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Primena imobilizovanog ¢elijskog zida kvasca Saccharomyces cerevisiae u proizvodnji

invertnog Secera

1ZVOD

Zidna invertaza je izolovana iz celija kvasca Saccharomyces cerevisiae. 1zolovan
enzimski preparat je detaljno okarakterisan i dobijeni su pH optimum na 4,0, temperaturni
optimum na 60°C, Ky 30,93 mM, Viax 11,64 mM/min i energija aktivacije od 38 kJ/mol.
Stabilnost zidne invertaze detaljno je ispitana i uporedena sa stabilnoS¢u rastvorne invertaze
izolovane iz ¢elija kvasca S. cerevisiae na povisenoj temperaturi i u prisustvu razli¢itih
koncentracija raznih enzimskih denaturanata i inhibitora. Dokazana je veca stabilnost zidne
invertaze u odnosu na rastvornu.

Zidna invertaza je uspesno imobilizovana u Ca—alginatu sa prinosom imobilizacije od
100%. pH optimum imobilizata je na 5,0, temperaturni optimum 50-80°C, Ky 72 mM, Viax
0,42 mM/min i energija aktivacije 25 kJ/mol. Imobilizovana zidna invertaza pokazala je
znacajno veéu temperaturnu stabilnost u poredenju sa slobodnim enzimom. Osim dobre
termalne stabilnosti pokazano je da imobilizat ima i dobru operativnu stabilnost, pa se
njegova aktivnost nakon 40 ponavljaju¢ih ciklusa rada u Sarznom reaktoru minimalno
smanjila (8%).

Zidna invertaza hemijski je modifikovana razli¢itim modifikatorima. Pokazano je da
hemijskom modifikacijom zidne invertaze ne dolazi do promena u pH stabilnosti i optimumu
enzima, kao ni temperaturnom optimumu, ali da se hemijskom modifikacijom zidne invertaze
dobija termalno stabilniji enzim u odnosu na nemodifikovan. Zidna invertaza modifikovana
glutaraldehidom je uspes$no imobilizovana u Ca-alginatu. Aktivnost imobilizata je bila 91
U/g. Stabilnost i produktivnost dobijenog imobilizata izmerene su koriS¢enjem visoko
koncentrovanih rastvora saharoze u reaktoru sa napakovanim slojem tokom 30 dana
kontinualnog rada reaktora. Ukupna produktivnost reaktora bila je 3844 kg invertnog Secera
po kg imobilizata. Dobijeni proizvod (invertni Secer) je bio bez boje, imao je provodljivost od

16 uS/cm, pH 5,44, koli¢inu suve mase 70,3°Bx i bez Stetnih sastojaka.

Kljucne reci: zidna invertaza, imobilizacija, alginat, hemijska modifikacija, glutaraldehid,

invertni Secer



Application of immobilized cell wall invertase from yeast Saccharomyces cerevisiae in the

production of invert sugar

ABSTRACT

Cell wall invertase (CWI) was isolated from yeast Saccharomyces cerevisiae. Isolated
enzyme was characterized in detail; the optimum pH value was 4.0, temperature optimum
60°C, Ky 30.93 mM, Viax 11.64 mM/min and the activation energy was 38 kJ/mol. Stability
of CWI was examined in detail and compared with the stability of soluble invertase isolated
from yeast cells S. cerevisiae at high temperatures and in the presence of different
concentrations of some enzyme inhibitors and denaturants. It was shown that cell wall
invertase had better stability than soluble enzyme.

Cell wall invertase was successfully immobilized in Ca-alginate beads, with
immobilization yield of 100%. The pH optimum of immobilized CWI was 5.0; optimum
temperature 50-80°C, Ky 72 mM, Viax 0.42 mM/min and the activation energy was 25
kJ/mol. Obtained biocatalysts had enhanced thermal stability compared with the free enzyme.
Immobilized CWI was tested in a batch reactor. After 40 consecutive cycles it retained more
than 90% of its activity.

CWI was modified with different chemically reactive substances. Chemically
modified and native CWIs showed similar pH stability (pH 3-11), pH optimum and
temperature optimum values, while modified CWIs showed higher thermostability than the
native one. CWI modified with glutaraldehyde was successfully immobilized in Ca—alginate
beads, with enzyme activity of 91 U/g. Stability and productivity of obtained biocatalyst were
measured using the highly concentrated substrate solution in the packed bead reactor. One
month productivity of 3844 kg of inverted sugar per kg of the immobilized biocatalyst was
obtained. Produced invert sugar was colourless, pH neutral (5.44), with low conductivity (16

uS/cm), with 70.3°Bx dry weight and without unhealthy byproducts.

Key words: cell wall invertase, immobilization, alginate, chemical modification,

glutaraldehyde, invert sugar



Lista skracenica koriS¢éenih u tekstu

Bis—akrilamid
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N,N'-Metilenbisakrilamid

eng bed volumes per hour — zapremina kolone na sat

eng Cross-linked enzyme — umrezeni enzimi

eng Cross-linked enzyme aggregates — umrezeni enzimski agregati
eng Cross-linked enzyme crystals — umrezeni enzimski kristali

eng continuous membrane reactor — kontinualni membranski reaktor
eng continuous stirred tank reactor — kontinualni reaktor sa mesanjem
eng cell wall invertase — zidna invertaza

nemodifikovana zidna invertaza u acetatnom puferu pH 4,5
nemodifikovana zidna invertaza u fosfatnom puferu pH 7,2
imobilizat zidne invertaze u Grindsted® FD 155 alginatu

imobilizat zidne invertaze u Grindsted® FD 157 alginatu

imobilizat zidne invertaze u Sigma alginatu

dimetil-suberimidat

3,5—dinitrosalicilna kiselina

formaldehid

eng fluidised bed reactor — fluidizovani reaktor

zidna invertaza modifikovana formaldehidom

glutaraldehid

zidna invertaza modifikovana glutaraldehidom
2-hidroksietil-metakrilat

eng membrane reactor — Sarzni membranski reaktor

eng packed bed reactor — reaktor sa napakovanim slojem

zidna invertaza modifikovana perjodatom u acetatnom puferu pH 4,5
zidna invertaza modifikovana perjodatom u fosfatnom puferu pH 7,2
Polietilenimin

natrijum-perjodat

zidna invertaza modifikovana dimetil-suberimidatom

skenirajuca elektronska mikroskopija

eng stirred tank reactor — Sarzni reaktor sa mehani¢kim meSanjem
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1 Uvod

Kori$éenje invertnog Secera u razli¢itim granama industrije ima prednost nad sli¢nim
zasladivacima kao $to su glukozni sirup i saharoza. Proizvodnja invertnog Secera u Srbiji je
bazirana na kiseloj hidrolizi saharoze. Ovakav nacin proizvodnje ima dugi niz nedostataka,
medu kojima je najznacajniji lo$ uticaj na zdravlje ljudi. Primera proizvodnje ovog sirupa
enzimskom hidrolizom u svetu ima, uglavnom koriS¢enjem rastvornog enzima (CK
Production, Rahul sugar products, Shahu, Sun Agro Foods, Nevuline itd.). Zbog svega ovoga
veliki broj istrazivackih grupa u svetu bavi se razvojem novih imobilizovanih biokatalizatora
koji bi mogli naéi primenu u industrijskom postupku dobijanja invertnog Sec¢era. Osamdesetih
godina proslog veka istrazivaci su uglavnom pokusavali da imobilizacijom celih ¢elija kvasca
Saccharomyces cerevisiae na razli¢itim nosac¢ima dobiju Zeljeni biokatalizator. Imobilizacija
¢elija kvasca ima puno prednosti nad imobilizacijom izolovanog i preciS¢enog enzima
invertaze od kojih je najznacajniji ekonomski aspekt. Medutim, zbog niza losih osobina ovih
biokatalizatora (mala aktivnost, nestabilnost imobilizata, loSe mehani¢ke osobine, itd.),
proces proizvodnje invertnog Secera u industriji na ovaj nacin nije zaziveo. Takode, veliki
broj istrazivaca bavio se i razvitkom imobilizovane invertaze koja bi mogla da se koristi.
Medutim, cena ovih imobilizata je visoka, pa njihova industrijska upotreba povecava cenu
invertnog Secera na visinu neprihvatljivu za trziste.

Za proizvodnju invertnog Secera sa prakticnog, ekonomskog i zdravstvenog gledista
najpogodnije je Kkoristiti visoko koncentrovane rastvore saharoze. Na ovaj nacin izbegava se
rad sa velikim koli¢inama razblaZzenih rastvora saharoze, koje bi kasnije trebalo koncentrovati
(uz veliki utroSak energije i radne snage), a za rastvore saharoze koncentracije ispod 70%
(m/m) izbegava se dodavanje konzervanasa da bi se sprecila mikrobioloska kontaminacija.
Iako sa ekonomskog aspekta upotreba imobilizovanih celija kvasca S. cerevisiae ima
prednost nad imobilizovanom invertazom, njihova upotreba u rastvorima saharoze visoke
koncentracije nije moguca usled velike razlike u osmotskom pritisku u ¢eliji i van nje dolazi
do pucanja celijske membrane (na ovaj nain se spreava i mikrobioloska kontaminacija
visoko koncentrovanih rastvora saharoze). Osloboden unutarcelijski sadrzaj odlazi u
proizvod, pa je proizvod potpuno neupotrebiv u granama industrije kojima je namenjen
(industrija hrane i pi¢a i farmaceutska industrija).

Da bi biokatalizator mogao da se koristi za proizvodnju invertnog Secera, osim

invertazne aktivnosti koja je neophodna, mora zadovoljavati i druge kriterijume, kao $to su:



cena, stabilnost (temperaturna, ali i stabilnost pri skladiStenju), da ne curi iz cestica
imobilizata i time kontaminira proizvod, odnosno da je kranji proizvod (invertni Secer)
zdravstveno ispravan, a njegova proizvodnja ekonomski isplativa. U c¢eliji kvasca S.
cerevisiae najveci deo invertaze se nalazi prirodno imobilizovan u ¢éelijskom zidu. Tako bi
izolovan i od svih rastvornih komponenti preci§éen c¢elijski zid potencijalno mogao da se
koristi kao biokatalizator za hidrolizu saharoze. Njegovom imobilizacijom dobio bi se
biokatalizator 1aksi za manipulaciju i upotrebu u reaktorima za proizvodnju invertnog Secera.

Na osnovu ove pretpostavke postavljeni su i ciljevi ovog rada:

— izolovanje i karakterizacija zidne invertaze (CWI) (¢elijskog zida kvasca S. cerevisiae),
kao i njeno poredenje sa rastvornim enzimom;

— imobilizacija zidne invertaze i karakterizacija dobijenih imobilizata;

— poboljSanje stabilnosti zidne invertaze hemijskom modifikacijom;

— 1mobilizacija hemijski modifikovane zidne invertaze i karakterizacija imobilizata;

— optimizacija parametara rada novodobijenih imobilizovanih biokatalizatora i

— ispitivanje operativne stabilnosti i produktivnosti imobilizata u industrijskim uslovima.



2 Opstideo
2.1 Invertni Secer

1830. godine je prvi put Dubrunfault izveo eksperiment u kome je kiselom hidrolizom
10% rastvora saharoze dobio ekvimolarnu smesu glukoze i fruktoze, koju je i razdvojio. Ovi
monosaharidi su svoja prva imena, dekstroza i levuloza dobili 1836. godine kada je Biot
otkrio da rastvor saharoze u kiseloj sredini pre i posle zagrevanja obr¢e ravan polarizovane
svetlosti u suprotnom smeru. Tada je ovaj proizvod i dobio ime invertni Secer, a sam proces
inverzija saharoze. Tokom XIX i pocetkom XX veka vise istrazivackih grupa se bavilo ovom
reakcijom. Pocetkom XX veka sa otkricem enzima invertaze mnogobrojne prednosti
enzimske inverzije rastvora saharoze nad kiselinskom ovaj enzim dovode u zizu
interesovanja industrije hrane (1).

Invertni SeCer je pogodniji za koriS¢enje u industriji hrane od Cesto koriS¢enog
glukoznog sirupa, jer je fruktoza slada od glukoze, pa samim tim i ekvimolarna smesa
glukoze i fruktoze. Osim glukoznog u industriji se koristi i fruktozni sirup, koji je pogodan za
proizvodnju hrane namenjene osobama obolelim od dijabetesa, jer je metabolizam fruktoze
nezavisan od insulina. Medutim, cena Cistog fruktoznog sirupa je veca od cene invertnog
Secera, pa je time i ekonomska isplativost za Siru primenu manja.

Invertni Secer dobijen enzimskom hidrolizom u poredenju sa dobijenim kiselom
hidrolizom ima niz prednosti:

v" bolje organolepti¢ke osobine (poboljsava ukus proizvoda, nema tamno Zutu boju);
v' niska temperatura procesa (manji utroak energije);

v nema necisto¢a i nusproizvoda

v' lak$e rukovanje procesom i

v' Kkontrolisani stepen inverzije od 0 do 100%.

Invertni Secer dobijen kiselinskim postupkom je tamno Zute boje, obi¢no vrlo niske
pH vrednosti ili visoke provodljivosti, odnosno, sadrzi veliku koncentraciju soli, pa je zbog
svega navedenog vrlo nepogodan za koriS¢enje u industriji hrane. Osim toga, ne treba
zaboraviti 1 veliku koli¢inu potrebne energije za njegovu proizvodnju. Ali najbitniji
nedostatak je prisustvo toksi¢nih nusproizvoda nastalih dehidratacijom Secera na visokoj
temperaturi i niskim pH vrednostima. Zbog svih navedenih nedostataka invertni Se¢er dobijen

enzimskim postupkom ima prednost za upotrebu u industriji hrane i pica.



Danas se invertni Secer koristi u industriji hrane i pic¢a, najcesce kao zasladivac, jer je
1,4 puta sladi od saharoze, ali je i glavni sastojak mekih punjenja bombona i fondana, jer
nema bojazni od njegove kristalizacije, Sto ne bi bio slucaj ukoliko bi se upotrebljavala
saharoza. U farmaceutskoj industriji se koristi za proizvodnju sirupa, a koristi se i u industriji
papira (za odrzavanje vlaznosti) i duvana (za poboljsanje ukusa duvana za zvakanje i
cigareta, odrzavanje vlaznosti i kvaliteta duvana) (2, 3).

Cena svakog industrijskog proizvoda direktno zavisi od cena sirovina. Jedna od
sirovina koja utice na finalnu prodajnu cenu invertnog Secera je i enzim. Imobilizacijom
enzima na nerastvornom nosacu, omogucava se visestruka i kontinualna upotreba enzima, pa

se time smanjuje i potrebna koli¢ina, a finalno i cena invertnog Secera.
2.2 Invertaza

Invertaza (B-D-fruktofuranozid-fruktohidrolaza, EC 3.2.1.26) je vazan enzim u
bioloskim sistemima. On hidrolizuje molekul saharoze na ekvimolsku smesu glukoze i

fruktoze (slika 1).
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Slika 1. Reakcija hidrolize saharoze katalizovana invertazom

Ovaj enzim je 1871. godine pronasao Ernst Hoppe-Seyler, a 1967. godine Neumann i
Lampen su ga prvi put izolovali iz ¢elije kvasca (S. cerevisiae) (4).

Invertaza se u kvascu nalazi u dva oblika, kao intracelularna i ekstracelularna (5).
Intracelularna invertaza nije glikozilovana, nalazi se u celiji u rastvornom obliku i ima
molekulsku masu od 59 kDa, dok je ekstracelularna invertaza glikoprotein, nalazi se u
periplazmatskom prostoru vezana za celijski zid kvasca, ima molekulsku masu od 74-121
kDa (6).

Osim u kvascima, invertaza se nalazi i u biljkama.



2.3 Imobilizovani enzimi

Enzimi kao katalizatori reakcija u zivim sistemima se odlikuju visokom specifi¢noséu
prema odredenom supstratu. Zahvaljujuéi svojim osobinama nasli su primenu u mnogim
granama industrije, kao i u svakodnevnom Zivotu. Veéina enzima dostupnih na trzi§tu ima
visoku cenu, §to uti¢e i na cenu finalnog proizvoda. Jedan od nacina smanjenja troSkova
proizvodnje u industrijama koje upotrebljavaju enzime u svojim proizvodnim procesima je
upotreba imobilizovanih enzima.

Imobilizacija enzima predstavlja ograni¢eno (lokalizovano) kretanje ovih molekula
kroz reakcionu smesSu, uz ocuvanje njihove kataliticke aktivnosti. Osim dobrih strana,
imobilizacija enzima ima i nedostatke. Prednosti i moguci nedostaci upotrebe imobilizovanih

enzima u proizvodnim procesima su prikazani u tabeli 1.

Tabela 1. Prednosti i nedostaci koris¢enja imobilizovanih biokatalizatora

Dobijene prednosti Moguc¢i nedostaci
e mogucénost viSestruke upotrebe e smanjenje aktivnosti enzima
e mogucnost kontinualne upotrebe e otezana difuzija supstrata i proizvoda

e lako i trenutno odvajanje iz reakcione smeSe e visoka cena matriksa

e veca stabilnost enzima e visoka cena postupka imobilizacije
e veca produktivnost

e mogucénost kontrole i regulacije procesa

e moguénost automatizacije procesa

Smanjenje aktivnosti enzima u imobilizatu moze biti posledica konformacionih
promena molekula tokom procesa imobilizacije. Uz ovo i otezana difuzija supstrata i
proizvoda smanjuju aktivnost imobilizovanih enzima. Uzrok ovoga moze biti velika
viskoznost reakcione smese ili gusta struktura imobilizata kroz koju se molekuli otezano
kre¢u. Medutim, enzimi koji se imobilizuju sa ciljem koriS¢enja u industrijskim procesima
mogu biti i sirovi enzimski preparati, ¢ija je cena daleko niza od cene pre¢i§¢enog enzima,

¢ime se znacajno smanjuje cena imobilizovanih enzima, a time i cena finalnih proizvoda.



2.4  Metode imobilizacije enzima

Osnovne metode imobilizacije su:
v adsorpcija;
v’ kovalentno vezivanje;
v’ zarobljavanje;
V' umrezavanje i
v

enkapsulacija.
Cesto se pri imobilizaciji enzima kombinuju razli¢ite metode.

Adsorpcija je najstarija i najjednostavnija metoda imobilizacije enzima za nerastvorni
matriks. Enzim i matriks u ovim imobilizatima povezuju razli¢ite nespecificne interakcije:
van der Waals-ove ,hidrofobne interakcije, vodoni¢ne veze i elektrostaticke sile. Postojanje i
jacina ovih veza zavise od mnogih faktora: prirode nosaca (adsorbenta), prirode enzima,
temperature, pH vrednosti, jonske sile rastvora i sl. i 0 ovim parametrima je neophodno voditi
racuna kako tokom samog postupka imobilizacije, tako i tokom upotrebe ovih imobilizata.
Prednosti ove metode nad ostalim su:

1. Brzina, sama imobilizacija traje kratko.

2. Reverzibilnost, enzim se sa nosaca moze desorbovati promenom nekog od gore
pomenutih parametara i na nosa¢ se moze imobilizovati nova koli¢ina enzima.

3. Jednostavnost, imobilizacija se izvodi u blagim reakcionim uslovima, najpovoljnijim
za stabilnost enzima.

4. Mogucénost dodatnog umrezavanja, stvaranjem kovalentnih veza iznedu nosaca i
enzima nakon njegove adsorpcije na nosac.

Kovalentna imobilizacija enzima podrazumeva nastajanje kovalentne veze izmedu
enzima i nosaca. Prednost ove metode imobilizacije nad ostalima je Cvrsta veza izmedu
matriksa i enzima, pa ,,curenja” enzima iz imobilizata prakticno nema (7). Nedostatak ove
metode je to Sto stvaranje hemijske veze, odnosno reakcioni uslovi u kojima ona nastaje,
nekad nisu pogodni za ocuvanje nativne strukture enzima i u izvesnim sluc¢ajevima moze da
dode do njegove delimicne ili potpune inaktivacije. Funkcionalne grupe proteina pogodne za

stvaranje kovalentne veze sa matriksom su: amino, karboksilna, sulfhidrilna, hidroksilna,



imidazolov prsten i fenolna grupa. Osim SH i amino grupe, ostale grupe moraju da se pre
imobilizacije aktiviraju.

Tehnika imobilizacije enzima zarobljavanjem podrazumeva zarobljavanje molekula
enzima u polimernoj strukturi matriksa, koji je najcesce hidrofilni gel. Kroz pore polimerne
strukture nosaca trebalo bi nesmetano da prolaze molekuli supstrata i proizvoda, §to nije uvek
moguce (zavisi od veli¢ine molekula supstrata), pa je jedan od glavnih nedostataka ove
metode imobilizacije pojava difuzionih ogranicenja (8). Pore matriksa bi takode trebalo da
budu nepropusne za molekule enzima, §to zavisi kako od vrste nosaca, tako i od veli¢ine
enzima, ali Cesto se deSava i da enzim ,,curi” iz imobilizata, pa je potrebno dodatno osigurati
od ,,curenja” imobilizat enzima (9). Ovom metodom moguce je imobilizovati veliku koli¢inu
enzima, Cija aktivnost nije ,,vidljiva” pri merenju enzimske aktivnosti imobilizata, ali
doprinosi takozvanom ,,depo” efektu ¢ijim postojanjem se moZe objasniti pojavno velika
operativna stabilnost imobilizata (10).

Medusobno umrezavanje molekula enzima postize se pomocu bi- ili multi-
funkcionalnih reagenasa. Imobilizat koji se dobija na ovaj nacin ima lose mehanicke osobine
i nije pogodan za praktican rad. Osim toga ovi imobilizati imaju malu aktivnost u odnosu na
koli¢inu imobilizovanog enzima, jer dobijeni imobilizat ima velikih difuzionih ogranicenja i
prakti¢no su aktivni samo molekuli na povrSini imobilizovanih Cestica. Upotreba reaktivnih
umrezivaca takode uti¢e na smanjenje aktivnosti ovako imobilizovanih enzima.

Posebnu vrstu imobilizovanih enzima umrezavanjem predstavljaju CLEC—ovi i
CLEA—ovi. Za dobijanje CLEC—ova koriste se kristali enzima, pa je zbog toga postupak
dobijanja ovih imobilizata komplikovaniji u poredenju sa postupkom dobijanja CLEA—ova.
U oba slucaja za dobijanje imobilizata neophodan je Cist enzim, €iji se molekuli dodatkom
pogodnih reagenasa umrezavaju. Da bi ocuvali maksimalnu aktivnost enzimi kristaliSu u
prisustvu supstrata ili molekula sli¢nih supstratu koji mu pomazu u ocuvanju aktivne
konformacije. Aktivnost ovih CLE imobilizata moZze da bude velika.

Enkapsulacija je tehnika imobilizacije enzima u kojoj on moZe ostati slobodan u
rastvoru koji je okruzen polupropustljvom membranom. Ova membrana moze biti sinteticki
polimer, lipidna ili prirodna polupropusljiva membrana. Enzim u kapsulama osim u
rastvornom obliku moze biti i nekom drugom metodom imobilizovan za ¢vrst nosa¢. Mali
molekuli supstrata i proizvoda slobodno prolaze kroz membranu, dok je enzimu ograni¢eno

kretanje unutar polupropustljive membrane.



Prilikom izbora metode za imobilizaciju nekog enzima potrebno je podjednako dobro
poznavati osobine tog enzima i potencijalnih nosaca, ali i gde bi dobijeni imobilizovani
enzim bio koriS¢en i uslove u kojima bi bio koris¢en. U tabeli 2 date su najvaznije osobine

imobilizovanih enzima dobijenih razli¢itim metodama imobilizacije.

Tabela 2. Karakteristike imobizovanih enzima dobijenih razli¢itim metodama imobilizacije

Adsorpcija

Karakteristike Fizicka . Jonska veza Kmfalen'tno Umrezavanje  Zarobljavanje

adsorpcija vezivanje
Priprema imobilizata ~ Jednostavna Jednostavna  Komplikovana Komplikovana Komplikovana
Enzimska aktivnost Niska Srednja Visoka Srednja Visoka’
Supstratna specificnost Nepromenjena Nepromenjena Promenljiva Promenljiva Nepromenjena
Jacina veze Slaba Srednja Jaka Jaka Jaka
Regeneracija Moguca Moguca Nemoguca Nemoguca Nemoguéa™
Opsta primenljivost Mala Srednja Srednja Mala Velika
Cena imobilizacije Niska Niska Visoka Srednja Niska

N Depo efekat (10)
“ Osim u nekim slu¢ajevima

2.5 Imobilizacija enzima zarobljavanjem

Tehnika imobilizacije enzima zarobljavanjem je jedna od jednostavnijih metoda
imobilizacije. Istorijski, ova metoda je pocela da se razvija nakon adsorpcije i kovalentne
imobilizacije enzima. Nosa¢ koji se koristi za ovu vrstu imobilizacije je polupropustljive
polimerne strukture, odnosno kroz njega slobodno prolaze mali molekuli supstrata i
proizvoda enzimske reakcije, ali ne prolaze molekuli enzima. Dobra karakteristika ove
metode je Sto se mogu imobilizovati dva ili vise razlicitih enzima istovremeno.

Prilikom imobilizacija enzima zarobljavanjem, enzim se ubacuje u rastvor polimera
koji formira matriks tokom procesa imobilizacije. Prekursori koji se koriste za pravljenje
matriksa su razli¢iti. Cesto se koriste gelovi ili nezasi¢eni monomeri, ¢ije se umreZzavanje
inicira ozra¢ivanjem ili hemijskim inicijatorima. U slucaju koriS¢enja reakcije geliranja za
imobilizaciju, u istom rastvoru nalaze se enzim i polimer, a geliranje se inicira promenom

temperature, dodatkom soli ili promenom rastvaraca.



Gelovi koji se koriste za imobilizaciju biokatalizatora se mogu podeliti:

1. po prirodi — prirodni i sinteticki;

2. po tipu te¢ne faze u gelu — hidrogelovi i organogelovi;

3. po prirodi veze u gelu — hemijski (jake kovalentne veze odrzavaju trodimenzionalnu
strukturu gela) i fizicki (vodoni¢ne, elektrostaticke i van der Waals—ove veze
odrzavaju strukturu gela);

4. po nacinu o¢vr§¢avanja gela dele se na:

a) termoreverzibilno gelirajuci (agar, zelatin)
b) jonotropno geliraju¢i (alginat, karagenan)
c) gelirajuéi promenom rastvaraca (celuloza-acetat, polistiren)
d) gelirajuéi polikondenzacijom (poliuretan, epoksidne smole)

e) polimerizaciono gelirajuci (poliakrilamid, polimetakrilamid)

Geometrija dobijenog imobilizata moze biti razlicita u zavisnosti od kori§¢ene metode
i buduce upotrebe. lako je glavni nedostatak ovih imobilizata pojava velikih difuzionih
ograniCenja, a time i smanjenja aktivnosti enzimskog imobilizata, ima primera da enzimi
imobilizovani zarobljavanjem zadrzavaju istu ili vecu aktivnost nego u drugim metodama
imobilizacije, jer je enzim u veoma blagim uslovima imobilizovan, pa ne dolazi do njegove
denaturacije. Ovaj nacin imobilizacije je veoma pogodan za enzime koji se lako inaktiviraju

drugim nacinima imobilizacija.

2.5.1 Osobine potencijalnih nosaca

2.5.1.1 Fizi¢ke osobine nosaca

Nosaci za imobilizaciju enzima metodom zarobljavanja su umreZene polimerne
strukture koje nastaju u toku procesa imobilizacije. Najvaznije osobine nosaca su veli¢ina
pora, oblik, mehanicka stabilnost i veli¢ina Cestice, priroda pora (otvorene ili zatvorene),
potencijalne reaktivne grupe i sl.

Velicina pora. Nosa¢i za imobilizaciju enzima tehnikom zarobljavanja ne mogu se
svrstati u porozne nosace kao $to su makroporozni sinteticki nosaci koji se upotrebljavaju u
imobilizaciji adsorpcijom. Medutim, u nabubrelom stanju oni se mogu posmatrati kao

porozni, kada su njihove pore ispunjene rastvaracem i supstratom. Veli¢ina pora zavisi od
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prirode polimera koji se koristi kao nosac, pa na primer, kod poliakrilamida zavisi od
koncentracije monomera i umrezivaca. Stepen bubrenja hidrofilninih gelova nosaca u
rastvaracu takode utice na veli¢inu pora (11).

Poroznost. U slu€aju imobilizacije enzima zarobljavanjem, adsorpcijom i
kovalentnom imobilizacijom veéa poroznost nosaca rezultira ve¢om aktivno$¢u imobilizata.
Povecanje poroznosti nosaca obi¢no se postize dodatkom aditiva pri imobilizaciji, §to
povecava slobodnu povrsinu imobilizata, time i dostupnost enzima molekulima supstrata, pa
su i difuziona ograni¢enja manja (11).

Geometrija. Veli¢ina i oblik imobilizata ne zavise samo od koris¢ene metode
imobilizacije i nosaca, ve¢ vise od njegove buduce primene. Najces¢i oblici imobilizata su
kuglice, konci, tanki filmovi, diskovi i sl. Svaki oblik ima svoje prednosti za koris¢enje u
odredene svrhe, pa je na primer imobilizat u obliku filma pogodan za biosenzore, imobilizat u
obliku kuglica je pogodan za proto¢ne reaktore, a imobilizat u obliku konca ima veliku
volumetrijsku aktivnost (11).

Velic¢ina Cestica. Veli¢ina Cestica imobilizata dobijenih zarobljavenjem u hidrogelu
varira u zavisnosti od koris¢ene metode, ali je uglavnom veca od imobilizata dobijenih
drugim metodama. Kod imobilizata sa velikim Cesticama izraZenija su difuziona ogranicenja,

ali je lakSa manipulacija (11).

2.5.1.2 Hemijske osobine nosaca

Hemijske osobine nosaca koje se koriste u imobilizaciji enzima zarobljavanjem zavise
od osobina koriS¢enih prekursora. Neke od osobina su: relativna hidrofilnost, aktivna
funkcionalnost i neaktivna funkcionalnost.

Generalno, gelovi su najce$¢e koriS¢eni nosaci u ovoj vrsti imobilizacije, jer su
hidrofilni, pa time i kompatibilni sa enzimima. Ali i hidrofobni nosaci u nekim slu¢ajevima
pozitivno uti¢u na aktivnost i stabilnost enzima.

Nosac¢i mogu da imaju reaktivne funkcionalne grupe, Cija reaktivnost zavisi od
osobina koris¢enog prekursora polimera. Prekusori tokom imobilizacije reaguju samo
medusobno (neaktivna funkcionalnost), i u ovom slu¢aju matriks ne reaguje hemijski sa
enzimom ve¢ enzim biva samo fizi¢ki zarobljen u polimernoj strukturi nosaca (poliakrilamid,
Ca-alginat). U drugom slucaju prekursori, osim §to reaguju medusobno stvaraju¢i polimerni
matriks, reaguju i sa enzimom (aktivna funkcionalnost). Enzim je u ovom slu¢aju zarobljen u

polimernom matriksu i dodatno kovalentnim vezama ucvrséen za njega, pa je curenje enzima
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u ovom slicaju minimalno (polimeri sa epoksidnim grupama). Medutim, enzim tokom
hemijske modifikacije moze delimicno da bude denaturisan. Aktivnost imobilizovanog
enzima u slucaju upotrebe obe vrste nosaca zavisi i od prirode nosaca, koji moze bitno uticati
na promenu konformacije enzima u imobilizatu, pa time i njegovu inaktivaciju.

U svim tipovima imobilizacija, pa i u ovom, hidrofilnost matriksa bitno uti¢e na
aktivnost enzima u imobilizatu, njegovu stabilnost i selektivnost. Pri izboru nosaca se zato
narocCito vodi ra¢una i o prirodi enzima, pa se oCuvanje visoke aktivnosti imobilizovane
invertaze, glukozoizomeraze ili ¢elija kvasca dobija njihovom imobilizacijom u hidrofilnim

matriksima, a lipaze u hidrofobnim matriksima (11).

2.5.2 Efekti imobilizacije enzima metodom zarobljavanja

Izbor matriksa koji se koristi u imobilizaciji je bitan, jer utiCe na aktivnost, stabilnost i
selektivnost buduceg imobilizata, pa treba izabrati pogodan metod u zavisnosti od osobina
enzima, ali i njegove buduce upotrebe.

Aktivnost. U sluCaju imobilizacije enzima zarobljavanjem ocuvanje aktivnosti zavisi
od mnogih faktora kao S§to su priroda nosaca, veli¢ina Cestica imobilizata (difuziona
ogranicenja), koli¢ina imobilizovanog enzima, prisustvo aditiva, koriS¢ena metoda i uslovi
imobilizacije.

Aktivnost imobilizata, naravno, =zavisi od koli¢ine imobilizovanog enzima.
Imobilizacijom vecée koli¢ine enzima dobija se i veéa aktivnost imobilizata, ali pri
imobilizaciji vece koli¢ine enzima, kao ogranicavajuci faktor aktivnosti javlja se difuziono
ogranicenje.

Zadrzana aktivnost enzima u imobilizatu obi¢no se izrazava kao odnos specificne
aktivnosti imobilizovanog enzima (U/mg imobilizovanog proteina) i specifi¢ne aktivnosti
slobodnog enzima (U/mg proteina) (11). Ovde se podrazumeva da su aktivnosti imobilizata i
slobodnog enzima merene istom reakcijom specificnom za dati enzim, u istim reakcionim
uslovima 1 rastvaracu, $to nije uvek moguce i iskljucivo se odnosi na merenje aktivnosti
enzima i imobilizata u vodenim rastvorima.

Na aktivnost imobilizovanog enzima utice i priroda matriksa, odnosno njegov uticaj
na promenu mikrookoline koja moze bitno da promeni aktivnost ili specificnost enzima.
Difuziona ograni¢enja narocCito su izrazena kod imobilizata u gelovima. Zadrzana aktivnost
imobilizovanog enzima, u odnosu na rastvorni, moze biti 10-20%, a nekad i manja. Medutim,

ovi imobilizati nekad dobijaju i neocekivane dobre karakteristike kao §to su, na primer,
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povecana stereoselektivnost i stabilnost u odnosu na nativan enzim, $to i pored manje
enzimske aktivnosti imobilizovanog enzima opravdava upotrebu ove metode. Da bi se
difuzione smetnje svele na minimum i maksimalno ocuvala aktivnost enzima cesto se u
postupku imobilizacije koriste aditivi. Njihova uloga je da povecaju poroznost nosaca ili da
ocuvaju konformaciju enzima u aktivnom obliku. Neki od aditiva koji se u ovu svrhu koriste
su krunasti etri, polisaharidi, polietilenglikol, povrsinski aktivne supstancije, soli i sl.

Stabilnost. Vrlo Cesto enzimi imobilizovani adsorpcijom ili kovalentno vezani za
nosa¢ imaju manju stabilnost od nativnog oblika (12). Medutim, imobilizacijom
zarobljavanjem obi¢no se dobijaju biokatalizatori koji imaju znatno vecu stabilnost od
rastvornog oblika, sa poluzivotom (vreme za koje enzimska aktivnost pada na 50% od
pocetne, pri tacno odredenim eksperimentalnim uslovima) veé¢im i viSe od sto puta (13). U
stabilizaciji enzima u ovim imobilizatima glavnu ulogu imaju hidratacioni efekat matriksa,
zarobljavanje i ograni¢enje kretanja enzima u matriksu. NaroCito je izraZena povecana
temperaturna stabilnost ovih imobilizata. Kod gel matriksa dodatno zarobljavanje enzima
dobija se skupljanjem gela i smanjivanjem veliina Cestica tokom zrenja imobilizata, pa je
mogucnost dalje promene konformacije enzima svedena na minimum. Naravno, imobilizacija
enzima tehnikom zarobljavanja sama po sebi ne podrazumeva da ¢e se dobiti preparat vece
stabilnosti, ve¢ to zavisi kako od prirode nosaca, tako i od osobina enzima.

Selektivnost. Kao 1 kod drugih metoda imobilizacije, adsorptivne i kovalentne
imobilizacije, zarobljavanje enzima u polimernom nosacu moze da uti€e na promenu
selektivnosti enzima (14). Selektivnost enzima delimi¢no odreduje i njegova mikrookolina.
Mikrookolina enzima uti¢e na promenu njegove konformacije, $to uslovljava i promenu
njegove selektivnosti. Primeceno je da se konformacija, pa time i selektivnost imobilizata
menja i tokom njihove upotrebe i usled difuzionih ogranicenja. Aditivi kao §to su povrSinski
aktivne supstance i krunasti etri takode uticu na promenu selektivnosti i aktivnosti enzima,
Sto zavisi i od njegove prirode i konformacione fleksibilnosti. Na promenu selektivnosti
enzima moZe da ima uticaj i priroda nosaca, odnosno njegov uticaj na promenu konformacije
enzima. Povecanje enantioselektivnosti enzima imobilizacijom metodom zarobljavanja je
atraktivno zbog jednostavnosti metode imobilizacije i univerzalne upotrebljivosti ovih

biokatalizatora.
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2.6  Imobilizovane ¢elije kvasca S. cerevisiae

Invertni Secer (ekvimolarna smeSa glukoze i fruktoze) dobija se ili kiselom ili
enzimskom hidrolizom saharoze. Prednosti enzimskog nad kiselinskim postupkom hidrolize
opisani su u poglavlju 2.1. Enzimska hidroliza disaharida saharoze, odvija se pomocu
invertaze (poglavlje 2.2). Osim ¢istog, rastvornog enzima u istu svrhu se mogu upotrebiti i
cele Celije kvasca S. cerevisiae, koji je i najzastupljeniji izvor za izolovanje ovog enzima.
Medutim, prisustvo proteina, a naravno i celih ¢elija bilo kog mikroorganizma, nije pozeljno
u bilo kom krajnjem proizvodu, narocito onom namenjenom daljoj primeni u industriji hrane
ili pi¢a. Imajué¢i u vidu ovo, kao i veliku ekonomsku isplativost, upotreba imobilizovane
invertaze ili imobilizovanih ¢elija kvasca S. cerevisiae trebalo bi da je najzastupljeniji
postupak dobijanja invertnog Secera u industrijama hrane, pi¢a i farmaceutskih proizvoda u
svetu.

Istorijski, invertaza je bila prvi imobilizovani enzim. Nelson i Griffin su 1916. godine
imobilizovali rastvornu invertazu na aktivhom uglju i AL,Os i time pokazali da se enzimi
mogu vezati za nerastvorni nosac, uz ocuvanje enzimske aktivnosti.

Sedamdesetih godina proslog veka imobilizovanje mikroorganizama bila je jedna od
najatraktivnijih oblasti biotehnologije, tada u razvoju. Medutim, imobilizovani
mikroorganizmi poznati su jo§ od 1823. godine kada je imobilizovani Acetobacter na
piljevini koris¢en za proizvodnju siréeta (15). Imobilizacija celih ¢elija ima prakticni i
teorijski znaCaj za primenu u biotehnologiji, a predstavlja i prakticnu alternativu
imobilizovanju enzima (16). KoriS¢enjem mikroorganizama za dobijanje imobilizovanih
biokatalizatora umesto iz njih izolovanih i precis¢enih enzima znacajno smanjuje cenu
imobilizovanih biokatalizatora, ali neretko se dobija i daleko stabilniji biokatalizator. Enzimi
se u ¢eliji nalaze u svom prirodnom okruzenju koje ih §titi od promena spoljne sredine u kojoj
se ¢elija nalazi, pa su takvi i najmanje podlozni denaturaciji.

NajceSce koriS¢ena tehnika imobilizacije u pocetku je bila zarobljavanje celija
mikroorganizama u poliakrilamidnim hidrogelovima. Reakcije polimerizacije poliakrilamida
se obi¢no izvode na visokim temperaturama i u visokoj koncentraciji reaktanata. Na
enzimsku aktivnost invertaze u celijama kvasca S. cerevisiae imobilizovanim u ovim
gelovima negativno utiCe visoka temperatura, prisustvo organskih rastvaraca, reaktivnih

monomera kao i prisustvo dobijenih polimera. Na primer, polimerizacija 2-hidroksietil-
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metakrilata (HEMA) obic¢no se izvodi na temperaturama daleko viSim od sobne temperature,
ali se moze uspesno izvesti i na nizim temperaturama (10-20°C). Medutim, na temperaturi
pogodnoj za stabilnost enzima reakcija traje dugo (viSe od 10 sati) nakon Cega je celokupna
koli¢ina ¢elija kvasca inaktivirana zbog dugog vremena izloZenosti reaktivnim jedinjenjima
neophodnim za reakciju polimerizacije. Na vi§im temperaturama (45-50°C) ista reakcija traje
mnogo krace, a naroCito bez prisustva celija kvasca i pufera (pola sata). Prisustvo
biokatalizatora povecava vreme reakcije na 1-2 sata i direktno zavisi od koncentracije ¢elija
(povecava vreme reakcije) 1 masenog procenta organske faze u reakcionoj smesi (smanjuje
vreme reakcije, ali smanjuje i ukupnu aktivnost dobijenog imobilizata). Pokazano je da
tokom ovog perioda neorganske soli, polimer i umreziva¢ (etilendimetakrilat) ne uticu na
enzimsku aktivnost, dok monomer nezavisno od njegove koncentracije u reakcionoj smesi
(3-30%) smanjuje poluzivot invertaze na 120—140 minuta (17). Tokom grejanja reakcione
smesSe skoro je nemoguce spreciti lokalna pregrevanja koja dovode do totalne inaktivacije
invertaze. Jedini nacin prevazilaZzenja svih pomenutih problema je sniZenje temperature
reakcije na 37°C, §to opet poveceva vreme potrebno za polimerizaciju, a ipak rezultira
delimi¢nom inaktivacijom enzima. [z svega navedenog se moze zakljuciti da se na ovaj nacin
ne moze dobiti imobilizat ¢elija kvasca sa visokom enzimskom aktivnos¢u. Uz to je dobijeni
imobilizat veoma krt, staklast materijal, pa iako autori tvrde da je zadovoljavaju¢ih
mehanickih osobina, pri radu sa njim, kako i sami kazu, dolazi do povrSinske abrazije i
lomljenja Cestica imobilizata. Kako bi prevazisli problem inaktivacije enzima visokom
temperaturom, isti imobilizat dobijen je i koris¢enjem UV svetlosti kao inicijatora reakcije
polimerizacije. Termostabilnost ¢elija kvasca imobilizovanih na ovaj nacin je velika, ali je
njihova pocetna aktivnost mala (prinos aktivnosti oko 2%), pa je imobilizat neupotrebljiv za
prakti¢nu primenu (18). Imobilizacija rastvorne invertaze u HEMA polimeru nije detaljnije
proucavana, jer je aktivnost dobijenih imobilizata veoma mala (prinos aktivnosti u
imobilizatu 2-30%) (18), a razlog tome je inaktivacija enzima tokom reakcije polimerizacije,
ali i neadekvatna veli¢ina pora polimera kroz koji enzim lako izlazi. Medutim, ovaj polimer
je ipak uspesno upotrebljen za imobilizaciju enzima, pa i invertaze, ali kao kopolimer sa
nekim reaktivnim monomerom za koji se enzim moze vezati adsorptivno ili kovalentno (19—
22).

Poliakrilamid je bio veoma popularan kao nosa¢ za imobilizaciju celija
mikroorganizama podetkom 80—tih godina proslog veka. Celije kvasca imobilizovane su u
poliakrilamidu dobijenom hemijskom i radiopolimerizacijom (y zraCenjem). Na invertaznu

aktivnost dobijenih imobilizata podjednako negativno utice i prisustvo reaktivnih komponenti
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u reakcionoj smesi (u sluc¢aju hemijske polimerizacije akrilamida) i y zraci (u slucaju
alternativne metode imobilizacije). Ipak, imobilizat sa najve¢im prinosom aktivnosti dobijen
je u reakciji radiopolimerizacije 85% (200 kR), dok je prinos imobilizata celija u
poliakrilamidu dobijenog hemijskom polimerizacijom bio 70% (23). Bis—akrilamid,
neophodan za umreZavanje linearnih polimera akrilamida, takode smanjuje enzimsku
aktivnost celija, pa su celije kvasca imobilizovane i u poliakrilamidu napravljenom bez
prisustva drugih reaktivnih jedinjenja. Reakcija polimerizacije inicirana je velikom dozom vy
zraka, 1000 kR (5 puta ve¢om nego u prethodno opisanom sluc¢aju kada je u reakciji koris¢en
i umrezivac), koja je medutim inaktivirala veliki deo enzima, pa je prinos aktivnosti ovog
imobilizata bio samo 22%. Pokazano je da prisustvo monomera akrilamida inhibira enzimsku
aktivnost rastvorne invertaze, ¢elija kvasca, kao i imobilizovanih ¢elija. U 20% rastvoru
akrilamida u 0,02 M acetatnom pufera pH 4 (ovaj rastvor monomera se i koristi za
imobilizaciju jer je to minimalna koncentracija akrilamida kada dobijeni imobilizat ima dobre
mehanicke osobine i prinos invertazne aktivnosti) aktivnost rastvorne invertaze je manja od
10% pocetne aktivnosti, aktivnost ¢elija kvasca oko 35%, a imobilizovanih ¢elija kvasca oko
45% (23).

Celije kvasca, kao i rastvorna invertaza imobilizovane su u sintetickim polimerima i
elektropolimerizacijom (24-26). Ovi imobilizati su znacajni za razvitak same tehnike
imobilizacije i karakterizaciju dobijenih imobilizata. Dobijeni imobilizati se mogu koristiti
kao elektrode biosenzora, jer su imobilizati direktno vezani za platinsku elektrodu.
Imobilizacija ¢elija kvasca i invertaze ovom tehnikom nema nikakav praktican znacaj, jer je
metoda skupa i komplikovana, osim kao model sistem za ispitivanje osobina imobilizata i
razvoj metode, zbog niske cene i velike dostupnosti ¢elija kvasca S. cerevisiae i invertaze.

Koris¢enje prirodnih polimera kao S§to su k-karagenan, Zzelatin i alginat je jedan od
nacina prevazilazenja problema kojih ima u radu sa sintetickim polimerima. Reakcioni uslovi
njih i potpuno biorazgradivi, a polimerizacija i tehnika imobilizacije jednostavnija, brza i
jeftinija.

Jedan od prirodnih polimera, u literaturi ¢esto korisS¢en za imobilizaciju celih ¢elija
kvasca S. cerevisiae je zelatin. Zelatin je protein rastvoran u vodi. Dobija se delimiénom
hidrolizom kolagena. Ima slobodne funkcionalne grupe: karboksilne, amino i hidroksilne.
Formira u vodi elasti¢an gel, koji dodatno bubri u vodi i moze da apsorbuje 600 — 700 puta
veCu masu vode od sopstvene. Njegova osobina da u reakciji sa nekim aldehidima

(formaldehid i1 glutaraldehid) i metalnim solima (AP i Crh gradi polimer, u vodi
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nerastvoran na temperaturama iznad 35°C (temperatura topljenja Zelatina > 35°C) iskori$¢ena
je za dobijanje imobilizovanih biokatalizatora. Reakcijom sa slobodnim amino grupama
polipeptidnih lanaca Zelatina formaldehid gradi metilenske mostove koji stvaraju
trodimenzionalnu strukturu zelatina (slika 2) i istovremeno imobilizuju ¢elije kvasca fizickim
zarobljavanjem u nastaloj polimernoj strukturi (27). Na sliCan nacin imobilizovana je i

rastvorna invertaza, koris¢enjem glutaraldehida kao umrezivaca (28).

Slika 2. Shematski prikaz umrezenih molekula polipeptidnih lanaca Zelatina

Promena koncentracije molekula umrezivaca u reakcionoj smesi direktno utice na
kvalitet dobijenog imobilizata. Pove¢anjem koncentracije umrezivaca aktivnost imobilizata
se smanjuje, kako zbog hemijske inaktivacije enzima dejstvom reaktivnog molekula aldehida,
tako i zbog nastajanja sve guSée mrezaste strukture polimera koja ograni¢ava slobodno
kretanje supstrata i proizvoda kroz Cestice imobilizata (29). Najvecéa enzimska aktivnost
dobijena je u imobilizatu u kome je koris¢ena najmanja koncentracija umrezivaca (30).
Medutim, kod ovog imobilizata je prime¢eno da Celije kvasca cure iz Cestica imobilizata, jer
koriS¢ena koli¢ina formaldehida nije bila dovoljna za formiranje dovoljno umreZene
trodimenzionalne strukture, sa porama manjim od veli¢ine samih ¢elija, pa su one nesmetano
izlazile iz Cestica polimera (30). Isti rezultati dobijeni su i pri imobilizaciji rastvorne
invertaze, pa je imobilizat dobijen koriS¢enjem velike koli¢ine glutaraldehida, kako bi se
sprecilo curenje enzima, imao malu enzimsku aktivnost (28).

Smesa formaldehida i etanola koja je kori§¢ena za oCvr§¢avanje imobilizata (Celija
kvasca u zelatinu) negativno utice na enzimsku aktivnost, §to je i eksperimentalno pokazano.
Medutim, u istom radu pokazano je da imobilizat ¢elija kvasca dobijen koriS¢enjem
formaldehida ima vecu aktivnost u poredenju sa imobilizatom tretiranim glutaraldehidom,
koji je u literaturi CeS¢e koriS¢en umreziva¢ za medusobno povezivanje molekula proteina

(30). Koris¢enjem vece koli¢ine umrezivaca spreceno je curenje Celija iz Cestica imobilizata,
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ali je ono ipak primeceno neposredno nakon imobilizacije (27). Jedan od bitnih nedostataka
ovog imobilizata ¢elija kvasca u Zelatinu je i njihovo sakupljanje i bubrenje pri promeni
koncentracije saharoze. Kao jedan od nacina poboljSanja mehanickih osobina imobilizovanih
¢elija kvasca u Zelatinu je i koris¢enje granula tufa (rastresita, peskovita stena vulkanskog
porekla) kao punilaca, koje su obavijene slojem imobilizovanih ¢elija u zelatinu (31).
Nedostatak ove metode je manji prinos enzimske aktivnosti, od dobijenog imobilizacijom
¢elija u Zelatinu u prethodnim radovima. Kao umreziva¢i u ovoj metodi imobilizacije
koris¢eni su formaldehid i glutaraldehid, ali je ovog puta imobilizat dobijen upotrebom
glutaraldehida imao vec¢u invertaznu aktivnost. Razlika u aktivnostima ova dva imobilizata
moze biti posledica razli¢ite strukture filma Zelatina na granulama tufa. Zelatin tretiran
formaldehidom ima sunderastu strukturu, pa je moguce da je deo aktivnih ¢elija usao u dublje
slojeve nepristupacne za supstrat, dok je povrsina Zelatina tretiranog glutaraldehidom ravna i
sve imobilizovane Celije su na povrsini i lako dostupne za supstrat (31, 32). Scardi-jeva grupa
je utvrdila da imobilizovane ¢elije kvasca u zelatinu u poredenju sa onim imobilizovanim u
alginatu ili k-karagenanu imaju vecu aktivnost, kao i veéi prinos aktivnosti, a izbegnuti su i
neki nedostaci, kao §to su prisustvo Ca>* jona (u polimeru alginata). Osim toga cena Zelatina
je u godinama kada se ova grupa autora bavila ovom problematikom bila manja u poredenju
sa ostala dva prirodna polimera, §to su oni i istakli kao bitnu prednost svog imobilizata nad
ostalima.

Medutim, enzimska aktivnost imobilizovanih ¢elija kvasca u Zelatinu, pored svih
napred pomenutih prednosti ovog imobilizata, nije bila zadovoljavaju¢a. Kako bi napravili
imobilizat $to vece aktivnosti de Alteriis et al. (32) su ¢elije kvasca imobilizovali u zelatinu
koris¢enjem tri razli¢ite tehnike, od kojih je jedna kombinacija zarobljavanja ¢elija u Zelatinu
i alginatu u isto vreme, a zatim je nastali polimer Ca-alginata rastvaran u fosfatnom puferu.
Ovaj eksperiment nije dao ocekivane rezultate, jer je aktivnost imobilizovanih celija S.
cerevisiae u zelatinu na klasi¢an nacéin uz koriS¢enje formaldehida kao umrezivaca, imao
najvecu aktivnost.

Zelatin se osim bifunkcionalnim organskim jedinjenjima moZe umreZavati i
katjonima. U ovu svrhu se mogu koristiti joni aluminijuma i hroma. Molekuli Zelatina se
medusobno umreZavaju preko slobodnih karboksilnih grupa polipeptidnih lanaca. Celije
kvasca S. cerevisiae su imobilizovane u Zelatinu i na ovaj nacin, koris¢enjem katjona hroma
kao umrezivaca (16, 33). Kao i u slucaju imobilizacije u Zelatinu kori§¢enjem formaldehida
kao umrezivaca, sa povecanjem koli¢ine jona hroma povecava se aktivnost imobilizata,

odnosno koli¢ina imobilizovanih celija, ali do odredene vrednosti. Daljim povecanjem
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koncentracije jona hroma aktivnost imobilizata ne raste, jer preovladava inhibitorno dejstvo
ovih jona na aktivnost invertaze, a rastu i difuziona ograniCenja zbog sve gusce
trodimenzionalne strukture polipeptidnih lanaca zelatina (16, 34), Sto predstavlja ogranicenje
ukupne enzimske aktivnosti imobilizata. Rastvorna invertaza imobilizovana je takode
kori¢éenjem jona Cr’" za umreZavanje molekula Zelatina, ali je dobijeni imobilizat bio losih
mehanickih osobina (34). Jedan od nacina za prevazilazenje problema losih mehanickih
osobina i povecanje aktivnosti imobilizovanih biokatalizatora je dodatak punilaca.
Kori$¢enjem poliakrilamida kao punioca dobijen je imobilizat do 79% vece aktivnosti, ali
nestabilan na vi§im temperaturama (35).

Imobilizacija rastvorne invertaze u Zelatinu umrezenom formaldehidom nije dala
dobre rezultate (29). Na ovaj nacin nije mogucée imobilizovati veliku koli¢inu enzima, prinos
aktivnosti u imobilizatima je bio daleko manji (12-41%) od prinosa aktivnosti
imobilizacijom celih ¢elija (71-79%) 1 direktno je zavisio od koriS¢ene koncentracije Zelatina
i umrezivaca (smanjivao se sa povecanjem koncentracije bilo koje od ove dve komponente).

Govedi serum-albumin je protein u kome su sli¢no kao i u Zelatinu imobilizovane
¢elije kvasca S. cerevisiae, kao i rastvorna invertaza, koriS¢enjem glutaraldehida kao
umrezivaca na ultrafiltracionoj membrani. Dobijeni imobilizat je zadrzao visok procenat
enzimske aktivnosti, ali je bio neotporan na visoku temperaturu, kao i mikrobiolosku
kontaminaciju, a uz to i mehanicki los (18).

Obzirom da su imobilizovane ¢elije kvasca S. cerevisiae u proteinskim polimerima
imale lose mehanicke osobine, ne odstupajuci od ideje kori§é¢enja prirodnih polimera za
imobilizaciju enzima i celih ¢elija mikroorganizama, napravljen je imobilizat kori§¢enjem
Ca-alginata kao nosaca.

Alginat je termin koji se koristi za soli alginske kiseline. Prirodnog je porekla i izoluje
se iz ¢elijskog zida mrkih algi (Phaecophyceae). Komercijalno je dostupan kao natrijumova so,
rastvorna u vodi. Alginat je prirodni polisaharid, linearni kopolimer koji ¢ine dva
homopolimerna bloka B(1—4) vezana manuronska kiselina i o(1—4) guluronska kiselina

(slika 3).
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Slika 3. Deo polisaharidnog lanca alginata. f—(1—4) veza anjona D-manuronske kiseline (M) i a—

(1—4) veza anjona L-guluronske kiseline (G)

Ovaj polimer gelira u prisustvu dvovalentnih katjona, najcesce Ca®" (slika 4). Koristi

se u farmaceutskoj i prehrambenoj industriji, kao i za imobilizaciju enzima i ¢elija.

Slika 4. Kalcijum-alginat

Imobilizat u hidrogelu kalcijum-alginata moze se napraviti na dva nacina, eksternim i
internim geliranjem alginata. Interno geliranje je redak nacin imobilizacije jer je tehnicki
komplikovaniji, podrazumeva oslobadanje in situ Ca®" jona promenom pH reakcione smese
koje moze da utice i na aktivnost pH nestabilnih enzima (36). Geliranje rastvornog Na-
alginata se najcesc¢e radi metodom eksternog geliranja, odnosno ukapavanjem smese Na-
alginata i biokatalizatora u rastvor CaCl,, ili ukapavanjem smeS$e biokatalizatora i CaCl, u
rastvor Na-alginata. U ovako dobijenom imobilizatu vijabilnih ¢elija kvasca pokazano je da
one mogu i da se umnoZzavaju bez curenja ¢elija u okolni rastvor, ali do odredene granice (83
g/L). Aktivnost ovako odgajanih imobilizovanih ¢elija (2,98 U/mg suve mase ¢elije) je skoro
identi¢na invertaznoj aktivnosti slobodnih ¢elija gajenih na isti nacin (3,01 U/mg suve mase
éelije). Aktivnost dobijenog imobilizata je 2,21x10° U/g, dok je aktivnost slobodnih éelija
1,02x10* U/g, $to je najée$¢a vrednost invertazne aktivnosti ¢elija kvasca (37, 38). Dodatak

surfaktanata je ovde, kako autori tvrde, neophodan kako bi se obezbedila permeabilnost Ca-
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alginatne membrane i metabolicki nastali CO, nesmetano izasao iz Cestica imobilizata (37),
S$to po misljenju autora verovatno ogranic¢ava i koli¢inu imobilizovanih ¢elija.

Kako sa povecanjem koliine imobilizovanih ¢elija opada ukupna aktivnost
imobilizata, zbog nemogucénosti supstrata da dode do dubljih slojeva imobilizata (slika 5),
korisno bi bilo izraziti enzimsku aktivnost imobilizata po specifi¢énoj povrsini (povrsSina /

zapremina) Cestica.

T

Slobodne c¢elije

Invertazna aktivnost (kU/g ¢elija)

1 1 1 1
0,05 0,25 0.5 1,0

C".clije kvasca (%)

Slika 5. Zavisnost invertazne aktivnosti (po gramu ¢elija) od koli¢ine
imobilizovanih ¢elija kvasca u alginatu. Debljina dobijenog imoblizata: m 0,1

cm, 00,2 cm

Na slici 6 prikazana je zavisnost invertazne aktivnosti imobilizata sa razli¢itom
koli¢inom imobilizovanih Celija kvasca od specificne povrSine Cestica. Kod imobilizata sa
ve¢om koli¢inom imobilizovanih ¢elija vidi se linearna zavisnost aktivnosti i specificne
povriine Gestica imobilizata do 25 cm”, dok kod imobilizata sa niskom koli¢inom

imobilizovanih enzima nema linearne zavisnosti.
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Slika 6. Zavisnost enzimske aktivnosti imobilizata od specifi¢éne
povrSine Cestica kod imobilizata sa razli¢itom koli¢inom
imobilizovanih ¢elija kvasca S. cerevisiae (% suve mase celija u

imobilizatu, m/m).

Linearna zavisnost enzimske aktivnosti od specifi¢ne povrSine Cestica imobilizata kod
imobilizata sa ve¢om koncentracijom celija posledica je oteZanog internog transporta mase,
pa je brzina enzimske reakcije direktno zavisna od specifi¢ne povrSine Cestice imobilizata.
Nelinearna zavisnost kod imobilizata sa manjom koncentracijom ¢elija ukazuje na to da
ogranicen interni transport mase u cestici imobilizata ne utice na brzinu enzimske reakcije,
odnosno nema difuzionih ograni¢enja koja su prisutna u imobilizatima sa vecom
koncentracijom celija.

Aktivnost imobilizata moZe biti izraZzena na viSe nacina, na §ta treba obratiti paznju
pri poredenju enzimskih aktivnosti razli¢itih imobilizata. Na slikama 7 i 8 su prikazane
aktivnosti imobilizovanih ¢elija kvasca S. cerevisiae u Ca-alginatu na dva nacina: po gramu

gela i po gramu imobilizovanih ¢elija.
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Slika 7. Zavisnost enzimske aktivnosti izrazene po Slika 8. Zavisnost enzimske aktivnosti izrazene po
gramu imobilizovanih ¢elija kvasca S.cerevisiae od gramu gela imobilizovanih ¢elija kvasca S.cerevisiae
specifi¢ne povrsine Cestica. Koncentracija ¢elijau  od specifiéne povrSine ¢estica. Koncentracija ¢éelija u

imobilizatu o 0,065%; e 0,65%. imobilizatu o 0,065%; e 0,65%.

Ukoliko je izmerena aktivnost imobilizata prikazana po gramu celija (slika 7)
aktivnost je vec¢a kod imobilizata sa manjom koncentracijom celija, ali daleko manja u
poredenju sa aktivno$¢u imobilizata sa 10 puta vecom koli¢inom imobilizovanih c¢elija
ukoliko je aktivnost prikazana po gramu gela (slika 8) (38). Sa ovih slika moze se utvrditi i
optimalni odnos povrSina/zapremina imobilizata za obe koriS¢ene koncentracije
imobilizovanih éelija, pa je za koncentraciju éelija od 0,065% taj odnos 25 cm™ (slika 7), dok
se za koncentraciju od 0,65% vrednost dobija ekstrapolacijom grafika sa slike 8 i iznosi 220
cm™. Aktivnosti imobilizata sa kuglicama koje zadovoljavaju ove dimenzije iznosi 6,8 U/g
gela i 94 U/g gela. Kako bi bio istaknut veliki uticaj specificne povrSine imobilizata celija
kvasca u alginatu, pokazano je da u slucaju istog odnosa koli¢ine kvasac/alginat i specifi¢ne
povrsine imobilizata na enzimsku aktivnost dobijenog imobilizata nema nikakvog uticaja ni
metod koriSéen za geliranje alginata (interni ili eksterni), ni oblik imobilizata (sferni,
cilindri¢ni ili plocast).

Koncentracija alginata u kuglicama imobilizata uti¢e na ukupnu enzimsku aktivnost.
Kod imobilizata sa niskom koncentracijom ¢elija kvasca S. cerevisiae (0,05%) dobija se veca
invertazna aktivnost kori§¢enjem alginata manje koncentracije (1%). Medutim, kod
imobilizata sa veCom koncentracijom celija (1%) koncentracija alginata nema znacajnog
uticaja na enzimsku aktivnost. U ovom slucaju enzimsku aktivnost ograni¢ava smanjeni

transport mase koji je posledica visoke koncentracije ¢elija u imobilizatu.
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Imobilizacija ¢elija kvasca u §to manjim kuglicama Ca-alginata, kako bi se dobila $to
veca aktivnost imobilizovanog biokatalizatora, bila je dugogodis$nji izazov istrazivacima u
ovoj oblasti. Osim §to je tehnologija dobijanja mikrokuglica Ca-alginata komplikovanija i
zahtevnija od tehnologije dobijanja kuglica (2—3 mm), veliki problem nastaje i kod pokusaja
njihovog odvajanja iz reakcione smese (39, 40). Ovaj problem postaje jo§ izrazeniji u radu sa
koncentrovanim rastvorima saharoze. Dodatak magnetita pri imobilizaciji ¢elija S. cerevisiae
u Ca-alginatnom gelu dobijenom imobilizatu daje magnetne osobine. Na ovaj nacin dobijene
mikrokuglice (50-100 pm) se pomoc¢u magneta lako odvajaju od reakcione smese. Invertazna
aktivnost mikrokuglica je znatno veca od aktivnosti milimetarskih kuglica. Tako je na primer,
inverzija 20% (m/m) rastvora saharoze koriS¢enjem mikrokuglica kompletna nakon 1h, dok
je u slucaju koriS¢enja milimetarskih kuglica pri istim uslovima inverzija saharoze bila 12,3%
(41). Jos jedna moguénost davanja magnetnih osobina imobilizovanim ¢elijama kvasca je
njihovo oblaganje ferofluidom, a potom imobilizacija u Ca-alginatu. Medutim, ovaj
imobilizat je imao manju aktivnost od prethodno opisanog (42).

Alginati izolovani iz razli¢itih vrsta mrkih algi imaju razli¢it odnos guluronske i
manuronske kiseline (43). Pokazano je da alginati sa visokim sadrzajem manuronske kiseline
imaju vecu poroznost, odnosno manje su difuzione smetnje pri kretanju molekula male i
velike mase u poredenju sa alginatima sa vecom koli¢inom guluronske kiseline (44).
Medutim, u slucaju imobilizovanih ¢elija kvasca u alginatima sa razli¢itim odnosom
guluronske i manuronske kiseline (2,3 i 0,67) nisu primecene znacajne razlike (38).

Losa osobina Ca-alginata kao nosaca za imobilizaciju je njegova nestabilnost i
rastvorljivost u prisustvu jedinjenja koja vezuju jone kalcijuma. Imobilizacijom ¢elija kvasca
S. cerevisiae u Ca-alginatu i akrilamidu istovremeno dobijen je imobilizat stabilan u uslovima
u kojima je polimer Ca-alginata rastvoran, na primer u 3% rastvoru natrijum—citrata (45).
Citrat je izabran jer se limunska kiselina u industriji ¢esto koristi za sniZzenje pH rastvora.

Osim Ca’" jona, za geliranje Na-alginata mogu se upotrebiti i drugi dvovalentni joni,
kao i nekoliko njih istovremeno. Imobilizacija Zivih ¢elija kvasca u Ca, Ba i Sr-alginatu
davala je nekonzistentne i nereproduktivne rezultate, pa su koriS¢ene suve cele Celije kvasca,
prethodno isprane acetonom. Veéina ovih imobilizata nije zadrzala enzimsku aktivnost duze
od 5 dana. Celije kvasca imobilizovane su i u alginatima koji su gelirani i kombinacijom ovih
jona, Ca—Sr, Ca—Ba i Sr—Ba. Aktivnost ovih imobilizata bila je veca u poredenju sa
alginatima geliranim samo jednom vrstom katjona. Medutim, Ca—Sr alginatni imobilizat je

potpuno izgubio enzimsku aktivnost nakon 5 dana. Zanimljiv rezultat dobijen je sa
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imobilizatom ¢elija kvasca u Ca—Ba alginatu kod koga se nakon 5 dana ,,zrenja” na pH 5,0
opaza povecanje aktivnosti (46).

Osim prirodnih hidrogelova kao nosaCi za imobilizaciju celih ¢elija kvasca S.
cerevisiae mogu se koristiti i drugi materijali prirodnog porekla. Celije kvasca imobilizovane
su na primer na vuni pomocu glutaraldehida (47), na pamucnoj tkanini (48) 1 juti (49) (biljka,
lignoceluloznog sastava, uspeva u zemljama Bliskog 1 Dalekog istoka) pomocu
polietilenimina.

Kako bi se dobio imobilizat ¢elija kvasca na vuni glutaraldehidom su tretirane i ¢elije
kvasca i vuna, a optimalan nadin za ovu imobilizaciju dobijen je kombinacijom
nemodifikovanih i glutaraldehidom modifikovanih komponenti. Pokazano je da se
najstabilniji imobilizat dobija imobilizacijom hemijski modifikovanih celija na
nemodifikovanoj vuni (47). Kod ovog imobilizata nije detektovana desorpcija celija
ispiranjem ni rastvorom 1 M kalijum-hlorida, kao ni 0,1 M puferima pH 3,5-7,5. Imobilizati
su tretirani i 50% rastvorom etilenglikola, ali rezultati nisu dati u radu. Naime, kako se za
modifikaciju ¢elija koristi glutaraldehid, a ovako modifikovane ¢elije odmah imobilizuju na
vuni, tvrdnja autora da je kod ovog imobilizata re¢ o adsorpciji se moze dovesti u pitanje.
Veca je verovatnoca da je re¢ o kovalentnoj vezi izmedu nosaca i ¢elija. Takode, nema ni
podataka da li je detektovana desorpcija celija kvasca protokom supstrata. Pored optimizacije
viSe standardnih parametara imobilizacije, optimizovan je i pH sredine pri kojem se dobija
najaktivniji imobilizat. Dobijena su dva razli¢ita opsega pH vrednosti 4,2—4,6 1 7,5-8,0. Posto
u literaturi nema sliénih rezultata, Krastanov smatra da su celije modifikovane
glutaraldehidom adsorptivno vezane za vunu, a pomenuti pH opsezi pogoduju nastanku
suprotno naelektrisanih jona razli¢itih funkcionalnih grupa na nosacu i ¢elijama, pa je veza
izmedu njih dodatno ojacana nastankom jonskih interakcija (47).

Celije kvasca imobilizovane su adhezivno na pamucénoj tkanini tretiranoj
polietileniminom (PEI) (48). Pokazano je da PEI, za razliku od glutaraldehida, ne utice na
invertaznu aktivnost celija kvasca, kao ni na njihovu vijabilnost (50). Najvec¢a aktivnost
imobilizata je dobijena koriS¢enjem celija tretiranih sa PEI i netretiranog pamuka, ali zbog
jednostavnosti i brzine dobijanja imobilizata za dalji rad i karakterizaciju koriSéen je
imobilizat dobijen od pamuka tretiranog sa PEI i netretiranih ¢elija. Na vezivanje Celija za
nosa¢ nema uticaja ni jonska sila, ni pH sredine. Pokazano je da veza izmedu celija i nosaca
nije ni jonska ni kovalentna, ali tacna priroda nastalih veza ostala je nepoznata autorima

D’Souza et al. (48).
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Pokusavajuc¢i da nadu dobar, a u isto vreme i jeftin materijal za imobilizaciju ¢elija
kvasca ista grupa autora desetak godina kasnije napravila je sli¢an imobilizat na tkanini jute
tretiranoj sa PEI (49). KoriS¢ena koncentracija PEI za modifikaciju tkanine jute je bila 10x
veca (2%) od koncentracije PEI koriS¢ene za modifikaciju pamucne tkanine (0,2%). Do ove
optimalne koncentracije PEI za modifikaciju dosli su eksperimentalno, jer koris¢enjem duplo
manje koli¢ine PEI aktivnost imobilizata je bila manja od 50%. Na ovaj nacin uspeli su da
imobilizuju dvostruko veéu koli¢inu celija u poredenju sa imobilizatom na pamuku.
Postojanost imobilizata ispitivali su kontinualnim ispiranjem 0,1 M puferima razli¢itih pH
vrednosti (¢elije kvasca sa pamuka se ne desorbuju na pH vrednostima 3,6-8,0, a sa jute 3—
10), rastvorima razlicitih jonskih sila (¢elije kvasca sa pamuka se ne desorbuju 1M KCI, dok
su one imobilizovane na tkanini jute postojane u rastvorima NaCl do koncentracije od 0,5 M).
Prednost ovih imobilizata je §to se mogu koristiti u reaktorima razli¢itih oblika, ali kako
autori 1 sami kazu, nije sigurno da je imobilizat mehanicki dovoljno stabilan i da nema
mehanicke abrazije ¢elija tokom koris¢enja.

Kako su mehani¢ke osobine nosaca jedna od bitnijih karakteristika, celije kvasca
tretirane sa PEI su imobilizovane na staklu (50). Celije su na ovom nosa¢u imobilizovane na
njegovoj povrsini u tankom sloju, pa kod ovog imobilizata nema ni problema sa difuzijom
supstrata i proizvoda kao kod imobilizata u razli¢itim hidrogelovima. Celije kvasca na ovaj
nacin mogu biti imobilizovane na staklenoj vuni, staklenim kuglicama, kapilarama ili na
unutra$njosti ¢asa ili erlenmajera. Celije vezane za staklenu povrinu ne mogu se isprati
vodom, 1 M rastvorima soli, kao ni puferima pH vrednosti 3—10, ali se mehanickom
abrazijom tanak film ¢elija na staklu lako skida. Kako priroda veze u ovim imobilizatima nije
do kraja jasna autorima (50), u ovom slucaju se pretpostavlja da se radi o jonskim
interakcijama izmedu pozitivno naelektrisanih modifikovanih ¢elija kvasca sa PEI i negativno
naelektrisane povrsine stakla, ali i dodatne hidrofobne interakcije izmedu PEI i stakla mogu
imati znacajnu ulogu, s obzirom na to da se i na staklu tretiranom sa PEI vezuju netretirane
¢elije kvasca.

Enzimi sa niskom pl vrednoscu (invertaza) takode mogu da se imobilizuju za tkaninu
tretiranu sa PEIl. Veza izmedu enzima i nosaca je jonska, pa se enzim lako desorbuje
rastvorima NaCl koncentracije manje od 0,1 M, zbog ¢ega ovi imobilizati nemaju nikakvu
moguénost upotrebe.

Celije kvasca su osim na sintetickim i prirodnim materijalima organskog porekla
imobilizovane i na neorganskim materijalima. Plovucac aktiviran solima prelaznih metala, i
njegovi modifikati razliCitim organskim jedinjenjima su kori$¢eni kao nosaci za imobilizaciju
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mikroorganizama (51). Plovucac je kamen vulkanskog porekla, sastoji se od oko 67% SiO; i
15% AlyO3, male je gustine, odnosno lak i pluta na vodi. Za imobilizaciju ¢elija S. cerevisiae
koriéene su Cestice plovuéca veliine od oko 300 um sa povriinom od oko 5,7 m%/g.
Modifikovan plovuéac se dobija u reakciji soli prelaznih metala MCly sa SiOH grupama
plovuéca. Invertazna aktivnost i poluzivot ovih imobilizata bio je visok, a §to je valenca
metala veca poluzivot dobijenih imobilizata je bio veéi. Velika aktivnost imobilizata i najveéi
poluzivot imobilizata dobijeni su na karbonil derivatu titanom aktiviranog plovucca (17,7
dana) (52).

Celijski zid kvasca sastoji se izmedu ostalog i od polisaharida. Polisaharidi se mogu
modifikovati (oksidovati) perjodatom. Ova osobina je iskoriS¢ena i za imobilizaciju ¢elija
kvasca Saccharomyces cerevisiae na aminoetil-celulozi. Medutim, dobijeni imobilizat je bio
male aktivnosti (53).

Imobilizacija ¢elija kvasca bez koriS¢enja nosaca je prvi i poslednji put pomenuta
pocetkom 90-tih godina proslog veka. Imobilizat je dobijen medusobnim umrezavanjem
¢elija reaktivnim rastvornim polimerom (dobijenim od polietilenimina i glutaraldehida) i
glutaraldehidom (54). Dobijeni imobilizat nije bio uniformnog oblika i veli¢ine, pa mu se i

aktivnosti razlikuju (tabela 3):

Tabela 3. Raspodela velicina Cestica i enzimska aktivnost umrezenih ¢éelija kvasca

Velicina cCestice Maseni udeo Invertazna aktivnost
imobilizata (mm) (%) (U/g)
0,05-0,25 15,0 1140
0,25-0,32 20,3 920
0,32-0,50 21,4 750
0,50-0,71 19,8 660
0,71-1,25 17,6 580
1,25-2,00 59 330

Imajuéi u vidu invertaznu aktivnost ¢elija pre imobilizacije (20000-26000 U/g suve
mase kvasca koja sadrzi oko 27% (m/m) celija kvasca), dobijeni imobilizat je imao mali
prinos enzimske aktivnosti. Kako bi dobili imobilizat vece aktivnosti na isti nacin je
imobilizovan i ¢elijski zid istog komercijalnog soja kvasca S. cerevisiae. PoCetna invertazna
aktivnost izolovanog celijskog zida kvasca bila je 50-60% veca (28000-36000 U/g), ali je

dobijeni imobilizat bio neo¢ekivano nestabilan.

26



2.7  Uticaj reakcione sredine na aktivnost enzima

Svoje kataliticke osobine enzim pokazuje u karakteristiénim opsezima fizic¢kih (npr.
temperatura) i hemijskih (pH, prisustvo odredenih jona, inhibitora, stabilizatora) parametara
reakcione sredine. To su optimalni uslovi za enzim, odnosno uslovi pri kojima pokazuje
maksimalnu aktivnost, §to je od velikog znaCaja za njihovu industrijsku upotrebu. Pri
promeni ovih parametara sredine dolazi do promena i aktivnog centra enzima i Citave
proteinske strukture. Prakti¢no postoje dva tipa optimalnih uslova za enzimsku aktivnost:

e optimum stabilnosti — uti¢u na stabilnost enzima

e optimum aktivnosti — uti¢u na enzimsku aktivnost
Optimum_ stabilnosti enzima Cesto obuhvata Siri opseg vrednosti od optimuma njegove
aktivnosti. Pri industrijskoj upotrebi enzima oba pomenuta optimuma su vrlo vazna, jer su
opseg i vrednosti uslova za jedan i drugi optimum cesto razliCiti, pa je potrebno sa
ekonomskog stanovista doneti odluku o promeni uslova delovanja enzima u industrijskom

procesu.

Temperatura i pH vrednost su najznacajniji fiziko—hemijski parametri koji uticu na
enzimsku aktivnost. Uticaj pH vrednosti sredine je specifi¢niji od uticaja temperature. Na
primer dvostruki pikovi pH optimuma mogu da ukazu da se u preparatu nalazi sme$a enzima

sa sli¢nim katalitickim osobinama.
2.7.1 Michaelis—Menten-ova kinetika
Za industrijsku upotrebu enzima osnovni zahtev je maksimalni prinos proizvoda uz

minimalnu cenu, a time i vreme trajanja reakcije. Pra¢enjem konverzije supstrata u proizvod

tokom reakcije dobija se kriva prikazana na slici 9.
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Slika 9. Kriva tipi¢ne (idealne) enzimski katalizovane reakcije.

Kako reakcija proti¢e tokom vremena, pri konstantnoj koncentraciji enzima, koli¢ina
supstrata se smanjuje i postaje limitiraju¢i faktor brzine reakcije. Tangenta nacrtana na
reakcionoj krivi u vremenu ¢ daje trenutnu brzinu reakcije. Merenje pocetne brzine reakcije u
vremenu #p—¢; omogucava prikazivanje krive odnosa pocetne brzine enzimske reakcije i (u

funkciji) pocetne koncentracije supstrata (slika 10).

za S =Ky, V= Via/2;
za §= 10Ky, v=91%"V pnax

Pocetna brzina reakcije

0 1000 2000 3000 4000
Koncentracija supstrata

Slika 10. Zavisnost pocetne brzine reakcije od koncentracije supstrata
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Pri visokim koncentracijama supstrata pocetna brzina reakcije jednaka je maksimalnoj
brzini reakcije (Vmax) 1 postaje nezavisna od koncentracije supstrata. Michaelis—Menten-ova
konstanta (Ky) je karakteristika svakog enzima pri ta¢no definisanim uslovima (pH,
temperatura i dr.), nezavisna od koncentracije enzima. Ova konstanta je mera afiniteta enzima
za pojedinaéni supstrat (visoka vrednost znaci nizak afinitet i obrnuto). Za industrijsku
primenu enzima Ky je bitan podatak kako bi se odredila najbolja koncentracija supstrata za
postizanje brze konverzije. Za razliku od Ky, brzina enzimske reakcije, pa 1 Vimax, direktno
zavisi od koncentracije enzima, pri konstantnoj koncentraciji supstrata.

Imobilizacija enzima moze rezultirati promenom Ky i Vpax vrednosti. Osnovna
enzimska kinetika se moze upotrebiti i za imobilizovane enzime, mada je Cesto promenjena.
Cestice imobilizata (veli¢ine optimalne za kori$¢enje u reaktoru) imaju kinetiku koja je delom
definisana difuzionim ograni¢enjima, pa se molekuli koji se nalaze u unutraS$njosti Cestice
nalaze pod uslovima koji se razlikuju od onih kojima su izloZeni molekuli enzima na povrsini
Cestica imobilizata (slika 11). Ove lokalne razlike posledica su otezane difuzije supstrata u
proizvod, ali su uzrokovane i lokalnim promenama sredine koje moze da izazove nosac (na

primer, promena pH vrednosti).

Mikrookolina Makrookolina
(rastvor supstrata)

Slika 11. Imobilizovani biokatalizator i njegova mikrookolina

Mikrookolina imobilizata se sastoji od rastvora identicnog onome unutar ¢estice, ali je
pod vecim uticajem okolnog rastvora od unutrasnjeg dela Cestice. Molekul supstrata mora
difundovati prvo kroz sloj rastvora koji okruzuje Cesticu (eksterna difuzija) da bi stigao do
enzima koji se nalazi na povrsini Cestice i bio preveden do proizvoda (P), a da bi svi enzimi
bili “iskoriS¢eni” supstrat mora difundovati do unutrasnjosti Cestice imobilizata (interna
difuzija). Poroznost (¢) (2) Cestice je odnos izmedu zapremine rastvora u Cestici imobilizata i

ukupne zapremine reakcione smese. Vijugavost (t) (2) je prosec¢ni odnos duZine puta, kroz
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pore, izmedu bilo koje tacke unutar Cestice i njene apsolutne udaljenosti od povrsine (t>1).
Mikrookolina se sastoji od difuzionog sloja (~do 10 pum) i tanjeg razdvajajuceg sloja (~do 20

nm).

Sl [Sn]

Slika 12. Razlika u koncentraciji supstrata u Cestici imobilizata

Koncentracija supstrata na povrsini Cestice (radijusa R) je [Sg], dok je unutrasnja

koncentracija pri bilo kom manjem radijusu () manje vrednosti i oznacena sa [S,] (slika 12).

Difuzioni procesi utiCu na brzinu enzimom katalizovane reakcije. Ako je eksterni
prenos mase mali, protok rastvora oko Cestice imobilizata utice na brzinu reakcije. Ovaj
problem se moze prevazi¢i meSanjem spoljnog rastvora. Slican problem javlja se i kod
reaktora sa napakovanim slojem ako je protok kroz njega mali. U mikrookolini Cestice
imobilizata nalazi se tanak film kroz koji supstrat i proizvod difunduju. Razlika njihove
koncentracije u okolnom rastvoru i mikrookolini Cestice je pokretacka sila njihove difuzije i
veca razlika uslovljava brzu difuziju, a samim tim i vecu brzinu reakcije. Ukoliko se enzim
nalazi unutar Cestice imobilizata situacija je mnogo kompleksnija. Interna difuzija je najcesce
manja od eksterne i predstavlja ogranicavajuci faktor za brzinu reakcije. Visoka koncentracija
nativnog enzima u imobilizatu ne znac¢i da imobilizat ima i veliku aktivnost, $to je Cesto
posledica difuzionih ogranic¢enja. Molekuli enzima unutar Cestice obi¢no ostaju nedostupni
supstratu jer ga molekuli enzima iz spoljasnjih slojeva imobilizata prevode u proizvod brze
nego §to on difunduje do molekula enzima u sredistu Cestice.

Fizicko zarobljavanje ¢elija mikroorganizama u hidrogelovima je veoma popularna
tehnika imobilizacije. Neke od prednosti ovih imobilizata su niska cena, jednostavnost, blagi
uslovi imobilizacije koji najcesce ne uticu na vijabilnost ¢elija i njihovu enzimsku aktivnost.

Medutm, veliki nedostatak ovih imobilizata su loSe mehani¢ke osobine 1 mala enzimska
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aktivost, kao posledica otezanog tranfera mase kroz polimernu strukturu matriksa, odnosno
velika difuziona ogranicenja. Kako se imobilizati dobijeni na razliite nacine (razlicita
koli¢ina imobilizovanih C¢elija), koris¢eni u razliitim reakcionim uslovima (razli¢ita
koncentracija supstrata, oblik i veli¢ina imobilizata, reakciona temperatura, pH i sl.), ne mogu
medusobno porediti, na osnovu dosadasnjih publikacija ne moze se doneti generalni
zaklju¢ak o imobilizatima celija S. cerevisiae u hidrogelovima, osim da problem otezane
difuzije postoji svuda. Podaci o razlikama u difuziji supstrata i proizvoda reakcije hidrolize
saharoze postoje samo za Cetiri najceS¢e pominjana hidrogela napravljena posebno za ovaj
eksperiment (29). Gelovi su morali da budu jednakih oblika i veli¢ine (10% Zelatin umrezZen
1% formaldehidom, 2% Ca-alginat, 2% -karagenan i 2% agar). U tabeli 4 prikazane su

vrednosti difuzionog koeficijenta za glukozu (D,) u ovim hidrogelovima.

Tabela 4. Difuzioni koeficijenti glukoze u hidrogelovima (D)

najc¢esce koris¢enih za imobilizaciju celih ¢elija

Hidrogel Dy (cm’/s) D,/D,"
Zelatin 2,36x10° 0,35
Ca-alginat 3,55x10°° 0,53
k-karagenan 5,82x 10°¢ 0,86
Agar 6,35x10°° 0,94

* D,, — difuzioni koeficijent glukoze u vodi, 6,728x 10 cm?/s
Vrednosti difuzionih koeficijenata mereni su na 20°C

Imobilizacijom iste koliCine istog soja c¢elija kvasca S. cerevisiae u ovim
hidrogelovima, dobijeni su imobilizati iste veliine i1 oblika, ali razliCite enzimske aktivnosti.

U tabeli 5 prikazane su invertazne aktivnosti ovih imobilizata.

Tabela 5. Prinos aktivnosti imobilizovanih ¢elija kvasca u razli¢itim hidrogelovima

Aktivnost Prinos aktivnosti
Nosac L
(umolmin mg™) (%)
Zelatin 4,12 73
Ca-alginat 3,98 70
k-karagenan 4,42 76
Agar 4,74 84
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Veca aktivnost imobilizovanih ¢elija u zelatinu u poredenju sa Ca-alginatom nije u
skladu sa podacima o difuzionim koeficijentima iz tabele 4, ali se moZe objasniti postojanjem
velikog broja Supljina u polimeru Zelatina, pa time i ve¢om dodirnom povr§inom dostupnom
supstratu.

Velicina koeficijenta difuzije zavisi od koncentracije Ca-alginata, pa difuzioni
koeficijent saharoze za 1,2% gel iznosi 2,9-10"° m’s™ (55), a za 5% gel 4,05-10™"° m’s™ (56),
ali zavisi i1 od koli¢ine imobilizovanih ¢elija, pa za koncentraciju ¢elija od 8,5 do 12,5% (v/v)
u 1,5% Ca-alginatu koeficijent difuzije molekula saharoze iznosi (0,67-2,86) -10"° m’s™
(57).

Koncentracija supstrata oko molekula enzima zavisi od pozicije enzima u Cestici.
Brzina reakcije u malom delu Cestice moze se izraziti Michaelis—-Menten-ovom kinetikom.
ZapaZena brzina reakcije (v”’) imobilizovanog enzima predstavlja prosecnu vrednost brzina
reakcije u svim delovima Cestice imobilizata. Ukoliko nema otezane difuzije, izmerena brzina
reakcije bi¢e jednaka brzini reakcije slobodnog (neimobilizovanog) enzima (v’). Stepen

ogranienja transporta mase Cesto se izrazava faktorom efikasnosti () (2):

Faktor efikasnosti zavisi od karakteristika samog enzima, tehnike imobilizacije i
uslova pri kojima se izvodi enzimska reakcija. Menja se kroz Cesticu imobilizata, veéi je na
delu cCestice blizem povrsini, a manji u delu blize sredini. Obi¢no se smanjuje sa povecanjem
veli¢ine Cestica imobilizata, kao i sa povecanjem koncentracije enzima u njima. Na ovaj
nacin se 1 prepoznaje prisustvo interne difuzione smetnje kod imobilizata. Smanjenje ovih

difuzionih smetnji moze se postiéi:

— upotrebom malih molekula kao supstrata

— upotrebom velike koncentracije supstrata

— upotrebom niskih koncentracija enzima

— primenom malih vrlo poroznih ¢estica nosac¢a u kojima su pore velike, nisu vijugave i
medusobno su povezane

— vezivanjem enzima isklju¢ivo na povrSinu nosaca.
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Michaelis—Mentenova konstanta (Ky) merilo je afiniteta enzima za supstrat. Kako je
supstrat za invertazu saharoza, ova konstanta eksperimentalno se dobija merenjem pocetnih
brzina reakcije hidrolize rastvora saharoze razliCitih koncentracija. U literaturi se mogu naéi
razli¢iti podaci za ovu konstantu, zavisno od koriS¢enog raspona koncentracija rastvora
saharoze i drugih reakcionih uslova. U tabeli 6 prikazane su vrednosti kinetickih parametara

¢elija kvasca S. cerevisiae i njihovih imobilizata.

Tabela 6. Vrednosti kineti¢kih konstanti za slobodne i imobilizovane ¢éelije kvasca.

Km Vmax Reakcioni uslovi Referenca
Celije Imobilizat Celije Imobilizat

40 mM 40 mM / / [saharoza]=6—150 mM, 45°C 16
8 mM 8 mM / / [saharoza]=0,2-10% 22
65 mM 50-54 mM 0,3 U/ml 1,2-2,1 U/elektrodi 50°C 23
36,4 mM* 66,5 mM* 110 pmol/min [saharoza]=20-200 mM 30
10 mM 110-120 mM  0,0262 pmol/mg-min 1,85-1,87 umol/mg-min [saharoza]=10-1000 mM 32
1,8 % 1,9-3,0 % 19,5 umol/g-min 7,0-13,5 pmol/g-min [saharoza]= do 10% 37
10,6 mM"

37,5 mM° 16,6250 mM promenljivo pH 45
5,3 mM*

/ 0,837-1,517M / / [saharoza]=0,75-2 M 53
20 mM / / / [saharoza]=10-300 mM 54
24.5-252 mM 24,5-25,2 mM°® / / [saharoza]=10-300 mM 57
30 mM 50 mM 4,38 pmol/min 1,38 pmol/min [saharoza]=7-100 mM 58
23 mM 183 mM 590 pmol/mg-min 300 pmol/mg-min / 59

" mereno u koloni sa napakovanim slojem

® vijabilne ¢elije pH reakcione smese 10,0

¢ nevijabilne ¢elije pH reakcione smese 5,0

9 nevijabilne éelije pH reakcione smese 9,0

¢ autori nisu eksperimentalno dosli do ovog podatka

Razli¢ite vrednosti kinetiCkih parametara prikazane u tabeli 6 posledica su razli¢itih
reakcionih uslova, a najveci uticaj na dobijene vrednosti ima koriS¢eni opseg koncentracija
saharoze (na$i rezultati). U vecéini primera u literaturi javlja se inhibicija supstratom pri
koncentracijama saharoze ve¢im od 200 mM (18) ili ve¢im od 10% (23, 38), mada se mogu
naci i primeri da inhibicije supstratom nema cak ni pri koncentraciji saharoze od 1000 mM
(18, 33). Pokazano je takode da kineticki parametri Ky 1 Vimax zavise i od mnogih drugih
faktora kao Sto su: koncentracija Celija u imobilizatu, procentni udeo nosaca (gela) u
imobilizatu (38), veli¢ina Cestica imobilizata (Ky se smanjuje sa smanjenjem veli¢ine Cestica
imobilizata), nacin ¢uvanja imobilizata (54), pH vrednost reakcione smese (46). Najcesce se
merenje pocetne brzine reakcije eksperimentalno izvodi u Sarznom reaktoru, medutim postoje

primeri kori$¢enja kolone sa napakovanim slojem u ovim eksperimentima koji su pokazali da
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se vrednosti Michaelis—Menten-ove konstante (Ky;) dobijene na ova dva nacina razlikuju (31,
59), kao i da dobijena vrednost konstante u protocnom reaktoru zavisi od brzine protoka
supstrata kroz kolonu (sa povecanjem brzine protoka opada dobijena vrednost konstante Kyy)
(31, 59). Povetanje Ky 1 smanjenje Vpa vrednosti u imobilizatu u odnosu na
neimobilizovane ¢elije najéesée je posledica postojanja internih difuzionih smetnji (ukoliko
su cksterne otklonjene), a rede (obi¢no kod imobilizata dobijenih metodom kovalentne
imobilizacije) posledica strukturnih promena molekula enzima. Rastvorni enzim (invertaza)
izolovan iz cCelija kvasca S. cerevisiae ima Ky vrednost najées¢e oko 25 mM (61), Sto je
slicno nekim od rezultata dobijenim za cele ¢elije ovog kvasca. Sli¢no kao i u slucaju
poredenja slobodnih i imobilizovanih ¢elija, Ky vrednost rastvornog enzima manja je od
vrednosti dobijene za enzim u ¢eliji (7,4 mM i 15,4 mM), dok je Vmax manja kod enzima u

¢eliji (3,2 U/L) u odnosu na rastvoran enzim (2,6 U/mL) (62).
2.7.2 Uticaj pH vrednosti na aktivnost biokatalizatora

Promene pH vrednosti uti¢u na jonizaciju aminokiselina, pa tako i na aktivnost samog
enzima. Tipic¢an izgled krive koja opisuje uticaj pH na enzimsku aktivnost je kriva zvonastog

oblika (simetri¢na ili asimetricna sa obe strane pH optimuma), slika 13.

pH optimum

Aktivnost enzima

pH vrednost

Slika 13. Zavisnost enzimske aktivnosti od pH vrednosti sredine

Enzimi su katalizatori hemijskih reakcija i ne mogu da uticu na njenu termodinamicku
ravnotezu, ve¢ samo povecavaju brzinu reakcije, tj. brzinu uspostavljanja ravnoteze. Enzimi

koji katalizuju reakcije koje nemaju veliku promenu ukupne slobodne energije (AG®°) mogu
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da katalizuju reakciju u oba smera. Promena pH vrednosti u ovom slucaju moze odredivati i
smer reakcije (glukozoizomeraza).

pH stabilnost enzima izmerena za duzi vremenski period moze dati relevantnije
podatke o uticaju ovog parametra na tok enzimske reakcije i informacije o izboru enzima za
odreden industrijski proces. Pri tome se ne sme zaboraviti istovremeni uticaj temperature i
koncentracije supstrata. Takode se ne sme zanemariti da se mnoge reakcije ne odvijaju pri
konstantnom pH (menja se tokom reakcije), §to treba kontrolisati upotrebom pufera ili
regulisanjem pH vrednosti reakcione smese — titrovanjem.

pH vrednost mikrookoline imobilizovanih biokatalizatora moze se razlikovati od pH
vrednosti okolnog rastvora, pa se kod imobilizata moze opaziti prividna promena pH
optimuma imobilizovanog u odnosu na slobodan enzim.

pH optimum invertaze izolovane iz kvasca S. cerevisiae je 4,6£0,1 (61, 63). Sli¢na je
vrednost pH optimuma i za invertaznu akivnost celih ¢elija, uz nesto veéi opseg vrednosti,
4,00-4,85 (17, 23, 33, 59). U literaturi se mogu naci i neki izuzeci, kao $to je pH optimum u
rasponu pH vrednosti 4,5-6,5 (48) ili na pH vrednosti 10,0 (46).

Tabela 7. pH optimumi slobodnih i imobilizovanih ¢elija

kvasca S. cerevisiae

pH optimum

. Referenca
Celije Imobilizat
4,75 4,5 16
4,0 3,5-5,0 22
4,6 7,2 32
10,0 4,0-9,0" 45
4,5-6,5 4,5-5,5 47
4,5 4,5 49
/ 4,6 63
4,85 4,65 58

" Svaki imobilizat je imao 2—3 pH optimuma

U tabeli 7 se moze videti da se pH optimum imobilizovanih ¢elija najces¢e vrlo malo

razlikuje od pH optimuma neimobilizovanih celija.
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2.7.3 Uticaj temperature na aktivnost biokatalizatora

Uticaj temperature na brzinu reakcije i ukupni prinos proizvoda enzimske reakcije
zavisi od mnogih faktora, kao $to su: stabilnost enzima, stabilnost supstrata, raspolozivost
supstrata (rastvorljivost u reakcionoj smesi), afinitet enzima prema supstratu (prisustvo
aktivatora i inhibitora, Ky), nastajanje nusproizvoda, brzina raspada kompleksa enzim—
supstrat, energija aktivacije i drugih. Temperaturna stabilnost enzima u laboratorijskim, a
naroc¢ito industrijskim uslovima se razlikuje od njihove stabilnosti u prirodnim uslovima, tj.
¢elijama, gde najcesce zavisi od Zivotnog veka ¢elije. Na temperaturnu stabilnost i aktivnost

enzima u industrijskim uslovima osim temperature uticaj imaju i drugi faktori.

Feakelona
100 |- I temperatara *C

Konverzya (%)

i |
1oty 1, Ty
Wreme trajatia reakciie

Slika 14. Uticaj temperature na tok hemijske reakcije

Na slici 14 prikazan je vremenski tok jedne enzimski katalizovane reakcije, na
razli¢itim temperaturama. U vremenu #—#; je prava pocetna brzina reakcije i povecava se sa
porastom temperature. f,—#; koli¢ina transformisanog supstrata po jedinici vremena u bilo
kojem kona¢nom periodu vremena postepeno opada. Odavde se moze zakljuciti da
temperaturni optimum nije konstantan i zavisi od vremena trajanja reakcije. Povecéanje
temperature utice na enzim na dva nacina: povecava kataliticku aktivnost u #—¢; i inaktivira
enzim, odnosno termolabilnu proteinsku strukturu. Kada kriva postane paralelna y-osi na slici
14 enzim je izgubio aktivnost, a vreme #—fp je vreme inaktivacije enzima (pri poznatim
uslovima reakcije).

Temperaturni optimum rastvorne invertaze izolovane iz ¢elija kvasca S. cerevisiae i

invertazne aktivnosti celih ¢elija imaju istu vrednost, 55-60°C (23, 24, 33, 37, 49, 61, 63—
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65). Pri imobilizaciji celih celija kao i iz njih izolovanog enzima ne dolazi do promene
temperaturnog optimuma, ili su promene male (temperaturni optimum se nalazi na
temperaturi viSoj za 5-10°C) (23, 24, 33, 37, 49, 61, 63-65).

Imobilizovani biokatalizatori su imobilizacijom delimi¢no stabilizovani, pa je uticaj
temperature na njihovu aktivnost manji u odnosu na pH optimum koji kod imobilizata ima
Cesto $iri opseg u poredenju sa neimobilizovanim biokatalizatorom.

Povecanje kataliticke aktivnosti enzima sa poveéanjem temperature predstavlja u
stvari smanjenje aktivacione energije reakcije. Aktivaciona energija enzimom katalizovane

reakcije moze se izracunati iz Arrhenius-ove jednacine:

k — konstanta brzine reakcije
A — Arenijusova konstanta
a
Ink = InA — RT E, — energija aktivacije

R —univerzalna gasna konstanta
T — temperatura

ova jednac¢ina modifikovana za enzime je (66):

LT logé

E,=19,1- .
¢ T,—T Ay

T1, T, — temperatura na kojoj je merena enzimska aktivnost

Ay, Ay — enzimska aktivnost na temperaturama T i T,

Podatak o energiji aktivacije invertaze, kao i ¢elija kvasca podatak je o kome govori
samo mali broj autora. U literaturi se moze naci vrednost energije aktivacije slobodnih ¢elija
od 8,7 kcal/mol (36,42 kJ/mol) (59). Ova vrednost je slicna vrednosti energije aktivacije
rastvornog enzima (67), kao i energiji aktivacije ¢elija kvasca publikovane u literaturi 36,2
kJ/mol (54). Energije aktivacije imobilizovanih ¢elija i rastvornog enzima obi¢no su manje u
odnosu na neimobilizovane (18, 59, 67). U poredenju sa rastvornim i enzimom u ¢eliji, kao i
u slucaju vrednosti kinetickih konstanti i pH optimuma, enzim u ¢éeliji se ponasa kao
imobilizovani enzim, pa je energija aktivacije rastvornog enzima veca od energije aktivacije

istog enzima u Celiji (59, 68).
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2.7.4 Stabilnost biokatalizatora

Brzina temperaturne inaktivacije enzima je za industrijsku primenu jedna od

najbitinijih karakteristika svakog enizma. Obi¢no se ovaj podatak prikazuje na dva nacina:
e preostala (zadrzana) enzimska aktivnost u funkciji vremena za razlicite temperature
(slika 15). Tesko se uporeduju ovako prikazani podaci za stabilnost i podaci o

aktivnosti enzima na razliitim temperaturama (69).

Temperatara
irdoubiranja
*C

50

55

Zadrzana aklivnost (%)

" Vreme indbacije (xin)

Slika 15. Kriva stabilnosti enzima izrazena u obliku preostale
enzimske aktivnosti u funkciji vremena pri razlicitim

temperaturama (69).

e merenje stabilnosti enzima merenjem preostale enzimske aktivnosti prema (u funkciji)
temperaturi u odredenom vremenu (#, na slici 15) (slika 16). Povoljnije je za
poredenje kriva aktivnosti i stabilnosti (uz poznate reakcione uslove i imajué¢i u vidu
prisustvo, odnosno odsustvo supstrata) i donoSenje zaklju¢aka vaznih za njegovu

industrijsku primenu (69).
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Slika 16. Zavisnost enzimske aktivnosti (-®-) i stabilnosti (-m-) od temperature.

Kao $to je prethodno naglaSeno, ¢elije kvasca S. cerevisiae u poredenju sa rastvornom
invertazom se ponasSaju kao imobilizovani enzim, pa je njihova temperaturna stabilnost veca
u odnosu na ¢ist enzim (23, 64). Temperaturna stabilnost invertaze u imobilizatima celih
¢elija kvasca, kao i kod vecine imobilizata, veca je od temperaturne stabilnosti slobodnih
¢elija (18, 23, 37, 49, 64). Razlika u stabilnosti imobilizata i slobodnih ¢elija narocito je
izrazena na temperaturama ve¢im od 50°C.

Cesto se stabilnost enzima izrazava i kao poluZivot enzima (t), $to predstavlja vreme
za koje aktivnost enzima pada na 50% pocetne aktivnosti. Ovaj podatak je vrlo vazan za
primenu enzima u kontinualnim reaktorima, a naroCito imobilizovanih enzima. Sa
povecanjem temperature povecava se brzina reakcije (pa samim tim i enzimska aktivnost), ali
povecava se i brzina inaktivacije enzima. Konstanta inaktivacije enzima (K) je jo$ jedan bitan
parametar koji opisuje njegovu stabilnost, a dobija se kao i ti» iz podataka dobijenih u
eksperimentu ispitivanja enzimske stabilnosti. Iz jednacine se dobija brojna vrednost ove

konstante karakteristi¢na za svaki enzim i temperaturu:

[A]=[A] - "

k — konstanta inaktivacije (min™)
Ao — pocetna aktivnost enzima (U/mg)

A — aktivnost enzima nakon vremena t (U/mg)
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Stabilnost enzima pri skladiStenju je jo$ jedna osobina enzima veoma vazna za
njihovu industrijsku upotrebu, a narocito kada su u pitanju imobilizovani enzimi. Enzimi
koji se koriste u industriji moraju imati deklarisanu aktivnost i nacin Cuvanja, kao i rok
upotrebe. U toku ovog perioda pod propisanim uslovima ¢uvanja enzimi zadrzavaju veci
deo ili potpunu aktivnost. Enzimi su najstabilniji u kristalnom ili praskastom obliku (69). Na

slici 17 prikazana je stabilnost skladiStenja istog enzima u razli¢itim uslovima.

100} - — &
N
l.n ‘\‘-‘-‘-‘-\-_"-.
= B0 i T
g ™ —1
g
Z aof- e
& .
L4
_§ 404 A
204-
G
1 1 1 ! _
3 & g 12

Vreme (tmesec)

Slika 17. Stabilnost tipi¢énog komercijalnog enzima pri skladiStenju
tokom 12 meseci. a) liofilizovan enzim na 5°C, b) liofilizovan
enzim na 25°C, ¢) liofilizovan enzim rastvoren u puferu na pH

optimalnom za dati enzim na 25°C (69).

Stabilnost imobilizata ¢elija kvasca retko je izraZzena preko konstante denaturacije
(17, 54), poluzivota imobilizata (17, 54) ili stabilnosti pri skladiStenju (24, 37), Sto bi bilo
lakSe za medusobno poredenje razli¢itih imobilizata. Autori se obicno odlucuju za
najpovoljniji nacin izrazavanja stabilnosti svojih imobilizata. Pri opisu stabilnosti ¢celija
kvasca neophodno je naglasiti uslove u kojima je imobilizat inkubiran ili skladisten.
Pokazano je da je stabilnost enzima daleko veca u prisustvu saharoze nego bez prisutnog

supstrata (64), kao i da zavisi i od pH vrednosti sredine (46).
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2.7.5 Uticaj inhibitora na aktivnost biokatalizatora

Osim fizickih faktora koji uticu nespecificno na proteinsku strukturu enzima, a time i
na njihovu aktivnost, hemijske supstancije utiCu na enzimsku aktivnost precizno i
specifi¢no. Ove supstancije ¢esto imaju uticaj na enzim i u vrlo malim koncentracijama, §to
je Cest razlog neodgovarajucoj enzimskoj aktivnosti pri upotrebi u realnim industrijskim
uslovima (kada supstrat nije Cista supstanca rastvorena u puferu).

Specificne supstancije koje u malim koli¢inama smanjuju brzinu enzimom
katalizovane reakcije zovu se inhibitori. Oni selektivno uticu samo na ogranicen broj mesta
na enzimu, bez znacajne promene njegove trodimenzionalne strukture.

Kao svi ostali enzimi i enzimska aktivnost invertaze smanjena je u prisustvu nekih
supstancija. Osim ranije pomenute saharoze, neki od naj¢e$¢e pominjanih su joni teSkih
metala (npr. Hg*"), anilin (70, 71), metanol (72) i urea (73). Najzanimljiviji jon kao inhibitor
invertazne aktivnosti je Hg”" jon, pre svega zato §to Gesto moZe biti prisutan u uzorku, u
njegovoj industrijskoj upotrebi, pa je podatak o stepenu inhibicije veoma znacajan. Prvi
radovi koji opisuju zivu kao inhibitor invertaze datiraju jo§ od sredine proslog veka (74). Na
molekulskom nivou inhibicija enzima Zivom zasniva se na kovalentnom vezivanju Hg2+
jona sa —SH aminokiselinskom grupom na proteinu (68). Inhibicija invertaze zivom veoma
zavisi 1 od pH sredine (75). Uticaj razlicitih inhibitora na enzim nam moze posluziti za

karakterizaciju i poredenje osobina istih enzima.

2.8  Hemijska modifikacija biokatalizatora

Stabilnost enzima je razli¢ita i zavisi, kako od prirode enzima, odnosno njegove
mogucénosti da ocuva svoju aktivnu konformaciju, tako i od njegove okoline. Jedna od

metoda povecanja stabilnosti enzima je njihova hemijska modifikacija.

U literaturi je poznato da se hemijska modifikacija proteina koristi za:
e stabilizaciju tercijarne i kvaternerne strukture proteina;
o detektovanje i identifikaciju nepoznatih proteinskih interakcija;
e vezivanje proteina za antitela ili druge Ciste proteine;
e imobilizaciju antitela ili drugih proteina u svrhu analize ili afinitetnog preciS¢avanja i

e vezivanje peptida na vece proteine “nosace” radi lakSeg rukovanja ili Cuvanja.
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Hemijski modifikatori su hemijska jedinjenja kojima se modifikuju, odnosno menjaju
pojedine funkcionalne grupe na proteinu. Podeljeni su u grupe po svojoj reaktivnosti
(specificnosti za odredene funkcionalne grupe) i drugim hemijskim osobinama koje

odreduju njihovu upotrebu, kao $to su:

hemijska specificnost; da li je reaktant homobifunkcionalan ili heterobifunkcionalan;

e duZina spejsera, podrazumeva i mogucnost ili nemoguénost njegovog hemijskog
cepanja;

e rastvorljivost u vodi i ¢elijska permeabilnost, da li reagens moze da prodre u ¢eliju ili
poveze hidrofobne proteine unutar membrane i

e spontano reaktivne ili foto-reaktivne grupe, da li ¢e rakcija poceti odmah nakon dodatka

reagensa ili je potrebna dodatna aktivacija hemijskim inicijatorima reakcije ili

ozracivanjem.

Funkcionalne grupe koje se naj¢es¢e hemijski modifikuju na proteinima su:
e primarna amino grupa (—NH)
e karboksilna grupa (—-COOH)
o karbonilna grupa (—-CHO)
o sulfhidrilna grupa (—SH)

Razna hemijska jedinjenja se mogu koristiti za modifikaciju proteina. U tabeli 8 dat
je prikaz najceS¢e koriS¢enih funkcionalnih grupa u hemijskoj modifikaciji proteina i

odgovarajuéa jedinjenja za njihovu hemijsku modifikaciju.

Tabela 8. Funkcionalne grupe proteina pogodne za hemijsku modifikaciju i odgovarajuéi

hemijski modifikatori

Funkcionalna grupa na proteinu Modifikator

Karboksilna Karbodiimid

) N-hidroksisukcinimidni estar, imido estar,
Amino ) ) o

pentafluorofenil estar, hidroksimetil-fosfin

Sulfhidrilna Maleimid, haloacetil, piridildisulfid, vinil-sulfon
Karbonilna Hidrazin
Hidroksilna Izocijanat
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U praksi se za hemijsku modifikaciju enzima koriste bifunkcionalni ili
multifunkcionalni reagensi, koji reaguju sa slobodnim (reaktivnim) funkcionalnim grupama
proteina. Modifikacijom i medusobnim umreZavanjem molekula enzima dobijaju se
stabilizovani  biokatalizatori (76). Stabilizacija enzima je posledica stvaranja
medumolekulskih veza, smanjene fleksibilnosti molekula i manje moguénosti naruSavanja

nativne strukture (77).

2.8.1 Hemijske modifikacije invertaze

Najpogodnije grupe za hemijske modifikacije proteina su amino-grupe. Za ovu vrstu
Pri umrezavanju, enzimima se smanjuje konformaciona pokretljivost, pa time
postaju otporniji na $tetne promene sredine, koja vremenom uti¢e na smanjenje njihove
aktivnosti. Aktivna konformacija enzima je stabilizovana, a broj reaktivnih grupa je nakon
modifikacije smanjen. Prikazane su hemijske reakcije izmedu amino grupe proteina i

bifunkcionalnog aldehida (A) i imidoestra (B):

Protein — NH, + OHC — (CH,),— CHO — Protein—N— CH —(CH,),— CHO (A)
NH NH
s ) - 7
pR—c? +  Protein —NH, —i2 . p_c? + CHOH
N OCH, NN —Protein (B)
|
H

Invertaza u svom aktivnom centru nema aminokiseline sa amino-grupama (78, 79),
pa modifikacija amino-grupe ne utice na promene na aktivhom mestu. Pokazano je da
rastvorna invertaza nakon modifikovanja dimetil-suberimidatom ima bolju pH stabilnost od
nemodifikovane invertaze (80). Kako je invertaza glikoprotein, ¢ijih 50% mase (kada se radi
s rastvornom invertazom) ¢ine Seceri (7), ovaj enzim se moze modifikovati i preko Secernog
dela. Ova modifikacija u kiselim uslovima, teorijski ne smanjuje stabilnost enzima, ukoliko
ne dovodi do njegove aglomeracije. Stoga je perjodat jedan od najéeS¢e koris¢enih
modifikatora Secernih ostataka (81). Nastale aldehidne grupe se moraju ,,ugasiti” dodatnim
tretmanom, da bi se sprecilo dalje medusobno umrezavanje molekula enzima. Na slici 18
prikazana je reakcija cepanja C—C veze Secernog dela glikoproteina reakcijom sa

perjodatom.
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Slika 18. Reakcija Se¢ernog dela glikoproteina i perjodata

Prodanovi¢ et al. (82) su perjodatno oksidovali rastvornu invertazu u cilju njene
imobilizacije adsorpcijom na sepiolitu. Ovako dobijen imobilizat uporeden je sa
imobilizatom hemijski nemodifikovanog enzima dobijenog na isti nacin i pokazao je bolje
karakteristike. Imobilizat je bio postojaniji, bolje temperaturne stabilnosti i odlicne
produktivnosti.

U literaturi su malobrojni primeri modifikacije celija kvasca. Ciljevi njihove
modifikacije bili su da se omogué¢i njihova imobilizacija. Hemijski reagensi najcesce
kori$¢eni u ovu svrhu su glutaraldehid (18, 31, 32, 47, 54) i formaldehid (30-32). S obzirom
na to da cilj ovih modifikacija nije bio stabilizacija enzima, nema podataka da li je
modifikacijom ona promenjena. Celije kvasca povrinski prevuéene ferofluidom, a zatim
imobilizovane u alginatu pokazale su loSu invertaznu aktivnost, pa kao takve dalje nisu ni
karakterisane (42). Kako ¢elijski zid kvasca sadrzi veliku koli¢inu razlicitih polisaharida,
ova njegova osobina iskori§¢ena je za njegovu modifikaciju reakcijom sa perjodatnim
anjonom. Ovako modifikovane celije imale su oko 27% vecu invertaznu aktivnost u
poredenju sa nemodifikovanim ¢elijama (53), $to autori objasnjavaju boljom pristupa¢nos$éu
enzima (lociranom u ¢elijskom zidu) supstratu. lako je cilj ove modifikacije bio dobijanje
imobilizata, promena enzimske stabilnosti uzrokovana hemijskom modifikacijom nije

opisana.
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2.9  Enzimski reaktori

Enzimski reaktor (ili reaktor za katalizu) je sud u kome se odvija reakcija
katalizovana slobodnim (rastvornim) ili imobilizovanim enzimima (celim celijama) pri
tacno definisanim i regulisanim uslovima. Uloga reaktora je da u procesu osigura odvijanje
konverzije reaktanta u specifi¢ni proizvod u datom vremenu, uz minimalnu cenu. Enzimski
reaktori se razlikuju od hemijskih reaktora jer se reakcija izvodi pri niskom pritisku i
temperaturi, a od fermentora jer nema produkcije biomase (77).

Reaktori se po razli¢itim kriterijumima dele na:

e Homogene i heterogene u zavisnosti od sadrzaja reaktora. Homogeni reaktori sadrze
samo jednu fazu, a heterogeni viSe od jedne faze. Obi¢no su reaktori za biokatalizu
heterogeni, sa te¢nim rastvorom supstrata i ¢vrstim imobilizovanim biokatalizatorom.

o Sarzne i kontinualne u zavisnosti od na¢ina izvodenja procesa.

e Otvorene i zatvorene, zavisno od toga da li se katalizator zadrzava u reaktoru ili izlazi
sa strujom reakcione smese.

e Reaktore sa mesalicom u kojima su sastav reakcione smese i uslovi procesa u svakom
delu reaktora jednaki i reaktore bez mesalice u kojima se tecni deo krece kroz reaktor,
bez povratnog mesanja sa tecnos¢u koja se uvodi na vrh reaktora.

U Sarznom reaktoru sa meSanjem, sastav reaktanata menja se sa vremenom trajanja
reakcije, ali je jednak u celoj zapremini reaktora. Medutim, u reaktoru sa protokom, sastav
reaktanata se menja duz visine reaktora, ali je stepen konverzije proizvoda konstantan u
svakoj pojedina¢noj tacki duz kolone (odnosno, zavisi od predenog puta supstrata kroz
kolonu, pod pretpostavkom da je enzimska aktivnost konstantna), Sto znaci da ¢e se reakcija
najbrze odvijati na ulaznom kraju reaktora, a najsporije na izlaznom, zbog smanjenja

koncentracije supstrata, kako reaktanti prolaze kroz reaktor.
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2.9.1 Tipovi enzimskih reaktora

Najcesce koris¢eni tipovi enzimskih reaktora predstavljeni su na slici 19.

Slika 19. Tipovi enzimskih reaktora

a) Sarzni (“batch”) reaktor sa mehanickim mesanjem (STR), sadrzi enzim i supstrat,
reakcija traje dok se konverzija ne zavrsi.

b) Sarzni membranski reaktor (MR), enzim se nalazi unutar polupropustljive membrane;
reaktor se moze koristiti i kao polukontinualni, kori§¢enjem istog rastvora enzima za
nekoliko Sarznih ciklusa.

¢) Reaktor sa napakovanim slojem (PBR), sadrzi u koloni napakovan sloj imobilizovanih
Cestica enzima.

d) Kontinualni sarzni reaktor sa mehanickim mesanjem (CSTR), verzija reaktora a sa
kontinualnim protokom.

e) Kontinualni membranski reaktor (CMR), verzija reaktora b sa kontinualnim protokom.

f) Fluidizovani reaktor (FBR), protok gasa ili supstrata odrzavaju Cestice imobilizata u

fluidnom stanju.

Svi reaktori (slika 19) mogu imati dodatu cev za grejanje ili hladenje reakcione
smesSe (unutras$nja kod reaktora a i d, ili spoljna obloga kod reaktora b, c, e i f). Osim toga,
reaktori sa meSanjem mogu imati i dodatne pregrade kako bi se povecala efikasnost mesanja

(kod reaktora a, b, d i e) ili smanjila (kod reaktora f). Kod kontinualnih reaktora (c—f) moze



biti dodata i petlja za recirkulaciju, pa se deo reakcione smese koja je ve¢ prosla kroz kolonu
mesSanjem sa rastvorom supstrata ponovo uvodi u kolonu. Svi reaktori mogu biti koriséeni
za rad sa imobilizovanim biokatalizatorima, a reaktori a, b i e (i reaktori d i f ako se na
izlazu iz kolone proizvod propusti kroz polupropustljivu membranu) mogu Kkoristiti
imobilizovan biokatalizator unutar membrane.

Izbor pravog tipa reaktora, isto kao i njegovo projektovanje i rad su vrlo vazni za
uspe$nu primenu biokatalizatora u industriji. Mnogi faktori utiCu na pravilnu primenu
reaktora. Tu su ukljuceni kontrola pH vrednosti i temperature, potrebe za dovodenjem ili
uklanjanjem gasovitih reaktanata, prisutnost pozeljnih ili nepozeljnih Cvrstih Cestica u
ulaznoj te¢nosti, hemijska i bioloska stabilnost supstrata i proizvoda, frekvencija izmene
biokatalizatora, inhibicija supstratom ili proizvodom, veliina reaktora, pa i tip i nacin
upotrebe proizvoda.

Za proizvodnju invertnog Secera koris¢enjem imobilizovanih biokatalizatora mogu
se koristiti kako Sarzni, tako i kontinualni enzimski reaktori. Neophodno je da reaktor ima
mogucnost kontrole temperature reakcije, jer je proces proizvodnje invertnog Secera
efikasniji na temperaturama nesSto ve¢im od sobne temperature. KoriS¢enje reaktora sa
petljom za recirkulaciju korisna je u ovom procesu jer se meSanjem rastvora delimi¢no
invertovane saharoze i rastvora saharoze uklanja bilo kakva moguénost kristalizacije

koncentrovanog rastvora supstrata.

2.9.2 Karakteristike enzimskih reaktora

Karakteristike reaktora se mere pomocu aktivnosti, stabilnosti i selektivnosti, zatim
prinosa dobijenih proizvoda i stepena konverzije supstrata u proizvod.

Aktivnost je obi¢no izraZena u kg proizvoda po m® zapremine reaktora i vremenu
trajanja procesa. Ova aktivnost zavisi od koncentracije i aktivnosti imobilizovanog
biokatalizatora i odredena je enzimskom aktivnoS¢u neimobilizovanog biokatalizatora,
koli¢inom biokatalizatora vezanog na nosac i delom aktivnosti nakon imobilizacije.

Stabilnost biokatalizatora se obi¢no izrazava kao vrednost poluzivota tj. vremenom
potrebnim da aktivnost reaktora opadne na polovinu od pocetne vrednosti. Naravno traze se
imobilizovani biokatalizatori koji su najstabilniji, a da pri tome imaju visoku aktivnost.

Selektivnost biokatalizatora se definiSe kao odnos izmedu koli¢ine Zeljenog
proizvoda i ukupne koli¢ine nastalih proizvoda. Pozeljno je da su reakcije visokoselektivne,

zbog efikasnije potro$nje supstrata i postizanja visokog prinosa zeljenog proizvoda, posebno
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ako se moze odrzavati visoki stepen konverzije supstrata u proizvod. Veca selektivnost

reaktora osigurava lakSe izolovanje i preciS¢avanje proizvoda.

2.9.3 Kinetika idealnog enzimskog reaktora

Kinetika enzimskih reaktora se izvodi iz izraza kinetike enzimske reakcije za
imobilizovane biokatalizatore, uzimaju¢i u obzir brzinu protoka supstrata kroz reaktor,
stepen konverzije supstrata u proizvod, opseg meSanja rastvora u reaktoru i uticaj inhibitora.
Ukupni efekat ovih parametara je da uticu na veli¢inu reaktora ili koncentraciju enzima
potrebnu za postizanje odredene produktivnosti.

Za neinhibiranu ireverzibilnu reakciju uz primenu jednog enzima u reaktoru, pri
izotermnim uslovima, jednacine koje opisuju osobine tri osnovna tipa reaktora: Sarzni, cevni

(sa kontinualnim protokom) i kontinualni sa meSanjem, prikazane su u tabeli 9.

Tabela 9. Shematski prikaz osnovnih modela reaktora

Jednacina koja opisuje karakteristike

Tip reaktora Shematski prikaz ttota"
reaktota
Sarzni reaktor sa T XS —KyxIn(1-X) = keatE X1
mesSanjem DL %4
S5—5,

Cevni reaktor sa catE 3 ketE X1

k
kontinualnim .LSP_.[:Q_SX,_ XS —KyxIn(1-X) = . 7

protokom
Sarzni reaktor sa =L - T 2 - X keatE  KegtE X1
kontinualnim XS — Ky XIn %= p — 7
protokom Ja

* Jednacine vaze za enzim koji reaguje sa jednim molekulom supstrata i bez inhibicije.
X — deo supstrata prevedenog u proizvod (< 1)

E —ukupna enzimska aktivnost u reaktoru (mol)

S'18x — pocetna i krajnja koncentracija supstrata (mol/L)

g — brzina protoka supstrata u reaktoru (L/min)

t — vreme trajanja procesa (min)

K, — Michaelis — Mentenova konstanta (mol/L)

k.o konstanta brzine raspada ES kompleksa u proizvod (min™)

r — prose¢no vreme zadrzavanja rastvora supstrata u reaktoru (min)

V — radna zapremina reaktora (L)
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Izbor enzimskog reaktora zavisi od faktora kao $to su: mehanicke osobine i priroda
imobilizata, osobine enzimske reakcije (inhibicija supstratom ili proizvodom) kao i samog
supstrata, ali jedan od najvaznijih je potreba za odrzavanjem konstantne produktivnosti

reaktora.

2.9.4 Enzimski reaktori za proizvodnju invertnog Secera

U literaturi su opisani brojni na¢ini imobilizacije ¢elija kvasca S. cerevisiae. Cesto,
koris¢enje celija kvasca kao biokatalizatora u ovim metodama imobilizacije nema za cilj
industrijsku ili bilo kakvu drugu upotrebu dobijenih imobilizata, ve¢ je najé¢esée samo model
sistem u ispitivanju tehnike imobilizacije, njene moguénosti primene na cele celije
mikroorganizama ili promena enzimskih karakteristika u njihovoj interakciji sa kori§¢enim
nosa¢em. Osim toga, vrlo Cesto je dobijeni imobilizat bio neadekvatan za upotrebu u
proizvodnji invertog Secera, zbog losih mehanickih osobina dobijenog biokatalizatora, male
enzimske aktivnosti dobijenih imobilizata ili visoke cene dobijenog biokatalizatora.

Kako svaka grupa autora pri karakterizaciji svojih imobilizata koristi razlicite
reaktore, najpogodnije ili dostupne, uporedivanje biokatalizatora opisanih u razli¢itim
reaktorima nije mogucée. NajceS¢e opisivani reaktori za produkciju invertnog Secera su
Sarzni reaktor (23, 41, 45, 48, 49, 50, 54, 64) i reaktor sa napakovanim slojem (kolona) (49,
51, 64, 83-86), rede kontinualni Sarzni reaktor (30, 31, 37).

Pri testiranju produkcije imobilizata i njihove operativne stabilnosti (stabilnost
enzimske aktivnosti u uslovima rada biokatalizatora) u Sarznom reaktoru istrazivacke grupe
koje se bave ovom oblas¢u koriste razlicit broj ponavljajucih ciklusa. Neki od imobilizata su
testirani u do 10 ponavljajucih ciklusa (23, 41). Rezultati dobijeni na ovaj nain (nema pada
enzimske aktivnosti) ne daju realni rezultat operativne stabilnosti imobilizata i kao takvi
potpuno su neupotrebljivi. U literaturi su naj¢eS¢i primeri gde je operativna stabilnost
imobilizovane invertaze testirana u vise (10-30) ponavljajucih ciklusa (37, 45, 48-50, 64).
Ovaj broj ponovljenih ciklusa za karakterizaciju nekih od imobilizata je bio dovoljan jer je
primeéen pad aktivnosti iz koga se moze izraCunati poluzivot imobilizata (pri datim
eksperimentalnim uslovima), koji je jedan od najznacajnijih podataka o stabilnosti
dobijenog imobilizovanog biokatalizatora. Medutim, operativna stabilnost biokatalizatora
testirana u 100 i viSe ponavljaju¢ih Sarznih ciklusa je eksperiment koji daje podatke

znacajne za eventualnu primenu biokatalizatora u industriji (54).
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Temperature na kojima su ispitivane operativne stabilnosti imobilizata su takode
razli¢ite, od sobne temperature (25°C) (45, 48-50, 64) do 75°C (54), a pokazano je i da
temperatura ima veliki uticaj na operativnu stabilnost imobilizovane invertaze (87).

Koncentracije rastvora saharoze su takode veoma razliite, najceSCe autori se
opredeljuju za nisko koncentrovane rastvore saharoze, od 10-20% (23, 37, 41, 45, 49, 50)
jer je sa njima lakSe raditi (manje su viskozni), a enzimi pokazuju vecu aktivnost jer nema
difuzionih smetnji kao kod koncentrovanih viskoznih rastvora i inhibicije enzima
proizvodom. Retko su imobilizovane celije kvasca testirane u reaktorima koriS¢enjem
rastvora saharoze visoke koncentracije do 66% (m/m) (54, 64). Eksperimentalni uslovi su
odabrani tako da su rezultati svih gore pomenutih imobilizata potpuno ili skoro potpuno
oCuvanje enzimske aktivnosti, $to je potpuno neprihvatljiv rezultat sa industrijskog aspekta.
Jedini rezultat koji je znacajan za eventualnu industrijsku primenu imobilizovanih ¢elija
kvasca dobijen je u eksperimentu 200 ponovljenih ciklusa inverzije 66% (m/m) rastvora
saharoze na 75°C (54).

Produkcija invertnog Secera imobilizovanom invertazom u literaturi opisana je i
pomocu kolone sa napakovanim slojem imobilizovanog enzima. NajceS¢e se autori
opredeljuju za rad sa kolonama male zapremine, kako zbog lakSe manipulacije, tako i zbog
male koli¢ine dobijenog imobilizata. Rezultate dobijene na ovaj nacin prakti¢no je
nemoguce ili veoma teSko projektovati na industrijsku skalu. Kao i u slucaju Sarznog
reaktora kori$¢ene koncentracije saharoze su razlic¢ite od nekoliko procenata (51) do 80%
(m/v) (49, 64). Testiranje rada imobilizata u reaktorima ima za cilj izra¢unavanje poluzivota
i produktivnosti novodobijenih biokatalizatora u industrijskim ili bar sli¢nim uslovima rada.
Svaki od zadatih parametara rada reaktora utice na dobijene vrednosti ove dve, za industriju
najvaznije karakteristike imobilizata. Pokazano je da koriS¢ena koncentracija supstrata utice
na ukupnu produktivnost reaktora (83). Promena temperature rada reaktora takode utice na
produktivnost reaktora, sa smanjenjem temperature od 5°C (na temperaturama od 60—70°C)
produktivnost reaktora opada za 20-30% u odnosu na njegovu produktivnost na vi$oj
temperaturi (47, 84). Tokom rada reaktora dolazi do smanjenja procenta inverzije saharoze,
odnosno pada aktivnosti (47, 84), mada je ovo u literaturi retko naglaseno. Autori se
najc¢esce odlucuju da ovaj podatak ne naglase, a nekad ga ni nemaju, jer je vreme trajanja
eksperimenta kratko ili su koris¢eni razblazeni rastvori supstrata (45), pa nije ni doslo do
pada aktivnosti imobilizata. U nekim slu¢ajevima je poluzivot imobilizovanih ¢elija kvasca
mali (49, 85, 86), odnosno ¢elije u jednom trenutku naglo gube aktivnost posle kratkog

vremena, pa se ne moze govoriti o smanjenju enzimske aktivnosti. Produktivnost
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biokatalizatora i reaktora zavise prvenstveno od reakcionih uslova temperature i pH sredine
(parametri koji ne ulaze u izraz i trebalo bi ih navesti pored podatka o produktivnosti). Pri
testiranju imobilizovanih ¢elija kvasca veéina autora koristi puferisani rastvor saharoze na
pH vrednosti 4,0-5,0, iako neki autori tvrde da pH nema velikog uticaja na produktivnost
(83). Nacin na koji se izrazava produktivnost reaktora sa napakovanim slojem se razlikuje

od publikacije do publikacije, od autora do autora, a najcesce slede¢im izrazima:

Specificna produktivnost biokatalizatora SPC = Wt (84)

m

™m

Totalna (ukupna) produktivnost biokatalizatora TPC = f SPC(t)dt  (84)
0

Specificna produktivnost reaktora (produktivnost SPR = SPC-W (84)
po jedinici zapremine ili mase)

So — pocetna koncentracija supstrata

Y — konverzija

W — zapremina (masa) biokatalizatora

t, — vreme koje supstrat provede u reaktoru

Tm — maksimalno vreme rada reaktora

Ako se produktivnosti reaktora sa napakovanim slojem imobilizovanih ¢elija kvasca
obracunaju na isti nacin (koliko kg saharoze obradi 1 kg imobilizovanog biokatalizatora za 1
h) dobija se raspon od 1 do 10 kg hidrolizovane saharoze po kg biokatalizatora po satu.
Najveci broj testiranih reaktora je imao produktivnost od 3,2 do 3,5 kg hidrolizovane
saharoze po kg biokatalizatora po satu (47, 87). Najniza do sada publikovana specificna
produktivnost raktora je 0,82—1 kg (23, 85), dok je najvéa 9,38 kg hidrolizovane saharoze po
kg biokatalizatora po satu (86). Poluzivot imobilizovanih celija kvasca kori§¢enih u ovim
reaktorima ima veoma Sirok opseg od 3,5 dana (85) do 470 dana (51).

Produktivnost nekih tipova imobilizovanih ¢elija kvasca nije moguce ispitati u
reaktoru sa napakovanim slojem, zbog loSih mehanickih osobina (pucanje Ccestica
imobilizata u koloni) (37). Za karakterizaciju ovih imobilizata kori§¢en je kontinualni $arzni
enzimski reaktor, a broj ovih reaktora opisanih u literaturi je mali. Imobilizati su testirani

kratak vremenski period od 24 h do 15 dana (30, 31), koriS¢enjem razblazenih rastvora
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saharoze (200-500 mM). Kao i kod reaktora sa napakovanim slojem, produktivnost
kontinualnih Sarznih reaktora raste sa povecanjem protoka supstrata kroz reaktor, ali do
odredene vrednosti kada stepen konverzije pada na nezeljenu vrednost. Produktivnost ovog
tipa bioreaktora je daleko manja od produktivnosti reaktora sa napakovanim slojem, a krece

se u intervalu od 97,5 do 152 g hidrolizovane saharoze po L biokatalizatora po satu (37).
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3 Nasi radovi

.....

koriS¢enja ovog zasladivaca je prvenstveno ekonomski jer je sladi od saharoze (potrebna je
manja koli¢ina da bi se dobilo Zeljeni ukus proizvoda) kao i da bi se sprecila kristalizacija
Se¢era u konditorskom proizvodu (visoko koncentrovani rastvori invertnog Secera ne
kristaliSu na sobnoj temperaturi za razliku od visoko koncentrovanih rastvora saharoze).

U ve¢ini industrijskih postupaka invertni Secer se dobija kiselinskim postupkom. Ovim
postupkom se, pored produkcije ekvimolarne smese glukoze i fruktoze, u proizvodu dobijaju
i nusproizvodi, koji pored toga $to proizvod boje u tamno-zutu boju su i toksi¢ni. Medutim,
enzimskim postupkom dobijanja invertnog Secera svi nedostaci su prevazideni. Enzimski
postupak ne zahteva zagrevanje rastvora saharoze na visokoj temperaturi, §to je i velika
ekonomska prednost, a Siroko gledano i doprinos u ocuvanju Zivotne sredine. Koris¢enjem
imobilizovane invertaze u ove svrhe cena finalnog proizvoda je dodatno smanjena.

Izbor nosaca za imobilizaciju invertaze za dobijanje biokatalizatora koji bi se koristio u
prehrambenoj industriji je dodatno ograni¢en strogim zahtevima ove industrijske grane. Cesta
pojava curenja enzima iz imobilizata je osobina koja isklju¢uje mogucnost njegove upotrebe
u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji. Visoka produktivnost i stabilnost su takode vazni
parametri za izbor biokatalizatora za industrijsku upotrebu.

U literaturi se mogu naci brojni primeri imobilizovanih celih ¢elija kvasca, kao i
rastvorne invertaze. Medutim, jos su brojniji njihovi nedostaci, pocevsi od curenja enzima iz
imobilizata (9), velike nestabilnosti dobijenih imobilizata (46), do nemoguénosti njihovog
koriS¢enja u rastvorima saharoze visoke koncentracije (nije naglasena ni u jednoj publikaciji),
a u slucaju koriS¢enja celih celija male aktivnosti (53), pucanja celija u visoko
koncentrovanim rastvorima saharoze (nije naglaSena ni u jednoj publikaciji), nastajanja
nusproizvoda (etanola) (88) itd.

U Celiji kvasca S. cerevisiae najvecéi deo enzima invertaze nalazi se u celijskom zidu.
Moguénost koriS¢enja celijskog zida kao biokatalizatora bila bi viSestruko korisna, jer bi se
prevaziSao do sada najveci problem koji se javljao pri imobilizaciji rastvorne invertaze a to je
curenje enzima iz Cestica imobilizata u okolni rastvor (9). Pored toga njegova cena dobijanja
bi bila manja od cene rastvornog enzima. Cilj ovog rada bilo je dobijanje imobilizovanog
biokatalizatora koji bi ispunjavao sve stroge zahteve prehrambene industrije, dobre

produktivnosti i stabilnosti, a porvh svega dobijanje biokatalizatora ¢ija bi industrijska
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upotreba bila ekonomski isplativa. Izolovanje i karakterizacija celijskog zida kvasca S.
cerevisiae, njegova imobilizacija i testiranje mogucénosti njegove upotrebe u proizvodnji

invertnog Secera bili su primarni cilj ovog rada.

3.1 Izolovanje invertaze iz ¢elija kvasca S. cerevisiae

3.1.1 Liza ¢elija kvasca S. cerevisiae

Celije kvasaca S. cerevisiae (komercijalno dostupnog u maloprodaji) su autolizirane
pomocu toluola. Ovaj rastvarac ,,nagriza” ¢elijski zid kvasca i oslobada citosolni sadrzaj sa
svim enzimima prisutnim u ¢eliji, koji nastavljaju liziranje Celijskog zida. Kako se najveci
deo invertaze nalazi bas u ¢elijskom zidu, na pocetku lize u rastvornom delu ove smeSe
prisutna je mala koli¢ina invertaze koja se sa vremenom povecava. Takode, sa poveéanjem
vremena autolize smanjuje se aktivnost ¢elijskog zida. Zavisno od toga koja je od dva tipa
invertaze cilj izolovanja, menja se duZzina trajanja lize ¢elija. Ukoliko je potrebno izolovati
rastvornu invertazu, liza kvasca zapocinje u trajanju od 4 h na povisenoj temperaturi (40°C),
a potom traje jo§ 7 dana na sobnoj temperaturi. Ukoliko je potrebno izolovati zidnu invertazu,

liza se zavrSava nakon 4 h na temperaturi od 40°C.
3.1.2 Izolovanje zidne invertaze

Nakon 4 sata autolize ¢elija kvasca S. cerevisiae u talogu nakon centrifugiranja nalazi
se celijski zid, odnosno zidna invertaza. Da bi se dobio §to Cistiji preparat zidne invertaze
pogodan kako za koris¢enje, tako i za Cuvanje, talog dobijen nakon centrifugiranja ¢elijskog
lizata je dobro ispran da bi se otklonile sve necisto¢e. U ovom koraku naroc€ito je vazno da se
otklone svi rastvorni proteini, koji bi mogli da kontaminiraju proizvod enzimske reakcije. 1z
dobijenog enzimskog preparata neophodno je ukloniti i soli zaostale nakon njegovog
ispiranja fizioloskim rastvorom. Zidna invertaza je odmasS¢ena acetonom i osuSena na
vazduhu. Enzimska aktivnost zidne invertaze izmerena je koriS¢enjem rastvora saharoze,
spektrofotometrijskim odredivanjem koncentracije nastalih redukujucih Sec¢era nakon reakcije

sa 3,5—dinitrosalicilnim (DNS) reagensom (89).
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3.2 Karakterizacija rastvorne i zidne invertaze

3.2.1 Odredivanje enzimske aktivnosti zidne invertaze

Kako u reakciji invertaze i saharoze nastaje ekvimolarna koli¢ina redukujucih Secera
glukoze 1 fruktoze, njihova reakcija sa DNS daje obojeni proizvod iskoris¢en za merenje
koli¢ine redukuju¢ih Secera u reakcionoj smeSi, pa samim tim i enzimske aktivnosti.
Enzimski test koji je koriS¢en za odredivanje aktivnosti dobijenih enzima je tzv. stop esej.
Koncentracija nastalog obojenog proizvoda dobija se merenjem apsorbancije dobijenog
rastvora na 540 nm (89), na osnovu koje se koris¢enjem standardne prave moZe izraCunati
koncentracija redukujucih Secera u reakcionoj smesi nakon enzimske hidrolize saharoze. Za

izraCunavanje enzimske aktivnosti po mL rastvora enzima koristi se jednacina:

A — enzimska aktivnost (IU/mL)

¢rs — koncentracija redukujucih Secera (mM)
Vs — zapremina reakcione smeSe (mL)

t — vreme trajanja reakcije (min)

V. — zapremina enzima (mL)

Enzimska aktivnost se izrazava internacionalnom jedinicom (IU). Jedna
internacionalna jedinica invertazne aktivnosti definisana je kao ona koli€ina enzima koja
katalizuje hidrolizu jednog mikromola saharoze u minutu pri datim reakcionim uslovima.
Aktivnost dobijene zidne invertaze bila je 10+2 [U/mg, a prinos dobijenog enzima bio je 12 —
20 % u odnosu na masu presovanog kvasca. Prinos i aktivnost dobijene zidne invertaze su bili
razliCiti u zavisnosti od proizvodaca pekarskog kvasca.

Umesto zapremine enzima (V) u jednacini za izracunavanje enzimske aktivnosti
moze se koristiti i masa biokatalizatora koriS¢ena u reakciji, pri ¢emu je dobijen rezultat
izrazen kao IU/mg ili IU/g biokatalizatora.

Za odredivanje aktivnosti zidne invertaze pravljena je suspenzija enzima

koncentracije 1 mg/mL.
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3.2.2 Odredivanje pH optimuma zidne i rastvorne invertaze

Enzimska aktivnost je direktno zavisna od pH vrednosti sredine. Promenom pH
okoline enzima menja se naelektrisanje pojedinih aminokiselina u molekulu enzima, pa i u
njegovom aktivnom centru, $to za posledicu ima promenu aktivnosti enzima. pH optimum
enzima je ona pH vrednost na kojoj on ima optimalnu aktivnost.

pH optimum aktivnosti invertaze odreden je u rastvorima saharoze razli¢itih pH
vrednosti u pH oblasti od 2,5 do 8,0. Sa slike 20 vidi se da obe vrste invertaze imaju slicne
vrednosti pH optimuma. pH optimum rastvorne invertaze je 4,5, dok je kod zidne invertaze
pomeren za pola pH jedinice ka kiseloj oblasti (4,0). Rezultati dobijeni za rastvornu invertazu
su u skladu sa do sada objavljenim podacima razli¢itih grupa autora koji su takode radili sa
invertazom izolovanom iz kvasca S. cerevisiae (35, 67, 70, 90). Zidna invertaza se nalazi
imobilizovana u ¢elijskom zidu kvasca, koji pored invertaze sadrzi i veliki broj drugih
proteina i ostalih jedinjenja, koja mogu da utiu na lokalnu promenu pH vrednosti u
mikrookolini enzima i pomere pH optimum u odnosu na ¢ist rastvorni enzim. Za razliku od
rastvorne invertaze, zidna je znatno aktivnija u oblasti pH vrednosti nizim od optimuma. Kao
Sto se vidi sa slike 20 njena aktivnost u oblasti pH od 2,5 do 3,5 je 90% i viSe, dok rastvorna
tek na pH 4,0 pokazuje znacajniju aktivnost. Takode, i na viSim pH vrednostima zidna
invertaza zadrzava do 95 % aktivnosti do pH 5,0. S toga se moze zakljuciti da se zidna
invertaza moze koristiti u oblasti pH od 2,5 do 5,0, bez veCe promene enzimske aktivnosti,
dok je ova oblast (minimalnih promena aktivnosti sa promenom pH) kod rastvorne invertaze
uza 1 obuhvata samo jednu pH jedinicu, od pH 4,0 do pH 5,0. Dobijene vrednosti pH
optimuma zidne invertaze u skladu su sa do sada u literaturi publikovanim pH optimumima

celih ¢elija kvasca (23).
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Slika 20. pH optimum rastvorne (-x-) i zidne invertaze

(-®-) izolovane iz kvasca S. cerevisiae

3.2.3 Odredivanje temperaturnog optimuma zidne i rastvorne invertaze

Temperaturni optimum je pored pH optimuma enzimske aktivnosti jedna od vaznijih
karakteristika svakog enzima. To je temperatura na kojoj je enzimska aktivnost optimalna. Sa
povecanjem temperature aktivnost enzima se povecava, jer se ubrzava kretanje molekula u
rastvoru. Medutim, zajedno sa povecanjem pokretljivosti molekula, povecava se i moguénost
denaturacije enzima, a time i smanjuje njegova aktivnost. Temperaturni optimum enzima je
rezultat zajedni¢kog uticaja oba ova efekta, aktivnosti i denaturacije enzima na datoj
temperaturi.

Temperaturni optimum invertaze odreden je u opsegu temperatura 20-75°C. Na slici
21 je prikazana promena aktivnosti enzima u zavisnosti od temperature na kojoj je raden test
enzimske aktivnosti. Aktivnosti obe vrste invertaze su pokazale istu zavisnost od
temperature. Sa porastom temperature od 20 do 60°C aktivnost oba enzima raste, sa pocetnih
oko 18% do maksimalnih 100% na 60°C, a sa daljim porastom temperature aktivnost enzima
opada na pocetnu vrednost (oko 20%) na najvi$oj temperaturi na kojoj je testirana enzimska
aktivnost. Na temperaturama +5°C oko tacke na kojoj je temperaturni optimum (60°C)
aktivnost enzima je 87%, dok na 70°C aktivnost naglo opada na oko 30% aktivnosti. Ista
vrednost temperaturnog optimuma rastvorne invertaze izolovane iz ¢elija kvasca S. cerevisiae
je najcesca publikovana vrednost za ovaj enzim (90, 91), kao i za cele Celije kvasca (23, 33,
49).
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Slika 21. Temperaturni optimum rastvorne (-X-) i zidne

invertaze (-®-) izolovane iz kvasca S. cerevisiae

3.2.4 Odredivanje temperaturne stabilnosti zidne i rastvorne invertaze

Temperaturna stabilnost enzima je zadrzana aktivnost enzima nakon inkubacije na
odredenoj temperaturi odredeno vreme. Inkubacijom na poviSenoj temperaturi enzim se
denaturiSe, pa mu se aktivnost smanjuje sa vremenom. Temperaturna stabilnost
karakteristi¢na je za svaki enzim, a zavisi od strukture enzima i uslova eksperimenta. Ovaj
podatak je vazan za svaki enzim, ali je od presudne vaznosti za njegovu upotrebu u
proizvodnim procesima, jer njegova stabilnost direktno uti¢e na cenu finalnog proizvoda.

Kako je temperaturni optimum obe vrste invertaze 60°C, za temperature na kojima ¢e
se pratiti njihova stabilnost izabrane su dve, i to temperaturni optimum enzima (60°C) i
temperatura ve¢a od optimuma enzimske aktivnosti (70°C). Promena aktivnosti obe vrste
invertaze pracena je u zavisnosti od vremena inkubacije na datoj temperaturi. Na slici 22
prikazane su promene aktivnosti rastvorne i zidne invertaze u zavisnosti od vremena

inkubacije na 60 i 70°C.

58



100w
100w
80 |
60 |
40

20

Relativna aktivnost (%)
.
Relativna aktivnost (%)

GD 100 200 300 400 500 0

"% 8 10 1z 14 16
Vreme (min) Vreme (min)

a) b)

Slika 22. Temperaturna stabilnost rastvorne (-X-) i zidne invertaze (-®-) izolovane iz kvasca

S. cerevisiae na a) 60°C i b)70°C

Promena aktivnosti rastvorne i zidne invertaze pracena tokom 7 sati na temperaturi od
60°C prikazana je na slici 22a. Nakon 100 minuta na 60°C aktivnost rastvorne invertaze je
pala na 13% polazne aktivnosti, a nakon istog vremena inkubacije zidna invertaza je zadrzala
30% pocetne aktivnosti. Nakon 7 sati inkubacije na ovoj temperaturi rastvorna invertaza je
zadrzala nesto visSe od 3%, a zidna invertaza vise od 12% pocetne aktivnosti.

Temperaturna stabilnost ova dva enzima pra¢ena na 70°C tokom 15 minuta prikazana
je na slici 22b. Nakon 5 minuta inkubacije rastvorna invertaza je izgubila svu aktivnost, dok
je zidna zadrzala oko 7% pocetne aktivnosti. Nakon 15 minuta inkubiranja zidna invertaza
ostaje i dalje aktivna, ali sa svega 1,5% od pocetne aktivnosti.

Kako je zidna invertaza pokazala veoma veliku temperaturnu stabilnost u poredenju
sa rastvornom, upotreba zidne invertaze mogla bi da zameni rastvornu invertazu, a pored toga

bi bila daleko ekonomski isplativija za industrijsku upotrebu.
3.2.5 Odredivanje Ky 1 Viax vrednosti i energije aktivacije zidne i rastvorne invertaze

Aktivaciona energija rastvorne i zidne invertaze odredena je na osnovu aktivnosti ova

dva enzima na razli¢itim temperaturama i izraCunata pomocu formule (67):

T, T A
E,=191" 1 2. log = T\, T, — temperatura na kojoj je merena enzimska aktivnost
I,-T Ay

Ay, A, — enzimska aktivnost na temperaturama 77 i 7,
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Pocetne brzine, kao 1 Michaelis-Menten-ova konstanta, rastvorne i zidne invertaze
odredene su koriS¢enjem saharoze kao supstrata u opsegu koncentracija od 1 do 200 mM u
slucaju rastvorne invertaze i od 1 do 400 mM u slucaju zidne invertaze. Koris¢enje vecih
koncentracija saharoze dovodi do inhibicije invertazne aktivnosti (18, 23, 38). Dobijeni
podaci obradeni su nelinearnom regeresijom GraphPad Prism 5.0 programom i prikazani su u

tabeli 10.

Tabela 10. Michaelis-Menten-ove konstante i pocetne brzine reakcija

Rastvorna invertaza Zidna invertaza

Ky (mM) 29,65+ 3,79 30,93 + 5,26
Vinax (MM/min) 19,82 + 0,82 11,64 +0,54
E, (kJ/mol) 43£3,1 38422

Na osnovu dobijenih vrednosti kinetickih konstanti rastvorne i zidne invertaze moze
se reci da je afinitet ova dva enzima ka saharozi kao supstratu jednak. Ove vrednosti su u
skladu sa prethodno publikovanim vrednostima za rastvorni enzim (70, 91, 92), kao i sa Ky
vrednostima celih ¢elija kvasca (59). Manja vrednost Viyax zidne invertaze u odnosu na
rastvorni enzim poznata je pojava u poredenju neimobilizovanog i imobilizovanog enzima (u
ovom slucaju zidnu invertazu mozemo posmatrati kao imobilizat rasvorne invertaze) (38, 59,
60, 93). Vrednost energije aktivacije nesSto je veca od do sada publikovanih za rastvornu
invertazu (66, 94) sto se moZe objasniti velikom cistocom enzima koji je koris¢en za ovaj
eksperiment, dok je vrednost E, zidne invertaze u skladu sa publikovanim vrednostima za
cele Celije kvasca (54, 59). Manja energija aktivacije zidne u odnosu na rastvornu invertazu
takode je ocCekivana kada se porede rastvorni i imobilizovani enzim (18, 59, 66), Sto se
objasnjava postojanjem internih difuzionih smetnji u imobilizatu, odnosno zidnoj invertazi u

ovom sli¢aju (95).
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3.2.6 Stabilnost zidne i rastvorne invertaze

Inhibitor je bilo koja supstancija koja smanjuje brzinu enzimske reakcije. Kao svi
ostali enzimi i invertaza ima svoje specifi¢ne inhibitore. Jedni od naj¢es¢e pominjanih su joni
teskih metala (npr. Hg”") i anilin. Smanjenje aktivnosti enzima, odnosno denaturacija enzima
u rastvorima metanola i uree je takode dobro poznata pojava. Neki od ovih molekula ili jona
mogu biti prisutni u uzorku pri industrijskoj upotrebi enzima, pa je podatak o stepenu
inhibicije, odnosno enzimske stabilnosti veoma vazan. Osim toga stabilnost enzima u
prisustvu razli¢itih supstancija moze da posluziti za poredenje osobina istih enzima.

Pomenuti inhibitori i denaturanti invertaze koriS¢eni su i u naSim radovima za
poredenje rastvorne i zidne invertaze. Stabilnost enzima u rastvorima razli¢itih koncentracija
uree i metanola na obe vrste enzima detaljno je ispitano, kako bi eventualne razlike bile §to

jasnije utvrdene.

3.2.6.1 Stabilnost invertaze u rastvorima uree

Urea je jedan od univerzalnih enzimskih denaturanata (96). Oslobadanjem
sulfhidrilnih grupa proteina u rastvorima uree njihova struktura se narusava, a time i
enzimska aktivnost smanjuje ili potpuno nestaje (97). Promena aktivnosti rastvorne i zidne
invertaze pracena jeu 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 1 8 M rastvoru uree tokom 22 ¢asa. Tokom prvih 2
sata promena enzimske aktivnosti pra¢ena je na 20 minuta.

Na slici 23 prikazana je promena invertazne aktivnosti u zavisnosti od vremena
inkubacije enzima u rastvoru uree.

Rastvori uree vise uti¢u na aktivnost rastvornog enzima, dok je zidna invertaza daleko
otpornija na prisustvo ove supstancije. U 1 i 2 M rastvorima uree kod obe vrste invertaze
nema smanjenja enzimske aktivnosti tokom prva 2 sata inkubacije, u 3, 4 i 5 M rastvoru uree
opaza se smanjenje aktivnosti rastvorne forme enzima, dok aktivnost zidne invertaze ostaje
nepromenjena ili u granicama eksperimentalne greske. U rastvorima uree vece koncentracije
opaza se njeno negativno dejstvo na oba enzima, ali dok aktivnost rastvorne invertaze u
rastvoru uree najvece koris¢ene koncentracije 8 M pada na oko 10% pocetne, zidna invertaza
u rastvoru uree iste koncentracije zadrzava ¢ak 60% pocetne aktivnosti. Smanjenje enzimske

aktivnosti invertaze u 8 M rastvoru uree opisano je u literaturi (4).
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Slika 23. Promena enzimske aktivnosti rastvorne (-X-) i zidne invertaze (-®-) tokom
vremena inkubacije enzima u rastvoru uree koncentracije a) 1 M, b) 2 M, ¢) 3 M, d) 4 M,

e)SM, )6 M,g)7Mih)8 M
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3262 Stabilnost invertaze u metanolu

Organski rastvaraCi su takode univerzalni denaturanti enzima (96). TaloZenje
invertaze dodatkom alkohola je jedan od koraka u njenom precis¢avanju (91). Pracena je
promena aktivnosti invertaze u rastvorima metanola koncentracija 30, 40 i 50% tokom 22
casa. Tokom prva 2 sata promena enzimske aktivnosti pracena je na 20 minuta. Na slici 24
prikazana je promena invertazne aktivnosti u zavisnosti od vremena inkubacije enzima u

rastvoru metanola razli¢itih koncentracija.
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Slika 24. Promena enzimske aktivnosti rastvorne (-x-) i zidne invertaze (-e-) tokom vremena

inkubacije enzima u rastvoru metanola koncentracije a) 30%, b) 40% i c¢) 50%

U 30% -tnom rastvoru metanola obe vrste invertaze zadrzavaju pocetnu aktivnost
tokom 2 h. U 40% -tnom rastvoru opaza se znacajna razlika u stabilnosti: zidna invertaza
zadrzava 100% pocetne aktivnosti tokom 2 h, a rastvorna ostaje sa nesto manje od 50%. Oba

oblika enzima u 50% metanolu gube deo aktivnosti, a nakon 2 h inkubacije rastvorna ostaje
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sa nesto vise od 6%, dok zidna ostaje sa 32% pocetne aktivnosti. Dobijeni rezultati u skladu
su sa ranije publikovanim, mada je rastvoran enzim kori§¢en u ovom radu pokazao vecu
stabilnost od ranije publikovanih, §to je posledica razli¢itih temperatura na kojima je enzim
tokom rada inkubiran (72). Veéa inaktivacija rastvorne invertaze u rastvorima metanola vecih
koncentracija (40 i 60%) u poredenju sa 20%-tnim rastvorom od ranije je poznata u literaturi
(72). I u slucaju koris¢enja metanola kao inaktivatora invertaze, kao i uree, opaza se znacajna
stabilnost zidne invertaze u poredenju sa rastvornom invertazom.

Na slici 25 prikazane su aktivnosti rastvorne i zidne invertaze nakon

dvadesetdvocasovne denaturacije u rastvorima uree i metanola razli¢itih koncentracija.

Il Rastvorna invertaza (poéetna aktivnost)
Rastvorna invertaza (nakon 22h)

Zidna invertaza (pocetna aktivnost)
[ZZ7) Zidna invertaza (nakon 22h)
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% |
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Slika 25. Promena enzimske aktivnosti rastvorne i zidne invertaze nakon

22h inkubacije u rastvorima uree i metanola razli¢itih koncentracija

Sa povecanjem koncentracije denaturanata njihov uticaj na aktivnost obe vrste
invertaze je veci. Medutim, zidna invertaza u prisustvu bilo kog od ova dva jedinjenja u bilo
kojoj od ispitivanih koncentracija ne gubi potpuno svoju aktivnost, dok rastvorna nakon 22 h
inkubacije u 7 1 8 M urei ili bilo kojoj od tri koris¢ene koncentracije metanola potpuno gubi
aktivnost. U slucaju koris¢enja 30 i 40% metanola nakon 22 h inkubacije rastvorna invertaza
potpuno gubi aktivnost, dok su promene u enzimskoj aktivnosti zidne invertaze bile

minimalne ili u okviru eksperimentalne greske.
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3.2.6.3 Inhibicija invertaze anilinom, Hg*" i Cu®" jonima

Ispitivan je uticaj i ostalih poznatih invertaznih inhibitora, kao $to su anilin, ziva(Il) i
bakar(Il) jon. Rastvorna i zidna invertaza su inkubirane u rastvorima razli¢itih koncentracija
pomenutih molekula i jona, a nakon 15 minuta inkubacije merena je aktivnost enzima (98).
Na osnovu dobijenih rezultata izracunate su vrednosti ICsy i na osnovu njih poredene osobine

zidne 1 rastvorne invertaze.

Tabela 11. ICs, vrednosti rastvorne i zidne invertaze za razli¢ite inhibitore

Inhibitor Rastvorna invertaza Zidna invertaza

Anilin 7,51 mM 5,01 mM
Ziva(dl)  1,13x10° mM 1,36x10° mM
Bakar(Il) 212,4 mM 53,75 mM

Anilin je poznati inhibitor invertaze i jedna je od supstancija ¢iji se uticaj na aktivnost
invertaze Cesto Koristi za karakterizaciju izolovanog enzima (99, 100). Na osnovu promene
enzimske aktivnosti u prisustvu razlicitih koncentracija anilina izraCunate su ICsy vrednosti
zidne 1 rastvorne invertaze. Anilin je pokazao jaCe inhibitorno dejstvo i to za 50% u slucaju
zidne invertaze. Ova osobina anilina, da jace inhibira imobilizovani enzim u odnosu na
rastvoran je i ranije opisana u literaturi (71).

Vrednost ICso za Ccu* jon rastvorne invertaze je skoro Cetiri puta veca od ICs
vrednosti za zidnu invertazu. U tabeli 11 prikazane su i dobijene ICso vrednosti za Hg*" jon,
ali u slu¢aju ovog inhibitora nema razlike izmedu rastvorne i zidne invertaze. Inhibitorno
dejstvo ziva(Il) jona ima isti red veli¢ine kod obe vrste invertaze, ali se ipak pokazao kao
neSto jaci inhibitor enzimske aktivnosti rastvorne invetaze. Sli¢ni rezultati inhibicije

invertazne aktivnosti Hg*" jonom opisani su u literaturi (101).

3.3 Imobilizacija zidne invertaze

Na osnovu dobijenih rezultata pokazana je veca stabilnost zidne u odnosu na
rastvornu invertazu celija kvasca S. cerevisiae. Kako je upotreba invertaze ve¢ dugi niz
godina poznata u proizvodnji invertnog Secera u rastvornom i imobilizovanom obliku,
izolovana zidna invertaza mogla bi biti adekvatna zamena rastvornom enzimu. Njenom

imobilizacijom i optimizacijom za upotrebu u proizvodnji invertnog Secera proverila bi se
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ova pocetna pretpostavka. Kao matriks za imobilizaciju naSeg enzima izabran je alginat zbog
niske cene, dostupnosti na trziStu, relativno jednostavne tehnike imobilizacije, a §to je
najvaznije on je dozvoljen za upotrebu u prehrambenoj industriji, koja bi bila i ciljni korisnik

dobijenog imobilizata.

3.3.1 Optimizacija imobilizacije zidne invertaze u kalcijum-alginatnom hidrogelu

Zidna invertaza pripremljena kao Sto je opisano u poglavlju 3.1.2 je suspendovana u
destilovanoj vodi i homogenizovana meSanjem i u ultrazvu¢nom kupatilu, a zatim pomesSana
sa jednakom zapreminom prethodno pripremljenog 2% rastvora natrijum-alginata.
Napravljeno je sedam suspenzija razlicitih koncentracija zidne invertaze i pomeSane su sa
istom zapreminom rastvora natrijum-alginata. Suspenzije su zatim izlivane u 2% rastvor
kalcijum-hlorida. Dobijeni su imobilizati uniformnog i pravilnog oblika kuglica (slika 26).
Ovako dobijenim imobilizatima je izmerena enzimska aktivnost. Na slici 27 prikazana je
zavisnost aktivnosti imobilizata od koli¢ine enzima imobilizovanog u hidrogelu kalcijum-

alginata.

Slika 26. Imobilizovana zidna invertaza u Ca-alginatnom hidrogelu
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Slika 27. Zavisnost aktivnosti imobilizata od koli¢ine

imobilizovane zidne invertaze

Na grafiku (slika 27) se vidi da sa povecanjem koliine enzima u imobilizatu raste i
njegova aktivnost do vrednosti 150 mg/mL, kada aktivnost imobilizata viSe ne raste sa
poveéanjem koli¢ine enzima, nego se opaza blagi pad aktivnosti. Kod imobilizata sa
najmanjom koli¢inom invertaze opaza se znacajna medusobna razlika u aktivnosti, odnosno
veca aktivnost je u imobilizatima sa ve¢om koli¢inom enzima (prve tri tacke na slici 27), dok
se sa daljim povecanjem koli¢ine enzima opazaju manje promene u aktivnosti imobilizata.
Visoka koncentracija enzima u imobilizatu nije uvek preduslov za njegovu veliku aktivnost,
§to je u ovom slucaju posledica difuzionih ogranicenja. Molekuli enzima unutar Cestice
obi¢no ostaju nedostupni supstratu, jer ga molekuli enzima iz spoljasnjih slojeva imobilizata
prevode u proizvod brze nego $to on difunduje do molekula enzima u sredistu Cestice. Tako,
aktivnost enzima iz unutrasnjeg dela imobilizata ne ucestvuje u ukupnoj aktivnosti
imobilizata. Na osnovu rezultata dobijenih u ovom eksperimentu za optimalnu koli¢inu zidne
invertaze u alginatnom imobilizatu izabrana je koncentracija od 100 mg zidne invertaze/mL
smeSe za imobilizaciju. Imobilizacijom ove koli¢ine enzima dobijen je imobilizat aktivnosti
1400 1U/g. I1zabrana koncentracija zidne invertaze je u isto vreme i ekonomski najisplativija,
jer se sa povecanjem koli¢ine enzima za 50% (150 mg/mL) dobija imobilizat svega 10%
aktivniji.

Najveci problem kod imobilizacije enzima zarobljavanjem je njegovo curenje iz
Cestica imobilizata u okolni rastvor (9). Medutim, u rastvorima kalcijum-hlorida u koje je
izlivana smeSa alginata i zidne invertaze, kao i u ostalim rastvorima koris¢enim za

ocvrs€avanje i ispitivanje dobijenih imobilizata, nije detektovana invertazna aktivnost. Na
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osnovu toga mozemo reci da je prinos ove imobilizacije 100%, odnosno sva dodata koli¢ina
zidne invertaze je i imobilizovana u kuglicama kalcijum-alginata, a nema ni naknadnog
curenja enzima. Osim ovog nacina za izrazavanje prinosa imobilizacije ¢esto se on moze
izraziti i kao prinos enzimske aktivnosti u imobilizatu. Razlika ukupne enzimske aktivnosti
dodatog enzima u imobilizat i enzimske aktivnosti dobijenog imobilizata predstavlja prinos

enzimske aktivnosti u imobilizatu.

Y — prinos enzimske aktivnosti u imobilizatu

A; — aktivnost imobilizata po jedinici mase

Y = m — ukupna masa dobijenog imobilizata
A, — aktivnost slobodnog enzima

V' —ukupna zapremina slobodnog enzima kori§¢enog za imobilizaciju

Na slici 28 prikazana je promena prinosa enzimske aktivnosti sa povecanjem koli¢ine

enzima u imobilizatu.
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Slika 28. Prinos enzimske aktivnosti u imobilizatu CWI-157

Sa povecanjem koli¢ine enzima u imobilizatu prinos imobilizacije se smanjuje.
Razlog ovome je ogranic¢enje kretanja supstrata i proizvoda kroz kuglicu imobilizata, kao §to
je napred pomenuto. Imobilizat za koji smo ranije utvrdili da ima optimalnu koli¢inu enzima
(100 mg/mL, na ovoj slici predstavljeno kao 10 g/100mL) ima prinos enzimske aktivnosti od
5%. S obzirom na nisku cenu enzima i imobilizata, prinos imobilizacije nije bio odlucujuci

faktor u izboru optimalnih koli¢ina za imobilizaciju, ve¢ njegova aktivnost.
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Na raspolaganju su nam bile tri vrste alginata: Grindsted® alginati FD 155 i 157 i
alginat proizvodaca Sigma. Napravljena su tri imobilizata sa istom koncentracijom enzima u
njima, CWI-S (imobilizat zidne invertaze u Sigma alginatu), CWI-155 (imobilizat zidne
invertaze u Grindsted® FD 155 alginatu) i CWI-157 (za imobilizat zidne invertaze u

Grindsted® FD 157 alginatu).

3.3.2 Merenje fizickih parametara imobilizata zidne invertaze

Dobijeni imobilizati bili su pravilnog loptastog oblika, uniformne veli¢ine i dobrih
mehanickih osobina (nisu menjali oblik pri pritiscima slicnim onima kojima bi bili izloZeni u
reaktoru). Nakon imobilizacije, masa i zapremina dobijenih imobilizata razlikovale su se od
mase i zapremine smeSa za imobilizaciju (natrijum-alginata, zidne invertaze i vode). Kako
bismo mogli da predvidimo ili napravimo Zeljenu zapreminu ili masu imobilizata uradena su
merenja nekih fizickih parametara dobijenog imobilizata. Masa smeSe za imobilizaciju pre
iskapavanja u rastvor CaCl, je imala masu od 27,75 g. Dobijen je imobilizat mase 12,50 g,
45% od polazne mase (smeSe za imobilizaciju). Pre¢nik kuglica imobilizata je oko 3,0 mm.
Zapremina ovog imobilizata merena je na dva nacina, zapremina koju imobilizat zauzima u
koloni (slegnuta zapremina) i realna (fizicka) zapremina kuglica imobilizata. Dobijene
vrednosti su 21 mL i 12 mL. Izmerena gustina kuglica imobilizata je 1,10 g/cm’.

Rezultati dobijeni u ovom eksperimentu su pokazali da se mase i zapremine smese za
imobilizaciju i dobijenog imobilizata razlikuju. Isti parametri izmereni su i imobilizatima sa
manjom koli¢inom enzima, a dobijeni rezultati prikazani su u tabeli 12. Kako je za
potencijalnu industrijsku upotrebu imobilizovanih biokatalizatora njihova cena jedna od
bitnih karakteristika, izraCunata je cena sirovina neophodnih za dobijanje ovog imobilizata i

ona iznosi oko 5 $ po kilogramu (10).

Tabela 12. Fizicke karakteristike imobilizata zidne invertaze u Ca—alginatnim kuglicama

Kolic¢ina zidne invertaze u imobilizatu (mg/mlL) 1 2 10 100
Masa smese za imobilizaciju (g) 25,275 25,30 25,50 27,75
Masa dobijenog imobilizata (g) 8,64 8,62 7,76 12,49
Slegnuta zapremina imobilizata (mL) 13 13 14 21
Realna zapremina imobilizata (mL) 8 8 8 12
Gustina imobilizata (g/cm’) 1,08 1,07 0,97 1,10
Precnik kuglica imobilizata (mm) 2,5 2,5 2,5 3,0
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3.3.3 Odredivanje pH optimuma imobilizata

pH optimumi zidne invertaze imobilizovane u tri vrste alginata odredeni su
koris¢enjem supstrata (saharoze) rastvorenoj u puferima razlicittih pH vrednosti na
temperaturi od 25°C. Oblast pH vrednosti u kojima je ispitivana pH zavisnost aktivnosti
imobilizata je bio u opsegu od 2,0 do 8,0 (0,05 M glicin-HCI pufer za pH 2,0 i 2,5; 0,05 M
acetatni pufer u opsegu pH vrednosti 3,0-5,6; 0,05 M fosfatni pufer u opsegu pH vrednosti
5,7-8,0). Na slici 29 prikazana je promena aktivnosti svih imobilizata i neimobilizovane
zidne invertaze, koja je koriS¢ena za imobilizaciju, u zavisnosti od pH sredine u kojoj je

ispitivana enzimska aktivnost.
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Slika 29. Zavisnost enzimske aktivnosti slobodne i
imobilizovane zidne invertaze od pH vrednosti reakcione

smege. (-4-) CWI, (-8-) CWI-S, (-+-) CWI-155, (-0-) CWI-157

Aktivnost imobilizata je ispitivana na pH vrednostima iznad pH 3,0 jer na nizim pH
vrednostima dolazi do kisele hidrolize saharoze, pa ova pH oblast nije od znaCaja za
industrijsku upotrebu imobilizata. Sa slike 29 se vidi da je pH optimum imobilizata zidne
invertaze u Ca—alginatu pomeren ka viS§im vrednostima, pa je pH optimum u sluc¢aju CWI-
155 1 CWI-157 imobilizata 5,0, a CWI-S u opsegu pH vrednosti od 4,5 do 5,0. Pomeranje pH
optimuma kod imobilizata u odnosu na slobodan enzim je veoma cest slucaj i najcesce je
posledica naelektrisanja na nosacu koji lokalno menja pH sredinu u svojoj okolini, pa

mikrookolina imobilizata ima razli¢itu pH vrednost u odnosu na okolni rastvor kome merimo
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pH (35, 102, 103). Dobijena vrednost pH optimuma za CWI razlikuje se od vrednosti
dobijene u prethodnom eksperimentu (slika 20), $to je posledica kori$¢enja razliitih sojeva

kvasca (razlicitih proizvodaca) u ova dva eksperimenta.

3.3.4 Odredivanje temperaturnog optimuma imobilizata

Temperaturni optimum zidne invertaze i njenih imobilizata odreden je merenjem
enzimske aktivnosti na razliCitim temperaturama (20-90°C). Na slici 30 je prikazana ova

zavisnost.
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Slika 30. Zavisnost enzimske aktivnosti slobodne i
imobilizovane zidne invertaze od temperature reakcione smese.

(-4-) CWI, (-8-) CWLS, (—+) CWI-155, (-0-) CWI-157

Temperaturni optimumi slobodne zidne invertaze i CWI-S imobilizata su isti (60°C),
dok je temperaturni optimum ostala dva imobilizata neSto drugaciji. CWI-155 ima
maksimalnu aktivnost na temperaturama izmedu 70 i 80°C, dok CWI-157 imobilizat ima
temperaturni optimum u Sirokom temperaturnom opsegu od 50 do 80°C. Dobijene vrednosti
temperaturnog optimuma u skladu su sa ranije publikovanim vrednostima za neimobilizovanu
1 imobilizovanu rastvornu invertazu i cele Celije kvasca (23, 24, 33, 49, 61, 63, 65), kao i
razlike za 5-10°C u temperaturnom optimumu slobodnog i imobilizovanog biokatalizatora
(23, 24, 33, 37, 49, 61, 63—65). Kako je u ovom eksperimentu pokazano da je CWI-S
imobilizat najneotporniji prema viSim temperaturama, a pored toga i cena ovog matriksa je

veca od cena ostalih, on nije koriS¢en u daljim eksperimentima.
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3.3.5 Odredivanje aktivacione energije i Ky 1 Vmax vrednosti imobilizata

Aktivaciona energija imobilizovane i slobodne zidne invertaze odredena je na osnovu
aktivnosti ova dva enzima na razli¢itim temperaturama (poglavlje 3.2.5).

Dobijene vrednosti aktivacione energije slobodne i imobilizovane invertaze prikazane
su u tabeli 13. Promena energije aktivacije najCeSCe ukazuje na prisutna difuziona
ogranicenja u Cestici imobilizata, ali i konformacione promene u enzimu nastale pri njegovoj
imobilizaciji (104). Manja aktivaciona energija imobilizata u poredenju sa slobodnim
enzimom je poznata pojava (18, 59, 66, 105) i predstavlja jedan od pokazatelja vece
temperaturne stabilnosti imobilizata u poredenju sa rastvornim enzimom (95).

Michaelis-Menten-ova konstanta i brzina reakcije, rastvorne i zidne invertaze
odredene su koris¢enjem saharoze kao supstrata u opsegu koncentracija od 1 do 200 mM.
Dobijeni podaci obradeni su nelinearnom regresijom GraphPad Prism 5.0 programom i
prikazani su u tabeli 13.

Tabela 13. Kineticki parametri za slobodnu i imobilizovanu zidnu invertazu

CWI CWI-157 CWI-S CWI-155

E, (kJ/mol) 32 25 45 21
Ky (mM) 284 72 / /
Viax (MM/min) 4,5 0,42 / /

Slicne vrednosti kinetickih parametara dobili su i drugi autori (9, 103). Manja Vmax
vrednost imobilizata u odnosu na slobodan enzim posledica je difuzionih ogranicenja u

kuglicama imobilizata (38, 59, 60, 93).

3.3.6 Odredivanje temperaturne stabilnosti imobilizata

Temperaturna stabilnost imobilizata CWI-155 1 CWI-157 ispitivana je na
temperaturama 50, 60 i 70°C. Da bi se promena u temperaturnoj stabilnosti imobilizata u
odnosu na slobodan enzim lakse uocila, istovremeno je posmatrana i temperaturna stabilnost
slobodne zidne invertaze koja je koriS¢ena za imobilizaciju. Imobilizati i slobodna zidna
invertaza su inkubirani na svakoj temperaturi odredeno vreme (340 h na 50°C, 180 min na
60°C i1 15 min na 70°C), nakon ¢ega su ohladeni na sobnu temperaturu, na kojoj je i merena
njihova aktivnost. Na slici 31 je prikazana promena aktivnosti imobilizata i zidne invertaze

tokom inkubacije na tri razliite temperature.
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Slika 31. Temperaturna stabilnost imobilizata zidne invertaze u alginatu na a) 50°C, b) 60°C i

¢) 70°C. (-#-) CWL, (+-) CWI-155, (-0-) CWI-157

vide na sve tri temperature. Nakon 135 sati inkubacije na 50°C zidna invertaza zadrzava
samo 22% pocetne aktivnosti, dok za isto vreme nema promene u aktivnosti oba imobilizata.
Tek nakon 336 sati ili 14 dana inkubacije na 50°C opaza se mali pad aktivnosti jednog od

imobilizata, CWI-155 zadrzava 95% svoje pocetne aktivnosti, dok CWI-157 i dalje zadrzava

100% svoje aktivnosti.

imobilizovanog u odnosu na slobodni enzim. Nakon 120 sati inkubacije zidna invertaza
zadrzava 23% svoje pocetne aktivnosti, dok CWI-155 za isto vreme inkubacije ostaje aktivan
sa 74%, a CWI-157 sa ¢ak 81% pocetne aktivnosti. Imobilizati su inkubirani duze da bi
eventualna razlika u njihovim temperaturnim stabilnostima bila bolje uocena, pa nakon 180

sati (7,5 dana) CWI-155 ima 58%, a CWI-157 74% vrednosti svojih poc¢etnih aktivnosti.
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Inkubacija na temperaturi od 60°C takode je pokazala znaCajnu stabilnost



Temperatura od 70°C bila je dovoljno visoka za denaturaciju i dezaktivaciju slobodne
zidne invertaze koja nakon samo 3 minuta ostaje aktivna 7,5%, a nakon 10 minuta inkubacije
ostaje sa samo 4% pocetne aktivnosti. Inkubacija imobilizata je trajala nesto duze, pa nakon
10 minuta CWI-155 zadrzava 12%, a CWI-157 23% pocetne aktivnosti.

Temperaturna stabilnost imobilizovanog enzima je jedna od bitnih karakteristika
biokatalizatora u razmatranju njegove ekonomicnosti i potencijalne industrijske primene.
Kako je cilj imobilizacije izolovane zidne invertaze bila upotreba dobijenog imobilizata u
industrijskoj proizvodnji invertnog Secera, dobijeni rezultat je veoma znacajan. Kako se sa
slike 31 vidi dobijeni imobilizati su temperaturno stabilniji od slobodne zidne invertaze, ali se
1 medu sobom razlikuju u temperaturnoj stabilnosti, §to je primeéeno i ranije poredenjem
slobodnih i imobilizovanih ¢elija kvasca S. cerevisiae (18, 23, 37, 49, 64). Imobilizat CWI-
157 je pokazao vecu temperaturnu stabilnost od imobilizata CWI-155 na svim ispitivanim
temperaturama, a narocito je znaCajan podatak da ovaj imobilizat zidne invertaze ne gubi
aktivnost nakon 14 dana inkubacije na temperaturi od 50°C. Ako uzmemo u obzir da je i
njegov temperaturni optimum na istoj temperaturi, upotreba ovog imobilizata u proizvodnji
invertnog Secera bi bila vrlo ekonomicna, pa je u daljim eksperimentima, znacajnim za

potencijalnu industrijsku upotrebu, koris¢en samo ovaj imobilizat.

3.3.7 Testiranje operativne stabilnosti imobilizata u Sarznom reaktoru

Enzimska karakterizacija imobilizata je neophodna, ali ne i dovoljna za opis
imobilizovanog biokatalizatora potencijalno upotrebljivog u industriji. Njegova
karakterizacija u Sarznom reaktoru u uslovima sli¢nim industrijskim je za ovu vrstu
biokatalizatora veoma znacajna. Operativna stabilnost biokatalizatora predstavlja njegovu
stabilnost u ve¢em broju ponavljajucih ciklusa identi¢nog Sarznog reaktora.

Da bi smo potvrdili moguénost upotrebe dobijenog imobilizata u procesu proizvodnje
invertnog Secera i dobili realne parametre za ove svrhe, ispitali smo produkciju ovog
imobilizata i operativnu stabilnost u Sarznom reaktoru.

U prvom SarZznom reaktoru pracena je produkcija invertnog Secera imobilizovanom
zidnom invertazom u Ca-alginatnim kuglicama tokom vremena. Da bi uslovi produkcije bili
§to sli¢niji industrijskim kori$¢en je 70% rastvor saharoze. Rastvoru supstrata zapremine od
50 mL dodato je 10 g imobilizata. Reaktor je termostatiran sve vreme na 50°C u vodenom
termostatu uz mesanje. Na slici 32 se vidi povecanje koliine invertnog Secera tokom

vremena u jednom Sarznom reaktoru.
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Slika 32. Hidroliza 70% rastvora saharoze u Sarznom reaktoru

koris¢enjem imobilizata CWI-157.

U prvih 35 sati procenat inverzije se menja brze i dostize oko 85% konverzije
saharoze. Nakon prvih 35 sati promena koli¢ine invertnog Secera je daleko sporija, pa se
totalna konverzija postize nakon 55 sati kontinualnog rada Sarznog reaktora. Rezultati
dobijeni u ovom eksperimentu su bolji (konverzija saharoze je brza) u poredenju sa
publikovanim rezultatima dobijenim u slicnim eksperimentima koriS¢enjem rastvorne
invertaze imobilizovane u kalcijum-alginatnom hidrogelu (9, 66).

Operativna stabilnost imobilizata testirana je u 40 ponavljajuc¢ih ciklusa u Sarznom
reaktoru na 50°C uz kontinualno meSanje. U ovom eksperimentu koris¢en je 60% rastvor

saharoze.
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Slika 33. Operativna stabilnost imobilizata u ponavljaju¢em

Sarznom reaktoru
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Svaki ciklus je trajao 60 minuta, nakon ¢ega je imobilizat odvojen, ispran i dodata je
nova koli¢ina saharoze. Na osnovu promene procenta inverzije izraCunata je aktivnost
imobilizata CWI-157. Sa slike 33 se vidi da je pad aktivnosti i nakon 40 ponavljajucih ciklusa
minimalan i nakon 40-tog ciklusa aktivnost imobilizata je bila 92% od pocetne aktivnosti. Sa
grafika prikazanog na slici 33 je ekstrapolacijom izraunat poluzivot imobilizata, pri datim
eksperimentalnim uslovima, i iznosi 260 ciklusa. Operativna stabilnost ovog imobilizata veca
je od ranije publikovane vrednosti za operativnu stabilnost celih ¢elija kvasca imobilizovanih
u Ca-alginatu, Cija aktivnost pada na 80% nakon 16 ciklusa rada (48), dok kod naSeg
imobilizata za isti broj ciklusa nema promene pocetne aktivnosti. Velika operativna stabilnost

imobilizovanog enzima je veoma bitna za njegovu upotrebu u industriji (35).

3.4 Hemijski modifikovana zidna invertaza

3.4.1 Uticaj razli¢itih modifikatora i vremena reakcije modifikacije na enzimsku aktivnost

invertaze

Cilj hemijske modifikacije zidne invertaze je bio da se pronadu modifikatori koji
povecavaju termostabilnost enzima. Za modifikacije su kori$¢eni reagensi kojima je
su formaldehid (FA), glutaraldehid (GA) i bifunkcionalni imidoestar dimetil-suberimidat

(DMS). Za modifikaciju Se¢ernog dela enzima kori$¢en je natrijum-perjodat (PI).

Zidna invertaza modifikovana je jedinjenjima koja reaguju sa amino-grupom (FA, GA
i DMS) u 50 mM fosfatnom puferu pH 7,2 i natrijum-perjodatom, koji modifikuje njen
Secerni deo u 50 mM acetatnom puferu pH 4,5. Reakcije modifikacije enzima odvijale su se u
konstantnim reakcionim uslovima tokom odredenog vremena. Modifikati su nakon zavrSene
reakcije modifikacije tretirani 0,1 M etanolaminom na pH 7,0, kako bi sve reaktivne grupe
bile ,ugaSene”. Svi modifikati su dodatno ispirani puferom i dalje analizirani. Tokom

modifikacije zidne invertaze pracena je promena aktivnosti.
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Slika 34. Promena aktivnosti zidne invertaze tokom reakcije modifikacije. (-0-) zidna
invertaza modifikovana sa GA, (-+-) zidna invertaza modifikovana sa FA, (-A-) zidna

invertaza modifikovana sa DMS, (-x-) zidna invertaza modifikovana sa PI

Na slici 34 prikazana je promena aktivnosti zidne invertaze tokom reakcija
modifikacije. Najveci pad aktivnosti tokom reakcije sa FA primecen je na samom pocetku
reakcije. Nakon 12 minuta modifikat je imao 60% pocetne aktivnosti, a u narednih 5 sati je
izgubio dodatnih 10% aktivnosti. Nakon 22 casa modifikacije formaldehidom, zidna
invertaza je zadrzala 34% pocetne aktivnosti. U reakciji modifikacije sa GA takode se opaza
veci pad aktivnosti u prvim minutima reakcije, ali ovako modifikovana zidna invertaza nakon
5 Casova reakcije zadrzava 67% pocetne aktivnosti; a nakon 22 ¢asa opaza se blagi pad
aktivnosti. Promena aktivnosti zidne invertaze u reakciji sa DMS je najmanja i ovaj modifikat
i nakon 22 casa modifikacije zadrzava 70% pocetne aktivnosti. U reakciji modifikacije
perjodatom zidna invertaza u prva 4 sata reakcije gubi aktivnost konstantnom brzinom i
nakon 4 sata zadrzava 45% pocetne aktivnosti, a nakon 22 sata ostaje aktivna sa 22% od
svoje pocetne aktivnosti.

Kako je cilj hemijske modifikacije zidne invertaze bio da se poboljSa stabilnost
enzima, svim modifikatima koji su dobijeni u reakcijama sa razli¢itim modifikatorima, pri
razli¢itim vremenima trajanja reakcije testirana je temperaturna stabilnost na 70°C, na kojoj
se razlika u stabilnosti najbrze i najlakSe uocava. Modifikati su inkubirani u termostatu na
70°C i merena im je promena enzimske aktivnosti nakon razli¢itog vremena inkubacije. Na

slici 35 prikazane su promene enzimske aktivnosti svih dobijenih modifikata.
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Slika 35. Temperaturna stabilnost hemijski modifikovane zidne invertaze razli¢itim reagensima za
modifikaciju u razli¢itim vremenima trajanja reakcije modifikacije. a) zidna invertaza modifikovana
sa GA, b) zidna invertaza modifikovana sa FA, c¢) zidna invertaza modifikovana sa DMS, d) zidna
invertaza modifikovana sa PI. (-m-) kontrola, (-e-) 0,2 h modifikacije, (-A-) 1 h modifikacije, (-0-) 2
h modifikacije, (-0-) 4 h modifikacije, (-x-) 22 h modifikacije

U ovom eksperimentu kao kontrola je koriS¢ena nativna zidna invertaza koja je sve
vreme tretirana kao i modifikati (muckana na Sejkeru, ispirana puferom itd.), bez dodatka
reagenasa za modifikaciju. Sa slike 35 se vidi da je temperaturna stabilnost modifikata u
vecini slucajeva veca od temperaturne stabilnosti kontrole (106). Temperaturna stabilnost
modifikata se razlikuje u zavisnosti od toga koliko je trajala reakcija modifikacije 1 sa slike
35 a—d se moze videti da se sa duzim vremenom trajanja reakcije povecava stabilnost
modifikata, Sto se najlakSe uocava na primeru modifikacije formaldehidom. Kako razlika u
temperaturnoj stabilnosti izmedu modifikata kod kojih je reakcija trajala 4 i 22 h nije
znacajna, kao pogodno vreme za modifikacije zidne invertaze je izabrano vreme od 4 h, pa su

za dalji rad koris¢eni modifikati dobijeni nakon 4 h rekcije.
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Modifikatima i kontrolama je izmerena enzimska aktivnost kako bi se uporedili i

eventualno odbacili loSi derivati ukoliko bi invertazna aktivnost bila znacajnije smanjena
(slika 36).
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Slika 36. Promena enzimske aktivnosti zidne invertaze nakon hemijske modifikacije

Sa slike 36 se vidi da je aktivnost nativne i perjodatom modifikovane zidne invertaze
tretirane u puferima razlicite pH vrednosti slicna. Kao 100% enzimske aktivnosti na slici 36
uzeta je srednja vrednost enzimskih aktivnosti nemodifikovane zidne invertaze (kontrole)
tretirane fosfatnim puferom pH 7,2 (CWI (Ph)) i acetatnim puferom pH 4,5 (CWI (Ac)).
Najmanju aktivnost (46%) ima zidna invertaza modifikovana formaldehidom (F-CWI), a
najvecu (7% vise od nemodifikovane) zidna invertaza modifikovana dimetil-suberimidatom
(S-CWI). Aktivnosti zidne invertaze modifikovane perjodatom u acetatnom puferu pH 4,5 (P-
CWI (Ac)) i fosfatnom puferu pH 7,2 (P-CWI (Ph)) su sli¢ne; 73% i 75%, dok je zidna
invertaza modifikovana glutaraldehidom(G-CWI) zadrzala 80% pocetne aktivnosti. Sli¢ni

rezultati dobijeni su i perjodatnom modifikacijom rastvorne invertaze (106).
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3.4.2 Infracrvena (IC) spektroskopija nativne i hemijski modifikovane zidne invertaze

Hemijska modifikacija zidne invertaze menja neke od funkcionalnih grupa u
enzimskom preparatu, pa je jedna od moguénosti potvrde ovih promena poredenje izgleda IC
spektara modifikovanog i nemodifikovanog enzima.

Snimljeni su IC spektri nativne i hemijski modifikovanih zidnih invertaza. Dobijeni
spektri su dati u prilogu. Nema znacajnih razlika u izgledu IC spektara nativne i hemijski
modifikovanih zidnih invertaza. Razlog ovome moze biti mali broj hemijski modifikovanih

funkcionalnih grupa u ¢elijskom zidu kvasca S. cerevisiae.

3.4.3 Mikroanaliza nativne i hemijski modifikovane zidne invertaze

Mikroanalizom razli¢itih uzoraka odreduje se procentni sadrzaj pojedinih elemenata
(N, C, Hi S) u njemu. Ova metoda se prvenstveno koristi za karakterizaciju organskih
molekula, pa se procentni sadrzaj kiseonika dobija iz razlike dobijenog procentnog sadrzaja
navedenih elemenata do 100%.

Mikroanalizom nemodifikovane zidne invertaze i njenih hemijskih modifikata dobijen
je prosecan sadrzaj nekih elemenata u celijskom zidu. Razlike u procentnom sadrzaju azota
su ocekivane iako su male. U tabeli 14 prikazani su rezultati dobijeni mikroanalizom

nativnog i modifikovanih ¢elijskih zidova kvasca S. cerevisiae.

Tabela 14. Procentni sadrzaj nekih elemenata u

¢elijskom zidu kvasca Saccharomyces cerevisiae
N%) C(%) H(%) S(%)
Ccwi 948 47,19 7,35 043
GA-CwWI 9,68 48,44 7,54 0,34
FA-Cwl 9,82 4832 7,54 038
DMS-CWI 9,62 48,56 7,84 0,35
PI-CwIl 9,16 47,39 7,27 0,52

Ovaj rezultat potvrduje prethodnu konstataciju da je koli¢ina hemijski modifikovanih

grupa mala, odnosno kori§¢ene metode su nedovoljno osetljive za nastale promene.
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3.4.4 Povrsina izolovane zidne invertaze i njenih modifikata
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Slika 37. Zidna invertaza i njeni modifikati dobijeni SEM metodom na uvecanju a — 400, b —

1500% i¢c—3500%. 1 - CWIL 2 - G-CWI, 3 -F-CWIL, 4 -S-CWL, 5 - P-CWL
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Povrsina izolovane zidne invertaze kvasca S. cerevisiae i njenih modifikata snimljena
je skeniraju¢im elektronskim mikroskopom u vise razli¢itih uvecanja. Na slici 37 prikazane
su povrsine ispitivanih biokatalizatora, sa koje se moze uociti razlika izmedu modifikovane i

nativne zidne invertaze.
3.4.5 Odredivanje pH stabilnosti hemijski modifikovane zidne invertaze

Kako su hemijskom modifikacijom zidne invertaze promenjene neke funkcionalne
grupe neophodno je proveriti da li je prilikom hemijske modifikacije promenjena pH
stabilnost modifikata u poredenju sa nativnim enzimom. Svi modifikati i nativan enzim su
inkubirani u puferima razli¢ite pH vrednosti 150 minuta, nakon ¢ega su merene enzimske
aktivnosti dodatkom supstrata rastvorenog u 50 mM acetatnom puferu pH 4,5, pa je finalno

pH u kome je merena enzimska aktivnost bilo optimalno za invertazu (pH 4,5).
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Slika 38. pH stabilnost nativne i hemijski modifikovane zidne invertaze. (-o-) CWI,

(-+-) G-CWI, (-x-) F-CWL, (-A-) S-CWI,(-m-) P-CWL.

Sa slike 38 se vidi da je pH stabilnost svih modifikata, kao i nemodifikovane zidne
invertaze ista. Svi enzimi su u ispitivanim eksperimentalnim uslovima stabilni u opsegu pH
vrednosti od 3,0 do 11,0. Na pH vrednosti od 11,5 zadrzana pocetna aktivnost svih
modifikata i kontrole je od 30% do 44%, dok na pH vrednosti 12 ni jedan od enzima nije
stabilan, ali su i dalje aktivni, u tragovima (1-2%). Zidna invertaza modifikovana dimetil-
suberimidatom pokazala je vecu pH stabilnost od rastvorne invertaze modifikovane istim
modifikatorom (80). Kako nema nikakve razlike u pH stabilnosti modifikata, u poredenju sa
nativnom zidnom invertazom, moze se zakljuciti da do hemijskih modifikacija nije doslo u

aktivnom centru enzima ili njegovoj okolini, §to je vazno za enzimsku aktivnost.
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3.4.6 Odredivanje temperaturne stabilnosti hemijski modifikovane zidne invertaze

Hemijskom modifikacijom enzima poboljSava se njihova stabilnost jer je smanjena
fleksibilnost molekula. Temperaturna stabilnost je jedna od bitnih karakteristika
imobilizovane zidne invertaze jer se produkcija invertnog SeCera odvija na povisenoj
temperaturi, pa se sa pove¢anjem temperaturne stabilnosti enzima poveéava njegov poluzivot,
a time i cena proizvoda, invertnog Secera.

Temperaturna stabilnost hemijski modifikovanih zidnih invertaza pracena je na tri
razlicite temperature. Da bi se uporedila promena u temperaturnoj stabilnosti u isto vreme je
pracena i temperaturna stabilnost kontrole. Cilj ovog eksperimenta je bio da se izabere
najbolji modifikator, odnosno temperaturno najstabilniji modifikat zidne invertaze kvasca S.
cerevisiae. Na slici 39 a—c prikazana je promena enzimske aktivnosti svih modifikata i

nativne zidne invertaze.
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Slika 39. Temperaturna stabilnost hemijski modifikovanih i nativne zidne invertaze na temperaturama

a) 50°C, b) 60°C i ¢) 70°C. (-8-) CWI, (-+-) G-CWI, (-x-) F-CWIL, (- A-) S-CWI, (-u-) P-CWL.
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Temperaturne stabilnosti dobijenih modifikata kao i nemodifikovane zidne invertaze
testirane su inkubacijom bez prisustva supstrata na 50°C tokom 21 dan (500 sati), na 60°C 5
sati i na 70°C 15 minuta. Tokom ovih perioda u odredenim vremenskim intervalima su
uzimani uzorci svih enzima i testirana je njihova invertazna aktivnost.

Tokom inkubacije nativne i modifikovane zidne invertaze na temperaturi od 50°C
enzimska aktivnost svih uzoraka je opadala (slika 39a). Izuzetak od ovog pada aktivnosti
tokom inkubacije je FA modifikat zidne invertaze kome tokom prvih 50 sati aktivnost raste,
narednih 100 sati ostaje nepromenjena, a zatim naglo pada, pa nakon 500 sati pada na 40% od
pocetne aktivnosti. Zidna invertaza modifikovana glutaraldehidom je pokazala najbolju
temperaturnu stabilnost. Nakon 500 sati inkubacije i zadrzanih 45% pocetne aktivnosti kod
ovog imobilizata se opaza i linearni pad aktivnosti tokom vremena, pa je lako pretpostaviti
njegovu aktivnost i nakon duzeg vremena inkubacije na 50°C. Najmanju temperaturnu
stabilnost u ovom eksperimentu ima PI modifikat. Pad na 50% od pocetne aktivnost
modifikati 1 nemodifikovana zidna invertaza dostizu u razli¢itom vremenu, PI-CWI nakon 46
sati, CWI nakon 222 sata, DMS—CWI nakon 303 sata, GA—CWI nakon 440 sati 1 FA-CWI
nakon 488 sati.

Nagli pad aktivnosti GA i FA modifikata opaza se u prva 4 ¢asa inkubacije na 60°C,
kada GA modifikat zadrzava 40%, a FA modifikat ¢ak 54%, dok nemodifikovana zidna
invertaza ima 22% pocetne aktivnosti. U narednih 44 casa, pad invertazne aktivnosti je
znatno manji, pa nakon 48 ¢asova, na ovoj temperaturi GA modifikat zadrzava 22%, a FA
modifikat 24%. Pri ovim uslovima nativna (nemodifikovana) zidna invertaza ima 12%
pocetne aktivnosti. U slucaju PI modifikata opaza se neSto bolja termicka stabilnost, u
poredenju sa nemodifikovanom zidnom invertazom, u prvih 7 ¢asova inkubacije (slika 39b).
Ipak, pri duzoj inkubaciji na 60°C, aktivnost DMS i PI modifikata opada brZe nego aktivnost
nemodifikovane invertaze, pa nakon 48 Casova zadrzavaju isti procenat pocetne aktivnosti
(12%). Termostabilnost DMS modifikata na svim ispitivanim temperaturama je ista ili
neznatno bolja od temperaturne stabilnosti nemodifikovane invertaze.

Tokom inkubacije na 70°C najveéi procenat pocetne aktivnosti (16,8%) zadrzava
formaldehidni modifikat, dok glutaraldehidni modifikat zadrzava 13% pocetne aktivnosti
nakon 20 minuta inkubacije (slika 35). Ipak, zidna invertaza sa modifikovanim amino-
grupama aldehidima pokazuje bolju temperaturnu stabilnost od nemodifikovane. Pri
inkubaciji na 70°C nemodifikovane, PI i DMS modifikovane zidne invertaze primecuje se i
nagli pad aktivnosti tokom prva 4 minuta, $to je kod GA modifikata manje, a kod FA

modifikata najmanje izraZeno.
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Nijedan modifikat, kao ni zidna invertaza, nakon 2 dana inkubacije na 60°C i 21 dan
na 50°C (bez prisustva supstrata) nisu potpuno izgubili aktivnost. Sa slike 39a—c se vidi da su
FA 1 GA modifikati pokazali na svim teperaturama znacajno vecu temperaturnu stabilnost.
Kako je pocetna aktivnost glutaraldehidnog modifikata zidne invertaze skoro dva puta veca
od pocetne aktivnosti njenog formaldehidnog modifikata, kao najbolji reagens za hemijsku
modifikaciju zidne invertaze sa ciljem temperaturne stabilizacije enzima izabran je
glutaraldehid. Isti zaklju¢ak moze se dobiti i raCunanjem njihove produktivnosti na
temperaturi od 50°C (povrsina ispod grafika, slika 39a) (67). Produktivnost FA modifikata je
manja od produktivnosti GA modifikata jer aktivnost ovog biokatalizatora naglo pada nakon

400-tog sata inkubacije.

3.4.7 Odredivanje temperaturnog i pH optimuma zidne invertaze hemijski modifikovane

glutaraldehidom

Kako je prethodnim eksperimentima utvrdeno da je glutaraldehidom hemijski
modifikovana zidna invertaza temperaturno stabilnija od nativne, a razlika u njihovoj
aktivnosti je mala (oko 20%) u daljem radu je kori§¢ena glutaraldehidom modifikovana zidna
invertaza. Prednost koriS¢enja glutaraldehida nad formaldehidom je pokazana i kod
imobilizacije celih ¢elija kvasca, odnosno dobijena je veéa invertazna aktivnost imobilizata
koris¢enjem glutaraldehida (31).

Dobijenoj modifikovanoj zidnoj invertazi bilo je potrebno proveriti da li je reakcijom
hemijske modifikacije promenjen pH ili temperaturni optimum.

pH optimum modifikovane i nativne zidne invertaze ispitivan je u opsegu pH
vrednosti od 3,0 do 8,0. Supstrat je rastvoren u 50 mM acetatnim puferima pH vrednosti od
3,0 do 5,5 i fosfatnim puferima pH vrednosti od 5,5 do 8,0. Zavisnost enzimske aktivnosti od

pH vrednosti reakcione smese prikazan je na slici 40.
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Slika 40. pH optimum nativne i glutaraldehidom modifikovane zidne
invertaze. (-e-) kontrola, (-+-) zidna invertaza modifikovana

glutaraldehidom

pH optimumi oba enzima su sli¢ni. Hemijski modifikovana zidna invertaza ima nesto
vecu aktivnost u kiseloj oblasti pH vrednosti od nativne, dok se na pH vrednostima ve¢im od
4,0 ponasaju identi¢no. pH optimum obe vrste zidne invertaze je u opsegu pH vrednosti od
4,0 do 5,0. Vrednost pH optimuma nemodifikovane zidne invertaze razlikuje se od rezultata
prikazanih na slici 20, jer su u ovim eksperimentima koriS¢eni razliciti sojevi kvasca S.
cerevisiae trenutno dostupni na trzistu. Na pH vrednostima iznad 6,0 enzimska aktivnost oba
biokatalizatora naglo pada. Ipak na pH vrednosti 6,5 obe vrste invertaze zadrzavaju 55%
svoje pocetne aktivnosti, slicno kao i rastvorna invertaza modifikovana hitozanom (107).

Temperaturni optimum nemodifikovane i hemijski modifikovane zidne invertaze
ispitivan je na temperaturama od 30°C do 70°C (slika 41). Pre dodatka enzima, rastvor
supstrata je inkubiran na odredenoj temperaturi kako bi u trenutku pocetka enzimske reakcije

supstrat bio zagrejan na Zeljenu temperaturu.
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Slika 41. Temperaturni optimum nativne i glutaraldehidom modifikovane
zidne invertaze. (-e-) kontrola, (-+-) zidna invertaza modifikovana

glutaraldehidom

Promena enzimske aktivnosti nativne i modifikovane zidne invertaze sa promenom
temperature je identicna. Sa poveéanjem temperature od 30°C do 60°C aktivnost oba enzima
raste i na 60°C dostize maksimalnu vrednost (temperaturni optimum), dok sa daljim porastom
temperature enzimska aktivnost oba enzima naglo pada, do 30% aktivnosti.

Iz rezultata dobijenih u ovim eksperimentima moze se zakljuciti da pri modifikaciji
zidne invertaze nije doSlo do hemijskih promena na delu enzima koji ucestvuje u reakciji

hidrolize saharoze.

3.5 Imobilizacija glutaraldehidom modifikovane zidne invertaze

Kako je prethodnim eksperimentima (poglavlje 3.3.1) optimizovana imobilizacija
zidne invertaze u kalcijum-alginatu, rezultati koji su dobijeni koriS¢eni su i za imobilizaciju
hemijski modifikovane zidne invertaze. Smesa za imobilizaciju sadrzala je 100 mg/mL suvog
enzima i 1% natrijum-alginat. Iskapavana je u 2% rastvor CaCl, uz konstantno meSanje.
Dobijeni imobilizat je bio pravilnog sfernog oblika. Aktivnost dobijenog imobilizata je bila
91 U/g, Sto je 20% veca aktivnost u poredenju sa imobilizovanom nativhom zidnom
invertazom u kacijum-alginatnim kuglicama.

Dobijeni imobilizat nije detaljnije karakterisan, jer kao $to je pokazano u prethodnim

eksperimentima glutaraldehidom modifikovana zidna invertaza ima isti pH i temperaturni
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optimum (poglavlje 3.4.7) i pH stabilnost kao i nemodifikovana zidna invertaza (poglavlje
3.4.5). Takode, imobilizacijom zidne invertaze u alginatnim kuglicama pokazano je da nema
znaCajne promene ovih parametara pri imobilizaciji (poglavlja 3.3.3 i 3.3.4). Jedina razlika
koja je u prethodnim eksperimentima pokazana je da je temperaturna stabilnost enzima
znac¢ajno poboljsana njegovom imobilizacijom u kalcijum-alginatnom hidrogelu ( poglavlje

3.3.6), kao i hemijskom modifikacijom zidne invertaze glutaraldehidom (poglavlje 3.4.6).

3.5.1 Produkcija invertnog Secera u kontinualnom reaktoru sa napakovanim slojem

Karakterizacija imobilizata napravljenih sa ciljem za koriS¢enje u industrijskim
procesima preko enzimske aktivnosti, pH i1 temperaturnog optimuma, kinetickih konstanti,
temperaturne stabilnosti i sl. je potrebna, ali ne i dovoljna za ovaj tip biokatalizatora. Njihova
operativna stabilnost u uslovima sli¢nim industrijskim i produktivnost su parametri koji su
neophodni za karakterizaciju. Ove vrednosti zavise i od tipa i veli¢ine kori§¢enog enzimskog
reaktora, pa je uz dobijene brojne vrednosti neophodno dati i detaljan opis i karakteristike
koriS¢enog reaktora i uslova rada.

U ovom eksperimentu je koriS¢ena glutaraldehidom modifikovana zidna invertaza
imobilizovana u kalcijum-alginatnom hidrogelu sa ciljem upotrebe u proizvodnji invertnog
SeCera. Prethodno napravljeni imobilizat nativne invertaze u alginatu je okarakterisan u
realnim industrijskim uslovima (modifikovanim za laboratorijsku skalu) u Sarznom reaktoru
(poglavlje 3.3.7). Kako je dobijeni imobilizat modifikovane zidne invertaze temperaturno
stabilniji od prethodno dobijenog koriS¢enjem nemodifikovane zidne invertaze, §to se moze
zakljuciti na osnovu svih prethodno opisanih rezultata, njegova potencijalna industrijska
reaktora, poglavlje 3.3.7), na vecoj skali i u kontinualnom reaktoru sa napakovanim slojem
biokatalizatora.

Produkcija invertnog Secera ispitivana je koriS¢enjem 60% i 67% rastvora saharoze.
Ovi rastvori saharoze prvobitno nisu dodatno puferisani. Produkcija reaktora je testirana i u
60% rastvorima saharoze puferisanim acetatnim puferom na razliitim pH vrednostima.
Temperature reaktora i supstrata pre ulaska u reaktor su bile 45°C. Meren je stepen inverzije
saharoze kori§¢enjem razliitih rastvora supstrata i menjanjem protoka supstrata kroz reaktor.
Na slici 42 su prikazani dobijeni rezultati koji predstavljaju srednje vrednosti dobijene nakon

deset merenja u razli¢itim vremenskim intervalima.
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Slika 42. Produkcija invertnog Secera u koloni pri razliitim brzinama protoka
supstrata, razli¢itih koncetracija i pH vrednosti. (-m-) 67% rastvor saharoze pH 7.,8;
(-®-) 60% rastvor saharoze pH 7,8; (-¢-) 60% rastvor saharoze pH 6,8; (-0-) 60%
rastvor saharoze pH 6,2; (- €-) 60% pH rastvor saharoze 4,9

Stepen inverzije saharoze je procenat invertovane saharoze u rastvoru koji izlazi iz
enzimskog reaktora, u ovom slucaju kolone sa napakovanim slojem biokatalizatora. Koli¢ina
invertovane saharoze, odnosno redukujucih Se¢era merena je pomo¢u DNS reagensa.

Kolona zapremine 460 mL napunjena je sa 280 mL imobilizata, prethodno
ekvilibrisanog u rastvoru saharoze odgovaraju¢e koncentracije. Nakon ekvilibracije
imobilizata u rastvorima saharoze visoke koncentracije dolazi do smanjenja njihove
zapremine. Ovu osobinu imobilizovanih biokatalizatora u Ca-alginatu drugi autori najcesScée
izbegavaju da naglase (9, 66). Kao $to se vidi sa slike 42 stepen inverzije rastvora saharoze
zavisi od brzine protoka supstrata kroz kolonu (smanjuje sa za povecenjem brzine protoka
kolone), ali i od pH vrednosti rastvora supstrata.

Promena stepena inverzije sa promenom brzine protoka supstrata pracena je
koriS¢enjem 67% rastvora saharoze, bez dodatka pufera. Pri protoku od 0,5 bvh (eng bed
volumes per hour — zapremina kolone na sat) rastvora saharoze koncentracije 67% procenat
invertovanog supstrata je 100%, dok sa povecanjem protoka na 1 bvh procenat inverzije pada
na 80%, a pri protoku od 5 bvh na 25%.

Promena stepena inverzije sa promenom brzine protoka kolone pracena je i u 60%
rastvoru saharoze pH 5,1. Pri poveéanju brzine protoka kolone sa 0,5 do 1,2 bvh nema
promena stepena inverzije koja je 100% pri svim protocima. Sa pove¢anjem protoka na 3,6

bvh procenat inverzije pada na 92%, a na 5 bvh je 83%.
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Uticaj promene pH vrednosti rastvora supstrata pracen je promenom pH vrednosti
60% rastvora saharoze dodatkom acetatnog pufera. Sa smanjenjem pH vrednosti rastvora za
jednu pH jedninicu (sa 7,8 na 6,8) inverzija raste sa 60% na 64%. Daljim smanjenjem pH
vrednosti na 6,2 procenat inverzije raste na 66%, a na pH 4,9 na 83%, pri konstantnom
protoku.

Dobijene rezultate nije moguce porediti sa do sada publikovanim, jer su u literaturi
kori$¢eni razblazeni rastvori saharoze (51, 66). U nekim od publikacija naglasena je upotreba
visoko koncentrovanih rastvora saharoze od 80% (m/v), §to je takode manje koncentrovan
rastvor od koriS¢enog u ovom eksperimentu (67% (m/m)). Ukupna produktivnost ovog
reaktora tokom 30 dana iznosi 3844 kg invertnog Secera po kg imobilizata. Dobijena vrednost
je malo manja od produktivnosti kontinualnog reaktora sa napakovanim slojem celih ¢elija
kvasca na vuni (47), ali duplo ve¢a od produktivnosti kontinualnog reaktora u kome su

koris¢ene agregirane i umrezene cele Celije kvasca (84).

3.5.1.1 Karakteristike dobijenog invertnog Secera

Invertni Secer dobijen enzimskom hidrolizom koncentrovanog rastvora saharoze u
prethodnom eksperimentu okarakterisan je odredivanjem procenta suve materije, pH,
provodljivosti i organoleptickih osobina. Karakteristike dobijenog invertnog Secera
uporedene su i sa dva razlicita uzorka invertnih Secera koji se koriste u konditorskoj industriji

u Srbiji 1 prirodnim medom. Dobijeni rezultati su prikazani u tabeli 15.

Tabela 15. Karakteristike razli¢itih uzoraka invertnih Sec¢era

Invertni Secer Suva masa (°Bx) pH  Provodljivost (uS/cm) Boja
Komercijalni 1 80,3 3,40 205 bledo Zuta
Komercijalni 2 76,5 6,35 194 jarko zuta
Dobijen u ovom radu 70,3 5,44 16 bez boje
Med 81,2 4,20 120 zuta

Provodljivost oba uzorka komercijalnog invertnog Secera je 10 puta veca od invertnog
Secera dobijenog enzimskom hidrolizom, S§to je posledica prisustva soli. Prisustvo soli u
konditorskim proizvodima je nepozeljno jer moze izazvati hipertenziju kod konzumenata.
Dakle, jedini uzorak invertnog Secera koji ne bi mogao da izazove ovakve posledice je

invertni Secer dobijen u ovom radu, enzimskom hidrolizom saharoze. U uzorku invertnog
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Secera komercijalnog 1 izmerena je pH vrednost 3,4 (tabela 15) Sto je jasan pokazatelj da je
proizvod dobijen kiselom hidrolizom saharoze, dok je u uzorku 2 pH vrednost visa.
Povecanje pH vrednosti je verovatno postignuto dodavanjem rastvora neke baze nakon kisele
hidrolize. U uzorku 2 je verovatno kori§¢ena manja koli¢ina kiseline u poredenju sa uzorkom
1, ali je reakciona smeSa grejana na visoj temperaturi, pa je boja dobijenog invertnog Secera
tamnija. [z rezultata prikazanih u tabeli 15 1 svega navedenog jasno se moze zakljuciti da je
invertni $ec¢er dobijen u reaktoru sa napakovanim slojem (imobilizovane glutaraldehidom
modifikovane zidne invertaze) sa zdravstvenog i organoleptickog aspekta bolji za kori$¢enje

u industriji hrane u odnosu na komercijalne.
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3.6

Zakljucci

izolovana je zidna invertaza iz ¢elijskog zida kvasca S. cerevisiae sa aktivnos¢u od 10+2
IU/mg;

pokazana je i veca temperaturna stabilnost zidne invertaze od rastvorne i veca stabilnost
u rastvorima tipi¢nih enzimskih denaturanata do visokih koncentracija;

pokazano je da nema vece razlike u pH i temperaturnim optimumima, kao i kinetickim
parametrima zidne i rastvorne invertaze;

zidna invertaza je uspe$no imobilizovana u Ca-alginatnom hidrogelu, sa prinosom
imobilizacije od 100%;

dobijeni imobilizat imao je bolju temperaturnu stabilnost od slobodnog enzima;

dobijeni imobilizat pokazao je dobru operativnu stabilnost u visoko koncentrovanim
rastvorima saharoze;

hemijskom modifikacijom zidne invertaze dobijeni su temperaturno stabilniji
biokatalizatori;

pokazano je da pri hemijskoj modifikaciji zidne invertaze nije doSlo do promene pH
stabilnosti, temperaturnog i pH optimuma;

uspesno je imobilizovan temperaturno najstabilniji modifikat zidne invertaze (G-CWI) u
Ca-alginatnom hidrogelu, sa prinosom imobilizacije od 100%;

dobijeni imobilizat imao je 20% vecu aktivnost u odnosu na imobilizat nemodifikovane
zidne invertaze u istom matriksu;

produktivnost dobijenog imobilizata testirana u kontinualnom reaktoru sa napakovanim
slojem imala je visoku vrednost od 3844 kg invertnog Secera po kg imobilizata;

dobijeni imobilizat modifikovane zidne invertaze glutaraldehidom pokazao se kao vrlo
ekonomican biokatalizator za proizvodnju invertnog Secera;

dobijeni invertni Secer je vrhunskog kvaliteta.
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4.  Eksperimentalni deo

Spisak koris¢ene opreme

Analiticka vaga Mettler

Aparat za elementalnu analizu Elementar Vario EL III
Centrifuga, Beckman J6-MI

Centrifuga, miniSpin plus, Eppendorf

FT Infracrveni spektrometar Perkin Elmer 1725X
Konduktometar WTW LF521, inoLab

Magnetna mesalica IKA Mag Rec G

Mikrotalasna pec¢nica, Samsung

pH metar Checker sa kombinovanom elektrodom
Proto¢ni vodeni termostat Multitemp 2209 LKB, Bromma
Refraktometar, ABE

Skenirajuci elektronski mikroskop JSM-6610LV, Jeol
Spektrofotometar UV-VIS-NIR PU 8630 Philips
Tehnicka vaga Mettler PE 3600

Vibraciona meSalica Tehtnica EV -100
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4.1 Izolovanje invertaze iz Celija kvasca S. cerevisiae

4.1.1  Liza ¢elija kvasca S. cerevisiae

Za ovaj eksperiment kori$¢en je svezi pekarski kvasac. Posuda u kojoj se odvija liza
kvasca neophodno je da ima mogucnost hermetickog zatvaranja. Dodatkom toluola (3% od
mase kvasca) 1 anhidrovanog natrijum—karbonata (1% od mase kvasca) pocinje ¢elijska liza
pekarskog kvasca. Smesa se termostatira na 40°C 4 h.

Nakon ovih 4 h autoliza celija se prekida centrifugiranjem smese na 3000 rpm 20

minuta na 4°C, posle ega se supernatant odvaja, a preostali talog dalje tretira.

4.1.2  Izolovanje zidne invertaze

Talog dobijen iz suspenzije ¢elija kvasca se koristi za dobijanje zidne invertaze. Talog
se ispira tri puta sa $to ve¢om zapreminom fizioloskog rastvora (minimum 5 puta vecom
zapreminom pri svakom ispiranju), a zatim 2-3 puta destilovanom vodom. Pri svakom
ispiranju suspenduje se celokupna koli¢ina taloga, centrifugiranjem se odvaja talog od
supernatanta na 3000 rpm 20 minuta na 4°C. Nakon ispiranja zidne invertaze i uklanjanja
svih u vodi rastvornih komponenti, preparat je neophodno odmastiti i osusiti. U ovom koraku
koris¢en je aceton. Neophodno je isprati celokupni preparat zidne invertaze bar tri puta
acetonom, a u svakom koraku zapremina acetona bi trebalo da bude veéa od zapremine
taloga. Izmedu dva ispiranja preparata acetonom, talog se od rastvora odvaja centrifugiranjem
na 3000 rpm 15 minuta na 4°C. Preparat se zatim su$i na vazduhu na sobnoj temperaturi,
rasporeden na filter papiru u tankom sloju. Nakon suSenja dobijen preparat zidne invertaze je

u obliku praha.
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4.2  Karakterizacija rastvorne i zidne invertaze

4.2.1 Odredivanje enzimske aktivnosti zidne invertaze

Enzimska aktivnost rastvorne i zidne invertaze odredivana je istim enzimskim testom.
Supstrat koris¢en u ovom testu je 0,3 M rastvor saharoze u 50 mM acetatnom puferu pH 4,5.
5,13 g saharoze je rastvoreno u 50 mL 50 mM pufera (45 mL vode i 5 mL 500 mM acetatnog
pufera pH 4,5 —pufer za enzimski test).

Reagens za zaustavljanje reakcije izmedu enzima i supstrata u ovom testu je DNS
reagens, Ciji je sastav dat u tabeli 16. Komponente reagensa bi trebalo rastvarati redom kako

su u tabeli navedene.

Tabela 16. DNS reagens

NaOH l6g
KNa — tartarat 300 g
3,5 — dinitrosalicilna kiselina (DNS) 10g
Voda dolL

Izolovani prah zidne invertaze neophodno je suspendovati u vodi bar pola sata pre
rada. Optimalna koncentracija suspenzije zidne invertaze za enzimski test je 1 mg/mL, dok
razblazenje rastvorne invertaze tokom preci$¢avanja zavisi od njene Cistoce. Suspenziju celija
kvasca tokom i nakon lize potrebno je razblaziti 500 puta da bi dobijena koncentracija
redukujuc¢ih Secera uSla u opseg standardne prave. Ovako dobijeni rastvori invertaze se
koriste u enzimskom testu.

U 50 pL rastvora enzima dodaje se 450 pL rastvora supstrata i nakon 3 minuta
reakcija se prekida dodatkom 500 uL DNS reagensa. Za svako merenje enzimske aktivnosti
napravljena je i odgovarajuca slepa proba. Slepa proba je po sastavu ista kao i reakciona
smes$a, samo je redosled dodavanja komponenti drugaciji (redom: 50 pL enzima, 500 pL
DNS reagensa, 450 pL supstrata) u odnosu na reakcionu sme$u u kojoj merimo enzimsku
aktivnost (redom: 50 pL enzima, 450 pL supstrata, 3 minuta, 500 pL. DNS reagensa).
Reakcionu smeSu nakon prekida reakcije dodatkom stop reagensa, kao i slepu probu
neophodno je termostatirati 5 minuta na klju¢alom vodenom kupatilu kako bi se reakcija
redukuju¢ih Secera i DNS-a ubrzala, a zatim ohladiti na sobnu temperaturu. Nakon

razblazivanja svih reakcionih smeSa dodatkom 4 mL vode i homogenizovanja rastvora,
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koncentracija redukujucih Secera odreduje se merenjem apsorbancije na 540 nm. Na osnovu
koli¢ine dobijenih redukuju¢ih Sec¢era u vremenu trajanja reakcije izraCunava se enzimska
aktivnost.

Standardna serija rastvora redukuju¢ih Secera obuhvata sedam rastvora razlicitih
koncentracija: 0,5, 1, 2, 4, 6, 8, 10 mM u odnosu na glukozu i u odnosu na fruktozu, odnosno
predstavljaju rastvore invertnog Secera ovih koncentracija. Pomesani sa DNS reagensom u
odnosu 1:1, rastvori standardne serije inkubirani su na klju¢alom vodenom kupatilu 5 minuta,
a nakon hladenja na sobnu temperaturu dodato je 4 mL vode, nakon ¢ega im je izmerena
apsorbancija na 540 nm. Konstruisana je standardna kriva kao zavisnost apsorbancije rastvora

standardne serije od koncentracije invertnog Secera u njima.

4.2.2 Odredivanje pH optimuma zidne i rastvorne invertaze

Za odredivanje pH optimuma rastvorne i zidne invertaze enzimski test raden je na
razli¢itim pH vrednostima reakcione smesSe. Napravljena je serija rastvora 50 mM pufera
razli¢itih pH vrednosti. Za pH vrednosti od 3,0 do 5,5 kori$¢eni su acetatni puferi (0,143 mL
konc. AcOH razblazeno do 50 mL vodom i pH je podeSeno koris¢enjem 1 M HCl ili 1 M
NaOH). Za pH vrednosti od 5,5 do 8,0 koris¢eni su fosfatni puferi (0,45 g Na,HPO4x2H,0
rastvoreno u 50 mL i pH je podeseno).

U svakom od pufera rastvoren je supstrat (saharoza) u koncentraciji 0,3 mol/dm’ i sa
dobijenom serijom supstrata razli¢ite pH vrednosti uraden je enzimski test rastvorne i zidne
invertaze (poglavlje 4.2.1). Kako bi se izbegle varijacije enzimske aktivnosti zbog promene
sobne temperature tokom dana, rastvori supstrata i reakcione smeSe tokom rada su

termostatirani u vodenom kupatilu na temperaturi od 25°C.

4.2.3 Odredivanje temperaturnog optimuma zidne i rastvorne invertaze

Za odredivanje temperaturnog optimuma rastvorne i zidne invertaze uradena je serija
enzimskih testova na razliCitim temperaturama. Supstrat (0,3 M rastvor saharoze u 50 mM
acetatnom puferu pH 4,5) je pola sata pre reakcije termostatiran na svakoj temperaturi na
kojoj je raden enzimski test. Enzimske aktivnosti rastvorne i zidne invertaze merene su na
temperaturama od 20 do 75°C enzimskim testom opisanim u poglavlju 4.2.1. Za

termostatiranje supstrata pre reakcije i reakcione smese koris¢en je vodeni termostat.
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4.2.4 Odredivanje temperaturne stabilnosti zidne i rastvorne invertaze

Temperaturna stabilnost rastvorne i zidne invertaze praéena je na dve razliCite
temperature, 60 i 70°C. RazblaZena rastvorna invertaza za enzimski test i suspenzija zidne
invertaze koncentracije 2 mg/mL razlivene su u 18, odnosno 6 ependorf kiveta po 200 pL i
termostatirane na 60°C, odnosno 70°C. Po jedna ependorf kiveta rastvorne i zidne invertaze
vadena je iz termostata nakon 5, 10, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 121, 136, 150, 182, 211, 240,
300, 360 i1 420 minuta (u eksperimentu odredivanja temperaturne stabilnosti enzima na 60°C)
ili 1,3,5,7,5,10 1 15 minuta (u eksperimentu odredivanja temperaturne stabilnosti enzima na
70°C) i odmah ohladena pomocu hladnog bloka. Ovako dobijenim uzorcima enzima
odredena je enzimska aktivnost kao $to je opisano u poglavlju 4.2.1. Enzimska aktivnost u
vremenu 0 na grafiku je izmerena ezimska aktivnost iz istog rastvora, odnosno suspenzije

zidne invertaze koriS¢ene u ovom eksperimentu.

4.2.5 Odredivanje Ky 1 Vmax vrednosti i energije aktivacije zidne i rastvorne invertaze

Koris¢eno je devet razlicitih koncentracija saharoze u 50 mM acetatnom puferu pH
4,5 -1, 5, 10, 25, 50, 100, 200, 400 i 800 mM. Opsezi koncentracija koje su upotrebljene u
izraCunavanju ovih konstanti oznacene su u poglavlju 3.2.5. Enzimski testovi su radeni kao
Sto je opisano u poglavlju 4.2.1, s tim Sto su koriS¢ene koncentracije supstrata gore navedene
1 u enimskim testovima sa najnizim koncentracijama supstrata (1 i 5 mM) vreme trajanja

reakcije je produzeno na 5 minuta.

4.2.6 Stabilnost zidne i rastvorne invertaze

4.2.6.1 Stabilnost invertaze u rastvorima uree

Rastvorna i zidna invertaza inkubirane su u rastvorima uree razlicitih koncentracija i u

odredenim vremenskim intervalima merena im je enzimska aktivnost. Koncentracije rastvora

uree pre pocetka eksperimenta i njihov nacin pravljenja prikazan je u tabeli 17.
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Tabela 17. Koli¢ine dodatih komponenti u eksperimentu inhibicije invertazne aktivnosti ureom

Finalna koncentracija Koncentracija Masa uree Zapremina rastvora
uree u eksperimentu _ rastvora uree (X) uree koncentracije X

IM LI1IM 02278 g 3,420 mL

2M 2,22 M 0,57685 g 4,331 mL

IM 333 M 0,6148 g 3,074 mL

i4M 4,44 M 0,7803 g 2,929 mL

SM 556 M 1,0380 g 3,112 mL

6M 6,67 M 1,27865 g 3,200 mL

7M 7,78 M 1,7705 g 3,793 mL

SM 889 M 1,6650 g 3,121 mL

U 2,700 mL svakog rastvora uree dodato je po 300 pL enzima 10 puta
koncentrovanijeg od onog koji je koriS¢en u enzimskim testovima (s obzirom na to da je u
prethodnim eksperimentima kori$¢en rastvor invertaze koji je bilo neophodno razblaziti 1000
puta za enzimski test, ovde je kori§éen isti enzim, ali 100 puta razblazen, dok je suspenzija
zidne invertaze bila koncentracije 10 mg /mL). Ovako dobijeni rastvori rastvorne i zidne
invertaze ostavljeni su na sobnoj temperaturi uz povremeno mesanje i u toku prva 2 sata
uzimani su uzorci od po 200 pL svakih 20 minuta i merena je njihova invertazna aktivnost.
Poslednji uzorci enzima kojima je izmerena invertazna aktivnost uzeti su nakon 22 sata.
Enzimski testovi su sa ovim uzorcima enzima radeni kao $to je to opisano u poglavlju 4.2.1.
Uzorci enzima uzeti su i odmah nakon meSanja rastvora uree i enzima; njima je odmah
odredena invertazna aktivnost (poCetna enzimska aktivnost bez dejstva inhibitora), pa je
tokom eksperimenta pracena razlika pocetnih enzimskih aktivnosti i onih izmerenih u

uzorcima uzetim nakon odredenog vremenskog perioda.

42.6.2 Stabilnost invertaze u metanolu

Rastvorna 1 zidna invertaza inkubirane su u rastvorima metanola razli¢itih
koncentracija i u odredenim vremenskim intervalima im je merena enzimska aktivnost.
Finalne koncentracije metanola u rastvorima sa enzimima kojima je pra¢ena promena
aktivnosti u vremenu bile su 30%, 40% 1 50%. U tabeli 18 prikazani su sastojci u svakom

eksperimentu. Potrebna koli¢ina metanola dodata je na kraju.
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Tabela 18. Koli¢ine dodatih komponenti u eksperimentu inhibicije

invertazne aktivnosti metanolom

Koncentracija metanola Voda Enzim  Metanol
30% 2,4 mL 0,4 mL 1,2mL
40% 2,0mL  04mL 1,6 mL
50% L6mL 04mL  2,0mL

Koncentracije enzima date u tabeli 18 su kao i u prethodnom eksperimentu 10 puta
ve¢e od koncentracije enzima koriS¢enih u enzimskim testovima. Ovako dobijeni rastvori
rastvorne i zidne invertaze ostavljeni su na sobnoj temperaturi uz povremeno mesanje i u toku
prva 2 sata uzimani su uzorci od po 200 pL svakih 20 minuta i merena je njihova aktivnost.
Poslednji uzorci enzima kojima je izmerena invertazna aktivnost uzeti su nakon 22 sata.
Enzimski testovi su sa ovim uzorcima enzima radeni kao §to je to opisano i poglavlju 4.2.1.
Uzorci enzima uzeti su i odmah nakon meSanja metanola i enzima, njima je odmah odredena
enzimska aktivnost (poCetna enzimska aktivnost bez dejstva inhibitora), pa je tokom
eksperimenta prac¢ena razlika pocetnih enzimskih aktivnosti i onih izmerenih u uzorcima

uzetim nakon odredenog vremenskog perioda.

4.2.6.3 Inhibicija invertaze anilinom, Hg*" i Cu*" jonima

Inhibitorni uticaj anilina, ziva(Il) i bakar(Il) jona ispitivan je u rastvorima razlicitih
koncentracija pomenutih inhibitora invertazne aktivnosti. Napravljeni su rastvori anilina
(koncentracije 50 mM u 50 mM acetatnom puferu pH 4,5; rastvoreno je 0,46 mL anilina u
100 mL pufera), ziva(Il)-hlorida (5 mM rastvor; rastvoreno je 8,75 mg HgCl, u 6,44 mL
vode) i1 bakar(Il)-sulfata (500 mM rastvor; rastvoreno je 0,6242 g CuSO4x5H,0 u 5 mL
vode) od kojih su razblazivanjem po potrebi pravljeni rastvori manje koncentracije (tabele
19-21).
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Tabela 19. Koli¢ine dodatih komponenti u eksperimentu inhibicije invertazne aktivnosti anilinom

Koncentracija Zapremina koncentrovanog rastvora Zapremina rastvora / Zapremina
anilina anilina (koncentracija dodatog rastvora) suspenzije enzima vode
30 mM 150 uL (50 mM) 25 uL 75 uL
20 mM 100 pL (50 mM) 25 uL 125 ul
10 mM S50 uL (50 mM) 25 uL 175 uL
5mM 25 uL (50 mM) 25 uL 200 uL
0,5mM 25 uL (5 mM) 25 uL 200 uL
0,05 mM 25 uL (0,5 mM) 25 uL 200 puL
0 mM (kontrola) / 25 uL 225 uL

Rasvori anilina koncentracije 5 mM i 0,5 mM dobijene su razblazivanjem 50 mM rastvora anilina 50 mM
acetatnim puferom pH 4,5, 10 puta (50 pL 50 mM rastvora do 500 puL) i 100 puta (50 uL. 5 mM rastvora
do 500 pL).

Tabela 20. Koli¢ine dodatih komponenti u eksperimentu inhibicije invertazne aktivnosti HgCl, jonom

Koncentracija ~ Zapremina koncentrovanog rastvora HgCl,  Zapremina rastvora / Zapremina
HgCl, jona Jjona (koncentracija dodatog rastvora) suspenzije enzima vode
0,5 mM 250 uL (1 mM) 50 uL 200 uL
1x10” mM 50uL (0,1 mM) 50uL 400 uL
1x10° mM 50 uL (1%10° mM) 50 uL 400 uL
1x10™ mM 50 uL (1107 mM) 50 uL 400 uL
0 mM (kontrola) / 50 uL 450 uL

Rasvori HgCl, jona koncentracije 1, 1x107 i 110 mM dobijene su razblazivanjem 5 mM rastvora 5 puta
(100 pL 5 mM rastvora do 500 pL), a zatim jos 10 puta (50 uL 1 mM rastvora do 500 pL) i jo$ 10 puta.

Tabela 21. Koli¢ine dodatih komponenti u eksperimentu inhibicije invertazne aktivnosti Cu ** jonom

Koncentracija Zapremina koncentrovanog rastvora Cu’°  Zapremina rastvora / Zapremina
Cu’" jona Jjona (koncentracija dodatog rastvora) suspenzije enzima vode
1mM 25 uL (10 mM) 25 uL 200 uL
10 mM 25 uL (100 mM) 25 ul 200 uL
50 mM 25 uL (500 mM) 25 uL 200 uL
100 mM 50 uL (500 mM) 25 uL 175 uL
250 mM 125 uL (500 mM) 25 uL 100 uL
0 mM (kontrola) / 25 uL 225 ul

Rasvori Cu”" jona koncentracije 100 i 10 mM dobijene su razblazivanjem 500 mM rastvora 5 puta (100
puL 5 mM rastvora do 500 pL), a zatim jo§ 10 puta (50 uL 1 mM rastvora do 500 pL).

Koncentracije enzima kori§¢ene u ovom eksperimentu su iste kao u prethodna dva (10
puta koncentrovaniji od rastvora za odredivanje enzimske aktivnosti). Svi gore navedeni
rastvori inkubirani su 15 minuta na sobnoj temperaturi nakon ¢ega im je izmerena invertazna

aktivnost kao $to je opisano u poglavlju 4.2.1.
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4.3 Imobilizacija zidne invertaze

4.3.1 Optimizacija imobilizacije zidne invertaze u kalcijum—alginatnom hidrogelu

Potrebno je pripremiti rastvore 2% natrijum-alginata i suspenzije zidne invertaze
nekoliko sati pre imobilizacije, kako bi se sva koli¢ina zidne invertaze hidratisala, a alginata
rastvorila. Nakon rastvaranja u vodi obe komponente smese za imobilizaciju se mesaju u
jednakim zapreminama.

Napravljeno je sedam smeSa za imobilizaciju sa razli¢itim koncentracijama zidne

invertaze. SmeSe su sadrzale:

Zidna invertaza  Natrijum-alginat Voda
lg 06g do 30 mL
5¢g 06g do 30 mL
10g 06g do 30 mL
20g 06g do 30 mL
40g 06g do 30 mL
60g 06g do 30 mL
80g 06g do 30 mL

Smese su dobro homogenizovane i u rastvor CaCl, izlivane u kapima iz Sprica sa
iglom (precnik otvora 0,5 mm). Rastvor 2% CaCl, zapremine oko 200 mL u kome je smeSa
za imobilizaciju izlivana meSan je magnetnom meSalicom. Nakon izlivanja celokupne
kolicine rastvor CaCl, je zamenjen novom koli¢inom svezeg.

Enzimska aktivnost imobilizovane zidne invertaze odredivana je testom slicnim kao i
za odredivanje enzimske aktivnosti rastvorne i slobodne zidne invertaze uz male
modifikacije. Za merenje enzimske aktivnosti uzimano je 10 kuglica imobilizata ¢ija je masa
(prosusenih kuglica na filter papiru) merena na analitickoj vagi. Ova koli¢ina imobilizata
dodata je u 5 mL supstrata (0,3 M rastvor saharoze u 50 mM acetatnom puferu pH 4,5).
Nakon 5 minuta reakcije uz konstantno mesanje iz reakcione smese uziman je uzorak od 500
pL i ubrizgavan u epruvetu koja sadrzi 500 pL. DNS reagensa. Slepa proba za svako merenje
bila je smesa 500 pL supstrata i 500 pL. DNS reagensa. Ovi rastvori su zatim termostatirani 5
minuta na klju¢alom vodenom kupatilu, hladeni na sobnu temperaturu, razblazivani 5 puta

dodatkom 4 mL vode i merena im je apsorbancija na talasnoj duzini od 540 nm.
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Enzimska aktivnost je racunata na osnovu nagradene koli¢ine redukujucih Secera za
vreme trajanja reakcije, a obracunata na 1 g imobilizata.

Prinos enzimske aktivnosti u imobilizatu izraCunat je na osnovu razlike ukupne
aktivnosti zidne invertaze dodate u smeSu za imobilizaciju i ukupne enzimske aktivnosti

celokupne mase dobijenog imobilizata.

4.3.2 Merenje fizickih parametara imobilizata zidne invertaze

Za ovaj eksperiment napravljene smese za imobilizaciju sadrzale su:

Zidna invertaza __ Natrijum-alginat Voda
25 mg 0,25 ¢ do 25 mL
50 mg 025¢ do 25 mL
250 mg 025¢ do 25 mL
25¢g 025¢g do 25 mL

Postupak imobilizacije je identiCan opisanom u poglavlju 4.3.1. Za odredivanje
fizickih karakteristika imobilizata u svakom koraku eksperimenta su merene finalne mase i
zapremine nakon meSanja komponenti i polimerizacije alginata, kao i veli¢ina dobijenih
kuglica imobilizata.

Precnik kuglica imobilizata meren je pomoc¢u milimetarskog papira. Fizicka i slegnuta
zapremina imobilizata merene su menzurom od 25 mL ili 50 mL. Nakon dodatka celokupne
koli¢ine imobilizata u menzuru je dodato po 10 mL vode. Na osnovu razlike u zapreminama
sadrzaja menzure izraCunata je realna (fizicka) zapremina kuglica imobilizata, a nakon

njihovog sleganja sa menzure je ocitana slegnuta zapremina imobilizata.
4.3.3 Odredivanje pH optimuma imobilizata

pH optimum imobilizovane zidne invertaze odreden je na osnovu promene enzimske
aktivnosti merene testovima kao §to je opisano u poglavlju 4.3.1 koris¢enjem supstrata (0,3

M saharoze) rastvorenog u puferima razli¢itih pH vrednosti (od pH 2,00 do 8,00) kao Sto je
opisano u poglavlju 4.2.2.
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4.3.4 Odredivanje temperaturnog optimuma imobilizata

Temperaturni optimum imobilizovane zidne invertaze odreden je na osnovu promene
enzimske aktivnosti merene enzimskim testovima kao §to je opisano u poglavlju 4.3.1 na

razli¢itim temperaturama (od 20 do 90°C) kao $to je opisano u poglavlju 4.2.3.

4.3.5 Odredivanje aktivacione energije 1 Ky 1 Viax Vrednosti imobilizata

Energija aktivacije izraCunata je koriS¢enjem podataka o enzimskoj aktivnosti
imobilizovane i slobodne zidne invertaze na razli¢itim temperaturama iz eksperimenta
odredivanja temperaturnog optimuma ovih biokatalizatora.

Merenjem enzimskih aktivnosti imobilizovane i slobodne zidne invertaze u
reakcijama sa razli¢itim koncentracijama supstrata, a koriS¢enjem programa GraphPad Prism
5.0 izracunate su vrednosti Ky 1 Vmax za ove biokatalizatore. KoriS¢eno je devet razlicitih
koncentracija saharoze u 50 mM acetatnom puferu pH 4,5 — 1, 5, 10, 25, 50, 100, 200, 400 i
800 mM. Opseg koncentracija koje su upotrebljene u izraCunavanju ovih konstanti ozna¢ene
su u poglavlju 3.3.5. Enzimski testovi su radeni kao §to je opisano u poglavlju 4.3.1, s tim $to
su koris¢ene koncentracije supstrata gore navedene i u enzimskim testovima sa najnizim

koncentracijama supstrata (1 mM i 5 mM) vreme trajanja reakcije je produzeno na 5 minuta.

4.3.6 Odredivanje temperaturne stabilnosti imobilizata

Temperaturna stabilnost imobilizata zidne invertaze i slobodnog enzima odredena je
na temperaturama od 50, 60 i 70°C. Izmerena je masa 10 kuglica imobilizata u po 15
epruveta sa zatvaratem za eksperiment na 50°C, 5 vajli za eksperiment na 60°C i 5 vajli za
eksperiment na 70°C. U svaku vajlu dodato je po 2,5 mL 50 mM acetatnog pufera pH 4,5.
Svi uzorci za odredivanje temperaturne stabilnosti na jednoj temperaturi su stavljeni u istom
trenutku u termostat prethodno zagrejan na zeljenu temperaturu i na svakih 20 minuta (50°C),
nakon 10, 30, 60, 120 ili 180 minuta (60°C) i 3, 6, 9, 12 ili 15 minuta (70°C) po jedna
epruveta je izvadena iz termostata, ohladena na sobnu temperaturu i svakom uzorku je
merena enzimska aktivnost kao §to je to opisano u poglavlju 4.3.1, ali dodatkom 2,5 mL 0,6

M rastvora saharoze u 50 mM acetanom puferu pH 4,5.
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4.3.7 Testiranje operativne stabilnosti imobilizata u Sarznom reaktoru

Rastvor saharoze koncentracije 70% napravljen je rastvaranjem 70 g saharoze u 30 g
vode. Izmereno je 10 g imobilizata u plasti¢noj vajli zapremine 50 mL i u svakom novom
ciklusu dodavana nova koli¢ina 70% rastvora saharoze. Tokom reakcije reakciona smesa je
termostatirana na 50°C u vodenom termostat Sejkeru uz kontinualno mesanje. Nakon svakog
ciklusa kuglice imobilizata su isprane 2-3 puta destilovanom vodom pre dodatka nove
koli¢ine supstrata. Nakon svakog zavrSenog ciklusa meren je procenat inverzije saharoze.
Rastvor saharoze koncentracije 70% koriS¢en je u ovom eksperimentu kao slepa proba. Svi
koncentrovani rastvori Secera su razblazivani 500 puta, a zatim je 500 uL. ovako dobijenog
rastvora Secera mesSano sa 500 pL DNS reagensa. Dalja procedura merenja koncentracije

redukujucih Secera je identi¢na opisanoj u poglavlju 4.2.1.

4.4 Hemijski modifikovana zidna invertaza

4.4.1 Uticaj razli¢itih modifikatora i vremena reakcije modifikacije na enzimsku aktivnost

invertaze

6,28 g zidne invertaze suspendovano je u 28 g destilovane vode i ostavljeno preko
no¢i da se hidratise. Celokupna koli¢ina dobijene suspenzije je rasporedena u 4 epruvete po 5
g suspenzije (za hemijsku modifikaciju) 1 2 epruvete po 2,5 g suspenzije (kontrola). U svaku

epruvetu dodato je po 1 mL modifikatora sa odgovaraju¢im puferom;

Modifikat zidne invertaze Modifikator Pufer Voda
o 600 uL (500 mM
0,
Glutaraldehidni (GA) 74,4 ulL (25% GA) Josfatnog pufera pH 7,2) 326 uL
L 600 uL (500 mM
0
Formaldehidni (FA) 85,7 ulL (35% FA) Josfatnog pufera pH 7,2) 314 uL
o o 600 uL (500 mM
Dimetil-suberimidatni(DMS) 18 mg (DMS) Josfatnog pufera pH 7,2) 382 uL
30 mg (10) 600 uL (300 mM 370 ul
.. . . fosfatnog pufera pH 7,2)
Natrijum-perjodatni (P)
30 mg (10;) 600 uL (500 mM 370 L
g ! acetatnog pufera pH 4,5) #
y 250 uL (500 mM 250 ul.
fosfatnog pufera pH 7,2)
Kontrola (K)
y 250 uL (500 mM 250 Ul
acetatnog pufera pH 4,5) #
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Sve eptuvete su meSane na Sejkeru tokom reakcije modifikacija, a u odredenim
vremenskim periodima (nakon 0,2, 1, 4 1 22 ¢asa) iz njih su uzimani uzorci zapremine 1 mL.
Centrifugiranjem na 14 500 rpm 1 minut biokatalizatori su stalozeni i odvojeni od ostatka
reakcione smese, isprani sa po 1 mL odgovarajuéeg pufera 3 — 5 puta, a zatim resuspendovani
u zapremini od 6 mL 1% etanolamina pH 7,2. Suspenzije zidne invertaze koje su koris¢ene u
ovom eksperimentu kao kontrole tretirane su kao i modifikati. Ovako dobijenim
suspenzijama zidne invertaze i njenih modifikata izmerena je enzimska aktivnost postupkom
opisanim u poglavlju 4.2.1 (svi uzorci su razblazeni 100 puta za merenje enzimske
aktivnosti).

Svakom uzorku ovako dobijenog modifikata zidne invertaze pracena je temperaturna
stabilnost na temperaturi od 70°C tokom 20 minuta inkubacije. Eksperiment pracenja
temperaturne stabilnosti identican je eksperimentu opisanom u poglavlju 4.2.4. Kao Sto je
napred reCeno svi uzorci su i u ovom eksperimentu razblazeni 100 puta i kao takvi

termostatirani.
4.4.2 Infracrvena (IC) spektroskopija nativne i hemijski modifikovane zidne invertaze
Modifikati zidne inveraze i nemodifikovana zidna invertaza su iz vodene suspenzije
prevedeni u praskasto stanje liofilizacijom. Ovako dobijenim uzorcima snimljen je IC spektar
metodom KBr pilule.
4.43 Mikroanaliza nativne i hemijski modifikovane zidne invertaze
Modifikati zidne invertaze i nemodifikovana zidna invertaza su iz vodene suspenzije
prevedeni u praskasto stanje liofilizacijom. Ovako dobijenim uzorcima odreden je procentni
sastav azota, ugljenika, vodonika i sumpora mikroanalizom.
4.4.4 Povrsina izolovane zidne invertaze i njenih modifikata
Modifikati zidne invertaze i nemodifikovana zidna invertaza su iz vodene suspenzije
prevedeni u praSkasto stanje liofilizacijom. Svaki uzorak u snopu elektromagnetnog polja

prekriven je slojem zlata i ovako dobijenim uzorcima snimljene su povrsine skenirajué¢im

elektronskim mikroskopom.
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4.4.5 Odredivanje pH stabilnosti hemijski modifikovane zidne invertaze

Svi modifikati i nemodifikovana zidna invertaza (kontrola) suspendovani su u
puferima pH vrednosti od 3,0 do 12,0 (inkrementi od 0,5 pH jedinica). KoriS¢eni su acetatni
pufer za opseg pH vrednosti od 3,0 do 5,5 i fosfatni pufer za opseg pH vrednosti od pH 5,5 do
12,0. Puferi su napravljeni kao $to je to opisano u poglavlju 4.2.2. Koncentracija enzima u
puferskim suspenzijama je 10 mg/mL. Modifikati i kontrola su inkubirani u ovim
suspenzijama razli¢ite pH vrednosti 150 minuta na sobnoj temperaturi, a zatim razblazeni 10
puta 50 mM acetatnim puferom pH 4,5, kako bi enzim bio vracen na optimalnu pH vrednost i
razblazen za reakciju odredivanja invertazne aktivnosti, kao §to je to opisano u poglavlju

4.2.1.

4.4.6 Odredivanje temperaturne stabilnosti hemijski modifikovane zidne invertaze

Temperaturna stabilnost svih uzoraka hemijski modifikovane i nemodifikovane zidne

invertaze pracena je kao $to je to opisano u poglavlju 4.2.4.

4.4.7 Odredivanje temperaturnog i pH optimuma zidne invertaze hemijski modifikovane

glutaraldehidom

Temperaturni i pH optimum zidne invertaze modifikovane glutaraldehidom i kontrole

odredeni su kao $to je opisano u poglavljima 4.2.2 14.2.3.

4.5 Imobilizacija glutaraldehidom modifikovane zidne invertaze

50 g zidne invertaze suspendovano je u 200 mL vode i ostavljeno preko noci da se
hidratiSe. Nakon odvajanja hidratisane zidne invertaze centrifugiranjem na 10000 rpm 15
minuta celokupna koli¢ina je resuspendovana u 200 mL vode, dodato je jo§ 25 mL 500 mM
fosfatnog pufera pH 7,2, 3,1 mL 25 % rastvora glutaraldehida i vode do 250 mL. Nakon 4
sata kontinualnog meSanja na Sejkeru modifikovana zidna invertaza je odvojena
centrifugiranjem, isprana 3 puta 50 mM fosfatnim puferom pH 7,2, a zatim resuspendovana u
3% rastvoru etanolamina pH 7,2 1 ostavljeno preko no¢i u frizideru. Dobijena modifikovana

zidna invertaza je odvojena centrifugiranjem i koriS¢ena za imobilizaciju.
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5g natrijum-alginata rastvoreno je u 250 mL vode, a celokupna koli¢ina dobijene
modifikovane zidne invertaze je resuspendovana u 250 mL vode. Ova dva rastvora su
pomesana, smeSa dobro homogenizovana, procedena kroz cediljku (da se odvoje eventualni
krupni delovi koji mogu smetati pri iskapavanju) i pomocu Sprica i igle iskapavana u 2%

rastvor CaCl,.

4.5.1 Produkcija invertnog Secera u kontinualnom reaktoru sa napakovanim slojem

Kori$¢ena je staklena kolona (47x4 cm) sa spoljnom oblogom preko koje je kolona
termostatirana protokom termostatirane vode na 45°C. Kroz kolonu je pomocu peristalticke
pumpe uvoden rastvor saharoze. Imobilizat je pre pakovanja u kolonu prethodno ekvilibrisan
u 67% rastvoru saharoze. Kroz kolonu je prvo propustan 67% rastvor saharoze (3,35 kg
saharoze rastvoreno u 1,65 L vode), a zatim 60% rastvor saharoze (3 kg saharoze rastvoreno
jeu 2 L vode). pH vrednost ovako dobijenih koncentrovanih rastvora saharoze je bila 7,80, pa
je pH vrednost 60% rastvora saharoze pomocu razblazene sirCetne (1:4) kiseline spustena na
6,80, 6,20 1 4,90. Protoci kolone regulisani su peristaltickom pumpom, a tane brzine protoka
supstrata kroz kolonu merene su pomocu menzure (zapremina iz koje je izraCunata svaka
trenutna brzina protoka kolone nije bila manja od 100 mL). Svi rastvori saharoze su pre
ulaska u kolonu bili termostatirani na temperaturi od 45°C. Nakon svakih oko 100 mL
rastvora invertnog Secera koji je izasao iz kolone pri konstantnom protoku meren je stepen
inverzije, odnosno koncentracija redukujuéih Seéera. Slepa proba pri ovim merenjima bio je
rastvor supstrata koji je koris¢en u eksperimentu. Svi rastvori Secera su razblazivani 500 puta
i merena je koncentracija redukujuc¢ih Secera kao Sto je to opisano u poglavlju 4.3.7.

Zapremina rastvora Secera u koloni bila je oko 210 mL.

4.5.1.1 Karakteristike dobijenog invertnog Secera

Svi opisani parametri mereni su odgovaraju¢im aparatima.
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Mpwunor

U3jaBa 0 uCTOBETHOCTU LUTaMMNaHe U efieKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOpPCKOr paaa

MNoTnucaHwu/a

M3jaBrbyjem aa je enekTpoHcka Bepsvja Moje [OKTOpCKe avuceprauunje

MpumeHa umoBunuaosaHor henujckor 3uaga kBacua Saccharomyces cerevisiae y
npov3BogHy MHBepPTHOT Wehepa

kojy cam npefao/na 3a objaBrbuBake Ha noprtany QururanHor peno3MTopujyma
YHuBep3uTeTa y Beorpagy WCTOBETHa WITAaMNaHoj BEP3Uji Koja ce Hanasw y oHay
YHuBepsuTeTcke brubnuoTeke ,CeeTosap Mapkosuh®.

MoTtnuc
Y Beorpagy, 04.06.2014.

A Nesze hd




Mpunor 1.

U3jaBa o ayTopcTBYy

MoTnucaxnu-a MunosaHosuh AnekcaHgpa
UzjaBrbyjem
[a je JOKTopCcKa gucepTauumja nog HacrnoBoMm

MpumeHa umobunusosaHor henujckor 3uaa keacua Saccharomyces cerevisiae y
NpOV3BOAHMN UHBEPTHOT Wehepa

e pe3ynTaTt CONCTBEHOr UCTpaXxmneadkor paaa,

e [a npeanoxeHa guceprauuja y LUenuHW HU y Aenosuma Huje buna npegnoxeHa 3a
nobujakbe OuUNoO  koje  gunnome npema  CTyAWjCKMM  nporpamuma  Apyrux
BMCOKOLLKOSCKNX YCTaHOBA,

e [a Cy pe3yntatn KOPEeKTHO HaBeaeHU

e [a HMCAM KpLMO/Na ayTopcka npaea W KOPUCTUO WHTENEKTyanHy CBOjUHY ApYrux
nuua.

MoTnuc

Y Beorpagy, 03.04.2014. |




Mpunor 2.

UsjaBa o kopuwhewy

Osnawhyjem YHuBepauTeTcky ©Oubnuoteky ,CseTosap MapkoBuh® pa y [Aurutantu
penosuTopujym YHuBep3uTeTa y beorpagy yHece MOjy [AOKTOPCKY AucepTtauunjy noa
HacnoBoM:

MpumeHa umobunusoBaHor henujckor 3upga kBacua Saccharomyces cerevisiae y
npou3BoAHU UHBEpPTHOr Wehepa

KOja je Moje ayTopCKo Aerno.

AucepTauujy ca cBUM npunosumMa npegao/na cam y enekTpoHCKOM hopmMaTy MorogHoM 3a
TpajHO apxuBUparse.

Mojy AoKTOpCKy AucepTauujy noxpaweHy y LOurutanHu penosvTopujym YHusepsuteta y
Beorpagy mory ga kopucte CBU Koju nowTyjy oapeabe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatusHe 3ajegHunue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oany4yuo/na.

1. AytopcTBo
2. AyTOpCTBO - HEKOMEpUWMjanHo
/@AYTOpCTBO — HekomepuujanHo — 6e3 npepaae
4. AyTOpCTBO — HEKOMEpLUMjanHo — 4enuTy o4 UCTUM yCroBuma
5. AytopcTtBo — ©e3 npepage
6. AyTOpCTBO — AENUTN No4 UCTUM ycroBuma

(MonuMo fa 3aoKpyxuTe caMo jefHy o4 LecT NoHyfeHuX nuueHumn, KpaTak onuc nuueHum
Aaart je Ha nonefuHu nucra).

MoTnuc

Y Beorpaay, 03.04.2014.

A Mosohio




