClz (w/v). Rastojanje izmedu vrha igle i rastvora CaCl: je bilo
2,5 cm, a elektrostaticki napon je bio 6,5 kV. U prostoru izmedu vrha igle i gornjeg nivoa
rastvora CaCl ostvareno je odredeno elektri¢no polje. Pod dejstvom gravitacione i elektro-
staticke sile, potiskivani rastvor se otkida od vrha igle u obliku mlaza sitnih naelektrisanih
kapljica. Kapi su se skupljale u rastvoru za Zeliranje (u Petri $olji) uz konstantno mesanje
pomocu magnetne mesalice (130 rpm), kako bi se omogucila sto bolja distribucija ¢estica u
rastvoru za zeliranje, pri ¢emu dolazi do razmene Na* i Ca?* jona i do o¢vrs¢avanja kapi u
obliku sfernih mikrocestica. MAB su isprane destilovanom vodom nakon ¢ega su ¢uvane na
4 °C u Tris-HCl puferu (50 mM, pH vrednosti 8,5) do dalje upotrebe.

I1.2.5 Velic¢ina cestica i zeta potencijal

Veli¢ina i raspodela veli¢ine alginatnih mikrocestica dobijenih elektrostatickom
ekstruzijom odredene su pomocu analizatora veli¢ine cestica Mastersizer 2000 (Malvern
Instruments, Worcestershire, UK), opremljenim sa Hydro 2000S disperzionom uredajem.
Srednji pre¢nik po zapremini je koris¢en kao reprezentativni pre¢nik. Jedan od uobicajenih
indikatora raspodele veli¢ine je raspon definisan kao:

(D90-D10)
D50
koji predstavlja koliko su udaljene tacke od 10 i 90%, normalizovano sa srednjom tackom.
Srednja veli¢ina ¢estica submikronske veli¢ine alginata proizvedenih ultrazvu¢nom raspz-
Sivanjem izmerena je fotonskom korelacionom spektroskopijom, koristeci Zetasizer Nano Se-
ries, Nano ZS (Malvern Instruments Ltd., Malvern, UK) sa opsegom merenja 0,6 nm-6 mm.

Ovim instrumentom vrsena su i merenja zeta potencijala.

raspon raspodele veliCine = (178)

Podaci koji se odnose na veli¢cinu MAB dobijeni su pomocu opti¢kog mikroskopa
Olympus CX41RF (Tokio, Japan), opremljenog softverom za analizu slike Olympus - ,, Cell4*
(Tokio, Japan). Sve cestice su ispitane odmah nakon formiranja. Za sve slucajeve merene su
veli¢ine 100 cestica.
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I1.2.6 Mehanicka ¢vrstoéa MAB

Mehanicka ¢vrstoéa MAB je merena ispitivanjem kompresije cestica izmedu dve
ravne povrsine. Testovi su obavljeni na Universal Testing Machine, AG-Xplus (Shimadzu, Japan)
opremljene sa celijom opterecenja 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-l. Za snimanje
i analizu eksperimentalnih podataka koriséen je softver TRAPEZIUMX 1.13 (Shimadzu, Japan).

I1.2.7 Magnetna svojstva magnetita i MAB

Magnetna karakterizacija magnetita i MAB merene su pomocu Quantum Design
MPMS (Magnetic Property Measurement System) XL-5 SQUID magnetometra (Quantum
Design, San Dijego, CA, USA) kojim je moguce 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 pomocu vibriraju¢eg magnetometra na 5 K. Kriva mag-
netizacije na 5 K merena je za jednu cesticu kao funkcija magnetnog polja izmedu 0 i 50
kOe %6596 Merenja su vr$ena u Laboratoriji za teorijsku fiziku i fiziku kondenzovane mate-
rije Instituta za nuklearne nauke Vinca.

I1.2.8 Skenirajuéa elektronska mikroskopija (SEM)

Efekat HRP-C i alkalaze na morfologiju povrsine nosaca je ispitivana pomocu skeni-
rajuce elektronske mikroskopije koja je izvedena TESCAN MIRA3 elektronskim mikrosko-
pom (TESCAN ORSAY HOLDING, a.s., Brno, Ceska Republika) na ubrzavajuéem naponu
od 101 20 kV. Pre posmatranja, uzorci su degazirani i rasprseni su zlatom pomocu Polaron
SC502 Sputter Coater-a (Fison Instruments, Glazgov, UK).

I1.2.9 Furijeova transformacijska infracrvena spektroskopija (FTIR)

Analiza infracrvene spektroskopije sa Fourijeovim transformacijama (FTIR) izvedena
je koris¢enjem Nicolet iS 10 spektrometra (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) u
rezimu oslabljene ukupne refleksije (ATR) pri rezoluciji od 4 cm™ sa ATR korekcijom i
OMNIC softverom (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Spektri su dobijeni u
opsegu talasnih brojeva izmedu 4000 i 400 cm-! na 25 °C. FTIR je koriS¢en za proveru hemij-
ske interakcije i promena nakon imobilizacije.

I1.2.10 Odredivanje koncentracije proteina metodom po Bredfordu (Bradford)

Bredford-ova metoda za odredivanje 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 moze da reaguje u maloj meri i sa drugim
baznim aminokiselinama (lizinom i histidinom), kao i aromati¢nim 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 razblazivanjem koncentrovanog rastvora boje Coomassie Blue G-250
i filtriranjem razblazenog rastvora kroz filter papir. Razblazivanje se izvodi tako sto se 200
mL koncentrovanog rastvora boje Coomassie Blue G-250 dopuni do 1 L destilovanom vodom.
Prvih 20-30 mL procedenog rastvora treba odbaciti. U epruvetu se prenese 40 pL uzorka
nepoznate koncentracije proteina i 2 mL Bredford-ovog reagensa i ova smesa se promesa na
vortex-u. Nakon 5 min meri se apsorbanca na 595 nm.

Na osnovu odredene standardne prave, izracunava se koncentracija proteina u u-
zorku. Standardna prava se konstruiSe pripremanjem rastvora standardnog proteina u
opsegu koncentracija 0,1 do 1 mg mL (slika S2a). Potom se po 40 pL svakog od pripremlje-
nih rastvora prenese u drugi set epruveta. Reakcija zapocinje dodavnjem 2 mL Bredford-
ovog reagensa. Smesa se promesa na vorteksu i nakon 5 min meri se apsorbanca na 595 nm.

I1.2.11 Stepen vlaznosti nosaca

Stepen vlaznosti nosaca odreden je da bi se aktivnosti imobilisanih enzima mogle
izraziti po masi suvog nosaca, jer se vlazan nosac suspenduje u rastvoru enzima za imobili-
zaciju. Stepen vlaznosti, f, je odnos mase vlaznog nosaca i mase nosaca osusenog do kon-

stantne vrednosti mase.
m
f= (179)
ms
gde je m, - masa vlaznog nosaca, a ms - masa nosaca osusenog do konstantne vrednosti

mase.

I1.2.12 Optimizacija imobilizacije alkalaze na kalcijum-alginatne cestice dobijene e-
lektrostatickom ekstruzijom

Za aktivaciju 0,5 g vlaznih kalcijum-alginatnih cestica, dobijenih elektrostatickom ek-
truzijom, u erlenmajeru od 100 mL koriS¢ena je razli¢ita masa EDAC-a (10-60 mg) i 10 mL
Tris-HCl pufera razli¢ite koncentracije (10-200 mM) i pH vrednost (7-9) na 25 °C tokom 15-
12 h uz lagano mesanje (150 rpm). Nakon reakcije aktivacije EDAC-om, dalja reagovanje
EDAC-a sa karboksilnim grupama je zaustavljeno dodavanjem 2-merkaptoetanola (10 puta
vise u odnosu na EDAC) tokom 10 minuta. Cestice su isfiltrirane i viak 2-merkaptoetanola
je uklonjen ispiranjem Tris-HCI puferom (50 mM, pH vrednosti 8,5), sto je sprecilo dalje
reagovanje EDAC-a sa karboksilnim grupama na enzimu tokom procesa imobilizacije.®® Za
imobilizaciju 0,5 g aktiviranih vlaZznih ¢estica, dodavali smo odredenu koli¢inu 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 mesanje (150 rpm). Na kraju ovog perioda,
proizvod je ispran sa Tris-HCI puferom i zatim je ispran destilovanom vodom nakon ¢ega
je cuvan 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 odredivanje
sadrzaja proteina i aktivnosti enzima.
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Koncentracija alkalaze je odredena prema Bredfordovoj metodi koriséenjem govedeg
seruma albumina (BSA) kao standarda.?”

Koli¢ina vezanog enzima odredena je indirektno iz razlike izmedu koli¢ine enzima
unesenog u reakcionu smesu za vezivanje i koli¢ine enzima u filtratu i u rastvorima za ispi-
ranje.

Efikasnost imobilizacije je procenjena u odnosu na prinos vezivanja enzima. Prinos
vezanog enzima je izracunat na sledeci nacin:

P
Nenz = P—z x 100 (180)

gde je P¢ imobilisana koli¢ina proteina i Py pocetna koli¢ina proteina u rastvoru za imobili-
zaciju odredena Bradford-ovom metodom. Aktivnost je odredena koris¢enjem azokazeina
kao standardnog supstrata.

Nakon dobijanja optimalnih uslova imobilizacije, alkalaza je pod optimalnim uslo-
vima kovalentno imobilisana na MAB cestice dobijene elektrostatickom ekstruzijom radi
poredenja. Takode radi poredenja alkalaza je inkapsulirana u MAB cestice elektrostatickom
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 smeS$a je meSana na magnet-
noj mesalici (150 rpm) 30 minuta na 25 °C, nakon ¢ega je dodato 0,25 g magnetnih cestica i
smesa je promesana tako da su magnetne Cestice bile ravnomerno rasporedene kroz rastvor.
Zatim je dodato 5 mL alkalaze i uoceno je formiranje agregata, odnosno Zeliranje rastvora,
Sto pokazuje da u rastvoru enzima postoje viSevalentni joni zbog kojih dolazi do jonske
izmene. Proces je reverzibilan pa se dodatkom 300 uL 2 M NaOH i me$anjem (150 rpm) 5-
10 min na 25 °C dobija ponovo rastvor. Sferi¢ne kapljice su formirane elektrostatickim
ekstruzijom suspenzije polimera kroz tupu iglu od nerdajuceg celika (22 G) pomocu auto-
matske pumpe (Razel, Scientific Instruments, Stamford, CT, USA) i $prica od 20 mL, proto-
kom 27,3 mL h-1 po proceduri i pod istim uslovima koji su opisani u odeljku I1.2.1. Cestice
alkalaze inkapsulirane u MAB su isprane destilovanom vodom nakon ¢ega su ¢uvane na 4
°C u Tris-HCl puferu (50 mM, pH vrednosti 8,5) do dalje upotrebe.

I1.2.13 Odredivanje aktivnosti imobilisane i slobodne alkalaze

Aktivnost alkalaze je merena koriS¢enjem azokazeina kao supstrata.?® Smesa za ispi-
tivanje koja sadrzi 75 pL rastvora enzima ili razli¢ite mase imobilisane alkalaze (0,01-0,2 g)
1125 pL 2% rastvor azokazeina (w/v), rastvorenog u 50 mM Tris-HCI (pH vrednosti 9,0), je
inkubirana 30 minuta na 37 °C. Reakcija je prekinuta dodavanjem 600 pL 10% rastvora
trihlorsircetne kiseline (w/v). Da bi se uklonio dobijeni precipitat, epruvete za analizu su
ohladene u ledenom kupatilu 10 min, pre centrifugiranja tokom 10 minuta na 8000 rpm.
Nakon toga, 600 pL supernatanta je dodato u 700 nL 1 M NaOH i merena je apsorpcija na
440 nm u odnosu na slepu probu pripremljenu posebno za svaki uzorak dodavanjem stop
rastvora trihlorsircetne kiseline pre mesanja rastvora enzima sa supstratom.

Aktivnost se izra¢unava na osnovu molarnog koeficijenta apsorpcije ¢, koji je 38 L M-
lem! za azokazein na datoj talasnoj duzini prema formuli:?¢°

A[UmL™!] =22 (181)
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gde je R (razblaZenje) odnos zapremine ukupne reakcione smese i zapremine uzorka
enzima. Jedinica aktivnosti alkalaze je definisana kao koli¢ina enzima koja je potrebna da se
proizvede povecanje apsorpcije od 1,0 na 440 nm u kiveti od 1 cm, pod gore navedenim
uslovima analize.

Specifi¢ne aktivnosti imobilisanog enzima se izrazavaju kao jedinica po mg proteina
imobilisanog na nosacu.

I1.2.13.1 Ispitivanje uticaja pocetne koncentracije alkalaze na imobilizaciju na alginatnim
i MAB mikro-cesticama dobijenih elektrostatickom ekstruzijom

Da bi ispitali kako pocetna koncentracija alkalaze pri imobilizaciji na alginatne
mikro-Cestice dobijene elektrostatickom ekstruzijom (metoda u poglavlju 11.2.12) utice na
aktivnost i sadrzaj proteina imobilisanog biokatalizatora (metode u poglavljima II.2.10 i
I1.2.13) varirali smo je u opsegu od 2 do 33,6 mgaikalaze Gnosaca™'. Reakcioni parametri pri akti-
vaciji su 0,5 g alginatnih ¢estica, 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 cestica je me-
Sano 20 h na 25 °C sa razli¢itom koncentracijom alkalaze i istim Tris-HCl puferom do 10 mL.

I1.2.13.2 Ispitivanje uticaja pH vrednosti Tris-HCl pufera na kovalentnu imobilizaciju
alkalaze na alginatne mikro-cestice dobijene elektrostatickom ekstruzijom

Ispitivanje uticaja pH vrednosti Tris-HCl pufera na imobilizaciju alkalaze na algi-
natne cestice je odradeno variranjem pH vrednosti pufera u opsegu od 7 do 9. U dobijenom
supernatantu i filtratu nakon imobilizacije po metodi opisanoj u poglavlju I1.2.12 odredivani
su aktivnost i sadrzaj proteina (metode u poglavljima I1.2.10 i I1.2.13). Reakcioni parametri
pri aktivaciji su 0,5 g alginatnih ¢estica, 10 mL 0,1 M Tris-HCl pufera razlic¢ite 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 ¢estica meSano je 20 h na 25 °C sa 3,99 IU alkalaze i istim Tris-HCl puferom do
10 mL.

I1.2.13.3 Ispitivanje uticaja molariteta Tris-HCI pufera na kovalentnu imobilizaciju alka-
laze na alginatne mikro-cestice dobijene elektrostatickom ekstruzijom

Variranjem molariteta Tris-HCI pufera izmedu 10 i 200 mM pri imobilizaciji (metoda
u poglavlju II1.2.12) uticali smo na aktivnost i sadrzaj proteina biokatalizatora (metode u
poglavljima I1.2.10 i I1.2.13). Reakcioni parametri pri aktivaciji su 0,5 g alginatnih ¢estica, 10
mL Tris-HCI 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 ¢estica mesano je 20 h na 25 °C sa
3,99 IU alkalaze i istim Tris-HCl puferom do 10 mL.
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I1.2.13.4 Ispitivanje uticaja vremena aktivacije nosaca EDAC-om na kovalentnu imobili-
zaciju alkalaze na alginatne mikro-cestice dobijene elektrostatickom ekstruzijom

Ispitali smo uticaj vremena aktivacije pri imobilizaciji alkalaze na alginatne cestice
(metoda u poglavlju 11.2.12) na aktivnost i sadrZaj proteina biokatalizatora (metode u
poglavljima I1.2.10 i I1.2.13) varirajuéi vreme aktivacije od 15 do 720 min. Reakcioni parame-
tri pri aktivaciji su 0,5 g alginatnih cestica, 10 mL 50 mM Tris-HCI pufera pH vrednosti 8,5,
10 mg EDAC-a pri razli¢itom vremenu aktivacije na 25 °C, dok su pri imobilizaciji uslovi
bili: 0,5 g aktiviranih cestica meSano je 20 h na 25 °C sa 3,99 IU alkalaze i istim Tris-HCl
puferom do 10 mL.

I1.2.13.5 Ispitivanje uticaja mase EDAC-a pri aktivaciji nosaca na kovalentnu imobiliza-
ciju alkalaze na alginatne mikro-cestice dobijene elektrostatickom ekstruzijom

Uticaja mase EDAC-a pri aktivaciji nosa¢a na kovalentnu imobilizaciju alkalaze na
alginatne mikro-cestice (metoda u poglavlju I1.2.12) na aktivnost i sadrzaj proteina biokata-
lizatora (metode u poglavljima I1.2.10 i I1.2.13) ispitan je njenim variranjem od 10 do 60 mg.
Reakcioni parametri pri aktivaciji su 0,5 g alginatnih ¢estica, 10 mL 50 mM Tris-HCI pufera
pH vrednosti 8,5, sa razli¢itom masom EDAC-a pri vremenu aktivacije od 30 min na 25 °C,
dok su pri imobilizaciji uslovi bili: 0,5 g aktiviranih ¢estica mesano je 20 h na 25 °C sa 3,99
IU alkalaze i istim Tris-HCl puferom do 10 mL.

I1.2.13.6 Ispitivanje uticaja vremena imobilizacije na kovalentnu imobilizaciju alkalaze
na alginatne mikro-cestice dobijene elektrostatickom ekstruzijom

Uticaj vremena imobilizacije na aktivnost i sadrzaj proteina biokatalizatora (metode
u poglavljima I1.2.10 i I1.2.13) pri imobilizaciji alkalaze na alginatne mikro-cestice (metoda
u poglavlju I1.2.12) ispitan je njegovim variranjem od 1 do 48 h. Reakcioni parametri pri
aktivaciji su 0,5 g alginatnih cestica, 10 mL 50 mM Tris-HCI 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 ¢estica je mesano u periodu od 1 do 48 h na 25 °C sa 3,99 IU alkalaze i istim Tris-
HCl puferom do 10 mL.

I1.2.13.7 Ispitivanje uticaja koncentracije alginata i procesa suSenja na kovalentnu imo-
bilizaciju alkalaze na alginatne nano-cestice dobijene ultrazvuénim rasprsiva-
njem

Uticaja koncentracije alginata i procesa susenja na aktivnost i sadrzaj proteina bioka-
talizatora (metode u poglavljima I1.2.10 i II.2.13) pri kovalentnoj imobilizaciji alkalaze na
kalcijum-alginatne nano-cestice dobijene ultrazvu¢nim rasprsivanjem ispitan je variranjem
koncentracije alginata (0,4 i 0,5%) u procesu proizvodnje nano-Cestica (slika 62) sa uvode-
njem grejaca u proces, kao i bez zagrevanja. Reakcioni parametri pri aktivaciji su 0,5 g algi-
natnih cestica, 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 slede¢i: 0,5 g aktiviranih
¢estica mesano je 20 h na 25 °C sa 3,99 IU alkalaze i istim Tris-HCI puferom do 10 mL.

I1.2.14 Enzimska hidroliza proteina iz belanceta i izolata soje imobilisanom i slobodnom
alkalazom

Aktivnost imobilisane alkalaze u industrijski vaznim reakcijama ispitana je prace-
njem hidrolize 1% (w/w) vodenog rastvora izolata sojinog proteina (min. sadrZaj proteina
90%)110% (w/w) vodenog rastvora prethodno termicki tretiranog belanceta (11,4 mg mL-,
sadrzaj proteina odreden prema standardnoj Kjeldahl metodi).””® Hidroliza je izvedena u
Sarznom reaktoru od 600 mL sa mehanic¢kim meSanjem (Staufen, Nemacka) sa kontrolom
temperature i pH vrednosti. Pre enzimske hidrolize, rastvor proteina belanca je podvrgnut
prethodnoj termickoj obradi na 75 °C tokom 30 minuta, a zatim je rastvor drzan na sobnoj
temperaturi da se ohladi. Posle stabilizacije pH vrednosti (pH vrednost je podesavana 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 zapoceta dodavanjem imo-
bilisanog ili slobodnog enzima u rastvor proteina iz belanceta i rastvor izolata sojinog pro-
teina, uz mesanje na 200 rpm.®’ Poc¢etne koncentracije koris¢enih imobilisanih enzima (alka-
laza kovalentno imobilisana na alginatne cestice dobijene elektrostatickom ekstruzijom i
ultrazvuénim rasprsivanjem, kovalentno vezana i inkapsulirana alkalaza na i u MAB
cestice) bile su ekvivalentne pocetnoj koncentraciji koris¢enog slobodnog enzima i to 9,98
IU i 0,53 IU za belance i soju, respektivno. Temperatura se tokom enzimske hidrolize odr-
zava konstantnom. Po zavrsetku hidrolize (5to se primecuje konstantnos¢u pH vrednosti 8)
i/ili tokom iste (uzorkovanje na svakih 15 minuta) vrsi se inaktivacija imobilisanog enzima
u svim hidrolizatima zagrevanjem 15 minuta na 90 °C (u klju¢alom vodenom kupatilo).

Hidroliticka aktivnost alkalaze imobilisane na alginatnim cesticama dobijenim
ultrazvuénim rasprsivanjem (UAD) sa izolatom sojinog proteina je ispitivana tokom 8
ciklusa pod istim uslovima, a vreme trajanja reakcije za svaku Sarzu je bilo 225 min. Posle
svakog reakcionog ciklusa, biokatalizator je uklonjen filtracijom, ispiran i ¢uvan izmedu
svakog eksperimenta u 50 mM Tris-HCl puferskom rastvoru (pH vrednosti 8,5) koji sadrzi
0,2 M rastvor CaCl, na 4 °C.

I1.2.14.1 Odredivanje stepena hidrolize proteina

Reakcija se odvija u blago alkalnim uslovima i sa snizavanjem pH vrednosti se pre-
kida. Stepen hidrolize (DH) se izra¢unava prema jednacini:

DH (%) = —— x 100 (182)
tot

gde su: h - broj ekvivalentnih peptidnih veza hidrolizovanih u trenutku ¢, htt - ukupan broj
peptidnih veza u proteinskom supstratu u mmol glproteina (MeqZproteina™). Korekcioni faktori

za ukupan broj proteina su za soju Mproteina= htot*5,71 i belance Myroteina=htot ®6,25.972
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Tokom reakcije jednostepene enzimske hidrolize, na svakih 15 munuta uzimani su
uzorci (250 uL) iz reakcionog suda. U svakom uzorku se odmah inaktivira imobilisani enzim
dodatkom 2 mL 1% rastvora SDS-a (w/v), pri ¢emu se inaktivacija izvodi u vodenom kupa-
tilu sa meSanjem 15 minuta na 75 °C. Zatim, u ¢iste epruvete prenese se 250 puL 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 zastiti od uticaja svetlosti, tako $to se sud u kome
se nalazi obavije folijom, a rastvor se pripremi neposredno pre upotrebe. Reakciona smesa
se promesa na vorteksu i inkubira u vodenom kupatilu sa meSanjem 60 minuta na 50 °C.
Slepa proba se priprema na isti nac¢in 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 ocitavana je spektrofotometrijski na tala-
snoj duzini od 340 nm na UV-Vis spektrofotometru UV Shimadzu 1700 (Shimadzu Corpora-
tion, Kjoto, Japan).

Za konstruisanje standardne prave korisc¢ena je precis¢ena aminokiselina leucin. Od
pocetnog rastvora leucina neophodno je pripremiti Sest do deset razli¢itih razblazenja. Svaki
uzorak razblaZenja leucina (250 pL) koristi se reakciji se TNBS na nacin koji je prethodno
opisan (slika S2b).

I1.2.15 Odredivanje kinetickih konstanti u reakcijama enzimske hidrolize proteina iz i-
zolata soje i belanceta slobodnom i imobilisanom alkalazom u $arZznom reaktoru
sa mehanickim meSanjem

Ispitana je pocetna kinetika u reakcijama enzimske hidrolize proteina iz izolata soje i
belanceta katalizovanim slobodnom alkalazom i imobilisanom na alginatne ¢estice dobijene
elektrostati¢kom ekstruzijom i ultrazvu¢nim rasprsivanjem. Varirana je pocetna koncentra-
cija supstrata, 0,19-0,68 uM mgproteina™! za rastvor proteina belanceta i 0,21-0,55 uM mgproteina”
1 za rastvor proteina izolata soje pri optimalnoj pocetnoj koncentraciji za slobodnu i imobi-
lisanu alkalazu na EE i UAD ¢estice od 0,53 IU i 9,98 IU za reakciju hidrolize iz izolata soje
i belanceta, respektivno.

Eksperimentalno dobijeni podaci su fitovani odgovaraju¢im matematickim mode-
lima koris¢enjem aplikacije Enzyme Kinetics 1.10 u OriginLab-ovom OriginPro 2022 softveru
i odabrane su vrednosti kinetickih konstanti za modele sa najmanjim odstupanjima, odno-
sno najve¢im koeficijentom poklapanja R? koji su konvergirali.

I1.2.16 Optimizacija imobilizacije HRP-C na MAB

Za imobilizaciju HRP-C na MAB ¢estice koristili smo optimalne uslove do kojih smo
dosli pri optimizaciji imobilizacije alkalaze na alginatne cestice.® Da bi aktivirali MAB,
Cestice 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 mesanju (150 rpm). Nakon reakcije aktivacije EDAC-
om, dalja reagovanje EDAC-a sa karboksilnim grupama je zaustavljeno dodavanjem 2-mer-
kaptoetanola (10 puta vise u odnosu na EDAC) tokom 10 minuta. Cestice su isfiltrirane i
visak 2-merkaptoetanola je uklonjen ispiranjem Tris-HCl puferom (50 mM, pH vrednosti
8,5), sto je sprecilo dalje reagovanje EDAC-a sa karboksilnim grupama na enzimu tokom
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procesa imobilizacije.®® Nakon toga u sud sa 0,5 g aktiviranih MAB dodato je 2 mL rastvora
HRP-C razli¢ite koncentracije (12,5-2500 mg L) sa 18 ml Tris-HCI pufera (50 mM, pH vred-
nosti 8,5). Imobilizacija je trajala 20 h na 25 °C, pri laganom mesanju (150 rpm). Nakon imo-
bilizacije proizvod je ispran sa Tris-HCl puferom i zatim je ispran destilovanom vodom na-
kon ¢ega je ¢cuvan 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
odredivanje sadrzaja proteina i aktivnosti enzima. Koncentracija za HRP-C je odredena
prema Bradford-ovoj metodi koris¢enjem govedeg seruma albumina (BSA) kao standarda
(poglavlje 11.2.10). Efikasnost imobilizacije i koli¢ina vezanog enzima odredeni su kao pri
imobilizaciji alkalaze (poglavlje 11.2.12).

Radi poredenja nakon dobijanja optimalnih uslova imobilizacije, HRP-C je pod opti-
malnim uslovima kovalentno imobilisana na alginatne cestice dobijene elektrostatickom
ekstruzijom bez magnetita.

Takode radi poredenja HRP-C je inkapsulirana u alginatne cestice sa magnetitom e-
lektrostatickom ekstruzijom na sledeci nac¢in: 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 meSana na magnetnoj mesalici (150 rpm) 30 minuta na 25 °C. Zatim je dodato 6,25 mg
HRP-C i mesano (150 rpm) na 25 °C tokom 20 h. Nakon tog perioda, dodali smo 0,5 g mag-
netita u rastvor i meSanjem staklenim Stapic¢em se magnetit ravnomerno rasporedio kroz
rastvor (pocetni odnos enzim/nosac bio je 2,5 mg g1). Sferi¢ne kapljice su formirane elektro-
statickim ekstruzijom suspenzije polimera kroz tupu iglu od nerdajuceg celika (22 G) po-
mocu automatske pumpe (Razel, Scientific Instruments, Stamford, CT, USA) i $prica od 20
mL, pri protoku 27,3 mL h1 po proceduri i pod istim uslovima koji su opisani u odeljku
I1.2.1. MAB su isprane destilovanom vodom nakon ¢ega su ¢uvane na 4 °C u Tris-HCI pu-
feru (50 mM, pH vrednosti 8,5) do dalje upotrebe.

I1.2.16.1 Odredivanje aktivnosti slobodne HRP-C

Koris¢enjem pirogalola kao standardnog supstrata, aktivnost peroksidaze se
odreduje spektrofotometrijski na 420 nm. Za odredivanje aktivnosti peroksidaze pripremi
se 13 mM rastvor pirogalola u puferu (fosfatni, 0,1 M, pH vrednosti 7), rastvor enzima
Zeljene koncentracije i rastvor vodonik-peroksida (0,97 mM). Postupak merenja aktivnosti
je sledeci: u prvu kivetu se odmeri se odmeri 1 mL pirogalola pripremljenog u puferu
(fosfatni, pH vrednosti 7, 0,1 M) i 10 uL vodonik- peroksid, u drugu kivetu se odmeri 1 mL
pirogalola pripremljenog u puferu (fosfatni, pH vrednosti 7, 0,1 M), 10 uL vodonik-
peroksida i 10 pL rastvora enzima, u trecu kivetu se odmeri 1 mL pufera (slepa proba). U
trenutku kada se doda vodonik-peroksid, uklju¢uje se Stoperica i belezi promena
apsorbance svakih 30 s narednih 3 min. Aktivnost peroksidaze se izraZava ujedinicama, U.
1 U se definiSe kao koli¢ina peroksidaze koja katalizuje konverziju pirogalola do 1 mg
purpurogalina za 20 s na 20 °C i vrednosti pH 7. Ova purpurogalin jedinica je ekvivalentna
~18 uM jedinica po minuti na 25 °C.

Aktivnost HRP-C izrazena u UmL-! se odreduje na osnovu sledeceg izraza:*73

Aktivnost HRP (UmL1) = 200

—— 7 (183)
Atxex3x0.01
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gde je: % (min) - pocetna brzina reakcije, V: - ukupna zapremina reakcione smese, df-
faktor razblaZenja, € - molarni apsorpcioni koeficijent koji iznosi 12 (mM1L), 0,01 (mL) -
zapremina uzorka za odredivanje aktivnosti, 3 - koeficijent proporcionalnosti

I1.2.16.2 Odredivanje aktivnosti imobilisane HRP-C

Koris¢enjem standardnog supstrata pirogalola i vodonik-peroksida izracunata je
aktivnost imobilisane HRP-C.73 Aktivnost imobilisane HRP-C se odreduje
spektrofotometrijski na 420 nm. Za odredivanje aktivnosti HRP-C pripremi se 13 mM
rastvor pirogalola u fosfatnom puferu (pH vrednosti7, 0,1 M), rastvor vodonik-peroksida
(3% v/v; 0,97 mM) i imobilisan enzim Zeljene koncentracije (0,05-10 mgurr Mgnosaca).
Reakciona smeSa za odredivanje aktivnost imobilisane HRP-C je zapremine 3,03 mL.
Postupak odredivanja aktivnosti je sledeci: u kivetu se odmeri 3 mL pirogalola u fosfathom
puferu, doda se 2 mg imobilisane HRP-C i 30 pL vodonik-peroksida. Nakon dodatka H2O»
pocinje reakcija. Promena boje od Zute (pirogalol) u tamno braon (purpurogalin) je pracena
spektrofotometrijski na 420 nm koriséenjem 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 takode 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 energi¢no promesaju.

Ukupna aktivnost enzima izraZzena u U se odreduje na osnovu sledeéeg izraza:*74

__ AAXV,
A = — (184)

gde je: % - promena apsorbance po minuti, € - molarni apsorpcioni koeficijent koji iznosi
12 mmol! L, Vi - ukupna zapremina reakcione smese = 3,03 mL. Specifi¢na aktivnost
imobilisanog enzima (Ug™') izraZena je po gramu nosaca. 1 U se definiSe kao koli¢ina
peroksidaze koja katalizuje konverziju pirogalola do 1 mg purpurogalina za 20 s na 20 °C i
vrednosti pH 7,0. Ova purpurogalin jedinica je ekvivalentna ~18 pM jedinica po minuti na
25°C.I97

Aktivnost HRP-MAB cestica pod optimalnim uslovima je zatim uporedena sa
aktivnoséu kovalentno imobilisane HRP-C pod istim uslovima na alginatne cestice u
odsustvu magnetita, inkapsulirane HRP-C u MAB cestice sa istim pocetnim odnosom
enzim/nosac i slobodne HRP-C sa istom pocetnom koncentracijom.

I1.2.16.3 Ispitivanje uticaja pH vrednosti rastvora pirogalola na aktivnost slobodne HRP-
Ci HRP-MAB

Uticaj pH vrednosti rastvora pirogalola na aktivnost slobodne HRP-C i HRP-MAB
ispitivan je rastvaranjem pirogalola po metodama opisanim u poglavljima 11.2.16.1111.2.16.2
u puferima razli¢ite 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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I1.2.16.4 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 fosfathnom
puferu pH vrednosti 7) na aktivnost slobodne HRP-C i HRP-MAB vr8eno je na temperatu-
rama reakcije 25-55 °C, po metodama opisanim u poglavljima 11.2.16.1 i I1.2.16.2.

I1.2.16.5 Ispitivanje termalne stabilnosti reakcije sa rastvorom pirogalola preko aktivno-
sti slobodne HRP-C i HRP-MAB

Pre pocetka 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 hladenja, aktivnost je merena po metodama
opisanim u poglavljima I1.2.16.1 i [1.2.16.2. Najveca vrednost aktivnosti za slobodnu HRP-C
i HRP-MAB za svaki set eksperimenata je uzeta kao referentna aktivnost od 100%.

I1.2.17 Optimizacija procesa uklanjanja boja AB225i 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, pre¢nik HRP-
MAB Ccestica, 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-HCI puferu
(100 mM, pH vrednosti 7-9) u koncentracijama 10-100 mg L-1. Pre reakcije inicijacije smesa
je meSana magnetnom mesalicom brzinom od 100 rpm i dovedena u termalnu ravnotezu
pri sobnoj temperaturi. 3 ml rastvora boje je preneseno u kivetu i 50-500 mg HRP-MAB
Cestica 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 duZinama testiranih boja (Amax=590
nm za AV109, i Amax=628 nm za AB225, tabela 7.).97Preeliminarni eksperimenti su pokazali
da HRP-MAB ¢estice same uklanjaju 5-11% od obe boje, bez dodavanja vodonik-peroksida.
Takode, rastvori za obe boje su bili stabilni kada su izloZeni samo vodonik-peroksidu, bez
dodavanja cestica, iz cega se zakljuc¢uje da je proces obezbojavanja zavistan kako od
vodonik-peroksida tako i od enzima.

Procenat uklanjanja boja se definise kao:°7¢

% uklanjanja boje = @ x 100 (185)
0

gde je Ap pocetna apsorbanca u rastvoru boje pre reakcije (kontrola) i A; apsorbanca rastvora
boje u trenutku ¢ tokom reakcije.

Procenat uklanjanja obe boje sa HRP-MAB pod optimalnim uslovima je zatim
uporeden sa procentom uklanjanja boja kovalentno imobilisanom HRP-C pod istim
uslovima na alginatne cestice u odsustvu magnetita, inkapsuliranom HRP-C u MAB
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Cesticama sa istim pocetnim odnosom enzim/nosac i slobodnom HRP-C pri istoj pocetnoj
koncentraciji.
U tabeli 15 predstavljeni su reakcioni uslovi pri kojima su varirani parametari.

I1.2.18 Odredivanje kinetickih konstanti slobodne i imobilisane HRP-C u reakcijama
uklanjanja boja AB225i AV109

U okviru ove eksperimentalne serije ispitana je pocetna kinetika razgradnje boja
AB225 i AV109 slobodnom komercijalnom HRP-C i imobilisanom na MAB ¢estice. Poc¢etna
kinetika je ispitana variranjem koncentracije jednog supstrata, dok je konstantnom odrza-
vana koncentracija drugog supstrata pri optimalnim uslovima reakcije (~1 mm HRP-MAB
Cestice, magnetit/alginat odnos 1:4, pocetna koncentracija enzima 10 mgurp gnosac! (16,9 U
ili 32,8 U gnosacal), pH vrednosti 4 i 5 za AV109 i AB225, respektivno i temperatura 25 °C).
Pocetna koncentracija boje je varirana u opsegu 0,0073-0,073 mM za AB225 i 0,0061-0,061 za
AV109, dok je poc¢etna koncentracija vodonik-peroksida varirana u opsegu 0,044-0,88 mM
za reakciju katalizovanu optimalnom poc¢etnom koncentracijom komercijalne i imobilisane
HRP-C.

Eksperimentalno dobijeni podaci su fitovani odgovaraju¢im matemati¢kim mode-
lima kori$é¢enjem aplikacije Enzyme Kinetics 1.10 u OriginLab-ovom OriginPro 2022 softveru
i odabrane su vrednosti kinetickih konstanti za modele koji najmanje odstupaju, odnosno
sa najvecim koeficijentom poklapanja R? koji su konvergirali.

Tabela 15. Reakcioni uslovi za optimizaciju procesa obezbojavanja boja AB2251 AV109
e . Mag- ) ) Masa .ys
Varirani Vreme, netit/ Cperoksid, Choja, . Zestica, Chre, R Ve.hcma T, °C pH
parametar min alginat | MM BHRPMBboic” | gt | SHRPMEnosat igle
1:10 -
Mag{‘em/ AB 25 1:2 0,097 0,1 0,05 2,5 *22Gee 25 3,6
alginat AV 40
Cperoksid, AB 40 A 0,097 -
mM AV 40 1:4 0,97 0,1 0,025 10 22Gee 25 3,6
Coojar AB 70 1:4 0,097 0,02-0,2 0,05 2,5 22Gee 25 3,6
SHRPMGbojel AV 60
Masa
cestica, AB 50 1:4 0,097 0,1 0,025 -0,25 2,5 22Gee 25 3,6
.| AV40
SHRPMEhoje
Cuire, AB 35 1:4 0,097 0,1 0,05 0,05-10 22Gee 25 3,6
gHRPrngnosaE'1 AV 45
Velicina | AB40 o7 0,1 0,05 10 18G - 22Gee 25 3,6
igle AV 20
AB 15
T, oC AV 15 1:4 0,097 0,07 0,05 10 22Gee 25-55 3,6
pH ?6 ﬁ_ 1:4 0,097 0,07 0,05 2,5 22Gee 25 3-9

Cperoksid — H202 koncentracija; Cpoja — koncentracija boje; Curp - pocetna HRP koncentracija; *ee - elektrostaticka ekstruzija
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I1.2.18.1 Koriséenje aplikacije Enzyme Kinetics u OriginLab OriginPro 2022 softverskom
programu

Enzime Kinetics aplikacija sluZi za fitovanje podataka i uporedivanje modela za reak-
cije enzimske kinetike.

I1.2.18.1.1 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 ¢e se
pojaviti u prozoru Apps Gallery.

Napomena: Ovaj alat zahteva OriginPro 2018 (9.5) kao najstariju verziju.

I1.2.18.1.2 Primer u .OP] formatu

Ova aplikacija se isporucuje sa primer u .OP] formatu. U Apps Gallery prozoru klik-
nite desnim tasterom misa 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 zelite da sa¢uvate .OP] fajl nakon $to ga promenite, najbolje je da sa¢uvate
na drugoj lokaciji (npr. sa¢uvajte u User Files Folder-u).

A0 | 8o | oo | em | em | Fw | em | Hwm i | | I |
“longName|Substale| Rale | Rale | Rale | Rale | Rale | Rale | Rale | Rale | | Rale |
Units| M |mmouminimg mmolmin/mg mmolmin/mg mmolimin/mg mmolimin/mg mmolminimg |  mmoliminimg)
il 1 Meas 1 1 1 1 1 1 1 1
Indep1 1 1 1 1 1 1
I Inhibitor
Unit M
Indep2 Meas
I
5
10
20 5257 E =
20 6084 | 1] Enzyme Kinetics Analysis (10/17/2016 13:31:41)
50| 6598 ® Notes =]
100 7474 © mputData x|
1 200 74.79 ® Mode! Information  ~|
0 Parameters |
10 | | Value | StandardEmor | 95%LCL | 95% UCL |
11 vy E151072 13175 78.88932| s4.13212
1 (e R
13 e en, | Km  9.4746 | 076307 70544| 1089453
14 a 51305 043873 425757| 6.00343
1 |
16 95.72582 381264 88.13986 103.31179
17
18 Compiets Hoa- mpelive. jﬁ.rsnzf 457733 | 3664907 54.86477
1 2248798 | 256035 17.39368 | 27.58227
—1 Statistics x|
e | (- e
m| R-Square(COD) Syx AlCc =
Complete Compelitive 09811 331123 2066011
inhibition
Complete Non-competitive 0.90601 | 7.38431 3413435

Compare Models by
EK Ansbris Report [ ot )
Fited Crves [Feremmmrret et (e )

[ox ) [emen ]

[AT7 [\ Sheel1 \EK Fitted Repost A EK Fiiod Curves J< i 1

Slika 63. Primer Enzime Kinetics Sample.opj
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I1.2.18.1.3 Rad sa aplikacijom Enzime Kinetics

e Kliknite na ikonu Enzime Kinetics u Apps Gallery prozoru. Bic¢e otvoren dijalog koji vam
omogucava da odredite strukturu radnog lista za ulazne podatke (slika 64 levo).

e U dijalogu Number of Independent Variables izaberite broj nezavisnih promenljivih prema
vasim podacima i funkcijom za fitovanje (slika 64).

e Na Independent Variable grani, navedite ime, jedinice, broj merenja i ponavljanja (Name, U-
nits, Measurements i Replicates, respektivno) za svaku nezavisnu promenljivu (slika 64).

e Na Dependent Variable grani navedite ime i jedinice (Name i Units) za zavisnu promenljivu.
MoZe postojati vise merenja za svaku nezavisnu promenljivu i viSe ponavljanja za svako

merenje (slika 64).

e Jedinice, broj merenja i ponavljanja (Units, Measurements i Replicates) se mogu prilagoditi u

combo box-u (slika 64).

e Kliknite na dugme OK (slika 64).

e Bice kreiran Sablon radnog lista sa navedenim podesavanjima.

(o= core T S| 5 o I
e & J o1 |Fit Model ( Automatski generisani podaci |
il axy | ey | oo | oo | Evn | R | cwa) [ Hwa) [ w) [ dva g

Long Name| Substrate | Rate Rate Rate Rale | Substale | Rale Rale | Rale Rale
o ol Intogon dens Von Units| W n i i i " |
Nimshor al 1 Varisblos (G indepMeas [ 1 1 2 2 | 2 2
B Independent Variable -1——————————————— Indep1 Repiic | | 1 1 1 1 | 1 | 1 | 1 | 1 |
Name ‘Substiole Indep2 Name: Inhibitor Inhibitor Inhibitor Inhibitor Inhibitor Inhibitor | _ Inhibitor Inhibitor ||
= indep2 Unil u [] M M M 0] 1] . :
Units M - indep2 Heas 1 1 2 2 1 1 2 2 || Nezavisna
E . Indep2 Replic | 1 2 1 2 1 2 1 2 .
Messaemerl Ci— ngep2 Vaiue m i AT AT — T—— 25—, promenljiva 2
G

Replicates 1

10

B Independent Variable - 2

20

Name Inbibior ] 3

30

50

Units. M i E

100

200

Zavisna promenljiva Zavisna promenljiva

Measutements 2 v 7
Replcates 2 -

B Dependont Variable Nezavisna promenljiva 1
e e ] ¢ 1. merenja

Nezavisna promenljiva 1
2. merenja

Units: wmol/min/mg v

1| Kl ] ]>||=

Slika 64. Ubacivanje podataka u radni list aplikacije Enzyme Kinetics

I1.2.18.1.4 UnoSenje podataka u radni list

e Popunite prvu X kolonu podacima prve nezavisne promenljive (slika 64).
e Akoje definisano vise merenja za prvu nezavisnu promenljivu, potrebno je popuniti vise

X kolona.

e Ako postoje 2 nezavisne promenljive, navedite vrednost za drugu nezavisnu promen-
ljivu svake grupe Y podataka u zaglavlju kolone Indep2 Value (slika 64).
e Popunite svaku Y kolonu podacima za zavisnu promenljivu (slika 64).

I1.2.18.1.5 Fitovanje modela

e 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
padajucoj listi Compare Models da biste uporedili modele, metode uklju¢uju R? (COD),
Sy.x 1 AlCc (slika 63).

Ako postoje 2 nezavisne promenljive, izaberite 1. nezavisnu promenljivu (1st Independent
Variable) za funkciju za fitovanje sa padajuce liste, uverite se da je 1. nezavisna promenljiva
u skladu sa postavkama podataka radnog lista, a 2. nezavisna promenljiva (2nd Independent
Variable) ¢e se automatski azurirati u dijalogu.

11.2.18.1.6 Rezultati

e Kliknite na dugme OK (slika 64).

e Bice kreirani list sa izvestajem i list sa podacima koji uklju¢uju fitovane rezultate i rezul-
tat poredenja modela (slika 63).

Napomene:

e Ako su podaci za ponavljanja naslagani u koloni, izaberite 1 u Replicates combo box-u.

e ListizvesStaja sadrzi tabelu sa informacijama o modelu (Model Information), koja prikazuje

imena .FDF datoteka funkcija za fitovanje u analizi. Ako Zelite da izmenite neke funkcije
za fitovanje, (npr. mozda mislite da podrazumevane pocetne vrednosti za neke funkcije
nisu dovoljno dobre) moZete da ih promenite tako $to cete izabrati funkciju iz kategorije
Enzime Kinetics u dijalogu Fitting Function Organizer ili dijalogu Fitting Function Builder.
Takode moZete da izaberete funkciju za fitovanje u ugradenom alatu Nonlinear Curve Fit
da biste izvrsili ru¢no fitovanje.

Tabela 16. Dostupni modeli za analizu u aplikaciji Enzyme Kinetics

Reaction Study Model Independent Variables
Michaelis Menten Substrate
Substrate Activation (Ordered) Substrate
Absence of Inhibitor Substrate Activation (Random) Substrate
Hill Substrate
Isozyme Substrate
C Competitive i i Substr: Inhibitor

Substrate, Inhibitor
Substrate, Inhibitor
Substrate, Inhibitor
Substrate, Inhibitor
Substrate, Inhibitor
Substrate, Inhibitor
Substrate, Inhibitor
Substrate, Inhibitor
Substrate, Inhibitor
Substrate, Inhibitor

Complete Non-competitive inhibiti
Complete Non-competitive mixed inhibition
Complete Un-competitive inhibition

Partial Competitive inhibition

Partial Non-competitive inhibition

Partial Non-compelitive mixed inhibition
Partial Un-competitive inhibition
Competitive inhibition

Noncompetitive inhibition

Uncompetitive inhibition

Reversible Inhibition

One Substrate

Tight Binding Inhibition

Mixed inhibition Substrate, Inhibitor
Nonessential Activator Nonessential Activation Substrate, Activator
Specific Substrate, Activator
Sub i (SA) Catalytic Substrate, Activator
Mixed Substrate, Activator

Two Substrates|

Two Substrates

bi-bi

Substrate A, Substrate B

Sequential Ordered bi-bi Mechanism

Substrate A, Substrate B

Non-sequential Ping Pong bi-bi Mechanism

Substrate A, Substrate B

pKa Rise

pH

Others

pKa Fall pH
L pKa With Offset pH
pH Activity Profile Bell Shaped oH
Bell Shaped With Plateau pH
Plateau Shaped pH
First Order Time
Fifst Order Rate First Order with Offset Time
Chemical Denaturation Chemical Denaturation Denaturant
Thermal Denaturation Thermal Denaturation Temperature
Single Exponential Time
} Single Exponential + Offset Time
Exponential Delay
Double Exponential Time
Double Exponential + Offset Time
Linear Regression Linear Regression X
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ITI. REZULTATII DISKUSIJA

U ovom istrazivanju izvr$ena je imobilizacija alkalaze i peroksidaze iz rena (HRP-C)
kovalentnim vezivanjem amidnom vezom na alginatne i magnetit/alginatne cestice, kori-
ste¢i karbodiimid kao aktivacioni agens. Nanocestice magnetita su inkapsulirane u alginat-
nim c¢esticama, $to je rezultiralo hidrofilnom prevlakom sa karboksilnim grupama, koja bi
mogla biti pogodna za kovalentno vezivanje oba enzima. Lako odvajanje ¢estica alginata iz
reakcione smese koris¢enjem konvencionalnog magneta moZze se posti¢i uvodenjem fe-
romagnetnih ¢estica u strukturu polimera.”7978 Sematski prikaz vezivanja, alkalaze na algi-
natne cestice i HRP-C na MAB cestice, amidnom vezom izmedu amino grupe enzima i kar-
boksilne grupe alginata aktivirane EDAC-om, predstavljen je Semi 19.

Alginatna povriina MAB (Alginatna €estica)
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Sema 19. Mogu¢i mehanizam kovalentne imobilizacije HRP-C i alkalaze na MAB i
alginatne cestice aktivirane EDAC-om
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III.1. KARAKTERIZACIJA CESTICA

Tokom naseg istraZivanja proizveli smo razli¢itim metodama cestice na koje smo po-
tom kovalentno vezali alkalazu i HRP-C. Magnetit/alginatne cestice su proizvedene disper-
govanjem suspenzije natrijum-alginata i magnetita u kapljice, koje su nakon toga oc¢vrsnule
hemijskim umreZavanjem sa kalcijumovim jonima iz rastvora kalcijum-hlorida. Variranjem
precnika igle (18-25 G), proizvedene su cestice razlicitih veli¢ina sa precnikom u intervalu
0,38-3,3 mm) i po pravilu, smanjivanjem precnika igle dobijane su manje ¢estice. Medutim,
da bi se dobile cestice pre¢nika ispod 2 mm, morali smo da uvedemo elektri¢no polje prili-
kom procesa ukapavanja. Ova metoda je poznata pod nazivom elektrostaticka ekstruzija.
Alginatne mikrocestice dobijene su elektrostatickom ekstruzijom dispergovanjem rastvora
natrijum-alginata u rastvor kalcijum-hlorida, dok su submikronske alginatne cestice dobi-
jene ultrazvuénim rasprsivanjem na kolonu nakvasenu rastvorom kalcijum-hlorida. Prili-
kom proizvodnje submikronskih alginatnih cestica varirana je koncentracija natrijum-algi-
nata, dok je proces vrsen sa i bez susenja. Kada je pri proizvodnji bilo susenja dobijali smo
manje Cestice zbog isparivanja vode iz cestica prilikom rasprsivanja.

Srednji precnik alginatnih mikrocestica proizvedenih elektrostati¢kom ekstruzijom
sa imobilisanim enzimom bio je 803+23 um sa rasponom raspodele veli¢ine od 1,3£0,1. Pro-
secna veli¢ina alginatnih cestica submikronske veli¢ine proizvedenih ultrazvu¢nom raspr-
sivanjem (UA) sa imobilisanom alkalazom dostigla je 0,607+0,103 um sa indeksom poli-
disperznosti 0,463+0,053, dok su imobilisane susene cestice (UAD) bile manje i to pre¢nika
0,394£0,051 pm. Zeta potencijal (ZP), koji pokazuje elektri¢ni napon na povrsini cestice, nije
se znacajno razlikovao izmedu razlic¢itih cestica i kretao se od -6,2 mV +5,3% za alginatne
Cestice i -28,9 mV #4,4% za alginatne cestice sa imobilisanim enzimom, $to je blizu granice
tizicke stabilnosti koloidnih sistema (-30 mV).

Medutim, pokazalo se da je enzimska prevlaka izazvala smanjenje zeta potencijala u
poredenju sa alginatnim ¢esticama, ukazujuci na to da povrsinski sloj enzima znacajno spre-
¢ava agregaciju i adheziju ¢estica. Ovo smanjenje vrednosti ZP moZe se pripisati ¢injenici da
je vec¢ina -NHz grupa na povrsini molekula enzima bila vezana za aktivirane alginatne
¢estice, omogucavajuci negativno naelektrisanim aminokiselinskim ostacima da ostanu slo-
bodni i da preovladuju. Rezultati sugerisu da su sugenjem aerosola uz pomo¢ grejaca pove-
zanog sa aparatom za ultrazvucno rasprsivanje dobijene cestice submikronske veli¢ine. Na-
kon imobilizacije enzima i mikronske i submikronske cestice su se povecale, sto se vidi na
osnovu podataka da su cestice bez enzima dobijene tehnikom elektrostaticke ekstruzije (EE),
ultrazvucénog rasprsivanja (UA) i ultrazvuénog rasprsivanja sa suSsenjem (UAD) imale prec-
nike 698+0,21 pm, 428478 nm i 261+33 nm, respektivno (tabela 17).

Srednji precnici ¢estica dobijenih jednostavnim ukapavanjem pod uticajem gravita-
cionog polja, ukapavanjem u elektrostatickom 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 veli¢inu Cestice i rezultati u tabeli 18 predstavljaju srednje
vrednosti precnika cestica.

Cinilo se da vlazne cestice dobijene jednostavnim ukapavanjem bez prisustva e-
lektriénog polja imaju sferni oblik, a srednji precnik je u rasponu od 3268,0+32,2 um do
2408,1+£40,7 pm, i od 3309,1+60,3 do 2513,1+54,8 um za MAB i HRP-MAB cestice,
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respektivno, u zavisnosti od veli¢ine igle. Kao sto se moZe videti, ¢estice su se povecale na-
kon imobilizacije enzima u odnosu na ¢estice bez enzima (tabela 18), a ovaj efekat (povecanje
od 5-28% u odnosu na prec¢nik pre imobilizacije) bio je najizrazeniji za mikrocestice dobijene
elektrostatickom ekstruzijom, koje odgovaraju veéem prinosu imobilizacije (slika 65).

Tabela 17. Prec¢nik cestica i zeta potencijal

Vrsta cestica Pre¢nik d Zeta potencijal, mV
EE cestice 0,698+0,21 pm -6,34+0,33
UA Cestice 0,428+0,078 nm -6,15+0,26
UAD C(estice 0,261+0,033 nm —-6,17+0,27
Imobilisane EE cestice 0,803+0,23 um -28,6+1,40
Imobilisane UA cestice 0,607+0,103 nm -27 841,69
Imobilisane UAD Ccestice 0,394+0,051 nm -30,3+1,11

"EE cestice - alginatne mikrocestice dobijene elektrostatickom ekstruzijom; UAD i UA cestice -
alginatne submikronske cestice dobijene ultrazvu¢nim rasprsivanjem sa i bez susenja, respek-
tivno; d - prec¢nik Cestice

Tabela 18. Pre¢nici MAB, HRP-MAB i alkalaza-MAB ¢estica dobijenih jednostavnim uka-
pavanjem i elektrostatickom ekstruzijom, sa odnosom magnetit/alginat=1:4

Velicina igle Pre imobilizacije d, yum Posle imobilizacije d, pm

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 382,2491,2 472,3+51,1

*d - precnik cestice; ee — Cestice proizvedene elektrostatickom ekstruzijom

Prec¢nik cestica 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 reZimu prskanja. Na slici 65 prikazane su mikronske i sub-
mikronske cestice u rastvoru kalcijum-hlorida dobijene elektrostatickom ekstruzijom ko-
riséenjem igle 22G (slika 65a,b,c) i ultrazvuénim rasprsivanjem (slika 65d,e,f) sa i bez imobi-
lisanog enzima slikane optickim mikroskopom.

Na slici 65a su prikazane alginatne cestice i moZe se videti da nisu sve Cestice sfernog
oblika, ve¢ ima i elipsoidnih. Na slici 65b,c se unutar i MAB i HRP-MAB cestica vide crne
tacke koje predstavljaju agregate FexO3 nanocestice (pre¢nika ~15 nm), koji su homogeno
rasporedeni kroz zapreminu cestica. Pre imobilizacije MAB ¢estice su bile transparentne i
kruznog oblika, dok su nakon imobilizacije potamnele, izgubile transparentnost i dobile po-
liedarne oblike zbog vezivanja HRP-C na njihovu povrsinu.
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Slika 65. Izgled cestica pod optickim mikroskopom: (a) alginatne cestice dobijene
korisé¢enjem igle 22Gee pri uvecanju 5x; (b) MAB cestice dobijene koris¢enjem igle 22Gee pri
uvecanju 5x; (c) HRP-MAB cestice pri uvecanju 5x; (d) UAD cestice pri uvecanju 20x; (e)
UAD C¢estice pri uvecanju 5x; (f) UAD cestice sa imobilisanom alkalazom pri uvecanju 5x

Oblik MAB c¢estica najverovatnije odstupa od idealne sfere kao posledica tretmana
Tris-HCI puferom (pH vrednosti 8,5) koji je koris¢en sa imobilizaciju i ¢uvanje cestica. Na-
ime, u baznoj sredini kalcijum-alginat bubri vezivanjem vode. Proces bubrenja, uglavnom,
pri baznim pH vrednostima moZe trajati i nekoliko sati, nakon ¢ega pocinje rastvaranje i
degradacija.””® Na slici 65d,f predstavljene su UAD cestice koje takode imaju sferi¢ne oblike
i transparentne su, kao ¢estice dobijene elektrostatickom ekstruzijom. Nakon aktiviranja E-
DAC-om i vezivanjem alkalaze cestice viSe nisu providne, jer se enzim vezao na njihovu
povrsinu (slika 65f).
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Pored submikronskih UAD cestica sa imobilisanom alkalazom vide se i agregati
nastali spajanjem veceg broja ¢estica. Ove razlike na povrsini ukazuju na uspesnu imobili-
zaciju enzima na povrsinu Cestica, $to je dalje i potvrdeno detaljnijim FTIR i SEM analizama.

II1.1.1 SEM analiza

Sve dobijene cestice su suSene u susnici, da bi se ispitala mogucnost proizvodnje bi-
okatalizatora u praskastom obliku, pogodnog za industrijsku primenu. Poredenjem masa
vlaznih i suvih ¢estica izracunali smo stepen vlaZnosti koji je iznosio 97,45+0,2%.

Na slici 66 prikazane su SEM slike alginatnih cestica dobijenih elektrostatickom
ekstruzijom koris¢enjem igle 22G sa i bez imobilisane alkalaze (slika 66a,b,c,d), kao i algi-
natne nano-cestice dobijene ultrazvuénim rasprsivanjem sa susenjem, takode sa i bez imo-
bilisane alkalaze (slika 66e,f).

Alginatne cestice prikazane na slici 66 imaju okrugao oblik sa razli¢itom morfologi-
jom povrsine. Nakon su$enja alginatnih ¢estica direktno u SEM komori bez posebne zastite,
doslo je do smanjenja veli¢ine Cestica, pri ¢emu je vece smanjenje primeceno kod cestica na
koje nije vezan enzim, $to je primeceno i poredenjem slika 65 i 66. U prikazima sa veéim
uvecanjem odgovarajucih povrsina, hrapavost je uoc¢ena narocito na ¢esticama na koje nije
vezan enzim, dok je povrsina imobilisanih cestica izgledala kompaktnije (slika 66c,d).

Izgledalo je da suSenje ima manje efekta na imobilisane alginatne cestice nego na
MAB ¢cestice, najverovatnije kao rezultat manjeg broja hidrofilnih grupa na imobilisanim
Cesticama, posto se kovalentna imobilizacija alkalaze odvija preko karboksilnih grupa algi-
nata. Sli¢no nasem zapaZzanju, prijavljena je kompaktnija povrsina ¢estica alginata sa inkap-
suliranom tanazom u odnosu na prazne alginatne cestice, a autori su pretpostavili da
hidroksilne grupe tanaze formiraju intermolekularne vodoni¢ne veze sa karboksilnim gru-
pama alginata.?80 UAD cestice sa imobilisanim enzimom pri suSenju prave agregate, pa se
teZze mogu izdvojiti zasebne cestice na SEM slikama. Na povrsini imobilisanih UAD cestica
se vidi zatamnjenje koje predstavlja vezani enzim (slika 66e,f).

SEM slike suvih MAB cestica i imobilisane HRP-C na MAB ¢estice proizvedene e-
lektrostatickom ekstruzijom koriséenjem igle 22G su predstavljene na slici 67.

Nakon sus$enja, prazne cestice su se skupile i delimi¢no deformisale, ali su zadrzale
okrugli oblik (slika 67a), dok su se Cestice prekrivene enzimima vise s deformisale i izgledale
su spojeno (slika 67b). Sa uvecanjem od 500x na odgovaraju¢im povrsinama, primecena je
hrapavost povrsine, posebno primetna u slucaju MAB ¢estica, dok su se povrsine HRP-MAB
Cestica ¢inile kompaktnijim (slika 67d) u poredenju sa MAB cesticama (slika 67c). Ovaj re-
zultat se moZe objasniti manjim brojem hidrofilnih grupa na mikrocesticama sa imobilisa-
nim enzimom, posto se kovalentna imobilizacija HRP-C najverovatnije odvija preko kar-
boksilnih grupa MAB.%80
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SEM HV: 10.0 kV WD: 2.40 mm 1 L1 BEM MV MLONV WO .57 mm
View fleld: 948 pm Det: SE 200 pm Vi o 4l pore
SEM MAG: 200 x Date{midly): 07/16/20 SEM MAD. 200 »

h i
SEMMV:100KY | WD:8.57mm

View field: 37.8 pm Det: SE 10 pm
SEM MAG: 5.01 kx  Date{midly): 07/16/20

SEM HV: 10.0 kV WD: §.41 mm L1 SEM HV: 10.0 kv WD: 9.41 mm
View field: 19.0ym  Det: In-Beam SE | 5ym View flekd: 21.7ym  Det: In-Beam SE
SEM MAG: 10.0 kx  Date{m/diy): 07107120 SEM MAG: 0.99 kx  Date(midly): 07/07/20 1 )

Slika 66. SEM mikrografici: (a) alginatne mikrocestice dobijene elektrostatickom
ekstruzijom pri uvecanju 200%; (b) alginatne mikrocestice dobijene elektrostatickom
ekstruzijom sa imobilisanom alkalazom pri uvecanju 200%; (c) alginatne mikrocestice
dobijene elektrostatickom ekstruzijom pri uvecanju 5000%; (d) alginatne mikrocestice
dobijene elektrostatickom ekstruzijom sa imobilisanom alkalazom pri uvec¢anju 5000x; (e)
alginatne submikronske ¢estice dobijene ultrazvuc¢nim rasprsivanjem sa suSenjem pri
uvecanju 10000x; (f) alginatne submikronske cestice dobijene ultrazvuénim rasprsivanjem
sa suSenjem sa imobilisanom alkalazom pri uveéanju 10000%
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Slika 67. SEM mikrografici MAB cestica: (a) prazne MAB cestice pri uvecanju 100%; (b)
HRP-MAB ¢estice pri uvecanju 100%; (c) spoljna povrsina praznih MAB ¢estica pri uveca-
nju 500%; (d) spoljna povrsina HRP-MAB ¢estica pri uvecanju 500x

II1.1.2 Mehanicke osobine i magnetizacija

Rezultati mehanickih ispitivanja komprimovanja ¢estica su prikazani na slici 68.

Na osnovu dobijenih rezultata mehanicke ¢vrstoce i modula elasti¢nosti, nije uocena
znacajna razlika izmedu uzoraka magnetit/alginatnih cestica pripremljenih sa razli¢itim
odnosima magnetita i alginata (1:2, 1:3, 1:4, 1: 5 i 1:10). Modul elasti¢nosti bio je oko 25 kPa.
Ovo moZze biti rezultat nekih suprotnih efekata. S jedne strane, o¢ekivalo bi se da ¢e ugradnja
Cestica magnetita kao ekstra-polimernih komponenti poremetiti mrezu i oslabiti strukturu.

S druge strane, dodavanje magnetita rastvoru alginata ja¢a ukupnu strukturu cestica,
kao 5to je ranije dokazano da nanocestice gvoZde-oksida mogu delovati kao ojacavaci;?06-81
medutim, poslednja primedba je tacna samo do neke tacke. Naime, sa povec¢anjem koncen-
tracije magnetita dolazi do formiranja aglomerata cestica koji su bili manje kruti od pojedi-
nac¢nih nanocestica, delujuci kao defektne tacke u polimernoj matrici, a zatim dovode do
smanjenja krutosti.%6%1 Nasi rezultati su uporedivi sa rezultatima Cicija (Czichi) i saradnika
koji je utvrdio da se Joung-ov modul alginat-metilceluloznog gela obogacenog cesticama
magnetita nije znac¢ajno promenio sa pove¢anjem koncentracije ¢estica do 35% (w/w) .%82
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Slika 68. Testovi sabijanja uzoraka MAB napravljenih sa razli¢itim odnosom mag-

Magnetizacione krive jedne cestice magnetita i magnetit/alginat cestica (MAB) me-
rene su na 5 K kao funkcija magnetnog polja izmedu 0 Oe i 50 kOe i prikazane su na slici 69.
Vrednosti magnetizacije zasi¢enja (saturacione magnetizacije) su nadene 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, pokazuju¢i dobra magnetna svojstva. Magnetit i
MAB c¢estice su imale dobru disperzibilnost u vodi i brz magnetni odgovor posto su bile
odvojene iz suspenzije spoljnim magnetom u roku od 1 min (slika 70). Cini se da je smanje-
nje magnetizacije zasi¢enja u slu¢aju MAB ¢estica posledica dodatnog alginatnog sloja u koji

Sila (N)

0,10

0,08 4

0,06

0,04 4

— magnetit/alginat = 1:2
— magnetit/alginat = 1:3
— magnetit/alginat = 1:4
—— magnetit/alginat = 1:5
— magnetit/alginat = 1:10

: . : - :
,0 0,2 04 0,6 08

Pomak (mm)

netit/alginat (1:2, 1:3, 1:4, 1:5 1 1:10)

su ugradene nanocestice.

80 -
70
60
50
40 -~
30
20 -+
10
0

—=— Mag
—e— MAB

T=5K

M (emu/g)

-10
-20 4
-30
-40 -
-50
-60
-70
-80

-
S

e
S

N

M (emu/g)

s
S

=

H (Oe)

-1000 -800 -600 400 200 O 200 400 600 800 1000

-50

-40

-30 -20 -10 0 10 20 30 40

H (kOe)

Slika 69. Magnetizacione krive za magnetit i MAB cestice
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Slika 70. Odvajanje MAB cestica iz suspenzije spoljnim magnetnim poljem u roku od 1
min

I11.1.3 FTIR analiza

I11.1.3.1 FTIR analiza za sistem alginat-alkalaza

Vibracije istezanja -OH veza cistog alginata pojavile su se u opsegu talasnih duzina

3000-3700 cm™1, dok se vibracije istezanja alifati¢ne -CH veze uocava na 2925 cm™ (slika 71).
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Slika 71. FTIR spektri za sistem alkalaza-alginat: (-) alginat; (-) alginat aktiviran EDAC-
om; (-) imobilisana alkalaze na alginat

Pikovi na oko 1632 cm™! i na 1385 cm™! mogu se pripisati asimetri¢nim i simetri¢nim

vibracijama istezanja karboksilnog jona, respektivno. Pikovi na oko 1107 cm™ i 935 cm-!
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™ koja odgovara rastezanju CO takode je
karakteristi¢na za alginat. Pored toga, pikovi koje se pojavljuju oko 885 cm™! i 815 cm™!
mogu se pripisati manuronskoj i guluronskoj kiselini, respektivno, koje su obe prisutne u
alginatnoj strukturi. MoZe se primetiti nekoliko razlika u spektrima alginat-EDAC-a i
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alginat-alkalaze u poredenju sa alginatom. Cini se da je povecanje intenziteta svih pikova u
oba spektra (alginat-EDAC i alginat-alkalaza spoj) posledica aktivacije ¢estica sa EDAC-om.
Prvobitni hidroksilni pik (3447 cm™') postao je $iri vrh i pomerio se na nizu talasnu duzinu
(3413 cm™1), $to bi trebalo da bude posledica superpozicije vibracije istezanja a-NH na alka-
lazu. Stavise, pikovi na 1632 cm~11i 1385 cm™ (oba karakteristi¢na za karboksilni jon) u spek-
tru pocetnih praznih cestica su pomereni na 1619 cm1 i 1416 cm™1, respektivno u spektru
alginat-alkalaze i povecdani u intenzitetu; rezultat su preklapanja izmedu vibracije istezanja
a—COOH i vibracije promenljivog ugla a-NH2. Pored toga, pojavili su se novi pikovi, na
1300 cm™ i 1040 cm™, koji su bili u oblasti karakteristi¢noj za N-H ili C-N veze. Naime,
EDAC kao i aminokiselinski ostaci vezani za polimernu ki¢mu mogu proizvesti nove azot-
vodonik ili azot-ugljenik veze. Sli¢no, Davidivi¢-Pinas (Davidovich-Pinhas) i saradnici prime-
tili su nove pikove locirane u opsegu 1240-1700 cm™! u spojevima alginat-cistein nakon ak-
tivacije alginata EDAC-om.?8 Dodatni pik je takode detektovan u spektru alginat-alkalaza
na 928 cm™1 $to se nalazi u oblasti poliaromati¢nih ugljovodonika.

I11.1.3.2 FTIR analiza za sistem HRP-MAB

Da bi se bolje okarakterisale interakcije izmedu funkcionalnih grupa enzima, alginata
i magnetita, sprovedena je FTIR analiza i rezultati su prikazani na slici 72.
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U oblasti velikih talasnih duZina, vibracije istezanja O-H veza alginata pojavljuju se
u opsegu talasnih duZzina 3600-3000 cm™1,%% dok se vibracije istezanja alifati¢cnog C-H pri-
mecuju na 2950-2850 cm™1. Pikovi oko 1632 cm™! mogu se pripisati karboksilnom jonu, pik
na 1460 cm™! asimetri¢nim i simetri¢nim vibracijama istezanja, a oni na 1120 cm~1i 935 cm™!
C-O piranozilnog prstena i C-O istezanju uz doprinose C-C-H i C-O-H deformacija.®”® Raste-
zanje C=0O grupe nedisocirane karboksilne grupe je takode detektovano na 1730 cm~111631
cm™!, kao Sto je navedeno za alginatne filmove.?® Dodatni pik na 1414 cm™ je pripisan si-
metri¢noj vibraciji istezanja COO™ natrijum-alginata.®8¢ Slab pik primecen na 1385 cm™! pri-
pisuje se vibraciji istezanja C=0 veze.?®” Pikovi na 1030 cm™!, pomereni na 1023 cm™1 i 1024
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cm™!, ukazuju na vibracije istezanja C-0O.%8 Pored toga, pikovi oko 800 cm~ mogu se pripi-
sati manuronskoj i guluronskoj kiselini, respektivno, koje su obe prisutne u alginatnoj struk-
turi.989,990

Vazno je napomenuti da je asimetri¢na vibracija istezanja karboksilnog jona (1632-
1590 cm™1) pomerena na nize talasne duzine u poredenju sa ocekivanim za natrijum-algi-
nat.” Moze se videti da je oblast apsorpcije O-H vibracija istezanja ¢estica kalcijum-alginata
uza od one kod natrijum-alginata. Ovakva razlika je verovatno posledica interakcije algi-
natnih hidroksilnih i karboksilnih grupa sa Ca2* pri formiranju helatne strukture i posledic-
nog smanjenja broja vodoni¢nih veza medu OH grupama.?!

Sto se ti¢e FTIR spektra HRP-MAB Cestica, ¢ini se da je region otiska prsta (1300-650
cm™1) mnogo bogatiji karakteristicnim pikovima nego kod MAB ¢estica. Ovaj region uklju-
¢uje doprinose kompleksnih interakcijskih vibracija, sto dovodi do generalno jedinstvenog
otiska prsta svakog jedinjenja. Pored toga, pomeranje vrhova po talasnoj duZini i smanjenje
intenziteta jasno pokazuju da postoje interakcije izmedu alginata, HRP-C i Ca2* FTIR spektri
MAB i HRP-MAB pokazuju vrh na 520 cm™! zbog Fe-O vibracije istezanja, dok su pikovi na
1590 cm™11 1594 cm™! pomereni sa 1632 cm™! zbog O-H savijanja i vibracija istezanja koje su
vezan za povrsinu atoma gvozda.®? -OH istezanje HRP-MAB mikrocestica je pomereno na
nizu frekvenciju (3364 cm™™), zbog elektrostaticke privla¢nosti izmedu C=O grupe poli-
merne matrice i -NH> grupe sa HRP-C, $to potvrduje da je HRP-C uspesno vezana za MAB
Cestice.?3 Uoceni su novi pikovi na 622 cm™, 467 cm™ i 419 cm™ zbog Fe-O grupe, $to
potvrduje da su magnetitne cestice uspesno inkapsulirani u kalcijum-alginat.®®* Pik se pri-
mecuje u intervalu 3417-3200 cm™?; Sirina pika je posledica i -OH i -NH vibracije istezanja,
sto ukazuje da je HRP-C vezana za MAB.??

II1.2. OPTIMALNI USLOVI ZA IMOBILIZACIJU ALKALAZE NA KALCIJUM ALGI-
NATNE CESTICE

Definisanje optimalnih uslova imobilizacije je klju¢no za uspesno kovalentno veziva-
nje enzima preko veceg broja funkcionalnih grupa, tzv. ,viSetackasto vezivanje” i reakciju
enzim-nosac.?’ Zbog toga su ispitivani efekti i pocetne mase alkalaze po masi nosaca u ras-
tvor za imobilizaciju (2-33,6 mgalkalaze g mikrotestica) Na imobilisanu masu proteina i prinos
imobilisanog enzima na mikrocestice alginata dobijenih elektrostati¢ckom ekstruzijom (EE).
Rezultati su prikazani na slici 73.

Povecanje pocetnog odnosa enzim/nosa¢ rezultiralo je linearnim povecanjem vezanog
enzima, dostizuc¢i maksimalnu koli¢inu vezane alkalaze po g suvog nosaca od 592,3+6,7 mg
gl. Na prinos imobilizacije je u manjoj meri uticala pocetna koncentracija enzima, tako da
je prinos bio 97,1% sa pocetnim odnosom enzim/nosa¢ od 8,4 mg g1. Druge publikacije o
imobilizaciji alkalaze pokazale su niZe ili uporedive vrednosti za vezivanje enzima sa pri-
nosom imobilizacije u Sirokom opsegu vrednosti. Pesato (Pessato) sa saradnicima je postigao
vezivanje 0,028 mg proteina g-! nosaca sa ¢esticama glioksil-agaroze.*> Korici (Corici) sa sa-
radnicima je fizicki zarobio alkalazu u staklenim sol-gel matricama koriséenjem razlic¢itih
tipova alkoksisilana pomesanih sa tetrametoksisilanom u razli¢itim odnosima; autori su
postigli sadrzaj inkapsuliranog proteina izmedu 831163 mg g gela u zavisnosti od formu-
lacije matrice.?% Fererira (Ferreira) i saradnici su kovalentno imobilisali alkalazu na derivate
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silicijum-dioksida razlic¢ite veli¢ine pora i morfologije povrsine (terminalne amino naspram
hidroksilnih grupa) i dostigli 2,4-6,3 mg proteina po gramu SiOz sa stepenom imobilisanog
proteina izmedu 27-70%,%” dok je Zeng (Zeng) sa saradnicima za alkalazu imobilisanu na
HMSS-NH,-Fe3* postigao odli¢no vezivanje enzima na nosac od 227,8+23,7 mg g1.98 U ne-
davnoj studiji, alkalaza je imobilisana razli¢itim mehanizmima (adsorpcija, umrezavanje
enzima i kovalentno vezivanje) za aktivirane mikrocestice hitozana; autori su dobili masu
vezanog enzima po gramu nosaca u opsegu od 116 do 340,2 mg g, sa prinosom imobiliza-
cije enzima od 96,4 do 98,7%, u zavisnosti od metode koris¢ene za dobijanje mikrocestice
hitozana (elektrostaticka ekstruzija i tehnike inverzne emulzije) i formulacije matrice (odnos
hitozan/umrezivac).””® Dobro vezivanje enzima postignuto ovde moze se objasniti nese-
lektivnim spajanjem enzima na matricu, preko razlic¢itih funkcionalnih grupa, sto je prouz-
rokovalo formiranje viSestrukog vezivanja aktivnih funkcionalnih grupa enzima sa alginat-
nom matricom.
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Slika 73. Uticaj pocetne mase alkalaze po gramu nosaca na imobilisanu koli¢inu proteina
(Py) i prinos imobilizacije (#enz)

Proucavali smo efekte mase biokatalizatora (alkalaza imobilisana na alginatne mikro-
Cestice dobijene elektrostatickom ekstruzijom) na specificnu aktivnost (aktivnost po masi
suvog nosaca) biokatalizatora, variranjem imobilizacionih parametara kao $to su pocetna
koncentracija enzima, pH vrednosti pufera, molaritet pufera, vreme aktivacije EDAC-om,
maseni odnos EDAC/nosac i vreme imobilizacije. Aktivacija alginatnih ¢estica za kovalen-
tno vezivanje sa alkalazom i variranje parametara pri imobilizaciji izvrSena je po metodi
opisanoj u poglavlju I1.2.12, a aktivnost biokatalizatora je odredivana po metodi opisanoj u
poglavlju I1.2.13. Rezultati su prikazani na slici 74.

Generalno, aktivnost biokatalizatora je rasla sa porastom mase imobilisanog enzima.
Aktivnost imobilizovane alkalaze je rasla sa porastom pocetne koncentracije alkalaze u
osnovnom rastvoru za imobilizaciju. Pokazalo se da najveca pocetna koncentracija enzima
u rastvoru za imobilizaciju od 5,32 IU daje najvecu aktivnost imobilisanog sistema (slika
74a) i koris¢ena je u daljim istrazivanjima.
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Slika 74. Uticaj mase biokatalizatora (alkalaza imobilisana na alginatne mikrocestice dobijene
elektrostatickom ekstruzijom) na specifi¢cnu aktivnost biokatalizatora pri variranju parametara imobilizacije:
(a) pocetna koncentracija enzima (b) pH vrednost Tris-HCI pufera (c) molaritet Tris-HCl pufera (d) vreme
aktivacije alginatnih mikrocestica EDAC-om (e) odnos pocetne mase EDAC-a i mase alginatnih mikrocestica
pri aktivaciji (f) vreme imobilizacije alkalaze na alginatne mikrocestice aktivirane EDAC-om
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Da bi se izbeglo rastvaranje alginata, reakcija aktivacije alginatnih mikrocestica E-
DAC-om je sprovedena u Tris-HCl puferu iako je fosfatni pufer koris¢en u vecini ranije
objavljenih studija.1000,1001 Glavni nedostatak alginata je osetljivost na kalcijumove helatore
kao sto su fosfat i laktati.

Sto se ti¢e uticaja pH vrednosti pufera, imobilisani enzim dobijen sa Tris-HCI pufe-
rom pH vrednosti 7 pokazao je najnizu aktivnost, a aktivnost biokatalizatora je rasla sa po-
rastom pH vrednosti pufera do pH vrednosti 8,5, a zatim je pocela da opada sa daljim po-
vecanjem (slika 74b).

Naime, odbijanje karboksilnih grupa alginata bilo je intenzivnije u rastvoru sa viSom
pH vrednoscu, sto je rezultiralo povecanjem mreZe polimera tako da su funkcionalne kar-
boksilne grupe postale dostupnije za vezivanje sa EDAC-om. Medutim, izvan krajnjih vred-
nosti pH pufera, mreza je pocela da se raspada. Povecanje molariteta Tris-HCl pufera dovelo
je do smanjenja aktivnosti imobilisanog enzima, tako da je najvec¢u aktivnost pokazao bio-
katalizator dobijen sa 50 mM Tris-HCI puferom ¢iji je pH vrednost 8,5, koji je koriséen u
daljim istrazivanjima (slika 74c). Ovaj efekat moze biti povezan sa pl-zavisnim ponaSanjem
bubrenja alginata, posto se ravnotezno bubrenje alginatnih gelova smanjilo sa povec¢anjem
jonske snage pufera.l002

Proucavano je i vreme aktivacije alginatnih ¢estica EDAC-om u opsegu 30-720 min
(slika 74d). Zakljucili smo da 15 minuta nije dovoljno da se proces aktivacije zavrsi, ali je
vreme reakcije duze od 30 minuta rezultiralo smanjenjem aktivnosti biokatalizatora. Ovo se
moZe objasniti o¢igledno prekomernim umrezavanjem alginatnih ¢estica EDAC-om, $to do-
vodi do naknadnog medusobnog umreZavanja izmedu molekula enzima, $to zauzvrat
mozZze izazvati deaktivaciju enzima. Stoga je 30 minuta odabrano kao optimalno vreme akti-
vacije.

Efekat mase EDAC-a po masi nosaca (10-60 mg/0,5 g) na aktivnost imobilisanog
enzima je prikazana na slici 74e. Najveca aktivnost je postignuta sa 10 mg EDAC-ana 0,5 g
Cestica, i sa povecanjem mase EDAC-a je opadala. Nekoliko razloga moZe objasniti ovakav
rezultat. Naime, EDAC ima funkcionalne grupe koje mogu da reaguju sa karboksilnim gru-
pama mikrocestica alginata (kao sto je prikazano na slici 71). Medutim, karboksilne grupe
enzimskih aminokiselina takode mogu da reaguju sa EDAC-om, onoliko intenzivnije koliko
je koncentracija EDAC-a bila veca. Naime, aktivno mesto alkalaze obuhvata zajednic¢ku ka-
taliticku trijadu koju ¢ine tri aminokiseline, serin, aspartat i histidin. Pokazalo se da kar-
boksilna grupa aspartata moZe da reaguje sa viSkom EDAC-a $to dovodi do smanjene ak-
tivnosti enzima nakon imobilizacije. Drugo moguce objadnjenje je da je vezivanje enzima
preko vecéeg broja funkcionalnih grupa izazvano uvodenjem velikog broja dodatnih grupa
na nosac, kao i sterne smetnje izazvane preopterecenjem enzima takode dovelo do nedo-
stupnosti enzima supstratu. Problem reaktivacije aktivnih mesta enzima sa amino grupom
EDAC-a uocili su Ti (Tee) i saradnici, koji su istrazivali imobilizaciju a-amilaze kovalentnim
vezivanjem na alginatnu matricu; autori su predlozili dvostepeni protokol konjugacije za
zastitu aktivnog mesta enzima: nakon reakcije cestica kalcijum-alginata sa EDAC-om, dalja
reaktivnost EDAC-a sa karboksilnim grupama je ugasena dodavanjem 2-merkaptoetanola
u reakcionu smesu, koji je sprecio da EDAC dalje reaguje sa aktivnim mestima karboksilnih
grupa enzima tokom koraka imobilizacije.®® U cilju boljeg razumevanja o tome kako visak
EDAC-a uti¢e na aktivnost imobilisane alkalaze, dodali smo 2-merkaptoetanol u drugom
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koraku i ponovili eksperiment. Utvrdene aktivnosti biokatalizatora nisu otkrile znacajne
razlike medu razli¢itim testiranim uzorcima (prilog 1, slika S1), pokazujuci da je doprinos
prvog uzroka deaktivaciji enzima bio zanemarljiv. Cini se da vigestruko vezivanje enzima
za nosac, koje je ogranicavalo fleksibilnost polipeptidnog lanca ili preopterecenje enzimom,
objasnjava smanjenu aktivnost biokatalizatora koris¢enjem vece koncentracije EDAC-a.

Vreme inkubacije procesa imobilizacije (15-720 min) takode je pokazalo uticaj na ak-
tivnost imobilisane alkalaze (slika 74f). Cinilo se da, kada je vreme imobilizacije bilo manje
od 20 h i dalje postoje raspoloZive karboksilne grupe na povrsini alginatne matrice za vezi-
vanje, dok sa produZenjem vremena kontakta preko 20 h, dolazi do deaktivacije enzima.

Optimalni uslovi imobilizacije su bili sledeci: 5,32 IU alkalaze, 50 mM Tris-HCI pufer
pH vrednosti 8,5, 30 minuta aktivacije sa 10 mg EDAC-a na 0,5 g alginatnih mikrocestica i
vreme imobilizacije od 20 h.

Drugi tip biokatalizatora je takode napravljen od cestica alginata koje su
sintetisane iz rastvora natrijum-alginata u koncentraciji od 0,4 i 0,5% (w/v) tehnikom ultraz-
vucnog rasprsivanja bez susenja (UA) i sa susenjem (UAD) aerosola generisanog ultrazvuc-
nim rasprsivacem. Dobijene UAD i UA submikronske cestice su koris¢ene za imobilizaciju
alkalaze pod prethodno odredenim optimalnim uslovima sa alginatnim c¢esticama dobije-
nim elektrostatickom ekstruzijom. U stvari, tako dobijeni UAD i UA biokatalizatori su
znatno manji od veéine enzimsko-alginatnih ¢estica navedenih u literaturi.19031004 Oba bio-
katalizatora su imala visok kapacitet vezivanja posto je postignut prinos imobilizacije od 94
do 97% za UA i UAD, respektivno. Aktivnost imobilisane alkalaze se povecavala sa njenom
masom u reakciji, kako se i ocekivalo (slika 75).
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Slika 75. Uticaj mase biokatalizatora (alkalaza imobilisana na alginatne submikronske
estice dobijene ultrazvuc¢nim rasprsivanjem sa i bez suSenja) na aktivnost imobilisane
alkalaze pri variranju pocetne koncentracije natrijum-alginata
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Stavige, biokatalizator UAD je pokazao vecu aktivnost u poredenju sa UA biokatalizatorom.

Ovo se moze objasniti sa dve ¢injenice:

e povecanjem broja reaktivnih grupa po jedinici mase alginatnih cestica nakon susenja i

e UAD cestice su bile daleko manje od UA, pa su imale vecu specifiénu povrsinu., odnosno
kontaktnu povrsinu za odvijanje biokataliticke 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 veli¢ini, posto su cestice nize koncentracije alginata bile ma-
nje.

Treci tip biokatalizatora je takode napravljen kovalentnim vezivanjem alkalaze na
MAB cestice koje su sintetisane iz 2,0% rastvora natrijum-alginata (w/v) i magnetita u od-
nosu 4:1 tehnikom elektrostaticke ekstruzije (EE). Postignut je prinos imobilizacije od 93%.

Najveca aktivnost pokazana je koris¢enjem alkalaze imobilisane na UAD 0,4% algi-
natne cestice (w/v). Sa najaktivnijim biokatalizatorom po g nosaca od 2716,1 IU gnosaca™!, do-
bijeno je najvise imobilisanog enzima po g nosaca od 671,624 mgproteina Gnosaca™! U poredenju
sa 2600,8 IU gnosaca™ 1 592,316,7 mgproteina Gnosaca™! Za EE biokatalizator napravljen od 2% ras-
tvora natrijum-alginata (w/v), dok je za alkalazu kovalentno vezanu na MAB c¢estice dobi-
jene elektrostatickom ekstruzijom cestice dobijeno 2692,6 IU gnosaca™ 1 643,3 Mgproteina Gnosaca™
1

Radi poredenja odredena je aktivnost slobodne i inkapsulirane alkalaze u MAB
Cestice dobijene elektrostatickom ekstruzijom pri optimalnim uslovima imobilizacije alka-
laze pocetne koncentracije 3,99 IU (slika 76).
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Slika 76. Uticaj mase proteina na aktivnost slobodne i imobilisane alkalaze na razlicite
nosace pri optimalnim uslovima imobilizacije poc¢etne koli¢ine enzima od 3,99 IU
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II1.3. 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 nosac¢a za imobilizaciju i po-
¢etnog enzim/supstrat (E/S) odnosa.
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Slika 77. Krive progresa enzimske hidrolize proteina u zavisnosti od nacina imobilizacije i
pocetnog odnosa enzim/supstrat iz (a,c) izolata soje i (b,d) belanceta sa imobilisanom,
inkapsuliranom i slobodnom alkalazom pocetne koncentracije 3,99 IU

Ocigledno je da su tip cestica sa imobilisanom alkalazom i vrsta proteinskog sup-
strata uticali na pocetnu brzinu, obim i tok hidrolize. Najve¢i stepeni hidrolize proteina iz
belanceta i izolata soje, postignuti sa alkalaza-UAD submikronskim cesticama 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, Sto je u saglasnosti sa prethodnim radom.?

Sa svim biokatalizatorima je bilo moguce postiéi priblizno isti stepen hidrolize, ali je
ravnoteza reakcija sa alkalazom imobilisanom na MAB i UAD cestice brze uspostavljena u
odnosu na EE biokatalizatore; ovo se moze pripisati jednoj ili vise opstih karakteristika i-
mobilisanih enzimskih sistema kao Sto je ograni¢ena dostupnost supstrata aktivnim
mestima enzima uzrokovana difuzionim ograni¢enjima, sterni efekti i strukturne promene
enzima nakon imobilizacije.

MAB ¢estice su se pri hidrolizi ponasale sli¢no slobodnoj alkalazi i maksimalni stepen
hidrolize je dostignut brZe u odnosu na alginatne EE cestice bez magnetita. Imobilizacija
enzima je ¢esto bila pra¢ena smanjenjem aktivnosti enzima, $to se ¢inilo uglavnom zbog
ogranicenja difuzije velikih molekula supstrata unutar pora enzima, koji se mogu moduli-
rati koriS¢enjem nosaca sa vecim pre¢nikom pora, kako je prikazano u literaturi.?®® Rezultati
proteoliticke aktivnosti imobilisane alkalaze bili su u saglasnosti sa rezultatima prijavljenim
za alkalazu imobilisanu na HMSS-NH»-Fe?*, koja je imala vecu biokataliticku efikasnost za
proteolizu govedeg seruma albumina 2,1 puta od slobodnog enzima. Veca aktivnost imobi-
lisanog enzima objasnjena je aktivacijom alkalaze koordinacijom sa metalnim jonima, $to je
povoljno promenilo sekundarnu strukturu enzima, s$to je potvrdeno FTIR analizom.?
Prema rezultatima hidrolize sa oba supstrata, iz belanceta i izolata soje, ¢inilo se da alkalaza
imobilisana na UAD c¢esticama pokazuje najpovoljnije kataliticke performanse.

Sa povecanjem pocetnog E/S odnosa u intervalu 0,5-2%, smo zakljucili da dolazi do
povecanja brzine hidrolize proteina za oba supstrata i da je brzina veéa za hidrolizu sa UAD
¢esticama u odnosu na hidrolizu sa EE ¢esticama i dobijamo vedi stepen hidrolize u odnosu
na reakciju sa slobodnom alkalazom.

II1.3.1 Odredivanje kinetickih konstanti u reakcijama enzimske hidrolize proteina iz i-
zolata soje i belanceta slobodnom i imobilisanom alkalazom u SarZnom reaktoru
sa mehanickim mesanjem

Ispitana je pocetna kinetika u reakcijama enzimske hidrolize proteina iz izolata soje i
belanceta slobodnom alkalazom i imobilisanom na alginatne ¢estice dobijene elektrostatic-
kom ekstruzijom i ultrazvuénim rasprsivanjem.

Eksperimentalno dobijeni podaci su fitovani odgovaraju¢im matematickim mode-
lima koris¢enjem aplikacije Enzyme Kinetics 1.10 u OriginLab-ovom OriginPro 2022 softveru
i odabrane su vrednosti kineti¢kih konstanti za modele sa najvec¢im koeficijentom poklapa-
nja R? koji su konvergirali i rezultati su prikazani u tabeli 19 i na slici 78.

Rezultati za hidrolizu proteina iz izolata soje, koji se najvise poklapaju sa modelom
za kompletnu kompetitivnhu reverzibilnu inhibiciju (R?=0,9828 za slobodnu alkalazu, 0,9598
za UAD alkalazu i 0,9785 za EE alkalazu), pokazuju da se maksimalna pocetna brzina re-
akcije smanjuje imobilizacijom sa 1,37 uM mg-! min' na 1,04 uM mg-! min! za UAD Ccestice
10,4 pM mg1 min! za EE cCestice, dok je u reakciji bez inhibicije supstratom najveca pocetna
maksimalna brzina sa UAD ¢esticama 1,63 uM mg! min, dok je za EE ¢estice 0,23 pM mg-
I min-1i za slobodnu alkalazu isto kao i sa inhibicijom 1,37 pM mg! min-l. Na osnovu kon-
stanti inhibicije 929,96 pM mg-! za slobodnu alkalazu, 308,23 pM mg-1 za UAD alkalazu i
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537,16 uM mg-! za EE alkalazu, primecujemo da je izraZeniji inhibitorni uticaj supstrata sa
imobilisanom alkalazom.
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Slika 78. Uticaj pocetne koncentracije supstrata na pocetnu brzinu reakcije hidrolize
proteina iz (a) belanceta i (b) izolata soje
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Tabela 19. Kineticki parametri za reakcije enzimske hidrolize proteina iz izolata soje i
belanceta slobodnom i imobilisanom alkalazom fitovani odgovaraju¢im matemati¢kim
modelima sa najve¢im koeficijentom poklapanja R? koji su konvergovali

Inhibicija Bez Inhibicija Bez Inhibicija Bez
Kineticki supstratom inhibicije supstratom  inhibicije = supstratom inhibicije
parametar Slobodna supstratom UAD supstratom EE sups]’;;ltom
alkalaza Slobodna alkalaza UAD alkalaza
alkalaza
alkalaza alkalaza
Hidroliza proteina iz izolata soje
Kompetitivna Mihaelis t‘Akompeti—‘ Mihaelis Kompetitivna Mihaelis
Model reverzibilna Menten 1vneli).r1ever21— Menten reverzibilna Menten
inhibicija mehanizam A mehanizam inhibicija mehanizam
inhibicija
V, uM mg* min-1 1,37 1,37 1,04 1,63 0,40 0,23
Kin, uM mg-1 258,69 326,37 733,40 1158,39 237,78 375,91
Ki, uM mg? 929,96 / 308,23 / 537,16 /
R? 0,9828 0,9828 0,9598 0,9598 0,9366 0,9785
Hidroliza proteina iz belanceta
Kompetitivna Mihaelis Kompetitivna Mihaelis Kompetitivna Mihaelis
Model reverzibilna Menten reverzibilna Menten reverzibilna Menten
inhibicija mehanizam inhibicija mehanizam inhibicija mehanizam
V, uM mg* min-1 17,82 17,82 1,68 1,68 1,49 1,49
Kin, uM mg1 612,62 2015,13 506,01 1862,554 264,74 318,05
Ki, uM mg1 421,26 / 403,78 / 1260,51 1260,51
R2 0,999 0,999 0,9465 0,9613 0,9856 0,9856

V - maksimalna brzina reakcije, K, - Mihaelisova konstanta za hidrolizu, K; - konstante inhibicije hidrolize,
R? - koeficijent poklapanja

Poredenjem vrednosti Mihaelisovih konstanti za supstrat, za reakciju bez inhibicije
na vrednost za reakciju s inhibicijom, 67,7 uM mg! za slobodnu alkalazu, 424,99 pM mg!
za UAD alkalazu i 138,13 pM mg za EE alkalazu, utvrdujemo da je manji afinitet alkalaze
prema supstratu za reakciju sa imobilisanom alkalazom, sto je u skladu sa prethodno utvr-
denim manjim inhibitornim efektom supstrata za reakciju sa slobodnom alkalazom.

Rezultati za hidrolizu proteina iz belanceta, koji se najvise poklapaju sa modelom za
kompetitivnu reverzibilnu inhibiciju (R?=0,9996 za slobodnu alkalazu, 0,9465 za UAD alka-
lazu i 0,9856 za EE alkalazu), pokazuju da se maksimalna pocetna brzina reakcije smanjuje
imobilizacijom sa 17,82 pM mg! min na 1,68 pM mg-! min-! za UAD cestice i1,49 pM mg-
I'min za EE cestice, a pri reakciji bez inhibicije supstratom brzine su bile iste.

Na osnovu konstanti inhibicije 421,26 uM mg-! za slobodnu alkalazu, 403,78 pM mg-
I za UAD alkalazui1260,51 uM mg-! za EE alkalazu, primecujemo da je izraZeniji inhibitorni
uticaj supstrata sa UAD alkalazom koja ima sli¢an uticaj kao slobodna alkalaza, dok EE
alkalaza ima dosta manji efekat.

Poredenjem smanjenja vrednosti Mihaelisovih konstanti za supstrat, od vrednosti za
reakciju bez inhibicije na vrednost za reakciju s inhibicijom, 1402,51 pM mg-! za slobodnu
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alkalazu, 1356,54 uM mg-! za UAD alkalazu i 53,31 uM mg! za EE alkalazu, utvrdujemo
manji afinitet slobodne alkalaze prema supstratu, sto je u skladu sa prethodno utvrdenim
vedim inhibitornim efektom supstrata za reakciju sa slobodnom alkalazom u odnosu na EE
alkalazu i slicnim efektom sa UAD alkalazom.

Na osnovu svega navedenog, kataliti¢ki mehanizam hidrolize proteina iz izolata soje
i belanceta je prikazan na Semi 5.

III.3.2 Recikliranje, stabilnost i ponovna upotreba imobilisana alkalaze

Sa industrijskog stanovista, 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, naj¢esée zagrevanjem. Tako je izvodljivost
hidrolize sojinih proteina u uzastopnim ciklusima, alkalazom imobilisanom na 0,4% UAD
submikronskim ¢esticama, procenjena tokom 8 ciklusa, koji su obuhvatali period duzi od 15
dana, dok se imobilisani enzim izvan operativnih uslova ¢uvao na 4 °C u 50 mM Tris-HCl
puferskom rastvoru (pH vrednosti 8,5), koji je sadrzao 0,2 M rastvor CaClz. Rezultati su
prikazani na slici 79a. Fitovanjem trenda relativne aktivnosti u zavisnosti od duZzine trajanja
ciklusa linearnom funkcijom, moguce je proceniti poluzivot biokatalizatora (slika 79b). Re-
lativna aktivnost predstavlja procenat pocetne aktivnosti koju je zadrzao biokatalizator na-
kon ponovljenog ciklusa hidrolize (8 ciklusa). Na slici 79c¢ je prikazana relativna aktivnost
biokatalizatora i stepen hidrolize postignut tokom svakog ciklusa reciklaze.

Aktivnost je postepeno opadala, pokazujuci poluzivot od 3792,3 min (63,2 h) sto
odgovara za 16,8 ciklusa hidrolize. Naime, imobilisana alkalaza je zadrzala aktivnost tokom
7 narednih ciklusa hidrolize (1575 min), nakon kojih je gubitak aktivnosti postao znacajniji.
Ovo smanjenje aktivnosti enzima moze se pripisati curenju enzima tokom procesa hidrolize,
odvajanja i pranja ili deaktivaciji enzima inhibicijom sa supstratom i proizvodima. Stavige,
deaktivacija enzima mesanjem takode moZze doprineti gubitku aktivnosti. Imobilisana alka-
laza je bila stabilna najmanje 15 dana skladistenja pod navedenim uslovima.

Primeceno je da su imobilisani enzimi na alginatnim cesticama stabilni tokom skla-
distenja. Npr. pektinaza zarobljena u alginatnim ¢esticama zadrZala je svoju poc¢etnu enzim-
sku aktivnost do 11 nedelja, dok je liofilizovani biokatalizator zadrzao svoju prvobitnu ak-
tivnost ¢ak i nakon 8 meseci skladistenja.19% Konacno, pokazalo se da je hidroliza sojinog
proteina alkalazom poboljsala njegov nutritivni sadrzaj, tehno funkcionalnost i antioksida-
tivnu aktivnost.”1006 Medutim, treba uzeti u obzir i bezbednosni aspekt bioaktivnih pep-
tida.80 Jako su ovi preliminarni rezultati otkrili da alkalaza imobilisana na UAD alginatnim
¢esticama moZe biti interesantna za hidrolizu proteina iz hrane, kako bi se poboljsale per-
formanse imobilisane alkalaze moraju se sprovesti dodatna ispitivanja o karakteristikama
hidrolizata, karakterizacija biokatalizatora, kao i mogucéi bezbednosni problemi bioaktivnih
peptida.
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II1.4. OPTIMALNI USLOVI ZA IMOBILIZACIJU HRP-C NA MAB CESTICE

II1.4.1 Uticaj uslova pri proizvodnji MAB cestica i imobilizaciji HRP-C na enzimsku ak-

tivnost, ukupan sadrzaj proteina i efikasnost imobilizacije

Kovalentna imobilizacija HRP-C na MAB Ccestice je izvedena formiranjem amidne
veze koris¢enjem karbodiimida (EDAC) kao aktivirajuc¢eg agensa. Hemija kovalentne imo-
bilizacije HRP-C preko amino grupa enzima i karboksilne grupe alginata je predstavljena
na slici 72. Kao $to je prikazano, EDAC reaguje sa karboksilnim grupama alginata na povr-
Sini MAB cestica formiraju¢i O-acilizourea meduproizvod. Ovaj intermedijer, naime
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aktivirano karboksilno jedinjenje, brzo reaguje sa amino grupom enzima da bi se formirala
amidna veza i oslobada izoureu kao nusproizvod (slika 72).

Efikasnost imobilisanog enzima je testirana i sa modelnim supstratom (pirogalol) i sa
realnim supstratom, simuliranom otpadnom vodom koja sadrzi sinteticke boje. Efekti veli-
¢ine HRP-MAB cestica (slika 80a), masenog odnosa mag-alginata (1:10-1:2) (slika 80b) i po-
¢etnog odnosa enzim/nosac (0,05-10 mg g1) (slika 80c) na efikasnost imobilizacije (prinos i
ukupan sadrzaj vezanih proteina) i aktivnosti HRP-MAB biokatalizatora su ispitani najpre
preko aktivnosti u standardnoj reakciji sa pirogalolom, da bi se odredili optimalni uslovi
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Aktivnost HRP-MAB biokatalizatora varirala je od zanemarljive do ~32 Ug-1nosaca, 1
zavisnosti od uslova imobilizacije. Prinos imobilizacije je bio u opsegu 65-98%. Kao sto se
ocekivalo, smanjenjem veli¢ine MAB ¢estica dobili smo veci prinos imobilizacije sa HRP-C,
Sto se poklapalo sa povec¢anjem aktivnosti enzima (slika 80a). Shodno tome, najvise vezanih
proteina 9,8 mg glnosaca 1 Najveca aktivnost koja je dostignuta od 32 Ug! postignuta je sa
najmanjim cesticama. Drugi istrazivaci su takode izvestili o povecanju aktivnosti imobilisa-
nog enzima sa smanjenjem velicine ¢estica usled manjeg otpora pri prenosu mase.>.977

Ovde treba naglasiti da je proces elektrostaticke ekstruzije kroz najuzu iglu (25G) bio
pracen cestim zacepljenjem igle, Sto je drasti¢no produzavalo proces proizvodnje MAB
Cestica. Zbog toga su Cestice prosecnog prec¢nika ~1 mm (koje su dobijene nakon zavrsetka
procesa imobilizacije HRP-C), koje su prikazale drugi najbolji rezultat efikasnosti imobili-
zacije (dobijene koris¢enjem igle 22G), odabrane kao optimalne i koris¢ene u daljoj analizi.

Sto se ti¢e dejstva Cestica magnetita, povecanjem mase magnetita u rastvoru magne-
tit/alginat dovelo je do povecanja prinosa imobilizacije i aktivnosti (slika 80b), ali samo do
odnosa magnetit/alginata 1:4. Dalje povec¢anje mase magnetita u rastvoru imalo je suprotan
efekat. Moguce je da je do ovog efekta doslo zato sto su karboksilne grupe alginata postale
manje dostupne za aktivaciju zbog prisustva ¢estica magnetita u vecoj koli¢ini na povrsini
nosaca, ¢ime su ponovo ograni¢ena aktivna mesta za vezivanje enzima.

Posto kovalentno vezivanje enzima za nosa¢ ne zavisi samo od svojstava MAB
Cestica, veé i od koncentracije enzima, sprovedeni su dalji eksperimenti da bi se utvrdili
efekti pocetne koncentracije HRP-C u rastvoru za imobilizaciju na ukupan sadrZaj vezanih
proteina, aktivnost HRP-MAB ¢estica i prinos imobilizacije. U tu svrhu koris¢ene su MAB
¢estice dobijene pri optimalnim uslovima (22 Gee i magnetit/alginat odnos 1:4), dok je po-
¢etna koncentracija HRP-C varirana u opsegu 12,5 do 2500 mg L (odnos enzim/nosac
0,05-10 mg glnosaca) (slika 80c). Sa povecanjem pocetne koncentracije enzima, prinos imobi-
lizacije se prvo brzo povecao na 96,9%, a zatim je utvrdena postepena stagnacija pri koncen-
traciji od 2,5 mg glnosaca, $to ukazuje na zasicenje nosaca (slika 80c).

Pri optimalnim uslovima, 8,9 mg HRP-C je imobilisano na svaki gram nosaca, ¢ime
je postignut prinos imobilizacije 94,9 % i aktivnost biokatalizatora je bila 32,8 U g-lnosaca (slika
80c). Ovi rezultati su sli¢ni ili povoljniji u poredenju sa prijavljenim u literaturi za HRP-C
imobilisanu na druge nosace. Radi poredenja, maksimalno vezivanje HRP-C od 4,8 mgg-
Lhosata 13,3 Mg glnosaca postignuto je sa komercijalnom smolom (Purolite® A109) adsorpcijom
i kovalentnom imobilizacijom, respektivno.”

Utvrdeno je da je maksimalni kapacitet adsorpcije HRP-C na kaolin 4,63 mg glno-
saca.”’® Medutim, kada se uporedi aktivnost HRP-MAB ¢estica sa vrednostima postignutim
u literaturi za isti tip peroksidaze, nekoliko istrazivaca je opisalo sli¢ne ili bolje rezultate, u
rasponu od ~5 do ~85 Ug1.93976 Problemi usled sternih smetnji koji se ¢esto povezuju sa
velikom vredno$éu ukupno vezanih proteina na nosac¢ su mogude objasnjenje za odstupanje
od nekih oc¢ekivanih vrednosti.

Ispitana je aktivnost nekoliko biokatalizatora i uporedene su vrednosti. Tako, aktiv-
nost HRP-MAB cestica je uporedena sa aktivnos¢u HRP-C kovalentno imobilisane na
prazne cestice alginata (dobijenih koris¢enjem igle 22Ge.), inkapsulirane HRP-C u cestice
MAB pod istim uslovima, kao i odgovaraju¢om koli¢inom slobodne HRP-C (slika 81).
Inkapsulacija HRP-C u MAB ¢estice izvedena je odvojeno pod istim uslovima (pre¢nik
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Cestice ~1 mm, odnos magnetit/alginata 1:4, pocetni odnos enzim/nosac 2,5 mg g'nosaca ).
Ove dve vrste imobilizacije su sprovedene da bi se uporedile kako razli¢ite tehnike i mikro-
rokoline imobilisanog enzima uti¢u na kataliticke aktivnosti biokatalizatora i utvrdilo koji
biosistem je efikasniji u procesu dekolorizacije antrahinonskih boja.

Kao sto se oc¢ekivalo, zbog izlaganja enzima hemijskom tretmanu tokom imobilizacije
i ogranicenja prenosa mase u heterogenom imobilisanom sistemu, slobodna HRP-C je imala
najvecu aktivnost od 34,7 U (8,9 mg), $to odgovara specifi¢noj aktivnosti od 3,9 Umgenzima).
Strukturne i konformacione promene u molekulu enzima nakon imobilizacije takode mogu
izazvati promenu katalitickih svojstava enzima. Posto nijedan hemijski agens za razdvajanje
nije bio ukljucen u korak imobilizacije, moguce da su molekuli enzima bili previse blizu
nosaca Sto je izazvalo strukturne promene ili smanjilo konformacionu fleksibilnost mole-
kula enzima zbog vezivanja preko veceg broja funkcionalnih grupa ili smanjilo dostupnost
aktivnih mesta molekula. Stavide, kovalentna imobilizacija moZe da izazove promenu
mikrookruZenja enzima i efekte raspodele, posebno kada je nosa¢ negativno naelektrisan
poput Cestica alginata na pH vrednosti reakcije. Kada je analizirana zadrzana aktivnost i-
mobilisanog enzima (odnos specifi¢ne aktivnosti imobilisanog enzima i slobodnog), poka-
zalo se da su HRP-MAB cestice zadrzale 38,3% od pocetne aktivnosti.
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Slika 81. Uticaj metode imobilizacije na aktivnost imobilisane HRP-C i poredenje sa aktiv-
nosc¢u slobodne HRP-C pri istim uslovima

Inkapsulacija HRP-C u MAB cestice dala je veci prinos imobilizacije, ali skoro 4 puta
nizu aktivnost od kovalentno imobilisane HRP-C na MAB. Niza aktivnost inkapsulirane
HRP-C moZe se objasniti preopterecenjem enzima i blokiranjem aktivnih mesta imobilisa-
nog enzima pri vigim koncentracijama enzima. Stavise, zna¢ajna ogranicenja difuzije su uo-
bi¢ajena za imobilizaciju unutar nosaca i uprkos visokim prinosima imobilizacije, zabele-
Zena je smanjena aktivnost enzima i relativno nizak stepen konverzije.1907

Masa vezanih proteina na nosac, prinos imobilizacije i aktivnost za HRP-C imobili-
sanu na prazne cestice alginata bili su 8,76 mg g-lnosaca, 91,2% 1 13,1 Ug-l, respektivno, sto je
bilo nesto nize nego za HRP-MAB cestice, 8,89 mg g-lnosaca, 94,8 % i 13,3 Ug1, respektivno.
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Ove nesto bolje vrednosti mogle su se postic¢i zbog sinergijskog doprinosa magnetita sa i-
mobilisanom HRP-C. Dakle, uprkos dokazima da je aktivnost HRP-C bila veca u prisustvu
Cestica magnetita,'0% nije bilo znacajnog poboljsanja aktivnosti HRP-C u nasem sistemu.
Medutim, magnetne nanocestice mogu poboljsati stabilnost i ponovnu upotrebu biokatali-
zatora zbog brzog odvajanja biokatalizatora iz rastvora i lake manipulacije spoljnim mag-
netnim poljem.

II1.4.2 Uticaj pH vrednosti i temperature na aktivnost HRP-MAB cestica i slobodne HRP-
C

Uticaj temperature i pH vrednosti na aktivnost slobodne HRP-C i HRP-MAB cestica
prikazani su na slici 82.
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Slika 82. Uticaj (a) temperature i (b) pH vrednosti na aktivnost slobodne HRP-C i HRP-
MAB cestica

Pokazalo se da HRP-MAB c¢estice imaju razli¢ite 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, pokazujudi
odli¢nu aktivnost HRP-MAB ¢estica pod ekstremnijim uslovima pH vrednosti (slika 82b).

Povecanje aktivnosti HRP-MAB na visim pH vrednostima moze biti posledica e-
lektrostatickih interakcija izmedu H* iz rastvora i negativnog povrsinskog naelektrisanja
anjonske polimerne matrice alginata. Efekti odvajanja H* i OH™ mogu izazvati znacajnu raz-
liku izmedu pH vrednosti mikrookruzenja HRP-MAB i puferskog rastvora, sto kao rezultat
ima pomeranje optimalne pH vrednosti ka baznoj sredini. Veca aktivnost imobilisane HRP-
C na visem pH vrednostima takode moZe objasniti razli¢itu specifi¢nu aktivnost HRP-MAB
Cestica za razliku od slobodnog enzima, posto je standardni test izveden pri pH vrednosti
7.
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I11.4.3 Termicka stabilnost slobodne HRP-C i HRP-MAB éestica

Eksperimenti termicke stabilnosti su izvedeni sa slobodnom HRP-C i HRP-MAB

¢esticama koje su inkubirane u odsustvu supstrata na 60 °C i 70 °C, a rezultati su prikazani
na slici 83.
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Slika 83. Termicka stabilnost slobodne HRP-C i HRP-MAB ¢&estica

Uoceno je da se termicka stabilnost HRP-C znacajno poboljsana kovalentnom imobi-
lizacijom zbog ¢injenice da su kovalentne veze izmedu HRP-C i nosaca stabilizovale struk-
turu molekula enzima ¢ak i na vi$oj temperaturi, zadrzavajudi njegovu aktivnhu konforma-
ciju. O¢igledno je da su HRP-MAB ¢cestice tretirane na 70 °C tokom 2 sata zadrZzale aktivnost
od 74,05+0,6%, dok je slobodna HRP-C izgubila skoro 45% od pocetne aktivnosti pri ovim
uslovima. Ovu hipotezu potvrdili su i drugi autori.#>46

IIL5. PRIMENA HRP-MAB CESTICA ZA UKLANJANJE ANTRAHINONSKIH BOJA
AV109 I AB225

Uslovi reakcija za optimizaciju procesa uklanjanja boja AB225i AV109 i efekti na pro-
ces uklanjanja boje u toku vremena (velicina HRP-MAB cestica, odnos magnetit/alginat,
pocetna koncentracija HRP-C, masa HRP-MAB cestica, pH vrednosti rastvora boja, tempe-
ratura odvijanja reakcije, po¢etna koncentracija vodonik-peroksida i pocetna koncentracija
boja) prikazani su u tabeli 15 i slici S2 (videti prilog 1).

II1.5.1 Optimalni uslovi za proces uklanjanja boja AV109 i AB225

Nakon optimizacije procesa imobilizacije HRP-C na MAB ¢estice, pristupili smo ispi-
tivanju aktivnosti i stabilnosti imobilisane HRP-C u reakcijama uklanjanja boja, AB225 i
AV109 antrahinonskih boja, koje spadaju u grupu tesko biorazgradivog otpada. Generalno,
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ocekivano je da se uklanjanje boje koriS¢enjem enzima imobilisanog na alginatne cestice
moze posti¢i jednim od dva mehanizma, enzimskom biorazgradnjom ili bioakumulaci-
jom/biosorpcijom boje na alginatne ¢estice.””” Stoga su prazne MAB cestice primenjene u
reakciji uklanjanja boje pod istim reakcionim uslovima kao sa HRP-MAB ¢esticama. Potvrda
da je degradacija boje sa HRP-C bila dominantan mehanizam je ¢injenica da su prazne MAB
Cestice bile u stanju da uklone samo 5-11% boja. Pored toga, uocili smo da su rastvori obe
boje stabilni nakon izlaganju samo vodonik-peroksidu, sto pokazuje da je uklanjanje boje
rezultat enzimske reakcije zavisne od vodonik-peroksida.

Slobodne peroksidaze pokazuju veci procenat uklanjanja boje, za razli¢ite boje u po-
redenju sa imobilisanim, ali ponovna upotreba i stabilnost ¢ine imobilisanu peroksidazu
efikasnijim biokatalizatorom.?3975977.1007 Podaci iz literature o efikasnosti imobilisane HRP-
C u tretmanu obojenih otpadnih voda su raznovrsni i kre¢u se od ~70% do ~90% u zavi-
snosti od postavke imobilizacije i vrste boje.?977

U ovom istrazivanju, svi imobilisani HRP-C preparati su testirani u reakcijama ukla-
njanja obe boje i dobijene reakcione krive su potvrdile nase zakljucke o katalitickom pona-
Sanju HRP-MAB ¢estica u zavisnosti od veli¢ine i mase vezanog enzima (slika S3, videti
prilog 1). Male HRP-MAB c¢estice (1 mm, magnetit/alginat 1:4, pocetne koncentracije HRP-
C 10 mg glnosata ) omogucile su najveéi procenat uklanjanja boje od 76,3% za AB2251i75,7%
za AV109 pod specificnim reakcionim uslovima (pocetna koncentracija boje 0,1 grp-
MaBMg Ihoje (0dNos masa biokatalizatora/masa boje), pocetne koncentracija vodonik-perok-
sida 0,097 mM).

Kao slede¢i zadatak, istraZen je uticaj specifi¢nih reakcionih uslova (masa biokatali-
zatora, pocetna koncentracija boje i pocetna koncentracija vodonik-peroksida) na prinos
konverzije (procenat uklanjanja boje) u cilju uspostavljanja optimalnih uslova za reakcije
uklanjanja boja sa HRP-MAB ¢esticama.

Procenat uklanjanja boje je o¢igledno zavisio od mase biokatalizatora (izrazene kao g ¢estica
po mg boje) koris¢enog u reakciji (slika 84a).

Povecanje mase sa 0,025 na 0,1 g mg! rezultiralo je efikasnijom dekolorizacijom u
slucaju obe boje, a maksimalni procenat dekolorizacije je bio 73% i 61% za AV109 i AB225
respektivno, postignut sa 0,1 g mgmre-map) (ekvivalentno do 0,25 mg imobilisane HRP-C
po mg boje) nakon samo 10 minuta kontakta izmedu cestica i boje. Dodavanje vise HRP-
MAB (0,25 g mg-1) izazvalo je smanjenje efekta na uklanjanje boje, sto je ukazivalo na zasi-
¢enje enzima supstratom.

Uticaj pocetne koncentracije vodonik-peroksida ispitivan je variranjem u opsegu
0,097-0,97 mM. Povedanjem pocetne koncentracije vodonik-peroksida, uocen je pad pro-
centa uklanjanja boja, a optimalna pocetna koncentracija vodonik-peroksida za reakciju de-
kolorizacije bila je 0,097 mM za obe boje (slika 84b). Takode je evidentno da je inhibitorni
efekat HRP-C kosupstrata bio izraZeniji u sluc¢aju AB225 nego AV109, posto je uocen pad
od 42% prema 12% od maksimalne aktivnosti sa povecanjem koncentracije vodonik-perok-
sida na 0,97 mM.

Poredenja radi, HRP-C imobilisana na kaolin pokazala je optimalnu koncentraciju
vodonik-peroksida od 0,2 mM.%7¢ Barbosa (Barbosa) i saradnici su pokazali da interakcija
izmedu magnetita i vodonik-peroksida moZe biti odgovorna za inaktivaciju HRP-C.1009
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kazani su u tabeli 15
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Koriséeni su razlic¢iti pristupi kako bi se izbegao inhibitorni efekat vodonik-perok-
sida, uklju¢ujuci dodavanje glukozo oksidaze. Glukozo oksidaza proizvodi vodonik-perok-
sida samo u dozama neophodnim za reakciju i moze se izbeci inhibicioni efekat vece kon-
centracije vodonik-peroksida.1010

Kondenzovani aromati¢ni prstenovi i rezonantni efekti u aromati¢nim strukturama
antrahinonskih boja, ¢ine ih tezim za uklanjanje iz rastvora od azo boja. Ove boje su posto-
jane hemikalije, jer se kod njih veze ugljenik-ugljenik moraju prekinuti, sto je teZe postici od
kidanja azotnih veza u azo bojama zbog njihove manje elektronegativnosti.!?!1 Zbog speci-
fi¢nosti supstrata, ispitivan je uticaj pocetne koncentracije boje (0,02-0,2 g mg?! odnos
Cestice/boja) na efikasnost procesa obezbojavanja. Sa slike 84c smo zakljucili da su testirane
antrahinonske boje pokazale inhibitorni efekat na imobilisanu HRP-C. Procenat uklanjanja
obe boje sa HRP-MAB ¢esticama se povecao povecanjem koncentracije boje sa 0,08 na 0,1 g
mg1 za AV109 i AB225, respektivno, a zatim se postepeno smanjivao.

Uocili smo da su HRP-MAB cestice pokazale vedi afinitet prema AV109 nego AB225
i maksimalnu koncentracija AV109 koja se moze obezbojiti u visokom procentu (>65%) pod
odredenim uslovima (Cestice pre¢nika 1 mm, odnos magnetit/alginata 1:4, pocetna koncen-
tracije HRP-C 2,5 mg glnosata , pocetna koncentracija vodonik-peroksida 0,097 mM) bila je
0,04 g mg! (odnos cestice/boja).

Uticaj pH vrednosti rastvora boja koncentracije 0,07 g mg! na uklanjanje boja AV109
i AB225 prikazan je na slici 84d. Definisani optimum pH vrednosti u opsegu od 4 do 5 bio
je ocigledan za obe boje sa zvonastim krivama. Uo¢ili smo znacajno smanjenje procenta
uklanjanja boja u opsegu pH vrednosti nizem od 3,6 ili viSem od 6, $to se moze pripisati pH-
zavisnoj aktivnosti HRP-C.1912 Jedan od razloga zasto se pri pH vrednostima iznad 6 i ispod
3,6 mala koli¢ina boje uklanja je taj Sto supstrati mogu imati jonizujuce grupe i samo na
jedan od jonizovanih oblika supstrata moze delovati HRP-C, a u tom obliku enzim ne moze
pokazati njegovu kataliticku aktivnost. Smanjenje specificne aktivnosti enzima, jer enzim
mozZe znacdajno da promeni svoju strukturu, mozZe se primetiti i na bazi¢noj i na kiseloj strani
ovog optimuma pH vrednosti.?”> Dobro je poznato da ispod pH vrednosti 4, oslobadanje
hem grupe sa aktivhog mesta enzima zavisi od pH vrednosti i da se javlja brze, sto dovodi
do gubitka aktivnosti HRP-C.1013 Sa slike 84d vidimo da je optimalna pH vrednost rastvora
boje bila 415 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 slican. Sa povecanjem reakcione temperature, primeceno
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
Cestice, magnetit/alginat odnos 1:4, pocetna koncentracija HRP-C 10 mg g'! (odnos
enzim/nosac), koncentracija boje od 0,08 g mg! i 0,1 g mg! (HRP-MAB/boja odnos) za
AV109i AB225, respektivno, pocetna koncentracija vodonik-peroksida 0,097 mM, pH vred-
nosti 415 za AV109 i AB225, respektivno i temperatura 25 °C) uporedili smo efekat obezbo-
javanja HRP-MAB cesticama sa obezbojavanjem HRP-C kovalentno imobilisanom na algi-
natne cestice dobijene elektrostatickom ekstruzijom pri istim optimalnim uslovima, inkap-
suliranom HRP-C u MAB ¢estice i slobodnom HRP-C sa istom pocetnom koncentracijom
0d 16,9 U (10 mgurp gnosac!) (slika 85).
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AB225 Obezbojavanje (")

Sa slike 85 moZemo videti da je za obe boje slobodna HRP-C postigla skoro maksi-
malno obezbojenje za 1 min. Pri uklanjanju AB225 boje sa HRP-MAB ¢esticama 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 priblizno isti nakon 15 min. Inkapsulirana HRP-C je pokazala
najnizu aktivnost i najsporiju reakciju sa obe boje. HRP-C imobilisana na alginatne cestice
je sporije reagovala u odnosu na HRP-MAB C¢estice, ali sa priblizno istim procentom obez-
bojenja nakon 15 min. Mozemo pretpostaviti da su HRP-MAB cestice brze reagovale usled
sinergijskog doprinosa magnetita u HRP-MAB cesticama pri procesu obezbojenja. Na
osnovu poredenja rezultata na slici 85, mozemo zakljuciti da su pri optimalnim uslovima
HRP-MAB cestice dobar potencijalni biokatalizator za proces uklanjanja antrahinonskih
boja.
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Slika 85. Efekti metode imobilizacije HRP-C pri istoj pocetnoj koncentraciji enzima (10
M@enzima & nosata) Na proces uklanjanja boja (a) AB225 (b) AV109

II1.5.2 Odredivanje kinetickih konstanti pri reakcijama uklanjanja boja AB225 i AV109
slobodnom i imobilisanom HRP-C

Pocetna kinetika je ispitana variranjem koncentracije jednog supstrata, dok je kon-
stantnom odrzavana koncentracija drugog supstrata pri optimalnim uslovima reakcije (~1
mm HRP-MAB ¢estice, magnetit/alginat odnos 1:4, poc¢etna koncentracija HRP-C 10 mgnrp
gnosac! (16,9 U ili 32,8 U gnosatal), pH vrednost 415 za AV109 i AB225, respektivno i tempe-
ratura 25 °C).

Eksperimentalno dobijeni podaci su fitovani odgovaraju¢im matemati¢kim mode-
lima koris¢enjem aplikacije Enzyme Kinetics 1.10 u OriginLab-ovom Origin 2022 softveru i
odabrane su vrednosti kinetickih konstanti za modele sa najveéim koeficijentom poklapanja
(R?) 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 pocetne brzine reakcije uklanjanja
boja pri konstantnoj poc¢etnoj koncentraciji vodonik-peroksida od pocetne koncentracije boje
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i konstantnoj pocetnoj koncentraciji boje od pocetne koncentracije vodonik-peroksida na sli-
kama 5S4 i S5 u prilogu 1.
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Slika 86. Zavisnost pocetne brzine reakcije uklanjanja boje AB225 sa slobodnom HRP-C i
HRP-MAB ¢esticama pri: (a) konstantnoj pocetnoj koncentraciji vodonik-peroksida od po-
¢etne koncentracije boje i (b) konstantnoj pocetnoj koncentraciji boje od pocetne koncentra-

cije vodonik-peroksida
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Slika 87. Zavisnost pocetne brzine reakcije uklanjanja boje AV109 sa slobodnom HRP-C i
HRP-MAB ¢esticama pri: (a) konstantnoj pocetnoj koncentraciji vodonik-peroksida od
pocetne koncentracije boje i (b) konstantnoj pocetnoj koncentraciji boje od pocetne
koncentracije vodonik-peroksida
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Tabela 20. Kineticki parametri za reakcije uklanjanja boja AB225 i AV109 slobodnom i imobilisanom
HRP-C fitovani odgovarajué¢im matematickim modelima sa najve¢im koeficijentom poklapanja R? koji su

konvergovali
Inhibicija  Inhibicija Bez Bez Inhibicija  Inhibicija Bez Bez
bojom bojom inhibicije  inhibicije vodonik- vodonik- inhibicije inhibicije
Kineticki  Slobodna HRP-MAB ~ UOOM  bojom - peroksi-  peroksi-  vodonik-  vodonik-
parametar HRP-C Slobodna HRP-MAB P o P o
HRP-C Slobodna  HRP-MAB
HRP-C Slobodna HRP-MAB
HRP-C
AV109
Akompeti- Parcijalnaa-  Nesekvenci-  Nesekvenci- Akompeti- Parcijalna a- Nesekvenci- Nesekvenci-
tivna kompetitivna jalni jalni tivna kompetitivna jalni jalni
reverzibilna reverzibilna Ping-Pong Ping-Pong reverzibilna reverzibilna Ping-Pong Ping-Pong
Model inhibicija, inhibicija, bi-bi bi-bi inhibicija, inhibicija, bi-bi bi-bi
Supstrat-ak-  Supstrat-akti- mehanizam mehanizam Supstrat-akti-  Supstrat-akti- mehanizam mehanizam
tivator vator vator vator
kompleks kompleks kompleks kompleks
V, uM mg ! min 37,13 23,99 51,12 24,56 50,29 24,53 126,14 24,53
Km(hoja)rl 2,02 0,3017 2,01 0,68 6,70 0,3017 720,89 0,68
uM mg
Ki, uM mg" 354,13 1164,74 / / 413,96 273,98 / /
Kintperoksia 622,54 1193,15 50,83 1241,43 624,72 1327,35 24,56 1241,54
uM mg
R? 0,8231 0,8642 0,8231 0,8640 0,8022 0,8611 0,8022 0,8542
Inhibicija  Inhibicija Bez Bez Inhibicija  Inhibicija Bez Bez
bojom bojom inhibicije  inhibicije vodonik- vodonik- inhibicije inhibicije
Kinetic¢ki Slobodna  HRP-MAB bojom bojom peroksi- peroksi- vodonik- vodonik-
parametar HRP-C Slobodna  HRP-MAB dom dom peroksi- peroksi-
HRP-C Slobodna  HRP-MAB dom dom
HRP-C Slobodna  HRP-MAB
HRP-C
AB225
Akompeti-  Parcijalnane- Nesekvenci-  Nesekvenci- Akompeti- Parcijalna ne- Nesekvenci- Nesekvenci-
tivna kompetitivna jalni jalni tivna kompetitivna jalni jalni
reverzibilna reverzibilna Ping-Pong Ping-Pong reverzibilna reverzibilna Ping-Pong Ping-Pong
Model inhibicija, inhibicija, bi-bi bi-bi inhibicija, inhibicija, bi-bi bi-bi
Supstrat-ak-  Supstrat-akti- mehanizam mehanizam Supstrat-akti-  Supstrat-akti- mehanizam mehanizam
tivator vator vator vator
kompleks kompleks kompleks kompleks
V, uM mg min’! 47,62 36,61 99,89 38,83 68,39 38,83 53,58 38,84
Kinwoja), UM mg? 2,48 0,2299 6,88 1,50 11,98 1,5 11,45 1,51
Ki, uM mg* 387,24 2014,13 / / 476,55 73,00 / /
Kot er”kSi”;) ! 695,06 2014,27 631,71 2160,46 416,93 2160,43 21,75 2161,05
uM mg
R? 0,7345 0,93133 0,7345 0,9316 0,9129 0,9303 0,9129 0,93025

V - maksimalna brzina reakcije,

peroksida, R? - koeficijent poklapanja
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Rezultati pokazuju da se proces uklanjanja boje AB225 slobodnom HRP-C i HRP-
MAB c¢esticama najvise slaze 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 R?, 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 pocetna brzina reakcije bez
inhibicije bojom se smanjila usled imobilizacije, sa 99,89 pM mg-1 min-1 na 38,83 uM mg-1
min-1, kao i brzina reakcije bez inhibicije vodonik-peroksidom, koja se smanjila sa 53,58 uM
mg-1 min-1 na 38,84 pM mg-1 min-1 nakon imobilizacije.

U reakciji sa inhibicijom bojom, najvece poklapanje bilo je sa modelom akompetitivne
reverzibilne inhibicije sa slobodnom HRP-C (R?=0,7345) i modelom parcijalno nekompeti-
tivne reverzibilne inhibicije sa HRP-MAB (R?=0,9313), maksimalna pocetna brzina reakcije
se smanjila imobilizacijom sa 47,62 uM mg! min- i 36,61 pM mg-! min-! za slobodnu HRP-
C i HRP-MAB, respektivno.

Pri reakciji kada je vodonik-peroksid inhibitor, najvece poklapanje bilo je sa modelom
akompetitivne reverzibilne inhibicije sa slobodnom HRP-C (R?=0,9129) i modelom parci-
jalno nekompetitivne reverzibilne inhibicije sa HRP-MAB ¢esticama (R?=0,9303), maksi-
malna pocetna brzina reakcije se smanjila imobilizacijom sa 68,39 uM mg! min na 38,83
uM mg min-.

Na osnovu konstanti inhibicije bojom 387,24 pM mg! za slobodnu HRP-C i 2014,13
uM mg1 za HRP-MAB cestice, kao i konstanti inhibicije vodonik-peroksidom 476,55 pM mg-
1 za slobodnu HRP-C i 73 uM mg- za HRP-MAB ¢estice, primec¢ujemo da je izraZeniji inhi-
bitorni uticaj boje kod slobodne HRP-C koji se smanjuje imobilizacijom, dok je za HRP-MAB
¢estice znatno veci inhibitorni uticaj vodonik-peroksida koji se povec¢ao imobilizacijom.

Poredenjem vrednosti Mihaelisovih konstanti iz tabele 20 za AB225 boju i vodonik-
peroksid potvrdujemo veci inhibitorni uticaj boje u odnosu na peroksid. Mihaelisove kon-
stante za boju, pokazuju da se imobilizacijom povecava afinitet biokatalizatora prema boji,
a smanjuje prema vodonik-peroksidu.

Rezultati za reakciju uklanjanja boje AV109 slobodnom HRP-C i sa HRP-MAB cesti-
cama najvise slaze 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 R?, 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. Uoceno je smanjenje maksimalne pocetne brzine reakcije
usled imobilizacije, sa 51,12 pM mg-1 min-1 na 24,56 uM mg-1 min-1 bez inhibicije bojom, i
sa 126,14 uM mg-1 min-1 na 24,53 uM 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 sli¢nim maksimalnim pocetnim brzinama reakcije. Kod reakcija sa vodonik-perok-
sidom kao inhibitorom, takode su primeceni akompetitivni, sa slobodnom HRP-C
(R?=0,8022), i parcijalno akompetitivni sa HRP-MAB ¢esticama (R?=0,8611), mehanizmi
inhibicije. Maksimalna pocetna brzina reakcije se smanjila imobilizacijom sa 50,29 pM mg-!
min na 24,53 pM mg-! min-!, oko dva puta.
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Uklanjanje boje (%)

Na osnovu konstanti inhibicije bojom 354,13 uM mg! za slobodnu HRP-C i 1164,74
uM mg! za HRP-MAB ¢estice, kao i konstanti inhibicije vodonik-peroksidom 413,96 uM mg-
1 za slobodnu HRP-C i 273,98 pM mg za HRP-MAB ¢estice, prime¢ujemo da je izrazeniji
inhibitorni uticaj boje koji se smanjuje imobilizacijom, dok se imobilizacijom povecava inhi-
bitorni uticaj vodonik-peroksida.

Poredenjem vrednosti Mihaelisovih konstanti iz tabele 20 za AV109 boju i vodonik-
peroksid potvrdujemo vedi inhibitorni uticaj boje u odnosu na vodonik-peroksid. Mihaeli-
sove konstante za boju pokazuju da se imobilizacijom smanjuje afinitet biokatalizatora
prema boji, a povecava prema vodonik-peroksidu.

Prethodni rezultati su pokazali da se za obe boje imobilizacijom smanjuju pocetna
brzina reakcije, pri ¢emu se smanjuje inhibitorni efekat boje, a povecava efekat vodonik-
peroksida na inhibiranje reakcije. HRP-C je pokazala ve¢i afinitet ka uklanjanju AV109 boje.

IT1.5.3 Recikliranje i ponovna upotreba HRP-MAB cestica

Ponovna upotreba biokatalizatora je jedan od najvaznijih aspekata koje treba uzeti u
obzir prilikom dizajniranja imobilisanog enzima Siroke primene. Istrazili smo da li se HRP-
MAB ¢estice mogu uspesno reciklirati u ponovljenim serijama za obezbojavanje AB225 i
AV109 boja pod prethodno utvrdenim optimalnim parametrima reakcije.

Da bi se testirala ponovna upotreba HRP-MAB cestica, Cestice su koris¢ene za enzim-
sku reakciju, a na kraju svakog ciklusa, ¢estice su odvojene magnetom, ispirane dejonizova-
nom vodom i prenete u svez reakcioni pufer. Ponovna upotreba (relativna aktivnost) je izra-
Zena u odnosu na aktivnost HRP-MAB ¢estica u prvom ciklusu (100%). Ispitivano je do se-
dam ciklusa i rezultati procesa uklanjanja boja su prikazani na slici 88.
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Slika 88. Recikliranje HRP-MAB ¢estica: (a) procenat uklanjanja boja AB225 i AV109
tokom sedam ciklusa recikliranja (b) relativna aktivnost uklanjanja boja AB225 i AV109
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Sa povecanjem vremena ponovljenog rada sa 15 min za prvi ciklus na 210 min za
poslednji, kataliticka aktivnost HRP-MAB cestica se polako smanjivala. U pocetku 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 brze smanjivao sa AV109 nego sa
AB225 bojom. Posle sedam ciklusa, procenat uklanjanja boje je opao na 75% i 51% od po-
¢etne vrednosti za AB225 i AV109, respektivno (slika 88b).

Supstrat ili proizvod mogu izazvati blokiranje nekih pora cestica koje ogranic¢avaju
pristup narednim molekulima supstrata aktivnim mestima imobilisane HRP-C nakon veceg
broja ciklusa obezbojavanja.®”” Kovalentno imobilisani enzimi obi¢no imaju dugoroc¢nu o-
perativnu stabilnost za razliku od onih koji su vezani inkapsulacijom ili adsorpcijom. Inten-
zivno curenje enzima usled slabih interakcija enzim-nosac i/ili porozne strukture nosaca
jedno je od ogranicenja inkapsulacije i adsorpcije. Rezultati dobijeni u ovoj studiji donekle
su zadovoljavajuci kada se uporedi sa drugim imobilisanim sistemima na osnovu literature.
Npr. MAB cestice sa inkapsuliranom HRP-C zadrzale su ~50% svoje prvobitne aktivnosti
nakon 7 uzastopnih ciklusa pri obezbojavanju boje Reactive Blue 5.107 HRP-C imobilisana
na kaolin je zadrzala 35% pocetne aktivnosti nakon sedam uzastopnih ciklusa obezbojava-
nja AV109 boje.?7¢

Imobilisani enzim je ¢uvan na 4 °C tokom Sest meseci i primeceno je da se aktivnost
za razgradnju boje nije smanjila nakon skladistenja. Naime, HRP-MAB cestice su zadrzale
skoro 100% pocetne aktivnosti pre skladistenja. Sve u svemu, ovi rezultati pokazuju da iako
nasa hipoteza da ¢e nano cestice magnetita poboljsati mehanicka svojstva enzima nije potvr-
dena, pokazalo se da magnetit olakSava separaciju biokatalizatora iz reakcione smese, olak-
Savajudi njegovu ponovnu upotrebu tokom vise ciklusa upotrebe i poboljsava stabilnost pri
skladistenju.
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ZAKLJUCAK

Prilikom izrade ove disertacije je prvi put primenjena originalna metoda za proiz-
vodnju submikronskih alginatnih ¢estica ultrazvu¢nim rasprsivanjem. Takode, razvijen je
originalni postupak kovalentne imobilizacije alkalaze i peroksidaze iz rena na alginatne
Cestice dobijene elektrostatickom ekstruzijom, ultrazvuénim rasprsivanjem, kao i na MAB
Cestice. Tako nastali biokatalizatori su pokazali obec¢avajuce rezultate u realnim sistemima
za hidrolizu proteina iz belanca i izolata soje u S$arznom reaktoru sa mehanickim mesanjem,
kao i u realnim sistemima za uklanjanje antrahinonskih boja iz rastvora.

Odredeni su optimalni uslovi kovalentne imobilizacije alkalaze na alginatne
hidrogel cestice dobijene elektrostatickom ekstruzijom i ultrazvuénim rasprsivanjem sa
stanovista mase vezanog enzima, aktivnosti i stabilnosti biokatalizatora.

e Optimalni uslovi imobilizacije bili su: 5,32 IU alkalaze, 50 mM Tris-HCI pufer pH vred-
nosti 8,5, 30 minuta aktivacije sa 10 mg EDAC-a na 0,5 g alginatnih cestica pri vremenu
imobilizacije od 20 h.

e Kao optimalni nosac¢ za imobilizaciju alkalaze su odredene UAD submikronske cestice
dobijene iz 0,4 % (w/v) alginata sa maksimalnom vrednosti aktivnosti od 2716,1 IU gnosaca”
1, sa njima je dobijeno najvise imobilisanog enzima 671,644 mgproteina Gnosaca™, Pri stepenu
imobilizacije od 97%.

e Pri optimalnim uslovima imobilizacije, alkalaza je imobilisana i na MAB cestice i svi bi-
okatalizatori su iskori$éeni u realnim sistemima za hidrolizu proteina u Sarznom reak-
toru sa mehanickim meSanjem iz izolata soje i belanca, pri ¢emu je njihova aktivnost
uporedena sa slobodnom i inkapsuliranom alkalazom pri istoj koncentraciji enzima od
3,99 TU. Ocigledno je da su tip Cestica sa imobilisanom alkalazom i vrsta proteinskog
supstrata uticali na po¢etnu brzinu, obim i oblik hidrolize. Najve¢i stepeni hidrolize pro-
teina iz belanceta i izolata soje, postignuti sa alkalaza-UAD submikronskim c¢esticama
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.

e Sa svim biokatalizatorima je bilo moguce postici priblizno isti stepen hidrolize, ali on se
brze dostiZze u katalizi sa alkalazom imobilisanom na MAB i UAD C¢estice u odnosu na
EE alginatne biokatalizatore; ovo se moze pripisati jednoj ili vise opstih karakteristika
imobilisanih enzimskih sistema kao $to je ograni¢ena dostupnost supstrata aktivnim
mestima enzima uzrokovana difuzionim ograni¢enjima, sterni efekti i strukturne pro-
mene enzima nakon imobilizacije.

e Sa povecanjem E/S odnosa u intervalu 0,5-2%, smo zakljucili da dolazi do povecanja
brzine hidrolize proteina za oba supstrata i da je brzina veca za hidrolizu sa UAD Ccesti-
cama u odnosu na hidrolizu sa EE ¢esticama i dobijamo vedi stepen hidrolize u odnosu
na reakciju sa slobodnom alkalazom.
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e Rezultati za hidrolizu proteina iz izolata soje, koji se najvise poklapaju sa modelom za
kompletnu kompetitivnu povratnu inhibiciju (R?=0,9828 za slobodnu alkalazu, 0,9598 za
UAD alkalazu i 0,9785 za EE alkalazu), pokazuju da se maksimalna pocetna brzina re-
akcije smanjuje imobilizacijom sa 1,37 uM mg?! min' na 1,04 uM mg?! min' za UAD
Cestice i 0,4 uM mg! min! za EE cestice, dok je u reakciji bez inhibicije supstratom
najveca pocetna maksimalna brzina sa UAD c¢esticama 1,63 uM mg! min'l, dok je za EE
Cestice 0,23 uM mg! min-i za slobodnu alkalazu isto kao i sa inhibicijom 1,37 uM mg-!
min-l.

e Na osnovu konstanti inhibicije 929,96 pM mg! za slobodnu alkalazu, 308,23 uM mg! za
UAD alkalazu i 537,16 pM mg-! za EE alkalazu, prime¢ujemo da je izraZeniji inhibitorni
uticaj supstrata na imobilisanu alkalazu u poredenju sa slobodnim enzimom.

e Rezultati za hidrolizu proteina iz belanceta, koji se najvise poklapaju sa modelom za
kompletnu kompetitivhu povratnu inhibiciju (R?=0,9996 za slobodnu alkalazu, 0,9465 za
UAD alkalazu i 0,9856 za EE alkalazu), pokazuju da se maksimalna pocetna brzina re-
akcije smanjuje imobilizacijom sa 17,82 pM mg! min! na 1,68 pM mg! min' za UAD
Cestice 11,49 uM mg! min! za EE cestice, a pri reakciji bez inhibicije supstratom brzine
su bile iste.

e Na osnovu konstanti inhibicije 421,26 pM mg-! za slobodnu alkalazu, 403,78 pM mg! za
UAD alkalazu i 1260,51 uM mg! za EE alkalazu, primecujemo da je izraZeniji inhibitorni
uticaj supstrata na UAD alkalazu koja ima sli¢an uticaj kao i na slobodnu alkalazu, dok
je znac¢ajno manji inhibitorni uticaj na EE alkalazu.

e Sa industrijskog stanovista, 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, naj¢es¢e zagrevanjem. Tako je izvodlji-
vost hidrolize sojinih proteina u uzastopnim ciklusima, alkalazom imobilisanom na 0,4 %
UAD submikronskim ¢esticama, procenjena tokom 8 ciklusa, koji su obuhvatali period
duzi od 15 dana, dok se imobilisani enzim ¢uvao na 4 °C u 50 mM Tris-HCI puferskom
rastvoru (pH vrednosti 8,5), koji je sadrzao 0,2 M CaCl.. Aktivnost je postepeno opadala,
pokazujuéi poluzivot od 3792,3 min (63,2 h) sto odgovara 16,8 ciklusa hidrolize. Naime,
imobilisana alkalaza je zadrzala aktivnost tokom 7 narednih ciklusa hidrolize (1575 min),
nakon kojih je gubitak aktivnosti postao znacajniji.

e Primeceno je da su imobilisani enzimi na alginatnim cesticama stabilni tokom skladiste-
nja.

Optimalni uslovi kovalentne imobilizacije HRP-C na MAB su odredeni sa stano-
viSta mase vezanog enzima, aktivnosti i stabilnosti biokatalizatora.

e Pri imobilizaciji iskoris¢eni su prethodno odredeni optimalni uslovi za imobilizaciju
alkalaze, pri ¢emu su varirane poc¢etna koncentracija HRP-C, odnos magnetit/alginat
pri proizvodnji MAB cestica i veli¢ina dobijenih MAB ¢estica. Pri optimalnim uslo-
vima, 8,9 mg HRP-C je imobilisano na svaki gram nosaca, ¢ime je postignut prinos
imobilizacije 94,9% i aktivnost biokatalizatora je bila 32,8 U g-lhosata.

238



e Aktivnost HRP-MAB cestica je uporedena sa aktivhoséu HRP-C kovalentno imobili-
sane na prazne Cestice alginata (dobijenih koriS¢enjem igle 22Ge.), inkapsulirane
HRP-C u ¢estice MAB pod istim uslovima, kao i odgovaraju¢om koli¢inom slobodne
HRP-C. Kao $to se oc¢ekivalo, zbog izlaganja enzima hemijskom tretmanu tokom i-
mobilizacije i ograni¢enja prenosa mase u heterogenom imobilisanom sistemu, slo-
bodna HRP-C je imala najvecu aktivnost od 34,7 U (8,9 mg), sto odgovara specifi¢noj
aktivnosti od 3,9 Umglenzima). Inkapsulacija HRP-C u MAB cestice dala je veci prinos
imobilizacije, ali skoro 4 puta nizu aktivnost od kovalentno imobilisane HRP-C na
MARB.

e Pokazalo se da HRP-MAB cestice imaju razlic¢ite 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, pokazujuci
mogucnost primene HRP-MAB ¢estica pod ekstremnijim uslovima pH vrednosti.

e Uoceno je da je termicka stabilnost HRP-C znacajno poboljsana kovalentnom imobi-
lizacijom zbog ¢injenice da su kovalentne veze izmedu HRP-C i nosaca stabilizovale
strukturu molekula enzima ¢ak i na visoj temperaturi, zadrZzavajuci njegovu aktivnu
konformaciju.

Nakon optimizacije procesa imobilizacije HRP-C na MAB Cdestice, pristupili smo
ispitivanju aktivnosti i stabilnosti imobilisane HRP-C u reakcijama uklanjanja AB225 i
AV109 antrahinonskih boja, koje spadaju u grupu tesko biorazgradivog otpada.

e Potvrda da je degradacija boje sa HRP-C bila dominantan mehanizam je ¢injenica da
su MAB cestice bez imobilisanog enzima bile u stanju da uklone samo 5-11% boja.
Pored toga, uocili smo da su rastvori obe boje stabilni nakon izlaganja samo vodonik-
peroksidu, sto pokazuje da je uklanjanje boje rezultat enzimske reakcije zavisne od
vodonik-peroksida.

e U ovom istrazivanju, svi imobilisani HRP-C preparati su testirani u reakcijama ukla-
njanja obe boje i dobijene reakcione krive su potvrdile nase zakljucke o katalitickom
ponasanju HRP-MAB ¢estica u zavisnosti od veli¢ine i mase vezanog enzima.

e HRP-MAB destice (precnik 1 mm, magnetit/alginat odnos 1:4, poc¢etna koncentracija
enzima 10 mg g-lhosata ) 0mogucile su najvedi procenat uklanjanja boje 76,3 % za AB225
i 75,7% za AV109 pod specifi¢nim reakcionim uslovima (pocetna koncentracija boje

0,1 grrr-MaBmMg Thoje (0dnos masa biokatalizatora/masa boje), pocetna koncentracija
vodonik-peroksida 0,097 mM).

IstraZen je uticaj specificnih reakcionih uslova (masa biokatalizatora, pocetna kon-
centracija boje i pocetna koncentracija vodonik-peroksida) na procenat uklanjanja boje
u cilju uspostavljanja optimalnih uslova za reakcije uklanjanja boja sa HRP-MAB cesti-
cama.

e Nakon dobijanja optimalnih uslova za reakciju uklanjanja boja (pre¢nik HRP-MAB
Cestice ~1 mm, magnetit/alginat odnos 1:4, pocetna koncentracija HRP-C 10 mg g
(odnos enzim/nosac), pocetna koncentracija boje od 0,08 g mg11i 0,1 g mg! (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 ¢esticama sa obezbojavanjem HRP-
C kovalentno imobilisanom na alginatne ¢estice dobijene elektrostatickom ekstruzi-
jom pri istim optimalnim uslovima, inkapsuliranom HRP-C u MAB ¢estice i slobod-
nom HRP-C sa istom pocetnom koncentracijom od 16,9 U (10 mgurp gnosac!).
Pri uklanjanju AB225 boje sa HRP-MAB cesticama 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 priblizno isti nakon 15 min. Inkapsulirana HRP-C je pokazala
najnizu aktivnost i najsporiju reakciju sa obe boje. HRP-C imobilisana na alginatne
cestice je sporije reagovala u odnosu na HRP-MAB ¢estice, ali sa priblizno istim pro-
centom obezbojenja nakon 15 min.
Pocetna kinetika je ispitana variranjem koncentracije jednog supstrata, dok je kon-
stantnom odrzavana koncentracija drugog supstrata pri optimalnim uslovima reak-
cije (HRP-MAB cestice pre¢nika ~1 mm, magnetit/alginat odnosa 1:4, pocetna kon-
centracija HRP-C 10 mgnrp gnosac! (16,9 U ili 32,8 U gnosata™!), 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 ¢esti-
cama, koji se najvise poklapaju sa modelom za nesekvencijalni Ping-Pong bi-bi me-
hanizam za reakciju bez inhibicije bojom (R?=0,7345 za slobodnu HRP-C, a 0,9316 za
HRP-MAB) i bez inhibicije vodonik-peroksidom (R?=0,9129 za slobodnu HRP-C, a
0,9305 za HRP-MAB ¢estice), pokazuju da se maksimalna pocetna brzina reakcije bez
inhibicije bojom smanjuje imobilizacijom sa 99,89 UM mg! min! na 38,83 pM mg!
min! i bez inhibicije vodonik-peroksidom smanjuje imobilizacijom sa 53,58 uM mg!
min! na 38,84 pM mg-! min-1.
U reakciji u kojoj je boja inhibitor, najvece poklapanje bilo je sa modelom akompeti-
tivne reverzibilne inhibicije sa slobodnom HRP-C (R?=0,7345) i modelom parcijalno
nekompetitivne reverzibilne inhibicije sa HRP-MAB ¢esticama (R?=0,9313), maksi-
malna pocetna brzina reakcije se smanjila imobilizacijom sa 47,62 pM mg! min! i
36,61 pM mg! min"! za slobodnu HRP-C i HRP-MAB Ccestice, respektivno.
Pri reakciji kada je vodonik-peroksid inhibitor, najvece poklapanje bilo je sa mode-
lom akompetitivne reverzibilne inhibicije sa slobodnom HRP-C (R?=0,9129) i mode-
lom parcijalno nekompetitivne reverzibilne inhibicije sa HRP-MAB cesticama
(R?=0,9303), maksimalna pocetna brzina reakcije se smanjila imobilizacijom sa 68,39
puM mg-! min! na 38,83 pM mg-! min-'.
Na osnovu konstanti inhibicije bojom 387,24 pM mg! za slobodnu HRP-C i 2014,13
uM mg-1 za HRP-MAB cestice, kao i konstanti inhibicije vodonik-peroksidom 476,55
uM mg-! za slobodnu HRP-C i 73 uM mg! za HRP-MAB ¢estice, primec¢ujemo da je
izrazeniji inhibitorni uticaj boje kod slobodne HRP-C koji se smanjuje imobilizacijom,
dok je za HRP-MAB cestice znatno veci inhibitorni uticaj vodonik-peroksida koji se
povecao imobilizacijom.
Rezultati za reakciju uklanjanja boje AV109 slobodnom HRP-C i sa HRP-MAB cesti-
cama, koji se najvise poklapaju sa modelom za nesekvencijalni Ping-Pong bi-bi
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mehanizam za reakciju bez inhibicije bojom (R?=0,8231 za slobodnu HRP-C, a 0,8640
za HRP-MAB) i bez inhibicije vodonik-peroksidom (R?=0,8022 za slobodnu HRP-C,
a 0,8542 za HRP-MAB), pokazuju da se maksimalna pocetna brzina reakcije bez inhi-
bicije bojom smanjuje imobilizacijom sa 51,12 uM mg-! min! na 24,56 pM mg! min-!
i bez inhibicije vodonik-peroksidom smanjuje imobilizacijom sa 126,14 pM mg-! min-
Ina 24,53 uM mg-! min-..

U reakciji sa inhibicijom bojom, najvece poklapanje bilo je sa modelom akompetitivne
reverzibilne inhibicije sa slobodnom HRP-C (R?=0,8231) i modelom parcijalno akom-
petitivne reverzibilne inhibicije sa HRP-MAB ¢esticama (R?=0,8642), maksimalna po-
¢etna brzina reakcije je priblizno ista 37,13 pM mg! min' i 23,99 uM mg-! min! za
slobodnu HRP-C i HRP-MAB cestice, respektivno.

Pri reakciji kada je vodonik-peroksid inhibitor, najveée poklapanje bilo je sa mode-
lom akompetitivne reverzibilne inhibicije sa slobodnom HRP-C (R?=0,8022) i mode-
lom parcijalno akompetitivne reverzibilne inhibicije sa HRP-MAB cesticama
(R?=0,8611), maksimalna pocetna brzina reakcije se smanjila imobilizacijom sa 50,29
uM mg-! min' na 24,53 pM mg-! min-1.

Na osnovu konstanti inhibicije bojom 354,13 pM mg! za slobodnu HRP-C i 1164,74
uM mg1 za HRP-MAB ¢estice, kao i konstanti inhibicije vodonik-peroksidom 413,96
uM mg! za slobodnu HRP-C i 273,98 uM mg za HRP-MAB cestice, prime¢ujemo
da je izrazeniji inhibitorni uticaj boje koji se smanjuje imobilizacijom, dok se imobili-
zacijom povecava inhibitorni uticaj vodonik-peroksida.

Prethodni rezultati su pokazali da se za obe boje imobilizacijom smanjuju pocetna
brzina reakcije, pri ¢emu se smanjuje inhibitorni efekat boje, a povecava efekat vodo-
nik-peroksida na inhibiranje reakcije. HRP-C je pokazala ve¢i afinitet ka uklanjanju
AV109 boje.

Da bi se testirala ponovna upotreba biokatalizatora, HRP-MAB ¢estice su koris¢ene
za enzimsku reakciju u sedam ciklusa, a na kraju svakog ciklusa, cestice su odvojene
magnetom, ispirane dejonizovanom vodom i prenete u svez reakcioni pufer. Sa po-
vecdanjem vremena ponovljenog ciklusa sa 15 min za prvi ciklus na 210 min za posled-
nji, kataliticka aktivnost HRP-MAB cestica se polako smanjivala. U pocetku 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 brze smanjivao sa AV109 nego
sa AB225 bojom. Posle sedam ciklusa, procenat uklanjanja boje je opao na 75% i 51%
od pocetne vrednosti za AB225 i AV109, respektivno

Imobilisani enzim je ¢uvan na 4 °C tokom Sest meseci i primeceno je da se aktivnost
za razgradnju boje nije smanjila nakon skladistenja. Naime, HRP-MAB cestice su
zadrzale skoro 100% pocetne aktivnosti pre skladiStenja.

Sve u svemu, ovi rezultati pokazuju da iako nasa hipoteza da ¢e nano cestice magne-
tita poboljsati mehanicka svojstva enzima nije potvrdena, pokazalo se da magnetit
olaksava separaciju biokatalizatora iz reakcione smese, olakSavajuci njegovu po-
novnu upotrebu tokom vise ciklusa upotrebe i poboljsava stabilnost pri skladistenju
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10.

11.

Na osnovu poredenja rezultata, moZzemo zakljuciti da su pri optimalnim uslovima
HRP-MAB ¢estice dobar potencijalni biokatalizator za proces uklanjanja antrahinon-
skih boja.
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Slika S1. Uticaj mase alkalaza-alginat biokatalizatora (imobilisana alkalaza), dobijenog
jednostepenim i dvostepenim konjugacionim protokolom (sa dodatkom 2-
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Slika S3. Efekti na proces obezbojavanja boja u zavisnosti od vremena: veli¢cine HRP-
MAB cestica (a) AB225, (b) AV109; magnetit/alginat odnosa (c) AB225, (d) AV109;
pocetne koncentracije HRP-C (e) AB225, (f) AV109; mase HRP-MAB cestica (g) AB225,
(h) AV109; pocetna koncentracija vodonik-peroksida (i) AB225, (j) AV109; koncentracije
boje (k) AB225, (I) AV09; pH vrednost rastvora boje (m) AB225, (n) AV109; temperature
reakcije uklanjanja boje (0) AB225, (p) AV109; uslovi pri kojima su izvodene reakcije

uklanjanja boja prikazani su u tabeli 19
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Slika S4. Zavisnost pocetne brzine reakcije uklanjanja boje AB225 sa HRP-MAB pri: (a)
konstantnoj poc¢etnoj koncentraciji peroksida od pocetne koncentracije boje i (b)
konstantnoj pocetnoj koncentraciji boje od pocetne koncentracije peroksida
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Slika S5. Zavisnost pocetne brzine reakcije uklanjanja boje AV109 sa HRP-MAB pri: (a)
konstantnoj pocetnoj koncentraciji peroksida od pocetne koncentracije boje i (b)
konstantnoj pocetnoj koncentraciji boje od pocetne koncentracije peroksida
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V3jaBa 0 ayTOpCcTBY

Vime v mpesviMe ayTopa Mapxo Jornosuh
bpoj namekca 4024/2022
M3jaBspyjem

71a je IOKTOpPCKa [ycepTaliyja Mo HacJIOBOM

,JIMoOWMIIMCcaHe MpoTease M IepoKcyaa3e Ha MarHETHVIM MMKPOHCKMM M CyOMVUKPOHCKUM
JecTHIlaMa 00J10)KeHVMM aJITMHATOM Kao OMOoKaTaIM3aTopy 3a XMApPOIN3y MpoTerHa M pas-
rpagmy aHTPaxMHOHCKMX 00ja 13 oTnagHMX Boxa’

® pesyJiTaT COIICTBEHOI MICTPa’XKMBA4YKOT' palla,

® Jia JZ[VICepTaH,VIja Yy LeJITH H1' 'y J€JI0BVIMa HV[je Owia IIpeyIo’KeHa 3a CTrlamke Jpyre
AUIDIOME ITpeMa CTynVIjCKVIM IporpamMumMa Jpyrmx BMCOKOIIKOJICKMX yCTaHOBAa,

® Jia Cy pe3yJiTaTi KOPEKTHO HaBeleHI 11

® Jla HUCaM KPIIMO ayTOopcKa IIpaBa 1 KOPUCTVO MHTeJIeKTyaJIHy CBOjUHY JIPyTVIX JIMIIA.

ITorminc ayropa

H T

Y Beorpany, 21.12.2023. rogute
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VsjaBa o kopuimhemy

Ositamthyjem Yausepsurercky 6mubimmoreky , Cserozap Mapkosuh” na y JIururaiHm perosuropu-
jyM YHuBepsureta y beorpamy yHece MOjy JOKTOPCKY JMcepTallyjy I10J1, HaCJIOBOM:

,VIMoOWMIIMcaHe IIpoTeas3e M IepoKcHaa3e Ha MarHeTHMM MWMKPOHCKUM ¥ CyOMMKpPOHCKUM
JecTMUIlaMa 00JI0JK€HMM aJITMHAaTOM Kao OMoOKaTajIM3aTopy 3a XMApPOJn3y IIpOTeMHa M pas-
rpagmy aHTpaxMHOHCKMX 00ja 13 oTnagHMX Bomga’

KOja je Moje ayTOPCKO [1eJIO.

Hucepranmjy ca cBMM IpWIo3VMa IIpefao caM y eJIeKTPOHCKOM ¢opMaTy MHOrOAHOM 3a TpajHO
apxuBUpame.

Mojy noKTOpCcKy aucepranyjy nmoxpameHy y Jururannom pernosutopujymy YHusepsurera y beo-
rpajy " JOCTYIIHY Y OTBOPEHOM IPUCTYIIy MOTY Ja KOpUCTe CBY KOji MOIITYjy ofperde cagpKaHe
y omabpanom Ty ymreHIle KpearvsHe 3ajeqnmiie (Creative Commons) 3a Kojy caM ce OfjTyqmo.

1. Ayropctso (CC BY)

2. Ayropcrso - HekoMepiiujastHo (CC BY-NC)

AyTopcTBO - HeKOMepIMjaiaHo - 6e3 npepana (CC BY-NC-ND)

4. AyTopcTBO - HeKOMepIMjasIHO — fernty o, uctuM ycstosrmMa (CC BY-NC-SA)
5. AyTtopctBo - 6e3 mpepana (CC BY-ND)

6. AytopcTBo - geymTy 1oz uctmM yotosuma (CC BY-SA)

(Mosmo f1a 3a0Kpy>KiTe caMo jefIHY Off IIIeCT IIOHYDeHVX JINIIeHII.
Kpatax omvic j1miieHIM je cacTaBHM [1e0 OBe V3jaBe).

ITortiic ayTopa

HInd T

Y beorpany, 21.12.2023. ropyune

1. AyropcrBo. [lo3BosbaBaTe yMHOXaBakbe, IUCTPUOYIIMjy ¥ jaBHO CaollllITaBambe Jiejla, v IIpepase,
aKo ce HaBeJle Me ayTopa Ha HauMH ofpebeH of cTpaHe ayTopa win JaBaolia JIMIIEHIle, YaK 1 Y
KoMep1mjasiHe cepxe. OBO je Hajci1000IHMja Off, CBYX JIVIIEHIIN.
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2. AytopcTBO - HeKOMepIMjaHO. [103BoJbaBaTe YMHOXaBarbe, IVCTPUOYLINjy U jaBHO CAOIIIIITa-
Babe JIejla, V1 IIpepajie, ako ce HaBeJle VIMe ayTopa Ha HaulH oflpebeH of1 cTpaHe ayTopa Wiy JaBa-
ora ymileHte. OBa jiMileHIIa He J03B0/baBa KOMepIIMjaJIHy yHoTpely fera.

3. AyTopcTBO - HeKOMepIMjaIHo - 0e3 mpepana. [lo3BosbaBaTe YMHOXaBarbe, IUCTPUOYINjy U
jaBHO caomIIITaBamse Jiejia, Oe3 mpoMeHa, IIpeodIIMKOBamba WIN YIIoTpeOe [1ej1a y CBOM [IeJly, aKo ce
HaBezle IMe ayTopa Ha HaulH ofipebeH of1 cTpaHe ayTopa MM JaBaolia ymileHIle. OBa jIiileHIla He
J103BOJbaBa KOMepLMjaIHy yIIoTpeOy /era. Y oIHOCY Ha CBe OCTasle JIMIIeHIle, OBOM JIMIIEHIIOM Ce
orpaHmyasa Hajsehn o6vmM npasa kopuiithema Jea.

4. AyTOopcTBO - HeKOMepIIMjaJIHO ~ AeJIMTH IO/, MICTUM ycIoBuMa. Jlo3BojbaBaTe YMHOXaBarbe,
AUCTPpUOYILIM)jy ¥ jaBHO caoIlllITaBakbe [ejia, V1 IIpepajie, ako ce HaBezle VIMe ayTopa Ha HauuH ofpe-
ben ox cTpaHe ayTopa niIM 1aBaolia JIMIIEHIIe U aKo ce IIpepazia AUCTpUOyMpa ITOJI ICTOM VUV CITNY-
HOM JiniieHIIoM. OBa JIMlIeHIIa He J103B0JbaBa KOMepIMjajIHy yIoTpeOy feiia v IIpepasa.

5. AyTtopcTBO - 0e3 mpepana. [lo3BosbaBaTe yMHOXaBarbe, AVICTPUOYIIN]y ¥ jaBHO CAOIIIITABAMbE
ferta, 6e3 mpoMeHa, IIpeodIIMKOBarba WIN YHOTpebe feria y CBOM JIejly, ako ce HaBeJle MMe ayTopa
Ha Ha4MH ofpebeH of cTpaHe ayTopa Wwin aBaolia jmiieHIre. OBa JIMIIeHIIa [103B0/baBa KOMePIV-
jaHy ymoTpely nerna.

6. AyTOpCTBO - IeJTUTH IO, ICTUM ycI0BUMa. Jlo3BojbaBaTe YMHOXXaBambe, AUCTPUOYLINjy U jaBHO
caoIIIITaBame /iejla, ¥ Ipepazle, ako ce HaBelle MMe ayTopa Ha HauuH ofpebeH of1 cTpaHe ayTopa
VIV JTaBaolia JIMIIeHIIe 1 aKo ce IIpepaja AUCTpuOympa II0f1 MCTOM TWIM CJIMYHOM JiniieHIioM. OBa
JMIIeHIIa J03BOJbaBa KoMepLMjaiHy ynoTpeOy perma m mpepama. Cimyna je codTBepcKmM
JIMLeHIIaMa, OJHOCHO JIMIIeHIlaMa OTBOPeHOT Kofia.
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VI3jaBa 0 MCTOBeTHOCTM IITaMIIaHe ¥ eJIEKTPOHCKe Bep3je JOKTOPCKOT paja

Vime v mpe3ume ayTopa Mapxko Jonosuh
bpoj nanexca 4024/2022
Crynujckm mporpam Xemmjcko VIH>KemepcTBO

Haciios papa ,,Vimo6umicaHe mpoTease M IepoKcHaa3e Ha MarHEeTHMM MUKPOHCKUM M CyO-
MMKPOHCKMM UecTHIlaMa 00J100KeHMM aJITMHAaTOM Kao 0MoKaTaIM3aTopu 3a XMApoJIn3y IIpoTe-
VMHa ¥ pas3rpajiby aHTpaxMHOHCKMX 00ja 13 oTrmagHmux Boga”

MenTop 1. dp 3opurta Kuexxesnh-Jyrosmh, penosanu nipodecop, TexHosomko-mMeTaty piiku a-
KyJreT, YHuBepsurera y beorpany,

Mewnrop 2. p bpanko byrapckn, penosam npodecop y nensuju, TexHosomko-MeTany piiku da-
KyJreT, YHuBep3urera y beorpany

MsjaBrbyjem Aa je mTamilaHa Bep3iuja MOT JOKTOPCKOT pajia MCTOBETHA eJIeKTPOHCKO] Bep3uju KOjy
caM IIpefao paau roxpareHa y Jurnraanom penosuropujymy Yuusepsurera y beorpamy.

Jlo3BorbaBaM J1a ce objaBe MOjVI JIMUHM ITOJAIIV Be3aHM 3a JoOMjarbe aKaJeMCKOT Ha3lBa JIOKTOpa
HayKa, Kao IIITO Cy MMe 1 IIpe3ViMe, TOAMHA ¥ MeCTo pobera 1 JaTyM ofiOpaHe paja.

OBu JyuHM TIoAany Mory ce o0jaBuUTM Ha MPEeXHUM CTpaHMIIaMa AUIUTaIHe OubimoTeke, y e-
JIEKTPOHCKOM KaTaJIory U y IyOymmkaiijama YHuBepsuTeTa y beorpasy.

IToTmiic ayTopa

o 4T

Y beorpany, 21.12.2023. ropune
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