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Uklanjanje fenola i tekstilnih boja iz otpadnih voda
imobilizovanim peroksidazama iz rena (Armoracia rusticana) i
gljive bele trulezi (Phanerochaete chrysosporium)

Sazetak

Sve veci globalni problem predstavlja zagadenje vodenih sistema razicitim otpadnim
materijama, pre svega fenolnim jedinjenjima i organskim bojama ispuStenim iz mnogobrojnih
industrijskih postrojenja. S obzirom da su fenoli oznaceni kao najces¢i zagadivaci voda Sirom
sveta, pronalazak metoda za njihovo uklanjanje predstavlja jedan od najvecih izazova
savremene naucne zajednice. Razli¢iti biokatalizatori su pronasli primenu u ove svrhe, a medu
njima je posebno mesto zauzela peroksidaza iz rena (HRP). Kao najvece ogranicenje ove metode
navodi se inaktivacija enzima, koja se moZe prevazic¢i njegovom imobilizacijom na razli¢itim
nosacima.

U ovom radu su razvijene metode za uklanjanje fenola i degradaciju tekstilnih boja
imobilizovanom peroksidazom iz rena i Celijskim zidovima sa lignin-peroksidazom (LiP). Kao
nosaci za imobilizaciju su koriS¢eni oksidovani alginati modifikovani tiraminom, makroporozni
kopolimeri razlicite veli¢ine pora, kao i neorganski glineni nosac - sepiolit.

Tiramin-alginatne mikro-kuglice su iskoriS¢ene za enkapsulaciju peroksidaze iz rena
primenom kuplovane emulziono-polimerizacione reakcije. Ispitan je uticaj stepena
modifikacije alginata tiraminom na specificnu aktivnost enzima. Ustanovljeno je da sa
povecanjem koncentracije perjodata koris¢enog za oksidaciju alginata od 2,5 do 20 mol% pre
modifikacije tiraminom dolazi do postepenog povecanja specifi¢ne aktivnosti.

Imobilizovana HRP je potom upotrebljena za uklanjanje fenola u SarZnom reaktoru.
Optimizovani su reakcioni uslovi sa ciljem postizanja visokog stepena efikasnosti i poboljSane
kontinualne primene. Za interno generisanje vodonik-peroksida (H202) tokom oksidacije
fenola primenjen je sistem sastavljen od glukoze i glukoza-oksidaze. Znatno veci stepen
uklanjanja fenola (96%) iz reakcionog sistema za 6 h je postignut primenom interne dostave
H202, dok se njegovim direktnim dodavanjem znacajno smanjuje efikasnost uklanjanja fenola
na 42%. Primenom glukoza-oksidaze u koncentraciji od 0,187 U/mL i 4 mmol/L glukoze
postiZe se najveca efikasnost, kao i koris¢enjem 20 mol% oksidovanog i modifikovanog tiramin-
alginata za enkapsulaciju HRP.

Degradacija tekstilnih boja ostvarena je i primenom (¢elijskih zidova sa lignin-
peroksidazom (LiP) zarobljenih u kalcijum-alginatnom hidrogelu. LiP je imobilizovana na
tiramin-alginatne mikro-kuglice. Inkubacijom enkapsuliranih ¢elijskih zidova u rastvorima
boja Evans Blue i Amido Black 10B tokom 48 h i merenjem njihove aktivnosti u odredenim
vremenskim intervalima uoceno je postepeno povecanje procenta degradacije sa periodom
inkubacije. Nakon maksimalne inkubacije 86% boje Evans Blue se dekolorizuje, dok taj
procenat za Amido Black 10B iznosi 84%. Ponovnom upotrebom Ccelijskih zidova sa LiP
ostvarena je efikasna degradacija navedenih boja tokom 12 uzastopnih ciklusa.

Makroporozni kopolimeri sastavljeni od glicidil metakrilata i etilen glikol dimetakrilata
veli¢ine Cestica od pribliZno 2 pm i razli¢ite veliCine pora (150-310 nm) su sintetisani
disperzionom polimerizacijom i modifikovani etilendiaminom. Dve razli¢ite metode,
perjodatna i glutaraldehidna, su kori$¢ene za imobilizaciju peroksidaze iz rena na ovim
polimerima.



Aktivnost imobilizovanog enzima je u direktnoj vezi sa veliCinom pora na nosacu
koriS¢enom za imobilizaciju. Imobilizacijom HRP perjodatnom metodom na poli(GMA-co-
EGDMA) velicine pora od 234 nm dobijena je specificna aktivnost od 9,65 U/g nosaca, dok je
HRP na kopolimeru sa porama od 297 nm imala specificnu aktivnost 8,94 U/g nosaca. Takode
je doSlo i do povecanja stabilnosti imobilizovane peroksidaze na 65 °C u vodenom rastvoru kao
i u organskom rastvaracu.

Dobru stabilnost na razli¢itim pH vrednostima, kao i povecanu Km vrednost tokom
oksidacije pirogalola, pokazala je peroksidaza imobilizovana na makroporoznom kopolimeru
sa veli¢inom pora od 234 nm, koja je imala i najveéu specificnu aktivnost. Nakon 5 ciklusa
ponovne upotrebe za oksidaciju pirogalola zadrZano je 80% inicijalne aktivnosti. Imobilizovani
enzim skladiSten 14 dana u odgovaraju¢em puferu zadrzao je 98% aktivnosti. Znacajna
efikasnost uklanjanja fenola pri optimizovanim uslovima za dostavu vodonik-peroksida u
reakcioni sistem je postignuta primenom HRP imobilizovane na kopolimeru sa porama veli¢ine
234 nm.

Sepiolit je primenjen za adsorpciju nativne HRP i HRP oksidovane natrijum-perjodatom.
Dodate su razliCite koliine oba enzima po gramu sepiolitnog nosaca. Sa povecanjem koli¢ine
peroksidaze povecava se specificna aktivnost imobilizovanog enzima. Najveca aktivnost je
postignuta pri imobilizaciji 15 mg perjodatno-oksidovane peroksidaze po gramu sepiolita.
Testirane su temperaturna i operativna stabilnost imobilizovanih peroksidaza, kao i stabilnosti
na razli¢itim pH vrednostima. Oksidovana peroksidaza je zadrZala 42% inicijalne aktivnosti
nakon 4 uzastopna ciklusa oksidacije pirogalola.

Klju¢ne reci: Alginat, fenol, peroksidaza, degradacija boja, sepiolit, makroporozni,
imobilizacija
Naucna oblast: Hemija

UZa naucna oblast: Biohemija



Phenol and textile dye removal from wastewater with
immobilized peroxidases from Horseradish (Armoracia
rusticana) and white rot fungi (Phanerochaete chrysosporium)

Abstract

A growing global concern is the pollution of water courses with various waste materials,
primarly phenolic compounds and organic dyes released from numerous industrial plants.
Since phenols are designated as the most common water pollutants worldwide, finding
methods for their removal is nowadays one of the biggest challenges for the broad scientific
community. To this end, various biocatalysts have been used, among them Horseradish
peroxidase (HRP) has been in prime position. The main limitation of this method is an enzyme
inactivation, which can be overcome by its immobilization on different carriers.

In this study, various methods for the removal of phenol and degradation of textile dyes by
immobilized Horseradish peroxidase and cell walls with lignin peroxidase (LiP) were
developed. Oxidized alginates modified with tyramine, macroporous copolymers with different
pore characteristics, as well as inorganic clay mineral - sepiolite, were used as carriers in
immobilization.

Tyramine-alginate micro-beads were used for the encapsulation of peroxidase by coupled
emulsion polymerization reaction. An effect of a degree of the alginate modification by tyramine
on the specific activity of enzyme was examined. A gradual increase in the specific activity, with
an increase in the concentration of periodate used for oxidation of alginate from 2.5 to 20 mol%
prior to modification by tyramine, was observed.

Immobilized HRP was then used for the removal of phenol in a batch reactor. Reaction
conditions were optimized with an aim of achieving a high degree of efficiency and improved
reusability. A system composed of glucose and glucose oxidase was used for internal generation
of hydrogen peroxide (H202). When internal delivery of H202 was employed, 96% of phenol was
removed from the reaction system in 6 h, whereas its straightforward addition significantly
reduced the efficiency of phenol removal (42%). The highest efficiency was achieved by using
glucose oxidase at the concentration of 0.187 U/mL and 4 mmol/L of glucose, as well as by using
20 mol% periodate-oxidized and modified tyramine-alginate for HRP encapsulation.

Degradation of textile dyes was performed by employing cell walls with lignin peroxidase
(LiP) entrapped in a calcium-alginate hydrogel. LiP was also imobillized on tryamine-alginate
micro-beads. By incubating encapsulated cell walls in Evans Blue and Amido Black 10B dye
solutions for 48 h and measuring their activity in certain time intervals, a gradual increase in
the degree of degradation with incubation period was observed. Maximal incubation in Evans
Blue dye leads to 86% decolorization, whereas that percent for Amido Black 10B is 84%
Efficient degradation of previously mentioned dyes was achieved within 12 consecutive cycles
by reusing cell walls with LiP.

Macroporous copolymers composed of glycidyl methacrylate and ethylene glycol
dimethacrylate with a particle size of approximately 2 pym and different pore sizes (150-
310 nm) were synthesized by dispersion polymerization and modified with ethylenediamine.
Two methods, periodate and glutaraldehyde method, were used for the immobilization of
horseradish peroxidase onto these polymers.



The activity of immobilized enzyme is affected by the pore size of the carrier used for
immobilization. By immobilizing HRP using the periodate method onto poly (GMA-co-EGDMA)
copolymers with the pore size diameter of 234 nm specific activity of 9.65 U/g of carrier was
obtained, whereas HRP immobilized onto carrier with the pore size diameter of 297 nm showed
specific activity of 8.94 U/g of carrier. Also, the stability of immobilized peroxidase at 65 °C, as
well as in an organic solvent, was increased.

Peroxidase immobilized onto macroporous copolymer with a pore size diameter of 234 nm
and the highest specific activity also showed a good stability at different pH values, as well as
the increased Km value during the oxidation of pyrogallol. Eighty percent of the initial activity
was retained after 5 consecutive cycles of pyrogallol oxidation. After storing the immobilized
enzyme for 14 days in appropriate buffer, 98% of its activity was preserved. A significant
efficiency of phenol removal under optimized conditions for the delivery of hydrogen peroxide
into the reaction mixture was achieved by applying HRP immobilized onto copolymer with the
pore diameter of 234 nm.

Sepiolite was used for the adsorption of native HRP and HRP oxidized with sodium
periodate. Different amounts of both enzymes were added per gram of sepiolite carrier.
Increase in the amount of peroxidase leads to the increase in the specific activity of immobilized
enzyme. The highest activity was achieved when 15 mg of periodate-oxidized peroxidase was
immobilized per gram of sepiolite. Temperature and operational stabilities of immobilized
peroxidases were tested. Oxidized peroxidase retained 42% of initial activity after
4 consecutive cycles of pyrogallol oxidation.

Keywords: Alginate, phenol, peroxidase, dye degradation, sepiolite, macroporous,
immobilization

Scientific field: Chemistry

Scientific subfield: Biochemistry
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1. Uvod

U oblasti zaStite Zivotne sredine joS uvek je najveci izazov tretiranje industrijskih otpadnih
voda pre njihovog ispustanja u okolinu. Povecana industrijska proizvodnja dovodi do stvaranja
velike koliCine otpadnih materija koje se direktno ispustaju u vodene tokove, ¢ime ih zagaduju
i onesposobljavaju razvoj vodenih ekosistema. Ukoliko zagadene vode bez prethodnog
tretiranja zavrse u prirodnom okruZenju, ozbiljne ekoloske posledice osetice pre svega Zivi svet
koji nastanjuje vodena prostranstva, a u velikoj meri e se odraziti i na ljudsku populaciju i
njihovo zdravlje (1). Povec¢ana industrijska proizvodnja (proizvodnja uglja, goriva, plastike i
papira, zatim drvna, metalna, tekstilna i hemijska industrija, kao i industrija boja i lakova)
dovodi do generisanja velike kolicine hemijskog otpada, koji moZe sadrzati razlicite tipove
zagadivaca (2,3). Medu pomenutim zagadiva¢ima znacajno mesto zauzimaju aromati¢na
jedinjenja, pre svega fenoli, aromati¢ni amini i halogeni (1,4).

Fenolna jedinjenja smatraju se jednim od najvecih zagadivaca vodenih prostranstava. U
vodene ekosisteme se svakodnevno ispustaju velike koli¢ine fenola, koje su toksi¢ne ¢ak i u
veoma niskim koncentracijama (manjim od 0,005 mg/L) (2). Upravo zbog velike toksi¢nosti,
mutagenih i kancerogenih osobina, paznja velikog dela nau¢ne zajednice je usmerena pre svega
na fenole i njihovo uklanjanje iz vodenih sistema. Agencija za zaStitu Zivotne sredine je
propisala striktne uslove pod kojima se ovi zagadiva¢i mogu ispusStati u prirodnu okolinu i
oznacila fenol kao jedan od prioritetnih zagadivaca, Cije se koncentracije moraju strogo
kontrolisati (4).

Pored fenola veliki zagadivaci Zivotne sredine su i sintetske boje, Cija se koncentracija
povecava sa razvojem pre svega tekstilne industrije. Njihovo nekontrolisano i neefikasno
ispuStanje doprinosi dodatnom zagadenju ve¢ kontaminiranih vodenih tokova. Tekstilne boje
je neophodno tretirati pre ispustanja u vodenu sredinu, zbog njihove sloZene hemijske
strukture i lakog prevodenja u opasne produkte (5,6).

U cilju eliminacije ovih opasnih zagadivaca iz otpadnih voda razvijene su razli¢ite metode
koje su Klasifikovane u tri velike grupe: fizicke, hemijske i bioloSke metode (1,7-9).
Konvencionalne metode su pokazale brojne mane u pogledu niske efikasnosti, visoke cene
samog procesa, primenljivosti na visokom nivou, kao i postizanja zadovoljavaju¢eg kvaliteta
preciS¢enih otpadnih voda (7,8). Upravo iz navedenih razloga se sve viSe radi na razvoju
enzimskih metoda koje bi se mogle efikasno primeniti za procese uklanjanja fenola i fenolnih
jedinjenja iz industrijskih otpadnih tokova (8,9). Prednosti pomenute metode se ogledaju u
velikoj selektivnosti i efikasnosti, ali se kao najveci nedostatak za Siroku primenu navodi cena
samog procesa, kao i dostupnost enzima za koriS¢enje na industrijskom nivou (10).

Mnoge istrazivacke grupe su radile na razvijanju metoda za otklanjanje fenolnih
zagadivaca iz otpadnih voda i tom prilikom koristile Siroki spektar enzima. Najznacajnije mesto
zauzele su su peroksidaze, pre svega peroksidaza iz rena (Armoracia rusticana, HRP) (3,11,12).
Ona je pokazala visoku efikasnost prilikom uklanjanja velikog broja aromatic¢nih jedinjenja (3).
Njena kataliticka aktivnost zasniva se na oksidaciji fenolnih jedinjenja u prisustvu vodonik-
peroksida. Kao proizvodi ove oksidacije formiraju se fenoksi radikali, koji mogu da se agregiraju
na razlicite nac¢ine gradeci u vodi nerastvorne polimere. Daljom filtracijom ili sedimentacijom
vrsi se lako izdvajanje dobijenih agregata (3).



Peroksidaza iz rena je pokazala specificnost prema ¢ak 30 razli¢itih aromatic¢nih jedinjenja,
bilo da su oni fenolne prirode ili da su u pitanju drugaciji oblici aromati¢nih amina, pri cemu je
efikasnost njihove eliminacije iz vodenih sistema iznosila oko 99% (2,9). Primena ovog enzima
je ograniCena zbog njegove visoke cene, male stabilnost tokom duZeg vremenskog perioda i
mogucnosti regeneracije (3).

Za uklanjanje sintetskih boja primenu su, pored peroksidaze iz rena, pronasle i peroksidaze
izolovane iz gljiva: mangan- i lignin-peroksidaza. Obe peroksidaze su pokazale odli¢ne rezultate
prilikom degradacije razlicitih tekstilnih boja (13-15).

Pri upotrebi peroksidaza u uklanjanju tekstilnih boja dolazi do inaktivacije enzima, koja
nastaje kao posledica interakcije fenoksi radikala i aktivnog mesta na molekulu enzima.
PoboljSana aktivnost enzima i smanjenje cene celokupnog procesa se moZe posti¢i primenom
razlicitih pristupa, medu kojima je najznacajnije mesto zauzela imobilizacija enzima. Kao glavne
prednosti imobilizacije enzima mogu se navesti povecana stabilnost, lako odvajanje iz
reakcione smeSe, moguc¢nost ponovne upotrebe, kao i povecana kataliticka aktivnost i smanjena
verovatno¢a kontaminacije (16). Biokatalizatori dobijeni imobilizacijom mogu da se
upotrebljavaju viSe puta u reakcijama oksidacije fenolnih jedinjenja, ¢cime se smanjuje i cena
celokupnog procesa (3).

Metode koje se mogu Kkoristiti za imobilizaciju enzima su podeljene u cetiri grupe:
adsorpcija, kovalentno vezivanje, umrezZavanje i zarobljavanje unutar ¢vrstog matriksa (17).
Svaka od ovih metoda ima svoje prednosti i mane, i moZe se sa ve¢om ili manjom efikasnos¢u
primeniti u ove svrhe. Kao nosaci u enzimskim imobilizacijama koriste se prirodni polimeri,
kao Sto su alginat, pektin, hitozan i agaroza (18-21), zatim magnetne kuglice (22),
poliakrilamidni i silika gelovi (23,24), aminopropilne staklene kuglice (25) itd.

Prvi nosaci primenjeni za imobilizaciju enzima su bili neorganski nosaci. Kao njihove
najvece prednosti pri upotrebi u industrijskim procesima mogu se navesti dobra mehanicka
tvrdoca, stabilnost na poviSenim temperaturama i otpornost prema organskim rastvaracima.
Medu mnogobrojnim neorganskim nosacima isticu se silika gelovi, aktivni ugalj, magnetit,
kaolinit i sepiolit. Svi su uspesSno iskoris¢eni kao adsorbenti zahvaljujuci njihovoj niskoj ceni,
Sirokoj rasprostranjenosti i svojstvima pogodnim za ovu primenu. Nosaci bazirani na silikatu
su najviSe upotrebljeni u procesima enzimske imobilizacije, zbog njihove porozne strukture i
odgovarajuce morfologije koja omogucuje ostvarivanje enzim-ligand interakcija (26). Uz sve
navedeno, oni su hemijski inertni i mehanicki stabilni, pa su pogodni za industrijske procese
(26,27). Sepiolit, neorganski prirodni mineral silikatne prirode, moZe se vrlo efikasno koristiti
za imobilizaciju enzima, ali je njegova glavna mana curenje enzima sa povrsSine nosaca (27).

Biopolimeri, polimeri prirodnog porekla, pokazuju veliki potencijal u procesima
imobilizacije enzima. Biodegradabilnost, biokompatibilnost i netoksi¢nost su samo neke od
osobina koje se navode kao glavne prednosti prirodnih polimera (17). Na povrSini ovih
materijala prisutne su razli¢ite funkcionalne grupe, najcesSc¢e hidroksilna, amino ili keto grupa
(17). One omogucuju, na prvom mestu, modifikaciju polimera, a potom i imobilizaciju
mnogobrojnih enzima putem adsorpcije ili kovalentnog vezivanja (17). NajceS¢e koris¢eni
biopolimer je alginat, polisaharid izolovan iz braon algi, koji pokazuje veliki potencijal za
formiranje hidrogelova (28). Trodimenzionalne mreZe sastavljene od hidrofilnih polimera sa
velikim procentom vode predstavljaju gradivne jedinice svakog hidrogela. Primenom hemijskih
ili enzimskih metoda, hidrogelovi su veoma uspesno iskoris¢eni za enkapsulacije enzima (29).



Makroporozni kopolimeri dobijeni umrezavanjem glicidil metakrilata (GMA) i etilen glikol
dimetakrilata (EGDMA) su uspes$no kori$¢eni kao nosaci za imobilizaciju enzima (21,30). Velika
specificna povrSina i prisustvo epoksi grupa olakSavaju vezivanje enzima, smanjujuci time
mogucénost njegove difuzije sa povrSine matriksa (31). Poroznost se istice kao jedna od glavnih
prednosti ovih nosaca, a moZe se kontrolisati podeSavanjem uslova prilikom njihove sinteze.

2. Teorijski deo

Smatra se da je jedan od najbitnijih ekoloSkih problema, kojima je danas izloZeno
celokupno ¢ovecanstvo, zagadenje vodenih ekosistema (32). Uprkos velikoj rasprostranjenosti
vodenih povrsina na planeti, najveci procenat voda se nalazi u obliku morske vode u okeanima
(97,2%) ili je zarobljeno u glecerima (2,15%), dok samo jedan mali procenat (0,65%) koristi
covek (33). Povecana industrijska proizvodnja dovodi do generisanja velikih koli¢ina toksi¢nih
organskih materija koje ulaze u vodene tokove, zagadujuci i ugrozavajuci vodene resurse Sirom
sveta. Znatan procenat razlicitih zagadivaca ispusta se kao industrijski otpad iz postrojenja bez
prethodnog tretiranja direktno u vodene sisteme ili pronalazi svoj put do njih. Najve¢im
industrijskim zagadiva¢ima smatraju se fenoli, fenolna jedinjenja sa azotom i njihovi derivati,
kao i razlicite organske boje (34). Ova jedinjenja spadaju u grupu toksi¢nih, Stetnih zagadivaca,
koji se jako teSko mogu eliminisati kada jednom udu u vodene tokove.

Procena toksicnosti otpadnih voda, izvora, kao i zagadenih podrucja i samih hemikalija koje
su u upotrebi je od velikog znacaja, kako bi se izbegli negativni uticaji pre svega na Zive
organizme, a potom i na celokupno zagadenje Zivotne sredine. U cilju procene ekoloskih rizika
razvijene su razliCite metode (analiticke metode - HPLC i GC/MS) koje se sa ve¢om ili manjom
efikasnoS¢u mogu koristiti u ove svrhe (35). Pored navedenih metoda, koje su jako skupe i ¢ija
se upotrebom ubrzavaju procesi procene ekoloskih rizika i otklanjaju sve prethodno navedene
mane analitickih metoda. Pomoc¢u ovih metoda ustanovljeno je da su antibiotici, tesSki metali,
nanocetice, pesticidi i insekticidi, kao i industrijske otpadne vode i mikotoksini medu najceS¢im
oblicima zagadenja. Svi oni su organske prirode ili u svom sastavu mogu imati neki oblik
fenolnog jedinjenja.

2.1. Fenoliifenolni zagadivaci Zivotne sredine

Hemijska, tekstilna, petrohemijska i farmaceutska industrija generiSu otpadne vode sa
visokim procentom razlicitih fenolnih komponenti, ¢ije koncentracije u vodi mogu dostizati i
nekoliko hiljada ppm, u zavisnosti od izvora iz kog je otpadna voda ispustena (16). Procenjeno
je da 10 miliona tona razli¢itih fenolnih zagadivaca godisSnje zavrsi u prirodi (16).

Hlorovana fenolna jedinjenja kao sto su hlorofenol, 2,4-dihlorofenol i 2,4,6-trihlorofenol
smatraju se najceS¢im zagadivacima voda. Fenol, hlorofenol, katehol, nitrofenol, hlorokatehol,
kao i razliciti alkil-fenoli navode se kao najceS¢e prisutni oblici fenolnih jedinjenja u
industrijskim otpadnim vodama (5). Ovi derivati fenola se koriste kao intermedijeri u sintezi
petrohemijskih proizvoda, pesticida, eksploziva, insekticida, boja, tekstila itd., a njihovo
ispusStanje u Zivotnu sredinu moZe da ostavi posledice ne samo na celokupnu floru i faunu, ve¢
i na kompletno covecanstvo (5).



Nekontrolisano ispustanje fenolnih otpadnih voda u Zivotnu sredinu moze da dovede do
zagadenja zemljiSta, kako povrsinskih tako i i podzemnih voda, a samim tim moZe da ugrozi i
zivot na Zemlji. Ukoliko se fenolne otpadne vode ispuste u Zivotnu sredinu bez prethodnog
tretiranja, uzrokuju pojavu mnogobrojnih zdravstvenih problema. IzloZenost fenolnim
jedinjenjima u velikim dozama moZe da dovede do respiratornog zastoja, kome, slabosti u
miSi¢ima i tremora (5). Iz navedenih razloga, Agencija za =zaStitu Zivotne sredine
(Environmental Protection Agency, EPA) je propisala maksimalnu dozvoljenu koncentraciju
fenolnih jedinjenja u vodenim sistemima (1 ppm) (5,16). Koncentracija fenola u pijac¢oj vodi ne
sme da prede 1ppb, a sve koncentracije vete od navedene mogu da izazovu ozbiljne
zdravstvene probleme kod svih Zivih organizama (16). Sva jedinjenja fenolne prirode oznacena
su kao prioritetni zagadivaci, i upravo iz tih razloga zaokupljaju posebnu paznju velikog dela
naucne zajedinice.

2.1.1. Osobine fenolnih jedinjenja

Nemacki hemicar Runge je prvi izolovao fenol iz katrana davne 1834. godine (36). Fenol
spada u grupu aromatic¢nih jedinjenja. Na sobnoj temperaturi i normalnom pritisku nalazi se u
obliku kristala bele boje, koji zbog prisustva necisto¢a za veoma kratko vreme potamne.
Rastvara se u organskim rastvaracima kao Sto su etil alkohol, etar ili benzen, dok u vodi
pokazuje ograniCenu rastvorljivost i ponasa se kao slaba kiselina (36). U Tabeli 1 prikazane su
neke fizicke i hemijske osobine fenola.

Tabela 1. Fizicke i hemijske osobine fenola

OH
Strukturna formula ~-
i
Molekulska formula CeHsOH
Molekulska masa 94,11
(g/mol)
Temperatura topljenja 40,9
(°0)
Temperatura kljuc¢anja 181,75
(°0)
Rastvorljivost u vodi 9,3 g (fenola) / 100 mL (H20)
(g/100 mL)
pKa 9,89
Gustina 1,07
(g/mL)




2.1.2. Proizvodnja fenola

Godisnja proizvodnja fenola iznosi oko 6 miliona tona, a taj broj se konstantno uvecava
(36). Oko 95% ukupnog fenola na svetu proizvede se primenom Hokovog procesa - procesa
koji se sastoji od tri koraka i podrazumeva simultanu sintezu fenola i acetona iz benzena
(Slika 1). U prvom koraku se odvija alkilovanje benzena i gradenje kumena kao intermedijernog
proizvoda (36). Dalja oksidacija kumena kiseonikom iz vazduha, dovodi do formiranja kumen-
hidroperoksida (CHP), posredstvom slobodno-radikalskog mehanizma. Cepanje dobijenog
hidroperoksida na fenol i aceton odvija se u prisustvu sumporne kiseline kao katalizatora
(36,37).

T

= ‘/ OH o

| 0
oz 2 — > - . * H3C/U\CH3
HiL CHj

)\ o.._ e Aceton

HaC CHs OH

Kumen Kumen-hidroperoksid (CHP) Fenol

Slika 1. Reakcija proizvodnje fenola iz kumena

Industrijsku sintezu fenola je moguce ostvariti i koriS¢enjem hlorobenzena ili toluena, a
moZe se dobiti i prilikom prerade uglja (36). Fenol se emituje sagorevanjem duvana i fosilnih
goriva, dok je zajedno sa svojim mnogobrojnim derivatim prisutan i u razli¢itim proizvodima,
kao Sto su caj, vino, dimljena hrana itd. (36). Razgradnjom otpada Zivotinjskog porekla i
fotooksidacijom benzena nastaju odredene koli¢ine isparljivog fenola, koje najcesce zavrsavaju
u vazduhu (36).

Bakterije imaju veliku sposobnost razgradnje fenolnih jedinjenja, Sto znacajno smanjuje
vreme njegovog zadrzavanja u okolini. Procenjeno je da se u zemljiStu fenol moZe zadrzati do
5 dana, u vodi 9 dana, dok je period njegove prisutnosti u vazduhu mali i iznosi svega 1-2 dana
(36).

2.1.3. Uticaj fenola na zdravlje ljudi

Fenol znacajno utice na zdravlje ljudi koji dolaze u kontakt sa ovom supstancom tokom
proizvodnje ili transporta. Ukoliko se osoba tokom dugotrajne upotrebe izloZi dejstvu fenolnog
jedinjenja, bilo udisanjem, kontaktom sa oc¢ima ili kozom, moZe do¢i do pojave ozbiljnih
opekotina, dok cijanoza, konvulzije, koma, a u nekim slucajevima ¢ak i smrt, mogu uslediti
prekomernim izlaganjem (36). Fenol ostavlja posledice i uti¢e na funkciju brojnih unutrasnjih
organa, pre svega jetre, bubrega, pluca i vaskularnog sistema (36). Ustanovljeno je da doza od
1 g fenola uneta u ljudski organizam moZe biti fatalna (36).

2.1.4. Primena fenola

JosS je 1865. godine otkrivena dezinfekciona sposobnost Cistog fenola, dok je njegovo
germicidno dejstvo povezano sa moguénoséu denaturacije proteina (36). Fenol se koristi u
proizvodnji razli€itih krema, u veterini kao antiseptik i Zeludani anestetik. MoZe se koristiti
kao reagens u hemijskim analizama, u rafinerijama kao ekstrakciono sredstvo, a u
petrohemijskoj industriji kao primarni intermedijer (36). Cak 35% fenola se upotrebi prilikom
proizvodnje fenolnih smola, kao Sto su fenol-formaldehidne smole (Bakelit) - jeftine,
termoreaktivne smole koje su nasle primenu u gradevinskoj, automobilskoj industriji, kao i u
proizvodnji razli¢itih uredaja (36).



Derivati fenola, kao Sto su anilin, razlic¢iti alkilfenoli, hlorofenoli, mogu se primeniti u
proizvodnji eksploziva, dubriva, boja, tekstila, plastike, antioksidanata i u mnoge druge svrhe
(36). U farmaceutskoj industriji koristi se kao jedna od komponenti za sintezu nekih
farmaceutskih proizvoda, npr. aspirina (36).

2.2. Uklanjanje fenola i fenolnih jedinjenja

Fenolna jedinjenja su u industrijskim otpadnim vodama prisutna u razli¢itim
koncentracijama.

Otpadne vode iz rafinerija mogu da sadrze 6-500 mg/L fenola, iz industrije prerade uglja
9-6800 mg/L, dok one iz petrohemijske industrije mogu imati 2,8-1220 mg/L fenola (36). Od
0,1 do 1600 mg/L fenolnih zagadivaca potice iz drugih industrijskih izvora (farmaceutska,
drvna i papirna industrija, industrija boja i tekstila) (36). Fenolom zagadene otpadne vode ne
smeju se bez prethodnog tretiranja ispustiti u Zivotnu sredinu, pre svega zbog velike toksi¢nosti
ovog jedinjenja. Upravo iz tog razloga neophodno je razviti procese za uklanjanje fenola i
fenolnih jedinjenja iz otpadnih tokova.

2.3. Metode za uklanjanje fenola

Eliminacija toksi¢nih fenolnih zagadivaca iz otpadnih voda se moZe ostvariti primenom
razliCitih metoda koje su klasifikovane u tri velike grupe: fizicke, hemijske i bioloSke metode
(Slika 2).
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Slika 2. Metode za uklanjanje fenolnih jedinjenja

2.3.1. Fizicke metode za uklanjanje fenola

Tradicionalne metode koje se najviSe koriste u procesu uklanjanja fenola su adsorpcija,
destilacija i ekstrakcija. Izbor metode uglavnom zavisi od koncentracije fenola prisutnog u vodi.



2.3.1.1. Destilacija vodenom parom

Kada je fenol prisutan u vodi u tecnom obliku, on se u odgovaraju¢oj meri mesa sa njom,
Sto iskljucCivo zavisi od temperature. Na sobnoj temperaturi 10-70% (w/w) fenola se meSa sa
vodom, dok je fenol u potpunosti rastvoran na poviSenim temperaturama (preko 68 °C).
Ukoliko se poveca udeo soli prisutnih u vodi, povecace se i mesljivost fenola sa vodom (36).

Za eliminaciju fenolnih jedinjenja iz vodenih tokova moZze se primeniti metoda destilacije
vodenom parom, koja se pre svega bazira na isparljivosti fenola (Slika 3) (38). Nedostatak ovog
postupka je Cesto isuSivanje voda koje su bogate ovim jedinjenjem (36).
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Slika 3. Kolona za destilaciju vodenom parom

Azeotropni sadrzaj fenola u vodama, koje sadrze njegove visoke koncentracije, je oko 9,2%
(w/w) (38). Zbog toga se za precis¢avanje voda bogatih fenolnim zagadivacima moZe koristiti i
metoda azeotropne destilacije. Azeotropna frakcija se moze odvojiti od vodene frakcije, koja se
potom moze reflukotovati do kolone (36,38).

Za pracenje zastupljenosti fenola u vodi i zemljiStu moZe se primeniti istovremeno
destilacija i ekstrakcija (38). Mana ove metode je koncentrovanje rastvora, bogatog fenolnim
jedinjenjem, koje je neophodno, a nije primenljivo prilikom Siroke upotrebe u industrijskim
procesima za preciS¢avanje otpadnih voda (38).

2.3.1.1.1. Ekstrakcija

Tradicionalna metoda koja se jo§ uvek veoma intenzivno koristi prilikom eliminacije
fenolnih jedinjenja iz vodenih sistema je ekstrakcija (Slika 4). Naj¢eS¢e koriSc¢eni rastvaraci
prilikom ekstrakcije su 1-heksanol, 1-heptanol i 1-oktanol, od kojih se poslednji pokazao kao
najmanje efikasan prilikom uklanjanja fenola (39). Prednost ove metode je Sto moZe da se
koristi za preciS¢avanje voda u kojima je koncentracija fenola 1000 mg/L (38).
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Slika 4. Sema ekstrakcione metode

Pored Kklasi¢ne ekstrakcije, ¢esto koriS¢ena metoda je i kontrastrujna ekstrakcija. Kao
ekstrakciono sredstvo u ovom slucaju se koristi kumen (38). U ovom procesu za ekstrakcije se
koristi kolona, na kojoj moZe zaostati 20-500 mg/L fenolnog jedinjenja (38).



Ekstrakciju fenola je moguce ostvariti i primenom mesSavina razlic¢itih rastvaraca kao Sto
su tributil-fosfat i heksan, 2-oktanol ili kerozin. Kori§¢enjem tributil-fenola moZe da se ukloni
cak 90% fenola (38). Kada se u metodi tecno-teCne ekstrakcije za preciS¢avanje vodenog
sistema koji sadrzi od 100 do 500 mg/L fenola, kao ekstrakciono sredstvo koristi kerozin,
postiZe se efikasnost uklanjanja fenola od 70% (38).

Medu fizickim metodama za eliminaciju fenolnih jedinjenja iz vodenih tokova, te¢no-te¢na
ekstrakcija se moZe izdvojiti kao jedna od finansijski najpristupacnijih metoda (38). Takode,
ona ne spada u red destruktivnih metoda i omogucuje efikasnu regeneraciju fenola, ukoliko je
on prisutan u koncentracijama ve¢im od 50 mg/L (38).

2.3.1.1.2. Adsoprcija

U slucajevima kada je potrebno ukloniti veliku koncentraciju fenolnih jedinjenja u malim
zapreminama vode, fizicka tehnika koja se najviSe Kkoristi i pokazuje najvecu efikasnost je
adsorpcija (Slika 5) (1). Za preciScavanje vode se najceSce kao adsorbens koristi aktivni ugalj
(AC). Postoje dve kategorije ovog adsorbensa: granularni i praskasti (1). Razlika izmedu ova
dva tipa aktivnog uglja je u tome $to se nakon tretiranja granularni moze lako regenerisati, dok
se praSkasti ugalj ispusSta zajedno sa vodom (38). Najvece prednosti adsorpcije na aktivnom
uglju su: dobra efikasnost, visok kapacitet adsorpcije i niska operativha cena procesa.
Mehanizam adsorpcije na aktivnom uglju moZe se podeliti na nekoliko koraka: adsorpcija u
rastvoru, popunjavanje mikropora i adsorpcija u ve¢im mikro- i mezoporama (38).
Regeneraciju adsorbenta je moguce ostvariti ispiranjem etanolom, nakon uklanjanja fenola
(38). Kao najvece mane ove konvencionalne metode za eliminaciju zagadivaca navode se niska
efikasnost, upravo zbog koris¢enja samo jednog adsorbenta, i problemi novog zagadenja nastali
akumulacijom otpada (38).
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Slika 5. Sema adsorpcione metode

Efikasnost uklanjanja aromati¢nih jedinjenja pomocu aktivnog wuglja zavisi od
mnogobrojnih faktora. Na prvom mestu nalazi se fizicka priroda adsorbenta - struktura pora,
prisustvo odgovarajucih funkcionalnih grupa, tip prekursora koji je koris¢en za adsorpciju, kao
i metoda koja je primenjena za pripremu uzorka. Drugi faktor koji znacajno utiCe na efikasnost
uklanjanja fenola je priroda adsorbata, pre svega njegova rastvorljivost, pKa, polarnost,
molekulska masa, veli¢ina i prisustvo odgovarajucih funkcionalnih grupa na povrsini molekula.
Koliko dobro ¢e se odvijati sam proces adsorpcije nekog aromati¢nog jedinjenja zavisi i od
uslova (pH vrednosti sredine, jonske sile, koncentracije rastvora itd.) (36,38).

Primena adsorpcije na komercijalno dostupnom aktivnom uglju je ogranicena zbog visoke
cene ovog adsorbenta (1). U cilju postizanja vece ekonomicnosti procesa uklanjanja fenola
adsorpcijom, primenjuju se adsorbenti na bazi aktivnog uglja, koji su dobijeni kao agrikulturni
meduproizvodi iz palminog semena, pirincane ljuske, drvenog uglja itd.

Veoma je vaZno obezbediti i efikasnu regeneraciju aktivnog uglja nakon procesa
precCiS¢avanja otpadnih voda, upravo iz razloga Sto je adsorpcija fenola sama po sebi
ireverzibilna.



Time bi se smanjila i cena samog procesa, a on ucinio pogodnijim za Siru upotrebu.
Termalna regeneracija je vremenski vrlo ogranic¢ena i skupa, a konstantno izlaganje adsorbenta
visokim temperaturama i Cestim promenama temperature tokom zagrevanja i hladenja moze
da dovede do gubitka uglja, ¢ime se narusava struktura adsorbenta i on postaje nepogodan za
nove reakcije adsorpcije (1).

2.3.1.2. Membranska pervaporacija

Uklanjanje organskih jedinjenja iz voda moZe da se ostvari i primenom relativno nove
tehnike koja se bazira na razdvajanju viSekomponentne teCne smeSe isparavanjem kroz gustu,
neporoznu membranu (36). Ova tehnika se zove membranska pervaporacija. Cesto se kao
membrana za razdvajanje aromaticnih jedinjenja koristi polietarski-poliamidni blok kopolimer
(PEBA) (36). Membrana odvaja vodu sa jedne strane i paru sa druge strane (36).

2.3.2. Hemijske metode za uklanjanje fenola

Eliminacija fenolnih zagadivac¢a iz otpadnih voda se moZe ostvariti i primenom
mnogobrojnih hemijskih metoda, medu kojima se posebno izdvajaju oksidacione metode.
Proces koji se sa visokom efikasnos¢u moze koristiti za tretiranje fenolom zagadenih otpadnih
voda je ozonizacija (1).

[ako se u poslednje vreme sve viSe paznje posvecuje razvoju novih, unapredenih metoda
za oksidaciju organskih jedinjenja, veliki problem predstavljaju Stetni produkti koji nastaju tim
putem. Efikasno uklanjanje ovih proizvoda je takode od velikog znacaja za oCuvanje Zivotne
sredine. Upravo iz tog razloga, oksidacija se moZe smatrati samo jednom metodom u nizu
sloZenih procesa eliminacije opasnih fenolnih zagadivaca.

2.3.2.1. Hemijska oksidacija

U procesima hemijske oksidacije najc¢es¢e se kao oksidaciona sredstva koriste ozon i
vodonik-peroksid. Veliki potencijal za oksidaciju kako organskih, tako i neorganskih jedinjenja,
pokazao je ozon, najjace oksidaciono sredstvo sa potencijalom primene u Sirokom opsegu pH
vrednosti (Slika 6) (36). Kataliticka ozonizacija ima ograni¢enu upotrebu pre svega zbog visoke
cene proizvodnog procesa samog 0zona, a potom i zbog njegove male rastvorljivosti u vodi i
slabog oksidacionog potencijala kada su u pitanju stabilna organska jedinjenja (38). Bolja
efikasnost u pogledu procenta uklonjenog fenola se moze posti¢i ukoliko se iskombinuju
ozonizacija i zracenje (bilo UV-VIS ili koris¢enjem titanijum-dioksida, TiO2) (1).
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Slika 6. Sematski prikaz reaktora za ozonizaciju

Danas se sve viSe paZnje poklanja nano-katalizatorima na bazi metalnih oksida koji su
pokazali visoku efikasnost uklanjanja fenolnih jedinjenja (40).



Ukoliko se za kataliticke ozonizacije upotrebe heterogeni katalizatori, kao Sto je na primer
katalizator na bazi mangan- i aluminijum-oksida, oko 96% fenolnih zagadivaca se moZe
eliminisati iz otpadnih vodenih sistema (40,41).

Oksidaciono sredstvo, koje se pored ozona moZe Kkoristiti za efikasno uklanjanje
aromatic¢nih jedinjenja, je vodonik-peroksid. Ovaj hemijski agens ima mogu¢nost primene kako
u baznim, tako i u kiselim uslovima (42). S obzirom da je reaktivnost vodonik-peroksida
ogranicena, da je oksidacija vrlo spora i nepotpuna, u cilju poboljsanja njegove oksidacione
sposobnosti neophodno je kuplovati ga sa nekim katalizatorom (bilo homogenim ili
heterogenim) (42). U pogledu ekonomicnosti samog procesa oksidacije, kao i jednostavnosti
opreme i primene blagih reakcionih uslova, moZe se ista¢i Fentonova reakcija, koja je
zasnovana na oksidaciji organskih jedinjenja u prisustvu vodonik-peroksida i neke soli
gvozda (II) (1). Ovaj konvencionalni pristup oksidacije u kiseloj sredini vodi gradenju feri jona
i OH- radikala, koji mogu dalje da oksiduju razli¢ita organska jedinjenja kao Sto je fenol (42).

Ukoliko se reakcija oksidacije odvija na sobnoj temperaturi, za reakciju sa fenolom
neophodno je dodati visak H202, dok je na poviSenim temperaturama (preko 140 °C) potrebno
obezbediti njegovo kontinualno dovodenje u sistem, kao i poviSeni pritisak (42). Maciel sa
saradnicima je pokazao da se fenol moZe potpuno oksidovati u Fentonovom procesu uz dodatak
natrijum-hlorida (43). U poslednje vreme se oksidacija Fentonovom reakcijom viSe koristi kao
predtretman u reakcijama mikrobne transformacije, kako bi se povecala produktivnost i
smanjili troSkovi samog procesa (41).

2.3.2.2. Elektrohemijska oksidacija

Metoda sli¢na hemijskoj oksidaciji fenolnih jedinjenja, koja se moZe primeniti pod istim ili
slicnim uslovima je elektrohemijska oksidacija (Slika 7). Ova metoda, za razliku od hemijske
oksidacije, ne zahteva nikakve dodatne reagense, ali je neophodno obezbediti posebnu opremu
¢ime se povecavaju kako ekonomski, tako i energetski troskovi procesa (42). Elektrohemijska
oksidacija obuhvata dva tipa procesa: direktne i indirektne anodne elektrooksidacione procese
(44). Adsorpcija zagadivaca na anodi predstavlja direktan proces elektrooksidacije, a kao
materijali koji se Kkoriste za izradu anode izdvajaju se dijamant dopiran borom (BDD),
platina (Pt), olovo(IV)-oksid (PbOz) i kalaj(IV)-oksid (SnOz) (42). Kod indirektne
elektrooksidacije organska jedinjenja se uklanjaju dejstvom hlora ili hipohlorita generisanih na
anodi (42). Kada se uporede navedene metode, za primenu je pogodnija direktna anodna
oksidacija jer ne zahteva velike koli¢ine hemikalija za anodne oksidacione procese niti je
potrebno dodavanje kiseonika na katodama (41). Amado-Pina sa saradnicima je uporedivao
dva procesa za konverziju fenolnih jedinjenja - elektrohemijsku elektrooksidaciju (EO) i
kuplovani proces ozonizacije i elektrooksidacije (03-EO). Dobijeni rezultati su pokazali da je
kuplovani proces dva puta brzi od procesa EO (45).
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Slika 7. Sematski prikaz elektrohemijske oksidacije: a) direktne i b) indirektne
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2.3.2.3. Fotokataliticka oksidacija

Proces fotokataliticke oksidacije zasniva se na potpunoj degradaciji zagadivaca, Sto nije
slucaj kod drugih konvencionalnih metoda, gde se oni prevode u drugacije oblike. Kao
poluprovodnici u fotokatalitickim oksidacijama koriste se metalni oksidi i sulfidni materijali,
medu kojima se najCeSCe koristi titanijum-dioksid (TiOz) (41). Mala toksi¢nost, visoka
fotostabilnost i niska cena samo su neke od osobina koje TiO2z ¢ine dobrim poluprovodnikom u
reakcijama oksidacije (41). Mane ovog fotokatalizatora su niska aktivnost i mala dodirna
povrSina, a njegova ponovna upotreba je ogranicena (46). U cilju prevazilazenja navedenih
problema, istrazivanja su usmerena ka modifikaciji kako same strukture TiO2, tako i njegove
povrsine (47). Rezultati ovih studija su pokazali da modifikovanje TiO2 obezbeduje povecanu
efikasnost prilikom konverzije fenolnih jedinjenja.

2.3.3. Bioloske metode za uklanjanje fenola

Metode za eliminaciju zagadujucih organskih materija iz industrijskih otpadnih voda, koje
su jeftine, lako dostupne i pre svega ekoloske, su bioloSke metode (Slika 8) (41).

S obzirom da su visoke koncentracije fenola i fenolnih jedinjenja toksi¢ne za gotovo sve
mikroorganizme, ove metode imaju ograni¢enu upotrebu (41). Mogu se sa zadovoljavajucom
efikasno$¢u primeniti samo kada su fenolna jedinjenja prisutna u niskim koncentracijama (48).
NajcesSc¢e se za uklanjanje aromaticnih jedinjenja upotrebljavaju razlicite bakterije, kvasci i
gljive. Ovi organizmi koriste aromate kao izvor ugljenika i energije, kroz mehanizam zasnovan
na dvostrukoj hidroksilaciji benzenovog prstena (1,41,49). Na ovaj nacin se formiraju kateholi,
Cijim daljim reakcijama orto- i meta-oksidativnog cepanja dolazi do stvaranja jedinjenja
ugljenika - glavnog izvora energije kako u slucaju aerobnih tako i u slucaju anaerobnih
organizama (1,49). Opisani proces predstavlja konvencionalni metod za biolosko tretiranje
zagadenih vodenih sistema sa jako dugim vremenskim periodom primene upravo zbog
jednostavnosti samog procesa i prirodne mikrobioloSke raspodele (41).

biogorivo

1

preciS¢enavoda
[

otpadnavoda| &

Anaerobni reaktor

anaerobni mulj

primarni mulj

digestovani mulj

Anaerobni digestor

Slika 8. Sematski prikaz anaerobnog bioloskog procesa

Prema do sada dostupnim podacima iz mnogobrojnih istraZivanja, za biodegradaciju fenola
mogu se koristiti razliciti tipovi bioreaktora, ali je takode moguca i upotreba specifi¢nih vidova
biomase (50). Visoka efikasnost uklanjanja fenola (99%) postignuta je kada je za eliminaciju
ovog jedinjenja iz otpadnih voda upotrebljen Sarzni reaktor sa pokretnim slojem (51).

[ako su ograniCenja bioloskih metoda za tretiranje fenolom zagadenih otpadnih voda
mnogobrojna razlic¢ite studije su pokazale da se njihovom primenom moZe obezbediti
uklanjanje fenola sa efikasnoSc¢u od priblizno 100% (52,53).
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Neke od mana ovog procesa su: a) dugacak je vremenski period rasta mikrobne populacije kako
bi se ona mogla primeniti za viSestruku upotrebu prilikom uklanjanja fenola, b) Sto je zagadivac

.....

visokim koncentracijama, dolazi do inhibicije rasta mikroorganizama (54-56).

2.34. Enzimske metode za uklanjanje fenola

JoS jedan tip metoda koje se mogu primeniti za eliminacije fenolnih zagadivaca su enzimske
metode, koje zaokupljuju sve vecu paznju Siroke nauc¢ne zajednice (Slika 9).

Enzimske metode nisu u potpunosti ni hemijske niti bioloske, ve¢ pripadaju negde izmedu.
U ovim reakcijama za uklanjanje fenola iz otpadnih voda koriste se biokatalizatori, jedinjenja
prirodnog porekla sa velikim potencijalom primene u ove svrhe (57).

zagadenavoda preciienavoda

Slika 9. Sematski prikaz enzimskog preéi$éavanja otpadnih voda

Klibanov sa saradnicima je bio prvi koji je 1983. godine ukazao da se oksidacione reakcije
u prisustvu enzima mogu iskoristiti kao dobra polazna tacka za razvoj metoda za uklanjanje
toksic¢nih zagadivaca iz otpadnih vodenih sistema (11,12). PoSto su gotovo sve do tad poznate
metode za eliminaciju organskih jedinjenja iz otpadnih voda pokazale znacajna ogranicenja,
radilo se na razvijanju tehnike koja bi se mogla primeniti na visokom nivou, a da se pri tome
jako slabo ili nikako ne utic¢e na Zivotnu sredinu (1). Pojavila se ideja da se u ovu svrhu iskoriste
enzimi, koji imaju sposobnost da deluju na odredene zagadivace dovodeci do njihovog taloZenja
ili transformacije u druge produkte (57). Enzimi katalizuju hemijske reakcije povecavajuci
brzinu reakcije preko milion puta. U tome se i ogleda vaznost biokatalizatora u bilo kojoj
biohemijskoj reakciji, ukljucujudi i biodegradaciju fenola i fenolnih derivata (58). S obzirom da
enzim katalizuje samo specifi¢nu reakciju pod odredenim uslovima, ova njegova osobina moZe
se iskorititi za selektivno uklanjanje zagadivaca iz otpadnih voda (59). Tretiranje otpadnih voda
enzimskim metodama ima brojne prednosti kao Sto su uklanjanje vece koliCine fenolnog
jedinjenja iz zagadene vode, primena u Sirokom opsegu pH vrednosti, kao i na razli¢itim
temperaturama, jednostavnost samog procesa i lako¢a njegovog kontrolisanja (1,57). Visoka
specificnost, jednostavna upotreba i lako skladiStenje samo su neke od osobina biokatalizatora
koje su pogodne za efikasnu eliminaciju odredenog zagadivaca iz vodenog sistema (1). Neki
enzimi kao Sto su lakaze ili peroksidaze mogu, pre svega zbog svoje visoke selektivnosti i
efikasnosti, da se primene kao katalizatori procesa oksidacije aromati¢nih jedinjenja, ¢ak i kad
su prisutna samo u tragovima (4).
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2.4. Organske boje

JoS u drevnom Egiptu su za bojenje tkanina koriS¢ene razlicite boje dobijene iz prirodnih
izvora. Uglavnom su to bile boje poreklom iz lekovitih biljaka. Npr. plava boja je dobijana od
indigotina iz biljke sa¢ (Isatis tinctorum), a crvena od mrene iz biljke bro¢ (Rubia tinctorum)
(60). Egipcani su posedovali izuzetno razumevanje u pogledu nacina na koji su se te boje
vezivale za odgovarajuce tkanine, pa su tako ustanovili da je za vezivanje crvene boje bilo
potrebno dodati neku metalnu so. Njihova otkri¢a su ljudi upotrebljavali hiljadama godina kako
bi ekstrahovali boje iz prirodnih izvora (insekti ili biljke) i koristili ih u razlic¢ite svrhe (61). S
obzirom da su se ove boje mogle dobiti u jako malim koli¢inama, da im je intenzitet viemenom
slabio, a daje sve ve¢i napredak dovodio do rastuce potrebe za njihovim izolovanjem, pristupilo
se razvoju sintetskih boja (62,63).

Otkrice prve sintetske boje moZe se pripisati hemic¢aru W. H. Perkinu koji je 1856. godine
pokuSavajuci da pronade antimalaric¢ni lek otkrio boju mauvein, poznatu jo$ pod nazivom
anilinska ljubi¢asta.Oksidacijom anilina i reakcijom sa etanolom dobio je ljubicasti rastvor, za
koji je utvrdio da se bolje vezuje za svilu nego do tada dostupne prirodne boje. Bio je to poCetak
razvoja industrijskih postrojenja za proizvodnju organskih boja (60).

Rastuca industrijska proizvodnja i povecana potreba za bojama doveli su do masovne
proizvodnje ovih sloZenih hemijskih jedinjenja koja u svojoj strukturi imaju zastupljene dve
celine: auksohrome (deo molekula koji je rastvoran u vodi i za koji se vezuje materijal) i
hromofore (deo molekula koji je odgovoran za obojenost jedinjenja) (64,65). Ova jedinjenja su
napravljena tako da se odupiru razgradnji u dodiru sa vodom, deterdZentima i slicnim
sredstvima, ali i pod uticajem visokih temperatura, UV svetlosti ili oksidacionih agenasa (66).

Sinteza boja je jako sloZen proces. NajceSce se kao polazna jedinjenja koriste primarni
proizvodi dobijeni destilacijom katrana (60). Nastala aromaticna jedinjenja se dalje
podvrgavaju reakcijama oksidacije, redukcije, kondenzacije, nitrovanja ili sulfonovanja, a sve u
zavisnosti od tipa boje koja se Zeli dobiti (60). Najveci procenat danas pristunih boja spada u
grupu azo boja, a sve se mogu sintetisati reakcijama diazotovanja. Prva komercijalna boja
dobijena sintetskim procesima bila je bizmark braon (60).

Sintetske boje se mogu klasifikovati na razli¢ite nacine, nekada prema molekulskoj
strukturi, a nekada prema njihovoj primeni. Na osnovu rastvorljivosti dele se na rastvorne
(direktne, kisele, bazne, reaktivne) i nerastvorne (azo, disperzne i sumporne) boje (67). Cak
70% proizvodnje svih boja zauzima porizvodnja azo boja, koje spadaju u grupu najvise
koriSc¢enih sintetskih boja Sirom sveta (68).

Podela boja na osnovu hemijske strukture, odnosno prema prisustvu odgovarajuce
hromofore prikazana je u Tabeli 2.
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Tabela 2. Podela organskih boja
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2.4.1. Azo boje

Hemijska jedinjenja veoma rasprostranjena u hrani, tekstilu, farmaceutskim proizvodima,
kao i u kozmetiCkim preparatima, a koja pripadaju najvecoj grupi boja poznata su kao azo boje
(69). Svaku boju iz ove grupe karakteriSe prisustvo jedne ili viSe azo grupa (-N=N-) (70). Vise
od polovine svetske proizvodnje boja odlazi na azo boje, tako da se sa razlogom moZe reci da
ove boje spadaju u grupu najrasprostranjenijih i najviSe koriS¢enih boja u svetu (70). Vise od
2000 boja iz ove grupe je trenutno u upotrebi u razli¢itim oblastima industrije (70).

Prema broju azo veza ove boje se mogu klasifikovati u nekoliko grupa: monoazo, diazo,
trisazo i poliazo boje (71). Sulfonovane azo boje, koje u svojoj hemijskoj strukturi imaju i -SOsH
grupu, su cesto prisutne u otpadnim vodama (60,71).

0Od nekoliko hiljada azo boja prisutnih na trzisStu, 500 je oznaceno kao potencijalno
kancerogeno (72). Ukoliko ¢ovek dode u kontakt sa ovim obojenim jedinjenjima, bilo oralno ili
neposrednim kontaktom, azoreduktaze - enzimi odgovorni za njihovu degradaciju, se
aktiviraju razlazu¢i ih do aromati¢nih amina. Sumnja se da kancerogenost vecine azo boja
potice upravo od proizvoda prethodno opisane reakcije (72,73).

Redukcija dvostruke -N=N- veze, vodi nastanku aromati¢nih amina, a odvija se primenom
enzimskog mehanizma (74). Elektronska gustina oko dvostruke veze utiCe na stepen redukcije.
Ukoliko su elektron akceptorske grupe prisutne u okruZenju azo grupe, lakSe ¢e do¢i do
raskidanja veze i otpusStanja amina (75). Kada je u orto polozaju prisutna neka elektron
donorska grupa, dolazi do formiranja vodonic¢nih veza na azotima azo grupe (75). Slican efekat
se javlja i ukoliko se -SO3Na i ~-COOH grupe nalaze u okruZenju ove funkcionalne grupe (76).

Na degradaciju boja utica¢e pre svega broj grupa prisutnih u odgovaraju¢em obojenom
molekulu, zatim vrsta funkcionalne grupe, kao i njen poloZaj u samom molekulu. Postoje razlike
u efikasnosti degradacije u zavisnosti od uslova pod kojima se ona odvija, tj. da li su aerobni ili
anaerobni. Prvi otezZavaju razlaganje azo boja, i upravo su iz tog razloga ova jedinjenja oznacena
kao jako uporni zagadivaci zZivotne sredine (77). Drugi, anaerobni uslovi, omogucuju lakSu
redukciju boja u prisustvu nekih bakterija i mikroorganizama do amina. Nastali produkti nisu
obojeni, za razliku od samih boja, ali mogu imati toksi¢ni i mutageni uticaj kako na ¢oveka, tako
i na druge Zive organizme (78). Ustanovljeno je da, u zavisnosti od duzine izloZenosti, sintetske
boje mogu da dovedu do stanja koja karakterisu blazi simptomi, kao Sto su alergija, dermatitis,
groznica, mucnina, ali i do trajnih oSte¢enja nekih organa. Ukoliko se osoba u duzem
vremenskom periodu nalazi pod uticajem ovih boja moZe do¢i do totalnog zastoja u radu srca,
mozga, bubrega, kao i kompletnog nervnog sistema (73,79).

2.5. Uklanjanje organskih boja

U razli¢itim oblastima industrije (industrija tekstila, plastike i boja, prehrambena i
farmaceutska industrija) koriste se makromolekuli odgovarajuce strukture i obojenosti - boje
(80). Oko 50% od ukupnog sadrzaja boja se gubi iz tekstilne industrije tokom proizvodnog
procesa, aliipored toga u otpadnim vodama zavrsi 10-15% (81). S obzirom da su ova jedinjenja
obojena, ukoliko se nadu u vodenim sistemima, zadrZavaju se u povrSinskim slojevima,
ogranicavajuci time prodor svetlosti u dublje slojeve, ¢cime se direktno utice na uslove Zivota
biljnih i Zivotinjskih vrsta (Slika 10).
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Slika 10. Zagadenje vodenih tokova organskim bojama

Osobine, zbog kojih je eliminacija ovih boja iz otpadnih voda veoma vazna za zaStitu
Zivotne sredine, su pre svega njihova toksi¢nost, potencijalna kancerogenost i mutagenost, kao
i jako slaba sposobnost degradacije (82). Dodatnom modifikacijom boja dolazi do formiranja
jako Stetnih derivata, koji mogu da ostave ozbiljne posledice pre svega na celokupan
biodiverzitet u vodenim ekosistemima, ali i na zdravlje ljudi, a sve kao posledica njihove sloZene
hemijske strukture.

2.6. Metode za degradaciju organskih boja

Konvencionalne metode za uklanjanje fenola koje su prethodno navedene i opisane
(adsorpcija, ozonizacija, hemijska oksidacija, ekstrakcija, destilacija itd.) pored primene u
eliminaciji fenola i njegovih derivata, mogu se upotrebiti i za degradaciju sintetskih tekstilnih
boja (Slika 11) (83,84). Ogranicenja u koris¢enju ovih metoda za degradaciju boja se ogledaju u
niskoj efikasnosti, visokoj ceni samih procesa, ali i loSoj stabilnosti i formiranju Stetnih
produkata, koji se jako teSko mogu ukloniti iz preciS¢enih vodenih sistema (85,86). SloZena
hemijska struktura, ali i hidrofilna priroda boja podloZna ¢estim promenama, mane su, koje
pored prethodno navedenih, oteZavaju primenu kako fizickih i hemijskih, tako i bioloskih
metoda za degradaciju boja (87).

‘ Metode za uklanjanje 1

boja
Bioloske metode Fizicke metode Hemijske metode

Adsorpcija Oksidacija

Koagulacija Elektrohemijska

destrukcija
Nano-filtracija

Fentonova
Jonska reakcija
razmena

Ozonizacija

Slika 11. Metode za uklanjanje organskih boja
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2.6.1. Bioloske metode za degradaciju boja

Pre ispustanja otpadnih voda u Zivotnu sredinu, ona se moZe precistiti najcesce
koriS¢enom metodom za uklanjanje boja - bioloSkom metodom (66). Prednosti ove metode su
njena jednostavna primena, ali i izuzetno niska cena samog procesa (88). Vrlo ¢esto bioloSka
degradacija nije dovoljna za potpuno uklanjanje boja iz vodenih sistema i eliminaciju toksi¢nih
komponenti, ve¢ je potrebno primeniti i neke dodatne metode, kao Sto su degradacije
enzimima, algama ili gljivama, kako bi se poboljsala njena efikasnost (61). Pored brojnih
prednosti, ovaj metod ima i jednu manu - brzina rasta Zivih organizama. Navedena Cinjenica je
osnova za primenu ove metode prilikom degradacije boja, ali je ujedno i njen najveci
nedostatak, s obzirom da ogranicava njenu primenu na visokom nivou.

2.6.2. Hemijske metode za degradaciju boja

Za degradaciju boja mogu se upotrebiti mnogobrojne hemijske metode (oksidacije,
elektrohemijske destrukcije, Fentonova reakcija, ozonizacija itd.), koje su pokazale brojne
prednosti i mane (61). U poredenju sa bioloSkim ili fizickim metodama, ove metode ne spadaju
ured ekonomi¢nih metoda, s obzirom da zahtevaju posebnu opremu i potrosnju velikih koli¢ina
elektricne energije (89). Stoga se moze zakljuciti da hemijske metode nisu prakti¢ne za Siru
komercijalnu upotrebu (89). Ukoliko bi se pak sve ovo zanemarilo i pristupilo primeni ove
metode na viSem nivou, javila bi se potreba za jako velikom potro$Snjom hemijskih reagenasa,
Cijom upotrebom se generisu nova toksicna jedinjenja, Sto bi predstavljalo dodatni ekoloski
problem (90).

2.6.3. Fizicke metode za uklanjanje boja

Adsorpcija, koagulacija, nano-filtracija i jonska izmena, samo su neke od fizickih metoda
koje se mogu primeniti za uklanjanje organskih boja (61). Adsorpcija se zasniva na sposobnosti
adsorbenta da veZe obojene molekule. Ova metoda je jeftina i regenerabilna, a moze se
primeniti na razli¢ite tipove boja (npr. za sumporne ili disperzne boje) (63,91). Metoda koja se
zasniva na koncentrisanju boja i formiranju grudvica, koje se mogu ukloniti filtracijom, naziva
se koagulacija (91). Ova metoda ima iste prednosti kao i adsorpcija, ali kao ni ona, nije efikasna
prilikom uklanjanja azo boja, niti reaktivnih, baznih ili kiselih boja (91,92). I jedna i druga
metoda generiSu velike koli¢ine mulja, koji se jako teSko moZe odvojiti od preciS¢ene vode (92).

Jonska izmena spada u reverzibilne metode, a podrazumeva izmenu jona izmedu otpadnih
voda koje sadrZe sintetske boje i sli¢nih jona prisutnih na Cvrstoj stacionarnoj fazi (92).
[straZivanja su pokazala uspeSnost ove metode, kao i zadovoljavajucu efikasnost koja se postize
njenom primenom u preciS¢avanju otpadnih voda (63,92). Medutim, glavni nedostatak ove
metode je ograniCena upotreba samo na odredene tipove sintetskih boja (63,92).

Pristup odvajanja Cestica boje od Ciste vode propusStanjem zagadene vode kroz tanku
membranu, koja na sebi ima pore odgovarajuce veli¢ine, poznat je kao nano-filtracija (61).
Ogranicenja ove metode, kao Sto su njena cena, energetska zahtevnost, kao i rad pod visokim
pritiskom, se mogu zanemariti kada se sagleda njena osnovna prednost -primena na gotovo sve
do sad poznate sintetske boje (61). Ipak, moZe da dode i do zapuSavanja pora na membrani,
Cime se ograniCava njena Sira upotreba (61).

Ukoliko se uporede efikasnosti svih navedenih metoda u uklanjanju sintetskih organskih
boja, najveci procenat uklonjenih boja se postiZze primenom hemijskih metoda (88-99%).
Efikasnost bioloskih metoda se krec¢e od 76 do 90,1%, s tim Sto se enzimske metode mogu
izdvojiti kao jedne od najefikasnijih.
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2.6.4. Enzimske metode za degradaciju boja

Primena enzimskih metoda za tretiranje otpadnih voda otvorila je potpuno novo poglavlje
u celokupnoj oblasti koja se bavi preciS¢avanjem vodenih sistema. Kada se ovaj metod uporedi
sa konvencionalnim metodama, isticu se njegove mnogobrojne prednosti: biodegradabilnost,
specificnost i selektivnost samo su neke od njih (93). Ovaj metod se moZe primeniti u Sirokom
opsegu pH vrednosti, na razli¢itim temperaturama, kao i pri razli¢itim koncentracijama
supstrata i enzima (82,93). Za razliku od hemijskih, enzimske metode pokazuju visoku
efikasnost prilikom tretiranja kompleksnih organskih jedinjenja kao Sto su boje, a pri relativno
blagim reakcionim uslovima.

Za eliminaciju kako boja tako i mnogobrojnih fenolnih jedinjenja mogu se primeniti neki
od slede¢ih enzima: glukoza-oksidaza, lakaza, katalaza, tirozinaza, kao i razliCiti tipovi
peroksidaza (14,82,94-96).

2.7. Peroksidaze za oksidacije fenola i degradacije sintetskih boja

S obzirom da su konvencionalne metode pokazale brojne potesSkoce u procesu uklanjanja
fenolnih jedinjenja i degradaciji boja, bilo je potrebno razviti alternativne metode koje bi se
mogle primeniti u Sirem opsegu reakcionih uslova. Enzimsko tretiranje otpadnih voda je
pokazalo veliki potencijal s obzirom da je ustanovljeno da se uklanjanje neZeljenih materija
moZe ostvariti sa visokom efikasnos¢u (1). Enzimi deluju na ta¢no odredene zagadivace tako
Sto ih taloZe ili prevode u neke druge produkte. Menjanjem odgovarajuc¢ih karakteristika
otpadnih materija, dobijaju se proizvodi koji su manje Stetni ili pogodniji za skladistenje.

Ovaj metod se moZe primeniti u jako kratkom vremenskom periodu bez potrebe za
prethodnim razblaZivanjem otpadnih voda, pa je zbog toga pogodan za tretiranje voda sa
visokim procentom zagadivaca, bilo da su u pitanju fenolna jedinjenja ili tekstilne boje. Pored
navedene prednosti, postoje i druge pogodnosti enzimske metode kao Sto su:

» Dejstvo u Sirokom opsegu pH vrednosti
* Jednostavnost cuvanja
Efikasnost na razli¢itim temperaturama
Podjednaka efikasnost u vodama razliCitog saliniteta, ali i u onim vodama koje su
slatkovodne
= Jako jednostavna primena
» Jzuzetno laka kontrola procesa degradacije enzimima
» Jzuzetna specificnost i efikasnost prilikom uklanjanja ciljanog molekula (97).

2.7.1. Mehanizam delovanja peroksidaza prilikom uklanjanja fenola

Za uklanjanje razlicitih tipova fenolnih jedinjenja mogu se primeniti brojni enzimi, ali se u
ove svrhe najcesce koriste oni iz grupe peroksidaza. Na Slici 12 je prikazan mehanizam dejstva
peroksidaza, zajedno sa sporednim reakcijama (98).

leoz H,0 ROH RO ROH ‘

AN LZ- LZ-E+H0

N Y

Slika 12. Mehanizam dejstva peroksidaza
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Mehanizam dejstva peroksidaza prilikom uklanjanja fenola mozZe se prikazati slede¢im
reakcijama (97):

E + H202 - Ei + H20 (D
Ei+ AH2- Ei +-AH (2)
Eii+ AH2 - E +-AH + H20 (3)

Reakcija oksidacije nekog aromati¢nog jedinjenja (AHz) opisana je datim mehanizmom. U
prvom koraku (1) dolazi do oksidacije prvobitnog enzima (E) u prisustvu vodonik-peroksida
(H202) i formiranja oksidujuceg agensa -jedinjenja I (Ei). U ovom obliku enzim moZe da primi
u svoje aktivno mesto aromati¢ni molekul i da ga oksiduje. Nakon toga se oksidovano
aromati¢no jedinjenje u obliku radikala otpusta sa katalitickog mesta enzima (2), ostavljajuci
ga u obliku jedinjenja II (Ei). Kataliticki ciklus se zavrSava oksidacijom sledec¢eg aromati¢nog
molekula posredstvom jedinjenja Il (3), uz oslobadanje jos jednog slobodnog radikala u rastvor
i vracanje enzima u prvobitni oblik. Formirani slobodni radikali difunduju sa enzima u rastvor
gde se spontano udruzuju gradeci poliaromaticne proizvode. Ova jedinjenja su manje rastvorna
nego monomeri od kojih su oni potekli, pa imaju tendenciju taloZenja (97). Ukoliko to nije slucaj,
oksidacija ¢e se nastaviti sve dok se ne nagrade polimerna jedinjenja dovoljno velike
molekulske mase, koja su manje rastvorna u odgovaraju¢em rastvaracu.

Do inaktivacije enzima moZe da dode ukoliko se na aktivnom mestu enzima ili u njegovoj
blizini veZu molekuli slobodnih radikala, koji ga blokiraju ili menjaju njegovu konformaciju,
¢ime inhibiraju dalju kataliticku aktivnost enzima. Pored navedenog, prisustvo vodonik-
peroksida u visku moze da dovede do oksidacije jedinjenja II (Eii) u jedinjenje III (Eii) prema
sledecoj hemijskoj jednacini (4):

Eii + H202 — Eiii + H20 (4)

Nastalo jedinjenje III (Eii) nije kataliticki aktivno, ali ne dovodi ni do totalne inaktivacije,
posto se spontano razlaZze do prvobitnog enzima prema jednacini (5) (97):

Eii > E + Oz (5)

S obzirom da se reakcija (5) odvija jako sporo, moguce je nagomilavanje jedinjenja III (Eiii),
Cime se ograniCava kataliticka aktivnost HRP u procesu oksidacije aromati¢nih jedinjenja, a
samim tim i smanjuje efikasnost celokupnog procesa.

2.7.2. Mehanizam delovanja peroksidaza prilikom degradacije boja

[straZivanja su pokazala da se azo boje mogu vrlo efikasno tretirati primenom enzima
izolovanih iz gljiva (peroksidazama ili fenol-oksidazama) (99). Enzimi iz grupe peroksidaza
katalizuju reakcije degradacije tekstilnih boja u prisustvu vodonik-peroksida. Dekolorizacija
vodenih rastvora azo boja moZe se katalizovati hloroperoksidazama u oksidativnom procesu
koji podrazumeva prisustvo vodonik-peroksida. Za prirodnu degradaciju reaktivne plave boje
160 (Reactive Blue 160, RB) koristite se enzimi izolovani iz korena Tagetes patula - lignin-
peroksidaza, lakaza, tirozinaza i dihlorofenolindofenol (DCIP)-reduktaza (100). Dekolorizacija
bromfenol plave se odvija na pH 4,0, u prisustvu mangan-peroksidaze (MnP) izolovane iz gljive
bele truleZi Pleurotus ostreatus. Mehanizam dejstva podrazumeva oksidaciju Mn2+ do Mn3+jona,
koji se nakon toga heliraju u prisustvu organskog jedinjenja (101). Ovaj helirani kompleks
potom difunduje sa aktivnhog mesta enzima, tako da ono dalje moZe da prihvati sekundarne
supstrate.
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Prvi mehanizam dejstva dekolorizacije boja u prisustvu lignolitickih enzima izolovanih iz
gljive bele trulezi prikazan je na Slici 13.
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1 - Asimetri¢no raskidanje veze
2 - Simetri¢no raskidanje veze

Slika 13. Primer degradacije azo boje lignin-peroksidazom

Pored sposobnosti uklanjanja aromati¢nih amina i fenolnih jedinjenja, peroksidaza iz rena
ima potencijal i za degradaciju tekstilnih boja. HRP moze da ukloni tirkizno plavu G i lanset
plavu 2R boju sa efikasno$¢u dekolorizacije od 59% odnosno 94% (102). Pored navedenih
enzima i lignin-peroksidaza se primenjuje u procesu degradacije tekstilnih boja kao Sto je npr.
metilensko plavo, a efikasnost ovog procesa je oko 90% (103).

2.8. Peroksidaze

Peroksidaze spadaju u najrasprostranjeniju grupu enzima u prirodi. Mogu se izolovati iz
razliCitih biljnih i nekih Zivotinjskih vrsta. Ovi enzimi se u literaturi pominju jos$ od 19. veka, a
1855. godine uocena je njihova sposobnost oksidacije organskih jedinjenja u prisustvu
vodonik-peroksida (104). Pod ovim imenom, peroksidaze se prvi put pominju od 1898. godine.
To su enzimi koji koriste vodonik-peroksid kako bi katalizovali oksidacije odredenih organskih
i nekih neorganskih jedinjenja (105). [ako mogu da budu izolovane iz razli¢itih organizama,
skoro sve do sad poznate peroksidaze kao prosteticnu grupu sadrZe hem (protoporfirin IX)
(105,106).

Mogu se podeliti u dve superfamilije: Zivotinjske i biljne peroksidaze. U prvu spadaju
laktoperoksidaze i mieloperoksidaze, dok druga, za koju se smatra da ima evolutivni znacaj,
obuhvata tri klase (105):

1. Klasa I - intracelularne peroksidaze
2. Klasa II - ekstracelularne peroksidaze iz gljiva
3. Klasa III - ekstracelularne peroksidaze iz biljaka.

U klasu I spadaju citohrom C-peroksidaza iz kvasaca, hloroplast- i citosol askorbat-
peroksidaze, kao i bakterijske peroksidaze (104,105).

20



Lignin- (Lignin peroxidase, LiP) i mangan- (Manganese peroxidase, MnP) peroksidaze iz
gljive bele truleZi Phanerochaete chrysosporium, koje su uklju¢ene u procese razgradnje lignina,
spadaju u klasu II peroksidaza, dok klasa III obuhvata biljne peroksidaze kao Sto je peroksidaza
iz rena Armoracia rusticana (Horseradish peroxidase, HRP) (104,105).

Izvan ove Kklasifikacije postoje i haloperoksidaze, enzimi koji katalizuju oksidacije halida
vodonik-peroksidom. One mogu da sadrZe hem, vanadijum ili da uopSte ne sadrze hetero grupu,
pri cemu ni jedan od ova tri tipa ne pokazuje slicnost u homologiji sa prethodno opisanim
vrstama peroksidaza (105).

2.8.1. Peroksidaza iz rena

Plank je prvi primetio da natapanje korena rena u tinkturu smole gvajakuma dovodi do
pojave jake boje. To je bio pocetak otkri¢a peroksidaze iz rena (EC 1.11.1.7), njene funkcije i
primene u razli¢itim oblastima. Danas je HRP najvise proucavana peroksidaza, ¢ija proizvodnja
mora biti masovna i na jako visokom nivou kako bi se zadovoljile velike potrebe za ovim
enzimom, pre svega u medicini za klinicke dijagnosticke kitove i imunoeseje (107).

U korenu rena nalaze se razli¢ite izoenzimske forme peroksidaze, medu kojima je
najzastupljenija oznacena kao peroksidaza C (HRP C) (107). Do danas je izolovano 5 razliCitih
formi ovog enzima (A, B, C, D i E) (108). Svaka od njih predstavlja drugaciji molekulski oblik,
koji moZze da katalizuje istu reakciju. Kao posledica razlike u aminokiselinskoj sekvenci javljaju
se drugacije osobine izoenzima (fizicke, hemijske i kataliticke) (104).

2.8.1.1. Strukturne karakteristike peroksidaze iz rena

Struktura peroksidaze iz rena je prvi put odredena 1976. godine, kada je ustanovljeno da
se sastoji od jednolanc¢anog polipeptidnog lanca koji ¢ini 308 aminokiselinskih ostataka (109).

N-terminalni kraj polipeptidnog lanca je blokiran piroglutamatom, dok je C-terminalni kraj
heterogen i moZe ali i ne mora da sadrzZi krajnji Ser308 ostatak. Izmedu Cys ostataka nalaze se
4 disulfidna mosta (Cys11-Cys91; Cys44-Cys49; Cys97-Cys301; Cys177-Cys209), kao i jedan
soni most izmedu Asp99 i Arg123 (107). U primarnoj strukturi molekula enzima nalazi se 9
potencijalnih N-glikozilovanih mesta, od kojih je 8 zauzeto. Uglavhom su prisutna dva
terminalna N-acetilglukozna ostatka i nekoliko manoznih ostataka (110). Tip prisutnog glikana
zavisi od mnogo faktora, pre svega od izvora samog enzima. Generalno gledano jedna HRP u
svojoj strukturi sadrZzi od 18 do 22% razlicitih ugljenih hidrata (107).

Peroksidaza iz rena poseduje dva metalna centra: gvozde(III)-protoporfirin IX (hem) i dva
kalcijumova jona. Oba imaju veliki, kako strukturni, tako i funkcionalni znacaj. Hem je vezan
koordinativno za enzim na His170 (proksimalni histidin), ¢iji se atom azota na histidinskom
bocnom ostatku vezuje za gvoZde na hemu. Drugo koordinativno mesto na distalnoj strani
hema u normalnim uslovima nije zauzeto, ali ostaje dostupno za vezivanje vodonik-peroksida
tokom katalitickog procesa enzima. Dva kalcijumova jona (Ca2*) vezana su za molekul enzima,
jedan sa distalne, a drugi sa proksimalne strane hema. S obzirom da je gvoZde u hemu vezano
za 4 pirola i da se za njega vezuje His na peto koordinaciono mesto, vezivanjem vodonik-
peroksida u procesu oksido-redukcije ostvaruje se stabilna oktaedarska struktura oko
metalnog jona. Moguce je i vezivanje nekih malih molekula (ugljen-monoksida, cijanida,
fluorida itd.) za aktivho mesto enzima, ¢ime se takode upotpunjuje svih Sest koordinativnih
mesta (107).

Trodimenzionalna struktura peroksidaze iz rena, prvi put je dobijena 1997. godine
kristalografijom X zracima, a prikazana je na Slici 14 (111).
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Slika 14. Trodimenzionalna struktura peroksidaze iz rena C1A1.
PDB broj enzima 1HCH (https://www.rcsb.org/)

U strukturi ovog enzima preovladuju a-heliksi, dok su u ne$to manjem obimu zastupljeni i
regioni (3-ploca. Postoje dva jasno definisana domena, distalni i proksimalni, izmedu kojih je
smesStena hem grupa (107). Ispitivanja su pokazala da su strukture peroksidaze iz rena i drugih
peroksidaza iz biljaka koje pripadaju klasi III iste i da dominiraju joS$ tri dodatna a-heliksa. Od
njih se dva nalaze u dugackom lancu, koji se sastoji od 34 aminokiselinska ostatka (107).

Struktura ovog regiona je o¢uvana zahvaljujuci disulfidnom mostu izmedu Cys177 i Cys209
ostataka (111). Jedan od ova dva regiona je direktno ukljucen u vezivanje supstrata. Smatra se
krucijalnim delom enzima odgovornim za njegovu stabilizaciju, ali i prihvatanje slobodnih
radikala nastalih tokom oksidacionih reakcija katalizovanih ovim enzimima (111).

2.8.1.2. Karakteristike peroksidaze iz rena

Na osnovu aminokiselinske sekvence je odredeno da molekulska masa polipeptidnog lanca
peroksidaze iznosi 33.890 Da (109). Molekulska masa enzima je ve¢a za molekulske mase hema
i dva kalcijumova jona, koje iznose 572 odnosno 80 Da. Ukoliko se uzme u obzir da peroksidaza
sadrzi u proseku 20% ugljeno-hidratnih ostataka i na ukupnu masu doda jo$ i njihova masa,
krajnja molekulska masa enzima iznosi oko 42 kDa.

Sumirana rekacija oksidacije nekog supstrata peroksidazom je predstavljena slede¢om
hemijskom reakcijom (6):

2RH + H202 — 2R- + 2H20 (6)

Gde RH predstavlja supstrat koji se moze oksidovati peroksidazom, a R- slobodni radikal
nastao ovom reakcijom. Proizvodi ove reakcije (slobodni radikali) udruZivanjem formiraju
oligomerne strukture, koje u slede¢im reakcionim koracima preuzimaju ulogu supstrata (112).
Da bi se enzim primenio na industrijskom nivou neophodno je poboljsati proces oksidacije
katalizovan enzimom. To se ostvaruje Kkontrolisanim otpuStanjem vodonik-peroksida u
reakcionu smesu, ¢ime se povecava njegova efikasnost i stabilnost.
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Stabilnost enzima je veoma bitan faktor u svakom procesu tokom njihove upotrebe, koji se
moZe ostvariti kontrolisanjem parametara kao Sto su vrsta rastvaraca, pH sredine i
temperatura (Slika 15). Sami enzimi mogu da imaju zadovoljavajucu stabilnost pri poviSenim
temperaturama, na ekstremnim pH vrednostima, kao i pri visokim koncentracijama organskih
rastvaraca, ali samo u odredenom vremenskom periodu (tokom nekoliko minuta ili sati, u
zavisnosti od uslova).

emperatura

\ /
/
j. o

Slika 15. Parametri koji uticu na stabilnost enzima

Za industrijsku primenu neophodno je obezbediti nepromenjenu enzimsku stabilnost, ali
u nesto duZem vremenskom periodu. Ukoliko se umesto vode kao reakcionog medijuma koristi
neki organski rastvarac, primeceno je ocuvanje enzimske aktivnosti. Bitniji uticaj na aktivnost
peroksidaze nece ostaviti ni koris¢enje dimetilsulfoksida (DMSO) kao rastvaraca (113).
Primenom nekog drugog organskog rastvara¢a moZe da se narusi struktura samog enzima,
Cime se direktno uti¢e na njegovu stabilnost i aktivnost (113). PonaSanje enzima u nekom
organskom rastvaracu objasnjava se raskidanjem vodonic¢nih veza unutar hema, oslobadanjem
prosteti¢ne grupe i denaturacijom proteina, Sto vodi gubitku enzimske aktivnosti.

Jako vazan faktor, koji je neophodno kontrolisati prilikom svih enzimski katalizovanih
reakcija, jeste temperatura. Ona je bitan preduslov za ocuvanje nativne strukture samog
enzima, a od nje u velikoj meri zavisi i rastvorljivost kako supstrata, tako i proizvoda reakcije.
Posmatrano za peroksidazu iz rena, maksimalna aktivnost je primec¢ena na 45 °C, dok enzim
zadrZava oko 80% aktivnosti u temperaturnom opsegu od 30 do 50 °C (24).

Kontrola pH vrednosti sredine je joS jedan bitan preduslov za izvodenje svih enzimski
katalizovanih reakcija, jer mikrookolina utice u velikoj meri na aktivnost enzima. Maksimalna
aktivnost peroksidaze na sobnoj temperaturi je izmedu pH vrednosti 6,0 i 8,0, dok se pH
vrednosti od 6,0 do 6,5 mogu smatrati optimalnim (24). Na pH vrednostima niZim od 5,0, dolazi
do disocijacije prosteticne grupe (hema) ¢ime se remeti nativna struktura enzima i uti¢e na
smanjenje njegove aktivnosti (24).

2.8.1.3. Kataliticki mehanizam peroksidaze iz rena

Mnogi istrazivaci su se bavili ispitivanjem mehanizama katalize peroksidaze iz rena.

Reakcija koju ovaj enzim katalizuje jeste oksidacija u prisustvu vodonik-peroksida. Veliki broj

supstrata, pre svega elektron-donora, kao Sto su fenoli i aromati¢ni amini, se kKoristite u ovim
reakcijama. Celokupan kataliticki proces se odvija u tri koraka (107).

Enzim se prvo oksiduje vodonik-peroksidom, a potom redukuje natrag do svog pocetnog
stanja u dva koraka koji uklju¢uju formiranje dve radikalske forme enzima (jedinjenja I i II)
(114).
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Na Slici 16 je prikazan kataliticki mehanizam ovog enzima u prisustvu supstrata
(redukujuceg sredstva) (114):
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Slika 16. Mehanizam dejstva peroksidaze iz rena

Prvi korak u ovom katalitickom ciklusu je reakcija Fe(Ill) sa vodonik-peroksidom (H202)
na enzimu, koji se nalazi u stanju katalitiCke neaktivnosti. Ovom reakcijom generiSe se
jedinjenje I, koje sadrzi Fe(IV)-oksoferilni centar i katjonski radikal na bazi porfirina (107).
Nulto jedinjenje, Fe(Ill)-hidroksi kompleks, oznacen je kao jedinjenje koje se formira pre
gradenja jedinjenja L. Sledeci korak je jednoradikalski redukcioni proces koji zahteva prisustvo
supstrata i vodi formiranju jedinjenja II - Fe(IV)-oksoferil centra. Oba jedinjenja su veoma jaki
oksidacioni agensi. U drugom slobodno-radikalskom koraku jedinjenje Il se vraca u stanje
mirovanja enzima (107).

Reakcijom viSka H202 sa enzimom u stanju mirovanja gradi se jedinjenje III - rezonancioni
hibrid Fe(III)-superoksida i Fe(II)-dioksidnog kompleksa (107).

[zu¢avanjem detaljnog mehanizma reakcije ustanovljen je znacaj distalnog hema i ostataka
Arg38i His42 u formiranju jedinjenja I - kiseonik iz oksoferilnog centra je vodoni¢cnom vezom
povezan sa N-H grupom Arg38 i molekulom vode, koji se u isto vreme vezuje za ova dva
aminokiselinska ostatka (107).

2.8.1.4. Eseji za odredivanje aktivnosti peroksidaze iz rena

S obzirom da se peroksidaza iz rena proucava u jako dugom vremenskom periodu, razvijen
je veliki broj metoda za odredivanje i pracenje njene aktivnosti. Pored vodonik-peroksida,
prirodnog supstrata peroksidaze iz rena, postoje i drugi supstrati - mnogobrojni redukujuci
molekuli koji se koriste za prac¢enje njene aktivnosti. Za odredivanje aktivnosti enzima, kako u
kolorimetrijskim, tako i u fluorimetrijskim i spektrofotometrijskim esejima, koriste se
jedinjenja, sa izdvojenom hromoforom u strukturi. Ovi supstrati se u reakcijama oksidacije
koriste kao donori vodonika, sposobni da grade proizvode - obojena jedinjenja pogodna za
odgovorajucu detekciju (spektrofotometrijsku ili fluorimetrijsku) (104).

U Tabeli 3 se nalaze neki od najc¢es¢e koriS¢enih supstrata u esejima za odredivanje i
pracenje aktivnosti HRP.
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Tabela 3. Supstrati koji se koriste za odredivanje aktivnosti peroksidaze iz rena

Naziv substrata Skra¢eno ime Metoda detekcije
substrata

2,2'-azo-bis (3-

etilbenzotiazolin-6-sulfonska ABTS Spektrofotometrija
kiselina)
4,4'-Diaminobifenil Benzidin Spektrofotometrija
2-Metoksifenol Gvajakol Spektrofotometrija
1,2,3-Trihidroksibenzen Pirogalol Spektrofotometrija
4-Metilfenol p-Krezol Spektrofotometrija
1,3-dihidroksibenzen Rezorcinol Spektrofotometrija
fi;ﬁlmé f;_ri’j(;ﬂ;rgﬁtﬂ_l_ 4-Aminoantipiren Spektrofotometrija
3-Aminoftalhidrazid Luminol Fluorimetrija
4-Hidroksi-3- Feruli¢na kiselina Fluorimetrija

metoksicinamicna Kiseina

Skoro svi derivati aromati¢nih jedinjenja su pokazali sposobnost redukcije
intermedijernog stanja enzima. Ovo jedinjenje nastaje oksidacionim procesom i vodi vra¢anju
enzima u prvobitan oblik.

Za odredivanje aktivnosti peroksidaze mogu se koristiti i hemiluminescentne metode, koje
podrazumevaju emisiju svetlosti. NajceS¢e upotrebljivan hemiluminescentni supstrat je
luminol, a po potrebi se primenjuju i jedinjenja za poboljSanje emisije svetlosti, kao Sto je npr.
luciferin (104).

2.8.1.5. Primena peroksidaze iz rena

Peroksidaze imaju Siroku primenu u razli¢itim oblastima, pocevsi od biotehnologije, preko
bioremedijacije (115) do biokatalize (116), zatim u proizvodnji biosenzora (104), dijagnostici
(117), proteinskom inZenjeringu (118), rekombinantnoj ekspresiji gena (119), pa cak i u
terapeutske svrhe (120).

Medu enzimima koji imaju veliku primenu u analiti¢ke svrhe, na prvom mestu se nalaze
oni iz grupe peroksidaza. Siroka upotreba ovih enzima je omoguéena zahvaljujuéi njihovim
povoljnim osobinama, pre svega dobroj stabilnosti, senzitivnosti, visokoj specificnosti, ali i
fleksibilnosti u pogledu katalitickog eseja i Sirokoj dostupnosti (104). S obzirom da katalizuju
oksidacije obojenih jedinjenja, koja se lako detektuju spektrofotometrijski ili fluorimetrijski,
mogu se primeniti u razliitim oblastima. Pored toga, priroda oksido-redukcione reakcije,
omogucuje i primenu elektrohemijskih metoda za detekciju, a time i razvoj biosenzora na bazi
ovih enzima (104).

Biosenzori su naSli primenu u medicini, farmaciji, prehrambenoj industriji, kao i u
razli¢itim oblastima zasStite Zivotne sredine (121). Razvojem biosenzora na bazi HRP, galaktoze-
oksidaze i drugih enzima, omogucena je detekcija laktoze u mleku i mlecnim proizvodima
(122). Primena HRP u dijagnostici zasnovana je na njenoj sposobnosti da pri oksidacionim
reakcijama emituje niske koncentracije hromogenih produkata, koji su jako stabilni (123).
Vaznost pracenja nivoa holesterola u krvi coveka dovela je do razvoja enzimskih metoda na bazi
holesterol-oksidaze, peroksidaze i holesterol-esteraze, koje su pokazale zadovoljavajucu
preciznost, selektivnost i efikasnost (124).

25



Peroksidaze se mogu Kkoristiti i u imunoesejima, npr. vezivanjem HRP za sekundarno
antitelo moze se otkriti mutacija koja je odgovorna za pojavu cisti¢ne fibroze (125).

Enzimski imunosorbentski testovi (ELISA) u kojima se HRP koristi za obelezavanje
antitela, razvijeni su za skrining monoklonskih antitela na mikotoksine, koji mogu biti
potencijalno Stetni za brojne vrste sisara (126).

Peroksidaza iz rena se moze primeniti i u biotransformacijama, u kuplovanim enzimskim i
hemiluminescentnim esejima, kao reagens u nekim organskim sintezama (107).

Formiranje slobodnih radikala u reakcijama katalizovanim peroksidazom iz rena, njihovo
spontano udruzivanje i gradenje nerastvornih polimernih agregata, omogucuje primenu ovog
enzima u bioremedijaciji i pre¢i$¢avanju otpadnih voda. Cesti zagadivadi otpadnih voda su
razliCiti oblici fenolnih (naftol, hlorofenol, metil-fenol itd.) i obojenih jedinjenja, koji dospevaju
u ove sisteme nekontrolisanim ispustanjem iz industrijskih postrojenja. Sa pove¢anjem njihove
koncentracije, povecava se i potreba za razvojem metoda za njihovu eliminaciju. U te svrhe je
razvijen veliki broj metoda na bazi enzima, prevashodno peroksidaze iz rena, koji u prisustvu
vodonik-peroksida mogu da oksiduju fenolna jedinjenja kako iz sintetskih tako i iz pravih
industrijskih otpadnih voda. Degradacijom fenola nastaju nerastvorni polimeri, koji se lako
odvajaju filtracijom ili sedimentacijom od vode, a dodavanje koagulanata moZe da pomogne
njhovom taloZenju. Metode na bazi peroksidaze su pokazale veliku efikasnost pri precis¢avanju
voda. Medutim, i pored velikog potencijala, postoje brojni problemi. Ve¢ina se odnosi na
inaktivaciju enzima bilo slobodnim radikalima nastalim u reakcionim procesima, bilo viSkom
H202, a veliko ogranicenje je i cena samog enzima (104).

2.8.2. Peroksidaze iz gljive bele trulezi

Peroksidaze izolovane iz gljiva, kao Sto su lignin- i mangan-peroksidaza se, na osnovu
molekulske i strukturne sli¢nosti, svrstavaju u klasu Il peroksidaza iz biljaka. Gljive bele trulezi
oslobadaju zajedno ove dve peroksidaze, tako da one imaju vrlo slicne osobine. Lignin- i
mangan-peroksidaza u€estvuju u degradaciji lignina.

Lignoliticke peroksidaze iz gljiva (mangan- i lignin-peroksidaza) prvi put su otkrivene i
izolovane sredinom '80-tih godina iz ekstracelularnog medijuma bazidomiceta Phanerochaete
chrysosporium (127). Ubrzo nakon njihovog izolovanja, otkriveno je prisustvo ovih enzima i u
drugim bazidomicetama gljiva bele trulezi (Trametes versicolor, Chrysonila sitophila, Phlebia
radiata) (128-130). Pored lakaze i oksidaza, sposobnih za produkciju vodonik-peroksida, i ove
dve peroksidaze su pokazale veliki potencijal za razgradnju ¢ak i najtvrdih vrsta drveca (131).

2.8.2.1. Lignin-peroksidaza iz gljive bele trulezi

Lignin-peroksidaza (EC 1.11.1.14) - hem peroksidaza sposobna da vrs$i degradaciju lignina,
katalizuje oksidaciju aromati¢nih jedinjenja sli¢cnih ligninu, koji u svom hemijskom sastavu
nemaju zastupljenu fenolnu grupu. Gljiva bele trulezi, pored enzima, luci i veratril-alkohol (VA),
koji se ujedno koristi i kao supstrat lignin-peroksidaze. ViSak vodonik-peroksida uzrokuje
inaktivaciju ovog enzima, a VA, pored toga sto ucestvuje u kataliti¢koj reakciji, zaduZen je i da
Stiti enzim (105). Ranije se smatralo da VA ima ulogu redoks medijatora izmedu enzima i
supstrata, koji sprecava da supstrat pride aktivnom redoks centru na molekulu enzima (105).
Tek je u novije vreme ustanovljeno da reakcijom izmedu lignin-peroksidaze i veratril-alkohola
dolazi do gradenja intermedijernog stanja enzima (LiP(II)-VA-*) koje ima redoks potencijal
(105).

[ako sekretorni enzimi iz ove grupe imaju jako malu specificnost prema supstratima,
njihova primena je Cesta u razli¢itim biosintetskim procesima, od lignifikacije Celijskog zida,
preko regulacije ekspresije gena, do katabolizma biljnih hormona (Slika 17) (132).
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Slika 17. Lignifikacija Celijskog zida

2.8.2.2. Strukturne karakteristike lignin-peroksidaze

Kristalografskom analizom i modelovanjem je ustanovljena struktura enzima izolovanih iz
gljive bele trulezi. Svi imaju, kao prosteticnu grupu, protoporfirin IX (hem). Hem grupa je
smestena izmedu N- i C-terminalnog kraja, pri dnu povrsine koju formiraju ove dve strukture.
GvoZzde je pentakoordinovano - vezano je za Cetiri azota iz pirolovih prstenova na molekulu
hema i za azot na imidazolovom prstenu proksimalnog histidina. Drugi, distalni histidin, preko
asparaginskih ostataka, uCestvuje u samom oksidacionom procesu (132).

Duzina koordinativne veze formirane izmedu Fe i azota u imidazolovom prstenu histidina
odreduje jacinu redoks potencijala enzima. Pove¢ana baznost imidazola, a samim tim veci
redoks potencijal i stabilnije kompleksno jedinjenje posledica su duZe veze (105). Proksimalni
histidin, sa elektronegativnim uticajem, koji se nalazi u okruZenju imidazolnog prstena utice na
njegovu baznost. S obzirom da na redoks potencijal utice pH vrednost, peroksidaza iz gljive bele
trulezi ima veci redoks potencijal nego HRP, zbog pH optimuma (2,7, 3,0 ili 4,5) koji je nizi u
poredenju sa pH optimumom HRP (105).

Zavisnost redoks potencijala od pH se moZe objasniti jedino u¢es¢em karboksilne grupe na
aminokiselinskim ostacima u kataliticCkom ciklusu. Kod lignin-peroksidaze utvrdeno je da su
Asp183 (vezan je vodonicnom vezom za propionat iz hema) i Glul46 (interaguje sa
supstratom) bitni aminokiselinski ostaci koji uticu na reakcioni ciklus enzima (105). Ove
osobine nisu primecene ni kod jedne druge peroksidaze izolovane iz biljaka, ve¢ su
karakteristicne isklju€ivo za mangan- i lignin-peroksidazu. Pored toga, lignin-peroksidaza u
aminokiselinskoj sekvenci ima prisutna tri triptofana i osam metionina, dok prisustvo
tirozinskih ostataka nije potvrdeno (133).

Lignin-peroksidaza je protein, globularnog oblika, koji se sastoji od Sest velikih a-heliksa,
8 manjih i 3 antiparalelne (3-ploce (Slika 18) (133).
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Slika 18. Trodimenzionalna struktura lignin-peroksidaze izolovane iz Phanerochaete chrysosporium H8.
PDB broj enzima 6A6Q (https://www.rcsb.org/)

2.8.2.3. Osobine lignin-peroksidaze

Lignin-peroksidaza je, u poredenju sa drugim peroksidazama izolovanim iz gljiva, nesto
veca i sadrZi 343 aminokiselinska ostatka. Njena molekulska masa se krec¢e od 38 do 43 kDa, a
izoelektri¢na tacka varira izmedu 3,3 i 4,7 (134). Ono S$to je veoma specifi¢no za ovaj enzim i
Sto ga razlikuje od svih ostalih peroksidaza, jeste njegov veoma nizak pH optimum (pH oko 3,0).

Kataliza oksidacije nefenolnih jedinjenja slicnih ligninu smatra se osnovnom ulogom lignin
peroksidaze ili kako se drugacije zove diaril-propan-oksigenaze. Oksidativna uloga se odvija u
nekoliko koraka. Prvo dolazi do formiranja radikalskog katjona, potom cepanja bo¢nog lanca,
demetilovanja, intramolekulske adicije i na kraju do preuredenja strukture (135). Oksidacija
benzil-alkohola i hidroksilacija metilenskih grupa benzena su jos neke od reakcija koje se mogu
katalizovati u prisustvu lignin-peroksidaze (133).

2.8.2.4. Kataliticki mehanizam lignin-peroksidaze

Pri degradaciji fenola lignin-peroksidazom kao redoks medijator koristi se veratril-alkohol,
supstrat sa jakim redoks potencijalom. Ovo razlaganje se odvija zahvaljujuéi triptofanskim
ostacima na povrsini molekula enzima, koji grade radikale u reakciji sa hemom. Ovaj deo
enzima je takode veoma bitan za optimizovanje kako aktivnosti, tako i stabilnosti i specificnosti
i enzima i supstrata (133). Dodatna stabilizacija katjonskog radikala je omogucena pre svega
prisustvom kiselog okruZenja oko Trp171 (133).
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Kataliticki ciklus lignin-peroksidaze obavlja se u tri koraka (Slika 19).

[Lip]-Fe(m)il- [LiP]%*-Fe(IV)

Jedinjenje I

AL

[LiP]-Fe(IV)

Jedinjenje II

Slika 19. Kataliticki mehanizam lignin-peroksidaze

U prvom koraku odvija se oksidacija feri-centra (Fe(IIl)) na enzimu u stanju mirovanja u
prisustvu vodonik-peroksida, pri ¢emu nastaje okso-ferilno intermedijerno stanje enzima
(jedinjenje I). U drugom koraku ovaj kompleks (prelazno jedinjenje kom nedostaju 2e-) se
redukuje supstratom (aromaticne strukture, bez fenolnog centra, S). Supstrat je taj koji donira
jedan elektron jedinjenju I i vodi stvaranju jedinjenja II (kome sada nedostaje samo 1e-). Treci
korak obuhvata doniranje poslednjeg raspoloZivog elektrona od strane redukovanog supstrata
jedinjenju II, ¢ime se peroksidaza vraca u stanje mirovanja (136).

2.8.2.5. Eseji za odredivanje aktivnosti lignin-peroksidaze

Za pracenje i kvantifikaciju aktivnosti lignin-peroksidaze razvijen je veliki broj eseja, a
vecina ukljucuje upotrebu kako fenolnih, tako i nefenolnih, ligninu sli¢nih, jedinjenja. Supstrati,
koji su pokazali veliku strukturnu sli¢nost sa prirodnim ligninom, a nemaju zastupljenu fenolnu
komponentu, vec¢ su i sami derivati metoksibenzena, mogu da se koriste kao supstrati za lignin-
peroksidazu. Medu ispitanim supstratima posebno se izdvojio 3,4-dimetoksibenzil alkohol
(veratril-alkohol), koji moZe da se, u prisustvu 2 elektrona, oksiduje do odgovarajuceg aldehida
(137). Kao najveca prednost ovog supstrata izdvaja se jednostavnost same reakcije, za razliku
od drugih ispitanih supstrata koji su pokazali mnoge sporedne reakcije (137).

Lignin-peroksidaza katalizuje oksidaciju veratril-alkohola do veratraldehida, jedinjenja
koje apsorbuje svetlost telesne duZine 310 nm, tako da se ova reakcija moze veoma uspesno
pratiti spektrofotometrijski (131). IstraZivanja su pokazala da je za formiranje jednog mola
aldehida neophodno prisustvo 1 mola vodonik-peroksida. Kako bi se odredila stehiometrija ove
reakcije ispitane su razliCite koncentracije H202 (od 2,2 do 260 pmol/L) pri nepromenjenoj
koncentraciji alkohola (2 mmol/L) (137). Pri odnosu H2021i alkohola 2:1, dolazi do formiranja
sporednih proizvoda. Reakcija je prac¢ena i na razlic¢itim pH vrednostima. Utvrdeno je da je za
oksidaciju veratril-alkohola optimalna pH 2,0, dok na pH vrednostima ve¢im od 5,0 nije
zapaZena znacajnija aktivnost enzima (137). Bitno je napomenuti da se vodonik-peroksid
ponasa dvojako, i kao supstrat, ali i kao kompetitivni inhibitor katalicke reakcije.

Za kvantifikaciju aktivnosti lignin-peroksidaze, pored prethodno opisanog eseja sa
veratril-alkoholom, koriste se i noviji eseji koji se baziraju na oksidaciji mikromolarnih
koncentracija enzima azo B bojama (138).

Ukoliko se izuzmu ova dva prethodno opisana eseja za odredivanje aktivnosti lignin-
peroksidaze, postoje joS i oni koji koriste supstrate za oksidaciju kao Sto su 2-keto-4-metiol
buterna kiselina (KMB) (139).
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2.8.2.6. Primena lignin-peroksidaze

Osnovna uloga ekstracelularnih enzima izolovanih iz gljive bele trulezZi (mangan- i lignin-
peroksidaze) je u razgradnji lignina. Karakteristi¢na struktura lignina omogucuje potencijalnu
primenu ovih enzima i u degradaciji drugih, ligninu sli¢nih jedinjenja. Mogu se koristiti i za
degradaciju nekih po Zivotnu sredinu veoma Stetnih jedinjenja, kao Sto su policiklicna i
hlorovana aromati¢na jedinjenja, pesticidi, boje, azidi, umreZeni polimeri itd. (105).
Katabolizam razgradnje lignina iz obradenog drveta, zaostalog iz industrije celuloze i papira, je
jedna od najbitnijih uloga lignin-peroksidaze (133). Ovaj enzim ima potencijal i za degradaciju
katrana, ksenobiotika, bisfenola A i sintetskih boja (105,131). Zanimljivo je pomenuti da se
lignin-peroksidaza moZze Koristiti i za biodegradaciju plastike, trenutno jednog od najvecih
zagadivaca Zivotne sredine na planeti (140).

2.9. Imobilizacije enzima

Da bi se odgovarajuce reakcije katalizovale enzimima, neophodno je da enzimi budu
prisutni u nekom od sledeca tri oblika:

1. kao samostalni molekuli prisutni u rastvoru
2. u obliku agregata sa drugim molekulima
3. vezani za neki nosa¢ odnosno imobilizovani.

Kada se kaze ,imobilizovani enzim“ misli se pre svega na onaj enzim kome je ograniceno
fizicko kretanje, ili drugacije receno enzim koji je lokalizovan u tacno odredenom delu prostora.
Pored toga Sto zadrZava svoju kataliticku aktivnost, imobilizacijom enzim moZe da stekne i neke
nove karakteristike, kao Sto je na primer mogu¢nost kontinuirane upotrebe (141). Od trenutka
kada je prvi imobilizovani enzim primenjen u industriji (1966. godine) pa sve do danas, njihova
potencijalna primena u razli¢itim oblastima se proSiruje, od biotehnologije, preko dijagnostike
do hromatografije i proizvodnje biosenzora (141). Veliko interesovanje nauc¢ne zajednice za
ovaj oblik enzima zasnovano je na njihovim osobinama, koje su poboljSane u odnosu na svojstva
rastvornih enzima, kao i na brojnim prednostima imobilizovanih enzima, uocenih prilikom
njihove Siroke primene.

U zavisnosti od prirode kako enzima, tako i nosaca, za imobilizacije se mogu koristiti
razliCite metode od adsorpcije preko jonskog do kovalentnog vezivanja. Vazno je istaci da, bez
obzira na primenjeni metod imobilizacije, interakcija izmedu nosaca i enzima dovodi do
poboljSanja nekih osobina samog enzima kao Sto su npr. kataliticka mo¢ i stabilnost na
poviSenim temperaturama.

Prvi slucaj imobilizacije zabeleZzen je pocetkom 19. veka kada su imobilizovani
mikroorganizami upotrebljeni u industriji za proizvodnju sircetne kiseline (141). Moderna
istorija imobilizacije pocela je '60-tih godina, a obeleZena je proizvodnjom L-aminokiselina i
izomerizacijom glukoze (141). Sve do '90-tih godina imobilizovali su se samo individualni
molekuli enzima, dok su nesto kasnije za imobilizacije koriS¢eni kompleksniji enzimski oblici
koji su primenjeni u regeneracijama kao kofaktori i za imobilizacije ¢elija (141). Od tada pa sve
do danas, imobilizacija enzima se smatra multidisciplinarnom oblas¢u sa velikim potencijalom
primene kako u istrazivanjima tako i u razli¢itim oblastima industrijske proizvodnje.

Uprkos Sirokoj rasprostranjenosti ove teme u nauc¢nim krugovima i razumevanju mnogih
bitnih pojmova u enzimskim imobilizacijama, i dalje nije razvijen jedinstven metod koji se moZze
primeniti bez obzira na korisé¢eni enzim i nosac¢ ve¢ je svako novo istrazivanje jedinstveno i
inovativno, i razvija se po principu probe i greske.
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Ono Sto je zajednicko za svaki imobilizovani biokatalizator jesu njegove poboljSane
karakteristike koje zadovoljavaju Siroke potrebe modernih katalitickih procesa - blagi
reakcioni uslovi, visoka aktivnost i selektivnost, operativna stabilnost i produktivnost, kao i
niska cena (142).

[ako se prema definiciji imobilizacija enzima moZe posmatrati kao vezivanje rastvornih
enzima za nerastvornu, inertnu podlogu sa ciljem ocuvanja osobina samog enzima, na ovaj
nacin se moze ograniciti njegov ucinak. Konformacione promene enzimske strukture zajedno
sa sternim smetnjama i ograniCenjima nastalim kao posledica prenosa mase, samo su neki od
nedostataka koji mogu da uti¢u na smanjenje aktivnosti ili stabilnosti enzima prilikom njihove
imobilizacije na odgovarajuci nosac¢ (143). Medutim, imobilizacijom biokatalizatora se CeSce
ostvaruju prednosti kao Sto su: poboljSana efikasnost i stabilnost, mogu¢nost ponovne
upotrebe, kao i sposobnost nadoknadivanja izgubljene kataliticke aktivnosti (144). Pored
navedenog tu su joS i: smanjenje vremena reakcije, lako¢a odvajanja imobilizovanog enzima iz
reakcione smeSe, mogucnost kontinualne primene i smanjena podloZnost mikrobnoj
kontaminaciji (145). Sve navedene prednosti opravdavaju Siroku primenu imobilizovanih
enzima u razlicitim oblastima (farmaceutska, prehrambena industrija, u biomedicini,
proizvodnji biodizela, tretiranju otpadnih voda itd.) (82).

Prilikom izbora metode za imobilizaciju, bitno je obratiti paZnju na planiranu primenu
biokatalizatora i u odnosu na to izabrati pogodan metod koji bi obezbedio, pre svega, odrzivu
kataliticku aktivnost enzima. Cilj imobilizacije je poboljsanje karakteristika enzima, jer njegova
dalja primena zavisi upravo od toga. Osobine imobilizovanih enzima koje su odgovorne za
ucinak biokatalizatora prilikom primene u najrazlicitijim oblastima i koje je neophodno pratiti
tokom procesa imobilizacije jesu aktivnost, stabilnost i selektivnost (142).

2.9.1. Aktivnost enzima

Poboljsanje enzimske aktivnosti imobilizacijom primecéeno je jos '60-tih godina proslog
veka, prilikom imobilizacije tripsina na naelektrisanom nosacu (142). Od tada pa do danas je
ustanovljeno da mnogi enzimi imobilizovani razli¢itim metodama pokazuju povecanu aktivnost
u poredenju sa nativnim.

Obicno se imobilizacijom zadrZava oko 50% aktivnosti solubilnog enzima. Faktori od kojih
zavisi koliko ¢e se imobilizacijom ocuvati ili poboljsati aktivnost nekog enzima su pH vrednost
sredine, tip nosaca, koli¢ina dodatog enzima za imobilizaciju, kao i odabir metode za vezivanje
enzima na nosac. Ukoliko se doda izuzetno velika koli¢ina enzima za imobilizaciju na nekom
poroznom nosacu, kao rezultat nejednake raspodele enzima unutar nosaca nastaju brojne
difuzione smetnje koje dovode do smanjenja aktivnosti imobilizovanog enzima (142).

Nesto veci procenat zadrZavanja enzimske aktivnosti je primecen kod alosternih enzima,
koji prilikom imobilizacije menjaju svoju konformaciju ¢ime se povecava dostupnost aktivnom
centru, a samim tim i aktivnost imobilizovanog enzima (142). Ukoliko se posmatra u globalu,
za bilo koji enzim i bilo koji nosac, mogu se istac¢i odgovarajuci faktori koji u manjoj ili vecoj
meri uticu na poboljSanje katalitiCke mo¢i imobilizovanog biokatalizatora (142):

. uticaj okoline

. uticaj pH vrednosti sredine
. konformacione promene

. orijentacija molekula

. fleksibilnost molekula

. udeo vode u rastvaracu i

. nacin vezivanja.

NOUTHAs WN =
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2.9.2. Stabilnost enzima

Za razliku od stabilnosti nativnih enzima, koja je odredena isklju¢ivo unutrasnjom
strukturom, na stabilnost imobilizovanih enzima uti¢u brojni faktori (142):

. mikrookolina

. struktura nosaca (hemijska i fizicka)

. priroda interakcije izmedu enzima i nosaca

. mesto vezivanja i broj ostvarenih veza sa enzimom

. prisustvo ,spejsera“, koji povezuje molekul enzima sa nosaCem i
6. uslovi pod kojima se odvija reakcija imobilizacije.

Ul D W N =

Neophodno je posebno naglasiti da bez obzira na to koji enzim ili koji tip nosaca se koriste
prilikom imobilizacije, sasvim je sigurno da ¢e se kao rezultat njihove interakcije dobiti
biokatalizator sa poboljSanom stabilnoS¢u u odnosu na solubilni enzim. Dakle, svaki proces
imobilizacije vodi formiranju stabilnijeg proizvoda. Medutim, veoma je tesko istaci
odgovarajuci metod i garantovati da ¢e bas on obezbediti visoku aktivnost biokatalizatora, jer
je svaki imobilizacioni proces specifi¢an. Cak ni ukoliko se primeni isti metod za imobilizaciju
enzima, a tom prilikom koriste razliciti nosaci ili se promene uslovi imobilizacije (pH,
temperatura, koli¢ina enzima ili nosaca i sl.) nece se dobiti imobilizovani enzim iste stabilnosti.

2.9.3. Selektivnost enzima

Poboljsanje selektivnosti prilikom imobilizacije enzima je jedan od zahteva koji mora biti
ispunjen kako bi se zadovoljile potrebe njihove potencijalne primene pre svega u farmaceutskoj
industriji. Mogu se izdvojiti Cetiri oblika selektivnosti: selektivnost supstrata, regioselektivnost,
stereoselektivnost i selektivnost funkcionalnih grupa (142). Regioselektivnost je oznacena kao
sposobnost delovanja samo u jednom odredenom delu molekula, dok se sposobnost delovanja
samo na odgovarajuci enantiomer ili diastereomer naziva stereoselektivnost (142). Ukoliko
enzim deluje na odgovaraju¢a hemijski srodna jedinjenja iz neke grupe, ova selektivnost
predstavlja selektivnost supstrata. Selektivnost funkcionalnih grupa je osobina enzima koja
podrazumeva sposobnost enzima da obavlja svoju aktivnost u prisustvu samo odredenih
funkcionalnih grupa (142).

U toku imobilizacije enzim moZe da zadrzi postojecu selektivnost, ili ona moZe da se
promeni tokom vezivanja za nosac, a takode je uoceno da i neselektivni enzimi nakon
imobilizacije mogu da postanu selektivni (142).

Selektivnost enzima tokom imobilizacije se moZe promeniti na dva nacina: pod uticajem
nosaca ili pod uticajem neke konformacione promene (142). Ukoliko se menja pod uticajem
nosaca, dva faktora doprinose toj promeni - jedan je veli¢ina pora, a drugi difuzija. Selektivnosti
nastale pod uticajem konformacionih promena mogu da poti¢u od mikrookoline ili od aktivnog
centra (142).

2.94. Metode imobilizacije

Osobine imobilizovanog enzima u najvecoj meri zavise od izbora metode koriSéene za
imobilizaciju. Stoga je razvijen veliki broj razli¢itih metoda, a svaka od njih ima svoje prednosti
i mane. Na Slici 20 su prikazane cCetiri metode koje se najviSe upotrebljavaju prilikom
imobilizacije enzima: adsorpcija, kovalentno vezivanje, umreZavanje i zarobljavljanje unutar
nekog matriksa.
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Slika 20. Sematski prikaz najée$cée koris¢enih metoda za imobilizaciju enzima

2.9.4.1. Adsorpcija

U zavisnosti od nacina na koji se odvija adsorpcija enzima na neki nosac, adsorpcione
metode se mogu podeliti prema vrsti ostvarenih interakcija izmedu nosaca i enzima na fizicke,
elektrostaticke ili hidrofobne interakcije.

Jednostavan i pre svega ekonomican metod koji se koristi za imobilizaciju enzima je metod
fizicke adsorpcije. To je direktan proces, koji podrazumeva uspostavljanje slabih interakcija
izmedu enzima i nosaca, kao Sto su Van der Valsove sile ili hidrofobne interakcije (17). Ovaj
proces ne zahteva koriS¢enje opasnih hemikalija, ve¢ se imobilizacija odvija jednostavnim
meSanjem nosaca sa rastvorom enzima u odgovaraju¢em vremenskom periodu. Visak enzima
koji se nije adsorbovao na povrsini nosaca se lako moZe ukloniti ispiranjem odgovarajuéim
puferom, ¢ime je obezbedeno zadrzavanje njegove aktivnosti. Metod fizicke adsoprcije spada u
reverzibilne procese za imobilizaciju enzima, Sto omogucava ponovnu upotreba primenjenog
nosaca [83].

Adsorpcija je jedna od metoda za imobilizaciju enzima koja se veoma cesto koristi. To je
uglavnom posledica izuzetno niske cene, kao i jednostavnosti celokupnog procesa za
imobilizaciju. Industrijska primena je ogranicena, jer se slabe interakcije formirane izmedu
enzima i nosa¢a mogu lako raskinuti promenom temperature, pH vrednosti ili polarnosti
rastvaraca (146).

Ukoliko se ovaj metod uporedi sa kovalentnom metodom za imobilizaciju, istaci ¢e se
brojne prednosti, koje se prvenstveno ogledaju u odsustvu bilo kakvih konformacionih
promena na aktivnom mestu enzima (147). Ogranicavaju¢i faktori za Siru upotrebu
adsorpcionih metoda za imobilizacije enzima su pre svega niska operativna stabilnost
imobilizovanog enzima, njegova denaturacija, kao i curenje enzima sa povrSine nosaca
(82,147).

Pored opisane fizicke metode, enzim se moZe vezati za neki nosa¢ i pomocu
elektrostatickih interakcija. Kako bi se uspostavile polarne ili jonske interakcije, neophodno je
obezbediti da enzim i nosa¢ budu suprotno naelektrisani. pH vrednost rastvora i izoelektri¢na
tacka samog enzima uticu u najvecoj meri na njegovo naelektrisanje (148). Imobilizacija se
moZe ostvariti bilo adsorpcijom enzima na suprotno naelektrisani polimerni nosac, dobijen
prethodnim izlaganjem nosaca reakcijama oksidacije ili redukcije, bilo formiranjem nosaca
sastavljenog od suprotno naelektrisanih slojeva, na koji se moZe adsorbovati odgovarajuci
enzim (17).
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Na ovaj nacin se smanjuje mogucnost denaturacije enzima, ali se takode utice i na njegovu
stabilnost na razli¢itim pH vrednostima.

Ukoliko se imobilizacija enzima na nosaC vrSi posredstvom hidrofobnih interakcija,
moguce je uticati na njihovu ja¢inu menjanjem odgovarajuéih parametara. To su pre svega pH,
temperatura i koncentracija (149). Enzimi se najceS¢e adsorbuju na nosacima razli¢itih
karakteristika poroznosti, kao Sto su sepiolit, hitozan, hidroksiapatit i sli¢ni.

2.9.4.2. Kovalentno vezivanje

Imobilizacija enzima se moZe ostvariti formiranjem kovalentne veza izmedu nosaca i
molekula enzima. Za ostvarivanje ove veze neophodno je da na enzimu bude prisutna neka od
sledecih funkcionalnih grupa: amino, karboksilna, hidroksi, tiolna, fenolna ili imidazolna grupa
(150). Ostvarena veza izmedu enzima i nosaca je jaCeg intenziteta, tako da se smanjuje
mogucénost disocijacije i curenja enzima sa povrsine nosaca, a imobilizovani enzim je otporniji
na promene reakcionih uslova (151). Tokom imobilizacije moZe do¢i do promene
konformacione strukture molekula enzima, ¢ime se utiCe na smanjenje aktivnosti. Kako bi se
prevaziSlo ovo ogranicenje, predloZeno je koriS¢enje umrezavajuceg agensa (glutaraldehid
npr.), koji je odgovoran za odrZavanje strukturnih i funkcionalnih osobina enzima tokom
procesa imobilizacije (148). Proces imobilizacije zapocinje aktivacijom povrsine nosaca
dodatkom nekog umreZavajuceg molekula, ¢ija je osnovna funkcija da povezuje nosac i molekul
enzima. Izbor tipa agensa zavisi od matriksa koji se koristi za imobilizaciju (da li je to neki
biopolimer, neorganski ili sintetski polimer), kao i od reakcionih uslova tokom procesa
imobilizacije. Nakon aktivacije povrSine nosaca ostvaruje se kovalentna veza sa molekulom
enzima. Povecana stabilnost enzima i stereospecifi¢nost, ali i spreCavanje curenja enzima sa
povrsine nosaca, samo su neke od brojnih prednosti ove metode za imobilizaciju (152). [ pored
dugackog spiska nedostataka ovog procesa (denaturacija, hemijska modifikacija enzima pre
imobilizacije, dugacak period inkubacije, samo male koli¢ine enzima se mogu
imobilizovati itd.), enzimi imobilizovani na ovaj nacin su pokazali dobru stabilnost i mogu¢nost
ponovne upotrebe, Sto ih stavlja na vrh liste potencijalne primene u razli¢itim oblastima
industrije (153).

2.9.4.3. Zarobljavanje unutar matriksa

Ireverzibilni metod za imobilizaciju enzima, koji podrazumeva zarobljavanje enzima
unutar nekog matriksa, je Cesto koris¢en metod. Kada se enzim jednom imobilizuje unutar
membrane, omogucen je prolaz supstrata i proizvoda enzimskih reakcija, ali ne i prolaz enzima.

Kao matriksi za ove reakcije imobilizacije najcesc¢e se koriste organski nosaci, pre svega
razliiti polimeri, polisaharidi, Zelatin itd. (144). S obzirom da imobilizovani enzim ostaje
zarobljen unutar polimerne membrane, nema direktnog uticaja okoline na njega, pa je samim
tim i njegova stabilnost poboljSana (154,155). Ovakvim nacinom imobilizacije znacajno je
smanjena mogucnost curenja enzima, koja je uglavnom uslovljena velicinom pora na polimeru
koji se koristi kao matriks (17). Zahvaljujudi zasti¢enosti enzima unutar matriksa, omoguéena
je njegova ponovna upotreba (82).

Zarobljavanje unutar matriksa se ostvaruje primenom razli¢itih tehnika, pri ¢emu je
najcesce koris¢ena mikroenkapsulacija. Ova metoda za imobilizaciju podrazumeva
enkapsulaciju enzima unutar semipermeabilne membrane (polimerne membrane ili
mikrokapsule). Poroznost membrane je takva da onemogucava prolaz vec¢ih molekula, kao sto
su enzimi, a obezbeduje propustanje manjih. Na ovaj nacin ¢e se enkapsulacijom ocuvati
aktivnost enzima, poboljSati njegova stabilnost i osigurati kontinuirana upotreba (148).
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29.44. Umrezavanje

UmreZavanje ili kopolimerizacija, kako se ovaj metod za imobilizaciju drugacije zove, je
jednostavan i ireverzibilan metod koji ne ukljucuje primenu bilo kakvog matriksa ili nosaca.

Enzimi se medusobno povezuju kovalentnim vezama, a kao polifunkcionalni reagensi se
najcesce koriste glutaraldehid ili diazonijum soli, koji imaju ulogu mosta izmedu dva molekula
enzima (82). Ovime se mogucnost curenja enzima smanjuje na minimum, povecava se enzimska
stabilnost, a primenom glutaraldehida se, kao posledica modifikacije enzima, mozZe javiti
smanjena aktivnost (17).

U zavisnosti od pristupa koji se koristi prilikom umreZavanja mogu se razlikovati sledece
metode (17):

1. umreZeni rastvorni enzimi (cross-linked dissolved enzymes, CLEs)
2. umreZeni enzimski kristali (cross-linked enzyme crystals, CLECs)
3. umreZeni enzimski agregati (cross-linked enzyme agregates, CLEASs)

Ukoliko se umreZavanje rastvornih enzima vrsi preko povrSinskih amino grupa, a u
prisustvu bifunkcionalnog hemijskog umreZivaca kao Sto je glutaraldehid, dobijaju su umreZeni
enzimski agregati (CLEs) (149). Ovi umreZeni rastvorni enzimi zadrZavaju svoju kataliticku
aktivnost, aliimaju loSu stabilnost i reproduktivnost, pa su iz tog razloga koris¢eni u jako malom
broju istrazivanja (149). Njih su ubrzo zamenili umreZeni enzimski kristali (CLECs), nastali
intermolekulskim umreZavanjem kristalnih enzima glutaraldehidom. Ovakvi enzimski agregati
imaju poboljSane mehanicke Kkarakteristike, povecanu stabilnost pri poviSenim
temperaturama, na razli¢itim pH vrednostima, ali i u prisustvu organskih rastvaraca (156).
UmreZeni enzimski kristali mogu se primeniti na industrijskom nivou, ali je proces dobijanja
preciS¢enih Kkristalnih enzima jako skup, ¢ime je i sama primena ovakvih sistema ograni¢ena
(156). Cvrste forme nastale umreZavanjem preciSéenih enzimskih agregata, predstavljaju
umreZene enzimske agregate (CLEAs), koje na okupu drZe izuzetno jake nekovalentne
interakcije (156). Na ovaj nacin se umreZava veliki broj enzima i enzimskih agregata, a njihova
stabilnost i aktivnost je slicna kao i u slucaju umreZenih enzimskih kristala (156).

2.9.5. Nosaci za imobilizaciju enzima

Skoro svaki oblik imobilizacije enzima zahteva prisustvo nekog nosaca. Nosaci koji se
najviSe koriste u ove svrhe mogu se, na osnovu hemijskog sastava, podeliti na: organske i
neorganske nosace (Slika 21).

‘ Klasifikacija ‘
nosaca
‘ Organski nosaci ‘ ‘ Neorganski nosaéi ‘
[ Prirodni | ( i
olimeri
P Sintetski Prirodni Sintetski
+ Polisaharidi polimeri minerali minerali
[celuloza,
alginat, hitin, « Polistiren - Glina - Staklene
pektinitd) - Poliakrilamid - Kaolinit Touglice
28 Eroesind + Vinilni - Silikagel - Metalii
(kolagen, polimeri metalni oksidi
albumin)
N N R A y

Slika 21. Klasifikacija nosaca za imobilizaciju enzima

35



2.9.5.1. Organski nosaci

Organski nosaci koji se koriste za reakcije imobilizacije enzima su klasifikovani u dve velike
grupe. U prvu grupu spadaju svi biopolimeri odnosno polimeri prirodnog porekla, to su
uglavnom u vodi nerastvorni polisaharidi - hitin, hitozan, celuloza itd. Sintetski organski
polimeri nalaze se u drugoj grupi i to su npr. polistireni, poliakrilamidi i vinilni polimeri.

2.9.5.2. Biopolimeri

Svi prirodni materijali dobijeni iz obnovljivih izvora spadaju u grupu biopolimera. Osobine
koje ih izdvajaju medu brojnim nosacima su biokompatibilnost, biorazgradivnost i netoksi¢nost
(17). Imaju veliki afinitet za vezivanje razli¢itih enzima, pri ¢emu njihova struktura ostaje
ocuvana, a zadrzavaju kako svoje karakteristike tako i stabilnost (17).

Strukturne osobine biopolimera, kao Sto su prisustvo razlicitih funkcionalnih grupa na
povrsini (amino, hidroksi ili karbonilne grupe) olakSavaju adsorpciju enzima ili nastajanje
kovalentnih veza izmedu enzima i nosaca. Mogu¢nost formiranja hidrogelova omogucuje
enkapsulaciju enzima unutar biopolimera (17). Najve¢u primenu medu biopolimerima su
pronasli alginat, agaroza, celuloza, hitozan, pektin, skrob i brojni drugi polisaharidi.

2.9.5.2.1. Alginat

Alginat, prirodni anjonski kopolimer najvise zastupljen u ¢elijskim zidovima mrkih algi,
izolovan je 1881. godine. Prisustvo alginata je potvrdeno i kod nekih crvenih algi, ali i u
bakterijama (Azotobacter i Pseudomonas) (157). Njegova kompletna struktura je prvi put
potvrdena 1955. godine, hromatografskim analizama koje su izveli Fisher i Dorfel. Oni su
zakljucili da u sastav alginata, pored ranije potvrdene p-manuronske kiseline, ulazi i L-
guluronska kiselina. Larsen je pomoc¢u posebnih elektroforetskih metoda potvrdio prisustvo M,
G i MG blokova u alginatnom lancu.

Za proizvodnju alginata koriste se najviSe mrke alge (Laminaria hyperborea, Laminaria
digitata, Macrocystis pyrifera, Ascophyllum nodosum itd.), Cije se preciS¢avanje vrsi u baznim
uslovima, na pH vrednostima oko 6, posSto se algininska kiselina talozi na pH 3,6 (158). Najcesce
se za precCiS¢avanje koriste natrijum-karbonat, natrijum-hidroksid i aluminijum-hidroksid
(158). TaloZenje alginata iz filtrata se vrsi dodavanjem etanola, neke kiseline ili kalcijumovih
jona (158). Daljim preciS¢avanjem i konverzijom, dobija se alginat u obliku natrijumove soli,
koji se moze Kkoristiti u razlicite svrhe.

Moguca je i bakterijska sinteza alginata, uz formiranje alginata definisane hemijske
strukture i poboljsanih fizickih osobina. Ovaj metod se sastoji od nekoliko koraka, a karakterise
ga napredak u oblastima regulacije biosinteze alginata, koji omogucéuje da se lakom
modifikacijom samih bakterija dobijaju derivati alginata Zeljenih svojstava i sa vecom
potencijalnom primenom u biomedicini (159).

2.9.5.2.2. Hemijska struktura alginata
Alginat je anjonski heteropolisaharid, dugackog niza, koji se sastoji od dva monomera: a-
L-guluronske kiseline (G blok) i f-p-manuronske kiseline (M blok) (Slika 22).

COOH
0

OH o

a-L-guluronska kiselina B-p-manuronska kiselina

Slika 22. Hemijska struktura alginata
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Ovi ostaci su C5 epimeri, povezani medusobno a-(1-4) glikozidnim vezama. M i G blokovi
u strukturi alginata mogu biti rasporedeni uzastopno (ponavljaju¢i GGGG i MMMM blokovi),
naizmenicno (MGMGMQG) ili nasimi¢no (MMGMGG) (158). DuZina svakog bloka, kao i njihova
zastupljenost u algnatnom lancu zavise od tipa izvora iz kog je alginat izolovan. Stoga, postoji
veliki broj, preko 200, razlicitih vrsta alginata (159).

Slobodne hidroksilne i karboksilne grupe u alginatnom lancu omogucuju gradenje
vodonic¢nih veza, dok je za alginate izolovane iz nekih bakterija karakteristi¢no i prisustvo
acetilnih grupa (157).

Veruje se da u umreZavanju alginata npr. kalcijumovim jonima ucestvuju G bolokovi, pa ¢e

od zastupljenosti ovog bloka zavisiti osobine kako samog alginata, tako i alginatnog hidrogela
(160).

Raspored blokova i konformaciona struktura uticu na fizicko-hemijske osobine alginata, a
samim tim i na njegovu dalju primenu, kako industrijsku tako i bioloSku i medicinsku (161).

2.9.5.2.3. Fizicko-hemijske osobine alginata

Parametri koji uti¢u na fizicko-hemijske osobine alginata su pre svega priroda izvora iz kog
je alginat izolovan, mesta u algama ili bakterijama gde je alginat zastupljen, kao i geografsko
poreklo biljke i godiSnje doba kad se vrsila ekstrakcija alginata iz odgovarajuéeg izvora (158).

Molekulska masa alginata se kre¢e od 32.000 do 400.000 g/mol. Viskoznost alginatnog gela
zavisi u najvecoj meri od njegove molekulske mase (162). Sto je veéa molekulska masa, veca je
i viskoznost.

Alginat u obliku kiseline se ne rastvara u vodi i organskim rastvaracima, dok su njegove
soli i esterifikovani oblici rastvorni i u vodi formiraju stabilne viskozne rastvore (162).
Viskoznost alginatnog rastvora se povecava sa smanjenjem pH vrednosti. Na pH vrednostima
od oko 3, karboksilne grupe su protonovane, pa mogu da grade vodonicne veze, Cime se postizZe
najveca viskoznost rastvora (159).

Alginat je biokompatibilan i netoksican, a sa pove¢anjem udela M blokova raste njegova
imunogenost (Slika 23) (162). Biodegradabilnost, netoksi¢nost, sposobnost geliranja i
prisustvo razli¢itih funkcionalnih grupa odgovorni su za veliku primenu alginata u
prehrambenoj, kozmetickoj industriji, kao i u agrikulturi (163).

Biokompatibilnost

Inertnost T Niska cena
x #

Pl‘iI‘IOdanH _, Gradenje
polimer ~ hidrogelova

I'4 Yl
Netoksicnost l Regenerabilnost

Biodegradabilnost
Slika 23. Prednosti alginatnog polimera
Ukoliko se neki drugi prirodni polimeri (kolagen, hitozan i sl.) pomeSaju sa alginatom u
cilju poboljsanja fizickih i hemijskih osobina, dobijaju se kompozitni alginatni gelovi (162).

Kombinovanjem alginata sa drugim materijalima kao Sto su nanocestice, staklo ili keramika
dobijaju se materijali koji se mogu primeniti i za previjanje rana (162).
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2.9.5.2.4. Hidrogelovi

Alginat u obliku hidrogela je nasao najve¢u primenu u biomedicini (za dostavu lekova,
zarastanje rana ili tkivni inZenjering) (159). Osnovna definicija nekog hidrogela jeste da je to
umreZena trodimenzionalna forma hidrofilnih polimera, koja sadrzi visok procenat vode.
Hidrogelovi se najCeSce dobijaju fizickim ili hemijskim metodama umreZavanja, a osobine
dobijenog hidrogela zavise od izabrane metode, kao i od svojstava samog polimera (molekulske
mase, prisutnih funkcionalnih grupa na povrsini itd.) (159). Biokompatibilnost je osobina na
kojoj se zasniva ovako Siroka primena hidrogelova u biomedicini.

Za umreZavanje alginata se uglavnom koristi jonski metod, koji se zasniva na meSanju ovog
polimera sa nekim jonskim umreZavaju¢im agensom, najces¢e dvovalentnim katjonom (Ca2+,
BaZ*, Sr2+) (159). S obzirom da u alginatnom lancu G blokovi omogucuju koordinaciju sa
dvovalentnim jonima, pretpostavlja se da se katjoni vezuju iskljuc¢ivo na ove blokove. Nastali
hidrogel ima karakteristican oblik -, kutije sa jajima“ (,,egg-box"“) (Slika 24).
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Slika 24. UmreZavanje alginata u prisustvu kalcijumovih jona
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G blokovi dva susedna polimerna lanca alginata koordinuju se sa dvovalentnim katjonima
obrazuju¢i strukturu koja podseca upravo na kutiju sa jajima, pa je iz tog razloga hidrogel i
dobio ime (164). Svaki jon kalcijuma se vezuje sa Cetiri ostatka guluronske kiseline (161). Do
formiranja hidrogelova dolazi kao posledica zamene monovalentnih jona na alginatu
polivalentnim jonima umreZavajuceg agensa, i postepene koordinacije polivalentnih jona sa
karboksilatnim jonima alginatnog makromolekula (161). Kao umreZavajuci agens najcesce se
koristi kalcijum-hlorid, koji obezbeduje brzo umrezavanje. Medutim, zbog njegove velike
rastvorljivosti teSko je kontrolisati sam proces umreZavanja i formiranja hidrogela (159). Iz
toga razloga se umesto njega koriste kalcijum-sulfat i kalcijum-karbonat, koji su slabije
rastvorni, pa je samim tim i proces geliranja nesto sporiji (159). Ukoliko se geliranje odvija
slabijim intenzitetom, pri neSto poviSenoj temperaturi, dobijaju se hidrogelovi sa boljim kako
mehanickim, tako i hemijskim osobinama (159). Geliranje alginata je odredeno pre svega tipom
umrezavajuceg agensa i njegovom koncentracijom, ali i hemijskim osobinama polimera, kao $to
su molekulska masa, hemijski sastav, stepen polimerizacije, duzina alginatnog lanca i slicno
(161).

Najbitnije fizicke osobine alginatnog hidrogela su njegova viskoznost i jacina (161).
[straZivanja su pokazala da na jacinu gela direktno uti¢e umrezavajuci jon. Zato su svi joni koji
se Kkoriste za umreZavanje alginata poredani po njihovom afinitetu prema ovom
makromolekulu: Mg2* < Mn?* < Zn?*, Ni2*, Co?* < Fe2* < Ca?* < Sr?* < Ba2* < Cd?* < Cu?* < Pb2*
(161). Najjaci hidrogelovi se formiraju ukoliko se za geliranje koriste BaZ*, Ca2+ i Sr2*.
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Pored jonskog, geliranje se moZe ostvariti i kovalentnim umreZavanjem, u prisustvu
umrezavajuceg agensa kao Sto je polietilen glikol (PEG) (159). Na ovaj nacin se u vecoj meri
moZe kontrolisati proces nastajanja hidrogela, ali i njegove osobine. Mana ove metode za
umreZavanje alginata je koriS¢enje toksi¢nih supstanci, koje je vrlo teSko eliminasati iz
nagradenog hidrogela, cime se automatski ogranicava i njegova potencijalna primena (159).

Ogranicavajuci faktor dalje primene hidrogela je njegova slaba mehanicka stabilnost.
Glavne mehanicke osobine svakog hidrogela su stabilnost, ¢vrstoca i elasticnost (163). Osnovna
svojstva hidrogela na bazi alginata, koja su vazna za potencijalnu primenu u razliitim
oblastima su, pored prethodno navedenih, jos i bubrenje, poroznost, curenje alginata iz gela i
njegova imunogenost (165).

2.9.5.2.5. Modifikacija alginata

Prisustvo funkcionalnih grupa kao sto su hidroksilna ili karboksilna grupa u lancu
molekula alginata omogucuje njegovu hemijsku modifikaciju. Modifikacijom nagradeni derivati
alginata pokazuju poboljsSane bioloske i fizicko-hemijske karakteristike u pogledu
rastvorljivosti, hidrofobnosti itd. (166). Razliciti tipovi modifikacija se mogu primeniti u ove
svrhe, a izbor reakcije za modifikaciju ¢e zavisiti pre svega od funkcionalne grupe €ija se izmena
vrsi.

Za hemijske modifikacije hidroksilne grupe mogu se primeniti sledece reakcije:

1. Oksidacija

2. Reduktivna aminacija
3. Sulfonovanje

4. Kopolimerizacija

Oksidacija je reakcija kojom se alginat moZe modifikovati u prisustvu natrijum-perjodata,
kao Sto je prikazano na Slici 25.
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Slika 25. Reakcija oksidacije alginata

U ovom tipu modifikacije raskida se veza izmedu C2 i C3 atoma na monosahridnom ostatku
uronskih kiselina i na tim krajevima se uvode dve aldehidne grupe. Kako bi se izbegle
nepoZeljne reakcije, oksidaciju je neophodno obavljati u mracnim uslovima (166). Promenom
koncentracije oksiduju¢eg agensa, moguce je kontrolisati stepen oksidacije alginata (166).
Prisustvo aldehidnih grupa €ini novonastali derivat pogodnijim za dalje rekacije, a s obzirom
da dolazi do raskidanja veza unutar ugljeno-hidratnog prstena laksa je i rotacija celog molekula
alginata (166). Ukoliko se poveca koncentracija alginata i time promeni odnos natrijum-
perjodata prema broju alginatnih ponavljaju¢ih jedinica, prekidi C-C veza duz lanca su
ucestaliji, a samim tim je broj aldehidnih grupa na nastalom derivatu veéi (163). Oksidacijom
se smanjuje molekulska masa alginata (163). PoSto na gradenje hidrogela utice sadrZaj
aldehidnih jedinica na alginatu, od toga Ce direktno zavisiti i mehanicke osobine nastalog
hidrogela (163). Istrazivanja su pokazala da je alginat oksidovan na ovaj nacin podloZan
degradaciji pri fizioloSkim uslovima (na pH 7,4 i temperaturi od 37 °C) (166).
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Oksidovani derivati alginata su podlozni daljim modifikacijama u prisustvu nekih alkil-
amina (Slika 26).
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Slika 26. Reakcija reduktivne aminacije oksidovanog alginata

Ovaj tip reakcija je oznacen kao reduktivna aminacija i podrazumeva aminovanje
aldehidnih grupa wuz obavezno prisustvo nekog redukujuteg agensa (natrijum-
cijanoborhidrida, NaCNBH3 ili natrijum-hidroborata, NaBH4) (166).

Na ovaj nacin se u alginatni lanac mogu uvesti amini razli¢ite duzine alkil-niza, ¢ime se
dobijaju derivati sa nekim novim karakteristikama i potencijalnim primenama u razli¢itim
oblastima. Alginat i polietilenglikol se mogu kuplovati karbodiimidnim reakcijama (167).
Dobijeni derivati zadrzavaju sposobnost geliranja alginata, ali se povecava veli¢ina pora na
samom gelu i poboljSava biokompatibilnost, ¢ime se proSiruje i njihova upotreba u
enkapsulaciji razli¢itih molekula (167).

Ukoliko se alginatni lanac sulfonuje, njegova struktura postaje sli¢na strukturi heparina,
Cime se proSiruje njegova primena i u terapiji antikoagulansima (Slika 27) (168).
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Slika 27. Reakcija sulfonovanja alginata
Superabsorbenti se mogu dobiti reakcijama kopolimerizacije sa nekim polimernim lancem
kao $to je natrijum-poli(akrilat), koji znacajno povecava moguénost bubrenja alginata (169).
NajceSce primenjene reakcije za modifikaciju karboksilne grupe su:

1. Esterifikacija
2. Amidacija
3. Ugi reakcija

Esterifikacija se koristiti za uvodenje neke alkil-grupe u lanac nativnog alginata (Slika 28).
Na ovaj nacin se modifikuje alginat i povecava njegova hidrofobna priroda (170).
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Slika 28. Reakcija esterifikacije alginata

Reakcija esterifikacije podrazumeva direktnu reakciju karboksilne grupe na
monosaharidnoj jedinici uronske kiseline i nekog alkohola dodatog u visku (166).

Najvecu primenu u razlicitim oblastima biomedicine od svih esterifikovanih derivata
alginata je pronasao jedan od prvih sintetisanih - propenglikolni estar alginata (PGA) (171).

Amidna veza se moZe nagraditi reakcijom izmedu karboksilne grupe na polimernom lancu
alginata i amino grupe na molekulu koji se koristi kao njen donor (Slika 29). Modifikacija
alginata 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidrohloridom (EDC-HCI) dovodi do
nastanka hidrofobnih derivata alginata sa potencijalnom Sirokom primenom (172).
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Slika 29. Reakcija amidacije alginata

Multikomponentna reakcija koja ukljuCuje aldehid (ili keton), amin, izocijanid i
karboksilnu kiselinu na alginatnom molekulu oznacena je kao Ugi reakcija i vodi stvaranju bis-
amidnog derivata alginata (Slika 30) (166).
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Slika 30. Ugi reakcija

2.9.5.2.6. Primena alginata

0Od davnina je poznata masovna primena alginata u farmaceutskoj industriji, medicini i u
industriji hrane. Pored toga sve je zastupljenija i upotreba ovog biopolimera u zastiti Zivotne
sredine, najviSe prilikom precis¢avanja otpadnih voda.

Prednosti alginata, kao Sto su biodegradabilnost, netoksicnost i niska cena, kvalifikuju ga
za primenu u prehrambenoj industriji, najéesce za proizvodnju jestivih folija ili omota za hranu
(173). Upotrebom alginatnih folija smanjuje se kvarljivost hrane i njeno rasipanje, ali se i Stite
same namirnice i sprecava Sirenje razliCitih crevnih bolesti (174). Pored toga, folije su pronasle
primenu u framaceutskoj i kozmetickoj industriji (173).
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Alginatni biopolimeri se mogu primeniti i za zarastanje rana, dostave lekova i u tkivnom
inZenjeringu, a sve kao posledica njegove biodegradabilnosti i biokompatibilnosti. Rane na koZi,
bilo akutne ili hroni¢ne, predstavljaju veliki izazov za medicinu, zbog loSe cirkulacije,
osetljivosti na proteaze i mikrobne invazije na ranjenom mestu, Sto sve zajedno usporava
proces zarastanja (162). Alginat je jedan od materijala koji ima dobru biokompatibilnost i moze
da veZe visok procenat vode, pa je gotovo idealan za primenu u ove svrhe (162). Ukoliko se
postavi na ranjeno mesto na kozi, alginat ¢e da odrzava vlaznost, da pomogne oko zaustavljanja
krvarenja i omoguci zarastanja rane (162). Zavoji na bazi alginata mogu se praviti u obliku
hidrogelova, filmova, sundera, pene itd. (175). Apsorbcijom tecnosti alginatni zavoji odrZavaju
vlaZnost ranjenog mesta, ¢cime se smanjuje mogucénost bakterijske infekcije (175).

Potencijal primene alginata za dostavu lekova je veliki zahvaljujuci njegovoj rastvorljivosti
i pH senzitivnosti (176).

U alginatne nanocestice se mogu zarobiti odgovarajuci lekovi (ibuprofen, ketoprofen,
amoksicilin, streptomicin i sl.), ¢ime se omogucuje njihovo postepeno otpusStanje u
gastrointestinalnom traktu (173). Primenom nanokristala napravljenih od alginata i celuloze
za enkapsulaciju nekih antibiotika, postiZe se ciljana dostava lekova putem kontrolisanih
mehanizama dejstva (162).

Tkivni inZenjering je od velikog znacaja u medicini, kao vazna alatka za sintezu
funkcionalnih tkiva ¢iji je cilj da se obezbedi regeneracija, odrzavanje ili poboljSanje funkcija
odgovarajucih tkiva i organa (162). U ove svrhe se godinama unazad testiraju razliciti
biomaterijali, a medu njima je posebno mesto pronasao upravo alginat. Struktura alginata je
slicna strukturi glukozaminoglikana, koji zauzima najve¢i deo esktracelularnog matriksa
brojnih tkiva (158). Ovaj polimer, medutim, zbog razli¢itog sadrzaja M i G blokova, ima loSe
mehanicke osobine $to oteZava njegovu primenu u tkivnom inZenjeringu (162). Iz tog razloga
se u ove svrhe koriste kompozitni biopolimeri, koji pored alginata sadrze i neke druge
supstance (npr. hitozan) (162). Alginat i njegovi derivati se mogu primeniti za obnavljanje
hrskavice, kostiju, jetre i mnogih drugih tkiva i organa (162,177).

NajceS¢a bolest danasnjice jeste dijabetes (Diabetes mellitus). Zbog njene velike
zastupljenosti od velikog znacaja je razvoj novih metoda za leCenje pacijenata obolelih upravo
od ove bolesti. IstraZivanja su usmerena ka upotrebi biopolimernih jedinjenja za oralnu dostavu
insulina. Medu testiranim polimerima primenu su nasli natrijum-alginat i hitozan (173). Kako
bi se povecala biokompatibilnost koriS¢eni su agregati ova dva kopolimera, koji ne daju jake
antiinflamatorne odgovore, mogu se koristiti i u kiselim sredinama, a nisu pokazali toksi¢nost
ni prilikom in vitro ni tokom in vivo studija (173).

Za tretiranje pacijenata obolelih od kancera koriste se alginatne nanocCestice sa
enkapsuliranim doksorubicin-hidrohloridom (lekom protiv kancera) ili sa eksprimiranim
plazmidom za supresorski tumorski gen.

Alginatni polimeri se mogu Koristiti za enkapsulaciju nekih enzima i proteina, povecavajuci
time njihovu stabilnost (158). Pored toga Sto su efikasni za dostavu do ciljanih celija, oni su
u ove svrhe (158). Nanocestice od modifikovanih alginata imaju potencijalnu antiinflamatornu
primenu, s obzirom da se mogu koristiti za dostavu gena do ciljanih makrofaga (158).

Zagadenje vodenih sistema teSkim metalima ispustenim iz razli¢itih industrijskih
postrojenja je jedan od najvecih ekoloskih problema danasnjice. Alginatni biopolimeri se mogu
koristiti za uklanjanje ovih teSkih metala (158).
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Alginat sadrzi negativno naelektrisane karboksilne grupe, koje mogu da heliraju metalne
jone, ili se oni mogu adsorbovati na alginatnim hidrogelovima zahvaljuju¢i njihovoj velikoj
dodirnoj povrsSini (158).

Ukoliko se za tretiranje otpadnih voda, uklanjanje fenolnih zagadivaca ili degradaciju
organskih boja, iskoriste imobilizovani enzimi na alginatu (lakaza, peroksidaza ili glukoza-
oksidaza) poboljsava se efikasnost preciS¢avanja (158).

Ubrzani biotehnoloski razvoj pokazao je potencijal alginata u razvoju senzora, uredaja
smanjenih dimenzija sa pove¢anom stabilnoScu, osetljivoscu, selektivnoS¢u i potencijalnom
primenom u razli¢itim oblastima (158).

Kako bi se omogucila primena kako nativnog alginata tako i njegovih derivata, neophodno
je da on bude dostupan u nekom od sledecih oblika: hidrogela, kuglica, vlakana itd. Prednosti
vlakana se ogledaju u velikoj dodirnoj povrsini, lakoj upotrebi i sposobnosti zadrzavanja
mehanickih osobina ¢ak i u vodenoj sredini (162). Mogu se dobiti metodom elektrospininga,
koja omogucuje sintezu veoma tankih vlakana, postavljanjem rastopljene smeSe polimera
izmedu naelektrisanih elektroda (162).

Ukoliko se alginat ukapava nekom od dostupnih tehnika (upotrebom Sprica ili
mikrofluidnih sistema) u rastvor koji sadrzi umreZavajuci agens, formiraju se kuglice alginata
(162). Alginat u obliku kuglica se najc¢es¢e koristi za dostavu lekova i imobilizaciju enzima i
Celija (178).

2.9.5.3. Sintetski organski polimeri

U ovu grupu spadaju hemijski sintetisani polimeri, koji za razliku od biopolimera imaju
definisanu hemijsku strukturu. Mali organski molekuli ¢ine monomerne jedinice, koje se
medusobno povezuju gradeci hetero ili homopolimere. Kopolimeri nastaju udruzivanjem
najmanje dve, ali je moguce i povezivanje viSe monomernih jedinica (17). Najveca prednost
sintetskih polimera se ogleda u moguc¢nosti kontrole njihovih osobina pravilnim izborom
monomernih jedinica, a sve u cilju potencijalne primene u Zeljenoj oblasti. Osobine organskih
polimera na koje se najviSe moze uticati tokom procesa sinteze su poroznost, stabilnost,
hidrofilnost, kao i mehanicke osobine (17). Prisustvo odredenih funkcionalnih grupa (epoksi,
karboksilna, hidroksilna, amino grupa i sl.) omogucuje modifikaciju polimera i proSiruje
spektar oblasti u kojima se moZe primeniti. Upravo zbog prisustva razli¢itih funkcionalnih
grupa, organski kopolimeri imaju veliki potencijal kao dobri nosaci za imobilizaciju enzima
(21,30,179). Siroku primenu u razli¢itim oblastima su pronasli nosa¢i na bazi polistirena,
poliakrilamida, najlona, poliglicidil-metakrilata i drugi.

Makroporozni kopolimeri su prvobitno koriS¢eni u hromatografiji, kao adsorbenti, a potom
i kao nosaci u enzimskim imobilizacijama, ali i kao membrane u razli¢itim procesima (180). Prvi
kopolimer primenjen u ove svrhe je porozni poli(stiren-co-divinilbenzen), koji svoju
zastupljenost i upotrebu duguje najpre velikoj dodirnoj povrSini (181). Ovaj polimer
odgovaraju¢e poroznosti je nastao slobodno-radikalskim umreZavanjem stirena i
divinilbenzena (182). Ova metoda se naziva suspenziona polimerizacija, a podrazumeva
meSanje monomera u odgovaraju¢em odnosu sa nekim inertnim rastvara¢em i inicijatorom u
prisustvu nerastvaraca (vode) i povrsinski aktivne supstance (stabilizatora) (182). Monomer,
rastvarac i inicijator ¢ine uljanu fazu koja se meSanjem disperguje u fine kapljice u vodenoj fazi
sa rastvorenom povrsSinski aktivnom supstancom. U tim kapljicama se odvija reakcija
polimerizacije i one se pretvaraju u porozne polimerne sfere. Rastvara¢ se bira tako da
monomeri budu rastvorni u njemu, dok je nastali kopolimer u njemu nerastvoran (182). Pored
prethodno navedene uloge, inertni rastvara¢ ucestvuje i u formiranju pora tokom procesa
kopolimerizacije (182). Kako bi se obezbedila makroporozna struktura neophodno je
razdvajanje faza prilikom umrezavanja (182).
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Pore veée od 500 A, sa distribucijom od 10! do 10* A smatraju se makroporoznim (182).

Metodom suspenzione kopolimerizacije se dobijaju makroporozne kuglice ciji je precnik
izmedu 0,11 1,5 nm (182).

Pored prethodno opisane metode, moZe se primeniti i metoda inverzne suspenzione
polimerizacije (182). Ovde se koriste monomeri rastvorni u vodi, koji se suspenduju u
organskoj fazi i polimerizuju u njoj, sa ciljem dobijanja kuglica kontolisane veli¢ine pora (182).

Disperzionom polimerizacijom se, za razliku od suspenzione, dobijaju kuglice pre¢nika u
rasponu od 0,1 do 10 pm. Reakcija se odvija u etanolu kao rastvaracu, u kom su rastvorni
monomeri, stabilizator, inicijator i inertna komponenta, dok se dobijeni kopolimer taloZi u
njemu (183).

Metodama suspenzione i disperzione polimerizacije mogu da se dobiju nosaci koji u svojoj
strukturi imaju prisutnu epoksi grupu i sastoje se od dve monomerne jedinice, jedna je glicidil
metakrilat (GMA), a druga etilen glikol dimetakrilat (EGDMA) (Slika 31). Epoksi grupe ovog
kopolimera (poli(GMA-co-EGDMA)) se mogu dalje modifikovati i prevesti u keto, amino,
karboksilne ili hidroksilne grupe, pa su zato ovi kopolimeri pogodni kao nosaci za adsorpciju i
kovalento vezivanje razlicitih enzima (30,184,185).
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Slika 31. Hemijske strukture monomernih jedinica i kopolimera nastalog njihovim udruzivanjem

Zahvaljujucdi lakoj dostupnosti, hemijskoj i mehanickoj postojanosti pri razli¢itim spoljnim
uticajima, Siroku primenu su nasli komercijalno dostupni kopolimeri Sepabeads i Eupergit
(186,187). Kovalentnim vezivanjem nekog enzima za Eupergit ostvaruje se jaka veza izmedu
enzima i nosaca. Ovaj hidrofilni kopolimer pokazao je dobre fizicke osobine i stabilnost na

razli¢itim pH vrednostima, pa se Cesto koristi u mnogobrojnim istraZivanjima za imobilizacije
(187).

Najveca prednost sintetskih kopolimera je moguc¢nost kreiranja Zeljenih osobina
kopolimera u toku procesa njegove sinteze (Slika 32). Izborom tipa monomera i variranjem
njihovih odnosa moze se direktno uticati na mehanicke osobine nastalog kopolimera, kao i na
njegovu poroznost, hidrofilnost, ali i zastupljenost odgovaraju¢ih funkcionalnih grupa
(188,189).
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Slika 32. Prednosti sintetskih kopolimera

Pri imobilizaciji enzima na neki nosac, veliku ulogu ima poroznost tog nosaca, pre svega
velicina i distribucija pora, njihova zapremina i specificna dodirna povrsina (17). Izbor tipa i
koli¢ine inertne komponente prilikom sinteze kopolimera su parametri koji odreduju
poroznost nekog kopolimernog nosaca (17). Obi¢no se kao inertna komponenta Kkoristi
meSavina cikloheksanola i nekog alifaticnog alkohola (180). Upotrebom toluena smanjuje se
veli¢ine pora nastalih makroporoznih kopolimera, a samim tim i dodirna povrsina (182).

Dodatkom n-heptana ili nekog alkohola se dobijaju polimeri vecih pre¢nika pora, dok se manje
pore mogu obezbediti upotrebom nekog polimernog rastvaraca kao $to je polistiren (182). Na
porozne osobine kopolimera poli(GMA-co-EGDMA) utice umrezavajuci agens i njegova kolic¢ina.
Sa povecanjem koli¢ine umreZavajuceg agensa raste zapremina pora sintetisanog kopolimera,
kao i poroznost nastalih ¢estica (183).

2.9.5.4. Neorganski nosaci

Medu neorganskim nosacima, stabilnim i inertim materijalima koji se mogu primeniti u
razlicite svrhe, najve¢u primenu su pronasli nosaci na bazi silikata ili ugljenika, metalni oksidi i
minerali prirodnog porekla. Neorganski nosac¢i pokazuju povecanu termalnu stabilnost i
mehanicku otpornost (Slika 33) (190).
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Slika 33. Prednosti neorganskih nosaca

Ono $to ih karakteriSe i izdvaja od drugih nosaca jeste njihova poroznost. S obzirom da su
jako kruti, oblik Cestica je nepromenjen kao i precnik i zapremina pora (190). Komercijalno su
dostupni neorganski nosaci sa razli¢itim veli¢inama pora, ¢ime je olakSana njihova primena u
imobilizaciji enzima (190).

Medu istrazivac¢ima najvecu paznju su privukli materijali bazirani na silikatu, ali i razli¢iti
metalni oksidi (oksidi titanijuma, aluminijuma, cirkonijumai sl.). Ovi nosaci su hemijski stabilni,
jako otporni na mehanicka dejstva i inertni pri poviSenim temperaturama i pritiscima (17).

45



Imaju hidrofilni karakter, a prisustvo hidroksilnih grupa na povrsinama omogucuje laku
modifikaciju i formiranje jake kovalentne veze izmedu nosaca i imobilizovanog enzima (144).
Za adsorpciju se dosta koriste i zeoliti ili ,molekulska sita“. Ova jedinjenja imaju makroporoznu
kristalnu strukturu i mogu da obrazuju odgovarajuce oblike, a zahvaljuju¢i hidroksilnim
grupama na povrsini molekula, grade jake vodoniCne veze sa enzimima (144).

Velika zastupljenost minerala u prirodi, laka dostupnost i Siroka upotreba, ali i prisustvo
razli¢itih funkcionalnih grupa na povrsini ovih nosaca, ¢ini ih pogodnim za imobilizaciju
razliitih enzima kao Sto su invertaza, lipaza, proteaza, tirozinaza itd. (17). NajCeSce koris¢eni
minerali su kaolinit, sepiolit, montmorilonit i hidroksiapatit (17).

Nosaci bazirani na ugljeniku su pronasli veliku primenu u reakcijama adsorpcije (17,144).
U ove svrhe se moZe Koristiti kako prirodni aktivni ugalj, tako i modifikovani (144). Cestice uglja
sumezoporozne i imaju veliku dodirnu povrsini za interakciju sa proteinima i ¢elijama prilikom
reakcija adsorpcije (144).

Neorganski materijali razvijeni u novije vreme su magnetne cCestice, grafen, nanocestice i
mezoporozni materijali.

Hidrofilni, hemijski stabilni mezoporozni materijali ili materijali u obliku nanocestica se
Cesto koriste u imobilizacijama, poSto je pokazano da jednom imobilizovan enzim na ovim
nosac¢ima zadrzava aktivnost (17). Cestice na bazi magneta imaju veliki potencijal, zbog izrazite
primenljivostiilakoce odvajanja imobilizovanih enzima od celokupnog sistema (17). Mehanicki
su stabilne, imaju veliku dodirnu povrsinu, visok potencijal za ponovnu upotrebu pa su zbog
toga koriS¢ene za imobilizaciju enzima u velikom broju istrazivanja (17). Neorganski,
biodegradabilni materijali sa potencijalom primene u imobilizaciji, su materijali bazirani na
grafenu i grafen-oksidu. KoriS¢enjem u ove svrhe, pomenuta grupa nosaca je pokazala
potencijalno poboljSanje aktivnosti i stabilnosti imobilizovanih enzima (17).

2.9.5.4.1. Sepiolit

Kao dobra zamena za sintetske i skupe materijale, za izradu nosaca za enzime se mogu
koristiti razlic¢iti materijali izolovani iz gline, koji mogu biti jednodimenzionalni (sepiolit i
halozit) ili dvodimenzionalni (montmorilonit i kaolinit) (191).

Fibrozni materijal izolovan iz gline, sa visokim sadrzajem magnezijuma naziva se sepiolit
(Slika 34).

Ovaj hidratisani silikat magnezijuma je jeftin, netoksi¢an sa velikom dodirnom povrsinom
i odlicnom stabilno$¢u pri poviSenim temperaturama (192). Strukturna formula sepiolita je
Si12030Mgs(OH)4(H20)4-H20 (193). Sastoji se od dva tetraedarska bloka silicijuma i centralnog
oktaedarskog bloka sa magnezijumom (193). Blokovi su povezani duZ ivica i formiraju kanale
dimenzija 0,37-1,06 nm?2 (193). Struktura sepiolita podseca na kristal sastavljen od iglica (192).
Kalijumovi joni, joni kalcijuma i molekuli vode nalaze se u blokovima, dok su na povrsini OH
grupe, koje omogucuju ostvarivanje jacCih adsorpcionih interakcija (192).
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Slika 34. Hemijska struktura sepiolita

Sepiolit je dobar adsorbent upravo zahvaljuju¢i velikoj dodirnoj povrsini i poroznosti, ali i
povoljnoj povrSinskoj aktivnosti (27). Prodiranje organskih i neorganskih jona je omoguceno
njegovom vlaknastom strukturom (27). S obzirom da ovaj nosa¢ omogucuje jonsku izmenu ,
idealan je za primene poput uklanjanja boja iz industrijskih otpadnih voda (27).

Sepiolit se moZe javiti u dva oblika: a-sepiolit i 3-sepiolit. a-sepiolit je veoma zastupljen u
hidrotermalnim podru¢jima, u tercijarnim i silicijumskim stenama, posebno onim stenama u
kojima su jako prisutni fosfati, sulfati i karbonati (191). U jezerskim i morskim sredinama
zastupljen je B-sepiolit (191). Najveéi rudnik sepiolita u svetu nalazi se u Spaniji, dok za njim
slede rudnici u Americi, Turskoj i Kini (191). Procenjeno je da rezerve ovog minerala u svetu
iznose oko 8.000 miliona tona (191).

Siroka upotreba sepiolita (kozmeti¢ka industrija, industrija papira, boja, deterdZenata itd.)
je moguca pre svega zahvaljujuci njegovoj velikoj zastupljenosti, lakoj dostupnosti i niskoj ceni
(194). Najveci potencijal, ovaj mineral je pokazao prilikom adsorpcije, koja u velikoj meri zavisi
od temperature, pH vrednosti i jonske sile (194). Pored adsorpcione sposobnosti, sepiolit ima
kataliticku i reoloSku funkciju, ¢ime je proSiren spektar oblasti u kojima se moZe primeniti
(194). Brojna istrazivanja su usmerena ka potencijalnoj upotrebi sepiolita u proizvodnji
biosenzora (194).

Budu¢nost primene sepiolita lezi u umrezavanju ovog minerala sa razli¢itim
biopolimerima i u modifikaciji njegove povrsine (194). Do sada je, u cilju poboljSanja njegovih
osobina, sepiolit modifikovan nekim kvaternarnim aminima(194). Formiranje
nanokompozitnih materijala, koji u svom sastavu pored sepiolita sadrZze i neko polimerno
jedinjenje, je budu¢nost u upotrebi glinenih nosaca (195). Naj¢eS¢u primenu u dosadasnjim
istraZivanjima su pronasli polimeri prirodnog porekla, kao $to su hitozan, Zelatin i sl. Pored
interakcija sa silanolnim grupama na povrSini molekula sepiolita, ova jedinjenja mogu da
prodiru u unutrasnjost minerala i tamo nagrade odgovarajuce veze (195). Od ja¢ine formirane
veze, morfoloske strukture nastalog molekula i njegovog hemijskog sastava, zavisice i u kojoj
meri ¢e do¢i do poboljSanja svih mehanickih osobina novonastalog hibridnog materijala (195).
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2.9.6. Kinetika imobilizovanih enzima
Faktori koji mogu uticati na kineticke osobine enzima prilikom imobilizacije su (196):

a) mikrookruzenje - interakcija imobilizovanog enzima i supstrata odvija se u sredini koja
je drugacija od sredine u kojoj se odvija interakcija sa slobodnim enzimom

b) moZe doc¢i do raspodele supstrata izmedu nosaca na kom je enzim imobilizovan i
rastvora

c) imobilizovani enzimi mogu katalizovati reakcije koje su kontrolisane difuzijom ili
prenosom mase

d) konformacija enzima se moZze promeniti tokom imobilizacije.

Na ponaSanje enzima, u nativnoj i imobilizovanoj formi, utica¢e u manjoj ili vecoj meri
dogadaji koji se odvijaju u neposrednom okruzenju. Kada se enzim imobilizuje na neki
polimerni nosac¢, njegovo okruZenje moZe da se razlikuje od okruZenja u kom je enzim
resuspendovan. Izbor nosaca za imobilizaciju moZe da utiCe na osobine vezanog enzima na dva
nacina (196). Prvi je razdvajanje, odnosno, u zavisnosti od fiziCko-hemijskih osobina polimer
moZe da privlaci ili odbija supstrate, inhibitore ili proizvode reakcija. Drugi, podrazumeva nacin
na koji polimer moze da utice na mikrookruZenje enzima, tj. da li deluje kao granica koja
obezbeduje slobodnu difuziju molekula ka enzimu ili od njega. Difuziona ogranicenja zavise
direktno od veli¢ine pora na matriksu. Ukoliko su pore izuzetno male, onemogucena je difuzija
molekula ka enzimu, pa je samim tim i inhibirana reakcija katalize. Direktan uticaj imobilizacije
na molekul enzima ogleda se u:

1. konformacionim promenama

2. stabilnosti

3. sternim smetnjama

4. inaktivaciji.

Enzim ¢e obavljati svoju kataliticku aktivnost prevashodno ukoliko mu konformacija nije
izmenjena, ali i ako je sposoban da promeni konformaciju tokom katalitickog procesa. Osobine
enzima prilikom imobilizacije mogu u potpunosti da se promene i da se viSe uopSte ne ponasa
kao na primer alosterni enzim.

Promene konformacije na jednoj subjedinici nekog enzima mogu da dovedu do
konformacionih promena na nekoj drugoj subjedinici, a ¢esto imobilizacijom moZe do¢i i do
blokiranja aktivnog mesta na molekulu enzima razli¢itim inhibitorima ili aktivatorima.

Ukoliko se nativni i imobilizovani enzimi podvrgnu testiranju u uslovima poviSene
temperature, uocice se poboljSana stabilnost imobilizovanog enzima u poredenju sa nativnim.
Koncentracija proteina i ogranicenja nastala difuzijom supstrata odreduju stabilnost jednog
enzima. Tako se na primer stabilnost enzima moZe poboljSati povecanjem njegove
koncentracije u rastvoru. Rastojanje koju supstrat moZe da prede, pre nego Sto se transformise
u proizvod, je malo. Kada se enzim imobilizuje, supstrat moze da putuje samo do odredenog
dela imobilizovanog enzima. Na kataliticki proces u vecoj meri utice difuzija, a u manjoj meri
aktivnost samog enzima. To objasnjava zaSto je enzim aktivan u odredenom vremenskom
periodu, tj. samo dok je dominantni faktor difuzija, a ne koncentracija enzima (196).

Proces imobilizacije enzima sprecava direktan kontakt izmedu enzimskih lanaca, ali isto
tako moZze i da utic¢e na dostupnost supstrata ili efektora enzimu (196). Ukoliko je supstrat neki
mali molekul, laksSe ¢e difundovati do aktivnog mesta na enzimu, a postoji mogucénost i da
aktivno mesto bude blokirano od strane matriksa.
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Do inaktivacije enzima ne mora da dode samo kao posledica konformacionih promena, ve¢
i pod uticajem pH vrednosti, prisustva slobodnih radikala ili oksiduju¢ih agenasa (196). U tim
slucajevima je aktivnost imobilizovanog enzima znatno manja u poredenju sa nativnim
enzimom.

Jedan od faktora koji najviSe utice na ponaSanje imobilizovanog enzima je pH vrednost
(196). Odgovori imobilizovanih enzima mogu znacajno da odstupaju od odgovora slobodnih
enzima, $to se moZe objasniti:

a) distribucijom protona i njihovom ogranicenom difuzijom
b) koncentracijama enzima i nastalih produkata
c) kombinacijom difuzionog efekta i razdvajanja.

Generalno gledano, promene pH vrednosti e ostaviti manje posledice na imobilizovani
enzim nego na nativni. Ove posledice se ogledaju kroz Sirenje krive pH optimuma ili kroz
pomeranja ka kiselim ili baznim vrednostima.

Sto se tice kinetickih parametara, Km i Vmay, mogu se izdvojiti ¢etiri glavna razloga za
promenu ponasanja imobilizovanih enzima (196). Km vrednost se moZe menjati ukoliko dode
do konformacionih promena prilikom vezivanja enzima za nosaC. Do razlike u kinetickim
parametrima moZe da dovede i promena sredine u kojoj se ostvaruje imobilizacija. Supstrat se
deli izmedu nosaca i rastvora, a reakcija izmedu enzima i polimera moZe biti difuziono
kontrolisana. Koncentracije supstrata i jonske sile mogu da uti¢u na asocijaciju nosaca i enzima,
a samim tim i na Km vrednost. Parametar 1/Km predstavlja merilo afiniteta enzima prema
supstratu.

2.9.7. Primena imobilizovanih enzima

Potencijalna primena biokatalizatora zavisi kako od osobina nosaca koji se koriste za
imobilizaciju enzima, tako i od tipa koriS¢ene metode. U pocetku su se primene imobilizovanih
enzima vezivale isklju¢ivo za studije njihove stabilnosti (pH, temperaturna, stabilnost u
organskom rastvaracu itd.) i poredenja dobijenih rezultata sa rezultatima dobijenim za nativne
enzime (197). U poslednje vreme se primena ovih biokatalizatora prosirila na razliite oblasti
medicine, farmaceutske, prehrambene industrije, za bioremedijacije i sl. (197).

U medicini se imobilizovani enzimi koriste joS od 1990. godine za dijagnozu i tretiranje
razlicitih bolesti (198). Enzimi imobilizovani na biomaterijalima mogu da se koriste u tkivnom
inZenjeringu (198). Za razliku od nativnih enzima, imobilizovani enzimi u biomedicini
obezbedeju odrzanje stabilnosti, stimulaciju rasta i reparaciju oStecenih tkiva ili organa (198).
Imobilizacije se mogu koristiti i za razvoj metoda za leCenje raka, ali i za dostavu lekova i drugih
terapeutskih agenasa (198).

Razvoj biosenzora, elektri¢cnih, hemijskih ili mehanickih uredaja koji mogu da detektuju
razliCite bioloSke vrste, je doprinelo proSirenju upotrebe imobilizovanih enzima, antitela ili
oligonukleotida (197,199). Biosenzori na bazi imobilizovanih enzima omogudcili su
prevazilaZzenje mnogih problema vezanih za stabilnost, aktivnost i curenje enzima kao i laku
jednokratnu upotrebu ovih uredaja koji se mogu koristiti kako u stacionarnim, tako i u
proto¢nim sistemima (199). Kod pacijenata obolelih od dijabetesa, veliku primenu su pronasli
biosenzori, koji koriste elektri¢nu energiju za odredivanje direktne koncentracije glukoze u krvi
(197,199). Razvoj biosenzora za detekciju toksicnih supstanci pre svega pesticida je, u vremenu
ekspanzije poljoprivrede i zagadenja Zivotne sredine, od velikog znac¢aja (199).

U prehrambenoj industriji imobilizovani enzimi su nasli Siroku primenu, pre svega u
procesu pravljenja mleka bez laktoze (199). Za prizvodnju visoko fruktoznih sirupa moze se
koristiti enzim glukoza-izomeraza, dok se imobilizovana pektinaza moZe primeniti za
povecanje koli¢ine vo¢nih sokova, bez ostataka pektina (199).
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Imobilizovana [3-galaktozidaza vrsi hidrolizu laktoze u surutki i ucestvuje u produkciji
pekarskog kvasca (198).

Biodizel, monoalkilni estar dugackog niza, moZe se proizvesti iz triglicerida, esterifikacijom
alkohola u prisustvu nekog katalizatora. S obzirom da je ovaj proces energetski vrlo zahtevan,
neekoloski i obuhvata mnogobrojne sporedne reakcije, sve veci potencijal se ogleda u bioloskoj
proizvodnji goriva pomocu lipaze (198). U ove svrhe mogu se koristiti razliite metode za
imobilizaciju lipaze (zarobljavanje, kovalentna metoda, adsorpcija itd.) i razni nosaci (zeoliti,
hitozan, silika gel, magnetne nanocestice i sl.) (198).

Najveci ekoloski problem danasnjice je visoka koncentracija ugljen-dioksida u vazduhu.
Veliki procenat ovog gasa se ispusta iz termoelektrana, a moZze se prevazici upotrebom filtera
sa imobilizovanim enzimom ugljenik-anhidrazom (199). Ovaj enzim ima sposobnost
hidratacije ugljenik(IV)-oksida do bikarbonata (HCOs’) i protona (H*). Na ovaj nacin se
smanjuje emisija Stetnog gasa u Zivotnu sredinu (199).

Pored zagadenja vazduha, zagadenje vodenih prostranstava je jedan od ekoloskih
problema kome je neophodno posvetiti vecu paznju. Industrijska postrojenja svakodnevno
ispusStaju velike koli¢ine zagadujuj¢ih materija, pre svega organskih boja i fenolnih jedinjenja,
Cije ¢ak i najmanje koncentracije mogu da ostave posledice na celokupan ekosistem (198).
Tretiranje zagadenih voda imobilizovanim enzimima (peroksidaze, lakaze, reduktaze itd.)
jedan je od potencijalnih nacina smanjenja ovog oblika zagadenja Zivotne sredine (198). Pored
navedenih enzima, za degradacije razlic¢itih masnih kiselina, prisutnih u vodenim sredinama,
moZe se koristiti lipaza (198).

U cilju smanjenja zagadenja, tekstilna industrija se okrenula koris¢enju imobilizovanih
enzima. Enzimi kao Sto su celulaza i amilaza mogu se primeniti u tekstilnim procesima kao sto
su tretiranje vune, dorade teksasa, biopoliranje, smanjenje veli¢ina itd. (198). Kako bi se
biokatalizatori primenili u ove svrhe, neophodno je obezbediti njihovu otpornost na visokim
temperaturama, kao i na razli¢itim pH vrednostima (198).

Imobilizovani enzimi su pronasli primenu i u proizvodnji deterdZenata, s obzirom da se
njihovom upotrebom povecava biodegradabilnost, nisu uocene ekoloske posledice po Zivotnu
sredinu, a enzimi se mogu primeniti i na niskim temperaturama (198). Tako se npr. proteaza
moZe upotrebiti za uklanjanje fleka od jaja ili krvi, amilaza za mrlje od ¢okolade, krompira,
soseva, a lipaza za fleke od masti i ulja (198). Za omeksSavanje pamuka i beljenje koriste se
sredstva na bazi celulaze (198).

3. Materijali i metode

3.1. Materijal

3.1.1. Oprema

» Analiti¢ka vaga - Sartorius, Gottingen, Nemacka

» Tehnicka vaga - Scaltc SBA 41, Gottingen, Nemacka

* pH metar - Mettler Toledo, Kolumbia, Ohio, USA

» (Centrifuga - Eppendorf Centrifuge 5804R, Hamburg, Nemacka

» Minifuga - Eppendorf Centrifuge 5415R, Hamburg, Nemacka

» Spektrofotometar - Shimadzu Corporation UV-2501PC, Japan

= ELISA reader - Tecan Infinite M Nano+, §Vajcarska

» FT-IR spektrometar - Perkin Elmer 1725X, Waltham, Massachusetts, USA

= Skenirajuéi elektronski mikroskop - Tescan FE-SEM Mira 3 XMU, Svajcarska
= 7Zivina porozimetrija - Carlo Erba 2000, Francuska
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3.1.2. Hemikalije

Natrijum-alginat iz smedih algi (srednje viskoznosti), peroksidaza iz rena (150-
250 U/mg), pirogalol (98%) koji je koriS¢en kao supstrat za reakcije oksidacije peroksidaze,
tiramin-hidrohlorid (98%), glukoza-oksidaza tip VII (160 U/mg), Triton X-100, Span 80,
kalijum-fericijanid ~ (299%), natrijum-metaperjodat (299,8%), glicerol (98%),
polivinilpirolidon (PVP, Mw = 24000 g/mol), glicidil metakrilat (GMA), etilen glikol dimetakrilat
(EGDMA), 1-dodekanol, cikloheksanol, glutaraldehid (25% rastvor u vodi), 2,2’-azino-bis-(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) (ABTS) (298%) i PIPES pufer su kupljeni od kompanije
Sigma-Aldrich (St. Louise, Mo, USA). 4-aminoantipiren (p.a.), natrijum-acetat i natrijum-
cijanoborhidrid (95%) su nabavljeni od kompanije Fluka (Buchs, Svajcarska), dok su
etilendiamin, natrijum-citrat kristalni (p.a.) i 1,4-dioksan kupljeni od Merck-a (Kenilworth, New
Jersey, USA). Od Centrohem kompaniije (Stara Pazova, Srbija) nabavljene su hemikalije: fenol
(99,5%), natrijum-hlorid (p.a.) i natrijum-dihidrogenfosfat anhidrovani (>99%). Vodonik-
peroksid (30% (w/w)) je kupljen od kompanije AppliChem GmbH (Darmstadt, Nemacka).
Glukoza (p.a.) i etanol (96%) su nabavljeni od Zorke (Sabac, Srbija), dok su kalcijum-hlorid
(p-a.) i Tris pufer kupljeni od Termohemije (Beograd, Srbija) odnosno Serve (Heidelberg,
Nemacka).

3.2. Analiticke metode

3.2.1. Odredivanje aktivnosti slobodne peroksidaze iz rena u slucaju
imobilizacije na modifikovanom alginatu

Za odredivanje aktivnosti slobodne peroksidaze iz rena kao supstrati su koris¢eni pirogalol
i vodonik-peroksid. 43,3 pL enzima i 10 uL vodonik-peroksida dodati su u 1 mL rastvora
pirogalola (13 mmol/L) u 0,1 mol/L natrijum-fosfatnom puferu pH 7,0.

Apsorbanca je pra¢ena tokom prva tri minuta reakcije oksidacije pirogalola, a aktivnost
enzima je preracunata koris¢enjem apsorpcionog koeficijenta purpurogalina (€ = 12 mg-lcm?
na 420 nm).

3.2.2. Odredivanje aktivnosti peroksidaze iz rena imobilizovane na
modifikovanom alginatu

Za odredivanje aktivnosti imobilizovanog enzima, 130 pL suspenzije alginatnih kuglica i
30 pL vodonik-peroksida (9,7 mmol/L) je dodato u 3 mL rastvora pirogalola (13 mmol/L).
Reakcija je pracena konstantnim meSanjem u periodu od 7 minuta. Svakih 120 s alikvoti su
uzimani iz rastvora, profiltrirani i merena je apsorbanca na 420 nm koriséenjem UV-VIS
spektrofotometra. Jedna jedinica enzimske aktivnosti je definisana kao koli¢ina enzima koja
proizvede 1 mg purpurogalina za 20 s.

3.2.3. Odredivanje aktivnosti slobodne peroksidaze iz rena u slucaju
imobilizacije na makroporoznom kopolimeru

Kao supstrati za odredivanje aktivnosti peroksidaze iz rena koriS¢eni su pirogalol i
vodonik-peroksid. U najcesce koriS¢enom eseju, 10 uL rastvornog enzima (iz sakupljenog
supernatanta prilikom ispiranja imobilizata, razblaZen odgovarajuci broj puta) i 10 pL. vodonik-
peroksida (9,7 mmol/L) su dodati u 1 mL rastvora pirogalola (13 mmol/L) u natrijum-
fosfatnom puferu pH 7,0 (0,1 mol/L). Apsorbanca je merena tokom 3 minuta na 420 nm
koris¢enjem UV-VIS spektrofotometra. Vrednost enzimske aktivnosti je preracunata na osnovu
apsorpcionog koeficijenta nagradenog purpurogalina (¢ = 12 mg-lcm? na 420 nm).
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3.24. Odredivanje aktivnosti peroksidaze iz rena imobilizovane na
makroporoznom kopolimeru

Aktivnost imobilizovanog enzima je odredena uvodenjem oko 9 mg kopolimera sa
imobilizovanom peroksidazom iz rena i 30 pL vodonik-peroksida u 3 mL rastvora pirogalola
(13 mmol/L) u natrijum-fosfatnom puferu pH 7,0 (0,1 mol/L). Svakih 60 s iz smeSe su uzimani
alikvoti od po 40 pL, profiltrirani i izmerena je apsorbanca na 420 nm. Jedna jedinica enzimske
aktivnosti je definisana kao koli¢ina enzima koja proizvede 1 mg purpurogalina za 20 s na 20 °C.
Specifi¢na aktivnost enzima je preraCunata po gramu suve mase kopolimera.

3.2.5. Odredivanje aktivnosti slobodne peroksidaze iz rena u slucaju
imobilizacije na sepiolitu

Kao supstrati su koriS¢eni 13 mmol/L pirogalol u natrijum-fosfatnom puferu pH 7,0
(0,1 mol/L) i vodonik-peroksid (9,7 mmol/L). PomeSan je 1 mL pirogalola sa 10 pL
supernatanta (razblazen 10 puta) i 10 pL vodonik-peroksida. Pra¢ena je aktivnost slobodnog
enzima tokom 3 min na 420 nm koriS¢enjem UV-VIS spektrofotometra. Vrednost enzimske
aktivnosti je preracunata na osnovu apsorpcionog koeficijenta nagradenog purpurogalina
(e =12 mglcm? na 420 nm).

3.2.6. Odredivanje aktivnosti imobilizovane peroksidaze iz rena na
sepiolitu

Za odredivanje aktivnosti vezane peroksidaze iz rena odmerena je odgovarajuca koli¢ina
imobilizata (oko 9 mg), dodato je 3 mL supstrata (13 mmol/L pirogalol u 0,1 mol/L natrijum-
fosfatnom puferu pH 7,0) i 30 pL vodonik-peroksida (9,7 mmol/L). Aktivnost je merena na
420 nm u periodu od 3 min. Alikvoti od 1 mL su uzimani na svaki minut, profiltrirani i izmerena
je apsorbanca na 420 nm. Jedna jedinica enzimske aktivnosti je definisana kao koli¢ina enzima
koja proizvede 1 mg purpurogalina za 20 s na 20 °C.

3.2.7. Odredivanje aktivnosti celijskih zidova sa lignin-peroksidazom
imobilizovanih na modifikovanom alginatu

Za odredivanje aktivnosti imobilizovanih Celijskih zidova sa lignin-peroksidazom koris¢en
je 20 mmol/L ABTS (100 pL, finalno u smesi 1 mmol/L), 50 mmol/L vodonik-peroksid (100 uL,
finalno u smesSi 5 mmol/L) i 0,1 mol/L natrijum-acetatni pufer pH 4,5 (800 pL, finalno
0,1 mol/L). Pracena je promena apsorbance na 420 nm tokom 15 min koris¢enjem Tecan
Infinite M Nano+ uredaja. Alikvoti od 200 pL su uzimani svakih 5 min i merena je njihova
apsorbanca. Za preraCunavanje enzimske aktivnosti koriScen je ekstencioni koeficijent za ABTS
(e =36 mglcm?Z na 420 nm).

3.3. Karakterizacija peroksidaze iz rena

3.3.1. Odredivanje pH optimuma

Za odredivanje enzimske aktivnosti slobodne i imobilizovane peroksidaze iz rena
koriS¢ena je serija 0,1 mol/L fosfatno-citratnog pufera sa pH vrednostima od 2,0 do 8,0.
Aktivnost enzima na pH 9,0 je ispitana u natrijum-glicinatnom puferu (0,1 mol/L). Relativna
aktivnost imobilizovane peroksidaze iz rena na razliCitim pH vrednostima je odredena prema
prethodno opisanoj proceduri (Odeljak 3.2.) koris¢enjem 13 mmol/L rastvora pirogalola.
Dobijeni rezultati su normalizovani prema maksimalnoj aktivnosti na optimalnoj pH vrednosti
tj. relativnoj aktivnosti, izrazZeni u procentima i prikazani na graficima.

52



3.3.2. Ispitivanje temperaturne stabilnosti

Kako bi se ispitala temperaturna stabilnost imobilizovane peroksidaze iz rena,
odgovarajuca koli¢ina enzima imobilizovanog na nosacu je suspendovana u natrijum-fosfatnom
puferu pH 7,0 (0,1 mol/L) i inkubirana na 65 °C u odredenom vremenskom periodu. Nakon toga
je imobilizovani enzim ohladen do sobne temperature. Rezidualna aktivnost imobilizovanog
enzima je odredena kao Sto je prethodno opisano (Odeljak 3.2.) koriS¢enjem 13 mmol/L
pirogalola kao supstrata.

3.3.3. Ispitivanje stabilnosti u organskom rastvaracu

Stabilnost enzima u organskom rastvaracu, kao Sto je 1,4-dioksan, je takode ispitana. Oba
enzima, rastvorni i imobilizovani, su inkubirana na 20 °C u 80% rastvoru 1,4-dioksana (v/v) u
natrijum-acetatnom puferu pH 7,0 (0,1 mol/L). Nakon inkubacije u organskom rastvaracu u
odgovaraju¢em vremenskom periodu, specificna aktivnost imobilizovanog i rastvornog enzima
je odredena koriS¢enjem prethodno opisanog eseja za pracCenje enzimske aktivnosti
(Odeljak 3.2.).

3.34. Odredivanje Kinetickih parametara

Uticaj koncentracije pirogalola na pocetnu aktivnost obe peroksidaze, slobodne i
imobilizovane, je ispitan variranjem koncentracije ovog supstrata.

Kineticki parametri (Km i Vmax) su direktno odredeni iz Mihaelis Mentenovog modela preko
nelinearne regresione analize koriS¢enjem OriginLab softvera i dalje upotrebljeni za
preracunavanje kataliticke konstante, Kcat.

3.3.5. Odredivanje temperaturnog optimuma

Temperaturna stabilnost imobilizovane peroksidaze iz rena na razli¢itim temperaturama
(30, 40, 50, 60, 70 i 80 °C) je ispitana inkubiranjem odgovarajuce koli¢ine enzima
imobilizovanog na nosacu na Zeljenoj temperaturi. Nakon toga je imobilizovani enzim ohladen
do sobne temperature i merena je relativna aktivnost prema proceduri opisanoj u Odeljku 3.2.

3.3.6. Studije viSestruke upotrebe i stabilnosti imobilizovanog enzima
tokom skladistenja

Kako bi se odredila operativna stabilnost imobilizovanog enzima, nekoliko uporednih
ciklusa oksidacije pirogalola je izvedeno u Sarznom reaktoru. Na kraju svakog ciklusa, nosac sa
imobilizovanim enzimom je ispran dva puta 0,1 mol/L natrijum-fosfatnim puferom pH 7,0. Ova
procedura je ponovljena nekoliko puta sa svezim alikvotima supstrata (pirogalol i vodonik-
peroksid).

Stabilnost tokom skladiStenja je takode ispitana. Imobilizovana peroksidaza iz rena je
cuvana u 0,1 mol/L natrijum-fosfatnom puferu pH 7,0 na 4 °C odgovarajuci vremenski period.
Specifi¢na aktivnost imobilizovanog enzima je odredena u incijalnom trenutku i nakon 14 dana
skladiStenja korisS¢enjem metoda za odredivanje enzimske aktivnosti prikazanih u Odeljku 3.2.
i pirogalola (13 mmol/L).

3.4. Oksidacija peroksidaze iz rena

Za oksidaciju peroksidaze iz rena je koriS¢en rastvor natrijum-perjodata (50 mmol/L) u
50 mmol/L natrijum-acetatnom puferu pH 5,0 tokom 6 h u mraku na 4 °C. Dodatkom glicerola
u finalnoj koncentraciji od 0,2% (v/v) prekinut je proces oksidacije. Oksidovani enzim je
dijalizovan u natrijum-acetatnom puferu pH 5,0.
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3.5. Karakterizacija lignin-peroksidaze

3.5.1. Odredivanje pH optimuma
Za odredivanje optimalne pH vrednosti koriSceni su sledec¢i puferi:

e 0,1 mol/L citratni pufer pH 3,5
¢ 0,1 mol/L natrijum-acetatni pufer pH 4,0, 4,51 5,5
e 0,01 mol/L PIPESpH 6,0i7,0

U ovim puferima je rastvaran supstrat — ABTS i odredivana je aktivnost imobilizovanih
Celijskih zidova sa lignin-peroksidazom po prethodno opisanom postupku.

3.6. Modifikacija alginata

3.6.1. Perjodatna oksidacija

Alginat je oksidovan natrijum-perjodatom i hemijski modifikovan tiramin-hidrohloridom
po prethodno opisanoj proceduri (28). Ukratko, odgovarajuéa koli¢ina natrijum-alginata
(0,28 g) je rastvorena u vodi do finalne koncentracije od 1,4% (w/v). U ovaj rastvor je dodat
natrijum-metaperjodat do finalne koncentracije od 1,25, 2,5, 5, 7,51 10 mmol /L.

Na ovaj nacin je postignuto da odnos perjodata naspram C-6 glikozidnih jedinica u alginatu
bude 2,5, 5, 10, 15 i 20 mol%. Reakcija je zaustavljena nakon 24 h dodatkom glicerola do
koncentracije od 50 mmol/L. Oksidovani alginat je potom istaloZen u etanolu dodatkom ¢vrstog
natrijum-hlorida (1% NaCl (w/v) i dve zapremine 96% etanola naspram jedne zapremine
rastvorenog oksidovanog alginata).

3.6.2. Reduktivna aminacija

Oksidovani alginat je rastvoren u vodi (1% (w/v)), a procedura taloZenja, u etanolu
natrijum-hloridom, je ponovljena jos dva puta. Precipitat je izolovan, osuSen i rastvoren u
0,1 mol/L natrijum-fosfathom puferu pH 6,0. Reduktivna aminacija oksidovanog alginata je
ostvarena dodatkom cvrstog tiramin-hidrohlorida do finalne koncentracije od 1,5% (w/v) i
dodatnim mesanjem reakcione smese josS oko pola sata.

Na kraju je dodat ¢vrst natrijum-cijanoborhidrid tako da finalna koncentracija redukcionog
sredstva u rastvoru bude 0,5% (w/v).

Modifikovani precipitat je istaloZen u etanolu natrijum-hloridom (1% NacCl (w/v) i dve
zapremine 96% etanola naspram jedne zapremine rastvorenog oksidovanog alginata).
Procedura taloZenja je ponovljena jo$S dva puta. Dobijeni tiramin-alginatni polimeri su
skladiSteni na -20 °C.

3.7. Karakterizacija modifikovanog alginata

3.7.1. Snimanje UV-VIS spektara

Napravljeni su 0,1% rastvori alginata u vodi. Snimljeni su UV-VIS spektri nativnog alginata
i alginata oksidovanih natrijum-perjodatom i modifikovanih tiraminom u opsegu talasnih
duZzina od 200 do 600 nm koriS¢enjem UV-VIS spektrofotometra.

3.7.2. Snimanje FTIR spektara

Snimljeni su FTIR spektri alginata nativnog i oksidovanih natrijum-perjodatom i
modifikovanih tiraminom. Uzorci alginata su spraSeni, a za analiziranje je primenjena ATR
metoda u opsegu od 400 do 4000 cm-L.
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3.8. Sinteza makroporoznih kopolimera

Kontinualna faza, koju €ine 45 mL 2,78 wt% PVP u etanolu, je zagrevana do 70 °C u reaktoru
od 250 mL opremljenim sa sidrastom mesSalicom. Monomerna faza (po 5 g monomera GMA i
umrezZavajuceg agensa EGDMA, (GMA/EGDMA = 90/10; 80/20; 60/40; 40/60)), inicijator
(0,05 g azobisizobutironitril, AIBN) i inertna faza (2,25 g 1-dodekanolai 2,25 g cikloheksanola)
su dodati u kontinualnu fazu uz mesanje (100 rpm). Reakcija je zaustavljena nakon 5 h. Dobijeni
kopolimer je ispran 5 puta etanolom i osuSen na sobnoj temperaturi. Prinosi su se kretali u
opsegu od 70 do 90%.

3.8.1. Aktivacija kopolimera

Uzorci kopolimera, poli(GMA-co-EGDMA), sa razliitim sadrZzajem monomera i
umrezZavajuceg agensa, su isprani 3 puta u vodi i etanolu. Svaki polimer (0,7 g) je
resuspendovan u vodi. Etilendiamin, u viSku u odnosu na epoksi grupe (10 puta), je dodat i
reakcija je ostavljena da se meSa preko noci na 25 °C. Dalje je reakciona smesSa zagrevana na
80 °C tokom 7 h i nakon toga ponovo ostavljena preko no¢i da se mesa na 25 °C. Polimerne
Cestice su uklonjene i isprane prvo etanolom, a nakon toga i vodom koriS¢enjem metode
filtracije dok pH vrednost filtrata nije iznosila 6,0. Uzorci su osuSeni u susSnici na 50 °C tokom
nekoliko sati. Konverzija je iznosila priblizno 45%.

3.8.2. Titracija amino grupa

10 mg makroporoznog kopolimera Kkoji je prethodno aminovan etilendiaminom je
resuspendovano u 5 mL rastvora kalijum-hlorida (0,5 mol/L). Dodatkom 0,1 mol/L natrijum-
hidroksida podeSeno je da pH suspenzije bude oko 11, pa je potom rastvor titrovan dodatkom
0,01 mol/L hlorovodonicne kiseline u malim porcijama. Titracija je radena sve dok nije dobijena
pH vrednost od oko 6. Kao kontrola je koriS¢ena titracija samog rastvora kalijum-hlorida
(0,5 mol/L). Kako bi se dobio broj molova amino grupa u uzorku sintetisanog kopolimera, od
utroSene zapremine za titraciju rastvora kalijum-hlorida oduzete su vrednosti utroSene
zapremine za titraciju uzorka (V) , i preracunata je koli¢ina amino grupa prema formuli (1):

mol

‘I’l=0,01TXV (D

3.8.3. Karakterizacija kopolimera

Raspodela veli¢ine pora sintetisanih makroporoznih kopolimera je odredena koriS¢enjem
Zivine porozimetrije (Carlo Erba 2000, softver Milestone 200).

Merenje porozimetrije je obavljeno koriS¢enjem uredaja PASCAL 440 u CD3-P dilalometru
u opsegu pritiska od 0,1 do 200 MPa.

Skenirajuci elektronski mikroskop (TESCAN FE-SEM Mira 3 XMU) je upotrebljen za
morfolosku karakterizaciju sintetisanih makroporoznih kopolimera. Pre SEM analize, uzorci su
prekriveni tankim slojem zlata koris¢enjem uredaja za rasprsivanje (Polaron SC503, Fisons
Instruments).

Efikasnost transformacije epoksi grupa potvrdena je i elementalnom analizom. Uzorci
kopolimera su analizirani na sadrZaj ugljenika, vodonika i azota u Laboratoriji za mikroanalizu,
Odsek za hemiju, Univerzitet u Beogradu.
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3.9. Sepiolit

3.9.1. Priprema sepiolita

Uzorci sepiolita su prikupljeni u okolini Obrenovca (Srbija) i usitnjeni u avanu sa tuckom
do finih Cestica veli¢ine oko 0,3 mm. Sepiolit je nakon toga ispran dejonizovanom vodom, a
sitnije Cestice su uklonjene metodom frakcione sedimentacije. Ispiranje je ponovljeno nekoliko
puta.

3.10. Imobilizacija peroksidaze iz rena na modifikovanom alginatu

Alginati modifikovani tiraminom sa razli¢itim stepenom oksidacije su rastvoreni u
50 mmol/L Tris puferu pH 7,0 do finalne koncentracije od 15%. Peroksidaza iz rena (2,89,
13,96 i 34,9 uL; 0,5, 2,79 i 6,98 U/mL), glukoza-oksidaza (0,1 U/mL) i glukoza (finalne
koncentracije 10 mmol/L) su dodate u rastvor tiramin-alginata. Mikro-kuglice su formirane
postepenim ukapavanjem ove smeSe u 600 pL lakog mineralnog ulja koje sadrzi 3% Span 80
deterdZent uz mesanje. Reakcija je stopirana dodatkom Triton X-100 u 5% rastvor kalcijum-
hlorida. Dobijene mikro-kuglice sa imobilizovanom peroksidazom iz rena su isprane prvo tri
puta 0,5% rastvorom Triton X-100, a nakon toga i tri puta 5% rastvorom kalcijum-hlorida.

3.11. Imobilizacija ¢elijskih zidova sa lignin-peroksidazom na
modifikovanom alginatu

Celijski zidovi Saccharomyces cerevisiae EBY100 sa lignin-peroksidazom su dobijeni iz
Laboratorije za bioinZenjering (Lab 434), Univerzitet u Beogradu - Hemijski fakultet, a
proizvedeni po prethodno razvijenom protokolu (15). Celijski zidovi sa lignin-peroksidazom su
resuspendovani u 0,1 mol/L natrijum-acetatnom puferu pH 4,5 u koncentraciji od
647,5 mg/mL. Pripremljen je 11% alginatni hidrogel, meSanjem odgovarajuce koli¢ine rastvora
modifikovanog alginata u 0,1 mol/L natrijum-acetatnom puferu pH 4,5 sa vodonik-peroksidom
(5 mmol/L). Za pravljenje hidrogela koris¢en je 2,5% oksidovani alginat modifikovan
tiraminom. Smesa cCelijskih zidova i alginata je pomeSana u zapreminskom odnosu 1:2 i
ukapavana je iz Sprica sa iglom u 6% rastvor kalcijum-hlorida. Formirane su kuglice
tamnozelene boje, koje su ostavljene da se meSaju tokom 2 h u rastvoru kalcijum-hlorida.
Pripremljene kuglice su isprane dva puta istim rastvorom Kkalcijum-hlorida i ¢uvane su u
5 mmol/L rastvoru kalcijum-hlorida sa 0,1 mol/L natrijum-acetatnim puferom pH 4,5.

Kao kontrola su koriSceni Ccelijski zidovi sa lignin-peroksidazom, koji su nakon
suspendovanja u natrijum-acetatnom puferu pH 4,5 inkubirani na 80 °C tokom 3 sata, kako bi
se enzim inaktivirao. Celijski zidovi su potom pomesani sa alginatnim rastvorom i ukapavani u
rastvor kalcijum-hlorida, kao $to je prethodno opisano. Celije sa praznim pCTcon2 vektorom su
takode koriS¢ene kao druga kontrola za imobilizaciju na alginatni polimer.

3.12. Imobilizacija peroksidaze iz rena na makroporoznim
kopolimerima

3.12.1. Imobilizacija na kopolimeru aktiviranom glutaraldehidom

Odgovarajuca koli¢ina aminovanog kopolimera sa razli¢itim veli¢inama pora je prvo
deaerizovana 10 minuta u natrijum-fosfathom puferu pH 8,0 (0,1 mol/L). Nakon toga su
kopolimeri isprani dva puta istim puferom i inkubirani 2 sata u rastvoru glutaraldehida u
natrijum-fosfatnom puferu pH 8,0 (0,1 mol/L). Zatim su ponovno isprani puferom 3 puta i
inkubirani sa razli¢itim koli¢inama peroksidaze iz rena po gramu kopolimera (1, 5, 15 i
25 mg/g) 48 h na sobnoj temperaturi.
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Nakon inkubacije kopolimera sa enzimom, imobilizati su isprani dva puta natrijum-
fosfatnim puferom pH 7,0 (0,1 mol/L). Odvadeni rastvori prilikom ispiranja su sacuvani za
odredivanje aktivnosti nevezanog enzima, a nosaci sa imobilizovanim enzimom su
resuspendovani u istom puferu i skladiSteni na 4 °C do dalje upotrebe.

3.12.2. Imobilizacija peroksidaze iz rena oksidovane natrijum-perjodatom
na kopolimeru

Peroksidaza iz rena je oksidovana natrijum-perjodatom po prethodno opisanom postupku
u Odeljku 3.4. Oksidovana peroksidaza je potom dijalizovana naspram natrijum-acetatnog
pufera pH 5,0. Aminovani kopolimeri su prvo deaerizovani 10 minuta u natrijum-fosfatnom
puferu pH 7,0 (0,1 mol/L), isprani u istom puferu i inkubirani 48 h sa razli¢itim kolicinama
oksidovane peroksidaze iz rena po gramu kopolimera (1, 5, 15 i 25 mg/g). Kopolimeri sa
imobilizovanim enzimom su isprani dva puta natrijum-fosfatnim puferom pH 7,0 (0,1 mol/L),
a nakon toga su suspendovani u istom puferu i skladisteni na 4 °C do dalje upotrebe. Odvadeni
rastvori prilikom ispiranja su saCuvani i iskoriS¢eni za odredivanje aktivnosti nevezanog
enzima.

3.13. Imobilizacija oksidovane peroksidaze iz rena na sepiolitu

Sepiolit (0,1 g) je ispran natrijum-acetatnim puferom zapremine 5 mL i pH vrednosti 5,0
(50 mmol/L) pa inkubiran tokom 48 h sa razlic¢itim koli¢inama nativnog i oksidovanog enzima
po gramu neorganskog nosaca (1, 5, 15 i 25 mg/g). Peroksidaza iz rena je prvo podvrgnuta
oksidaciji po prethodno opisanoj proceduri (Odeljak 3.4.). Nakon toga je nosac¢ sa
imobilizovanim enzimima ispran natrijum-acetatnim puferom pH 5,0 (0,1 mmol/L) i ¢uvan u
istom puferu na 4 °C do upotrebe. Odvadeni rastvori prilikom ispiranja su sakupljeni i
iskoriSceni prilikom odredivanja aktivnosti nevezanog enzima.

3.14. Uklanjanje fenola

Imobilizovana peroksidaza iz rena je iskoriS¢ena za uklanjanje fenola iz rastvora. Reakcija
za oksidaciju fenola je izvedena u SarZnom reaktoru mesanjem tiramin-alginatnih mikro-
kuglica sa 3 mL rastvora fenola (2 mmol/L) u Tris puferu (50 mmol/L). Ispitan je uticaj, na
prvom mestu koncentracije oksidovanog tiramin-alginata, a potom i dostavnog sistema za
vodonik-peroksid, na operativnu stabilnost procesa uklanjanja fenola imobilizovanom
peroksidazom. Vodonik-peroksid je uveden u reakcionu smesu direktno, dodavanjem u
koncentraciji od 2,4 mmol/L.

Za njegovo interno generisanje iskoris¢en je i prethodno opisani sistem sastavljen od
glukoza-oksidaze i glukoze. Varirana je prvo koncentracija glukoza-oksidaze (0,187 U/mL i
0,375 U/mL), a potom i koncentracija glukoze (2, 3 i 4 mmol/L). Reakciona smeS$a sastavljena
od rastvora fenola, glukoza-oksidaze i glukoze je meSana na magnetnoj mesalici tokom 6 h. U
prvih 30 minuta, alikvoti su uzimani na 15 minuta, a nakon toga svakih 30 minuta.
Kolorimetrijski esej po kom fenol reaguje sa 4-aminoantipirenom u prisustvu kalijum-
fericijanida je iskoriScen za odredivanje koncentracije fenola u reakcionoj smesi.

U ove svrhe, alikvoti od 40 pL su prebaceni u 760 pL Tris-HCI pufera pH 7,0, a nakon toga
je u rastvor dodato 100 pL rastvora kalijum-fericijanida, KsFe(CN)s (83,4 mmol/L) i 100 pL 4-
aminoantipirena (20,8 mmol/L). Nakon 10 minuta razvijanja boje, izmerena je apsorbanca na
510 nm koris¢enjem UV-VIS spektrofotometra. Koncentracija uklonjenog fenola je odredena
koriS¢enjem kalibracione krive slobodne (rastvorne) peroksidaze.
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Proces oksidacije fenola je pra¢en tokom 24 h. Operativna stabilnost i viSestruka upotreba
su ispitane kroz cikluse, svaki ciklus je trajao 24 h. Uklanjanje je ponavljano dok nije primecen
znacajan pad aktivnosti imobilizovanog enzima.

Za uklanjanje fenola je iskoriS¢ena i peroksidaza iz rena imobilizovana na makroporoznim
kopolimerima. U ove svrhe su primenjeni prethodno opisani parametri za oksidaciju fenola
peroksidazom imobilizovanom na modifikovanom alginatu, ali su u malom procentu
prilagodeni novim uslovima. Skrac¢eno je vreme trajanja duZine jednog ciklusa sa 24 h na 4 h,
ali je uvedeno i ispiranje kopolimera 96% etanolom izmedu dva ciklusa. Na taj nacin je
produZena mogucénost primene ovog imobilizovanog sistema za uklanjanje fenola iz Sarznog
reaktora.

3.15. Degradacija organskih boja

Mikro-kuglice modifikovanog alginata sa imobilizovanim ¢elijskim zidovima sa lignin-
peroksidazom su iskoriS¢ene za degradaciju tekstilnih boja Evans Blue i Amido Black 10B.
Napravljeni su 0,5 mmol/L Stok rastvori boja, koji su ¢uvani u mraku. Kako bi apsorbance na
maksimalnoj talasnoj duZini (620 nm) bile izmedu 0,81 1, bilo je neophodno prvo razblaziti Stok
rastvora boja. Oko 20 mg alginatnih kuglica sa imobilizovanim ¢elijskim zidovima je pomeSano
sa rastvorom boje u 0,1 mol/L natrijum-acetatnom puferu pH 4,5 i 5 mmol/L vodonik-
peroksidom. Prvo je pra¢ena promena apsorbance na 620 nm u odgovaraju¢em vremenskom
intervalu (0, 1, 2, 4, 8, 241 48 h).

Relativna dekolorizacija u procentima je preracunata prema sledecoj formuli (2):

) __ A(potetna) — A (u odgovarajuéem trenutku)

Relativna dekolorizacija (% x 100 (2)

A (pocetna)

Ponovna upotreba alginatnih kuglica sa imobilizovanim celijskim zidovima sa lignin-
peroksidazom prilikom degradacije boja je praena odredivanjem procenta degradacije
odgovarajuce boje na 48 h. Nakon 48 h, merena je apsorbanca na 620 nm, potom su kuglice
isprane 5 mmol/L rastvorom kalcijum-hlorida u 0,1 mol/L natrijum-acetatnom puferu pH 4,5 i
iskoriS¢ene za nov ciklus degradacije. Postupak je ponavljan sve dok se procenat degradacije
tekstilnih boja nije smanjio na ispod 50%. Relativna dekolorizacija nakon 48 h za svaki ciklus
je preracunata koriS¢enjem sledece formule (3):

) __ A(pocetna) — A (finalna)

Relativna dekolorizacija (% x 100 (3)

A (pocetna)

4. Ciljevi doktorske disertacije

Cilj ove doktorske disertcije je uklanjanje fenola i degradacija tekstilnih boja iz vodenih
rastvora (sintetickih otpadnih voda) primenom peroksidaza iz rena (Armoracia rusticana) i iz
gljive bele trulezi (Phanerochaete chrysosporium) imobilizovanih na razli¢itim nosacima,
koriS¢enjem tri metode (adsorpcija, kovaletno vezivanje i enkapsulacija) kao i optimizacija
uslova ovih procesa. Za imobilizaciju su kao nosaci koriS¢eni hidrogelovi dobijeni
umrezavanjem modifikovanih alginata, makroporozni kopolimeri sa veli¢inom pora od 150 do
310 nm, kao i neorganski glineni mineral - sepiolit. Svi su testirani za imobilizaciju rastvornih
enzima i Celijskih zidova, u cilju dobijanja efikasnih biokatalizatora koji bi se mogli koristiti u
kontinualnim reakcijama polimerizacije fenola u SarZznom reaktoru i oksidacije razli¢itih
organskih boja u vodenim rastvorima.
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Prvi put je primenjeno interno generisanje vodonik-peroksida u reakcionoj smesi
oksidacijom glukoze u prisustvu glukoza-oksidaze, a prilikom enkapsulacije peroksidaze u
tiramin-alginatne mikro-kuglice. Ovaj sistem je takode iskoriS¢en za dostavu vodonik-
peroksida u reakcionu smesu tokom oksidacije fenola.

5. Rezultati i diskusija

Fenolna jedinjenja su privukla paznju brojnih istrazivaca zbog velike toksi¢nosti i Siroke
rasprostranjenosti u industrijskim otpadnim vodama. Iz tog razloga uloZeno je dosta napora da
se razvije najefikasniji metod za njihovo uklanjanje iz zagadenih vodenih tokova (33,200-205).
Neke istrazivacke grupe su se fokusirale na primenu neorganskih nano-Cestica (gvozde-
vanadat ili titanijum-dioksid), za koje se pokazalo da mogu da detoksifikuju 2-hlorofenol u
prisustvu UV zracenja (33,205).

Modifikovani bentonit je pokazao znacajni kapacitet adsorpcije za petrohemijski otpad
(toluen, ksilen, fenol i 2,4,6-trihlorofenol) (202,204). Ukpaka sa saradnicima je u svom
istraZivanju primenio bioloski metod (bakterije i gljive) za uklanjanje zagadivaca, kao Sto su
benzen, toluen i ksilen, iz zemljista (206).

Za tretiranje otpadnih voda veliku primenu su pronasle konvencionalne fizicko-hemijske i
bioloSke metode. Medutim, ove metode nisu dovoljno ekonomicne, efikasne, potpune niti
selektivne. BioloSke metode su vrlo spore (izuzetno dugacka vremena aklimatizacije
uzrokovana bakterijskim rastom), dok su fizicko-hemijske metode pracene formiranjem
Stetnih nusprodukata.

U uklanjanju fenola obecavajuce rezultate pokazuju pristupi koji podrazumevaju upotrebu
enzima, zbog njihove velike selektivnosti, specificnosti i efikasnosti na razli¢itim
temperaturama i pH vrednostima (1,9,10). Ovaj metod za tretiranje otpadnih voda se ¢ak moZe
smatrati i energetski vrlo efikasnim (207). Medu enzimima najvecu primenu za tretiranje
otpadnih voda su pronasle peroksidaze (4,6,8,59,208-210). IstraZivanja su pokazala da
peroksidaze imaju veliku specificnost prema 30 razlicitih fenolnih jedinjenja i aromati¢nih
amina sa efikasno$¢u uklanjanja od 99% (2,3,4,11,12,211,212).

Pored fenola i razlicitih fenolnih jedinjenja, indikatori zagadenja otpadnih voda, cesto
vidljivi ¢ak i golim okom, su organske boje. Za dekolorizaciju se mogu primeniti prethodno
navedene metode, koje se koriste za tretiranje fenolom zagadenih otpadnih voda: adsorpcija,
hemijske i bioloSke metode (99). Kako bi se izvrSila dekolorizacija, i uklonile azo boje,
neophodno je obezbediti pre svega raskidanje dvostruke -N=N- veze, naj¢eS¢e primenom
enzima kao Sto su lakaze ili azoreduktaze (99).

U cilju postizanja najefikasnijeg uklanjanja fenola i organskih boja iz industrijskih otpadnih
tokova, peroksidaza iz rena i ¢elijski zidovi sa lignin-peroksidazom imobilizovani na razli¢itim
nosacima (makroporozni kopolimeri, sepiolit i prirodni polimer - alginat) su iskoriS¢eni za
tretiranje fenolom ili organskim bojama zagadenom vodom (sintetickih otpadnih voda).

U ove svrhe ispitivane su tri razli¢ite metode za imobilizaciju: enkapsulacija, kovalentno
vezivanje i adsorpcija, kako bi se uvidele razlike izmedu ovih metoda prilikom uklanjanja fenola
i boja iz vodenih rastvora.
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5.1. Modifikacija alginata

Kako bi se ostvarilo istovremeno zarobljavanje enzima i geliranje alginata, neophodno je
bilo prvo modifikovati alginat po prethodno opisanoj proceduri (28). U prvom koraku alginat
je oksidovan natrijum-perjodatom. Variran je molarni procenat natrijum-perjodata naspram
ponavljajucih glikozidnih jedinica alginata (2,5, 5, 10, 151 20 mol%). Dobijene aldehidne grupe
u alginatnom lancu su potom dalje podvrgnute reduktivnoj aminaciji tiramin-hidrohloridom u
viSku, i u prisustvu natrijum-cijanoborhidrida kao redukujuceg agensa (Slika 35).

Kao Sto se sa Seme moZe videti, enzim je enkapsuliran u prisustvu vodonik-peroksida
unutar mikro-kuglica napravljenih od oksidovanog tiramin-alginata. Vodonik-peroksid se moze
obezbediti bilo direktnim dodavanjem u reakcionu smesu bilo internim generisanjem u reakciji
oksidacije glukoze katalizovanoj glukoza-oksidazom, po prethodno opisanoj proceduri (28).
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Slika 35. Sematski prikaz modifikacije alginata i imobilizacije peroksidaze iz rena

UV-VIS i FTIR spektroskopija, kao i kiselo-bazne titracione reakcije su iskoriS¢ene za
odredivanje stepena modifikacije alginata (Slika 36). Sve tri metode su potvrdile prisustvo
tiramina u polisaharidnom lancu (pik na 275 nm odgovara tiraminu na UV-VIS spektru, traka
na 1517 cm! odgovara C-C istezu¢im vibracijama aromati¢nih jedinjenja na FTIR spektru, a
kiselo-baznom titracijom je uoceno prisustvo bazne grupe na pKa 7,5). Tako je potvrdeno da su
oksidacija i reduktivna aminacija alginata uspesSno izvrSene. Dobijeni stepeni alginatne
modifikacije se mogu uporediti sa literaturnim (28).
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Slika 36. a) UV-VIS spektri, b) FTIR spektri i c) titracione krive nativnog i 20 mol% oksidovanog tiramin-
alginata

5.2. Imobilizacija peroksidaze iz rena u modifikovanom alginatu

Imobilizacija peroksidaze iz rena unutar mikro-kuglica od oksidovanog tiramin-alginata je
ostvarena enzimskim emulziono-polimerizacionim reakcijama. U ovim reakcijama do
formiranja hidrogela dolazi umreZavanjem tiraminskih ostataka na modifikovanom alginatu u
prisustvu vodonik-peroksida, za Cije je postepeno otpusStanje u reakcionu smesu koris¢en
sistem sastavljen od glukoze i glukoza-oksidaze (Slika 37), a sve u cilju gradenja stabilnijeg
hidrogela. Simultano sa ovim procesom odvijao se i proces zarobljavanja HRP unutar ove
alginatne mreze, Cime je on imobilizovan u modifikovanom biopolimeru sa smanjenom
verovatno¢om difuzije. Uloga glukoze i glukoza-oksidaze je prethodno opisana (28), a bazira se
na oksidaciji glukoze kiseonikom u prisustvu glukoza-oksidaze, ¢cime je omogucéeno postepeno
oslobadanje vodonik-peroksida.

Na ovaj nacin se takode utiCe i na spreCavanje inaktivacije peroksidaze vodonik-
peroksidom, Sto je vrlo Cesta pojava u oksidacionim reakcijama katalizovanim ovim enzimom.
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Slika 37. Reakcija oksidacije glukoze kiseonikom u prisustvu glukoza-oksidaze

U cilju ispitivanja uticaja stepena oksidacije tiramin-alginata na efikasnost enkapsulacije
peroksidaze iz rena, 0,5 U/mL ovog enzima je imobilizovano u modifikovani alginat, koji je u
razli¢itom procentu oksidovan natrijum-perjodatom.

Rezultati prikazani u Tabeli 4 su pokazali da se sa povecanjem stepena oksidacije alginata
specificna aktivnost imobilizovanog enzima postepeno povecava. Ukoliko je alginat
modifikovan perjodatom u ve¢im procentima, formirano je viSe potencijalnih mesta za
vezivanje enzima, ¢ime je i specificna aktivnost povecana. Ovi zakljucci su u korelaciji sa
prethodno objavljenim rezultatima, koji su pokazali da najvecu specificnu aktivnost ka
pirogalolu imaju one peroksidaze koje su enkapsulirane unutar tiramin-alginata oksidovanog
u ve¢em procentu (28).
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Tabela 4. Ispitivanje uticaja stepena oksidacije alginata na efikasnost enkapsulacije peroksidaze iz rena

Procenat oksidacije
2,5 mol% 5 mol% 10 mol% 15 mol% 20 mol%
tiramin-alginata

Specifi¢na aktivnost

(U/mL)

0,05+0,01 025+0,12 034+003 042009 067+0,13

S obzirom da su vece aktivnosti imobilizovanih enzima dobijene kada je HRP imobilizovana
na 10, 15 i 20 mol% oksidovanom i modifikovanom tiramin-alginatu, upravo ovi polimeri su
iskoriS¢eni za dalja istrazivanja. U prvom koraku su optimizovani parametri za imobilizaciju
peroksidaze iz rena koriS¢enjem 10 mol% modifikovanog tiramin-alginata.

Potom su za reakcije uklanjanja fenola iz Sarznog reaktora upotrebljeni tiramin-alginati
dobijeni oksidacijom u 15 i 20 mol% natrijum-perjodata, koji su pokazali bolje rezultate pri
primeni u ove svrhe nego 10 mol% modifikovani alginat. Alginati modifikovani u prethodno
pomenutim mol% su iskoriS¢eni za optimizaciju reakcionih uslova za uklanjanje fenola, i za
odredivanje operativne stabilnosti imobilizovanog enzima tokom viSestruke upotrebe za
uklanjanje fenola.

5.3. Optimizacija wuslova za uklanjanje fenola koris¢enjem
peroksidaze iz rena imobilizovane u modifikovanom alginatu

Prvi cilj ovog dela istraZivanja je optimizacija reakcionih uslova za proces uklanjanja fenola
iz vodenog rastvora (sinteticke otpadne vode) u pogledu koncentracije HRP koriS¢enog za
imobilizaciju, koncentracije vodonik-peroksida i tipa njegove dostave u reakcioni sistem.
Takode, deo zadatka se odnosio i na otkrivanje stepena modifikacije alginata tiraminom koji bi
pokazao najbolji ishod u procesu uklanjanja fenola.

Dve razliCite koncentracije peroksidaze iz rena (2,79 i 6,98 U/mL) su koriS¢ene za
enkapsulaciju u tiramin-alginatne mikro-kuglice (Slika 38).

Glavni cilj ovog istrazivanja je odredivanje optimalne koncentracije HRP, koja bi obezbedila
najvecu efikasnost prilikom uklanjanja fenola.

Tiramin-alginat sa ve¢om koncentracijom imobilizovane peroksidaze (6,98 U/mL) je imao
vecu efikasnost konverzije fenola nego biopolimer na kom je imobilizovana manja
koncentracija enzima. Za 24 h iz reakcione smese je uklonjeno 90% fenola, kada je koriS¢en
enzim imobilizovan u koncentraciji od 6,98 U/mL, dok je 76% fenola uklonjeno primenom niZe
koncentracije enzima (2,79 U/mL) pod istim reakcionim uslovima. Ovime je potvrdeno da se sa
povecanjem koncentracije HRP, efikasnost konverzije fenola povecava (214). Monier sa
saradnicima je pokazao da se povecana efikasnost imobilizacije dobija dodatkom vecih kolic¢ina
HRP (19). Upravo iz ovih razloga je za dalja ispitivanja primenjen alginatni nosa¢ na kome je
imobilizovan enzim u koncentraciji od 6,98 U/mL.
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Slika 38. Uticaj koncentracije peroksidaze iz rena na efikasnost uklanjanja fenola: (A) 2,79 U/mL
(B) 6,98 U/mL peroksidaze imobilizovane unutar 10 mol% oksidovanog tiramin-alginata

Za dostavu vodonik-peroksida u reakcioni sistem koriS¢ene su dve metode. Prvi metod je
ukljucivao direktno dodavanje vodonik-peroksida u koncentraciji od 2,4 mmol/L, dok je drugi
podrazumevao njegovu internu dostavu, oksidacijom glukoze kiseonikom u prisustvu glukoza-
oksidaze. Na Slici 39 je prikazan metod internog generisanja vodonik-peroksida i njegove dalje
primene za oksidaciju pirogalola u prisustvu peroksidaze.
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Slika 39. Metod za oksidaciju pirogalola u prisustvu peroksidaze iz rena

S obzirom da vodonik-peroksid obezbeduje oksidaciju fenolnih jedinjenja, njegovo
prisustvo je od velikog znacaja za reakcije katalizovane peroksidazama. Ovaj reagens je
odgovoran za oksidaciju nativnog enzima, koji tako postaje sposoban da u svoje aktivno mesto
primi aromati¢na jedinjenja i izvrsi njihovu oksidaciju (215).

U ovom istrazivanju 2,4 mmol/L vodonik-peroksida je prvo dodato direktno u reakcioni
sistem za uklanjanje fenola. U literaturi je pokazano da sa povecanjem koncentracije vodonik-
peroksida raste i efikasnost uklanjanja fenola (216). Kurnik sa saradnicima je uocio da
koncentracija vodonik-peroksida u mnogome utice na efikasnost uklanjanja fenola (efikasnost
se povecava pri koncentracijama H202 2,59 mmol/L ili ve¢im) (217). Potvrdeno je i da se za
150 min moZe ukloniti 42,6% fenola iz sistema. Na$i rezultati su u skladu sa prethodno
objavljenim rezultatima (214). Pokazano je i da je u prethodno pomenutom vremenskom
intervalu moguce posti¢i maksimum uklanjanja fenola (214). S obzirom da je poznato da
vodonik-peroksid moze dovesti do inaktivacije peroksidaze, ovako niska efikasnost uklanjanja
fenola moZe biti posledica njegove velike koncentracije (215,216,218).
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Reakcija uklanjanja fenola je ponovljena, ali pod neSto drugacijim reakcionim uslovima.
Direktno dodavanje vodonik-peroksida u reakcionu smesu je zamenjeno dodatkom glukoze i
glukoza-oksidaze, Cime je obezbedeno njegovo interno generisanje.

Na Slici 40 uporedno su prikazani rezultati dobijeni kada je za uklanjanje fenola koris¢eno
direktno dodavanje vodonik-peroksida u reakcionu smesu i kada je ovo jedinjenje interno
generisano u reakciji glukoze i glukoza-oksidaze.
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Slika 40. Uticaj dostavnog sistema vodonik-peroksida na efikasnost uklanjanja fenola koriséenjem
6,98 U/mL peroksidaze imobilizovane na 10 mol% oksidovanom tiramin-alginatu: (A) 0,375 U/mL glukoza-
oksidaze i 4 mmol/L glukoze (B) 2,4 mmol/L vodonik-peroksida

Rezultati prikazani na Slici 40 su pokazali da je ¢ak 64% fenola uklonjeno kada je koriS¢en
sistem za dostavu vodonik-peroksida sacinjen od glukoze i glukoza-oksidaze. Peroksidaze se
lako inaktiviraju u prisustvu peroksida, a koriS¢enjem glukoze i glukoza-oksidaze njegove
manje koli¢ine se dovode do enzima u istom trenutku, ¢cime se moguénost njegove inaktivacije
svodi na minimum. Iz tog razloga HRP ima vecu aktivnost i stabilnost u prisustvu sistema za
dostavu vodonik-peroksida nego kada se H202 direktno dodaje u reakcionu smesu. S obzirom
da je veca efikasnost uklanjanja fenola postignuta internom dostavom vodonik-peroksida, ovaj
metod je dalje primenjen za uklanjanje fenola u SarZznom reaktoru koriS¢enjem dva razlicita
tiramin-alginatna polimera (15 i 20 mol% oksidovani alginat).

Na Slici 41 je prikazana promena efikasnosti uklanjanja fenola tokom vremena za oba
alginata, 15 i 20 mol% perjodatno oksidovana i modifikovana. Isti sistem za dostavu vodonik-
peroksida je iskoriS¢en za oba alginata kako bi se ispitale razlike izmedu ova dva polimera kada
se koriste u procesu uklanjanja fenola.

Efikasnost uklanjanja fenola peroksidazom enkapsuliranom unutar 20 mol% oksidovanog
alginata posle 6 h ponovne upotrebe je iznosila 96%, dok je peroksidaza enkapsulirana unutar
15 mol% oksidovanog tiramin-alginata imala efikasnost uklanjanja fenola od 73%. Veca
efikasnost uklanjanja sa enzimom enkapsuliranim unutar 20 mol% oksidovanog tiramin-
alginata je verovatno posledica ostvarivanja jacih nekovalentnih hidrofobnih interakcija
izmedu HRP i aromati¢nog fenolnog prstena u 20 mol% u poredenju sa 15 mol% oksidovanim
tiramin-alginatom.
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Slika 41. Vremenska zavisnost konverzije fenola sa 6,98 U/mL peroksidaze iz rena enkapsulirane unutar
15 i 20 mol% oksidovanog tiramin-alginata

Optimizacija parametara za uklanjanje fenolnih jedinjenja je uradena kako u pogledu
kolic¢ine glukoza-oksidaze (0,187 i 0,375 U/mL), tako i u pogledu koncentracije glukoze (2, 3 i
4 mmol/L). To je imalo za cilj pronalazak najboljeg odnosa izmedu dodate koli¢ine glukoza-
oksidaze i glukoze tokom procesa uklanjanja fenola.

Rezultati prikazani na Slici 42 pokazuju da se veca efikasnost uklanjanja fenola postiZe
prilikom koriS¢enja niZe koncentracije glukoza-oksidaze.

Koncentracija zaostalog fenola od 44,64 mmol/L je dobijena kada je koriS¢en sistem
sastavljen od 0,375 U/mL glukoza-oksidaze i 4 mmol/L glukoze. Ovaj rezultat je skoro dva puta
veli u poredenju sa rezultatom dobijenim kad je koriS¢ena niZa koncentracija glukoza-oksidaze.
Naime, nakon 6 h upotrebe 20 mol% tiramin-alginatnih mikro-kuglica u SarZznom reaktoru za
eliminaciju fenola, sa sistemom za dostavu vodonik-peroksida sastavljenim od 0,187 U/mL
glukoza-oksidaze i 4 mmol/L glukoze, koncentracija zaostalog fenola u rastvoru je iznosila
20,73 mmol/L. Sa Slike 42 se moze uociti da se veca efikasnost uklanjanja fenola (skoro 96%)
postiZze kada se za internu dostavu vodonik-peroksida u reakcioni sistem Kkoristi glukoza-
oksidaza u koncentraciji od 0,187 U/mL u poredenju sa 71% uklonjenog fenola, koliko se dobije
koriS¢enjem 0,375 U/mL glukoza-oksidaze.
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Slika 42. Uticaj koncentracije glukoza-oksidaze na efikasnost uklanjanja fenola sa 6,98 U/ml peroksidaze
imobilizovane unutar 20 mol% oksidovanog tiramin-alginata: (A) 0,187 U/mL i (B) 0,375 U/mL glukoza-

oksidaze, i 4 mmol/L glukoze

Sa peroksidazom enkapsuliranom unutar mikro-kuglica sastavljenih od 15 mol%
oksidovanog tiramin-alginata dobijeni su sli¢ni rezultati (Slika 43). Manja efikasnost uklanjanja
fenola ostvarena je sa veéim koncentracijama glukoza-oksidaze, Sto se moZe pripisati
inaktivaciji enzima, a nastaje kao posledica akumulacije glukono-laktona (219).
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Slika 43. Uticaj koncentracije glukoza-oksidaze na efikasnost uklanjanja fenola sa 6,98 U/ml peroksidaze
imobilizovane unutar 15 mol% oksidovanog tiramin-alginata: (A) 0,187 U/mL i (B) 0,375 U/mL glukoza-

oksidaze, i 4 mmol/L glukoze
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U daljim eksperimentima je ispitan uticaj koncentracije glukoze na efikasnost uklanjanja
fenola upotrebom peroksidaze enkapsulirane unutar 20 mol% oksidovanog tiramin-alginata. U
ovom delu istrazivanja, koriS¢ena je konstantna koncentracija glukoza-oksidaze od
0,187 U/mL, dok je koncentracija glukoze varirana od 2 mmol/L, preko 3 mmol/L do
4 mmol/L. Ustanovljeno je da smanjenje koncentracije glukoze dovodi do smanjenja efikasnosti
uklanjanja fenola (Slika 44).
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Slika 44. Uticaj koncentracije glukoze na efikasnost uklanjanja fenola sa 6,98 U/mL peroksidaze

imobilizovane unutar 20 mol% oksidovanog tiramin-alginata: (A) 2 mmol/L, (B) 3 mmol/Li (C) 4 mmol/L
glukoze, i 0,187 U/mL glukoza-oksidaze

Nakon 24 h upotrebe iz rastvora je uklonjeno 96% fenola, koriS¢enjem glukoze u
koncentraciji od 4 mmol/L. Sa niZim koncentracijama glukoze obezbedeno je manje efikasno
uklanjanje fenola (73% za 3 mmol/L i 36% za 2 mmol/L glukozu).

Kao posledica oksidacije glukoze, a sa povecanjem njene koncentracije, u reakciju se
oslobadaju vece kolicine vodonik-peroksida, Sto rezultuje povecanjem efikasnosti uklanjanja
fenola.

Sli¢ni rezultati su dobijeni i za peroksidazu enkapsuliranu unutar 15 mol% oksidovanih
tiramin-alginatnih mikro-kuglica (Slika 45). Smanjenje koncentracije glukoze od 4 mmol/L
preko 3 mmol/L do 2 mmol/L vodi smanjenju efikasnosti uklanjanja fenola. Nakon 24 h
ponovne upotrebe 73% fenola se ukloni iz reakcione smese kada se koristi sistem za dostavu
vodonik-peroksida koji se sastoji od 0,187 U/mL glukoza-oksidaze i 4 mmol/L glukoze.
Procenat efikasnosti uklonjenog fenola se sniZava sa smanjujem koncentracije dodate glukoze
(54,5% za 3 mmol/L glukozu i 37,5% za 2 mmol/L glukozu).
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Slika 45. Uticaj koncentracije glukoze na efikasnost uklanjanja fenola sa 6,98 U/mL peroksidaze
imobilizovane unutar 15 mol% oksidovanog tiramin-alginata: (A) 2 mmol/L, (B) 3 mmol/Li (C) 4 mmol/L
glukoze, i 0,187 U/mL glukoza-oksidaze

Rezultati optimizacije uslova su pokazali da se najveca efikasnost uklanjanja fenola postize
koriS¢enjem vece koncentracije glukoze i manje koncentracije glukoza-oksidaze.

U cilju ispitivanja operativne stabilnosti imobilizovane HRP, jedna ista Sarza enzima je
koriS¢ena nekoliko puta u uzastopnim ciklusima uklanjanja fenola. Nakon svakog ciklusa
odredena je, pre svega, efikasnost uklanjanja fenola, ali i aktivnost enkapsuliranog enzima. HRP
imobilizovana na 20 mol% oksidovanom/modifikovanom tiramin-alginatu moZe se koristiti za
uklanjanje fenola najviSe tokom 3 uzastopna ciklusa (Slika 46). 1z ciklusa u ciklus dolazilo je do
smanjenja efikasnosti degradacije fenola. U prvih 6 h ponovne upotrebe enkapsulirani enzim je
pokazao najvecu efikasnost. Oko 40% pocetne efikasnosti je izgubljeno nakon 24 h, dok je
dodatan pad u efikasnosti uklanjanja fenola primecen nakon 48 h (za oko 90% se smanjio
procenat uklonjenog fenola). Rezultati prikazani na Slici 46 su dobijeni koriS¢enjem sistema za
dostavu vodonik-peroksida sastavljenog od 0,187 U/mL glukoza-oksidaze i 4 mmol/L glukoze.
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Slika 46. Studija ponovne upotrebe peroksidaze iz rena enkapsulirane unutar 20 mol%
oksidovanog/modifikovanog tiramin-alginata za uklanjanje fenola

Ispitana je 1 operativna stabilnost HRP imobilizovane na 15 mol%
oksidovanom/modifikovanom tiramin-alginatu (Slika 47). Kada se rezultati dobijeni za
imobilizovani sistem sa 15 mol% tiramin-alginatnim mikro-kuglicama (Slika 47) uporede sa
prethodnim (za sistem sa 20 mol% oksidovanim alginatom, Slika 46), moZe se zakljuciti da se
sistem u kome je HRP imobilizovana na 15 mol% modifikovanom tiramin-alginatu pokazao kao
pogodniji. Prilikom ponovne upotrebe imobilizovani enzim je koris¢en tokom 4 uzastopna
ciklusa, sa blagim padom efikasnosti uklanjanja fenola.
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Slika 47. Studija ponovne upotrebe peroksidaze iz rena enkapsulirane unutar 15 mol%
oksidovanog/modifikovanog tiramin-alginata za uklanjanje fenola
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Uprkos tome Sto se HRP enkapsulirana unutar 15 mol% oksidovanih/modifikovanih
tiramin-alginatnih mikro-kuglica moZe koristiti u duZem vremenskom periodu, HRP
imobilizovana na 20 mol% oksidovanom/modifikovanom tiramin-alginatu imala je bolju
efikasnost prilikom eliminacije fenola (96% fenola je uklonjeno u prvom ciklusu u poredenju
sa 73% koliko je postignuto pod istim uslovima kada je za imobilizaciju koris¢en 15 mol%
oksidovani/modifikovani tiramin-alginat). Primenom 20 mol% oksidovanih/modifikovanih
tiramin-alginatnih mikro-kuglica za imobilizaciju HRP postiZe se zadovoljavajuéa efikasnost
degradacije u prvom ciklusu, dok se pad aktivnosti ovog imobilizovanog sistema za uklanjanje
fenola primecuje ve¢ u sledecem ciklusu. U drugom ciklusu se iz reakcione smese ukloni 47%
fenola, dok samo 9% u trecem ciklusu. Kada je za uklanjanje fenola koriS¢ena peroksidaza
imobilizovana unutar 15 mol% oksidovanih/modifikovanih tiramin-alginatnih kuglica
postignuti su niZi procenti uklonjenog fenola, medutim njena aktivnost se odrzala na zavidnom
nivou tokom ciklusa. Samo mali pad u pogledu efikasnosti uklanjanja fenola iz Sarznog reaktora
primecen je koriS¢enjem ovog sistema. Enkapsulirana HRP je nakon 4 uzastopna ciklusa
zadrZala 61% prvobitne aktivnosti. U poredenju sa prethodno objavljenim rezultatom za
peroksidazu imobilizovanu u kalcijum-alginatnim mikro-kuglicama (18), rezultat dobijen ovim
istrazivanjem se pokazao znacajnim i vrednim paZnje. Alemzadeh i Nejati su u svom
istrazZivanju pokazali da se sa peroksidazom imobilizovanom u alginatnim kuglicama moze
postici efikasnost uklanjanja fenola od 50% nakon 5 ciklusa ponovne upotrebe (18).

5.4. Imobilizacija c¢elijskih zidova sa lignin-peroksidazom na
modifikovanom alginatu

Kako bi se ¢elijski zidovi sa lignin-peroksidazom mogli primeniti za degradaciju tekstilnih
boja neophodno je bilo prvo ih imobilizovati. Da bi se to ostvarilo Celijski zidovi sa enzimom su
zarobljeni unutar kalcijum-alginatnog hidrogela. U ove svrhe koris¢en je perjodatno oksidovani
alginat (2,5 mol%) naknadno modifikovan tiraminom. Ukapavanjem smeSe celijskih zidova i
alginata u rastvor kalcijum-hlorida dobijene su kuglice tamnozelene boje, veliCine oko 2
milimetra (Slika 48).

Slika 48. Mikro-kuglice tiramin-alginata sa imobilizovanim ¢elijskim zidovima sa lignin-peroksidazom

S obzirom da su Celijski zidovi sa praznim pCTcon2 vektorom pokazali aktivnost, kao
kontrola su koriS¢eni Ccelijski zidovi sa lignin-peroksidazom koji su prvo inaktivirani
inkubacijom na 80 °C, a potom imobilizovani u modifikovanom alginatu. Na ovaj na¢in smo
Zeleli da osiguramo da su izmerene koliCine uklonjenih tekstilnih boja isklju¢ivo posledica
lignin-peroksidazne enzimske aktivnosti.

Dobijeni alginat sa imobilizovanim Ccelijskim zidovima je okarakterisan u pogledu
specificne aktivnosti imobilizovane lignin-peroksidaze u celijskim zidovima i optimalne pH
vrednosti, a primenjen je u reakcijama dekolorizacije tekstilnih boja.
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5.4.1. Odredivanje specificne aktivnosti imobilizovanih celijskih zidova sa
lignin-peroksidazom u modifikovanom alginatu

U cilju ispitivanja specificne aktivnosti lignin-peroksidaze na Ccelijskim zidovima
imobilizovanih unutar kalcijum-alginatnih kuglica, koriS¢eni su ABTS i vodonik-peroksid kao
supstrati. Celijski zidovi sa enzimom su pome$ani sa supstratima i pracena je promena
apsorbance na 420 nm tokom 15 min.

Vrednosti specificne aktivnosti su preracunate i predstavljene u Tabeli 5. Od vrednosti
dobijenih za lignin-peroksidazu imobilizovanu na modifikovanom alginatu oduzete su
vrednosti dobijene za inaktivirani enzim, tako da bi prikazane vrednosti za specifi¢ne aktivnosti
trebalo da poticu samo od imobilizovanog enzima u ¢elijskim zidovima.

Tabela 5. Preracunate vrednosti aktivnosti ¢elijskih zidova sa lignin-peroksidazom imobilizovanih na
tiramin-alginatnim mikro-kuglicama

Aktivnost celijskih zidova sa

lignin-peroksidazom

AA 0,2616
Ae
0,0005
(U/mL)
S
P 0,0310
(U/mg)

Specificna aktivnost celijskih zidova sa lignin-peroksidazom imobilizovanih unutar
modifikovanog alginata je iznosila 0,0310 U/mg. Da se aktivnost ¢elijskih zidova sa invertazom
imobilizovanih unutar kalcijum-alginatnog hidrogela zadrZava na zadovoljavaju¢em nivou,
pokazala su i istrazivanja uradena od strane Milovanovi¢ i saradnika (220). Vujici¢ i saradnici
su u svom istrazivanju istakli da se zarobljavanjem c¢elijskih zidova sa invertazom u hidrogelu
od Zelatina prevazilaze problemi vezani za aktivnost i stabilnost imobilizovanih enzima kako bi
se oni mogli primeniti u razli¢itim oblastima industrije (221).

5.4.2. Odredivanje optimalne pH vrednosti imobilizovanih ¢elijskih zidova
sa lignin-peroksidazom u modifikovanom alginatu

Promena aktivnosti imobilizovanih ¢elijskih zidova sa lignin-peroksidazom na pH
vrednostima od 3,5 do 7,0 (pH 3,5, 4,0, 4,5, 5,5, 6,01 7,0) je ispitana. Kao Sto se moZe videti sa
Slike 49, dobijena optimalna pH vrednost ovog imobilizovanog sistema je 4,0.
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Slika 49. Graficki prikaz zavisnosti aktivnosti imobilizovanih ¢elijskih zidova sa lignin-peroksidazom od
pH vrednosti

Literaturni podaci su pokazali da lignin-peroksidaza ima najvecu aktivnost u opsegu pH
vrednosti od 3,0 do 6,0 (222). U svojim istraZivanjima Shaheen i saradnici su otkrili da slobodna
peroksidaza ima maksimum aktivnosti na pH 3,0, dok se zarobljavanjem ovog enzima unutar
mikro-kuglica od kalcijum-alginata optimalna pH vrednost pomera ka baznim vrednostima
(pH 5,0), zbog promena u mikro-okruzenju (223). NeSto drugaciji rezultati dobijeni su
imobilizacijom ovog enzima unutar makro-kuglica napravljenih od hitozana aktiviranog
glutaraldehidom (224).

Kada se uporede maksimumi aktivnosti za solubilan i imobilizovani enzim moZe se uociti
pomeranje za jednu pH jedinicu (sa pH 3,0 za solubilni, na pH 4,0 za imobilizovani enzim) (224).

5.5. Dekolorizacija boja koriS¢enjem c¢elijskih zidova sa lignin-
peroksidazom imobilizovanih u modifikovanom alginatu

Celijski zidovi sa lignin-peroksidazom imobilizovani unutar tiramin-alginatnih mikro-
kuglica su primenjeni za uklanjanje boja iz vodenog rastvora (sinteticke otpadne vode). U te
svrhe su koriS¢ene dve boje: Evans Blue i Amido Black 10B (Slika 50).
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Slika 50. Hemijske strukture organskih boja kori$¢enih u reakcijama degradacije
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Imobilizovani ¢elijski zidovi sa enzimom su inkubirani u rastvoru odgovarajuée boje na
pH 4,5 tokom 48 h. U odredenim vremenskim intervalima (0, 1, 2, 4, 8 48 h) su uzimani alikvoti,
merena je apsorbanca zaostale boje u rastvoru na 620 nm i na osnovu toga je preracunat
procenat relativne dekolorizacije koriS¢enjem formule (2) prikazane u Odeljku 3.15. Dobijeni
rezultati su prikazani na Slici 51. Isti postupak je odraden i za kontrolni uzorak (imobilizovane
Celijske zidove sa inaktiviranom lignin-peroksidazom). Vrednost procenta dekolorizacije
dobijena za kontrolne kuglice je oduzeta od vrednosti procenta dekolorizacije dobijene za
Celijske zidove sa lignin-peroksidazom imobilizovane unutar tiramin-alginatnih mikro-kuglica.
Time smo se osigurali da predstavljeni rezultati poticu isklju¢ivo od degradacije boja
prouzrokovane imobilizovanim enzimom i da smo eliminisali potencijalno laZnu aktivnost
usled adsorpcije boje od strane samog modifikovanog alginata.

100 -

]
=]

&0

40

Relativna dekolorizacija [%4)

U T T T T 1
0 10 Z0 30 40 50

Vreme (h)

Slika 51. Vremenska zavisnost procenta dekolorizacije za (A) Evans Blue i (B) Amido Black 10B boje

Sa povecanjem vremena inkubacije imobilizovanih Celijskih zidova sa lignin-peroksidazom
u rastvoru odgovaraju¢e boje povecava se i procenat dekolorizacije. Procenat relativne
dekolorizacije Evans Blue boje sa imobilizovanim ¢elijskim zidovima nakon 8 h je iznosio 38%,
a Amido Black 10B 42,7%. Nakon 48 h se dekolorizuje 86% Evans Blue boje, dok je taj procenat
za Amido Black 10B nesto manji (84%). Ranije je pokazano da lignin-peroksidaza, slobodna i
imobilizovana, moZe da ukloni razliite boje sa efikasno$¢u od pribliZno 90%, u zavisnosti od
metode koriS¢ene za proces dekolorizacije, kao i od prisustva redukujucih agenasa (13). Neke
od boja koje su u prethodnim istrazivanjima primenjene za testiranje dekolorizacije lignin-
peroksidazom su: Remazol Brilliant Blue R (RBBR), Crystal Violet i Sandalove reaktivne boje
(13,223,225). Istrazivanja Shaheen i saradnika su pokazala da lignin-peroksidaza
imobilizovana unutar kalcijum-alginatnog hidrogela mozZe da ukloni razlicite Sandalove
reaktivne boje sa efikasnos¢u od 70 do 93% (223).

Kada se dobijeni rezultati za dekolorizaciju Evans Blue i Amido Black 10B boja uporede sa
prethodnim istraZivanjima moZe se zakljuciti da Ccelijski zidovi sa lignin-peroksidazom
imobilizovani na tiramin-algnatnim hidrogelovima imaju potencijal za masovniju primenu u
ovoj oblasti.
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5.6. Ponovna upotreba celijskih zidova sa lignin-peroksidazom
imobilizovanih na modifikovanom alginatu za dekolorizaciju
boja

Kako bi se ispitala mogu¢nost ovog biokatalizatora za ponovnu upotrebu prilikom
dekolorizacije boja, kuglice sa imobilizovanim ¢elijskim zidovima su inkubirane u rastvoru boja
(Evans Blue i Amido Black 10B) tokom 48 h, zatim je merena apsorbanca na 620 nm i
preraCunat procenat relativne dekolorizacije prema formuli (3) prikazanoj u Odeljku 3.15.
Nakon svakog ciklusa kuglice su isprane rastvorom kalcijum-hlorida u puferu i iskoris¢ene za
sledeci ciklus dekolorizacije. Pracena je sposobnost dekolorizacije ovih imobilizovanih ¢elijskih
zidova tokom 12 uzastopnih ciklusa (Slika 52).
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Slika 52. Ponovna upotreba Celijskih zidova sa lignin-peroksidazom imobilizovanim na tiramin-alginatnim
mikro-kuglicama za dekolorizaciju boja

Nakon 12 ciklusa ponovne upotrebe Celijskih zidova sa lignin-peroksidazom
imobilizovanih na tiramin-alginatu za dekolorizaciju Evans Blue boje, enzim je zadrzao 69%
svoje efikasnosti. Prilikom dekolorizacije Amido Black 10B boje imobilizovanim celijskim
zidovima sa lignin-peroksidazom dobijeni su nesto loSiji rezultati - nakon 12 ciklusa ponovne
upotrebe, zadrZano je svega 34% pocetne efikasnosti. U oba slu¢aja moZze se uociti postepeni
pad efikasnosti imobilizovanih ¢elijskih zidova sa svakim novim ciklusom dekolorizacije. Ovaj
rezultat se moZe pripisati curenju enzima sa povrsine alginata, njegovoj inaktivaciji ili inhibiciji
nastalim reakcionim produktima. Lignin-peroksidaza imobilizovana na kalcijum-alginatnom
hidrogelu je nakon 6 ciklusa ponovne upotrebe za dekolorizaciju Remazol Brilliant Blue R boje
imala efikasnost od oko 70% (13). Efikasnost dekolorizacije Sandalovih boja lignin-
peroksidazom imobilizovanom na hitozanu aktiviranom glutaraldehidom je opadala od treceg
do sedmog ciklusa, da bi u poslednjem ciklusa iznosila od 20 do 25% (224). Ovaj rezultat je
pripisan smanjenju jacine vezivanja enzima za podlogu (224). Zarobljavanjem celijskih zidova
sa lignin-peroksidazom unutar kalcijum-tiramin-alginatne mikro-kuglice stvara se zastitni sloj
oko imobilizovanog enzima, ¢ime se omogucuje duZa ponovna upotreba biokatalizatora za
dekolorizaciju boja.
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Takode, treba ista¢i da je moguca i adsorpcija boja na alginatnoj mikro-kuglici. Ovo je
potvrdeno u nekim istrazivanjima, koja su pokazala da od 11 do 20% boje moZe da potice od
njene adsorpcije na samoj kuglici (223). Oduzimanjem vrednosti dobijenih za dekolorizaciju
pomocu termalno inaktiviranih ¢elijskih zidova, eliminisali smo potencijalnu adsorpciju od
samih tiramin-alginatnih mikro-kuglica.

[spitivanje mogucnosti ponovne upotrebe imobilizovanih Ccelijskih zidova sa lignin-
peroksidazom za dekolorizaciju organskih boja je od velikog znacaja pre svega za Siru
industrijsku primenu ovakvog sistema. Upotrebom biokatalizatora u ve¢em broju ciklusa
smanjuje se cena celokupnog industrijskog procesa i podsti¢e njegova primena u razli¢itim
oblastima.

5.7. Sinteza i karakterizacija makroporoznih kopolimera

Materijali koji su izuzetno pogodni za izgradnju nosaca za imobilizaciju enzima su sintetski
polimeri. Tokom njihove sinteze pazljivim izborom monomerskih jedinica njihova struktura, a
samim tim i osobine, se mogu lako modifikovati i prilagoditi primeni. Mnogobrojna istrazivanja
su pokazala da su makroporozni poli(GMA-co-EGDMA), dobijeni suspenzionom
polimerizacijom, izvanredni nosa¢i za imobilizaciju enzima (21,30). Za potrebe ovog
istrazivanja kopolimeri sastavljeni od GMA i EGDMA sintetisani su primenom disperzione
polimerizacije, ¢ime je, za razliku od suspenzione, omoguceno formiranje kuglica, veli¢ine od
0,1 do 10 um u pre¢niku. Smanjenjem velicine kuglica smanjuju se i difuziona ogranicenja, pre
svega zbog manjeg uticaja interne difuzije. Povelanje specificne aktivnosti enzima
imobilizovanog na nosacu se javlja kao posledica smanjenog precnika kuglica.

Kao rastvarac u reakciji disperzione polimerizacije koriS¢en je etanol, s obzirom da je bilo
neophodno obezbediti da stabilizator (PVP), smeSa monomera (monomer i umreZavajuci
agens), inertna smesa (1-dodekanol i cikloheksanol) i inicijator budu rastvorni u njemu, a da se
dobijeni kopolimeri taloZe. Kao $to se moze videti sa Slike 53, Cestice poli(GMA-co-EGDMA)
kopolimera su uglavnom sferni agregati, sa dijametrom oko 1,5 pm.

Slika 53. SEM prikaz poli(GMA-co-EGDMA) kopolimera dobijenog disperzionom polimerizacijom

Osobine imobilizovanog enzima zavise od karakteristika koriS¢enih poroznih nosaca.
[suviSe male pore mogu da uzrokuju inaktivaciju enzima, usled strukturne reorganizacije
enzima i difuzionih ogranicenja. Sa druge strane, velike pore mogu dovesti do agregiranja
enzima, Cime takode dolazi do gubitka njegove aktivnosti. Kopolimeri sa razli¢itim poroznim
karakteristikama su sintetisani, a sve u cilju odredivanja optimalne veli¢ine pora koja bi
obezbedila dobru aktivnost i stabilnost imobilizovanog enzima.
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Kako bi se zadovoljili prethodno postavljeni uslovi, tokom sinteze je variran odnos
monomera i umrezZavajuceg agensa, a ispitano je i na koji nacin njihov odnos uti¢e na osobine
sintetisanog nosaCa. U reakcionu smeSu su dodata inertna jedinjenja, 1-dodekanol i
cikloheksanol, koja bi trebalo da doprinesu formiranju makroporoznih struktura.
Eksperimentalni uslovi za sintezu ovih makroporoznih kopolimera su navedeni u Tabeli 6.

Tabela 6. Reakcioni parametri za sintezu makroporoznog poli(GMA-co-EGDMA) kopolimera

Uzorak

GIE1

G8E2

G6E4

G4E6

GMA/EGDMA
(mas/mas%)

Dodekanol/ciklo
heksanol

(mas/mas%)

Inertna
komponenta/smesa
monomera
(mas/mas%)

PVP/smeSa
monomera
(mas/mast%)

AIBN/smesa
monomera (g/g)

Etanol/smesa
monomera (mL/g)

90/10

50/50

50/50

25/75

0,1/10

9/1

80/20

50/50

50/50

25/75

0,1/10

9/1

60/40

50/50

50/50

25/75

0,1/10

9/1

40/60

50/50

50/50

25/75

0,1/10

9/1

Da  porozne

karakteristike

poli(GMA-co-EGDMA),

dobijenih

suspenzionom

polimerizacijom, zavise od koliine umrezZavajuceg agensa ukazala su prethodna istraZivanja

(188,189).

Kao u slucaju suspenzione polimerizacije, i kod disperzione na povecanje zapremine pora
sintetisanog kopolimera utice koli¢ina umrezavajuceg agensa u reakcionoj smesi (Tabela 7).

Tabela 7. Porozne osobine uzoraka dobijenih disperzionom polimerizacijom

Uzorak G9E1 G8E2 G6E4 G4E6
GMA/EGDMA
(mas/mas%) 90/10 80/20 60/40 40/60
Prinos (%) 78,02 69,70 89,40 89,87
Kumulativna 0,632 1,401 1,751 1,839
zapremina, Vp (cm3/g)
Specificna
povrsina, Sp (m?/g) 16,9 18,8 29,9 23,9
Poroznost, P (%) 43,6 61,0 68,1 72,3
Prosecna 150 297 234 308

velic¢ina pora, Dy (nm)




Sa smanjenjem udela EGDMA u reakcionoj smesi opadaju veli¢ine submikroskopskih
Cestica koje formiraju kopolimernu sferu (188). Zato se poroznost poli(GMA-co-EGDMA)
povecava sa porastom koli¢ine umreZavajuceg agensa u reakcionoj smesi, kao Sto je i prikazano
u Tabeli 7. Najmanju veli¢inu pora ima uzorak sa najmanjim sadrZzajem EGDMA (G9E1), a dalje
povecanje koli¢ine umreZavajuceg agensa dovodi do povecanja velicine pora. Sli¢ne rezultate je
za seriju kopolimera, dobijenih metodom suspenzione polimerizacije, dobio i Horak sa
saradnicima (188). Oni su u svojim istrazivanjima Koristili niZze sadrzaje umreZavajuceg agensa
- udeo EGDMA je bio manji od 75 vol% (188). Do formiranja ne tako krutih cestica dolazi kao
posledica niZeg stepena umreZenja (188).

Jovanovi¢ i saradnici su zabeleZili manje promene u veli¢ini pora i povecanje specificne
povrSine sa povecanjem kolicine EGDMA u reakcionoj smeSi (sa 20 na 40 mas%) (189). Ovi
rezultati se mogu pripisati sfernoj strukturi kopolimera, koja odreduje veli¢inu pora i
poroznost. Na veli€inu sferne Cestice, a samim tim i na veli¢inu pre¢nika pora utiCe, pre svega,
kolicina umrezavajuceg agensa u reakcionoj smesi prilikom sinteze kopolimera (189).

5.8. Imobilizacija peroksidaze iz rena na makroporoznim
kopolimerima

Kako bi se enzim mogao imobilizovati na sintetisani makroporozni kopolimer
glutaraldehidnom i perjodatnom metodom, neophodno je prvo uvesti amino grupe u polimerni
lanac. Tretiranjem epoksi grupa poli(GMA-co-EGDMA) kopolimera etilendiaminom, ove grupe
se prevode u amino grupe. Za aminovane kopolimere su u nastavku teksta koriS¢ene sledece
oznake: G9Elam, GBE2am, G6E4am i G4E6am. UspesSnost navedene modifikacije u polimernom
lanacu potvrdena je elementalnom analizom (Tabela 8).

Tabela 8. Elementalna analiza poli(GMA-co-EGDMA) uzoraka

Elementalna analiza

Uzorak
Eksperimentalni podaci Teorijski podaci
C (%) H (%) N (%) C (%) H (%) N (%)
G9E1am 53,10 7,64 4,76 54,17 8,73 12,50
G8E2am 52,75 7,60 4,51 54,87 8,55 11,13
G6E4am 52,41 8,61 3,80 56,29 8,18 8,38
G4E6am 54,56 7,36 2,51 57,71 7,82 5,61

Za imobilizaciju HRP na aminovanim kopolimerima KkoriS¢ene su dve metode:
glutaraldehidna i perjodatna metoda. Kovalentno vezivanje enzima za povrSinu kopolimera
preko enzimskog ugljeno-hidratnog ostatka prethodno podvrgnutog oksidaciji natrijum-
perjodatom predstvalja perjodatni metod, koje je prvobitno optimizovan za hidrolaze (183,
222,223). S druge strane, najcesce koriS¢eni metod za enzimske imobilizacije - glutaraldehidni
metod, podrazumeva vezivanje enzima za nosa¢ preko amino grupa prisutnih na povrsini
molekula proteina. Mehanizmi vezivanja enzima za povrSinu kopolimera koriS¢enjem ove dve
metode, kao i razlike medu njima, prikazane su Sematski na Slici 54.
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Slika 54. Sematski prikaz dve metode (glutaraldehidne i perjodatne) kori$éene za imobilizaciju
peroksidaze iz rena na novim makroporoznim kopolimerima

U cilju pronalaska metode koja obezbeduje bolju imobilizaciju, razlicite koli¢ine enzima su
dodate po gramu kopolimera i odredena je specificna aktivnost imobilizovanog enzima.

Povecanje specificne aktivnosti enzima imobilizovanih koriS¢enjem obe metode
(perjodatne i glutaraldehidne) posledica je porasta koli¢ine dodatog enzima po gramu
kopolimera (Slika 55).
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Slika 55. Uticaj koli¢ine dodatog enzima na specificnu aktivnost imobilizovane peroksidaze iz rena. Puni
simboli - perjodatni metod Prazni simboli - glutaraldehidni metod. Kopolimeri: (A, A1) G6E4am, (B, B1) G8E2am,
(C, C1) G4E6am i (D, D1) G9E1am

78



Primenom perjodatne metode za imobilizaciju peroksidaze iz rena postignute su vece
specificne enzimske aktivnosti nego koriS¢enjem glutaraldehidne metode pod istim reakcionim
uslovima (isti kopolimer i ista koli¢ina imobilizovanog enzima). Dobijeni rezultati su u
saglasnosti sa prethodno objavljenim rezultatima za lipaze (226). Oksidacijom ugljeno-
hidratnog dela molekula proteina se ne narusava struktura samog aktivnog mesta, Sto za
posledicu ima povecanu efikasnost perjodatne metode. Ovom reakcijom oksidacije nastaje
veliki broj aldehidnih grupa, pri ¢emu svaka od njih predstavlja potencijalno vezivno mesto za
makroporozne kopolimere. Iz tog razloga se sa povec¢anjem broja reaktivnih grupa povecava i
verovatnoca viSestrukog vezivanja enzima za nosac.

Primenom ove dve metode dobijene su razliCite aktivnosti imobilizovanog enzima, u
zavisnosti od koliCine enzima vezanog po mg kopolimera, kao Sto se moZe videti u Tabeli 9.
Kada se za imobilizaciju koristi glutaraldehidni metod, manje koli¢cine HRP se vezuju za nosac.
KneZevic¢ sa saradnicima je, za imobilizaciju lipaze na Eupergit C koristila 3 razlicite metode:
perjodatnu, direktno vezivanje preko oksirenskih grupa i vezivanje preko spejsera
napravljenog od diamina i glutaraldehida. Ustanovljeno je da se perjodatni metod pokazao kao
najefikasniji za imobilizaciju enzima na datom nosacu (226). Slicne rezultate su dobili
Pramparo i saradnici (187). Oni su HRP imobilizovali na Eupergit C perjodatnom metodom i
uporedili je sa druge dve metode, jedna je podrazumevala direktno vezivanje preko oksirenskih
grupa, a druga vezivanje HRP na Eupergit C tretiran dihidrazidom adipinske kiseline (187).
Enzim se stavlja u pogodniju poziciju za ispoljavanje svoje kataliticke aktivnosti, ukoliko se
dodatno, u prisustvu spejsera, udalji od samog nosaca. S druge strane, primenom perjodatne
metode vezivanje se ostvaruje preko karboksilnih grupa, ¢ime se verovatno uspostavljaju
povoljnije interakcije izmedu enzima i nosaca, pa se enzim imobilizovan na ovaj nacin pokazao
kao efikasniji.

Imobilizacijom HRP na aminovane makroporozne kopolimere oznacene sa G6E4am i
G8E2am Cije su pore veli¢ine 234 odnosno 297 nm, primenom perjodatne metode, dobijene su
najvece specificne aktivnosti (9,65 i 8,94 U/g suve mase). U literaturi je pokazano da sa
povecanjem veli¢ine pora na kopolimeru dolazi do povecanja specificne aktivnosti
imobilizovanog enzima (21, 30).

Sliéni rezultati za brojne druge nosaCe sa razli¢itim poroznim karakteristikama su
prikazani u literaturi (224, 225). Pokazano je da su, koriS¢enjem nosaca za imobilizaciju
baziranih na silikatima sa ve¢im precnikom pora, dobijene vece specificne aktivnosti enzima
(230).
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Tabela 9. Uticaj razlicitih tipova aminovanih kopolimera i metode kori$¢ene za imobilizaciju na specifi¢nu
aktivnost peroksidaze iz rena

Glutaraldehidni metod Perjodatni metod
i Kolic¢ina . Kolicina
. Specifi¢na . Specifi¢na
Aktivnost ) vezanog Aktivnost . vezanog
. aktivnost . . aktivnost .
Uzorak enzima . enzima po enzima . enzima po
enzima enzima
(U) (U/g) gramu (U) (U/g) gramu
kopolimera kopolimera
G9E1am 0,009 0,957 0,048 0,056 6,055 0,303
G8E2am 0,017 1,970 0,098 0,086 8,939 0,446
G6E4am 0,019 2,065 0,103 0,088 9,647 0,482
G4E6am 0,022 2,391 0,119 0,083 8,630 0,431

Ukoliko se pogledaju rezultati prikazani u Tabeli 9, moZe se uociti da je specificna aktivnost
peroksidaze imobilizovane perjodatnom metodom na kopolimeru G4E6am (sa porama velic¢ine
308 nm) sli¢na aktivnosti dobijenoj za enzim imobilizovan na kopolimeru G8E2am. Ona je 1,1
puta manja od specificne aktivnosti HRP imobilizovane istom metodom na kopolimeru G6E4am.
Dobijeni rezultati se mogu objasniti formiranjem oligomera HRP i ve¢om dodirnom povrSinom
G6E4am kopolimera. Chouyyok sa saradnicima je istakao da sa povec¢anjem veli¢ine pora raste
mogucnost curenja HRP sa povrSine silikatnog nosaca koriS¢enog za imobilizaciju (229).

Najniza specificna aktivnost (6,05 U/g suve mase) dobijena je za peroksidazu
imobilizovanu perjodatnom metodom na kopolimeru sa porama najmanjeg precnika (G9E1lam,
sa porama velicine 150 nm). Za specificne aktivnosti HRP imobilizovane glutaraldehidnom
metodom uocen je slican trend.

U daljim istrazivanjima koriS¢ena je HRP imobilizovana perjodatnom metodom, s obzirom
da je upravo ona pokazala znacajno bolje rezultate u pogledu koli¢ine imobilizovanog enzima
na kopolimeru.

5.9. Ispitivanje stabilnosti peroksidaze iz rena imobilizovane na
makroporoznim kopolimerima

Na stabilnost imobilizovanih enzima (na poviSenim temperaturama i u organskom
rastvaracu) uticu pre svega povrsinske osobine nosaca koji se koristi za imobilizaciju. Kako bi
se uvideo uticaj imobilizacije na termostabilnost peroksidaze, imobilizovani enzim je inkubiran
na 65 °C odgovarajuci vremenski period (Slika 56).
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Slika 56. Uticaj perioda inkubacije na 65 °C na rezidualnu aktivnost perjodatno-imobilizovane peroksidaze
iz rena. Kopolimeri: (A) G6E4am, (B) G8E2am, (C) G4E6am i (D) G9E1lam

Enzim imobilizovan na kopolimeru G6E4am (sa porama velli¢ine 234 nm) je imao najvecu
stabilnost na poviSenim temperaturama, dok je stabilnost HRP imobilizovane na ostalim
nosaima (G8EZam, G4E6am i G9Elam) neSto manja. Ova otkrica su pokazala da je
termostabilnost enzima u mnogome odredena veliCinom pora na nosacu koris¢enom za
imobilizaciju.

Dobijena vrednost rezidualne aktivnosti HRP imobilizovane na G6E4am kopolimeru nakon
30 minuta inkubacije na 65 °C (19,3%) je dva puta veca nego rezidualna aktivnost enzima
imobilizovanog na ostalim kopolimerima. Kao rezultat viSestrukog vezivanja enzima za nosac,

ali pre svega kao posledica formiranja stabilnijih 3D struktura javlja se povecana
termostabilnost imobilizovanog enzima.

Aktivnost imobilizovanog enzima na makroporoznom kopolimeru se smanjuje kako se
produZava vreme inkubacije na 65 °C. Slican trend uocen je kod peroksidaze iz rena
imobilizovane na makroporoznom bakru, velicine pora 100-200 nm (228).

0d velikog znacaja, pre svega za sintetske reakcije katalizovane enzimima, je ispitivanje
stabilnosti enzima u organskom rastvaracu. U literaturi su prikazani rezultati koji ukazuju na
poboljsane stabilnosti imobilizovane peroksidaze iz rena u prisustvu organskih rastvaraca, kao
Sto su metanol, aceton ili acetonitril (24).

Imobilizovana i slobodna peroksidaza su inkubirane u 80% dioksanu 120 h na sobnoj
temperaturi, kako bi se ispitala stabilnost enzima u ovom organskom rastvaracu. Dobijeni
rezultati prikazani su na Slici 57.
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Slika 57. Uticaj perioda inkubacije u 80% dioksanu na rezidualnu aktivnost peroksidaze iz rena
imobilizovane perjodatnom metodom na kopolimerima: (A) G6E4am, (B) G8E2am, (C) G4E6ami (D) G9E1lam; i
(E) slobodne-rastvorne peroksidaze

Imobilizovana peroksidaza zadrzala je oko 10% inicijalne stabilnosti nakon 5 dana
inkubacije u 80% dioksanu, dok je slobodna HRP prakti¢no inaktivirana u istom vremenskom
periodu. Na Slici 57 moZe se uociti nagli pad enzimske aktivnosti u prva 72 h inkubacije. Na
aktivnost imobilizovanog enzima ne uti¢e znacajno dalje povecanje vremena inkubacije. Sli¢ni
podaci o stabilnosti peroksidaze iz rena su dobijeni i kada je koriS¢en 20% acetonitril (231).
Inkubacijom u ovom organskom rastvaracu imobilizovani enzim zadrZava veliki deo svoje
aktivnosti, dok je slobodna peroksidaza skoro u potpunosti izgubila aktivnost. Smanjena
difuziona ograniCenja, nastala adsorpcijom enzima na nosaC, su verovatno dovela do
poboljSanja stabilnosti imobilizovane peroksidaze u organskim rastvarafima. Prisustvom
nosaca je obezbedena favorizovana mikrookolina za katalizu, ¢ime je i povecana aktivnost
imobilizovanog enzima.

Sa grafika na Slici 57 se moZe uociti da peroksidaza imobilizovana na G6E4am kopolimeru
ima samo malo bolju rezidualnu aktivnost u poredenju sa HRP imobilizovanom na ostalim
nosacima. Ova otkri¢a su u skladu sa rezultatima drugih istraZivaca koji su pokazali da veli¢ina

pora na nosaCu ne uti¢e u mnogome na stabilnost imobilizovanog enzima u organskom
rastvaracu (232).

Obecavajuci rezultati u pogledu specificne aktivnosti, termostabilnosti i stabilnosti u
organskom rastvaraCu su dobijeni za peroksidazu iz rena imobilizovanu na kopolimeru sa
porama veli¢ine 234 nm (G6E4am), pa je s toga ovaj sistem dalje okarakterisan u pogledu
optimalne pH vrednosti, kinetickih parametara (Km i Vmax) i operativne stabilnosti.
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5.10. Kineticke studije peroksidaze iz rena imobilizovane na
makroporoznim kopolimerima

Uticaj pH vrednosti na aktivnost, kako rastvornog tako i imobilizovanog enzima, je ispitan
u opsegu pH od 2,0 do 9,0 (Slika 58).
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Slika 58. Uticaj pH vrednosti na aktivnosti (A) slobodne-rastvorne peroksidaze i (B) peroksidaze
imobilizovane perjodatnom metodom na G6E4am kopolimeru

Relativne aktivnosti obe peroksidaze prate slican trend sa povecanjem pH vrednosti.
Promena pH vrednosti izmedu pH 2,0 i pH 8,0 dovodi do povecanja relativne enzimske
aktivnosti. Na pH 8,0 postignuta je maksimalna aktivnost obe peroksidaze (imobilizovane i
slobodne). Ukoliko se pH vrednost dalje poveca, aktivnosti opadaju (Slika 58). Vece aktivnosti
na skoro svim pH vrednostima imala je imobilizovana peroksidaza u poredenju sa solubilnom.
Ista je optimalna pH vrednost za obe peroksidaze (pH 8,0). Peroksidaza iz rena imobilizovana
na makroporoznim kopolimerima, zadrZzava poveéanu aktivnost, koja ostaje stabilna na
razliCitim pH vrednostima, Sto je od velikog znacaja za prakti¢nu primenu. U literaturi je
prikazano sli¢no ponasanje imobilizovanih enzima (233-235). Imobilizacijom peroksidaze na
razliCitim nosaCima uocCena je povecana stabilnost u Sirokom opsegu pH vrednosti.

Kineticke konstante solubilne i imobilizovane peroksidaze iz rena, Km i Vmax, su odredene
koriS¢enjem pirogalola i vodonik-peroksida kao supstrata. Vrednosti prividne konstante Km
slobodne i imobilizovane HRP su preracunate i iznose 1,62 odnosno 2,06 mmol/L. Km
imobilizovane peroksidaze je neSto ve¢a nego ona dobijena za slobodnu-rastvornu HRP.
Primeceni trend ukazuje na to da rastvorni enzim ima vedéi afinitet prema supstratu nego
imobilizovani, Sto moZe biti uzrokovano sternim smetnjama u unutraSnjosti pora
makroporoznog nosaca, do kojih dolazi tokom imobilizacije. Afinitet enzima prema supstratu
se smanjuje imobilizacijom enzima, jer je time smanjena dostupnost supstrata aktivnom mestu
enzima (236). Vrednosti Vmax slobodne i imobilizovane HRP su 3,16 odnosno 5,18 U/mL, dok
su preracunate vrednosti Kcat 556,16 odnosno 182,34 min-1.
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5.11. Operativna stabilnost peroksidaze iz rena imobilizovane na
makroporoznim kopolimerima

Operativna stabilnost imobilizovane peroksidaze iz rena je ispitana koriS¢enjem jedne iste
Sarze imobilizovanog enzima na makroporoznom kopolimeru u nekoliko uzastopnih ciklusa za
oksidaciju pirogalola. U periodu od 180 minuta pracena je rezidualna aktivnost imobilizovanog
enzima. Kopolimer sa imobilizovanom peroksidazom je nakon toga ispran nekoliko puta
puferom i upotrebljen u narednom ciklusu oksidacije.

Uzeto je da je aktivnost enzima u prvom ciklusu 100% (Slika 59).
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Slika 59. Kataliticka aktivnost peroksidaze imobilizovane perjodatom metodom na G6E4am kopolimeru
tokom ponovne upotrebe u Sarznom reaktoru

Peroksidaza iz rena imobilizovana na makroporoznom kopolimeru zadrzala je 80% svoje
pocetne aktivnosti nakon 5 ciklusa visestruke upotrebe. Sa Slike 59 se moZe uociti da je enzim
imobilizovan na kopolimeru sa porama veli¢ine 234 nm pokazao izvanrednu stabilnost pod
ispitanim okolnostima. Nakon 5 uzastopnih ciklusa oksidacije pirogalola, peroksidaza je
izgubila samo 20% svoje aktivnosti, $to je od krucijalnog znacaja za mnogobrojne potencijalne
primene ovog imobilizovanog sistema.

Brojna istraZivanja vezana za operativnu stabilnost peroksidaze imobilizovane na
razli¢itim nosacima su prikazana u literaturi (30, 224, 230). Qiu sa saradnicima je utvrdio da je
HRP imobilizovana na makroporoznom bakru posle 5 ciklusa zadrzala oko 60% aktivnosti
(228). Peroksidaza imobilizovana na kopolimeru baziranom na glicidil metakrilatu (sa porama
veli¢ine izmedu 120 i 200 nm), dobijenom suspenzionom polimerizacijom, je nakon 4 ciklusa
viSestruke upotrebe zadrZzala samo 45% inicijalne aktivnosti (30). Imobilizacijom HRP na
novim makroporoznim kopolimerima, dobijenim disperzionom polimerizacijom, znacajno je
poboljsana stabilnost enzima koji je nakon 5 ciklusa viSestruke upotrebe zadrzao znatno vece
procente stabilnosti u poredenju sa podacima dostupnim u literaturi. Iz navedenog se moZe
izvesti zaklju¢ak da opisani metod za imobilizaciju enzima na makroporoznim kopolimerima
obezbeduje izrazito bolje rezultate u pogledu stabilnosti i viSestruke upotrebe enzima.
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Kako bi se ispitalo koliko dugo imobilizovani enzim zadrZava aktivnost, a samim tim i
sposobnost da oksiduje pirogalol, kopolimer sa imobilizovanom HRP je skladiSten u natrijum-
fosfatnom puferu pH 7,0 na 4 °C tokom 2 nedelje. Rezidualna aktivnost imobilizovanog enzima
je izmerena u inicijalnom trenutku, kao i nakon dvonedeljnog skladistenja na 4 °C. Specifi¢na
aktivnost u inicijalnom trenutku je iznosila 9,65 U/g, dok je nakon 2 nedelje ona samo malo
opala, na 9,55 U/g. Dakle, na ovaj nacin je pokazano da je HRP imobilizovana na novom
kopolimeru sintetisanom disperzionom polimerizacijom zadrzala viSe od 98% pocetne
aktivnosti nakon 2 nedelje skladiStenja. Chang sa saradnicima je ustanovio da peroksidaza
imobilizovana na magnetnim Fe304 nanocesticama nakon 15 dana skladiStenja zadrzava 84%
incijalne aktivnosti (216).

Poredenjem dobijenih rezultata sa onim dostupnim u literaturi za slobodnu peroksidazu iz
rena, moZe se zakljuciti da imobilizacija dodatno stabilizuje enzim, produzava vreme
poluzivota, i povecava verovatno¢u ponovne upotrebe tokom duZeg vremenskog perioda.
Nakon 15 dana skladiStenja rastvorna HRP je zadrzala 30% svoje inicijalne aktivnosti
(210,216).

5.12. Uklanjanje fenola iz SarZnog reaktora peroksidazom iz rena
imobilizovanom na makroporoznom kopolimeru

Peroksidaza iz rena imobilizovana na makroporoznom kopolimeru sa porama velic¢ine
234 nm (G6E4am) je iskoriS¢ena za optimizaciju reakcionih uslova za uklanjanje fenola iz vode,
s obzirom da je ovaj nosac pokazao obecavajuce rezultate u pogledu koliCine vezanog enzima,
operativne stabilnosti i viSestruke upotrebe. Prethodno optimizovani parametri za uklanjanje
fenola primenom peroksidaze imobilizovane unutar tiramin-alginatnih mikro-kuglica,
iskori$éeni su kao polazna tacka za odredivanje optimalnih uslova za novi sistem. Sarzni
reaktor za uklanjanje fenola se sastojao od 80 mg kopolimera sa imobilizovanom HRP i 3 mL
rastvora fenola (2 mmol/L), dok je vodonik-peroksid generisan direktno u reakcionom sistemu
koriS¢enjem glukoza-oksidaze i glukoze. Postepeno i kontrolisano otpustanje ovog supstrata je
obezbedeno primenom ovih uslova.

Uzimajuci u obzir rezultate dobijene i opisane u Odeljku 4.3., ista koncentracija glukoza-
oksidaze (0,187 U/mL) i 3 mmol/L glukoze su koriS¢ene za dostavu vodonik-peroksida u
reakcionu smeSu za uklanjanje fenola peroksidazom imobilizovanom na makroporoznom
kopolimeru G6E4am. Uklanjanje fenola je radeno u ciklusima, a svaki ciklus je trajao 24 h. Na
Slici 60 su prikazani dobijeni rezultati, koji su pokazali da u prvom ciklusu imobilizovana
peroksidaza moZe da ukloni znacajnu koli¢inu fenola (74,3%). Medutim, ve¢ u slede¢em ciklusu
dolazi do naglog pada procenta uklonjenog fenola - nakon inkubacije tokom narednih 24 h
samo 27% fenola je izreagovalo i nagradilo polifenol. Dobijeni stepen konverzije u prvom
ciklusu je obecavajudi, ali izrazito veliki pad u drugom ciklusu nije poZeljan, s obzirom da se
time onemogucuje uspesna ponovna upotreba sistema.
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Slika 60. Ispitivanje potencijala peroksidaze iz rena imobilizovane perjodatnom metodom na
makroporoznom kopolimeru za oksidaciju fenola (1 ciklus je trajao 24 h)

OgraniCena viSestruka primena HRP imobilizovane na makroporoznom kopolimeru
G6E4am za uklanjanje fenola moZe biti posledica blokiranja pora na kopolimeru produktima
reakcije oksidacije. U cilju prevazilaZzenja navedenih problema, izmedu dva ciklusa polimer je
ispiran etanolom, a period uklanjanja fenola je smanjen na 4 h po ciklusu. Skracivanje
reakcionog vremena rezultuje smanjenjem procenta konverzije fenola, a samim tim i nizom
kolicinom nastalih oksidacionih proizvoda, Sto dalje olaksava njihovo otklanjanje sa povrsine
kopolimera ispiranjem etanolom. Odgovarajuc¢i reakcioni uslovi za uklanjanje fenola i
desorpciju polifenolnih jedinjenja sa povrSine nosaca, su izabrani na osnovu ve¢ dostupnih
literaturnih podataka. IstraZivanja su pokazala da je optimalno reakciono vreme za uklanjanje
fenola izmedu 3 i 5 h (237). Nakon tog vremena je uoCena smanjena enzimska aktivnost, a
samim tim i niZa efikasnost uklanjanja fenola. Neke istraZivacke grupe su fokusirale svoja
istraZivanja na ispitivanje sposobnosti razlic¢itih rastvaraca, kao Sto su hloroform, izobutanol i
heksan da desorbuju polifenolna jedinjenja akumulirana na povrsSini razli¢itih nosaca.
Primenom polarnih organskih rastvaraca za ispiranje nosaca sa imobilizovanim enzimom, ¢ak
90% adsorbovanog fenola je desorbovano (238). Kada se za desorpciju koristi izobutanol,
ostvaruje se povecana efikasnost regeneracije. Formiranje vodoni¢nih veza izmedu ovog
rastvaraca i amino grupa, prisutnih na povrsini nosaca, omogucuje uklanjanje fenola sa njegove
povrsine, ¢ime se obezbeduje viSestruka upotreba imobilizovanog enzima.

Kao rastvarac za ispiranje je izabran etanol, zato $to je polaran, lako dostupan, jeftin i u
mnogo manjoj meri zagaduje Zivotnu sredinu nego gore pomenuti rastvaraci. Na Slici 61
prikazana je efikasnost ispiranja polimera etanolom. Procenat konverzije fenola u drugom
ciklusu je 1,5 puta veci kada se izmedu dva ciklusa imobilizovani sistem, sastavljen od HRP i
makroporoznog kopolimera, ispere etanolom, u poredenju sa rezultatima dobijenim u odsustvu
postupka ispiranja. Ovo ukazuje da dodatni korak ispiranja uklanja ¢vrste oksidacione
produkte sa povrSine nosaa i samim tim doprinosi duzoj upotrebi imobilizovane HRP u
procesu uklanjanja fenola.
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Slika 61. Ispitivanje uticaja ispiranja nosaca etanolom izmedu dva ciklusa na konverziju fenola (1 ciklus je
trajao 4 h). (beli stubi¢i) bez ispiranja (sivi stubici) sa ispiranjem

Primenom gore pomenutih uslova za uklanjanje fenola (0,187 U/mL glukoza-oksidaze i
3 mmol/L glukoze) i ispiranjem polifenolnih jedinjenja akumuliranih na povrSini nosaca
etanolom, povecava se broj ciklusa za ponovnu upotrebu. Pri novim uslovima ostvarena su 4
ciklusa ponovne upotrebe imobilizovanog enzima. Ispiranjem se ne menja struktura
makroporoznog kopolimera, a uticaj na aktivnost HRP je zanimarljiv. Imobilizovana HRP je
zadrZala 26,3% inicijalne aktivnosti nakon 4 uzastopna ciklusa uklanjanja fenola, sa duZinom
trajanja ciklusa od 4 h (Slika 62). Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa literaturnim podacima
ostvarenim za peroksidazu imobilizovanu na nanocesticama od polivinilalkohola i
poliakrilamida napravljenih elektrospiningom (239). Primenom gore izloZenih reakcionih
uslova uspeli smo da povetamo broj uzastopnih ciklusa za uklanjanje fenola na 4, sa
adekvatnom efikasnos¢u uklanjanja.
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Slika 62. Konverzija fenola i ponovna upotreba peroksidaze imobilizovane perjodatnom metodom na
makroporoznom kopolimeru pod izmenjenim reakcionim uslovima: 1 ciklus je trajao 4 h uz ispiranje izmedu dva
ciklusa
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5.13. Imobilizacija peroksidaze iz rena na sepiolitu

Kada se za imobilizacije enzima primene glineni minerali iz prirodnih izvora, kao Sto su
sepiolit ili palogorskit, mogu se dobiti zadovoljavajuci rezultati u pogledu enzimske aktivnosti
i stabilnosti. U ovom istrazivanju sepiolit je koriS¢en kao nosa¢ u reakcijama adsorpcije
peroksidaze iz rena (nativne i oksidovane natrijum-perjodatom) (Slika 63). Ispitan je uticaj
imobilizacije, pre svega, na aktivnost imobilizovanog enzima, a potom i na njegovu stabilnost
(pri poviSenim temperaturama, na razli¢itim pH vrednostima itd.).

Slika 63. Neorganski glineni nosac sepiolit

U cilju pronalaska potencijalne razlike u aktivnosti i stabilnosti imobilizovanih enzima,
rastvorna peroksidaza i peroksidaza prethodno podvrgnuta oksidaciji u prisustvu natrijum-
perjodata su imobilizovane na sepiolit. Na Slici 64 je Sematski prikazana adsorpcija obe
peroksidaze (nativne i oksidovane).

Slika 64. Sematski prikaz adsorpcije nativne (1) i perjodatno-oksidovane (2) peroksidaze iz rena na
sepioitu

Prvi mehanizam obuhvata adsorpciju solubilnog enzima na povrsini neorganskog nosaca,
u ovom slucaju sepiolita. Oksidovanje peroksidaze iz rena i njena dalja adsorpcija na sepiolitu,
predstavlja drugi nacin vezivanja enzima. Perjodatni metod, prethodno optimizovan za
hidrolaze i invertaze (183, 222, 223, 236) i koriS¢en prilikom imobilizacije na modifikovanom
alginatu i makroporoznim kopolimerima, opisan je u Odeljku 3.4. Interakcija izmedu enzima i
nosaca se ostvaruje preko ugljeno-hidratnih ostataka na molekulu HRP, prvobitno oksidovanih
natrijum-perjodatom, koji reaguju sa odgovaraju¢im funkcionalnim grupama prisutnim na
povrsSini sepiolita. Na ovaj na¢in omoguceno je uspostavljanje jacih interakcija enzima sa
nosacem.
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U cilju ispitivanja uticaja koli¢ine dodate peroksidaze (nativne i oksidovane) na specificnu
aktivnost, razlic¢ite koli¢ine enzima su dodate po gramu sepiolita (25, 15, 5 i 1 mg/g).
PreraCunate su specifi¢ne aktivnosti imobilizovanih enzima, a dobijeni rezultati su prikazani na

Slici 65.
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Slika 65. Uticaj koli¢ine dodatog enzima na specifi¢nu aktivnost imobilizovane peroksidaze iz rena:
(A) nativne i (B) oksidovane

Sa dijagrama prikazanog na Slici 65 se moZe uociti da aktivnost imobilizovane nativne
peroksidaze raste sa porastom koliCine dodatog enzima po gramu sepiolita. Maksimum
specificne aktivnosti enzima je postignut kada je koliina imobilizovanog enzima po gramu
sepiolita iznosila 15 mg, da bi nakon toga aktivnost enzima pocela postepeno da opada. NeSto
drugaciji rezultati su dobijeni kada je za imobilizaciju koriS¢ena oksidovana peroksidaza iz
rena. Specificna aktivnost se sve vreme povecava sa povecanjem koli¢ine dodatog enzima po
gramu sepiolita.

Dobijene aktivnosti za nativnu HRP su neSto vece, nego one dobijene za HRP oksidovanu
natrijum-perjodatom. Poredenjem dobijenih rezultata za nativnu i oksidovanu HRP se moZe
uociti da je specificna aktivnost oksidovane HRP, pri koli¢ini dodatog enzima od 25 mg po
gramu sepiolita, ve¢a u odnosu na specificnu aktivnost dobijenu za nativhu HRP pri istim
uslovima (15,5 odnosno 14,4 U/g). Trend je neSto drugaciji za ostale koncentracije enzima pa
se stoga ne mozZe izvuéi nikakvo generalno pravilo.

Oztiirk sa saradnicima je pokazao da velika gomilanja lipaze na nosa¢ima kao $to su sepiolit
i montmorilonit rezultuju smanjenom efikasnos¢u imobilizacije (241). Pronasli su i da je
optimalna koliCina lipaze za imobilizaciju na ova dva neorganska nosaca 7,5 mg po gramu
nosaca (241). Vece koli¢ine imobilizovanog enzima vode gubitku aktivnosti zbog smanjene
dostupnosti supstrata aktivnom mestu na molekulu enzima (241). U ovom istrazZivanju je
pokazano da se specificna aktivnost nativne HRP povecava sa povec¢anjem koli€ine enzima, sve
do 15 mg/g. Dalje povecanje koli¢ine enzima dovodi do zatrpavanja aktivnog mesta viSkom
enzima i smanjenja specifi¢ne aktivnosti. Slicne rezultate su objavili Mortazavi i saradnici (192).
Oni su smanjenje specificne aktivnosti sa povecanjem koli¢ine enzima na povrsini nosaca
objasnili medusobnim interakcijama izmedu molekula enzima, koji su prilikom adsorpcije
gusto spakovani na povrSini nosaca (192). Njihova interakcija moZe imati negativni efekat na
aktivnost enzima.
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U slucaju oksidovane HRP, specificna aktivnost se povecava sa povecanjem koli¢ine
dodatog enzima, dostiZe plato i ostaje konstantna. Moguce je da oksidacija enzima vodi
gradenju povoljnijih interakcija sa sepiolitom, ¢ime se izbegava negativni uticaj na specificnu
aktivnost imobilizovanog enzima.

5.14. Ispitivanje stabilnosti peroksidaze iz rena imobilizovane na
sepiolitu
5.14.1. Temperaturni optimum

Kako bi se odredila stabilnost imobilizovanog enzima na razli¢itim temperaturama (30, 40,
50, 60, 70 i 80 °C), oksidovana peroksidaza imobilizovana na sepiolitu je inkubirana na svakoj
od prethodno navedenih temperatura odgovarajuci vremenski period (Slika 66).
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Slika 66. Uticaj inkubacije na razliCitim temperaturama na rezidualnu aktivnost perjodatno-oksidovane
peroksidaze iz rena imobilizovane na sepiolitu u kolicini od: (A) 15 mg/g, (B) 5 mg/gi(C) 1 mg/g

Temperaturni optimum za oksidovanu peroksidazu je postignut na 40 °C (Slika 66). Dalje
povecanje temperature od 40 do 80 °C, dovodi do postepenog smanjenja stabilnosti
imobilizovanog enzima. Na 60 °C oksidovana HRP imobilizovana na sepiolitu je zadrZala skoro
30% inicijalne aktivnosti, dok se daljim zagrevanjem aktivnost smanjuje za oko 20%. Ovi
rezultati su u skladu sa rezultatima dobijenim za invertazu imobilizovanu na kompozitnom
hidrogelu saCinjenom od sepiolita i akrilamida (242). Imobilizovana invertaza je zadrzala skoro
85% aktivnosti tokom inkubacije na 50 °C, dok je slobodna invertaza izgubila 50% inicijalne
aktivnosti pod istim uslovima. Nakon inkubacije na 70 °C, slobodan enzim je izgubio skoro
celokupnu aktivnost, dok je imobilizovani zadrZzao 80% svoje aktivnosti. Uoceno je povecanje
termostabilnosti na 80 °C peroksidaze imobilizovane na perlitu (243). Ovaj enzim je zadrZao
30% inicijalne aktivnosti nakon inkubacije tokom 20 minuta. NiZa stabilnost na poviSenim
temperaturama mozda se javlja kao posledica gubitka hem grupe tokom perioda inkubacije.

5.14.2. Termostabilnost

Veliki uticaj na stabilnost imobilizovanog enzima imaju povrSinske osobine nosaca
koriS¢enog za adsorpciju. Termostabilnost nativne i peroksidaze oksidovane natrijum-
perjodatom je ispitana inkubiranjem oba enzima na 65 °C odgovarajuci vremenski period.
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Na ovaj nacin je istrazen uticaj imobilizacije na stabilnost enzima pri poviSenim
temperaturama. Na Slici 67 su prikazani podaci za oksidovani HRP imobilizovanu na sepiolitu.
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Slika 67. Uticaj perioda inkubacije na 65 °C na rezidualnu aktivnost perjodatno-oksidovane peroksidaze iz
rena imobilizovane na sepiolitu u koli¢ini od: (A) 25 mg/g, (B) 15 mg/g, (C) 5 mg/gi (D) 1 mg/g

Uporedivanjem dobijenih vrednosti za rezidualne aktivnosti izvodi se zakljucak da je
najstabilniji biokatalizator onaj koji sadrZi 25 mg HRP po gramu sepiolita. Nesto niZe vrednosti
rezidualne aktivnosti dobijene su za enzim imobilizovan u preostalim koliCinama po gramu
nosaca (15, 51 1 mg/g). Stabilnost HRP imobilizovane na sepiolitu se smanjuje sa povecanjem
vremena inkubacije na 65 °C. Nakon inkubacije tokom 30 minuta, 25 mg HRP imobilizovane po
gramu sepiolita je zadrzalo skoro 18% pocetne aktivnosti. Slicni rezultati dobijeni su i za
katalazu imobilizovanu na sepiolitu i bentonitu. Nakon inkubacije na 65 °C tokom 1 h enzim
imobilizovan na sepiolitu je zadrZao 19,1% incijalne aktivnosti, dok je katalaza imobilizovana
na bentonitu zadzala 22,3% aktivnosti (244).

Kako bi se pronasla razlika izmedu nativne i oksidovane HRP imobilizovane na sepiolitu,
15 mg oba enzima po gramu nosaca je inkubirano na 65 °C tokom 30 minuta, a dobijeni rezultati
su uporedeni (Slika 68).
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Slika 68. Razlike u uticaju perioda inkubacije na 65 °C na rezidualnu aktivnost: (A) oksidovane i (B) nativne
peroksidaze iz rena

Sa grafika prikazanog na Slici 68 moze se zakljuciti da je oksidovana HRP stabilnija na
poviSenim temperaturama nego nativna HRP. Nakon inkubacije na 65 °C tokom 5 minuta
nativan enzim je izgubio oko 92% inicijalne aktivnosti, dok je taj procenat u slucaju
oksidovanog enzima niZi (64%). Rezidualna aktivnost dobijena imobilizacijom oksidovane HRP
je veca i ukazuje na dodatnu stabilnost enzima ostvarenu primenom ove metode za
imobilizaciju peroksidaze.

5.14.3. pH optimum

I[strazen je i efekat promene pH vrednosti u opsegu od 2,0 do 9,0 na aktivnost obe
peroksidaze (nativne i oksidovane). Za ovo ispitivanje je koriS¢eno 15 mg enzima
imobilizovanog po gramu sepiolita (Slika 69).
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Slika 69. Uticaj pH vrednosti na aktivnosti: (A) nativne i (B) oksidovane peroksidaze iz rena imobilizovane
na sepiolitu
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[sti trend zavisnosti rezidualne aktivnosti od pH je uocen za obe peroksidaze. Povecanjem
pH, od kiselih ka baznim vrednostima, dolazi do postepenog povecanja aktivnosti. Najveca
aktivnost je postignuta na pH 7,0 i moZe se smatrati optimalnom za imobilizaciju HRP na datom
nosacu. Nakon toga dolazi do smanjenja rezidualne aktivnosti. Optimalne pH vrednosti za obe
peroksidaze (nativnu i oksidovanu) se preklapaju. pH profili krivih u obliku zvona pokazuju
vece stabilnosti nativne HRP u poredenju sa oksidovanom u oba regiona, kako u kiselom, tako
i u baznom. Optimalna pH vrednost (pH 7,0) dobijena u ovom istrazivanju je potvrdena i
rezultatima koje su objavili Torabi i saradnici (243). Peroksidaza imobilizovana na perlitu je
pokazala Siri opseg pH vrednosti za nativan enzim, u poredenju sa imobilizovanim (243). Ovaj
efekat je takode primecen i u ovom istrazivanju i moZe se objasniti razli¢itim ponasanjima
nativnog enzima u blago kiselim uslovima.

5.15. Operativna stabilnost peroksidaze iz rena imobilizovane na
sepiolitu

Ista Sarza imobilizovanih enzima (nativnog i oksidovanog) je koris¢ena u nekoliko
uzastopnih ciklusa za oksidaciju pirogalola, kako bi se ispitala njihova operativna stabilnost
(Slika 70). Rezidualne aktivnosti imobilizovanih enzima su pracene tokom 4 ciklusa, a svaki
ciklus je trajao 180 minuta. Izmedu dva ciklusa nosaci sa imobilizovanom HRP su isprani
nekoliko puta natrijum-fosfatnim puferom, nakon ¢ega su koriS¢eni u narednom ciklusu
oksidacije pirogalola. Uzeto je da je aktivnost enzima dobijena u prvom ciklusu iznosila 100%.
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Slika 70. Kataliticka aktivnost tokom ponovne upotrebe: (A) oksidovane i (B) nativne peroksidaze iz rena
imobilizovane na sepiolitu

Kada se uporede vrednosti rezidualne aktivnosti dobijene za 1 mg peroksidaze (nativne i
oksidovane) imobilizovane po gramu sepiolita, moZe se zakljuciti da enzim oksidovan natrijum-
perjodatom ima vecu operativnu stabilnost. Nativna HRP je zadrzala samo 11% svoje incijalne
aktivnosti nakon 4 uzastopna ciklusa oksidacije pirogalola, dok je oksidovana HRP pokazala
bolje rezultate - 42% aktivnosti je zadrZano za isti broj ciklusa ponovne upotrebe. Operativna
stabilnost aldehid-dehidrogenaze (ALDH) imobilizovane na montmorilonitu je pracena tokom
5 ciklusa (245). Aktivnost imobilizovanog enzima je opadala nakon svakog ciklusa za oko 20%,
da bi na kraju poslednjeg ciklusa iznosila 24%.

Odredene su vrednosti rezidualne aktivnosti oksidovane HRP koja je u razli¢itim
koli¢cinama imobilizovana po gramu sepiolita, a dobijeni podacu su prikazani graficki na Slici 71.
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Slika 71. Kataliticka aktivnost tokom ponovne upotrebe perjodatno-oksidovane peroksidaze iz rena
imobilizovane na sepiolitu u koli¢ini od: (A) 25 mg/g, (B) 15 mg/g, (C) 5 mg/gi (D) 1 mg/g

Ponovnom upotrebom ovog sistema za oksidaciju pirogalola u trajanju od 4 ciklusa je
utvrdeno da su najbolji rezultati dobijeni koriS¢enjem enzima imobilizovanog u koli¢ini od
1 mg/g nosaca. Ovaj biokatalizator zadrZao je 42% inicijalne aktivnosti, dok su za ostale
kolicine imobilizovanog enzima zabeleZeni neSto drugaciji rezultati.

Nakon 4 ciklusa ponovne upotrebe perjodatno-oksidovane peroksidaze imobilizovane u
kolicinama od 25 mg/g, 15 mg/g odnosno 5 mg/g enzim je zadrzao 37%, 27% odnosno 14%
aktivnosti. Generalno, isti trend se moze uociti za sve koli¢ine imobilizovanog enzima -
povecanje broja ciklusa vodi smanjenju rezidualne aktivnosti. Smanjenje specifi¢ne aktivnosti
nakon svakog ciklusa upotrebe lipaze i a-amilaze imobilizovane na sepiolitu je prikazano u
literaturi, a pripisano je akumulaciji vode na povrsini sepiolita ili inaktivaciji samih enzima
(192). Peroksidaza koja je pokazala najvecu specificnu aktivnost (ona imobilizovana u koli¢ini
od 25 mg po gramu sepiolita) je izgubila 63% inicijalne aktivnosti nakon 4 ciklusa ponovne
upotrebe. Neophodno je ista¢i da je enzim imobilizovan u koli¢ini od 25 odnosno 15 mg po
gramu nosaca u prva tri ciklusa zadrzao 90% odnosno 71% inicijalne aktivnosti, ali je u
Cetvrtom ciklusu doSlo do naglog pada aktivnosti. Inaktivacija enzima mozZe biti posledica
blokiranja aktivnog mesta enzima radikalskim produktima formiranim tokom oksidacije.

Kako bi se ispitalo eventualno curenje imobilizovanog enzima (nativnog i oksidovanog),
oba enzima su skladiStena u rastvoru natrijum-hlorida u natrijum-acetatnom puferu pH 5,0 na
4 °C tokom 4 dana (Slika 72). Rezidualna aktivnost je izmerena u inicijalnom trenutku, kao i
nakon inkubacije.
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Slika 72. Ispitivanje stabilnosti tokom skladiStenja perjodatno-oksidovane peroksidaze iz rena
imobilizovane na sepiolitu u koncentraciji: (A) 25 mg/g, (B) 15 mg/g, (C) 5 mg/gi (D) 1 mg/g

Enzim imobilizovan u koli¢ini od 25 mg po gramu sepiolita je zadrZao 85,6% inicijalne
aktivnosti. Sli¢ni rezultati su zabeleZeni i za druge koncentracije peroksidaze imobilizovane na
sepiolitu. U literaturi je prikazano da su lipaza i a-amilaza imobilizovane na modifikovanom
sepiolitu sposobne da zadrze 39,8% odnosno 28,1% aktivnosti nakon inkubacije tokom
30 dana (192). PoboljSana stabilnost tokom skladiStenja u odgovarajuem vremenskom
periodu moZe biti posledica ocuvanja strukture samog enzima tokom imobilizacije i smanjenja
mogucénosti denaturacije peroksidaze.

Mogucnost ponovne upotrebe i stabilnost enzima imobilizovanih na sepiolitu je od velikog
znacaja za njihovu primenu u razli¢itim oblastima. Oksidovana peroksidaza vezana za ovaj
neorganski nosa¢ metodom adsorpcije pokazala je bolje rezultate u pogledu aktivnosti i
stabilnosti u poredenju sa nativnim enzimom. Ona se moZe primeniti u razli¢itim oblastima
zaStite Zivotne sredine, pre svega za uklanjanje fenola i organskih boja. Ranije primenjeni
sistemi imobilizovanih enzima pokazali su loSije rezultate zbog niske stabilnosti adsorbovanih
enzima. Novi sistem baziran na oksidaciji enzima i njegovoj daljoj adsorpciji na sepiolitu
odlikuje bolja stabilnost enzima Sto obecava bolje rezultate tokom primene. Pored adsorpcije,
enzim ostvaruje dodatne interakcije sa nosacem preko oksidacijom uvedenih aldehidnih grupa.
Ova dodatna stabilizacija odgovorna je za pobljasnu aktivnost i stabilnost imobilizovanog
enzima i moZe doprineti njegovoj Siroj primeni.

6. Zakljucak

U cilju razvijanja metoda za uklanjanje fenola, peroksidaza iz rena je imobilizovana na
razliCite tipove nosaca: a) hemijski modifikovan polimer prirodnog porekla - alginat, b)
sintetski makroporozni kopolimer u obliku kuglica precnika priblizno 1,5 pm i c¢) neorganski
glineni mineral sepiolit.

Prvobitno je alginat oksidovan natrijum-perjodatom i podvrgnut reakciji reduktivne
aminacije tiramin-hidrohloridom. Time su u alginatni polimerni lanac uvedene nove fenolne i
amino grupe, koje su pokazale potencijal medusobnog udruZivanja i formiranja mreZe unutar
koje je moguce zarobljavanje enzima. UspeSnost oksidacije i reduktivne aminacije je potvrdena
FTIR i UV-VIS spektroskopijom, kao i kiselo-baznom titracijom.

Peroksidaza iz rena je enkapsulirana unutar mikro-kuglica tiramin-alginata primenom
kuplovane emulziono-polimerizacione reakcije.
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Kako bi se tokom geliranja obezbedilo postepeno oslobadanje vodonik-peroksida, ukljucen
je sistem za njegovu internu dostavu sastavljen od glukoze i glukoza-oksidaze.

Variran je stepen oksidacije i modifikacije tiramin-alginata (2,5; 5; 10; 15 i 20 mol%) i
ispitan je njegov uticaj na efikasnost imobilizacije HRP. Pokazano je da se sa povetanjem
stepena oksidacije povecava specifi¢na aktivnost enkapsulirane peroksidaze.

Peroksidaza imobilizovana unutar tiramin-alginatnih mikro-kuglica je iskoriS¢ena za
optimizaciju reakcionih uslova pri oksidaciji fenola u SarZznom reaktoru. Na prvom mestu
odredena je koncentracija HRP koja obezbeduje najbolju efikasnost uklanjanja fenola
(6,98 U/mL). Ispitan je i uticaj sastava reakcionog sistema za dostavu vodonik-peroksida na
potencijal sistema imobilizovanog enzima za uklanjanje fenola.

Vece koli¢ine fenola su uklonjene iz reakcionog sistema kada je za dostavu H202 koris¢en
metod za interno generisanje H202 sastavljen od glukoze i glukoza-oksidaze, u poredenju sa
direktnim dodavanjem H20:.

Kako bi se odredilo da li postoji razlika prilikom koriS¢enja 15 i 20 mol% oksidovanog i
modifikovanog tiramin-alginata sa enkapsuliranom peroksidazom, oba modifikovana alginata
su testirana u reakcijama oksidacije fenola. Nakon Sestoc¢asovnog uklanjanja fenola iz rastvora
postignuta je efikasnost od 96% sa HRP imobilizovanom unutar 20 mol% modifikovanog
tiramin-alginata, dok je procenat uklonjenog fenola sa HRP imobilizovanom na 15 mol%
tiramin-alginatu nesto nizi (73%).

Zatim su optimizovani parametri za uklanjanje fenola u pogledu koncentracija glukoze i
glukoza-oksidaze kako bi se obezbedila najefikasnija dostava H202 u reakcioni sistem. Manja
koncentracija zaostalog fenola u reakcionom sistemu je zabeleZena kada je koriS¢ena niZa
koncentracija glukoza-oksidaze (0,187 U/mL). Promena koncentracije glukoze od 2 mmol/L do
4 mmol/L dovela je do porasta efikasnosti uklanjanja fenola iz reaktora. Kao zakljucak ove
studije mozZe se izvesti sledeCe: primenom niZe koncentracije glukoza-oksidaze i vece
koncentracije glukoze dobija se povecana efikasnost uklanjanja fenola.

Ponovna upotreba HRP enkapsulirane unutar 20 mol% oksidovanih/modifikovanih
tiramin-alginata se pokazala efikasnom tokom 3 uzastopna ciklusa degradacije fenola. U prvom
ciklusu je uklonjeno 96% fenola, da bi nakon toga doSlo do naglog pada u efikasnosti. HRP
imobilizovana unutar 15 mol% oksidovanog/modifikovanog tiramin-alginata je bila efikasna
tokom 4 ciklusa kontinualne primene u uklanjanju fenola. Nakon pomenutog perioda enzim je
zadrzao 61% aktivnosti.

Za potrebe degradacije tekstilnih boja, celijski zidovi sa lignin-peroksidazom su
enkapsulirani unutar kalcijum-alginatnog hidrogela dobijenog umrezavanjem tiraminom
modifikovanog alginata, prethodno oksidovanog perjodatom u 2,5 mol% odnosu.

[straZivanje je pokazalo da sa produzavanjem vremena inkubacije imobilizovanih ¢elijskih
zidova u rastvorima boja Evans Blue i Amido Black 10B dolazi do povecanja procenta
dekolorizacije. Nakon 48 h enzim je pokazao sposobnost degradacije 86% Evans Blue boje i
84% Amido Black 10B boje. Potencijal ponovne upotrebe imobilizovanih ¢elijskih zidova tokom
12 uzastopnih ciklusa je testiran, a veci stepen dekolorizacije je dobijen za Evans Blue boju
(69%) nego za Amido Black 10B (34%).

Disperzionom polimerizacijom su sintetisani i makroporozni kopolimeri sa Cesticama
veli¢ine 1,5 pm i razli¢itom veli¢inom pora (150-310 nm). Za imobilizaciju HRP na ovim
kopolimerima su primenjene dve metode - glutaraldehidna i perjodatna metoda. Ispitivanje
uticaja koli¢ine dodate HRP po gramu kopolimera na specificnu aktivnost imobilizovanog
enzima je pokazalo da dolazi do porasta aktivnosti primenom obe koriS¢ene metode.
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Najvece vrednosti specificne aktivnosti dobijene su koris¢enjem perjodatne metode, kao i
sa kopolimerom G6E4am sa porama veli¢ine 234 nm. ZapaZena je povetana temperaturna
stabilnosti stabilnost u organskom rastvaracu imobilizovanih enzima na kopolimerima sa svim
veli¢inama pora.

Optimalna pH vrednost, kineticki parametri i operativna stabilnost su ispitane za HRP
imobilizovanu na kopolimeru sa porama veli¢ine 234 nm (G6E4am). UoCena je povecana
stabilnost na svim pH vrednostima, kao i zadrzavanje aktivnosti od 80% nakon 5 ciklusa
kontinualne primene u oksidaciji pirogalola.

Ukoliko se optimizovani uslovi za uklanjanje fenola primene na ovaj sistem uz male izmene
u cilju postizanja vece efikasnosti (smanji se duzina trajanja jednog ciklusa i uvede ispiranje
etanolom izmedu dva ciklusa) postiZe se adekvatna efikasnost degradacije tokom 4 uzastopna
ciklusa od 26,3%.

Sepiolit, neorganski glineni nosac, je takode primenjen u reakcijama adsorpcije
peroksidaze iz rena (nativne i oksidovane natrijum-perjodatom). Specificna aktivnost nativne
HRP adsorbovane na sepiolitu raste sa povecanjem koli¢ine dodatog enzima, sve do 15 mg/g,
nakon cega dolazi do njenog pada. Rezultati dobijeni sa oksidovanom HRP su pokazali slicnu
zavisnost, tj. da porast koli¢ine enzima vodi povecanju specificne aktivnosti. Najvec¢a aktivnost
HRP imobilizovane na sepiolitu je dobijena na 40 °C. Takode je potvrdena i poboljSana
stabilnost oksidovane HRP imobilizovane na sepiolitu u poredenju sa nativnom. Poredenjem
stabilnosti nativne i oksidovane HRP na razli¢itim pH vrednostima uocena je poboljSana
stabilnost nativne HRP. Medutim, nativna HRP imobilizovana na sepiolitu je zadrZala svega
11% pocetne aktivnosti nakon 4 ciklusa ponovne upotrebe tokom oksidacije pirogalola.
Primenom oksidovanog enzima u ove svrhe zadrzano je 42% aktivnosti nakon istog broja
ciklusa. Imobilizovana perjodatno oksidovana HRP je zadrzala 85,6% pocetne aktivnosti tokom
skladiStenja u periodu od 4 dana.

Navedeni rezultati ukazuju da su razvijeni imobilizovani biokatalizatori i reakcioni sistemi
pokazali potencijal, a samim tim i veliku efikasnost u uklanjanju fenola i tekstilnih boja iz
otpadnih voda.
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