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Sinteza pH- i temperaturno-osetljivih hidrogelova itakonske kiseline kao nosaca za imobilizaciju CRL

I1ZVOD

U ovom radu su, kopolimerizacijom preko slobodnih radikala, sintetisani
temperaturno- i pH-osetljivi hidrogelovi na bazi N-izopropilakrilamida (NiPAAmM) i
itakonske kiseline (IK) razli¢itog sastava i stepena umreZenja. Karakterizacija sintetisanih
uzoraka je izvedena bubrenjem, ispitivanjem mehani¢kih svojstava, skeniraju¢om
elektronskom mikroskopijom, Furijeovom transformacijskom infracrvenom analizom i
mikroskopijom atomskih sila. Potvrdeno je da su sadrzaj umrezivaca i sastav reakcione
smese uticali na strukturu hidrogela, mehanicka svojstva, morfologiju i kinetiku bubrenja.

U drugom delu rada izvedena je imobilizacija enzima, a kao model jedinjenje
kori$¢ena je lipaza iz Candida rugosa (CRL). Imobilizacija lipaze je izvedena na dva nacina,
,»iN situ“ polimerizacijom (Metoda I), i bubrenjem prethodno sintetisanih suvih uzoraka u
rastvoru lipaze (Metoda II), uz variranje sadrzaja lipaze. Pokazano je da prisustvo itakonske
kiseline i lipaze u nosacu utice na bubrenje i mehanicka svojstva hidrogela i na aktivnost
enzima. Utvrdene su optimalne vrednosti pH i temperature za imobilisanu lipazu. Ispitana je
I stabilnost imobilisane lipaze pri skladistenju tokom 60 dana na razli¢itim temperaturama.
Poredenjem slozenosti izvodenja imobilizacije, aktivnosti imobilisane lipaze, kao i
ekonomicnosti i efikasnosti primene, Utvrdeno je da Metoda I ima prednost nad Metodom II.

Na osnovu dobijenih rezultata, hidrogel sa imobilisanom lipazom koji je pokazao
najbolja svojstava, je primenjen kao biokatalizator u reakciji sinteze n-amil-izobutirata.
Sinteza je izvedena esterifikacijom izobuterne kiseline i n-amil alkohola u n-heksanu.

Ispitani su I optimizovani parametri reakcije i studija ponovnog iskoris¢enja biokatalizatora.

Takode, ispitana je mogucnost potencijalne primene ovih hidrogelova za
kontrolisano otpustanje lekovitih supstanci. Spektrofotometrijskom analizom je utvrdeno da
profil i Kinetika otpustanja lipaze mnogo zavise od strukture hidrogela i pH vrednosti
okoline. Potvrdeno je da sve formulacije hidrogelova omogucéuju oCuvanje visoke aktivnosti
lipaze i nakon otpustanja u uslovima koji bi izazvali denaturaciju enzima koji nije zasti¢en u
gelu.

Podesavanjem sastava kopolimera P(NiPAAm/IK) 1 stepena umreZenja ovi
hidrogelovi se mogu Kkoristiti kao pogodne matrice za imobilizaciju enzima i njihovu
primenu kao biokatalizatora u enzimskim reakcijama. Takode, moguca je njihova primena

kao nosaca za kontrolisano otpustanje proteina u bioloski aktivnom obliku.

Kljuéne reci: Temperaturno- i pH-osetljivi hidrogelovi, N-Izopropilakrilamid, itakonska
kiselina, lipaza iz Candida rugosa, imobilizacija enzima, aktivnost enzima, sinteza estra n-
amil-izobutirata, kontrolisano otpustanje proteina, kinetika otpustanja
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The synthesis of pH- and temperature-sensitive hydrogels of itaconic acid as carriers for CRL immobilization

ABSTRACT

Temperature- and pH-sensitive hydrogels, based on N-isopropylacrylamide
(NiIPAAmM) and itaconic acid (IA) were synthesized by free radical crosslinking
copolymerization by varying comonomer and crosslinking agent content. Characterization
of the samples was performed by the swelling studies, testing mechanical properties,
Scanning Electron Microscopy, Fourier transform Infrared Spectroscopy and Atomic Force
Microscopy. It was confirmed that the degree of crosslinking and hydrogel composition had
impacts on the hydrogel structure, mechanical properties, morphology and swelling kinetics.

In order to immobilize enzyme, lipase from Candida rugosa (CRL) was used as a
model compound. Immobilization of lipase was performed by ,,in situ“ polymerization
(Method 1), and by swelling of previously synthesized xerogels in lipase solution (Method
I1), with lipase content variation. It has been shown that itaconic acid and lipase presence in
the hydrogel affect the swelling and mechanical properties of hydrogel and enzyme activity.
The optimal pH and temperature values for immobilized lipase were defined. The stability
of the immobilized lipase at different temperatures was determined during 60 days. It was
confirmed that Method | was preferable than Method Il, concerning lipase ease of
immobilization, its activity, economical and efficiency aspects of its application.

Based on these criteria, the hydrogel with immobilized lipase, showing the best
properties, was selected and used as biocatalyst in ester synthesis reactions. Synthesis of n-
amyl isobutyrate is carried out by esterification of isobutyric acid and n-amyl alcohol in n-
hexane. Reaction parameters and the reusability study of the biocatalyst have been evaluated
and optimized.

The possibility of potential application of these hydrogels in drug controlled release
systems was tested. Spectrophotometric analysis showed that the lipase release kinetics
depended on hydrogel structure and environmental pH. It was confirmed that all
formulations of hydrogels enable the preservation of high activity of lipase even after release
conditions that would provoke denaturation of the enzyme if it was not protected in the gel.

It was concluded that by adjusting the P(NiPAAmM/IA) copolymer composition and
the crosslinking degree these hydrogels can be used as a suitable matrix for the enzyme
immobilization and their application as biocatalyst in enzyme reactions. It was also possible
to use them as carriers for protein controlled release in a biologicaly active form, as well.

Keywords: Temperature- and pH-sensitive hydrogels, N-Isopropylacrylamide, Itaconic
acid, Candida rugosa lipase, Enzyme immobilization, Enzyme activity, n-amyl isobutyrate
ester synthesis, Controlled protein release, Release kinetics
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Tabela 8.2. Masa umetnute lipaze i efikasnost umetanja Metodom Il za uzorke 95/5/2/0 i
95/5/4/0 bubrene do ravnoteze u rastvorima razliitih pocetnih koncentracija lipaze

(3 TR USROS RP 116
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hidrogelove sa 20 mas% lipaze umetnute ,,in situ“ polimerizacijom. ...........c...c........ 122
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Sinteza pH- i temperaturno-osetljivih hidrogelova itakonske kiseline kao nosaca za imobilizaciju CRL

SPISAK SKRACENICA | SIMBOLA

| Skracenice

Spisak skracenica

AFM Mikroskopija atomskih sila

FT-IR Furijeova transformacijska infracrvena (spektroskopija)
Gl trakt Gastrointestinalni trakt

HIV Humano imunodeficijentni virus

HPM Hibridna polimerna mreza

IPM Interpenetriraju¢a polimerna mreza

LesT Donja kritina temperatura rastvora (eng. Lower Critical

Solution Temperature)

Lipl-Lip7 Izoenzimi lipaze

Metoda | ,.In situ“ imobilizacija lipaze

Metoda 11 Umetanje lipaze bubrenjem

PNIiPAAM Poli(N-izopropilakrilamid)

P(NiPAAM/IK)
PHEMA
PLGA

PVC

SEM

UCST

uv
UV/Vis

Poli(N-izopropilakrilamid-ko-itakonska kiselina)
Poli(hidroksietil metakrilat)

Poli(mlec¢na kiselina-ko-glikolna kiselina)
Poli(vinil hlorid)

Skenirajuca elektronska mikroskopija

Gornja kriti¢na temperatura rastvora (eng. Upper Critical
Solution Temperature)

Ultraljubicasta spektroskopija

Ultraljubicasta/vidljiva spektroskopija
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Spisak hemikalija

CRL

HEMA

HCI

IK

KCI

KPS

KPyS

MBA

Na;HPO, (x12H,0)
NaH,PO, (x2H,0)
NaOH

NiPAAmM

PVA

PVP

Tris

Triton X-100

Lipaza iz Candida rugosa
Hidroksietil metakrilat
Hlorovodonicna kiselina

Itakonska kiselina

Kalijum hlorid

Kalijum-persulfat
Kalijum-pirosulfat
N,N’-metilenbisakrilamid
Dinatrijum hidrogen fosfat (dodeka hidrat)
Natrijum dihidrogen fosfat (dihidrat)
Natrijum hidroksid
N-izopropilakrilamid

Poli(vinil alkohol)
Poli(N-vinil-2-pirolidon)

Tris(hidroksimetil)aminometan

Polietilen glikol p-(1,1,3,3-tetrametilbutil)fenil etar
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Il Simboli
DEO I - TEORIJSKI DEO
Poglavlje 1.
(E+S) Kompleks enzim-supstrat
CRLc Zatvorena konformacija lipaze iz Candida rugosa
CRLo Otvorena konformacija lipaze iz Candida rugosa
E Molekul enzima u rastvoru
S Molekul supstrata
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Poglavlje 2.
AG = AH - TAS Slobodna energija procesa (rastvaranja) (J)
AH Promena entalpije (rastvaranja) (J)
T Temperatura (K)
AS Promena entropije (formiranja veze) (J/K)

COOH Karboksilna grupa

O Florijev karakteristican odnos

I Jonska ja¢ina medijuma (mol/dm?)

Ka Prva konstanta disocijacije kiseline sa dve COOH grupe

Kaz Druga konstanta disocijacije kiseline sa dve COOH grupe

I Duzina C-C veze u osnovnom lancu (m)

M. Srednja molekulska mésa polimernog lanca izmedu dve
susedne tacke umrezanja (g/mol)

M. Mo_lekuls_ka masa osnovne strukturne jedinice koja ¢ini
polimerni lanac (g/mol)

NH, Amino grupa

OH Hidroksilna grupa

pPKa Konstanta disocijacije kiseline

pPKp Konstanta disocijacije baze

e Ravnotezni stepen bubrenja

B Kvadratni ,koren srednjjeg kvadrata rastojanja o
neporemecenog lanca izmedu dva susedna mesta umrezenja

t Temperatura (°C)

V1 Molarna zapremina medijuma za bubrenje (m®mol)

X Maseni udeo dikarbonske kiseline
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Grcki simboli

o Stepen izduzenja polimernog lanca u bilo kom pravcu

Vor Zapreminski udeo polimera u stanju relaksacije

Vas Zapreminski udeo polimera u nabubrelom stanju
Velicina pora

¢ Funkcionalnost umrezivaca

X Parametar interakcije polimer-rastvara¢

v Specificna zapremina polimera
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DEO Il - EKSPERIMENTALNI DEO
Poglavlje 3.

p.a. Pro analysi

A Angstrem

C =144 x (Abs215 / Abs 225) Koncentracija otpustenog proteina (pg/mL)
Abs215 Apsorbancija na talasnoj duzini od 215 nm

ADbs225  Apsorbancija na talasnoj duzini od 225 nm

IU Internacionalna jedinica
obr/min Obrtaja po minutu
g=mi/ mg Stepen bubrenja
my Masa nabubrelog hidrogela u trenutku t (Q)
mo Masa kserogela (g)

DEO II1 - REZULTATI I DISKUSIJA

Poglavlje 4.
CH(CHj3), Izopropil grupa
CONH Amido grupa
COO Karboksilni anjon
G’ Modul sacuvane energije
STD Standardna devijacija
AG = AGp + AGg + AG; Gibsova slobodna energija (J)
AGn, Gib.sova .energij a. spontanog meSanja molekula fluida sa
polimernim lancima (J)
AGy Doprinos Gibsovoj energiji usled elasticne sile otpora

unutar hidrogela (J)

Doprinos Gibsovoj energiji usled prisustva jonskih grupa,

AG;
. koji se javlja kod jonskih hidrogelova (J)
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Poglavlje 5.
Y Prinos aktivnosti (%)
Poglavlje 8.
t Vreme trajanja reakcije polimerizacije (h)
ti Poluvreme reakcije otpustanja lipaze (h)
k Konstanta bubrenja
M Ukupna kumulativna masa oslobodene lipaze u stanju
* ravnoteze
M Ukupna kumulativna masa oslobodene lipaze u vremenu t
n Difuzioni eksponent
Py Masa umetnute lipaze (Mg/Jkserogela)
Grcki simboli
n Efikasnost umetanja lipaze (%)
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Sinteza pH- i temperaturno-osetljivih hidrogelova itakonske kiseline kao nosaca za imobilizaciju CRL

uvobD

Jedna od prvih primena hidrogelova u medicini bila je za izradu kontaktnih soc¢iva
zbog zadovoljavaju¢ih mehani¢kih svojstava, dobrog indeksa refrakcije i visoke
propustljivosti kiseonika. Zahvaljuju¢i specifi¢nim svojstvima danas su hidrogelovi postali
veoma atraktivni za primenu u biomedicinske i farmaceutske svrhe, kao i u poljoprivredi,
biologiji, ekologiji, itd. Posebno su interesantni hidrogelovi osetljivi na spoljne stimulanse
koji pruzaju velike mogucnosti za razliite primene jer se njihova fizicko-hemijska i
mehani¢ka svojstva mogu kontrolisati promenama fizioloSkih uslova (pH vrednost,

temperatura, jonska jacina, promena koncentracije bioloski aktivnih supstanci, itd.).

Hidrogelovi su polimerne mreze, koje mogu da upiju veliku zapreminu okolnog
fluida. Zahvaljujuéi fizickom i/ili hemijskom umrezenju, nerastvorni su u njima, odnosno
bubre. Na postizanje Zeljenih svojstava i ponasanje hidrogelova pri bubrenju, njihovu
stabilnost, biodegradabilnost, jainu i biokompatibilnost mogucée je uticati izborom
monomera i uslova sinteze *.

Primena enzima kao Kkatalizatora hemijskih reakcija u industrijskim procesima do
nedavno je bila vrlo ograni¢ena usled njihove nedovoljne stabilnosti uzrokovane
osetljivoséu enzima na promene u spoljasnjoj sredini, visoke cene i neekonomicnog nacina
njihove upotrebe. Savremena istraZivanja su orijentisana ka imobilizaciji enzima u prirodne i
sintetske hidrogelove. Vezivanjem enzima (fizi¢ko ili hemijsko) za ¢vrstu podlogu, se
omogucava separacija enzima iz reakcione smeSe i viSekratna upotreba u Sarznim i
kontinualnim procesima ¢ime je prevaziden problem upotrebe nativnih enzima % Aktivnost
imobilisanog enzima u mnogome zavisi od strukture samog hidrogela, metode i uslova
imobilizacije, tipa enzima, njegovog sadrzaja i reakcionih parametara.

S druge strane, jedan od najvecih izazova istrazivaima predstavlja mogucnost
primene hidrogelova za kontrolisano otpusStanje terapeutskih proteina jer se na taj nacin
moze spreciti inaktivacija enzima do mesta primene i poboljSati njegova permeabilnost.
Zahvaljujuéi ,,protein-friendly” okruzenju, usled velikog sadrZzaja vode, kao 1 relativno
jednostavne proizvodnje hidrogelova, kontrolisano otpustanje terapeutskih proteina privlaci
sve vecu paznju °. Glavna istrazivanja u farmaceutskoj industriji su fokusirana na razvijanje
sistema, za kontrolisano otpustanje lekovitih i bioaktivnih supstanci koji omoguéuju difuziju
molekula razli¢itih veli¢ina u i izvan njih, pri ¢emu se povecava efikasnost lekovitih

.. .. T . 45
supstanci i smanjuju nezeljeni efekti *°.
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Sinteza pH- i temperaturno-osetljivih hidrogelova itakonske kiseline kao nosaca za imobilizaciju CRL

ClILJ RADA

Predmet ovog rada je imobilizacija lipaze iz Candida rugosa u temperaturno- i pH-
osetljiv hidrogel N-izopropilakrilamida i itakonske kiseline, biokompatibilan i amfifilan
nosa¢, nedenaturisuéi za mnoge proteine ®’. lako u literaturi postoji veliki broj radova na
temu imobilizacije lipaza u prirodne hidrogelove kao Sto su alginati, hitozani 1 drugi,
imobilizacija lipaze u hidrogelove na bazi itakonske kiseline nije dovoljno ispitana ®°, a po
prvi put je ispitana imobilizacija lipaze iz Candida rugosa u ovu matricu.

U radu je izvedena imobilizacija enzima na dva nacina, ,,in Situ“ polimerizacijom, t;.
dodatkom enzima u reakcionu smesSu pre pocetka reakcije polimerizacije i umrezavanja
(Metoda 1), i bubrenjem prethodno sintetisanog hidrogela u rastvoru enzima (Metoda I1).
Efikasnosti metoda imobilizacije uporedene su na osnovu mase vezanog enzima po jedinici
mase nosaca kao i specifiéne aktivnosti dobijenih biokatalizatora. Ispitan je uticaj sastava
hidrogelova na masu, specificnu aktivnost i stabilnost imobilisanog enzima prac¢enjem

kinetike otpustanja imobilisane lipaze iz hidrogelova ***,

Osnovni cilj je bio da se ispita uticaj sastava hidrogelova sa aspekta odnosa
monomera i koncentracije umrezivaca, kao i nacina imobilizacije lipaze u hidrogelove, na
specificnu aktivnost i stabilnost biokatalizatora. Kako je stabilnost imobilisanog enzima
veoma vazno svojstvo za njegovu prakti¢nu primenu, ispitana je i mogucnost reciklacije
enzima i ponovne upotrebe. Optimizovani su reakcioni uslovi na sintezu estra n-amil-

izobutirata i stabilnost pri skladiStenju imobilisanog enzima.

Takode, cilj je bio i da se ispita moguénost modifikacije dobijenog hidrogela kako bi
mogao da se koristi kao nosa¢ za kontrolisano otpustanje terapeutskih proteina. Ispitan je
uticaj strukture hidrogela i okolnog medijuma na in vitro otpustanje terapeutskog proteina, u
funkciji sastava hidrogela i pH, na 37 °C.
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Poglavlje

1. Lipaze

Lipaze su enzimi koji katalizuju veliki broj reakcija pod blagim uslovima: hidrolizu
masti i ulja, hidrolizu estara karboksilnih kiselina od najjednostavnijih estara
monohidroksilnih alkohola do najsloZenijih tricikli¢nih acetata, reakcije aminolize, acidolize
i dr. Prirodni supstrat lipaza su triacilgliceroli ¢ija se hidroliza odvija do slobodnih masnih
kiselina, diacilglicerola, monoacilglicerola i glicerola *. Zahvaljuju¢i mogucnosti katalize
velikog broja reakcija, jedinstvenoj strukturi i mehanizmu reakcije lipaze spadaju u red
najvise proucavanih enzima u literaturi. One igraju vaznu ulogu u ¢elijskom metabolizmu i
vancelijskoj razgradnji lipida. Osim hidrolize, katalizuju i druge reakcije kao sto su sinteze
estara i transesterifikacije, i to uglavnom uz visoku regio- i enantioselektivnost, sto ih ¢ini
posebno vaznim biokatalizatorima.

Mogu biti biljnog, Zivotinjskog i mikrobioloskog porekla. Lipaze su veoma
rasprostranjene u prirodi i mogu se naci pretezno u semenju, plodovima i podzemnim
delovima biljaka, u zZivotinjskim organizmima, naro€ito u pankreasu i crevima. Veliki broj
mikroorganizama ih sintetiSe, uglavnom Pseudomonas, Achromobacter i Staphylococus.
Utvrdeno je da preko 90 % mikroorganizama pokazuje lipoliticku aktivnost. Pored bakterija
i veliki broj kvasaca (Candida, Torulopsis) i plesni (Rhizopus, Penicilium, Aspergilius i dr.)
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Poglavlje 1. Lipaze

sintetiSu lipaze. Zbog pristupacnosti i niske cene, lipaze proizvedene iz kvasaca i plesni su
najcesce koriséene lipaze *2. Najpoznatija animalna lipaza je pankreasna lipaza koja je prvi
put izolovana iz pankreasnog soka jo§ 1956. godine.

Najvaznija svojstva lipaza su specifi¢nost/selektivnost prema odredenim supstratima,
termostabilnost, pH i temperaturni optimum. Ova svojstva prvenstveno zavise od njihovog
porekla, odnosno od toga da li su u pitanju biljne, animalne ili mikrobne lipaze, iako se u
okviru svake grupe ispoljavaju znatne razlike.

Veoma vazno svojstvo lipaza je njihova selektivnost koja je kljucna za prakti¢nu
primenu lipaza. Pravilnim izborom lipaza omogucava se dobijanje zeljenog proizvoda u
velikom prinosu. Lipaze pokazuju razlicite vrste specifi¢nosti u zavisnosti od porekla. Tako
pokazuju specifi¢nost prema estru, $to znaci da postoji razlika u brzini hidrolize razli¢itih
estara. Druga vrsta specificnosti koju mogu da imaju je poziciona specifi¢nost koja se
odnosi na razli¢itu brzinu hidrolize primarnih i sekundarnih estarskih veza u molekulu
triacilglicerola. Ukoliko je brzina hidrolize ovih veza priblizno jednaka lipaze koje
katalizuju tu reakciju su poziciono nespecificne. Neke lipaze mogu da pokazuju specifi¢nost
prema masnim kiselinama na koje deluju, pri cemu se smatra da duzina lanca masne kiseline
najvise utice na brzinu reakcije. Osim ovih, moguce je i postojanje stereohemijske ili opticke
specificnosti. Vazno je napomenuti 1 to da ispoljavanje odredene specificnosti u okviru
pomenutih grupa specifi¢nosti nije u istoj meri izrazeno kod lipaza razli¢itog porekla. Neke
od njih ispoljavaju izrazitu, a neke vrlo slabu specifi¢nost 12,

1.1.  Struktura i mehanizam delovanja lipaza

Lipaza je enzim rastvoran u vodi Koji kataliSe hidrolizu hemijskih veza u estrima u
lipidne supstrate nerastvorne u vodi *'*. Lipaze su aktivne samo na granici polarne i
nepolarne faze u heterogenim sistemima (ulje/voda), dok su u organskim rastvarac¢ima
prili¢no inertne, a na supstrate u vodi gotovo da ne reaguju. Aktivacija lipaze na granici faza
ulje/voda je prikazana na Slici 1.1. Na brzinu lipoliti¢ke reakcije najvise utice sama povrSina
dvofaznog sistema, a znatno manje koncentracija supstrata na granici faza. Takode je
dokazano da je brzina reakcije obrnuto proporcionalna zapremini sistema.

U vodenoj sredini aktivni centar lipaze se nalazi u unutras$njosti enzima zaklonjen
peptidnim lancem. Tada molekuli supstrata ne mogu da dodu do aktivnog centra enzima,
zbog Cega su lipaze neaktivne u vodenim rastvorima. Medutim, ako se enzim adsorbuje na

grani¢noj povrsini izmedu vodene i nepolarne faze, dolazi do promene prostornog rasporeda
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Poglavlje 1. Lipaze

molekula — enzim prelazi u ,,otvorenu konformaciju u kojoj je aktivni centar dostupan
supstratu, tako da se kompleks enzim-supstrat moze formirati *2. Promena konformacije
molekula lipaze je prvi put potvrdena 1990. godine ispitivanjem kristalne strukture malog
molekula lipaze iz Rhizomucor miehei. Ovo svojstvo pokazuju i lipaze iz Candida rugosa i
Geotrichum candidum. Aktivni centar lipaza ¢ine ostaci tri amino kiseline: serina, histidina i
asparagina, ili serina, histidina i glutamina *2. U oba slucaja, u ,,trijadi* aminokiselina serin
predstavlja nukleofil za supstrat.

Molekul enzima Aktivan kompleks
u rastvoru (E) enzim-supstrat (E+S)

Aktivni
centar

Peptidni lanac Nepolarma faza Nepolarna faza

Vodena | tane /——’_ \

Molekul supstrata (S)
Y

Molekul supstrata (S)

Slika 1.1. Shematski prikaz enzima u vodenom rastvoru i njegova aktivacija usled

adsorpcije na grani¢nu povrsinu.

pH optimum predstavlja pH vrednost sredine na kojoj je aktivnost odredenog enzima
maksimalna, a iznad i ispod te vrednosti aktivnost opada. Kako su enzimi po hemijskoj
strukturi polipeptidi, njihova tercijarna struktura, koja je odgovorna za kataliti¢ka svojstva,
stabilisana je vodoni¢nim vezama, disulfidnim vezama i hidrofobnim interakcijama. Svaka
promena pH vrednosti sredine uti¢e na jacinu ovih interakcija, pa samim tim 1 na njithove
kataliticke sposobnosti. Vrednost pH optimuma zavisi od kori§¢enog supstrata, reakcionog
sistema, prisustva soli i dr., tako da se ova vrednost za odredeni enzim moze menjati.

Vecina mikrobnih lipaza pokazuje maksimalnu aktivnost pri pH vrednosti izmedu
5,6 1 8,5 i na temperaturi od 30 °C do 40 °C. Animalne i biljne lipaze su termostabilnije od
mikrobnih. Termostabilnost lipaza zavisi od sadrzaja vode u sistemu na taj nacin S§to je
stabilnost lipaza veca u sistemima sa manjim sadrzajem vode, kao posledica uticaja sadrzaja
vode na energiju aktivacije potrebnu za inaktivaciju lipaze .

Temperatura na kojoj enzim pokazuje maksimalnu aktivnost predstavlja temperaturni
optimum. Za mikrobne lipaze ova temperatura je od 30 do 40 °C, dok su kod lipaza biljnog i
Zivotinjskog porekla ove temperature vise, i mogu da iznose i do 100 °C *2.
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1.2.  Primena lipaza

Zbog selektivnosti i mogucnosti da katalizuju veliki broj hemijskih reakcija, lipaze
imaju veliku moguénost primene u industriji. Primena lipaza u industrijskim postrojenjima
je realizovana samo u par slucajeva. Danas su to uglavnom postrojenja za proizvodnju
sapuna. U Tabeli 1.1 je dat pregled primene lipaza u industriji *°.

Tabela 1.1. Primena lipaza u industriji.

Grana industrije Zeljeni efekat Proizvod
Pekarska Poboljsanje arome Pekarski proizvodi
Pica Poboljsanje arome Pica
Hemijska Enantioselektivnost Opticki Cista jedinjenja
Kozmeticka Sinteza Emulzije
Hidroliza mle¢nih masti Aromati¢ni sastojci
Mlecna Zrenje sira Sir
Modifikacija masti butera Buter
Transesterifikacija Kakao buter
Masti i ulja
Hidroliza Margarin
Kozna Hidroliza Kozni proizvodi

Razvoj arome
Meso i riba Proizvodi od mesa i ribe
Uklanjanje masti

Papirna Hidroliza Papirni proizvodi
Transesterifikacija Specificni lipidi
Farmaceutska
Hidroliza Digestivne kiseline
Prelivi za hranu Poboljsanje kvaliteta Majonez, prelivi, kremovi

Lipaze pripadaju familiji hidrolaza, enzima koji katalizuju hidrolizu estara
karboksilnih kiselina. Fizioloska uloga lipaza je hidroliza triacilglicerola do diacilglicerola,
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monoacilglicerola, masnih kiselina i glicerola. Osim toga, lipaze katalizuju esterifikaciju,
transesterifikaciju i interesterifikaciju u nevodenim sistemima. Raznolikost reakcija koje
katalizuju ¢ini lipaze vrlo pogodnim za primenu u proizvodnji hrane, deterdzenata, lekovitih
supstanci, koze, tekstila, kozmetike, papira, pesticida, biosenzora, biodizela, itd. 17,
Podesavanjem uslova hidrolize reakcija se moze voditi tako da se favorizuje nastanak

zeljenog proizvoda i na taj nacin se postiZze povecanje ukupnog prinosa.

Lipaze mogu da katalizuju reakcije transesterifikacije. Na ovaj nacin se mozZe
modifikovati sastav masti, odnosno mogu se dobiti masti ta¢no odredenih karakteristika
(npr. masti vrlo sli¢ne buteru). Kao katalizator u reakciji transesterifikacije, lipaze se koriste
1 u preradi etarskih ulja. Zatim, slobodna lipaza se moze koristiti za poboljSanje ukusa
mlecnih proizvoda, jer selektivno katalizuje hidrolizu nizih, isparljivih, razgranatih masnih
kiselina iz mle¢nih masti. NajviSe koriS¢eni izvori lipaza koji se koriste u mlecnoj industriji
su tkiva zivotinja, a takode i lipaze mikrobnog porekla. Lipaze se koriste i za dobijanje i
poboljsanje ukusa sladoleda, peciva, sokova, fermentisanog povréa i hrane.

Estri su komercijalno vrlo znacajna jedinjenja zbog Siroke primene u mnogim granama
industrije. Na industrijskom nivou estri se pretezno proizvode klasicnom hemijskom
sintezom koja se zasniva na primeni kiselih katalizatora, uz pojavu odredenih nedostataka
kao Sto su neselektivnost reakcije 1 stvaranje velikog broja nezeljenih proizvoda, toksi¢nost
nekih sporednih proizvoda za Zivotnu sredinu, primena koncentrovanih Kkiselina koja
komplikuje rukovanje reaktantima i gde upotreba kiselih katalizatora dovodi do povecanih
troSkova za opremu zbog korozivnog dejstva. U novije vreme, ali jos uvek u neSto manjoj
meri, estri se proizvode enzimskom sintezom i ekstrakcijom iz biljaka. Estri ekstrahovani iz
biljnih materijala se mogu dobiti u ogranic¢enim koli¢inama a iziskuju upotrebu kompleksnih
metoda za separaciju proizvoda, pa su jo$ uvek suviSe skupi za komercijalnu upotrebu.
Enzimski (,,green”) postupak sinteze estara omogucava prevazilazenje navedenih
nedostataka, a visoke cene industrijskih enzimskih postupaka se mogu resiti imobilizacijom

enzima i njegovom visestrukom upotrebom, uz razvoj kontinualnih postupaka proizvodnje.

Termostabilne lipaze se koriste u proizvodnji deterdzenata zahvaljujuci svojstvu da
mogu biti aktivne i po nekoliko asova na veoma visokim temperaturama ‘2. Lipaza iz
Candida rugosa ima velike mogucnosti primene u industriji, od kojih su najvaznije
proizvodnja lekovitih supstanci i finih hemikalija, emulgatora i drugih aditiva, biosenzora,
deterdZenata, hidroliza masti i ulja, itd.

lako su mogucnosti primene lipaze kao katalizatora u industriji veoma velike (Slika
1.2), one jos uvek nisu iskoris¢ene. Lipaze su jo§ uvek mnogo manje zastupljene u
industrijskoj proizvodnji od ostalih enzima zbog njihove nedovoljne stabilnosti, niske
ekonomignosti i visoke cene '?. Na svetskom trzistu samo 4 % od ukupne proizvodnje
enzima odnosi se na lipaze.
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Cela éelija - - Lipaza iz Candida
. . = | mobilisana ili slobodna
mikroorganizma rugosa

Modifikacija masti i ulja

Sinteza lekova i finih
hemikalija

za dobijanje masti
odredenih karakteristika

S el T E el BIOKATALIZA Hidroliza masti i ulja
aditivi
deterdzenti
PoboljSanje ukusa i arome
prehrambenih proizvoda

Slika 1.2. Shematski prikaz moguénosti primene lipaze iz Candida rugosa u industriji.

Osnovni nedostaci ovih postupaka su male brzine reakcija, mala stabilnost
biokatalizatora i to $to je potrebno dosta vremena za postizanje ravnoteznog stepena
hidrolize. Da bi enzimski postupci zamenili hemijske, potrebno je posti¢i optimalne
reakcione uslove i posti¢i veliku brzinu reakcija. Na promenu uslova reakcije u najvecoj
meri uti¢u izbor nosaca i nacin imobilizacije (detaljnije opisan u Poglavlju 1.4.), Kkoji
obezbeduju veliku aktivnost i stabilnost enzima. Emulgatori na bazi estara ugljenih hidrata i
sorbitola imaju mnogo bolja svojstva ako su dobijeni prirodnim putem, a inace se koriste u
prehrambenoj industriji i za dobijanje ekoloskih deterdzenata.

1.3. Lipaza iz Candida rugosa

Lipaza iz Candida rugosa je jedna od najvise koris¢enih lipaza, kako u reakcijama
hidrolize masti i ulja, tako i u ostalim reakcijama. To je ekstracelularni enzim, $to znaci da
se izlu¢uje iz mikroorganizma u njegovu okolinu. Proizvodi je jednocelijski mikroorganizam
Candida rugosa iz grupe nesporogenih, nepatogenih kvasaca. Pri tome, eksperimentalno je
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utvrdeno da Candida rugosa ne proizvodi jednu lipazu, ve¢ smeSu izoenzima lipaze koji

imaju razlicitu aktivnost, pH i temperaturni optimum.

Do sada je, analizom genoma kvasca Candida rugosa, ustanovljeno da postoji
najmanje sedam gena za produkciju lipaza (Lipl-Lip7), od kojih je njih pet, predstavljeno
smeSom izoenzima (Lipl-Lip5) ¢iji odnos zavisi od uslova uzgoja mikroorganizama,
potpuno biohemijski okarakterisano **?*. Ovi enzimi imaju slicnu primarnu strukturu, a
razlikuju se po sadrzaju Secera, hidrofobnosti i odredenim specifi¢nostima.

Ovaj enzim je, po hemijskoj strukturi, glikoprotein koji sadrzi veliki broj hidrofobnih
aminokiselinskih ostataka, kao 1 odreden broj hidroksilnih grupa koje poticu iz
ugljenohidratnog dela molekula. Aktivni centar enzima ¢ine ostaci histidina, serina i
glutamina, a kada se enzim nalazi u vodi prekriven je peptidnim lancem izgradenim od
trideset jedne aminokiseline. 1zoenzimi lipaze se razlikuju po aminokiselinskom sastavu
ovog peptidnog lanca $to je osnovni uzrok njihovih razli¢itih svojstava. Na Slici 1.3
prikazana je povrSina molekula lipaze iz Candida rugosa (CRL) u dve konformacije sa
pogledom iznad aktivnog mesta %°.

Otvorena konformaciia — CRLo Zatvorena konformacija — CRLc

Slika 1.3. Povrsina molekula lipaze iz Candida rugosa prikazana u dve konformacije.

PovrSina obojena plavo odgovara atomima azota, karbonilni kiseonik je obojen u
roze, dok su drugi atomi kiseonika obojeni u crveno. Zelena strelica pokazuje poloZaj
aktivnog mesta u otvorenoj konformaciji (Slika 1.3). Aktivni centar lipaze je smesten u
otvoru koji ima oblik tunela, ¢ije dimenzije uslovljavaju i specifi¢nost lipaze prema masnim
kiselinama, sa aspekta duzine molekula. PovrSina oko aktivhog mesta je hidrofobnija
(povrsina obojena belom bojom) nego ostali delovi proteina. U otvorenoj konformaciji

lipaze (CRLo) jezicak je lociran izmedu dve crvene strelice tako da se vidi tunel, dok je kod
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zatvorene konfromacije (CRLc) (Slika 1.3) jezicak promenio svoj polozaj i zatvorio tunel.
Pri tome povrsina proteina postaje hidrofilnija.

Kristalografska istrazivanja su pokazala da lipaze pokrivaju aktivho mesto po
principu poklopac/jezicak (eng. lip/flap) 2. Jezidak lipaze se sastoji od a-heliksa koji se
drzi za svoju osnovu disulfidnom vezom i ovaj jezicak $titi hidrofobno aktivno mesto od
okolnog okruzenja. Na granici ulje/voda ovaj jezi¢ak je zaklonjen kako bi se omogucio
ulazak 1 vezivanje hidrofobnih supstrata. Ovaj fenomen je nazvan ,,interfacijalna aktivacija®.
Kristalna struktura lipaze iz Candida rugosa u zatvorenim i otvorenim konformacijama

pokazuje da su glavne strukturne deformacije ograni¢ene na jezicak (Slika 1.4) 2521

Slika 1.4. Slika aktivne i neaktivne konformacije lipaze iz Candida rugosa.

Sto se ti¢e specifiénosti, ovaj enzim je poziciono nespecifidan i katalizuje hidrolizu
primarnih i sekundarnih veza u molekulu triacilglicerola. Ispitivanjem reakcije esterifikacije
je utvrdeno da enzim ima veéi afinitet prema masnim kiselinama i alkoholima sa manjim
brojem ugljenikovih atoma. Ovo su Janssen i Halling ?® potvrdili ispitivanjem kinetike
reakcije esterifikacije. Osada i saradnici #° su ispitivali uticaj stepena nezasi¢enosti masne
kiseline na aktivnost enzima. Pri tome je utvrdeno da aktivnost enzima opada sa brojem
dvostrukih veza.

U odredenim uslovima lipaza pokazuje specificnost prema masnim kiselinama, ali to
zavisi od tipa reakcije koju katalizuje i njenog smera, odnosno da li je u pitanju direktna ili
povratna reakcija. Veoma vazno svojstvo lipaze je stereohemijska specifi¢nost, odnosno
sposobnost da katalizuje hidrolizu ili esterifikaciju samo jednog enantiomera iz racemske
smesSe, pri cemu se dobijaju opticki ¢isti proizvodi. Ova karakteristika je upotrebljena za
dobijanje mnogih vaznih supstanci, kao §to su ibuprofen, suprofen, naproksen, mentol, f-
blokatori.
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U vecini sluc¢ajeva pH optimum, 0dnosno maksimalna aktivnost enzima je izmedu
pH vrednosti 7 i 9, dok je temperaturni optimum od 35 °C do 45 °C *2. Treba imati u vidu da
ova svojstva zavise od mnogih faktora, kao $to su vrsta supstrata, reakcioni sistem, prisustvo
soli i dr.

1.4.  Imobilizacija lipaze

Imobilizacija predstavlja proces kojim se enzim fizicki ili hemijski lokalizuje ili
vezuje u odredenom prostoru pri ¢emu on zadrzava svoju kataliticku aktivnost. Imobilizacija
podrazumeva svako ograni¢avanje slobode kretanja molekula enzima u prostoru. U najSirem
smislu metode imobilizacije enzima se mogu klasifikovati u dve grupe: hemijske i fizicke
metode. Hemijske metode se zasnivaju na stvaranju najmanje jedne hemijske veze izmedu
molekula enzima i1 nosaca i one su u najvec¢em broju slucajeva ireverzibilne. Fizicke metode
imobilizacije se zasnivaju na nekovalentnim interakcijama izmedu molekula enzima i
nosaca, kao $to su dipol-dipol interakcije, elektrostaticke interakcije, vodoni¢ne veze, ili

mehanic¢ko smestanje enzima u odredeni deo prostora 12,

Imobilizacija enzima omoguc¢ava njihovu visestruku upotrebu. Slika 1.5 daje prikaz
razli¢itih metoda imobilizacije enzima na nosade *°. Pri tome, enzim, koji je fizicki i/ili
hemijski vezan ili vezan u odredenom prostoru, ne gubi svoju kataliticku sposobnost, veé se
samo prevodi iz oblika rastvornog u vodi u nerastvoran oblik. Treba imati u vidu da se
imobilizacijom enzima u velikoj meri resava problem njegove stabilnosti, ali dolazi i do
promene njegove aktivnosti zbog uticaja povrsine nosaca, prisustva supstrata i ostalih
komponenata u sistemu (inhibitora, aktivatora, vodonikovih jona), konformacionih promena
enzima, sternih smetnji, hemijskih promena i promena konformacione fleksibilnosti enzima,
ograni¢ene mogucnosti difuzije) . U ve¢ini slucajeva ova promena podrazumeva smanjenje
aktivnosti, dok su slucajevi kod kojih dolazi do povecanja aktivnosti mnogo redi. Koliko ¢e
se aktivnost smanjiti zavisi od tipa enzima i postupka koji se koristi za imobilizaciju. Kada
se tome dodaju i troskovi same imobilizacije, u slucaju pojedinih enzima imobilizacija nema

ekonomsku i tehnolosku opravdanost.

Vazno je razumeti fizicke i hemijske promene kroz koje enzim prolazi nakon
vezivanja za podlogu da bi se odabrala najbolja od raspolozivih tehnika njegove
imobilizacije. Samo imobilisani enzim koji je stabilan u toku dovoljno dugog vremena
skladistenja i upotrebe moze da nadoknadi gubitke usled smanjenja aktivnosti i troskova
imobilizacije. Vedina istrazivanja je usmerena u cilju optimizacije tehnika i protokola
imobilizacije, a sve u cilju razvoja efikasnih sistema imobilizacije i primene lipaze 3%,
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Imobilizacija enzima

Imobilizacija enzima povriinski
aktivnim supstancama na granici
faza u sistemu tefno-tetno

Kovalentno vezivanje na évrste Smestanje enzima iza ili u &vrstu
nosate barijeru

Adsorpcija na cvrste nosate Obubvatanje enzima nosacem

“%

Slika 1.5. Metode imobilizacije enzima na razli¢ite nosace.

Postoji veliki broj razloga za imobilizaciju enzima, medu kojima su sledeci:
e ViSestruka upotreba biokatalizatora, §t0 Smanjuje cenu procesa;

e Veca stabilnost biokatalizatora u toku katalitickog procesa i tokom skladiStenja
(enzim je uglavnom otporniji na uticaje temperature i pH i moze se duze vremena skladistiti,
a da pri tome zadrzi veci deo svoje aktivnosti);

e Moguénost kontinualnog vodenja procesa u razliCitim reaktorima, $to omogucava
automatsku kontrolu procesa;

e Biokatalizator se moze ukloniti u bilo kom trenutku i na taj nain zaustaviti reakciju

Sto olakSava kontrolu procesa;

e Po zavrSenoj reakciji imobilisani enzim se lakSe izdvaja iz reakcione smese
(filtracijom ili centrifugiranjem), tako da nema kontaminacije proizvoda;

e Smanjenje cene kostanja enzima i celog tehnoloskog postupka.

Nedostaci imobilisanih enzima su:

e Troskovi nosaca i imobilizacije;
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e Gubitak aktivnosti u toku imobilizacije;
e Promene svojstava biokatalizatora (promena specificnosti enzima);

e Difuziona ogranicenja.

Prema tome, ne postoji univerzalni metod za imobilizaciju enzima. Za dobro
izvodenje imobilizacije enzima potrebno je odabrati pogodan nosac, uslove imobilizacije
(pH, temperatura, priroda medijuma) i sam enzim (izvor, priroda i Cistoca). Na odabir
metode utice kako kataliticka priroda (produktivnost, prinos, stabilnost i selektivnost) tako i
nekataliticka potreba procesa (separacija, kontrola procesa, itd.) 34.

U uzem smislu razlikuju se sledece metode imobilizacije enzima 12.

Kovalentno vezivanje enzima na cévrstim nosacima — zasniva se na formiranju
najmanje jedne hemijske veze izmedu molekula enzima i nosaca; ukljucuje razlicite

35-37 38-41 36,42-46

neorganske nosace , prirodne i sintetske polimere

Adsorpcija enzima na c¢vrstim nosacima — zasniva se na slabim privlaénim silama

izmedu molekula enzima i ¢vrstog nosaca koji nije prethodno tretiran;
Obuhvatanje enzima nosacem — razlikuju se dva oblika:

e Smestanje enzima u polimerne gelove — enzim se smesta U gel, pri ¢emu mreZa treba
da bude dovoljno porozna da kroz nju mogu da prolaze molekuli supstrata i

proizvoda reakcije, dok se enzim zadrzava u gelu;

e Umrezavanje enzima — zasniva se na intramolekulskom i intermolekulskom
vezivanju molekula enzima i bifunkcionalnih agenasa (molekuli enzima se vezuju ili
medusobno ili sa drugim proteinima preko bifunkcionalnog agensa i1 grade agregate
koji su nerastvorni u vodi);

Smestanjem enzima iza ili u polupropustljivu membranu — enzim se smesta iza ¢vrste
polupropustljive barijere, odnosno unutar kapsula sfernog oblika koje propustaju supstrat i
proizvode reakcije, a zadrzavaju enzim (inkapsulacija) ili je enzim mehanicki zarobljen,

adsorbovan ili kovalentno vezan u porama membrane (imobilizacija enzima u membranama)
12,

Imobilizacija enzima u reverzne micele koje ¢ine vodene kapljice, obuhvacene
hidrofilnim delom molekula povrsinski aktivne materije, dispergovane u nepolarnom
rastvaracu; imaju mnogo vecu grani¢nu povrsinu u odnosu na dvofazni sistem voda-organski
rastvarac, pa je aktivnost enzima u ovim sistemima veéa *'.
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U novije vreme se uspe$no primenjuje imobilizacija enzima u hidrogelove. Razvijene
su brojne metode za imobilizaciju enzima u kojima su kao nosaci koris¢eni razli¢iti prirodni
i sintetski polimeri ¢
kao Sto su heterogenost, osetljivost na toplotu, hemijska, fizicka i mikrobioloSka otpornost.

. Medutim, utvrdeno je da ovi nosaci poseduju odredena ogranicenja

1.5. Imobilizacija enzima u polimerne hidrogelove

Imobilizacija enzima u polimerne matrice podrazumeva smestanje enzima i njegovo
rasporedivanje u trodimenzionalnu mreZzu, pri ¢emu je omogucena neometana difuzija
molekula supstrata i proizvoda reakcije u okolni rastvor, dok enzim ostaje unutar hidrogela
12 Enzim se za polimerne lance u matrici, optimalne veli¢ine pora, vezuje jonskim i/ili

vodoni¢nim vezama.

Postoje dva glavna postupka za imobilizaciju enzima u polimerne gelove *2. U prvom
postupku enzim se u reakcionu smesu dodaje pre reakcije polimerizacije i umrezavanja, tzv.
,,in situ*“ polimerizacija. Do formiranja polimernog gela dolazi tokom reakcije polimerizacije
1 umrezavanja, iniciranjem polimerizacije hemijskim agensima, povecanjem temperature,
dejstvom mikrotalasa ili UV zraCenja u prisustvu odgovarajucih inicijatora reakcije, a enzim
ostaje unutar gela. U drugom postupku se izvodi bubrenje sintetisanog hidrogela u rastvoru
enzima.

Za .,in situ” polimerizaciju veoma je vazan pravilan odabir monomera Kkoji
polimerizuje u uslovima koji nece znacajno uticati na smanjenje aktivnosti enzima. U nekim
slu¢ajevima kod lipaza je uoCen znacajan porast aktivnosti dobijenog biokatalizatora

uvodenjem hidrofobnih supstituenata u osnovni monomer >,

Hidrogelovi mogu biti prirodnog ili sintetskog porekla **. Mada, hidrogelovi izradeni
od prirodnih polimera ne mogu pruziti dovoljno dobra mehanicka svojstva, a mogu sadrzati i
patogene i/ili da izazovu imunoloski odgovor, oni ipak poseduju nekoliko korisnih svojstava
kao S$to su biokompatibilnost, biorazgradivost, 1 bioloSki prepoznatljive delove koji
pogoduju aktivnostima ¢éelija. Sintetski hidrogelovi, sa druge strane, ne poseduju bioaktivna
svojstva, ali obi¢no imaju dobro definisane strukture koje se mogu menjati na zeljeni nacin,
¢ime se utice i na (bio)razgradivost i funkcionalnost. U Tabeli 1.2 je dat prikaz prirodnih
polimera i sintetskih monomera koji se najéesc¢e koriste za dobijanje hidrogelova razlicitih
namena %>,
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Tabela 1.2. Prirodni polimeri i sintetski monomeri najéesc¢e korisc¢eni u izradi hidrogelova.

Prirodni polimeri Sintetski monomeri
Hitozan Hidroksietil metakrilat
Alginat N-(2-hidroksipropil)metakrilat
Zelatin N-vinil-2-pirolidon
Dekstran Akrilna kiselina

Vinil acetat

Imobilizacija lipaze u sintetske hidrogelove razli¢itog sastava je tema velikog broja
istrazivanja. Za imobilizaciju enzima su narocito interesantni mehanicki jaki sintetski
hidrogelovi. Ispitivanja su usmerena ka odredivanju aktivnosti i stabilnosti imobilisane
lipaze, efikasnosti obnavljanja i ponovne upotrebe enzima. Aktivnost imobilisanog enzima u
polimernim gelovima uglavnom zavisi od uslova formiranja gela, sadrZaja enzima u gelu,
1231 pa lipaze imobilisane na
razli¢itim polimerima poseduju razli¢ite hidroliticke i esterifikacione aktivnosti.

hemijske strukture i morfologije gela i veliCine Cestica gela

Vazno je ispitati i otpornost, kako na operativne tako i na uslove pri njihovom
skladiStenju, u cilju spre¢avanja denaturacije uzrokovane toplotom, organskim rastvara¢ima
ili autolizom 2°°. Jedan deo istraZivanja je usmeren ka ispitivanju mogucénosti njihove
upotrebe kao potencijalnih matrica za kontrolisano otpustanje lekovitih supstanci sli¢nih
molekulskih masa ",

Veliki broj istrazivanja posvecen je gelovima na bazi poli(akrilamida) ¢ije velic¢ine
pora je moguce podesiti tako da pogoduju smestanju molekula enzima. Ustanovljeno je da
se podesavanjem pocetne koncentracije monomera, umrezivaca 1 uslova polimerizacije
moze znacajno uticati na strukturu dobijenog gela i1 aktivnost dobijenog imobilisanog
enzima. Gelovi sa manjim porama otezavaju ispiranje enzima iz gela, pa i njegova
specificna aktivnost tada raste. U optimalnim uslovima aktivnost imobilisanog enzima iznosi
oko 60 % aktivnosti nativhog enzima, §to je posledica Stetnog uticaja monomera i/ili
inicijatora, kao i uslova izvodenja reakcije. To ukazuje da je i ispiranje gela nakon sinteze
radi uklanjanja neproreagovalih supstanci veoma bitan korak pri imobilizaciji. Takode, i
slobodni radikali koji nastaju u toku procesa polimerizacije mogu uticati na pad aktivnosti
enzima. Inaktivaciju je mogucée umanjiti dodatkom inertnih polimera, kao $to su poli(etilen
glikol) ili poli(vinil alkohol). Kod enzima koji deluju na hidrofobne supstrate kao Sto su
lipaze, aktivnost imobilisanog enzima zavisi u velikoj meri od stepena hidrofobnosti gela,
gde sa porastom hidrofobnosti raste i aktivnost lipaze usled olaksane difuzije supstrata do
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enzima unutar gela. Dobar primer su polimeri na bazi poli(propilen glikola) i poli(etilen
glikola). Prednost lipaza imobilisanih u hidrofobne gelove je i u tome §to se oni dobro
disperguju u organskim rastvara¢ima u kojima se uglavnom odvijaju reakcije katalizovane
lipazama °°. Ispitana je i mogué¢nost modifikacije svojstava kopolimera na bazi akrilamida i
imobilizacije enzima u ovakve sisteme, uz istovremeno povecanje njegove aktivnosti i
stabilnosti. Takode se sve viSe ispituje i moguénost imobilizacije enzima u silikagel, kao i
njegove derivate *.

Za imobilizaciju enzima se Cesto koriste alginati 1 Cestice alginata. Alginati su su po
hemijskom sastavu negativno naelektrisani linearni kopolimeri f-D-manuronske kiseline i o-
L-guluronske kiseline povezani 1,4-vezama. Na fizi¢cko-hemijska svojstva alginata i njihovih
rastvora, poroznost, dimenzije 1 ¢vrstinu dobijenih Cestica u velikoj meri utiCe odnos
monomera u polimeru *°. Blagi uslovi geliranja, netoksi¢nost i biokompatibilnost su samo

neke od prednosti upotrebe alginata kao nosaca za imobilizaciju razli¢itih enzima.

Hidrogelovi na bazi proteina, kao i hibridne polimerne mreze (HPM), predstavljaju
novine u proizvodnji hidrogelova .
biokatalizatori u organskom rastvaracu, sa dodatkom vrlo male zapremine vode, je dodatno

Cinjenica da enzimi mogu biti aktivni kao

povecala mogucénost primene imobilisanih enzima i proSirila istraZzivanja enzimskih
tehnologija. Nizak sadrzaj vode u reakcionim sistemima je pogodan za stabilnost enzima i
prenos mase sa hidrofobnih supstrata do biokatalizatora a pogoduje termodinamickoj
ravnotezi u povratnim hidrolitickim reakcijama. Sadrzaj vode prisutne u sistemima obi¢no
uti¢e na aktivnost biokatalizatora u pretezno organskim reakcionim sistemima. Kada je
biokatalizator imobilisan, uticaj nosaca na dostupnost vode, koja je potrebna za odrzavanje

kataliticke aktivnosti biokatalizatora, postaje presudan ¢,

Moze se ocekivati da ce se stabilnost enzima povecati ili smanjiti nakon vezivanja za
nosac, u zavisnosti od toga da li nosa¢ obezbeduje mikrookruzenje koje stabilizuje protein ili
ga denaturise. Tako je moguce umanjiti inaktivaciju usled autodigestije proteolitickih
enzima izolacijom molekula enzima imobilizacijom na pogodnu matricu. Utvrdeno je da su
enzimi koji su vezani na neorganske nosace generalno stabilniji od onih vezanih na organske
polimere kada se cuvaju na 4 ili 23 °C. Stabilnost na agense za denaturisanje se takode moze
promeniti nakon vezivanja (insolubilizacije). Stabilizacija enzima imobilizacijom u
hidrogelove takode utice na sadrzaj vezanog enzima u hidrogelovima, pH 1 temperaturni
optimum imobilisanog enzima, enzimske reakcije, reciklizaciju enzima itd.
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Hidrogelovi predstavljaju elasti¢ne polimerne mreze koje sadrze hidrofilne grupe, ali
se ne rastvaraju u okolnom fluidu usled prisustva hemijskog ili fizickog umrezenja 1.
Medutim, ako se hidrogelovi potope u rastvara¢ oni, ulaskom rastvaraca u prostor izmedu
polimernih lanaca (pora gela), bubre sve dok se sile koje dovode do istezanja
makromolekulskih lanaca izmedu dva mesta umrezavanja ne izjednace sa silama koje teze
da delove istegnutin makromolekula vrate u prvobitno ravnotezno stanje. Pogonska sila
bubrenja je sila osmotskog pritiska rastvaraca koja izaziva istezanje i Sirenje polimernih
lanaca. Kao odgovor na narusavanje stanja polimera sa najmanjim sadrzajem energije javlja
se sila otpora elasti¢nom Sirenju lanaca. Izjedna¢avanjem ovih sila se uspostavlja ravnotezno
stanje.

Usled sposobnosti da bubre u uslovima koji vladaju u bioloskim sistemima,
hidrogelovi predstavljaju idealan materijal za primenu u otpustanju lekovitih supstanci i za
imobilizaciju proteina, enzima, peptida i drugih biologkih jedinjenja °®2. Mnogi hidrogelovi
poseduju inertne povrSine na kojima dolazi do nespecificne adsorpcije proteina.
Biomolekuli, kao $to su enzimi, se mogu nizom hemijskih postupaka ugraditi u njihovu
strukturu ®. Hidrogelovi mogu da upiju i preko 90 mas% vode, pri emu postaju vrlo slicni
zivim tkivima, ¢ime se postize poveéana biokompatibilnost, pa je danas njihova primena sve
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veéa u medicini i u inZenjerstvu tkiva **®. Biokompatibilnost je sposobnost materijala da

koegzistira sa Zivim tkivima bez moguénosti da ih osteti ili im naudi °’.

Prva primena hidrogelova u medicini datira iz 1961. godine kada su Wichterle i Lim
objavili upotrebu hidrogela poli(hidroksietil metakrilata) PHEMA za izradu kontaktnih
so¢iva koji je dobijen umrezavanjem HEMA monomera. Od tada interes za hidrogelove
pocinje da raste da bi u prethodnoj deceniji zabelezio eksponencijalan rast o cemu svedoce
brojni radovi objavljeni na ovu temu %8,

Hidrogelovi koji se koriste u medicini i farmaciji kao biomaterijali, osim
biokompatibilnosti, moraju biti netoksi¢ni i ne smeju pokazivati neimunogene reakcije.
Sintetski homo- i kopolimeri pruzaju mogucnost dobijanja velikog broja razliitih
hidrogelova Cija se svojstva 1 primena mogu podesiti izborom komponenata koje ulaze u
njihov sastav %" Takode je bitna i biodegradabilnost sintetisanih proizvoda, odnosno
mogucnost razlaganja pod dejstvom mikroorganizama.

Veoma je vazno da tokom primene nebiodegradabilnih hidrogelova polimerna mreza
kao nosac zadrzi fizicku 1 mehanicku jacinu, pa je pri dizajnu hidrogela za odredenu namenu
potrebno obezbediti dobru mehanicku jacinu. Jafina materijala se moze podeSavati
promenom stepena umrezenja ili ugradnjom komonomera sa boljim mehanickim svojstvima.
Medutim, mora se voditi raCuna o optimalnom stepenu umrezenja jer kada je suvise veliki
stepen umreZenja gelovi postaju krti i manje elasti¢ni. Time se smanjuje fleksibilnost
polimernih lanaca izmedu tataka umrezenja $to otezava difuziju bioaktivnih agenasa u gel
ili iz njega. Stoga se mora posti¢i kompromis izmedu elasticnosti 1 mehanicke jacine
hidrogelova.

Osim ve¢ pomenutih podela na prirodne i sintetske hidrogelove, kao i na homo- i
kopolimerne, postoji i niz drugih. Prema prirodi bo¢nih grupa u polimernim lancima
hidrogelovi se dele na neutralne i jonske, pri ¢emu jonski mogu biti anjonski, katjonski ili
amfifilni. Jonski hidrogelovi sadrze hidrofilne grupe, kao napr. karboksilne grupe, koje u
vodi mogu da disosuju na jone §to omogucava upijanje vece zapremine vode zbog povecane
hidrofilnosti *". Vazna klasa hidrogelova su hidrogelovi osetljivi na stimulanse iz okoline
koji mogu drasticno da menjaju zapreminu, odnosno da bubre 1 kontrahuju, ili da pokazuju
sol/gel prelaz, kao odgovor na promenu pH, temperature, jonske jacine,
elektricnog/magnetnog polja, svetlosti ili na prisustvo malih (bio)molekula kao i na njihovu

koncentraciju .
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2.1.  Dobijanje hidrogelova

Trodimenzionalna, umreZena, struktura hidrogelova moZze se posti¢i razlicitim
hemijskim i fizickim metodama umrezenja. Hemijske, kovalentne, veze se formiraju kada se
koriste mali molekuli umrezivaca ili se umreZavanje deSava izmedu lanaca polimera
reakcijom komplementarnih funkcionalnih grupa (najé¢es¢e OH, COOH, NH;) dodatkom
agensa za umrezavanje. Ove veze su jake ali se za njihovo obrazovanje koriste jedinjenja
koja mogu biti toksi¢na. Hemijske veze se naj¢esce obrazuju pri radikalnoj polimerizaciji ili
kopolimerizaciji, u prisustvu monomera, inicijatora 1 agensa za umrezavanje, pri cemu je
rastvara¢ najéeS¢e voda. Kovalentne veze mogu nastati i pod dejstvom zracCenja velike

energije (UV, gama itd.). U novije vreme se koristi i umreZavanje dejstvom enzima .

Fizicki umrezeni hidrogelovi su interesantni jer se pri umrezavanju ne Kkoriste
toksi¢ne materije, veé¢ se umrezavanje postize jonskim, hidrofobnim interakcijama,
obrazovanjem vodoni¢nih veza, stereokompleksiranjem (interakcijama koje se javljaju
izmedu polimernih lanaca istog hemijskog sastava ali razliCite stereohemije) ili

umrezavanjem multiblok kopolimera ili kalemljenih kopolimera 8182

Strukturu 1 svojstva hidrogelova bitno odreduje vrsta monomera koji se koriste za
njihovu sintezu. U zavisnosti od primene, monomeri se biraju prema svojstvima, ceni i
dostupnosti. U medicini i farmaciji se mnogo koriste hidrofilni monomeri kao akrilna
kiselina, metakrilna kiselina, etilen glikol i polimeri nastali funkcionalizovanjem poli(etilen
glikola) sa akrilatima i metakrilatima, kao i poli(vinil alkohol) (PVA) i poli(N-vinil-2-
pirolidon) (PVP). Za otpustanje proteina se danas koriste biodegradabilni kopolimeri mlecne
i glikolne kiseline (PLGA), koji se razlazu na male molekule i metabolickim putem izbacuju
iz organizma. Veliku primenu su nasli i akrilamid i njegovi derivati, od kojih se najvise
primenjuje poli(N-izopropilakrilamid) (PNiPAAmM), koji je temperaturno-osetljiv polimer i
pokazuje zapreminski fazni prelaz na 32 °C.

2.2.  Struktura hidrogelova i parametri mreZze

Struktura hidrogela ima veliki uticaj na njegove fizicko-hemijske i mehanicke
karakteristike. PodeSavanjem sastava, kao i parametara mreze, mogu se dobiti hidrogelovi
odgovarajuc¢ih svojstava za Zzeljenu primenu. Najvazniji parametri koji se koriste za
karakterizaciju hidrogelova su zapreminski udeo polimera u nabubrelom stanju, v, srednja
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molekulska masa polimernog lanca izmedu dve susedne tacke umrezanja, M, veli¢ina pora
tj. prostor izmedu polimernih lanaca u koje difunduju molekuli te¢nosti, &, kao i parametar
interakcije polimer-rastvara¢. Zapreminski udeo polimera u nabubrelom stanju je mera
zapremine fluida koja je apsorbovana u hidrogelu, a molekulska masa izmedu dve tacke
umrezenja je mera stepena umrezenja polimera. Svi ovi parametri su medusobno zavisni i

mogu se izradunati teorijski ili na osnovu dobijenih eksperimentalnih rezultata bubrenja .

Hidrogelovi nemaju homogenu strukturu. Oni poseduju podrucja koja su gusto
umrezena i upijaju malu zapreminu vode, ¢esto zvana klasteri ili grozdovi, a dispergovana

su unutar podrudja sa malom gustinom umreZenja koja upijaju veliku zapreminu vode ®®%.

Zapreminski udeo polimera u nabubrelom stanju se izraCunava kao recipro¢na
vrednost ravnoteznog stepena bubrenja (qe):

Vog = — (1)

Za izraCunavanje molekulske mase izmedu dve tacke umrezenja za nejonski
hidrogel, u ovom radu za hidrogel poli(N-izopropilakrilamid)-a, koristi se slede¢a jednacina:

. L—2/P)V, V2258

o]

)

B V[In(l— V, )+ V,  +YVas

gde je ¢ funkcionalnost umrezivac¢a, V1 molarna zapremina medijuma za bubrenje, v,
zapreminski udeo polimera u stanju relaksacije (stanje polimera odmah nakon sinteze, ali
pre bubrenja), V specificna zapremina polimera, a y parametar interakcije polimer-

rastvarac.
Parametar interakcije polimer-rastvara¢ racuna se po sledecoj jednacini:

In(1—
_ n( V2,52)+V2,s (3)

S

vV,

Za izraCunavanje molekulske mase izmedu dve tacke umrezenja za jonski hidrogel sa

dve karboksilne grupe koristi se jednacina *:

2
2K K. ,+10PH K V, vi X2 1-2/ )V, v2/3vy3

(H ;1 a2+H al) : 2i2 :In(l_V25)+V25+XV§s+( (i)_)—l 2L 2 (4)
201072 410" K, + K, K, 41V ' ’ ’ VM,

gde su Kai, Ky prva i druga konstanta disocijacije, X maseni udeo dikarbonske kiseline (u

ovom slucaju itakonske) i | jonska ja¢ina medijuma.

Veli¢ina pora se racuna pomocu sledece jednacine:

&=a(r*)"” (5)
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2)1/2

gde je a stepen izduZenja polimernog lanca u bilo kom pravcu, a (F kvadratni koren

srednjeg kvadrata rastojanja neporemecenog lanca izmedu dva susedna mesta umrezenja.
Stepen izduZenja polimeranog lanca se dobija iz izraza:
-1/3
o=V} (6)

dok se za odredivanje kvadratnog korena srednjeg kvadrata rastojanja koristi jednacina:

(7)

2c M, )"
M

(F02)1/2 — I(
gde je C, Florijev karakteristican odnos (C,, 1a = 4,63 8 j Cn, nipaam = 11,7 85, |1 duzina C-C
veze u osnovnom lancu (za vinilne polimere | = 1,54-10™° m), M, molekulska masa osnovne
strukturne jedinice koja ¢ini polimerni lanac.

2.3.  Hidrogelovi osetljivi na spoljne stimulanse

U hidrogelove osetljive na spoljne stimulanse ubrajaju se pored temperaturno- i pH-
osetljivin hidrogelova, hidrogelovi osetljivi na svetlost, na glukozu, elektro-osetljivi
hidrogelovi, hidrogelovi osetljivi na pritisak kao i hidrogelovi osetljivi na prisustvo
trombina, odredene jone, antigene, itd. *. Hidrogelovi P(NiPAAM/IK), koji su tema ovog
rada, spadaju u grupu temperaturno- i pH-osetljivih hidrogelova, pa ¢e ove dve grupe
hidrogelova biti podrobnije objasnjene.

2.3.1. Temperaturno-osetljivi hidrogelovi

Pri proucavanju ponasanja polimera i hidrogelova u vodi ili vodenim rastvorima,
temperatura je jedan od stimulansa koji se najceS¢e ispituje. Temperaturno-osetljivi
hidrogelovi imaju kritiénu temperaturu rastvora, odnosno pokazuju znacajnu promenu
zapremine sa malom promenom temperature. Suprotno od ponaSanja veéine polimera, Cija
rastvorljivost u vodi raste sa porastom temperature, temperaturno-osetljivi polimeri
uglavnom pokazuju smanjenu rastvorljivost u vodi sa poveéanjem temperature. To su
polimeri Kkoji imaju donju kriticnu temperaturu rastvora (Lower Critical Solution
Temperature — LCST). Na temperaturi ispod LCST oni se rastvaraju u vodi, dok se iznad
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LCST taloze iz rastvora. Umrezeni polimeri bubre na temperaturi ispod LCST, dok pri
porastu temperature iznad LCST dolazi do njihove kontrakcije ®
hidrogelovi pokazuju ponaSanje suprotno pomenutom, odnosno ako se kontrahuju pri

. U slucaju kada

snizenju temperature ispod odredene vrednosti, radi se o gornjoj kriti¢énoj temperaturi
rastvora (Upper Critical Solution Temperature — UCST) . Prema tome, na osnovu ponasanja
koje ispoljavaju pri promeni temperature, temperaturno-osetljivi hidrogelovi se mogu
podeliti na pozitivno temperaturno-osetljive hidrogelove (imaju UCST), negativno
temperaturno-osetljive hidrogelove (imaju LCST) i termoreverzibilne hidrogelove .

Hidrofilni deo
Hidrofobni deo

= ¥
=

! I
Hidrofobni

domeni

Jedna faza

#8
—_—

a) b) | c)

Slika 2.1. Negativno temperaturno-osetljiv hidrogel koji ima LCST a), fazni dijagram
hidrogela koji ima LCST b), fazni dijagram hidrogela koji ima UCST c).

Ova temperatura odgovara oblasti u faznom dijagramu u kojoj je doprinos entalpije
za vodu vezanu vodoni¢nim vezama za lanac polimera manji od porasta entropije za ceo
sistem. Slobodna energija procesa rastvaranja je jednaka razlici AH - TAS, a moze da se
menja od negativne (povoljne) do pozitivne (nepovoljne) sa porastom temperature. Prema
tome, polimeri imaju LCST prelaz u rastvara¢ima sa kojima imaju vrlo jaku interakciju, kao
Sto je voda. Vazno je istaci da se u sintetskim polimerima vrednost LCST moze podeSavati
promenom sastava polimera, odnosno dodatkom odgovaraju¢eg komonomera. Na taj nain
se reguliSe odnos hidrofobnih i hidrofilnih segmenata, kao 1 interakcija usled obrazovanja

vodoni¢nih veza, §to uti¢e na vrednost LCST.

Najvazniji parametar koji definiSe osetljivo ili ,,inteligentno* ponasanje polimera je
nelinearni odgovor na spoljni signal. Odgovor temperaturno-osetljivog polimera se javlja
obi¢no usled raskidanja vodoni¢nih veza, koje su pojedinacno slabe, ali zbirno dovode do
bitnih promena u strukturi polimernog materijala.

Polimeri sa LCST prelazom koji se najceS¢e koriste za sintezu hidrogelova su
prikazani u Tabeli 2.1. Za primenu su narocito interesantni polimeri koji imaju temperaturu

prelaza blisku temperaturi tela, jer mogu da se koriste za otpustanje lekovitih supstanci %.
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Tabela 2.1. Prikaz polimera koji imaju LCST, njihovih strukturnih formula i LCST vrednosti.

Polimer Strukturna formula LCST, °C Literatura

Poli(N-izopropilakrilamid) 94y 32 89
A
Poli(N-izopropilmetakrilamid) ii_ 40 90
P
Poli(N,N-dietilakrilamid) . 32 91
.
Poli(vinilizobutiro amid) ..r 35 92
Poli(metilviniletar) ~t 36 93
Q"H.
ff\,ﬁ\,a:-“\
Hidroksipropil celuloza ﬁ«j)\, 44 94
LT

Manji broj hidrogelova su pozitivno temperaturno-osetljivi, tj. imaju gornju Kriti¢nu
temperaturu rastvora (UCST). Pretpostavlja se da kod hidrogelova sa UCST pri zagrevanju
dolazi do disocijacije kompleksa, formiranih izmedu molekula polimera, uz hidrataciju %,
Primeri polimera koji pokazuju ovakvo ponaSanje su kopolimeri akrilamida i

butilmetakrilata, hidrogel poli(akrilne kiseline), poli(akrilamida) i poli(N-acetilakrilamida)
96

Kao posebna grupa izdvajaju se termoreverzibilni hidrogelovi. Ovi hidrogelovi
ispoljavaju sol-gel promenu faza, a koja ¢e faza preovladati pri porastu temperature zavisi
od toga da li poseduju LCST ili UCST. Ukoliko hidrogel ima UCST na povisenim
temperaturama biée prisutna gel faza. Za hidrogelove sa LCST vazi obrnuto ®’. Primer za
ovo su blok kopolimeri poli(propilen oksida) i poli(etilen oksida), tzv. ,,Pluronics®
hidrogelovi.
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Jedan od najvise koris¢enih i proucavanih temperaturno-osetljivin polimera je
poli(N-izopropilakrilamid), koji ima LCST oko 32 °C #9197 Faznj prelaz se desava usled
raskidanja vodoni¢nih veza sa molekulima vode i uspostavljanja intramolekulskih
vodoni¢nih veza izmedu polimernih lanaca NiPAAm-a %% |znad LCST polimer prelazi
iz konformacije klupka u globularnu, pri ¢emu se hidrogel kontrahuje. Na temperaturu
faznog prelaza, kao i na stepen promene zapremine, moze da se utiCe u izvesnoj meri
kopolimerizacijom ili kalemljenjem sa drugim monomerima 1 umrezavanjem Ho-114
Medutim, PNiPAAm gubi svojstvo temperaturne-osetljivosti ako se u sintezi koristi previse

komonomera %120,

U primeni temperaturno-osetljivih hidrogelova postoje odredena ogranic¢enja koja se
pre svega odnose na biokompatibilnost i toksi¢nost monomera i umrezivaca upotrebljenih za
njihovu sintezu, koja nije dovoljno ispitana "°. To je narogito vazno za hidrogelove na bazi
N-izopropilakrilamida i njegovih derivata koji se Cesto koriste za sintezu temperaturno-
osetljivih hidrogelova.

2.3.2. pH-osetljivi hidrogelovi

pH-osetljivi hidrogelovi pokazuju promenu zapremine pri maloj promeni pH
vrednosti okolnog medijuma. Svi pH-osetljivi hidrogelovi sadrze kisele ili bazne bocne
grupe sposobne da otpuste ili prime proton pri promeni pH vrednosti, a u ovu grupu se
ubrajaju i polielektroliti, polimeri koji sadrZe jonizujucée grupe u osnovnom ili bo¢nom lancu
polimera ®. Svi polimeri sa jonskim grupama su osetljivi na promenu pH 1 jonske jacine. U
rastvoru odgovarajuc¢eg pH 1 jonske jacine, bo¢ne grupe mogu da jonizuju pri ¢emu nastaju
fiksna naelektrisanja na hidrogelu i usled odbijanja istoimenog naelektrisanja dolazi do
porasta stepena bubrenja 2124,

Promena stepena bubrenja hidrogelova koji sadrze jonske grupe u bo¢nom lancu se
desava blizu pK vrednosti kiselih, odnosno baznih grupa. Katjonski hidrogelovi bubre u
kiseloj sredini, dok u baznoj sredini dolazi do njihove kontrakcije. Takvo ponasanje je
karakteristi¢éno za hidrogelove koji sadrze amino grupe, koje pri pH < pKj jonizuju usled
vezivanja protona i usled odbijanja istoimenih naelektrisanja hidrogel bubri. U baznoj
sredini, na pH > pKy, dolazi do otpustanja protona, a hidrogel se kontrahuje. Anjonski
hidrogelovi sadrze kisele bo¢ne grupe (npr. karboksilne ili sulfonske), ¢ija se jonizacija
odigrava otpustanjem protona u baznoj sredini, odakle sledi da hidrogel bubri na pH > pK,,
dok za pH < pK, dolazi do njegove kontrakcije *. U sludaju da je hidrogel izgraden od
polimera sa amfifilnim grupama (npr. proteini) stepen bubrenja ¢e zavisiti od odnosa
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katjonskih i anjonskih grupa u polimernom lancu. Stepen bubrenja hidrogelova je najmanji
na izoelektricnoj tacki koja predstavlja pH vrednost na kojoj je ukupno naelektrisanje
proteina jednako nuli *?. Ispod izoelektri¢ne tatke ukupno naelektrisanje za protein je
pozitivno, a iznad nje negativno. S obzirom na pojavu neSto veceg broja slabo kiselih
ostataka kod skoro svih proteina, oni su skoro svi negativno naelektrisani pri neutralnim pH
vrednostima. Ponasanje pH-osetljivih hidrogelova predstavljeno je na Slici 2.2 126 Sto se
ti¢e polielektrolita, oni bubre ili na vrlo visokim ili na vrlo niskim pH vrednostima sredine.
Polikatjonski hidrogelovi bubre na niskim pH vrednostima, a polianjonski na visokim pH
vrednostima sredine. Stoga se polikatjonski hidrogelovi mogu Koristiti za kontolisano
otpustanje lekovitih supstanci u Zelucu, gde se pH krece u intervalu 1-3, a polianjonski
hidrogelovi za otpustanje lekovitih supstanci u neutralnoj ili slabo baznoj sredini, odnosno
donjem delu gastrointestinalnog trakta.

Zahvaljujué¢i ovim svojstvima, pH-osetljivi hidrogelovi su nasli veliku primenu kao
nosaci u sistemima za kontrolisano otpusStanje aktivnih supstanci. Jedno od ograni¢enja za
ovu primenu je njihova slaba biodegradabilnost, te se ovi hidrogelovi moraju hirurski
ukloniti iz organizma nakon prestanka otpuStanja lekovite supstance. Dalji razvoj pH-
osetljivin hidrogelova usmeren je na razvijanje biodegradabilnih sistema. pH-osetljivi
hidrogelovi se koriste jo$ i za izradu kontaktnih so¢iva, membrana za biosenzore, obloga za

vesStacka tkiva, materijala za veStacku kozu, itd. 13

Zapremina hidrogela

A 4

pH vrednost

Slika 2.2. Uticaj pH na zapreminu hidrogelova sa jonskim grupama; o hidrogelovi koji
sadrze kisele grupe, A hidrogelovi koji sadrze i Kisele i bazne grupe, o hidrogelovi koji
sadrze bazne grupe.
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2.3.3. Hidrogelovi osetljivi na promenu temperature i pH vrednosti

Uvodenjem slabo kiselih ili baznih grupa u temperaturno-osetljiv hidrogel postize se
pH-osetljivost. Sposobnost hidrogela da reaguje na promene i pH i temperature pruza veliku
mogucénost kontrole bubrenja hidrogelova.

Nosaci za otpustanje lekovitith supstanci na bazi Cistog PNiPAAm-a se mogu
sintetisati tako da reaguju na promenu temperature u fizioloskim uslovima, koja se odigrava
oko 37 °C. Ovaj interval fizioloSke temperature je vrlo uzan u poredenju sa intervalom
fizioloSkih pH vrednosti, koje se krecu u opsegu od 1,2 do 7,4, a osim toga razliciti delovi
tela mogu imati specificno pH okruzenje. Tako je u Zelucu prose¢no pH oko 2,0 dok je u
crevima pH oko 7,4. Zbog toga se LCST prelaz hidrogelova na bazi PNiPAAmM-a mnogo
lakse podesava promenom pH vrednosti rastvora.

Utvrdeno je da se LCST PNiPAAm-a lako moze kontrolisati preko pH vrednosti
sredine ako se u lanac ugradi mali broj ostataka monomera sa jonskim grupama, kao npr.
karboksilne ili amino grupe (akrilna, metakrilna, maleinska ili itakonska kiselina) 8123127
138 Dodatkom jonskih grupa menja se odnos hidrofilnih i hidrofobnih segmenata, usled dega
dolazi do pomeranja LCST temperature, obi¢no ka viSim vrednostima. Kopolimerizacijom
NiPAAmM-a i odgovaraju¢eg anjonskog monomera se ugraduje mali udeo pH osetljivih
strukturnih jedinica u lanac NiPAAm-a. Na taj na¢in LCST homopolimernog PNiPAAmM-a
moze da se pomeri ka viSim temperaturama usled prelaza jonizovani/nejonizovani oblik
68.123.127-132139 &t6 se postize odgovaraju¢om promenom pH vrednosti sredine. Ovaj fenomen
se naziva pH-indukovana temperaturna osetljvost hidrogelova *°.

Povecana hidrofilnost i elektrostaticko odbijanje jonizovanih grupa iz kiseline ¢e
oslabiti hidrofobne interakcije PNIPAAmM-a. Stoga, u sluc¢aju statisti¢kih kopolimera udeo
kiselinskog komonomera se ne moze mnogo povecati, jer to moze dovesti do nestanka
LCST prelaza. Obrazovanje vodoni¢nih veza karboksilnih grupa kiseline sa amidnim
grupama PNiPAAm-a ima znacajnu ulogu u slucaju pH-indukovane temperaturne osetljvosti
hidrogelova. Ova pojava dovodi do dodatnih interakcija izmedu lanaca polimera, pri ¢emu
se smanjuje moguc¢nost obrazovanja vodoni¢nih veza izmedu lanaca PNiPAAm-a. Ako se
ima u vidu da sve karboksilne grupe u kiselini nisu trenutno jonizovane, pri povisenju pH
sredine iznad pK, kiseline, ve¢ postoje i stanja kada je jonizacija parcijalna, elektrostaticko
odbijanje jonizovanih grupa bi¢e umanjeno usled privlacnog dejstva vodoni¢nih veza koje
postoje sa nejonizovanim karboksilnim grupama kiseline. Kao rezultat se mogu ocekivati
dva tipa pH prelaza. U opsegu niskih pH vrednosti LCST ¢e opadati sa povecanjem udela
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kiselih grupa, dok u oblasti visih pH u kome je ve¢i deo kiselinskih grupa jonizovano, LCST
Ge rasti sa porastom udela kiselih grupa ***.

Na vrednost LCST utice pH vrednost sredine i sadrzaj kiselinske komponente. Za
svaki komonomer postoji kriticna vrednost stepena jonizacije iznad koje hidrofilni efekat
karboksilnih grupa ima dominantan uticaj, sto dovodi do povecanja LCST prelaza.
Nasuprot, za vrednosti stepena jonizacije ispod Kkriticne vrednosti, hidrofilni efekat
karboksilnih grupa nije dovoljan da savlada hidrofobni efekat amidnih grupa iz PNiPAAmM-
a, §to dovodi do opadanja LCST sa poveéanjem udela kiseline kao komonomera **2. Od
hidrogelova osetljivih na temperaturu i pH u literaturi su najvise proucavani kopolimerni

hidrogelovi PNiPAAmM sa akrilnom kiselinom, ali i sa propil akrilnom i maleinskom
kiselinom 68,123,127-132,143,144

Hidrogelovi osetljivi na pH i1 temperaturu pruzaju interesantne mogucnosti za
otpuStanje antitrombocita, heparina (antikoagulans) i streptokinaze (fibrinolitik) *.
Interpenetrirajuce polimerne mreze (IPM) su pogodne za podeSavanje otpustanja lekovitih
supstanci usled malih promena pH i temperature koje prate obrazovanje tromba. IPM na
bazi hitozana i NIPAAmM-a omogucili su otpustanje diklofenaka u zavisnosti od promene pH
i temperature *°. Sli¢no, hidrogelovi na bazi NiPAAm-a, butilmetakrilata i akrilne kiseline
su dizajnirani za otpustanje anti HIV mikrobiocida kao odgovor na promenu pH 147,148

2.4.  Primena hidrogelova

Zahvaljuju¢i specificnim svojstvima, pre svega mogucnosti upijanja velike
zapremine vode i drugih bioloskih fluida, kao i slicnosti sa zivim tkivima, hidrogelovi su
nasli veliku primenu u medicini i farmaciji *'*.

S obzirom da se za sintezu hidrogelova mogu upotrebiti skoro svi hidrofilni
monomeri, njihova hemijska i fizi¢ka svojstva mogu se varirati u veoma Sirokom opsegu.
Takode, mogu se proizvoditi u razli¢itim oblicima kao §to su tanke plo¢e, mikrocestice,
nanocestice, premazi, te¢nosti koji na mestu primene geliraju i filmovi. Iz toga i proistice

imobilizaciju éelija, separaciju biomolekula ili ¢elija, itd. %.

Hidrogelovi su postali vrlo interesantni za primenu u farmaciji kao nosaci za
kontrolisano otpustanje aktivnih supstanci. Za te svrhe su veoma znacajni hidrogelovi koji
su osetljivi na spoljasnje uticaje, najvise pH- | temperaturno-osetljivi hidrogelovi, a pozeljno
je da, uz odgovaraju¢u hidrofilnost i elasti¢nost, budu biodegradabilni, kao i da njihovo
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razlaganje daje netoksic¢ne proizvode. Aktivna supstanca se u hidrogel moze inkorporirati
bubrenjem hidrogela do ravnoteze u rastvoru aktivne supstance ili dodatkom u mrezu
hidrogela prilikom njegove sinteze, odnosno pre otpocinjanja reakcije polimerizacije i
umrezavanja. Hidrogel se moze dizajnirati tako da u sredini u kojoj se aktivna supstanca
otpusta, zavisno od uslova (pH, jonska jacina rastvora, temperatura, itd.) bubri uz njeno
oslobadanje. Kao nosaci aktivnih supstanci, hidrogelovi su pogodni za razli¢ite nacine
primene: nazalnu, peroralnu, bukalnu, vaginalnu, rektalnu, transdermalnu, parenteralnu i
oftalmolosku . Razvijeni su visoko specijalizovani hidrogelovi za otpustanje aktivnih
supstanci na ta¢no odredena, Zeljena, mesta u organizmu “. Na Slikama 2.3 i 2.4 prikazana
su dva glavna tipa sistema za kontrolisano otpustanje difuzijom, s obzirom da je difuzija
najcesce mehanizam koji preovladuje pri oslobadanju aktivne supstance. Na Slici 2.3 je
prikazan sistem tipa rezervoara, a na Slici 2.4 sistem tipa matrice. U oba slucaja do
oslobadanja aktivne supstance dolazi usled difuzije kroz pore ispunjene okolnim fluidom.
Aktivna

4w~ supstanca

Hidrogel

Vreme

Slika 2.3. Shematski prikaz oslobadanja aktivne supstance iz hidrogela (sistem tipa
rezervoara).

Veliki nedostatak sistema tipa rezervoara je mogucnost pucanja hidrogela 1
momentalnog oslobadanja aktivne supstance, pa je neophodno voditi ratuna da ne postoje
defekti u strukturi nakon sinteze hidrogela *°.

Aktivna
: / supstanca

Vreme

Slika 2.4. Shematski prikaz oslobadanja lekovite supstance iz hidrogela (sistem tipa
matrice).
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Iako je u ovom slucaju jednostavno sintetisati sistem odredene, Zeljene geometrije,
teSko je posti¢i kontrolisano oslobadanje aktivne supstance. Bubrenje hidrogelova do
ravnoteze se koristi za inkorporaciju jako osetljivih molekula kao $to su peptidi ili proteini
koji lako mogu da se inaktiviraju tokom procesa polimerizacije.

Hidrogelovi ¢e se svakako u buduénosti i dalje primenjivati u brojnim medicinskim i
farmaceutskim sistemima. Hidrogelovi se sve vise koriste za inzenjerstvo tkiva, za izradu
materijala za previjanje rana, imunoizolaciju, otpustanje lekovitih supstanci, itd. S druge
strane nelinearni odziv, na primer ,,on/off*, ,,pametnih* polimera je ono S$to ih ¢ini tako
jedinstvenim i efikasnim, a znacajna promena u svojstvima se moze posti¢i vrlo malom
promenom okolnih uslova. ,,Pametni* polimeri mogu promeniti konformaciju, adhezivnost

ili svojstva zadrzavanja vode, usled neznatnih promena spoljnih stimulansa.

Jo§ jedan faktor koji utiCe na efikasnost ,,pametnih“ polimera lezi u inherentnoj
prirodi polimera, odnosno ¢injenici da je odgovor molekula na promene stimulansa sacinjen
od promena pojedinih monomernih jedinica. Odgovori monomernih jedinica, sjedinjeni
stotinu ili hiljadu puta, stvaraju znatnu snagu za vodenje bioloskih procesa !, Od ostalih
primena, hidrogelovi se koriste za izradu separacionih membrana, biosenzora, u
poljoprivredi dr. 3.

Jedan od ogranicavajucih faktora za primenu sintetskih hidrogelova je da vecina njih
nije biorazgradiva. U slu¢aju njihovog razlaganja javlja se problem toksic¢nosti dobijenih
proizvoda. Zbog toga se sve viSe istrazuju polimeri koji su biokompatibilni i biorazgradivi
151134 pored toga, nedostatak hidrogelova osetljivih na spoljasnje uticaje je njihova spora
reakcija na brzi stimulans. Ovo se moze prevaziéi izradom hidrogelova manjih dimenzija, ali
se mora voditi ratuna o tome da se smanjenjem dimenzija ne poveca njihova krtost i
lomljivost 31°51%°,

2.5. Dosadasanja istrazivanja pH- i temperaturno-osetljivih hidrogelova itakonske
kiseline i N-izopropilakrilamida

Primenom akrilne 1 metakrilne kiseline, koje se naj¢eS¢e koriste za sintezu
hidrogelova, ograni¢en je opseg pH vrednosti u kojima se pH- i temperaturno-osetljivi
hidrogelovi mogu koristiti. Zamenom ovih kiselina sa itakonskom kiselinom, koja ima dve
COOH grupe sa razli¢itim pK, vrednostima, dobijaju se hidrogelovi veé¢e pH-osetljivosti, a
time se Siri i opseg pH vrednosti u kojima se mogu primenjivati. Pored toga, itakonska
kiselina je odabrana za ovaj rad i zbog mogucnosti dobijanja iz nepetrohemijskih izvora
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Poglavlje 2. Hidrogelovi

7282153.160-163 "porast interesovanja za biotehnolosku proizvodnju IK %2 doveo je do sve
veée upotrebe IK u sintezi hidrogelova koji ispoljavaju pH i temperaturnu osetljivost %41,

Erbil i Uyanik *** su objavili prve radove o P(NiPAAM/IK) hidrogelovima i pokazali
da bubrenje i srednja molekulska masa izmedu dve susedne tacke umrezenja rastu sa
porastom sadrzaja hidrofilne komponente, s§to je objasnjeno smanjenjem parametra
interakcije polimer-voda i povecanjem njihove kompatibilnosti. Utvrdeno je da na stepen
bubrenja uti¢e broj karboksilnih grupa ovih monomera, kao i pK; vrednost Kiselina. Erbil i
saradnici *® pokazuju da je ve¢i odnos sadrzaja ugradenog NiPAAm-a u P(NiPAAM/IK)
hidrogel nego njihov odnos u po&etnoj reakcionoj smesi. Giiven i saradnici **® su izucavali
P(NiIiPAAM/IK) hidrogelove sintetisane y-zracenjem. Kod ovih kopolimera sa porastom
sadrzaja IK i pH vrednosti okoline stepen bubrenja raste, dok se efektivna gustina
umrezavanja smanjuje. Kru$i¢ 1 saradnici su ispitivali uticaj jonizacije COOH grupa
itakonske kiseline na stepen bubrenja hidrogelova. Svojstva hidrogelova N-
izopropilakrilamida i itakonske kiseline zavise od sastava, pH sredine, odnosa komonomera
i rastvaraca, sadrzaja umrezivaca kao i temperature kopolimerizacije. Poslednjih godina
veliki broj istrazivanja je usmeren upravo na izuCavanje uticaja pomenutih faktora na
svojstva pH- i temperaturno-osetljivih hidrogelova. Pokazano je da bubrenje kopolimernih
hidrogelova u velikoj meri zavisi od pH vrednosti okolnog medijuma **’. Ling i Lu **® su
proucavali kinetiku bubrenja ovih hidrogelova u ponovljenim ciklusima u cilju smanjenja
koli¢ine hidrogela potrebnog za oslobadanje lekovite supstance u odnosu na tradicionalne
sisteme. Tasdelen i saradnici su proucavali hidrogel NiPAAm-a i itakonske Kiseline za
inkapsulaciju 5-Fluorouracila i utvrdili da je inkapsulacija ove supstance poboljsana jer je
dodatak kiseline povecao stepen bubrenja, a time i kapacitet upijanja lekovite supstance .

Relativno mali broj radova se bavi proucavanjem pH- i temperaturno-osetljivih
hidrogelova na bazi NiPAAm-a i itakonske kiseline, i to uglavnom radi njihove potencijalne
primene za Kkontrolisano otpustanje lekovitih supstanci, dok njihova primena za

imobilizaciju enzima nije do sada proucavana.
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Poglavlje

3.1. Reaktanti

U sintezama kopolimernih hidrogelova na bazi N-izopropilakrilamida i itakonske
Kiseline upotrebljeni su slede¢i reaktanti:

e Monomeri, N-izopropilakrilamid, NiPAAmM (Acros Organics, Belgija) i itakonska
kiselina, IK (Fluka)

e Umrezivac, N,N'-metilenbisakrilamid, MBA (SERVA-Feinbiochemica, Nemacka),
e Inicijator, kalijum-persulfat, KPS (SERVA-Feinbiochemica. Nemacka),

e Ubrzivag, kalijum-pirosulfat, KPyS (SERVA-Feinbiochemica, Nemacka),

e Lipaza iz Candida rugosa, CRL (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Nemacka) i

e Polietilen glikol p-(1,1,3,3-tetrametilbutil)fenil etar, Triton X-100 (Dow Surfactants,
SAD).
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3.1.1. N-izopropilakrilamid

N-izopropilakrilamid, kao derivat akrilamida, pokazuje ponasanje veoma sli¢no
ovom monomeru. U vodenim rastvorima vrlo brzo otpocinje polimerizaciju preko slobodnih
radikala pri ¢emu se dobija proizvod velike molekulske mase. Sli¢no akrilamidu, za N-
izopropilakrilamid se pretpostavlja da je kancerogen i neurotoksican, ali za razliku od njega
ima jak miris zbog ega ga je lako detektovati *°. Karakteristike NiPAAm-a su:

e Dela, kristalna supstanca, rastvorljiva u vodi
e bruto formula: CsH11NO

e molekulska masa:113,16 g/mol

e temperatura topljenja: 33,18 °C

e (istoca 99 %

CH,=CH—C=0

|
HN—cH”

NCH;

CHj,

Slika 3.1. Strukturna formula N-izopropilakrilamida.

Prvi hidrogel na bazi N-izopropilakrilamida sintetisao je Chibante 1978. godine, a od
tada je do danas objavljen veliki broj radova u kojima je opisana sinteza, karakterizacija i
primena ovih hidrogelova ™.

Pre upotrebe NiPAAmM je prekristalisan u smesi n-heksan/benzen (75/35), a zatim
osusen u vakuumu do konstantne mase. Prinos monomera bio je 74 £ 5 %.

3.1.2. ltakonska kiselina

Itakonska kiselina je nezasi¢ena dikarbonska organska kiselina, rastvorna u vodi, a
stabilna u kiseloj, neutralnoj i slabo baznoj sredini. Industrijski se dobija fermentacijom
ugljenih hidrata. Karakteristike itakonske kiseline su:
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e Dela, kristalna supstanca rastvorljiva u vodi

e Dbruto formula: CsHgO4

e molekulska masa: 130,10 g/mol

e temperatura topljenja: 167-168 °C

e temperatura paljenja: 177,94 °C

e konstante disocijacije: pKa1=3,85 u pKgp= 5,44,

e (istoca: p.a.

C|H2—COOH

CH,=—
2 C\
COOH

Slika 3.2. Strukturna formula itakonske kiseline.

3.1.3. N,N’-metilenbisakrilamid

Kao agens za umrezavanje pri sintezi hidrogelova koris¢en je N,N’-
metilenbisakrilamid sledecih karakteristika:
e Dela, kristalna supstanca, rastvorna u vodi
e bruto formula: C;H1gN,O,
e molekulska masa: 154,07 g/mol
e temperatura topljenja: 223,9 °C

e (istoca: p.a.

R BEEEEEEN
| |

%=C—C—N—(|:—N —C_C=(|: —;bbb (|:—C—C—N—(|:—N —(L—C—Cﬂd\’

H H H H i H I|—|

Slika 3.3. Strukturna formula N,N'-metilenbisakrilamida.
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U sintezama MBA je korisc¢en bez precisc¢avanja.

3.1.4. Kalijum-persulfat

Kao inicijator reakcije polimerizacije pri sintezi hidrogelova koriséen je kalijum-
persulfat sledecih karakteristika:
e Dela, kristalna supstanca, rastvorljiva u vodi
e bruto formula: K»S,04
e molekulska masa: 270,32 g/mol
e temperatura topljenja: 325 °C

e (istoca: p.a.

K* O]
A
N\
Oo0—o0O
e
“ \
O K*

Slika 3.4. Strukturna formula kalijum-persulfata.

3.1.5. Kalijum-pirosulfat

Kao ubrziva¢ reakcije polimerizacije pri sintezi hidrogelova koris¢en je kalijum-
pirosulfat sledec¢ih karakteristika:

e beli iglicasti kristali, rastvoran u vodi, stabilan na normalnim uslovima
e bruto formula: K;S,0;

e molekulska masa: 254,33 g/mol

e temperatura topljenja: 325 °C

e (istoca: p.a.
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Slika 3.5. Strukturna formula kalijum-pirosulfata.

3.1.6. Lipaza iz Candida rugosa

Koris¢ena je lipaza iz Candida rugosa (E.C. 3.1.1.3) firme Sigma Aldrich, Tip VII,
nominalne lipoliticke specificne aktivnosti 1468 jedinica/mg &vrste supstance. Sadrzi
laktozu kao stabilizator, ne sadrzi slobodnu alfa amilazu niti proteazu.

Na Slici 3.6 dat je prikaz lipaze iz Candida rugosa snimljen metodom difrakcije X-
zraka, rezolucije 2,06 A (1 A =0,1 nm).

Slika 3.6. 3-D formula lipaze iz Candida rugosa.

Destilovana voda je kori$¢ena u svim kopolimerizacijama i za pripremanje pufera.

3.1.7. Polietilen glikol p-(1,1,3,3-tetrametilbutil)fenil etar

Polietilen glikol p-(1,1,3,3-tetrametilbutil)fenil etar (Triton X-100) je nejonska
povrsinski aktivna materija slede¢ih karakteristika:
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e viskozna supstanca, rastvorna u vodi, mesljiva sa ve¢inom polarnih organskih
rastvaraca i aromatskim ugljovodonicima, hemijski stabilna u ve¢ini kiselih 1 baznih
rastvora.

e Druto formula: C14H2,0(C,H40),, (n = 9-10 jedinica etilen oksida)
e molekulska masa: 647 g/mol, zan =10

e stabilnost: na temperaturama od 2 do 8 °C, zasti¢en od svetlosti

e kriti¢na koncentracija micela: priblizno 0,2x10° M (25 °C)

e taCka zamucéenja: 65 °C

e Dbiodegradabilan

e (istoca 99 %

Triton X-100 je nejonska povrsinski aktivna materija koja se koristi za solubilizaciju
membrana proteina tokom izolacije iz njihovih kompleksa. U sintezama hidrogelova je
koris¢en da bi se zadrzala otvorena konformacija lipaze i1 time povecala njena aktivnost
nakon imobilizacije.

Slika 3.7. Strukturna formula Triton X-100.

3.2.  Sinteza hidrogelova

Polimerizacijom preko slobodnih radikala na 25 °C, u vodi, sintetisani su homo- i
kopolimerni hidrogelovi N-izopropilakrilamida i itakonske kiseline. Vreme reakcije se krece
u opsegu od 12 do 48 sati i zavisi od koncentracije lipaze i umrezivaca, kao i od odnosa
komonomera NiPAAm/IK u pocetnoj smesSi. Pri sintezama je variran sadrzaj monomera,
umrezivaca i lipaze, dok je koncentracija inicijatora i ubrzivaca bila konstantna, 1 mas%,
raCunato na smeSu monomera. Lipaza iz Candida rugosa je imobilisana ,,in Situ®
polimerizacijom, odnosno dodavanje enzima u reakcionu smesu pre pocetka reakcije
polimerizacije i umrezavanja (Metoda I), koja predstavlja uobicajen nacin vezivanja enzima
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u hidrogelove °. Sadrzaj lipaze u hidrogelovima je variran od 2, 5, 10 i 20 mas%, a

umrezivacéa od 2 i 4 mas% ra¢unato na smeSu monomera.

Odmerene mase reaktanata su rastvorene u odgovarajucoj zapremini destilovane
vode. Svaki od reaktanata je rastvaran posebno. Rastvori su produvavani azotom 20 minuta,
a zatim pomesSani. Nakon toga je reakciona smesa izlivena u kalup koji se sastoji od dve
staklene plo¢e odvojene PVC crevom i ostavljena na 25 °C da polimerizuje. Po zavrSetku
reakcije, staklene ploc¢e su odvojene, a gel je iseCen na diskove koji su zatim potapani u
destilovanu vodu da bi se odstranile neproreagovale materije. Voda je menjana svakodnevno
tokom cetiri dana. Uzorci su osuseni na sobnoj temperaturi. Suvi uzorci su bili debljine 0,10
+ 0,01 cm 1 precnika 0,70 £ 0,10 cm.

U nazivu uzorka NiPAAmM/IK/MBA/CRL prvi broj oznacava maseni udeo N-
izopropilakrilamida, drugi maseni udeo itakonske kiseline, tre¢i maseni udeo umrezivaca, a
¢etvrti maseni udeo lipaze u hidrogelu. Na Shemi je prikazana ,,in situ® imobilizacija lipaze
iz Candida rugosa u kopolimerni hidrogel N-izopropilakrilamida i itakonske kiseline.

€ —CH “°\ 0 0
\ e c—o0 “ H, |
Vi / AN N O, _KaSO
> vaoUs
; + b HL=—C * CHKC CH o .o
a Ml\\ \ || u H || 25°C,H,0
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Takode, lipaza je imobilisana metodom bubrenja, odnosno potapanjem suvih uzoraka
(kserogelova) u 10 mL puferskog rastvora odredene pH vrednosti (6,04; 7,00; 8,00; i 8,99) i
koncentracije lipaze (0,2; 1,0; 5,0; 10,0; i 20,0 mgen,/mL rastvora). Uzorci su ostavljeni da

bubre do ravnoteze uz povremeno mesanje, kako bi se obezbedili uslovi maksimalnog
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upijanja lipaze iz rastvora. Da bi se ispitao uticaj temperature na imobilizaciju lipaze,
eksperimenti su izvedeni na tri temperature: 5, 25 i 37 °C.

Odredivanje ekstrahovanih materija (Tabela T1, Prilog). Nakon sinteze, iseCeni
diskovi sintetisanih gelova i ostatak od secenja, su potpuno potopljeni u vodu na 25 °C radi
odredivanja neproreagovalih materija. Voda u ¢asama je menjana Cetiri dana i odlivana u
odgovarajuce erlenmajere Cije su mase pre toga zabelezene. Nakon toga, gelovi su izvadeni
da se suSe na 25 °C, a erlenmajeri su odneti na uparavanje do suva na 60 °C. Posle
uparavanja, izmerene su mase erlenmajera i iz razlike masa dobijen sadrzaj neproreagovalih
ekstrahovanih materija.

Na Slici 3.8. je dat shematski prikaz procesa sinteze hidrogelova.

Odmeravanje Rastvaranje —
hemikalija hemikalija \ \ = Polimerizacija Odvajanje od ploéa
| f -
— —> —
25°C

Ispiranje uzoraka SuSenje uzoraka

Izlivanje

izmedu 3

plota

Destilovana Produvavanje
voda

azot nmi

Setenje uzoraka Odvajanje uzoraka

000000

4+ ?g?g%) Potapanje
zoraka >
y e

—>

nnnnnn

JO0C

Slika 3.8. Shema procesa sinteze hidrogelova.

3.3.  Karakterizacija hidrogelova

3.3.1. Ispitivanje procesa bubrenja

Bubrenje hidrogelova sa lipazom je praceno u puferskim rastvorima pH = 2,20
(KCI/HCI, Zorka Pharma, Srbija) i pH = 6,80 (NaH,PO,/ NayHPO,, Analytika Ltd., Ceska
Republika) i na temperaturi od 37 °C. Takode, ispitano je i bubrenje hidrogelova sintetisanih
bez prisustva lipaze.

Nakon potapanja kserogelova u odgovarajué¢i pufer na 37 °C, merena je masa u

odredenim vremenskim intervalima. Stepen bubrenja je racunat po jednacini (8).
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q=-— (8)

gde je mgmasa kserogela, a m; masa nabubrelog hidrogela u trenutku t.

3.3.2. Skenirajuc¢a elektronska mikroskopija

Morfologija hidrogelova je ispitana na JEOL JMS-5800 skeniraju¢em elektronskom
mikroskopu. Pre izvodenja eksperimenata uzorci hidrogelova su liofilizovani. Da bi se
izbegle deformacije pri lomljenju uzoraka, liofilizovani uzorci su potopljeni u te¢ni azot, a
zatim isecCeni. Nakon toga, na uzorke je rasprSena platina pod vakuumom pomocu Polaron
SC502 rasprsivaca.

3.3.3. Mehanicka svojstva hidrogelova

Mehanicka svojstva hidrogelova ispitivana su na mehanickom spektrometru
Rheometrics 605. KoriS¢ena je geometrija paralelnih ploca pre¢nika 25 mm. Hidrogelovi su
izloZeni konstantnom naponu na smicanje od 25 % pri promeni frekvencije u intervalu od
0,1 do 100 rad/s. Odredivana su mehani¢ka svojstva hidrogelova nabubrelih do stanja
ravnoteze u puferu pH = 6,80 + 0,01 na 37 °C.

3.3.4. Furijeova transformacijska infracrvena spektroskopija

Uradena je FT-IR analiza slobodne i imobilisane lipaze iz Candida rugosa
koris¢enjem Bomem MB 100 FT-IR spektrofotometra. Oko 10 mg uzorka se pomesa i sprasi
sa 100 mg kalijum-bromida (Sigma-Aldrich, Nemacka) i komprimuje u tabletice pod
pritiskom od 11 t, u trajanju oko jedan minut, pomoc¢u Graseby Specac Model: 15,011.
Spektri su dobijeni u rasponu talasnog broja od 400-4000 cm™, na 25 °C i na 4 cm™
rezolucije spektra. (KBr : Uzorak =50 : 1).
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3.3.5. Mikroskopija atomskih sila

Mikroskopija atomskih sila (AFM) uzoraka bez lipaze kao i uzoraka sa ,,in Situ®
imobilisanom lipazom je izvedena primenom ,,suvog* moda na Veeco CP-II instrumentu.
Konzole su koris¢ene bez prethodnog hemijskog tretmana. Standardni tackasti (,,tapping®)
mod omogucava upotrebu minimalne sile u cilju spre¢avanja nastanka dodatnih neravnina
kao posledica koris¢enja Spica. Ta sila je osigurana odrzavanjem minimalne amplitude

kontakta sa povrSinom.

Instrument koris¢en u studiji zahteva da uzorak bude relativno ravan i Cvrste
povrsine, tako da vrh moze da skenira preko nje, a da ne postoji moguénost kontaminiranja
ili deformacije.

AFM analiza je izvedena na uzorcima u suvom stanju. Analiza povrsine uzoraka u
nabubrelom stanju moguca je primenom manje invazivne tehnike slikanja povrsine, ali bi se
u tom slucaju dobila ,,mutna“ topografija. Vrh konzole moze da penetrira u nabubreli
hidrogel ¢ak i pri upotrebi relativno malih sila reda veli¢ine 1 nN i tako oSteti povrSinu
hidrogela, pa ga je u tom slucaju potrebno osigurati upotrebom dodatnih staklenih kapsula
koje povecavaju povrsinu Spica, Sto utice na pravilan, precizniji i detaljniji prikaz povrSine
uzorka. Ovo je razlog zaSto nije radeno sa nabubrelim uzorcima, ve¢ sa uzorcima u suvom
stanju. Ovo razmatranje je u saglasnosti sa skoro objavljenim rezultatima ispitivanim na

nabubrelim ¢esticama mikrogelova ok

3.4. Efikasnost imobilizacije i aktivnost imobilisane lipaze u hidrogelovima

Aktivnost lipaze je odredena po standardnoj Sigma proceduri na emulziji maslinovog
ulja koja prati nastanak masnih kiselina u sistemu *"2. U epruvete je mikropipetom odmereno
po 3 mL Sigma emulzije (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO), 1 mL 0,05 M Tris/HCI
(Tris(hidroksimetil)aminometan/HCI) pufera "3

epruveta su meSani na Vortex mesSalici, a zatim stavljeni u termostat na 37 °C da se

1 2,5 mL destilovane vode. Sadrzaji

termostatiraju 20 minuta. Nakon toga, u epruvete su dodate odgovaraju¢e mase samlevenih
uzoraka kojima je potrebno odrediti aktivnost lipaze, a zatim su sadrzaji epruveta ponovo
izmesani i vraceni u termostat na istu temperaturu. Posle 180 minuta epruvete su izvadene,
njihov sadrzaj prebacen u erlenmajere u kojima se nalazi po 3 mL metanola (Zorka Pharma,
Srbija) sa indikatorom fenolftaleinom (Merck, Nemacka). Formiranje masnih Kiselina
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kvantifikovano je titracijom 0,1M rastvorom NaOH (Zorka Pharma, Srbija), sve do pojave
bledo ruzicaste boje, pri ¢emu je zabelezena zapremina utroSenog rastvora za titraciju.
Paralelno sa testom se radi i slepa proba. U tom slu¢aju u epruvete se sipaju sve supstance
kao 1 za ispitivanje uzorka, osim samog uzorka. Odradene su jo§ dve serije eksperimenata u
kojima je modifikovano vreme trajanja reakcije formiranja masnih kiselina i skraceno na 45,

odnosno 100 minuta, u cilju ispitivanja (i uStede) vremena na formiranje masnih kiselina.

Aktivnost imobilisane lipaze je izrazena u internacionalnim jedinicama po jedinici
mase imobilizata (IU/g) ili kao specifi¢na aktivnost, koja predstavlja odnos aktivnosti
imobilisanog enzima i mase vezanog enzima (u mg) po gramu suvog sprasenog uzorka. Pod
jednom internacionalnom jedinicom se podrazumeva ona koli¢ina enzima koja, pod strogo
odredenim uslovima (pH = 7,70 i temperatura od 37 °C), katalizuje transformaciju 1 umol
masne kiseline po minuti.

3.4.1. Reagensi za odredivanje aktivnosti lipaze po Sigma proceduri

e Sveze pripremljen Sigma supstrat (Sigma emulzija),
e 0,05 M Tris/HCI pufer,

e 0,1 M volumetrijski rastvor NaOH.

Priprema Sigma supstrata: Odmeri se 20 g poli(vinil alkohola) (PVA, srednje
molekulske mase, 86-89 % hidrolizovan, Alfa Aesar, Nemacka) i postepeno dodaje uz
neprestano meSanje u 750 mL destilovane vode koja je prethodno zagrejana na 80-90 °C.
Mesanje se vrsi sve dok se sva masa PVA ne rastvori. Posebno se odmeri 250 mL
maslinovog ulja i postepeno se dodaje, kap po kap, u vodeni rastvor PVA, uz intenzivno
meSanje na mikseru (Yellow line DI 25 basic).

Priprema Tris/HCI pufera: U mernom sudu se odmeri 1,2116 g Tris-a (Acros
Organics, SAD) i dopuni do 50 mL destilovanom vodom. Od toga se, nakon potpunog
rastvaranja, odmeri 25,0 mL i prebaci u drugi merni sud kome se doda 35,0 mL 0,1 M HCl i
dopuni do 100 mL destilovanom vodom. Tako pripremljen rastvor Tris/HCI pufera ima pH
vrednost 7,77.

Priprema uzoraka za Sigma proceduru: Uzorci su samleveni do finog praha u avanu
sa tuckom i odlozeni u prethodno obelezene posudice. Zatim je od svakog sastava odmerena

odgovarajuc¢a masa i pripremljena za dalju analizu.

Strana | 43



Poglavlje 3. Eksperimentalni deo

3.4.2. pH itemperaturni optimum lipaze

pH stabilnost slobodne i imobilisane lipaze u P(NiIiPAAmM/IK) hidrogelove je
odredena nakon termostatiranja enzima na 45 °C u puferima razli¢itih pH vrednosti u opsegu
od 4 do 10, u vremenskom intervalu od 180 minuta.

Termicka stabilnost slobodne i imobilisane lipaze na P(NiPAAmM/IK) hidrogelove je
odredena nakon termostatiranja enzima na razliitim temperaturama u opsegu od 5 do 65 °C
na pH = 7,00, u trajanju od 180 minuta.

Kataliticka aktivnost uzoraka u oba slucaja je odredena na nacin opisan u Poglavlju
3.4..

3.5.  Ispitivanje stabilnosti imobilisane lipaze pri skladistenju

Osuseni, samleveni uzorci biokatalizatora su inkubirani u laboratorijskom frizideru
na -20 °C, 4 °C i na sobnoj temperaturi, 25 °C. Stabilnost na skladiStenje je odredena preko
aktivnosti slobodne i imobilisane lipaze u odgovaraju¢im vremenskim intervalima (do 60
dana za imobilisane uzorke), po Sigma proceduri, a rezultati su predstavljeni kao procenat
od ostatka aktivnosti u odnosu na pocetne aktivnosti biokatalizatora izmerene za ,,nulti dan
(relativna aktivnost biokatalizatora).

3.6. Sinteza estra n-amil-izobutirata

Esterifikacija je izvedena u erlenmajerima sa Slifovanim grlom. Razliite mase
sprasenih uzoraka su pomeSane sa smeSom od 230 uL izobuterne kiseline (Carlo Erba
Reagents, Italija), 270 uL n-amil alkohola (Carlo Erba Reagents, Italija) i razli¢itim
zapreminama rastvara¢a (voda ili puferski rastvor). Bezvodni n-heksan (Carlo Erba
Reagents, Italija) je dodat u reakcionu smesSu do ukupne zapremine od 10 mL. Reakciona
smesa se stavlja u termostat-tresilicu (WB Memmert 22, Nemacka) do zavrSetka odigravanja
enzimske reakcije, na 150 obr/min. Temperatura odigravanja enzimske reakcije je za svaki
pojedinacni sistem bila konstantna.
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Reakcija se zaustavlja dodatkom 10 mL smeSe metanol/fenolftalein, a uzorci se
titriSu sa 0,1M rastvorom NaOH do promene boje kako bi se odredile preostale slobodne

masne kiseline u reakcionoj smesi.

Sposobnost polimernog nosaa da veze lipazu i odrzavanje njene aktivnosti je
prikazano kao prinos aktivnosti lipaze, u procentima (%). Za ,,in situ* metodu, uzorci su
obelezeni na sledeci nacin:

e 90/10/2/20 (P(NIiPAAM/IK)-1)
e 90/10/2/20 u fosfatnom puferu pH 7,0 kao rastvaracu (P(NIiPAAM/IK)-2)

e 90/10/2/20 u fosfatnom puferu pH 7,0 kao rastvaracu (pH vrednost smese
IA/KPS/KPyS pre reakcije polimerizacije je podesena na pH 7,20) (P(NIPAAM/IK)—
3)

e 90/10/2/20 sintetisa sa 0,5 mas% Triton X-100 (P(NiPAAM/IK)-4)

e 90/10/2/20 sintetisan sa 0,5 mas% Triton X-100 u pH 7,0 (P(NiPAAM/IK)-5)

3.6.1. Optimizacija enzimski katalizovane reakcije esterifikacije

Temperatura reakcije. Reakciona smesa se termostatira na razli¢itim temperaturama,
u rasponu izmedu 32 i 50 °C u trajanju od 48 sati uz stalno mesanje brzinom od 150 obr/min
u termostat-tresilici. Konverzija je utvrdena na nacin opisan u Poglavlju 2.5.

Uticaj vode. Razli¢ite zapremine vode (10, 50, 100 i 200 uL, odnosno 10, 50, 100,
200 i 300 pL) koris¢ene su da bi se utvrdilo da li dodavanje vode, kao i zapremina dodate

vode, utiu na sintezu i formiranje estra.

pH reakcionog medija. Puferi razli¢itih pH vrednosti (pH 6, 7, 8, 9 1 10) su kori$¢eni

za odredivanje uticaja pH na proizvodnju estra.

Sadrzaj biokatalizatora (enzim/nosac). Razlic¢iti sadrzaji (0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6,
0,7 1 0,8 g) biokatalizatora su koris¢eni za odredivanje uticaja sadrzaja lipaze na sintezu
estra.
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3.6.2. ViSestruka upotreba imobilisane lipaze

S ekonomskog gledista, ponovno koriS¢enje enzima predstavlja glavnu prednost
imobilizacije biokatalizatora. Nakon prvog koris¢enja imobilisane lipaze u reakciji
esterifikacije, biokatalizator je filtriran, temeljno ispran sa 50 mL n-heksana, i osusen na 25
°C u trajanju od 24 sata pre nego §to je podvrgnut ponovnom kori$éenju. Proces pranja i
ponovne upotrebe imobilisanog enzima je izveden 20 puta.

3.7.  Otpustanje lipaze iz hidrogelova

In vitro eksperimenti otpustanja su izvedeni potapanjem uzoraka u posudu napunjenu
sa 10 mL pufera na 37 °C, ¢ija je pH vrednost podesena tako da se simuliraju uslovi u GI
traktu. ProseCna zapremina kserogela pre pracenja kinetike otpustanja bila je 0,039 = 0,004
cm®. Uzorci su prvo potopljeni u pufer pH 2,20 + 0,01 i ostavljeni da bubre naredna dva
sata, a koncentracija rastvora je merena na sat vremena. Nakon toga su svi uzorci prebac¢eni
u posudu sa puferom pH vrednosti 6,80 £ 0,01, a merenja su nastavljena u odgovaraju¢im
vremenskim intervalima do zavrSetka eksperimenta, odnosno do isteka 48 sati. U
odgovaraju¢im razmacima, uzima se 2 mL rastvora i meri koncentracija oslobodene lipaze, a
zatim se vraca natrag u posudu kako bi se odrzala konstantna zapremina tokom
eksperimenta. Uzorci su za sve vreme eksperimenta bili potpuno potopljeni u rastvor i
smesteni u inkubator sa blagim mesanjem (50 obr/min). Sterilni uslovi su odrzavani tokom
trajanja eksperimenta.

Otpustanje lipaze je praceno spektrofotometometrijski (Ultrospec 3300 pro
UV/Visible Spectrophotometer, Biochrom Ltd.) na 225 nm uz govedi serum albumin kao
standard. Koncentracija enzima odredivana je iz standardne krive koja je uradena za svako
merenje. Srednja i standardna devijacija tri nezavisna merenja su izraunate upotrebom
Microsoft Excel (Redmond, WA, USA) softvera. Svi podaci su ponovljivi unutar + 5%
tacnosti. Rezultati su predstavljeni kao kumulativne vrednosti otpustanja u funkciji vremena.

Enzimska aktivnost uzoraka je takode analizirana pomoc¢u standardne Sigma
procedure kao §to je opisano ranije "%, Radi poredenja, stabilnost nativne lipaze je takode
analizirana na pH 2,20 i 6,80. Alikvoti lipaze (10 mg, $to odgovara masi imobilisane lipaze)
su termostatirani na 37 °C u puferu pH 2,20 ili 6,80. U unapred odredenim vremenskim

intervalima se uzimaju uzorci, a aktivnost enzima se odreduje po standardnoj Sigma
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proceduri. Na osnovu izmerenih vrednosti apsorbancije izraCunata je koncentracija
otpustene lipaze u rastvorima svih uzoraka pomoéu sledece jednagine *7:

Coroteina (1g/mL) = 144 x (Abs215 / Abs225) 9)
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4. Sinteza i karakterizacija hidrogelova N-izopropilakrilamida i itakonske kiseline
za imobilizaciju lipaze iz Candida rugosa

Polimerizacijom preko slobodnih radikala na 25 °C, u vodi, sintetisane su sve serije
homo- i kopolimernih hidrogelova N-izopropilakrilamida i itakonske kiseline. Pri sintezama
je koncentracija inicijatora i ubrzivaca bila konstantna i iznosila je 1 mas%, racunato na
smes$u monomera, a variran je sadrzaj monomera, umrezivaca i enzima kod sinteza u kojima
je lipaza ,,in situ® imobilisana — Metoda I, odnosno monomera i umrezivaca za sintezu
uzoraka kod kojih je lipaza imobilisana bubrenjem — Metoda II. Sadrzaj umrezivaca u
hidrogelovima je bio 2,0 i 4,0 mas%, a lipaze 2,0, 5,0, 10,0 i 20,0 mas%, raunato na smesu
monomera.

4.1. Karakterizacija hidrogelova

Nakon reakcije polimerizacije i umrezavanja, odredena je masa neproreagovalih
materija i stepen reagovanja hidrogelova sintetisanih bez enzima. Masa neproreagovalih
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materija je bila od 0,118 g za uzorak 100/0/4/0 (1,11 % pocetne mase reakcione smese) i
stepenom reagovanja od 98,9 % do 0,0269 g za uzorak 90/10/2/0 (2,59 % pocetne mase
reackione smese) i stepenom reagovanja od 97,4 %. ProseCan stepen reagovanja za Sve
hidrogelove sintetisane bez enzima iznosio je 98,2 £ 0,6 %. Na osnovu dobijenih rezultata za
stepen reagovanja moze se izvesti zakljuCak da prisustvo itakonske kiseline u reakcionoj
smes$i malo utie na stepen reagovanja. Uocava se takode da porast stepena umreZenja utice
na stepen reagovanja jer sa porastom sadrzaja umrezivaca raste i stepen reagovanja, $to je i

ocekivano.

4.1.1. FT-IR analiza hidrogelova bez lipaze

Karakteristicne apsorpcione trake za homopolimere N-izopropilakrilamida i
itakonske kiseline, kao 1 za hidrogel poli(N-izopropilakrilamid-ko-itakonska kiselina)
sastava 90/10/2/0 prikazani su u Tabeli 4.1.

Tabela 4.1. Karakteristicne apsorpcione trake homopolimera, poli(N-izopropilakrilamida),
poli(itakonske kiseline) i kopolimera, poli(N-izopropilakrilamid-ko-itakonska kiselina)
sastava 90/10/2/0 *7°1%,

Talasni broj, cm™ Talasni broj, cm™

Napomena

(Literaturni podatak) (Eksperimentalni podatak)

Poli(N-izopropilakrilamid)

Asimetri¢ne i simetriéne C—H vibracije

3000-2850 2974,5 o .
i vibracije istezanja N-H grupe
Asimetri¢ne i simetriéne C—H vibracije
3000-2850 2876,6 . . :
istezanja izopropil grupe
Amidna traka I,
1650 1654,1 . . .
Vibracije istezanja karbonilne grupe
Amidna traka 11,
1550 1547,5 L L
N-H vibracije savijanja
C—H vibracije i traka simetri¢ne
1380 1386,0

izopropil grupe
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Tabela 4.1. (nastavak)

Poli(itakonska kiselina)

Vibracije istezanja O—H grupe

3200-2800 29720 . .
intramolekulske vodoniéne veze
1760-1690 1703,3 Vibracije istezanja karbonilne grupe
1420 1400,0 C—O-H savijanje u ravni
1300-1200 1206,7 C-O istezanje karboksilne grupe

Poli(N-izopropilakrilamid-ko-itakonska kiselina)

Vibracije istezanja O—H grupe iz

3700-3100 3441,7 e -
kiseline i N—H grupe iz NiPAAmM-a
3200-2800 2975,9 C—H istezanje iz PNIPAAmM-a
1760-1690 1720,0 Vibracije istezanja karbonilne grupe
1650 1660,0 Amidna traka | iz NiPAAm-a
1577 1543,0 Amidna traka Il iz NiPAAmM-a
Vibracije istezanja C-H veze iz
1380 1387,1 i .
izopropil grupe
1177 1174,0 Amidna traka Il iz NiPAAmM-a

FT-IR spektri homo- i kopolimernih hidrogelova razliCitog sastava i stepena
umrezenja Su prikazani na Slikama 4.1 a) i b).
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Slika 4.1. FT-IR spektri sintetisanih hidrogelova sa a) 2,0 mas% MBA ((A) 85/15/2/0; (B)
90/10/2/0; (C) 95/5/2/0 i (D) 100/0/2/0) i b) 4,0 mas% MBA ((E) 85/15/4/0; (F) 90/10/4/0;
(G) 95/5/4/0 i (H) 100/0/4/0).

FT-IR spektri svih hidrogelova su medusobno sli¢ni. Svaki spektar pokazuje Siroku
traku u oblasti od 3700-3100 cm™ §to odgovara O-H vibracijama istezanja grupa
karboksilne Kiseline iz itakonske kiseline i N—H vibraciji istezanja NiPAAm-a. Pik na 1720
cm™ poti¢e od tipi¢ne vibracije karbonilne grupe iz itakonske kiseline '8!, Karakteristi¢na
amidna traka | i amidna traka 1l NiPAAm-a se javljaju oko 1650 cm™ i 1540 cm™, redom.
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Dve tipi¢ne trake C—H vibracija skoro istih intenziteta oko 1386 i 1379 cm™ poticu od
vibracija istezanja C—H veze iz CH(CHs), grupe. Traka oko 1174 cm™ potice od amidne
trake 111 iz PNiPAAm-a *%. Karakteristi¢ne trake u FT-IR spektrima hidrogelova odgovaraju
apsorpcionim trakama karakteristicnim za homopolimere poli(itakonske kiseline) i poli(N-
izopropilakrilamida), ali su pomerene u odnosu na talasne brojeve Cistih polimera zbog
reakcije umrezavanja i obrazovanja hidrogela.

4.1.2. Umetanje lipaze iz Candida rugosa u hidrogelove N-izopropilakrilamida i
itakonske kiseline

Imobilizacija lipaze iz Candida rugosa je izvedena na dva nacina. Prvi naéin je
imobilizacija dodavanjem lipaze u reakcionu smesu pre izvodenja reakcije polimerizacije i
umrezavanja (,,in Situ“ polimerizacija — Metoda I). Drugi nacin imobilizacije je izveden
bubrenjem do ravnoteze prethodno sintetisanih suvih gelova (kserogelova) u rastvoru lipaze
odredene koncentracije, pri odredenoj pH vrednosti 1 temperaturi (,,imobilizacija
bubrenjem‘ — Metoda I1).

U oba slucaja je odredena masa neproreagovalih materija i stepen reagovanja. Masa
neproreagovalih materija je bila od 0,0155 g za uzorak 100/0/2/20 (1,25 % pocetne mase
reakcione smese) i stepenom reagovanja od 98,8 % do 0,0995 g za uzorak 90/10/4/20 (7,90
% pocetne reakcione smese) i stepenom reagovanja 92,1 %. Prosecan stepen reagovanja za
sve hidrogelove sintetisane sa enzimom iznosio je 94,94 + 2,16 %.

Prisustvo lipaze u reakcionoj smesi utiCe na stepen reagovanja, jer se u prisustvu
lipaze dobijaju nesSto nizi stepeni reagovanja nego kada se sinteza izvodi bez lipaze. Na
osnovu toga se moze zaklju€iti da lipaza u maloj meri ometa reakciju
polimerizacije/umrezavanja (Tabela T1, Prilog). Uocava se takode da porast stepena
umreZenja uti¢e na stepen reagovanja, tako da sa porastom sadrZaja umreZivaca raste i

stepen reagovanja, $to je i ocekivano.

4.1.3. FT-IR analiza imobilisanih sistema

Na Slikama 4.2 prikazani su FT-IR spektri slobodne lipaze i hidrogelova sa
imobilisanom lipazom koji su takode sli¢ni. Glavne trake usled vibracije peptidne grupe se
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javljaju u opsegu 1900-1200 cm™ *®%: amidna traka | (1700-1600 cm™) potice od C=0O
vibracija istezanja (1657,5 cm™) i amidna traka Il (1580-1510 cm™) usled N-H savijanja
zajedno sa doprinosom C-N vibracija istezanja, nesto slabijeg intenziteta. Amidna traka III
se javlja na 1400-1200 cm™, usled N—H savijanja, C-Ca i C-N vibracija istezanja **.

U spektrima hidrogelova sa imobilisanom lipazom se javlja amidna traka IlI,
karakteristi¢na za lipazu, ali je slabijeg intenziteta i pomerena ka nizim talasnim duZinama
nego u spektru sobodne lipaze (pik na 1200-1000 cm™), §to je posledica imobilizacije lipaze
U hidrogel. Takode, u svim spektrima hidrogelova sa imobilisanom lipazom uocene su
karakteristi¢ne trake koje poticu iz itakonske kiseline i NiPAAm-a 18185186
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Slika 4.2. FT-IR spektri slobodne lipaze (A), hidrogelova bez lipaze: 90/10/2/0 (B) i
90/10/4/0 (C); i hidrogelova sa lipazom: 90/10/2/2 (D), 90/10/4/2 (E), 90/10/2/20 (F),
90/10/4/20 (G). Spektri ostalih hidrogelova su dati u Prilogu.

4.2.  Bubrenje hidrogelova

4.2.1. Ispitivanje kinetike bubrenja hidrogelova

Bubrenje uzoraka prac¢eno je na 37 °C u rastvorima ¢ija je pH vrednost iznosila 2,20
+ 0,01 i 6,80 £ 0,01 da bi se utvrdio uticaj pH na kinetiku bubrenja. Svi rezultati
predstavljaju srednju vrednost tri nezavisna merenja (Slika 4.3). Standardna devijacija svih
merenja je bila + 10 % od srednjih vrednosti, Sto ukazuje na veoma dobru reproduktivnost
rezultata. Merena je masa hidrogelova do uspostavljanja ravnoteze kada prestaje upijanje
rastvora, a zatim je odreden ravnotezni stepen bubrenja (Tabela 4.2).
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Slika 4.3. Uticaj stepena umrezenja, sadrzaja itakonske kiseline i pH rastvora na stepen
bubrenja P(NiPAAmM/IK) hidrogelova sintetisanih bez lipaze: a) 2,0 mas% umrezivaca na 37
°C: pH = 6,80 (mali dijagram u pH=2,20) i b) 4,0 mas% umrezivaca na 37 °C: pH = 6,80
(mali dijagram u pH = 2,20).

Na Slici 4.4 su prikazani rezultati bubrenja uzoraka sa 2,0 mas% lipaze, a na Slici 4.5
rezultati bubrenja uzoraka sa 20,0 mas% lipaze.
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Slika 4.4. Uticaj stepena umrezenja, sadrzaja itakonske kiseline i pH rastvora na stepen
bubrenja P(NiPAAmM/IK) hidrogelova sintetisanih sa 2,0 mas% lipaze: a) 2,0 mas%
umrezivaca na 37 °C: pH = 6,80 (mali dijagram u pH = 2,20) i b) 4,0 mas% umreZivaca na
37 °C: pH = 6,80 (mali dijagram u pH = 2,20).
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Slika 4.5. Uticaj stepena umrezenja, sadrzaja itakonske kiseline i pH rastvora na stepen
bubrenja P(NIiPAAmM/IK) hidrogelova sintetisanih sa 20,0 mas% lipaze: a) 2,0 mas%
umrezivaca na 37 °C: pH = 6,80 (mali dijagram u pH = 2,20) i b) 4,0 mas% umrezivaca na
37 °C: pH = 6,80 (mali dijagram u pH = 2,20).

Rezultati sa Slika 4.3-4.5 pokazuju izuzetno veliku pH-osetljivost P(NiPAAM/IK)
hidrogelova. Pri niskim pH vrednostima (pH 2,20), stepen bubrenja ovih hidrogelova je mali

| prakti¢no ne zavisi od sadrzaja itakonske kiseline.

S obzirom da je ispitivanje bubrenja izvedeno na temperaturi koja je visa od LCST
za poli(N-izopropilakrilamid), ova komponenta hidrogela je potpuno kontrahovana. Sa druge
strane, pH vrednost od 2,20, na kojoj je pra¢eno bubrenje, je niza od obe pK, vrednosti
itakonske kiseline $§to takode doprinosi smanjenju stepena bubrenja, koje ima skoro istu
vrednost kod svih ispitivanih uzoraka. Uzrok tome je prisustvo nejonizovanih karboksilnih
grupa itakonske kiseline sposobnih da stvaraju vodoni¢ne veze sa amidnim grupama iz
NiPAAm-a koje deluju kao dodatno, fizicko, umreZenje **"*®. Posto su interakcije preko
vodoni¢nih veza u ¢istom hidrogelu poli(N-izopropilakrilamid)-a (100/0/4/0) manje
zastupljene od vodoni¢nih veza u kopolimernim hidrogelovima, ocekivano je da najvise
bubre uzorci Cistog poli(N-izopropilakrilamid)-a, sto se vidi na Slikama 4.3 i 4.13.

Prisustvo lipaze utice na stepen bubrenja tako da je kod uzoraka sa ve¢im procentom
lipaze bubrenje izraZenije, a ravnotezni stepen bubrenja veci (Slike 4.7 i 4.8). To se moze
objasniti ¢injenicom da su molekuli lipaze veliki i da pri sintezi ometaju formiranje pravilne
polimerne mreze u onoj meri u kojoj bi se mreza bez lipaze formirala. Samim tim $to je

stepen umrezenja manji, veca je moguénost bubrenja.
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Poredenjem prikazanih rezultata uoceno je da kod polimera sa istim sadrzajem
lipaze, najmanje bubre uzorci bez itakonske kiseline, a da ravnotezni stepen bubrenja raste
sa povecanjem sadrzaja itakonske kiseline (Slike 4.6-4.8). Ovo se objasnjava ¢injenicom da
je bubrenje ispitivano na pH vrednosti koja je veca od pKa 1 pKao itakonske kiseline
(PKa1=3,85 i pKa2=5,45) ** tako da su obe karboksilne grupe jonizovane, pa je i hidrofilnost
polimerne mreze veca. Sa druge strane, jonizacija ovih grupa povecava gustinu
naelektrisanja i dolazi do odbijanja istoimeno naelektrisanih COO jona §to dovodi do

povecanja zapremine hidrogela.

4.2.2. ,,Overshooting* efekat

Pri bubrenju na pH 2,20 (Slika 4.3 a) i b) (mali dijagram) i Slike 4.6-4.8) dolazi do
pojave tzv. ,,overshooting* efekta. Na pocetku procesa, stepen bubrenja za kratko vreme
dostize maksimalnu vrednost, a zatim opada do ravnotezne vrednosti. ,,Overshooting™ efekat
je opisan u velikom broju nau¢nih radova, ali ne postoji sveobuhvatno objasnjenje zbog

velikog broja faktora koji uti¢u na ovu pojavu.

104 2s 104 2s
; 20 E\j\ £ 20
> 84% Agé/jgi&gggn—g g o s o 845 |o, e o O 85/15/4/0
< § 15 Bagmo=o-8~ © 90/10/2/0 < 5 15 Aggggﬁi@;g;@f% © 90/10/4/0
= & A 95/5/2/0 s 3 o A 95/5/4/0
© 69 w v 100/0/2/0 5 69 1of v 100/0/4/0
'% o 1 2 3 4 5 _8 o 1 2 3 4 5
o Vreme, h = " Vreme, h
s 4 2 4
o [)
& o
wn
20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
Vreme, h Vreme, h
a) b)

Slika 4.6. ,,Overshooting* efekat kod hidrogelova sintetisanih bez lipaze sa a) 2,0 mas% i b)
4,0 mas% umrezivaca, pri pH = 2,20 + 0,01 i temperaturi od 37 °C.
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Slika 4.7. ,,Overshooting* efekat za P(NiPAAM/IK) hidrogelove sa 2,0 mas% umreZivaca i
a) 2,0 mas% i b) 20,0 mas% lipaze na pH = 2,20 + 0,01 i temperaturi od 37 °C.
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Slika 4.8. ,,Overshooting* efekat za P(NiPAAM/IK) hidrogelove sa 4,0 mas% umrezivaca i
a) 2,0 mas% i b) 20,0 mas% lipaze na pH = 2,20 £ 0,01 i temperaturi od 37 °C.

Jedno od mogucih objasnjenja ,,overshooting™ efekta dala je teorija ravnoteznog

bubrenja. Na osnovu ove teorije proces bubrenja hidrogelova se moze izraziti preko Gibsove
slobodne energije koja je jednaka zbiru doprinosa Gibsovoj energiji koji poti¢u od
spontanog mesanja molekula fluida sa polimernim lancima, AGn, doprinosa elasti¢ne sile
otpora unutar hidrogela, AGe, i doprinosa usled prisustva jonskih grupa, koji se javlja kod

jonskih hidrogelova, AG; **":
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AG = AGp + AGg + AG; (10)

Kod nejonskih hidrogelova, na pocetku procesa bubrenja broj molekula rastvaraca u
gelu je mali, a njihov doprinos ¢lanu AGy, je znacajan jer je to pogonska sila za bubrenje, pa
se bubrenje odvija normalno. Sa povecanjem broja molekula rastvaraca u hidrogelu ¢lan
AGp, raste, ali se smanjuje mogucénost bubrenja zbog mesanja fluida sa polimernim lancima.
Kada broj molekula rastvara¢a dostigne kriticnu vrednost, prestaje bubrenje, a stepen

bubrenja opada do ravnotezne vrednosti koja zavisi od &lana AGg *¥'.

Objasnjenje bubrenja jonskih hidrogelova je znatno sloZenije zbog uticaja ¢lana AG;
koji zavisi od udela jonskog monomera u hidrogelu i pH vrednosti rastvora.

Drugo mogucée objaSnjenje ,,overshooting* efekta je obrazovanje interpolimernih
kompleksa izmedu monomera koji grade hidrogel preko vodoni¢nih veza. Stabilnos¢u ovih
veza u kiseloj sredini objasnjava se pojava ,,overshooting* efekta na nizim pH vrednostima,

a raskidanjem vodoni¢nih veza njegovo nestajanje na vis§im pH vrednostima 187

Na pH 6,80 jonizacija obe karboksilne grupe itakonske kiseline je skoro potpuna
(pKa vrednosti itakonske kiseline su 3,85 i 5,45 ), pa dolazi do raskidanja vodoni¢nih
veza. Karboksilatne grupe daju hidrogelu anjonski karakter i tako utic¢u na stepen bubrenja,
koji se znatno povecava usled elektrostatickog odbijanja nastalih COO grupa. Osim toga,
pri jonizaciji COOH grupa dolazi i do porasta hidrofilnosti sistema, jer su COO grupe
hidrofilnije od COOH grupa. Kao posledica ova tri efekta javlja se znacajno povecanje
stepena bubrenja u odnosu na vrednosti dobijene pri bubrenju u rastvoru pH 2,20, pa se na
osnovu toga moze zakljuciti da su P(NIPAAmM/IK) hidrogelovi pH-osetljivi. Razlika u
stepenu bubrenja na pH 2,2 1 6,80 je najviSe izrazena kod uzoraka sa najveé¢im sadrzajem
itakonske Kiseline, sto pokazuje da sa poveéanjem sadrzaja IK raste stepen bubrenja. Dalje,
pri pH 6,80 najveci stepen bubrenja imaju uzorci sa najveé¢im sadrzajem lipaze (Slike 4.10 a)
I 4.12 a)). Prisustvo lipaze utice na stepen bubrenja tako da je kod uzoraka sa veéim
procentom lipaze bubrenje izrazenije, a ravnotezni stepen bubrenja vecéi. To se moze
objasniti ¢injenicom da su molekuli lipaze veliki 1 da pri sintezi ometaju formiranje
polimerne mreze u onoj meri u kojoj bi se mreza bez lipaze formirala, tako da je slobodna
zapremina u gelu veca, kao i zapremina rastvara¢a koju gel moze da upije.

Razlike u bubrenju su izrazenije kod uzoraka sa 2,0 mas% umrezivaca, Sto ukazuje
da i stepen umreZenja utic¢e na kinetiku i stepen bubrenja P(NiPAAm/IK) hidrogelova. To je
i ocekivano jer je zbog vece gustine umrezenja manja fleksibilnost lanaca, kao i slobodna

zapremina u polimernoj mrezi.
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4.2.3. Uticaj pH i temperature na bubrenje

U cilju ispitivanja osetljivosti hidrogelova na promenu temperature i pH okolnog
medijuma, stepen bubrenja u funkciji pH vrednosti okolnog rastvora (u opsegu od 2,20 do
10,0) na 37 °C, je prikazan na Slici 4.9, a na Slici 4.11 stepen bubrenja u funkciji
temperature (u opsegu od 5 do 65 °C), na pH 6,80 = 0,01. Takode, stepen bubrenja u
funkciji pH vrednosti okolnog rastvora na 37 °C za uzorke sa 20,0 mas% lipaze, je prikazan
na Slici 4.10, a u funkciji temperature, pH 6,80 + 0,01, na Slici 4.12.

Vrednosti za pH, od 2,20 do 10,0 su odabrane tako da pokrivaju pH vrednosti ispod
i iznad pK, vrednosti itakonske kiseline (pKa = 3,85, pKa, = 5,45). Ravnotezni stepeni
bubrenja (qe) prikazani su u Tabeli 4.2 (za uzorke bez lipaze) i u Tabeli 4.3 (za uzorke sa
lipazom). Kako je temperatura bubrenja (37 °C) iznad LCST vrednost PNiPAAmM-a (32 °C)
142 ova komponenta je kontrahovana u svim uzorcima. Sa Slika 4.9-4.12 se jasno vidi da
promena pH i temperature bitno uti¢u na stepen bubrenja hidrogelova, kako je i

oc¢ekivano.
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Slika 4.9. Ravnotezni stepen bubrenja ispitivanih hidrogelova bez lipaze sa a) 2,0 mas% i b)
4,0 mas% umrezivaca na 37 °C u puferima razli¢itih pH vrednosti.
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Slika 4.10. Ravnotezni stepen bubrenja ispitivanih hidrogelova sa 20,0 mas% lipaze i a) 2,0
mas% i b) 4,0 mas% umreZzivaca na 37 °C u puferima razli¢itih pH vrednosti.

pH osetljivost hidrogelova sa manjim sadrzajem umrezivaca, 2,0 mas%, (Slike 4.9 i
4.10) je jako izrazena, kako kod uzoraka bez lipaze, tako i kod uzoraka sa 20,0 mas% lipaze.
Uzorci sintetisani sa ve¢im udelom umrezivaca (4,0 mas%) imaju manji stepen bubrenja, pa
je i pH osetljivost ovih hidrogelova slabije izrazena. LCST prelaz se¢ moze odrediti iz
prevojne tacke krive bubrenja. Dodatak malog sadrzaja itakonske kiseline u PNiPAAM
lanac pomera LCST vrednosti usled jonizacije karboksilne grupe. Na Slikama 4.9 i 4.10 se
moze zapaziti da dodatak itakonske kiseline pomera fazni prelaz ka viSim vrednostima pH,

kao i da je jasnije izrazen u uzorcima sa ve¢im udelom IK.
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Slika 4.11. RavnotezZni stepen bubrenja ispitivanih hidrogelova bez lipaze sa a) 2,0 mas% i
b) 4,0 mas% umrezivaca na razli¢itim temperaturama u pH = 6,80 + 0,01.
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Slika 4.12. Ravnotezni stepen bubrenja ispitivanih hidrogelova sa 20,0 mas% lipaze i a) 2,0

mas% i b) 4,0 mas% umrezivaca na razli¢itim temperaturama u pH = 6,80 £ 0,01.

o

Sto se ti¢e temperaturne osetljivosti, vidi se da je mnogo bolje izrazena u uzorcima
bez lipaze, bez obzira na sadrzaj umrezivaca i IK. Kod uzoraka sa 20,0 mas% lipaze
temperaturna osetljivost stepena bubrenja postoji za oba sadrzaja umrezivaca, ali je neSto
slabije izrazena nego kod uzoraka sintetisanih bez lipaze. To je narocito uocljivo kod
uzoraka sa veéim sadrzajem itakonske kiseline, dok su stepeni bubrenja nizi u slucaju
uzoraka sintetisanih sa ve¢im udelom umrezivaca (4,0 mas%). Takode je ocigledno da
dodatak itakonske kiseline pomera LCST ka visim temperaturama $to je i ocekivano pri pH
6,80, i da je opseg faznog prelaza §iri u odnosu na fazni prelaz kod homopolimera (Slike
4.1114.12).

Na niskim temperaturama (Slika 4.11 i 4.12), ispod LCST PNiPAAm-a, stepena
bubrenja je veliki Sto je rezultat dva efekta: vodoni¢nih veza izmedu molekula vode i
PNiPAAm ostataka u hidrogelovima koji ih ¢ine hidrofilnim, i elektrostatickog odbijanja
COO grupa itakonske Kkiseline, koje je vise izrazeno za uzorke sa veéim sadrzajem
itakonske kiseline. Kako temperatura okruzenja raste iznad LCST vrednosti za PNiPAAM,
vodoni¢ne veze izmedu vode i PNiPAAm-a se raskidaju, PNiPAAm komponenta u
hidrogelovima postaje hidrofobna i kontrahuje se, sto snizava vrednosti za ge. Ovaj efekat je
najvise izrazen U uzorcima homopolimera. Imaju¢i u vidu da je PNiPAAm-a dominantna
komponenta u kopolimernim hidrogelovima, od 95,0 do 85,0 mas%, na temperaturama
iznad LCST ovi hidrogelovi su hidrofobni i apsorbuju manje vode, sto je u skladu sa
podacima iz literature 342190191

pH/temperaturna osetljivost P(NiPAAmM/IK) hidrogelova se pripisuje uticaju koji
jonizacija karboksilne grupe (koja zavisi od pH) ima na LCST prelaz PNiPAAm-a (Slika
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4.12). Sa Slika 4.10 i 4.12 jasno se vidi da promena pH i temperature bitno uti¢u na stepen
bubrenja hidrogelova, $to je i o¢ekivano.

4.3. Odredivanje parametara mreZe

Parametri mreze, zapreminski udeo polimera u nabubrelom stanju, v, s (Tabela T2,
Prilog), molekulska masa polimernih lanaca izmedu dve tacke umrezenja, M, veli¢ina pora,
&, 1 parametar interakcije polimer-rastvarac, y, su odredeni primenom teorije ravnoteznog
bubrenja. Dobijeni rezultati za hidrogelove bez lipaze su prikazani u Tabeli 4.2.

Tabela 4.2. Ravnotezni stepen bubrenja, parametri mreze i parametar interakcije za
P(NiIiPAAM/IK) hidrogelove sa 2,0 i 4,0 mas% umrezivaca na 37 °C.

pH=2,20+0,01 pH = 6,80 + 0,01

Uzorak w
e Mg, g/mol & nm X e M, g/mol & nm X

85/15/2/0 1,64 519 0,18 0889 19,8 113,72 1,90 0,518
90/10/2/0 1,50 3,85 0,15 0969 152 8582 155 0,523
95/5/2/0 1,62 4,82 0,18 0900 572 30,06 0,67 0,567
100/0/2/0 1,65 4,19 0,17 0887 144 4,40 0,17 1,022

85/15/4/0 1,59 5,03 0,17 0,917 13,6 76,91 1,48 0,526
90/10/4/0 1,68 5,52 0,19 0,873 10,2 56,39 1,10 0,535
95/5/4/0 1,60 5,19 0,18 0,911 4,10 20,39 0,53 0,600
100/0/4/0 1,56 4,40 0,19 0,935 147 4,61 0,17 0,997

Na osnovu rezultata iz Tabele 4.2 jasno se uoCava da postoji velika razlika u
parametrima mreze sa promenom sastava hidrogelova i pH vrednosti okolnog rastvora. Pri
pH vrednosti sredine od 2,20 vrednosti za M i veli¢inu pora su uglavnom sli¢ne bez obzira
na sadrzaj IK unutar serija, S§to je naroCito izrazeno kod uzoraka sa ve¢im sadrzajem
umrezivaca. Vrednosti parametara interakcije polimer-rastvara¢ su visoke i nema velikih
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razlika izmedu njihovih vrednosti za kopolimere i homopolimere. To je posledica velike
hidrofobnosti svih uzoraka, $to se ogleda i u niskim vrednostima za stepen bubrenja.

Pri pH vrednosti 6,80 je situacija drugacija. Veli¢ina pora i M, su znatno vece u
poredenju sa vrednostima u puferu pH vrednosti 2,20 i rastu Sa porastom sadrzaja itakonske
kiseline, $to je objasnjeno u poglavlju o bubrenju (Poglavlje 4.2.1.). Dalje, uoceno je da su
vrednosti za parametar interakcije polimer-rastvara¢ u svim slu¢ajevima znatno nize u
poredenju sa vrednostima dobijenim u puferu pH vrednosti 2,20, Sto ukazuje da je stepen
bubrenja hidrogelova veéi. Takode, vrednosti x su mnogo vece za homopolimere nego za
kopolimerne hidrogelove zbog hidrofobnog karaktera PNiPAAm-a. Parametar interakcije
polimer-rastvara¢ opada kako raste sadrzaj itakonske kiseline.

Rezultati parametara mreze za hidrogelove sa lipazom su prikazani na Slikama 4.13-

4.16.
P 40
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Slika 4.13. Ravnotezni stepen bubrenja za P(NiPAAm/IK) hidrogelove sa a) 2,0 i b) 4,0
mas% umrezivac¢a na pH =2,20 £ 0,01 1 6,80 = 0,01.
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Slika 4.14. Veli¢ina pora za P(NiPAAm/IK) hidrogelove sa a) 2,0 i b) 4,0 mas% umrezivaca
i razli¢itim sadrzajem CRL na pH =2,20 £ 0,01 6,80 £ 0,01.
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Slika 4.15. Parametar interakcije polimer-rastvara¢ za P(NiPAAmM/IK) hidrogelove sa a) 2,0
1b) 4,0 mas% umrezivaca na pH =2,20 + 0,01 1 6,80 £ 0,01.

Na osnovu rezultata sa Slike 4.15 moze se zakljuciti da porast sadrzaja lipaze slabi
interakcije polimer-rastvara¢ za uzorke sa 2,0, 5,0 i 10,0 mas% lipaze. Uzorci sa 20,0 mas%
lipaze imaju veée vrednosti parametra interakcije. Najmanje vrednosti parametra interakcije
imaju uzorci homopolimera, u okviru serija sa istim sadrzajem enzima. Kao $to se i o¢ekuje,
vrednosti parametra interakcije su nize kada uzorak viSe bubri.

2,0 mas% CRL |5,0 m: S%‘C#L ‘10,*.) n{aso)fC?L 20,0 mas% CRL 2,0 mas% CRL | 5,0 mas% CRL |10/0 mas% CRL zoj: as% CRL
150+ —O—pH = 2,20 g 150+ —m—pH=220
m —O0—pH = 6,80 \D —0— pH = 6,80
) 4 S |
£100 \ \ £1004 o \
= 0 = \ 0
o (=2}
- R 0 ks m \[]
o |\ | [ N\ 2 NN ]S
50 50 \ | \
0 0 0
ML bl | 277 M| ad \; .
olooof | goop | Jgon i ol ®RRl ¥W akiblcBL LY &
85328 88828 88Ls 1vggs £3S28 82888 8s8Lsg 1vgges
2558 £5%8 B3B8 53588 Uzorak 2588 5588 3588 5588 Uzorak
a) b)

Slika 4.16. Molekulska masa polimernih lanaca izmedu dve tacke umrezenja za
P(NiPAAm/IK) hidrogelove sa a) 2,0 i b) 4,0 mas% umrezivaca na pH = 2,20 + 0,01 i 6,80
+0,01.

U puferu pH vrednosti 2,20, vrednosti za zapreminski udeo polimera u nabubrelom
stanju rastu sa porastom sadrzaja lipaze i umrezivaca u svim uzorcima. Sa porastom sadZaja

itakonske Kiseline v,s se smanjuje, osim za homopolimerne uzorke, $to je i oéekivano
(Tabela T2, Prilog).
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Prikazani rezultati na Slikama 4.13-4.16 pokazuju da je uticaj lipaze na ponasanje
hidrogelova u puferima pH vrednosti 6,80 kompleksan. Sa promenom sadrzaja lipaze M,
vrednosti se menjaju u skladu sa bubrenjem, kao posledica uticaja veli¢ine molekula lipaze
na strukturu hidrogela. Glomazan, globularan molekul lipaze se ponasSa kao fizicka smetnja
pravilnom formiranju mreze $to dovodi do formiranja veéih pora unutar mreze tokom
procesa polimerizacije i/ili umrezavanja. Takode, sa porastom sadrzaja kiseline M. raste za
uzorke sa istim sadrzajem lipaze, $to je u skladu sa rezultatima bubrenja. Razlike u y usled
promena u sadrzaju lipaze su prakticno zanemarive za sve kopolimere (STD < 3%).
Parametar interakcije polimer-rastvara¢ opada kako raste sadrzaj itakonske kiseline.

Poredenjem rezultata parametara mreze na pH 2,20 i 6,80 vidi se da su M, vrednosti
svih kopolimera znacajno vece na visim pH vrednostima. Za homopolimere rezultat je
suprotan. To pokazuje uticaj strukture i sastava nosaca, odnosno njegovog naelektrisanja, na
vrednosti za M. 2. Kao rezultat, vrednosti veligine pora kopolimera na vi§im pH vrednostima
su jako velike, dok za homopolimere vazi suprotno. Ovi rezultati su takode potvrdeni i preko
parametra interakcije polimer-rastvara¢ ¢ije vrednosti su za kopolimerne hidrogelove nize
pri pH vrednosti 6,80, dok za homopolimerne hidrogelove vazi suprotno.

U Tabeli 4.3 je prikazan uticaj temperature na veli¢inu pora. Veli¢ina pora
PNiPAAmM hidrogela se smanjuje sa porastom temperature od 5 °C do 65 °C. Kako
temperatura raste iznad LCST, PNiPAAm mreza Se kontrahuje, a hidrofobne interakcije
preovladuju i smanjuju veli¢inu pora.

Tabela 4.3. Veli¢ina pora P(NiPAAm/IK) hidrogelova sa 20,0 mas% lipaze na razli¢itim
temperaturama.

& nm £ nm
Tempfratu ' (2,0 mas% umreZivaca) (4,0 mas% umreZivaca)
- 85/15 90/10 95/5 100/0  85/15 90/10 95/5  100/0
5 2,84 3,11 2,69 2,15 2,61 2,01 1,91 1,79
25 2,68 2,61 1,95 1,40 2,34 1,46 1,23 0,92
30 2,58 2,26 1,48 0,51 2,31 1,44 0,80 0,44
37 2,44 2,05 1,10 0,20 2,27 1,22 0,73 0,16
42 1,99 1,38 0,69 0,14 1,59 0,64 0,36 0,16
65 0,45 0,36 0,20 0,12 0,95 0,63 0,27 0,14
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Prema wveli¢ini pora, svi hidrogelovi su podeljeni u nekoliko kategorija:
mikroporozni, makroporozni, neporozni i superporozni . Hidrogelovi sintetisani u ovom
radu pripadaju grupi neporoznih hidrogelova (od 1 do 100 nm).

44. SEM analiza

Slika 4.17 prikazuje morfologiju P(NiPAAmM/IK) kopolimernih hidrogelova bez
lipaze. Ocigledno je da hidrogelovi imaju poroznu strukturu i da veliina pora zavisi od
sastava hidrogela. Uticaj umrezivaca se moze videti na Slici 4.17 a) koja prikazuje
morfologiju uzoraka sa istim sadrzajem monomera. Takode, jasno se vidi i da dodatak
itakonske kiseline uti¢e na veli¢inu pora sintetisanih hidrogelova jer su veée pore uocene za

uzorke sa veé¢im sadrzajem Kiseline a istog sadrzaja umrezivaca (Slika 4.17 b)).

Slika 4.17. SEM mikrografije hidrogelova a) 90/10/2/0 (levo) i 90/10/4/0 (desno); b)
85/15/2/0 (levo) i 100/0/2/0 (desno) bubrenih do ravnoteze u pH 6,80 + 0,01 na 37 °C (‘bar’
500 pum, 70 Xx).
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Slika 4.18 prikazuje morfologiju P(NiPAAM/IK) (90/10) kopolimernih hidrogelova
sa lipazom, i to: 90/10/2/2 (Slika 4.18 a), levo), 90/10/2/20 (Slika 4.18 a), desno), 90/10/4/2
(Slika 4.18 b), levo) 1 90/10/4/20 (Slika 4.18 b), desno) kod kojih se takode vidi jasna razlika
u veli¢ini pora izmedu uzoraka sa razli¢itim stepenom umrezenja (90/10/2/2 i 90/10/4/2).
Razlika se javlja i izmedu uzoraka koji imaju isti odnos komonomera i sadrzaj umrezivaca, a
razli¢it sadrzaj lipaze (90/10/2/2 1 90/10/2/20, odnosno 90/10/4/2 i 90/10/4/20). Hidrogelovi
koji sadrze lipazu imaju vecée pore, U odnosu na hidrogelove bez lipaze, $to se jasno vidi ako
se porede Slike 4.18-4.20 sa Slikom 4.17. Najvece pore su uocene kod uzorka sa nizim
stepenom umrezenja (2,0 mas%) i ve¢im sadrzajem lipaze (20,0 mas%), sto je u skladu sa

rezultatima bubrenja i sa podacima iz literature **.

a)

Slika 4.18. SEM mikrografije kopolimernih hidrogelova a) 90/10/2/2 (levo) i 90/10/2/20
(desno); i b) 90/10/4/2 (levo) i 90/10/4/20 (desno), bubreni do ravnoteze u pH 6,80 + 0,01 na
37 °C (‘bar’ 500 um, 70 x).
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Dalje, Slike 4.19 a) i b) prikazuju morfologiju P(NiIiPAAM/IK) kopolimernih
hidrogelova sa istim sadrzajem lipaze (20,0 mas%) i sadrzajem umrezivaca (4,0 mas%), ali

sa razliCitim sadrzajem itakonske kiseline od 0,0 i 15,0 mas% IK bubrenih do ravnoteze u
pH 6,80.

Slika 4.19. SEM mikrografije hidrogelova sa 4,0 mas% umrezivaca, 20,0 mas% lipaze i a)
15,0 mas% IK (85/15/4/20) i b) 0,0 mas% IK (100/0/4/20) bubrenih do ravnoteze u pH 6,80
+ 0,01 na 37 °C (‘bar’ 1mm, 70 x).

Slike 4.20 a) i b) prikazuju morfologiju P(NiPAAmM/IK) kopolimernih hidrogelova sa
10,0 mas% IK, 20,0 mas% lipaze i sa razli¢itim sadrzajem umrezivaca (2,0 i 4,0 mas%)
uzoraka bubrenih pri pH 6,80.

Slika 4.20. SEM mikrografije hidrogelova sa 10,0 mas% IK, 20,0 mas% lipaze i a) 2,0
mas% (90/10/2/20) i b) 4,0 mas% (90/10/4/20) umrezivaca bubrenih do ravnoteze u pH 6,80
10,01 na 37 °C (‘bar’ 1 mm, 70 X).
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45. Mehanicka svojstva hidrogelova

Mehanicka svojstva hidrogelova, odnosno zavisnost modula sacuvane energije (G') u
funkciji ugaone brzine, su prikazana na Slici 4.21 (uzorci bez lipaze) i Slici 4.22 (uzorci sa
lipazom). Merenja su izvedena na 37 °C nakon bubrenja hidrogelova u puferu pH vrednosti
6,80 £ 0,01. Cilj je bio da se ispita ponasanje hidrogelova u uslovima koji preovladuju u
donjem delu GI trakta, odnosno njihova mehanicka svojstva u potencijalnim radnim
uslovima. Takode, pri pH vrednosti od 6,80 obe karboksilne grupe iz kiseline su jonizovane,
pa je 1 bubrenje viSe izraZeno, Sto utiCe na krajnja mehani¢ka svojstva hidrogela. Iz
prikazanih rezultata je utvrdeno da odnos komonomera, kao i1 koncentracija umreZivaca,
utice na mehaniCka svojstva hidrogelova. Kao §to se ocekuje, sa porastom stepena
umrezenja formira se jata mreZa pa su bolja mehanicka svojstva, ali se Smanjuje sposobnost
upijanja okolnog fluida.

Sa porastom stepena umrezenja od 2,0 do 4,0 mas%, mehanicka svojstva hidrogelova
se poboljsavaju, $to se jasno vidi na Slikama 4.21 i 4.22. Modul sa¢uvane energije opada
kako raste sadrzaj itakonske kiseline u pocetnoj reakcionoj smesi, dajuci slabija mehanicka
svojstva hidrogelovima. Vecée vrednosti modula saCuvane energije su dobijene kod
hidrogelova koji manje bubre.

30000 4 B 85/15/2/0 30000
@ 90/10/2/0 VVVVVVVVVVVVYVYY
25000 - A 95/5/2/0 250004

100/0/2/0
v AAAAAAAAAAAAAA
&,ZOOOO-VVVVVVVVVVvVVV‘ 200001 g gpp000000000 00

o
ED]_SOOO-AAAAAAAAAAAAAA 615000_Illlllllllllll

..............3 m 85/15/4/0

100 g e EEEEEEE® 10000+ ® 90/10/4/0
A 95/5/4/0

5000 - 5000 - v 100/0/4/0

1 10 100 1 10 100
Ugaona brzina, rad.s Ugaona brzina, rad.s’
a) b)

Slika 4.21. Modul sa¢uvane energije, G’ u funkciji ugaone brzine za P(NiPAAM/IK)
hidrogelove razli¢itog sastava sa a) 2,0 mas% i b) 4,0 mas% umreZzivaca, bubrenih do
ravnoteze u pH 6,80 £ 0,01 na 37 °C.
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Sa Slike 4.21 se moze zakljuciti da je uticaj sadrzaja umrezivaca i itakonske
kiseline dosta izrazen. Najve¢i modul saCuvane energije ima uzorak koji ne sadrzi
itakonsku Kkiselinu, a najmanji uzorak sa najve¢im sadrzajem itakonske kiseline, $to je u
skladu sa rezultatima bubrenja (Slika 4.3, 4.22 c) i d)). Modul sac¢uvane energije, G ', je
nezavistan od ugaone brzine za sve uzorke.

Moduli sac¢uvane energije, u funkciji ugaone brzine hidrogelova sa 10,0 mas%
itakonske kiseline i razlicitim sadrzajem lipaze su prikazani na Slici 4.22 a) i b). Na Slici
4.22 c) i d) prikazana je zavisnost modula sacuvane energije u funkciji ugaone brzine
hidrogelova sa razli¢itim sastavom komonomera i stepena umrezenja, a istim sadrzajem
lipaze imobilisane ,,in situ“ polimerizacijom. Sa ovih slika se vidi da sastav komonomera,
koncentracija umrezivaca, kao i sadrzaj lipaze, imaju znatan uticaj na mehanicka svojstva
svih uzoraka. U slucaju kada je lipaza in situ” imobilisana u hidrogelove veca gustina
umrezenja daje jaci hidrogel, ali nizi stepen bubrenja, pa je smanjena moguénost difuzije
supstrata i proizvoda reakcije. Pozeljno je posti¢i optimalni sadrzaj umrezivaca, 0dnosno
onu koncentraciju umrezivaca koja ¢e obezbediti dobru ja¢inu hidrogela i da molekuli

supstrata i proizvoda istovremeno mogu da difunduju u i van hidrogela.

200001 O 90/10/2/2 200004
o 90/10/2/5 ffEmEEaEtEgEE
A 90/10/2/10
15000+ v 90/10/2/20 15000
A A
& o 6:630:5.50516‘3
P - - v v v
O DoEOgooogho ) VVvv Vvvyvy
100001 o AAZ@ZZDDDD 100004
AAAAAL O R L A B 90/10/4/2
©000000° ® 90/10/4/5
A 90/10/4/10
0001 o ¢ VYVVVgyvVVvVvVVVVY 50007 v 90710/4/20
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Slika 4.22. Modul sacuvane energije, G’ u funkciji ugaone brzine za P(NiIPAAM/IK)
hidrogelove (a) 90/10/2 i (b) 90/10/4 sa razli¢itim sadrzajem lipaze; (c) sa 2,0 mas% i (d) 4,0

mas% umreZzivaca i 20 mas% lipaze, bubreni do ravnoteze u pH 6,80 + 0,01 na 37 °C.

Sa Slike 4.22 se moze zakljuciti da je uticaj umrezivaca i lipaze na mehanicka
svojstva hidrogelova izraZzeniji nego uticaj itakonske kiseline. Porast sadrzaja lipaze ima
suprotan efekat od porasta stepena umreZenja $to znaci da smanjuje vrednost modula
saCuvane energije (Slika 4.22 a) i b)). To sugeriSe da lipaza ima znac¢ajan uticaj na strukturu
i mehanicka svojstva hidrogela. Struktura hidrogelova bez lipaze je kompaktnija od
strukture hidrogelova sa lipazom, sto je potvrdeno i rezultatima bubrenja, i u saglasnosti je
sa rezultatima drugih autora *°*.

46. AFM analiza

Slike 4.23-4.28 prikazuju AFM topografije povrsine uzoraka dimenzija (5,0 x 5,0)
um?, i to: (Slika 4.23) 85/15/2/20, (Slika 4.24) 90/10/2/0, (Slika 4.25) 90/10/2/20, (Slika
4.26) 90/10/4/20, (Slika 4.27) 95/5/2/20 i (Slika 4.28) 100/0/2/20 na sobnoj temperaturi, pod
»suvim® uslovima. Iz AFM slika je dobijena visina ispupcenja koja varira od 43 nm do 0,73
um $to ukazuje na postojanje regiona sa visokom gustinom polimera. Na Slikama 4.23-4.28
prikazana je povrsina uzoraka (3D i 2D), kao i hrapavost povrsine za ispitivane uzorke.
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Slika 4.23. AFM analiza za uzorak 85/15/2/20: a) 3-D povrsina, b) 2-D povrsina i c)
hrapavost povrsine.
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Slika 4.24. AFM analiza za uzorak 90/10/2/0: a) 3-D povrsina, b) 2-D povrSina i c)
hrapavost povrsine.
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Slika 4.25. AFM analiza za uzorak 90/10/2/20: a) 3-D povrsina, b) 2-D povrsina i c)
hrapavost povrsine.
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Slika 4.26. AFM analiza za uzorak 90/10/4/20: a) 3-D povrsina, b) 2-D povrsina i c)
hrapavost povrsine.
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Slika 4.27. AFM analiza za uzorak 95/5/2/20: a) 3-D povrsina, b) 2-D povrSina i c)
hrapavost povrsine.
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Slika 4.28. AFM analiza za uzorak 100/0/2/20: a) 3-D povrsina, b) 2-D povrsina i c)
hrapavost povrsine.
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AFM analiza je pokazala da povrSina homo- i kopolimernih hidrogelova ima
konkavno-konveksnu strukturu na Sta ukazuju tamna i svetla polja na Slikama 4.23 b) - 4.28
b). Poredenjem Slika 4.23 c) - 4.28 ¢) vidi se da dodatak IK/MBA/CRL uti¢e na povrSinu
ispitivanih uzoraka. Analizom prikazanih topografija uoceni su regioni sa maksimalnom
visinom od 730 nm i prose¢nom hrapavoséu od 8,7 nm. Takode, utvrdeno je da postoje
defekti sa maksimalnom deformacijom od 32 nm, dobijenom za uzorak 90/10/2/20.

Na homogenost povrSine hidrogelova znacajno uti¢e sadrzaj umrezivaca, kao i lipaze
za uzorke sa ,,in situ“ imobilisanom lipazom. Najvecu homogenost povrsine ima uzorak bez
lipaze, kao Sto se i ocekivalo na osnovu rezultata bubrenja i SEM analize. PovrSina
homopolimernog gela sa lipazom, 100/0/2/20, je homogenija u odnosu na kopolimerne
hidrogelove, $to se vidi iz niskih vrednosti za hrapavost povrSine od 2,7 nm (Slike 4.23 -
4.28) u odnosu na druge uzorke sa lipazom. Kod ostalih uzoraka sa imobilisanom lipazom

homogenost povrsine se smanjuje sa porastom sadrzaja lipaze, $to je i o¢ekivano.

Vreme polimerizacije je bilo isto za sve uzorke, tako da nije uticalo na heterogenost
povrSine sintetisanih uzoraka. Blagi porast hrapavosti povrSine je uofen sa porastom
sadrzaja itakonske kiseline (do 10 mas%), u iznosu od 3,7 nm do 8,7 nm, dok se smanjuje sa
porastom sadrzaja umrezivaca (od 8,7 nm do 2,4 nm) (Slike 4.25 i 4.26). Vrednosti

hrapavosti povrSine za sve uzorke su prikazane u Tabeli 4.4.

Tabela 4.4. Srednja vrednost hrapavosti povrsine P(NiPAAmM/IK) hidrogelova.

Uzorak Hrapavost povrsine, nm

85/15/2/20 3,9
90/10/2/20 8,7
95/5/2/20 4,2
100/0/2/20 3,7
90/10/2/0 0,52
90/10/4/20 2,4

Sa porastom sadrzaja lipaze u uzorku razlika u hrapavosti povrsine postaje izrazenija,
i za uzorke 90/10/2/0 i 90/10/2/20 iznosi 0,52 i 8,7 nm, redom (Slike 4.24 i 4.25). To govori
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da dodatak MBA poboljsava homogenost povrsine, dok dodatak lipaze znacajno uti¢e na
njeno smanjenje.
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Zakljucak

U ovom poglavlju je prikazana karakterizacija P(NiPAAmM/IK) kopolimernih
hidrogelova bez i sa umetnutom lipazom iz Candida rugosa. Hidrogelovi su karakterisani
odredivanjem stepena bubrenja, ispitivanjem morfologije, mehanickih svojstava, kao 1 FT-
IR i AFM analizom. FT-IR analizom je potvrdeno da je uspes$no izvedena imobilizacija
lipaze iz Candida rugosa na P(NiPAAmM/IK) hidrogelove i da umetanje lipaze utice na
fizicko-hemijske karakteristike sintetisanog hidrogela. Utvrdeno je da na stepen bubrenja
utiCe sadrzaj itakonske kiseline, stepen umreZenja, prisustvo lipaze, kao i pH vrednost
okolnog medijuma. Sa porastom sadrzaja kiseline 1 lipaze se povecava stepen bubrenja, ali
se smanjuje mehanicka jacina hidrogela. Takode, utvrdeno je da pri bubrenju na pH 2,20
dolazi do pojave ,,overshooting* efekta.

Imobilizacija lipaze iz Candida rugosa je izvedena na dva nacina (Metoda I i II).
Zakljuceno je da prisustvo lipaze u reakcionoj smeSi u maloj meri ometa reakciju
polimerizacije/umrezavanja. Vezivanje lipaze zavisi od metode po kojoj se izvodi
imobilizacija, pocetne koncentracije lipaze, sastava hidrogelova i1 stepena umrezenja.
Utvrdeno je da je bolje i lakSe vezivanje lipaze po Metodi I, odnosno ,,in situ“
polimerizacijom.
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5. Aktivnost lipaze imobilisane u hidrogelove N-izopropilakrilamida i itakonske
kiseline

Izvedena je imobilizacija lipaze u P(NiPAAM/IK) hidrogelove umetanjem enzima u
hidrogelove na dva nacina. Prvi nacin je ,,in situ“ imobilizacija enzima u hidrogelove kada je
enzim dodat u reakcionu smesu, a zatim je izvedena reakcija polimerizacije/umrezavanja
(Metoda 1), a drugi nacin je imobilizacija enzima u prethodno sintetisane hidrogelove,
bubrenjem kserogelova u rastvorima lipaze odgovaraju¢e koncentracije, pH vrednosti i
temperature (Metoda I1). Nakon izvedene imobilizacije odredena je aktivnost lipaze.
Rezultati su zatim uporedeni da bi se izabrala bolja metoda imobilizacije.

Prinos aktivnosti imobilisane lipaze je odreden za sve sintetisane uzorke, pri ¢emu je
praden uticaj sastava hidrogelova i sadrzaja lipaze. Hidrogel je termostatiran sa supstratom
na temperaturi od 37 °C i pri pH = 7,77 tokom 3 h (standardna Sigma procedura). Nakon
toga je reakcija prekinuta dodatkom metanola u kome je rastvoren fenolftalein. Zatim je
izvedena titracija 0,1 M rastvorom NaOH do potpune promene boje.
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5.1. Metoda I —,,In situ*“ imobilizacija lipaze

U cilju ispitivanja uticaja vremena reakcije na prinos aktivnosti imobilisane lipaze,
vreme termostatiranja uzoraka zajedno sa supstratom je bilo 45, 100, odnosno 180 minuta.
Dobijeni rezultati za sve ispitivane uzorke su prikazani na Slikama 5.1-5.3.

Uzorak Uzorak
40 85/15/2 90/10/2 95/5/2 100/0/2 40 85/15/4 90/10/4 95/5/4 100/0/4
—{+45min —O—45min
- —@—100 min| | s —@— 100 min
@ < H %] < R
S $30- L —1—180 min S 330 —O— 180 min
= 3 = 5
g 3 / g -
< 520 < 5201
S & S &
=D =2
o 5 g D
3] (3]
2 — 101 2 = 104 IE
& 10 & 10
251020 2 51020 2 51020 2 51020 2 51020 2 51020 2 51020 2 51020
Sadrzaj lipaze, mas% Sadrzaj lipaze, mas%
a) b)

Slika 5.1. Prose¢na specificna aktivnost lipaze imobilisane u P(NiPAAmM/IK) hidrogelove za

razli¢ito vreme trajanja reakcije.

Za primenu imobilisane lipaze kao katalizatora veoma je bitno ne dode do otpustanja
lipaze iz hidrogela nakon imobilizacije. Medutim, ako dode do otpustanja, takode je bitno da
ona zadrzi deo svoje aktivnosti u uslovima koji vladaju u okolnom medijumu, pa je u tom
cilju uradeno i ispitivanje aktivnosti otpustene lipaze. Vrednosti za specifiénu aktivnost
lipaze u filtratu su prikazane na Slikama 5.2 a) i b).
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Uzorak Uzorak
85/15/2 90/10/2 95/5/2 100/0/2 85/15/4 90/10/4 95/5/4 100/0/4
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a) b)

Slika 5.2. Specifiéna aktivnost lipaze iz filtrata, nakon otpustanja iz P(NIPAAM/IK)

hidrogelova, za razli¢ito vreme trajanja reakcije.

Uzorak Uzorak
40 85/15/2 90/10/2 95/5/2 100/0/2 40 85/15/4 90/10/4 95/5/4 100/0/4
T I I I I I I I I I I I
X —(+— 45 min X —O— 45 min
< —— 100 min & —@— 100 min
N - N .
830' —3— 180 min 830' —O— 180 min
= . —_ D)
: / :
S 20+ / S 201
< X
3+ @
[72] [%2]
g g1o]
: pald] © sqa?
O~ 502 725w 251020 25102 O~ 510w 25100 251020 25102
Sadrzaj lipaze, mas% Sadrzaj lipaze, mas%
a) b)

Slika 5.3. Prinos aktivnosti lipaze imobilisane u P(NiPAAmM/IK) hidrogelove za razlicito
vreme trajanja reakcije.

Jasno se uocava uticaj vremena na sve tri ispitane velicine, tj. da sa povecanjem
vremena raste i aktivnost imobilisane lipaze. Usvojeno vreme odigravanja reakcije je 180
minuta, $to ujedno predstavlja i standardnu proceduru.
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Prinos aktivnosti raste sa povec¢anjem udela itakonske kiseline u hidrogelovima.
Hidrogel bez itakonske kiseline ima najnizi prinos aktivnosti, a najve¢i hidrogel sa najvise
itakonske kiseline. Jedno od objasnjenja moze biti da dodatak itakonske kiseline utice na
porast broja grupa na nosacu sposobnih da vezu lipazu. Takode, u slucaju Metode I, pH
vrednost reakcione smeSe pre otpocinjanja reakcije polimerizacije/umrezavanja je veoma
slicno vrednosti izoelektricne tacke za lipazu iz Candida rugosa. Porede¢i uzorke sa istim
sadrzajem lipaze ocigledno je da lipaza u uzorku 100/0/4 zadrzava najmanji stepen svoje
aktivnosti. Najbolju aktivnost pokazuju uzorci sa 20,0 mas% lipaze kod kojih je uoceno da
porast sadrzaja itakonske kiseline utice na porast prinosa aktivnosti lipaze do vrednosti od
oko 35 % (za vreme trajanja reakcije od 3 h).

5.2. Enzimska svojstva imobilisane lipaze

U okviru dalje karakterizacije sistema na bazi hidrogelova P(NiPAAM/IK) sa
imobilisanom CRL, ispitani su masa ugradenog enzima, specificna aktivnost, kao i
temperaturni i pH optimum kao vrlo vazni podaci za dizajn imobilisanih sistema za

industrijsku primenu, a dobijeni rezultati su prikazani na Slikama 5.4-5.6.

5.2.1. Uticaj pocetne koncentracije lipaze na masu i specifiénu aktivnost imobilisanog
enzima

Na Slikama 5.4 i 5.5 prikazan je uticaj koncentracije lipaze u rastvoru na masu i
specifi¢nu aktivnost imobilisane lipaze. Masa imobilisanog enzima raste proporcionalno sa
porastom koncentracije lipaze u pocetnoj smesi. Vise lipaze se ugradi u hidrogelove s nizom
koncentracijom umrezivaca (2,0 mas%) usled postojanja vecih pora unutar mreze, §to je

oc¢ekivano.
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Slika 5.4. Uticaj koncentracije lipaze u reakcionoj smeSi za polimerizaciju na masu
imobilisane lipaze i njenu specifi¢nu aktivnost za P(NIPAAM/IK) hidrogelove sa 2,0 mas%
MBA (Masa imobilisane lipaze je prikazana isprekidanom linijjom: o: 100/0, o: 95/5,:
A90/10, 0: 85/15).
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Slika 5.5. Uticaj koncentracije lipaze u reakcionoj sme$i za polimerizaciju na masu
imobilisane lipaze i njenu specifi¢nu aktivnost za P(NIPAAM/IK) hidrogelove sa 4,0 mas%
MBA (Masa imobilisane lipaze je prikazana isprekidanom linijom: o: 100/0, o: 95/5,:
A90/10, ¢: 85/15).
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Aktivnost imobilisanih sistema raste sa povecanjem sadrzaja IK, $to je posledica
interakcija izmedu lipaze i hidrogela, kao i razliCite veli¢ine pora u gelu, pa su najvece
vrednosti specifi¢ne aktivnosti dobijene za hidrogelove 85/15 sa 2,0 mas% MBA i 20,0
mas% lipaze. Imobilizacijom lipaza gubi znacajan deo svoje aktivnosti. Uzorak 85/15/2/20
ima najvecu specificnu aktivnost od 38,3 1U/g pri ugradnji enzima od 196,1 mg/g nosaca,
Sto predstavlja 48 % od specificne aktivnosti slobodne lipaze. Na Slikama 5.4 i 5.5 je
prikazano kako u sluc¢aju uzorka P(NiPAAM/IK) 85/15 specifi¢na aktivnost stalno raste sa
povecanjem koncentracije lipaze. Za sve druge sastave hidrogelova specifi¢na aktivnost
raste sa porastom sadrzaja lipaze sve dok se ne dostigne optimalna vrednost sadrzaja lipaze
za dati sastav hidrogela, nakon ¢ega je konstantan ili opada. 1z literature je poznato da se
kataliticka efikasnost imobilisanih sistema smanjuje kada vrednost imobilisanog enzima
192 Dakle, trebalo bi izabrati optimalnu masu
imobilisanog enzima. Homopolimeri imaju najnizu specifi¢nu aktivnost, oko 5 1U/g, , tj. oko

dostigne odredenu kriticnu vrednost

6 % specificne aktivnosti odredene za slobodnu lipazu.

5.2.2. pH i temperaturni optimum lipaze imobilisane Metodom |

S obzirom da su pokazali najve¢u aktivnost lipaze nakon imobilizacije, uzorci sa
20,0 mas% lipaze su odabrani za odredivanje pH i temperaturnog optimuma imobilisane
lipaze.

5.2.2.1. Uticaj temperature na prinos aktivnosti biokatalizatora

Temperaturni optimum predstavlja temperaturu na kojoj je prinos aktivnosti najveci.
Ispitivanja su izvedena na Sest razli¢itih temperatura: 5, 25, 32, 37, 42 i 65 °C sa
hidrogelovima razli¢itog sadrzaja itakonske kiseline i stepena umrezenja, dok je sadrzaj
lipaze u svim uzorcima bio 20,0 mas%. Za svaku temperaturu je odredena aktivnost
imobilisane lipaze, a dobijeni rezultati su prikazani na Slici 5.6.
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Slika 5.6. Aktivnost imobilisane lipaze u funkciji temperature za P(NIPAAM/IK)
hidrogelove sa a) 2,0 mas%, b) 4,0 mas% umrezivaca i ¢) za uzorke 90/10/2/20, 90/10/4/20.
Radi poredenja prikazana je i aktivnost slobodne lipaze.

Uoceno je da aktivnost lipaze raste do odredene temperature, a zatim opada.
Temperatura na kojoj se javlja maksimalna aktivnost za sve ispitivane hidrogelove se krece
od 32 °C (za homopolimerni hidrogel) do 42 °C (za hidrogelove sa 5,0 mas% itakonske
kiseline), dok se za slobodnu lipazu maksimalna aktivnost javlja oko 40 °C.

Za sve hidrogelove krive relativne aktivnosti u funkciji temperature za imobilisanu
lipazu su Sire nego krive za slobodnu lipazu. To je verovatno posledica ouvanja aktivnosti
lipaze zahvaljujuéi stabilizaciji molekula lipaze imobilizacijom. Dalje, maksimum je malo

pomeren ka niZim temperaturama

(Slike 5.6 a) i b)) sto ukazuje na strukturne promene u
enzimu, viSestruke jonske interakcije, koje utiCu na porast aktivacione energije enzima i

zauzimanje konformacije pogodne za interakciju sa supstratom (kao posledica naelektrisanja
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nosaca) "2 Takode, $ire krive za temperaturni optimum su dobijene za uzorak sa niZim

sadrzajem MBA (Slika 5.6 c)).

5.2.2.2. Uticaj pH na prinos aktivnosti biokatalizatora

pH optimum je vrednost pH rastvora na kojoj je prinos aktivnosti enzima najveci.
Ispitivano je ponasanje P(NiPAAm/IK) hidrogelova sa 2,0 1 4,0 mas% MBA 1 20,0 mas%
lipaze. Uzorci su pomeSani sa supstratom i ostavljeni u rastvorima razli¢itih pH vrednosti: 4,
5,6, 7,8,91 10, na temperaturi od 37 °C. Posle 3 h, reakcija je prekinuta dodatkom 10 mL
metanola u kome je rastvoren fenolftalein. Zatim je izvedena titracija 0,1 M rastvorom
NaOH do promene boje, a rezultati su prikazani na Slici 5.7.
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Slika 5.7. Aktivnost imobilisane lipaze u funkciji pH vrednosti rastvora za P(NiPAAM/IK)
hidrogelove sa a) 2,0 mas%, b) 4,0 mas% umrezivaca i c¢) 90/10/2/20, 90/10/4/20. Radi
poredenja prikazana je i aktivnost slobodne lipaze.
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Slika 5.7 prikazuje pH profil svih uzoraka sa 20,0 mas% lipaze, kao i slobodne
lipaze. Sa grafika se vidi da aktivnost imobilisane lipaze dostize maksimalne vrednosti
izmedu pH 7,0 i 8,0, a zatim naglo opada za sve uzorke. Sa povec¢anjem pH iznad optimalne
vrednosti dolazi do konformacionih i strukturnih promena u enzimu koje dovode do
smanjenja njegovog afiniteta ka supstratu, &ime se aktivnost enzima smanjuje ****%". Uzorak
bez itakonske kiseline ima najmanju vrednost aktivnosti i njegov pH optimum je pomeren na
pH 7, dok uzorak sa najve¢im sadrzajem itakonske kiseline ima najvecu aktivnost.
Optimalna pH vrednost je oko pH 7,5 za sve ispitivane uzorke koji sadrze itakonsku
kiselinu, dok se pH optimum za slobodan enzim dostize pri pH 7,0, §to je u skladu sa

rezultatima iz literature 1%82%

Iz prikazanih rezultata je utvrdeno da se pH optimum lipaze pri imobilizaciji pomera
za 1,0 ka alkalnoj oblasti bez obzira na sastav hidrogelova. Karboksilne grupe u IK
prouzrokuju smanjenje pH u mikrookruzenju lipaze u hidrogelu, pa je lipaza izloZena nizoj
pH vrednosti od one eksperimentalno utvrdene u pocetnoj reakcionoj smesi, usled cega se

pH optimum pomera ka visim vrednostima *.

Osim toga, pH profil imobilisane lipaze je Siri od pH profila slobodne lipaze, Sto
ukazuje da je imobilizacijom poboljsana pH stabilnost lipaze. PoboljSana pH stabilnost je
najverovatnije posledica stabilizacije molekula lipaze usled uspostavljanja jonskih
interakcija lipaze sa nosagem %", Zbog toga svi kopolimerni hidrogelovi pokazuju sli¢an,
siroki pH profil, osim homopolimera (100/0/2/20 1 100/0/4/20) koji pokazuju nesto uzi
profil, posebno pri alkalnim pH vrednostima. Najbolja enzimska aktivnost je utvrdena za
hidrogelove sa najvisim sadrzajem itakonske kiseline (85/15/2/20 i 85/15/4/20). Prema
literaturi, nakon imobilizacije CRL na P(NiPAAmM/IK) hidrogelove razli¢itog sastava, pH

202,203
S

optimum biokatalizatora moze postati ve¢i od onog kod slobodne lipaze , Sto zavisi od

nacina imobilizacije, kao i od strukture i naelektrisanja matrice.

5.3.  Metoda Il — Imobilizacije lipaze bubrenjem

Pracen je uticaj temperature, pH i1 koncentracije lipaze u rastvoru na masu i aktivnost
imobilisane lipaze, a dobijeni rezultati su prikazani u Tabelama 5.1-5.3, redom. Na osnovu

prethodnih istrazivanja usvojeno optimalno vreme vodenja reakcije bilo je 3 h.

Prethodno sintetisani hidrogelovi (kserogelovi) bez enzima ostavljeni su da bubre u
rastvoru pH vrednosti 7,00 £ 0,01 i koncentracije enzima 1,0 mge,,/mL rastvora, na
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razli¢itim temperaturama: 5, 25 i 37 °C. Da bi se osiguralo maksimalno moguée vezivanje

enzima za nosac uzorci su ostavljeni da bubre u rastvorima do ravnoteze.

Tabela 5.1. Uticaj temperature na aktivnost lipaze nakon imobilizacije po Metodi Il
(bubrenje kserogelova u rastvoru lipaze koncentracije 1,0 mgen/mL pufera pH 7,00 + 0,01.

t=5°C t=25°C t=37°C
Uzorak

I U / g spras.

kserogela kserogela kserogela

85/15/2/0 34,20 0,171 28,5 30,60 0,153 255 21,20 0,106 17,7

I U/gspms’. I U/gspmi.

1U/mQen; 1U/mgen; IU/mgen; Y, %

90/10/2/0 29,40 0,147 24,2 25,80 0,129 215 10,60 0,063 88
95/5/2/0 24,20 0,121 20,7 16,20 0,081 135 520 0,026 43
100/0/2/0 23,60 0,118 19,7 10,80 0,054 9,0 2,00 0,010 1,7

85/15/4/0 31,40 0,157 26,2 24,80 0,124 20,7 15,60 0,078 13,0
90/10/4/0 28,60 0,143 238 17,20 0,086 143 8,20 0,041 68
95/5/4/0 21,20 0,106 17,7 10,80 0,054 9,0 3,60 0,018 3,0
100/04/0 9,80 0,049 82 5,40 0,027 45 0,60 0,008 05

Vrednosti iz Tabele 5.1 pokazuju da najveci procenat specifi¢ne aktivnosti i prinosa
aktivnosti pokazuje uzorak sa najve¢im sadrzajem itakonske kiseline (15,0 mas%) i manjeg
sadrzaja umrezivaca (2,0 mas%). Takode, sniZavanje temperature na kojoj se izvodi reakcija
umetanja lipaze u hidrogelove uti¢e na porast ovih vrednosti, koje su najvece na temperaturi
umetanja od 5 °C (verovatno kao posledica povecanog bubrenja hidrogelova na 5 °C i
mogucnosti lakSeg umetanja lipaze u hidrogel). Na osnovu ranije ispitanih mehanickih
karakteristika hidrogelova pokazano je da je uzorak sa najve¢im sadrzajem itakonske
kiseline pokazao nesto slabija mehani¢ka svojstva. Takode, na osnovu rezultata prinosa
aktivnosti i kinetike otpustanja imobilisane lipaze Metodom Il (Tabela 5.1) i poredenjem sa
rezultatima dobijenim imobilizacijom lipaze Metodom | (Poglavlje 5.1), kao najbolji
izabrani su:

e Uzorak 90/10/2/0 za ispitivanje moguénosti primene dobijenog biokatalizatora u
reakcijama sinteze estra.
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e Uzorci 95/5/2/0 1 95/5/4/0 za ispitivanje moguc¢nosti primene hidrogelova za

kontrolisano otpustanje terapeutskih proteina.

Na osnovu rezultata iz Tabele 5.1, i prinosa aktivnosti, usvojena je optimalna
temperatura od 5 °C za dalji rad. Nakon toga ispitano je bubrenje uzoraka u puferima
razlic¢itih pH vrednosti (pH 6,00 + 0,01, 8,00 = 0,01 i 9,00+ 0,01). Cilj je bio da se nade
optimalna pH vrednost rastvora pufera, gde je prinos aktivnosti najbolji, a Sto je vazno za
potencijalnu primenu kao biokatalizatora u reakcijama esterifikacije. Takode, cilj je bio i
optimizacija kinetike otpustanja proteina iz hidrogelova odredenih sastava. U tu svrhu je
ispitana 1 moguénost otpusStanja lipaze iz hidrogelova odredivanjem aktivnosti filtrata,

odnosno, aktivnosti otpustene lipaze iz hidrogelova.

Tabela 5.2. Uticaj pH rastvora na aktivnost imobilisane lipaze nakon imobilizacije po
Metodi Il (bubrenje kserogelova na 5 °C u rastvoru lipaze koncentracije 1,0 mgen/mL pufera
pH 7,00 £ 0,01.

Uzorak UG 1U/MQen; Y, %
kserogela
90/10/2/0 13,60 0,068 11,3
6,04 95/5/2/0 6,40 0,032 53
95/5/4/0 3,40 0,017 2,8
90/10/2/0 29,00 0,145 24,2
7,00 95/5/2/0 24,80 0,124 20,7
95/5/4/0 21,40 0,107 17,8
90/10/2/0 22,00 0,110 18,3
8,00 95/5/2/0 20,00 0,100 16,7
95/5/4/0 8,60 0,043 7,2
90/10/2/0 / / <1,0
8,99 95/5/2/0 / / <1,0
95/5/4/0 / / <10
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Na osnovu rezultata iz Tabele 5.2 uocava se da pH vrednost rastvora u kome se

izvodi umetanje lipaze utie na prinos njene aktivnosti. Sa porastom pH vrednosti rastvora
do 7,00 prinos aktivnosti lipaze raste, a potom opada. Nakon usvajanja optimalne
temperature, usvojena je i optimalna pH vrednost: 7,00 + 0,01. Zatim je izveden set
eksperimenata u kojima je varirana koncentracija lipaze u rastvoru: 1,0, 5,0, 10,0 i 20,0
MQen/mML rastvora. Rezultati ovih eksperimenata su prikazani u Tabeli 5.3.

Tabela 5.3. Uticaj koncentracije lipaze u rastvoru na aktivnost imobilisane lipaze nakon
imobilizacije po Metodi Il (bubrenje kserogelova na 5 °C u rastvoru pH vrednosti 7,00 £

0,01).
Koncentracija
rastvora, Uzorak U0 1U/MGen: Y, %
mg/mL SEITEE

90/10/2/0 12,20 0,061 10,2

0,2 95/5/2/0 10,80 0,054 9,0

95/5/4/0 5,80 0,029 4,8

90/10/2/0 29,00 0,145 24,2

1,0 95/5/2/0 24,80 0,124 20,7
95/5/4/0 21,40 0,107 17,8

90/10/2/0 63,20 0,316 52,7

5,0 95/5/2/0 39,60 0,198 33,0
95/5/4/0 27,80 0,139 23,2

90/10/2/0 65,00 0,325 54,2

10,0 95/5/2/0 46,00 0,230 38,3
95/5/4/0 39,20 0,196 32,7

90/10/2/0 62,80 0,314 52,3

20,0 95/5/2/0 45,40 0,227 37,8
95/5/4/0 39,00 0,195 32,5

Strana | 91



Poglavlje 5. Aktivnost lipaze imobilisane u P(NiPAAM/IK) hidrogelove

Sa porastom koncentracije lipaze u rastvoru do 10,0 mg/mL vrednosti prinosa
aktivnosti rastu, a potom blago opadaju. Medutim, pri koncentraciji lipaze od 10 mg/mL i
viSe dolazi do taloZenja proteina ¢ime se smanjuje masa lipaze koju hidrogel moze da upije.
S druge strane, koncentracija rastvora od 1,0 mgen/mL rastvora odgovara rastvoru koji je
koriS¢en za ,,in situ* umetanje lipaze, a u kome je sadrzaj lipaze bio 20,0 mas%. Zbog toga
je ova koncentracija odabrana za dalji rad kako bi mogle da se uporede efikasnosti
imobilizacije po Metodi I i I1.

Pored koncentracije rastvora lipaze, mora se optimizovati i odnos monomera i
umrezivaca posto on odreduje poroznost polimerne mreZe i stoga uti¢e na imobilizaciju
lipaze. U ovom radu je pokazano da se sa povecanjem koncentracije umrezivaca od 2,0 do
4,0 mas% smanjuje prinos aktivnosti lipaze. Na primer, 90/10/2/20 hidrogel je pokazao 27,0
% u odnosu na 20,1 % prinosa aktivnosti kod uzorka sa 4,0 mas% umrezivaca, dok je prinos
aktivnosti uzorka 90/10/2/0 bubrenog pod optimizovanim uslovima iznosio 30,0 %,
primenom standardne procedure na emulziji maslinovog ulja *®*. Porast koncentracije
umrezivac¢a smanjuje broj amidnih grupa koje nakon procesa polimerizacije, ostaju slobodne
za vezivanje lipaze.

5.4. Ispitivanje stabilnosti imobilisane lipaze pri skladiStenju

Stabilnost imobilisane lipaze, odnosno otpornost pri stajanju bez velikog gubitka
enzimske aktivnosti, je vazna zbog ekonomske isplativosti i odrzivosti procesa biosinteze
estara 2%>?%_ |spitivanje stabilnosti lipaze na skladistenje za nativnu i imobilisanu lipazu po
Metodi | je izvedeno u periodu od 60 dana na razli¢itim temperaturama (Slika 5.8).
Imobilisana lipaza je pokazala znacajno bolju stabilnost na skladistenje u odnosu na nativnu
lipazu. Takode, imobilisana lipaza je pokazala punu kataliticku aktivnost pri ¢uvanju na -20
°C u laboratorijskom zamrzivacu, dok je pri porastu temperature skladiStenja zabelezen pad
stabilnosti. Nakon skladiStenja na 4 °C, lipaza imobilisana Metodom I zadrzava nesto vise

od 95 % svoje pocetne aktivnosti.
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Slika 5.8. Relativna aktivnost (%) slobodne i imobilisane lipaze u 90/10/2/20 hidrogel
(Metoda 1) nakon skladiStenja na razli¢itim temperaturama tokom 60 dana. Reakcije su
izvedene na emulziji maslinovog ulja standardnom procedurom, na 37 °C i na pH 7 u
trajanju od 3 h.

Potom je ispitana stabilnost lipaze imobilisane Metodom II, bubrenjem na 4 °C i
uporedena sa stabilnoS¢u lipaze imobilisane Metodom I, a rezultati su prikazani na Slici
5.9. Utvrdeno je da se imobilizacijom povecava stabilnost lipaze u odnosu na nativnu bez
obzira na metodu imobilizacije. U oba slucaja temperatura od 4 °C se pokazala kao
pogodna za skladistenje imobilisane lipaze. Stajanjem na toj temperaturi lipaza zadrzava
oko 95 % svoje aktivnosti ako se imobiliSe po Metodi I, odnosno 68,7 % (bubrenje u 1,0
MQenz/ML) i 77,0 % (bubrenje u 5,0 mgen/mL), ako se imobilise po Metodi 1. S druge
strane, slobodna lipaza je zadrzala oko 41 % svoje kataliticke aktivnosti nakon 14 dana i
samo 5 % nakon 30 dana skladiStenja na 4 °C. Takode, utvrdeno je da se znatno bolja
stabilnost imobilisane lipaze postize ako se lipaza imobilise Metodom I, odnosno ,,in situ*
polimerizacijom.
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Slika 5.9. Relativna aktivnost (%) slobodne i imobilisane lipaze u 90/10/2/20 (Metoda 1),
kao i lipaze imobilisane Metodom Il u hidrogel 90/10/2/0 nakon skladiStenja na 4 °C tokom
60 dana. Reakcije su izvedene na emulziji maslinovog ulja standardnom Sigma procedurom,
na 37 °C i na pH 7,0 u trajanju od 3 h.

Niza temperatura skladistenja (-20 °C) omogucava dugoro¢no ocuvanje aktivnosti

imobilisane lipaze, pri ¢emu je mogucnost degradacije vrlo mala. Porast temperature

skladiStenja lipaze do sobne temperature dovodi do smanjenja aktivnosti, najces¢e kao
rezultat kontaminacije mikroorganizmima. Povlacenjem trend linije (Slika 5.8) odredeno je

da je poluvreme skladistenja slobodne lipaze oko 16 dana.
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Zakljucak

Imobilizacija lipaze na P(NiPAAmM/IK) kopolimerne hidrogelove je izvedena na dva
nac¢ina. Poredenjem metoda imobilizacije, kao i aktivnosti imobilisane lipaze, utvrdeno je da
je imobilizacija po Metodi I, odnosno in situ imobilizacija, bolja metoda za imobilizaciju
lipaze na P(NiPAAM/IK) hidrogelove.

Utvrdeno je da imobilizacija lipaze utice na fizi¢ko-hemijske karakteristike
rezultujuc¢eg hidrogela. Sa druge strane, struktura hidrogela ima znatan uticaj na ponasanje
imobilisane lipaze.

Tokom imobilizacije lipaza se bolje veze za kopolimerne hidrogelove nego za
homopolimerne. Specificna aktivnost imobilisane lipaze raste sa porastom sadrzaja
itakonske kiseline i lipaze u hidrogelu. Time je pokazano da struktura hidrogela ima
znaajan uticaj na ponaSanje imobilisane lipaze. Najvecu aktivnost je pokazao uzorak sa
najve¢im sadrzajem lipaze i itakonske kiseline, gde je specifi¢na aktivnost imobilisane
lipaze iznosila oko 38 IU/g. Imobilisana lipaza je pokazala bolju stabilnost na skladiStenje u
odnosu na nativnu lipazu bez obzira na metodu imobilizacije, pri ¢emu je zadrzana visoka
kataliti¢ka aktivnost pri skladiStenju na -20 °C, dok je sa porastom temperature zabeleZzen
pad stabilnosti. Temperatura na kojoj se javlja maksimalna aktivnost za sve ispitivane
hidrogelove se kre¢e od 32 °C do 42 °C. Utvrden je pH optimum za imobilisanu lipazu koji
se za sve ispitivane uzorke kretao u intervalu od 7,0 do 8,0.

Na osnovu dobijenih rezultata utvrdeno je da je za primenu imobilisane lipaze, kao
biokatalizatora za sintezu estara, najbolja svojstva pokazao hidrogel 90/10/2/20. Rezultati
sinteze estra n-amil-izobutirata su prikazani u Poglavlju 7.

Strana | 95



Poglavlje

atal

6. Modifikacija i optimizacija biokatalizatora

U dosada$njim istrazivanjima kao nosaci za imobilizaciju su se koristili dvoslojni
hidroksidi (slojeviti materijali sa pozitivno naelektrisanim slojevima kojima se
suprotstavljaju negativno naelektrisani anjoni koji se nalaze u medusloju) 207 Eupergit® C,
aktivni ugalj i molekulska sita ?°®. Poredenjem tih rezultata, u kojima se procenat vezanog
enzima krece od 19 do 71 %, sa rezultatima dobijenim u ovom radu, moze se zakljuciti da

P(NiPAAm/IK) hidrogel vezuje znatno vecu masu enzima.

Ranija ispitivanja imobilizacije enzima u hidrogelove su pokazala da se aktivnost
imobilisanog enzima moze povecati ukoliko se pri sintezi hidrogela doda povrsinski aktivna
materija. Takode, pokazano je da se lipaza najbolje vezuje za nosac ukoliko se imobilizacija
izvodi u rastvoru ¢ija je pH vrednost bliska izoelektri¢noj tacki lipaze %4292 7hog toga
su izvedene nove sinteze hidrogela 90/10/2/20, koji je u prethodnim ispitivanjima pokazao
najbolja svojstva, tako §to je u reakcionu smeSu dodata povrsinski aktivna materija, Triton
X-100 212 213 214 "5 ymesto destilovane vode reakcija je izvedena u rastvoru Cija je pH

vrednost bila 7,0. Triton X-100 je dodat u reakcionu smesu kako bi se zadrzala otvorena
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konformacija lipaze dostupna supstratu. Dobijeni uzorci su karakterisani odredivanjem
aktivnosti imobilisane lipaze, FT-IR i SEM analizom.

Sinteza prvog uzorka P(NiIPAAM/IK)-1 je izvedena u destilovanoj vodi bez dodatka
povrsinski aktivne materije u destilovanoj vodi. Drugi i tre¢i uzorak su sintetisani u puferu
pH vrednosti 7,0 (uzorci P(NiPAAM/IK)-2 i P(NIiPAAM/IK)-3). Sinteza Cetvrtog i petog
uzorka je izvedena u prisustvu povrsinski aktivne materije, Triton X-100, a kao reakcioni
medijum koriS¢ena je destilovana voda (uzorak P(NiPAAmM/IK)-4) i pufer pH vrednosti 7,0
(uzorak P(NiIPAAM/IK)-5):

e 90/10/2/20 (P(NiPAAM/IK)-1)
e 90/10/2/20 u fosfatnom puferu, pH 7,0, kao rastvaracu (P(NiPAAM/IK)-2)

e 90/10/2/20 u u fosfatnom puferu, pH 7,0, kao rastvarac¢u (pH vrednost IA/KPS/KPyS
pre reakcije polimerizacije je podesena na pH 7,20) (P(NiPAAm/IK)-3)

e 90/10/2/20 sintetisan sa 0,5 mas% Triton X-100 (P(NiPAAM/IK)-4)
e 90/10/2/20 sintetisan sa 0,5 mas% Triton X-100 u pH 7,0 (P(NiPAAM/IK)-5)

6.1.  Aktivnost imobilisane lipaze

Odredena je masa lipaze koja je umetnuta u hidrogel. Prema rezultatima prikazanim
u Tabeli 6.1 utvrdeno je da je najvise lipaze umetnuto u uzorak P(NiPAAM/IK)-1 (97,8 %
od ukupne mase lipaze dodate u reakcionu smesu), a najmanje u uzorak P(NiPAAM/IK)-3
(81,2 % od ukupne mase lipaze dodate u reakcionu smesu), $to se slaze sa podacima koje su
dobili Vaidya i saradnici **.

Utvrdeno je da uzorak P(NIPAAM/IK)-1 bolje vezuje CRL nego isti kopolimer sa
dodatim Tritonom X-100 (Tabela 6.1). Ovakvo ponasanje nije oCekivano jer su ranija
istrazivanja pokazala da dodatak povrSinski aktivne materije uglavnom povecava aktivnost
imobilisanog enzima #°. Dobijeni rezultat moze da bude posledica niskog sadrzaja i/ili vrste

povrsinski aktivne materije koja je odabrana za sintezu.

Strana | 97



Poglavlje 6. Modifikacija i optimizacija katalizatora

Tabela 6.1. Efikasnost P(NiPAAM/IK) kopolimera kao nosaca za imobilizaciju CRL.

Uzorak Y (%)

P(NIPAAM/IK)-1 30,0
P(NiPAAM/IK)-2 13,8
P(NiPAAM/IK)-3 12,1
P(NiPAAM/IK)-4 25,9
P(NiPAAM/IK)-5 19,5

6.2. Karakterizacija hidrogelova

6.2.1. FT-IR analiza

FT-IR spektri za sintetisane uzorke, od P(NiPAAM/IK)-1 do P(NiPAAmM/IK)-5,
su prikazani na Slici 6.1. U prikazanim spektrima je uocena karakteristi¢na siroka traka
od 3700-3100 cm™ koja odgovara vibracijama istezanja OH grupa iz itakonske kiseline i
NH grupe iz NiPAAm-a. Pik oko 1720 cm™ poti¢e od vibracija karbonilne grupe iz
itakonske kiseline '8'. Karakteristi¢ne trake u spektru PNiPAAm-a komponente se
javljaju na 1650 cm™ usled C=0 vibracija istezanja i C—N vibracija istezanja (amidna
traka 1) i na 1550 cm™ usled N—H savijanja uz doprinos C—N vibracija istezanja slabijeg
intenziteta (amidna traka 11) i 1550 cm™ usled N—H savijanja uz doprinos C—N vibracija
istezanja slabijeg intenziteta, redom '®*. Glavne trake karakteristi¢ne za protein, a koje

poti¢u od vibracija peptidnih grupa se javljaju u podru&ju 1900-1200 cm™ 3,
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Transmitivnost

4000 3000 2000 1000
Talasni broj, cm™

Slika 6.1. FT-IR spektri hidrogelova; (a) P(NIPAAM/IK)-1, (b) P(NiPAAM/IK)-2, (c)
P(NiIPAAM/IK)-3, (d) P(NiPAAmM/IK)—4 and (e) P(NiPAAM/IK)-5.

6.2.2. SEM analiza

Na Slici 6.2 prikazane su mikrografije uzorka P(NIPAAmM/IK)-1 i uzorka
P(NiIPAAM/IK)-4, modifikovanog dodatkom 0,5 mas% Triton X-100 u reakcionu smesu.
Prema ovim mikrografijama, moze se zakljuciti da se reakcija umrezavanja nije ostvarila
uniformno unutar hidrogelova. Vece pore su vidljive kod uzorka sintetisanog bez Tritona X-
100. Ocigledno, budu¢i da su koncentracije umrezivaca, lipaze i IK bile konstantne tokom
eksperimenta i da su imale uticaja na morfologiju hidrogelova na isti nacin za sve ispitivane
uzorke, njihov uticaj je zanemaren, tako da je dodatak Triton X-100 uzrok razlika u
uzorcima. Medutim, iako je o¢ekivano, u ovom slucaju, dodatak Triton X-100 nije znacajno
uticao na aktivnost enzima.
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Slika 6.2. SEM mikrografije ispitivanih hidrogelova 90/10/2 a) bez dodatog Triton X-100,
P(NIPAAM/IK)-1 i b) sa 0,5 mas% Triton X-100, P(NiPAAmM/IK)-4, bubrenih do
ravtnoteze na 37 °C (‘bar’ 500 um, 70 x).

Na osnovu svih prikazanih rezultata, velic¢ine pora, aktivnosti biokatalizatora i
mehanickih svojstava (Poglavlje 4.5), za sintezu estra odabran je uzorak P(NiPAAM/IK)-1
jer je pokazao najbolja svojstva sa aspekta primene kao biokatalizatora. Zbog toga je za dalji
rad odabran uzorak sastava 90/10/2.
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Zakljucak

Ispitana je modifikacija uslova sinteze biokatalizatora, dodatkom povrSinski aktivne
materije, Triton X-100, i promenom rastvarata u kome se izvodi sinteza po Metodi I.
Nasuprot o¢ekivanjima, dodatak Triton X-100 nije povecao aktivnost imobilisane lipaze.
Pokazano je da se lipaza najbolje vezuje za nosa¢ ukoliko se imobilizacija izvodi u rastvoru
¢ija je pH vrednost bliska njenoj izoelektri¢noj tacki. Utvrdeno je da je najbolja svojstva,
kao biokatalizator, pokazao uzorak 90/10/2/20.
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7. Sinteza estra n-amil-izobutirata katalizovana imobilisanom lipazom iz Candida
rugosa

Da bi se ispitala moguc¢nost primene imobilisane lipaze kao katalizatora, izvedena je
sinteza estra n-amil-izobutirata esterifikacijom izobuterne kiseline i n-amil alkohola u n-
heksanu. U sintezi estra je kao katalizator kori$¢ena ,,in situ“ imobilisana lipaza, a zatim je
izvedena i esterifikacija sa lipazom imobilisanom po Metodi Il. Metoda | dala je visok
prinos vezane lipaze u iznosu od 98 %, dok je taj prinos za Metodu 11 iznosio 68 %. Ispitan
je uticaj temperature, pH sredine, sadrzaj dodate vode i mase biokatalizatora na prinos estra,
kao 1 moguénost ponovne upotrebe biokatalizatora.
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7.1. Optimizacija parametara reakcije sinteze estra katalizovane lipazom iz Candida
rugosa

7.1.1. Esterifikaciona sposobnost imobilisane lipaze iz Candida rugosa

Optimizovano je vreme potrebno za imobilizaciju lipaze za P(NiPAAM/IK)
hidrogelove. Utvrdeno je da je % prinos aktivnosti imobilisane lipaze gotovo konstantan
nakon 24 h, kada je u pitanju ,,in situ metoda imobilizacije. Takode je utvrdeno da je
aktivnost imobilisane lipaze nakon 48 h bila gotovo ista kao i posle 24 h, §to ukazuje da je
ukupna masa imobilisane lipaze ugradena u hidrogel nakon 24 h.

Sposobnost lipaze imobilisane u P(NiPAAM/IK) hidrogel da katalizuje sintezu estra
je ispitana u reakciji sinteze n-amil-izobutirata, u n-heksanu na 45 °C. Ispitan je uticaj
razli¢itih parametara kao $to su pH, temperatura, sadrzaj vode i sadrzaj biokatalizatora, dok
je molarni odnos kiselina/alkohol u reakciji esterifikacije bio konstantan (230 uL/270 uL).
Vreme trajanja reakcije sinteze estra je bilo 48 h za lipazu imobilisanu Metodom |, a za
lipazu imobilisanu Metodom Il vreme reakcije je bilo 24 h.

7.1.2. Uticaj temperature i pH na kataliticku aktivnost lipaze i sintezu estra

Kao §to je poznato, na aktivnost lipaze, a time i na prinos estra, se moze uticati
promenom pH medijuma u kome se izvodi reakcija. Uticaj pH na sintezu estra je ispitivan u
pH opsegu od 6,0 do 10,0 (Slika 7.1 b) i 7.2 b)) na 45 °C. Ranija istrazivanja imobilizacije
lipaze na razlicitim nosa¢ima su pokazala da na 45 °C lipaza ima zadovoljavajucu aktivnost

Co PP 216-219
1 daje zadovoljavajuéi prinos estra

. Kao $to se moze videti sa slike, promena pH
okolnog medijuma ne uti¢e znacajno na prinos estra kada se koristi imobilisana lipaza po
Metodi I. Prinos se povecava s porastom pH od 6,0 do 7,0, nakon ¢ega blago opada do 8,0
pH, a onda opet raste i dostize maksimum na pH 9,0. Prinosi na svim posmatranim pH
vrednostima bili su iznad 83 %, a maksimalna vrednost je 83,9 % na pH 9,0, ponovo
pokazujuéi povecanu stabilnost imobilisane lipaze. Kada se koristi lipaza imobilisana
Metodom II, prinos estra je bio 33,0 % i 55,0%, za pH 6,0 i 8,0, a potom lagano opada.
Porede¢i prinose estra, ocigledno je da se znatno veéi prinos postize ukoliko se reakcija
izvodi sa lipazom imobilisanom po Metodi I. Na osnovu prikazanih rezultata utvrdeno je
sledece:
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¢ ukoliko se koristi imobilisana lipaza po Metodi I, dobar prinos estra se dobija za pH
7,0i9,0.

o ukoliko se koristi imobilisana lipaza po Metodi I, dobar prinos estra se dobija za pH
8,0.

Ranija istrazivanja su pokazala da se promenom temperature reakcije moZe uticati na
aktivnost lipaze, a time i na prinos estra 2°°. Zbog toga je ispitan i uticaj temperature na
prinos estra. Temperatura je varirana u intervalu od 25 do 50 °C, pri ¢emu su, za lipazu
imobilisanu po Metodi I, ispitivanja izvedena na pH 7,0 i 9,0, a za lipazu imobilisanu po
Metodi I, na pH 8,0. Sastav reakcionog sistema je bio slede¢i: biokatalizator / pufer
odredene pH vrednosti / n-amil alkohol / izobuterna kiselina / n-heksan. Masa
biokatalizatora je bila 0,30 g za Metodu I, odnosno 0,20 g za Metodu 1.

Slika 7.1 a) i 7.2 a) prikazuje uticaj temperature na reakciju esterifikacije, za obe
primenjene metode. Prinos estra je u pH 7,00 bio iznad 84 %, dok je u pH 9,00 bio 85,7 %
za Metodu I, odnosno 33,0 % i 55,0% za Metodu Il, za uzorke bubrene u 1,0 odnosno 5,0
MQen/ML rastvora, pokazujué¢i dobru stabilnost imobilisane lipaze. Mnogo bolja stabilnost
lipaze je postignuta za uzorke imobilisane Metodom | nego Metodom II. Povecanjem
temperature iznad 45 °C, prinos estra se smanjuje verovatno usled termic¢ke deaktivacije
enzima. Dobra termicka stabilnost enzima nakon procesa imobilizacije svakako proS$iruje
njegovu potencijalnu primenu kao biokatalizatora. Dakle, radna temperatura ne bi trebalo da
bude veca od 45 °C. Optimalno pH za uzorke kod kojih je lipaza imobilsana Metodom 1 je

oko pH 9, dok je kod uzoraka kod kojih je lipaza imobilsana Metodom Il ta vrednost oko
8,00.

861 —A pH=7,00 A
—A—pH =9,00
g4l = " @\ gaoo{ 4839
£ 82; Sgars) o A83,8
g 5 A ’ i T N 83,5
3 ﬁg/ﬂ 38350 A S I 4
2 784 A A 2
- AQ & 83.25-
% 1831
744 A 83.001 | : 3 : ‘
20 25 30 35 40 45 50 55 60 6 7 8 9 10
Temperatura, °C pH
a) b)

Slika 7.1. Uticaj a) temperature i b) pH na reakciju esterifikacije izobuterne kiseline n-amil
alkoholom u n-heksanu katalizovane CRL imobilisanom u P(NiPAAmM/IK)-1 hidrogel
Metodom 1.
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56 1—A—90/10/2/0 u 1,0 mg, /mL
—A—90/10/2/0u5,0 mg_ /mL

Prinos estra, %

244

164
20 25 30 35 40 45 50 55 60
Temperatura, °C

a)

Prinos estra, %

60
55,0
551 A N N
50+ A
A
451 A 90120720 u1,0 mg, jmL
404 A 90/10/2/0u5,0mg, /mL
351 A8 X
] A
301 4
6 7 8 9 10
pH
b)

Slika 7.2. Uticaj a) temperature (200 pL pufera pH 8,00; 0,2000 g biokatalizatora; trajanje
ciklusa 24 h) i b) pH (45 °C; trajanje ciklusa 24 h; 0,2000 g biokatalizatora; 200 puL
puferskog rastvora) na reakciju esterifikacije izobuterne kiseline n-amil alkoholom u n-
heksanu katalizovanu CRL imobilisanom Metodom II.

Na slici 7.3 je prikazan uticaj pocetne koncentracije lipaze u rastvoru za bubrenje na
prinos estra iz koje se jasno vidi da veca pocetna koncentracija lipaze daje veci prinos estra,
Sto je i oCekivano. Vreme sinteze estra je skra¢eno na 24 h, u odnosu na 48 h kod ,,in situ*

metode, ali se prinosi jako mnogo razlikuju kao i ukupna potrosnja biokatalizatora potrebna

za postizanje odredenog prinosa.

88
1 I Destilovana voda

84- B Pufer pH = 8,00
XX 1 I Destilovana voda
< 80- [ Pufer pH = 8,00
S 764
[72]
O <4
é 72
a ]

68 -

64 -

1,0 mgenZ/mL

50 mgenZ/mL

Slika 7.3. Uticaj pocetne koncentracije lipaze u rastvoru za bubrenje na prinos estra u
reakciji esterifikacije izobuterne kiseline n-amil alkoholom u n-heksanu katalizovanu CRL
(45 °C; trajanje ciklusa 24 h; 200 pL destilovane vode i puferskog rastvora pH 8,00).
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Na kraju se moze zakljuciti da je optimalna temperatura, za reakciju esterifikacije
izobuterne kiseline n-amil alkoholom u n-heksanu katalizovanu CRL, 45 °C bez obzira na
nacin imobilizacije lipaze. Ukoliko je lipaza imobilisana Metodom I, optimalno pH za
reakciju je 9,00, dok za lipazu imobilisanu Metodom 11, ta vrednost iznosi 8,00.

7.1.3. Bubrenje hidrogelova u n-heksanu na 45 °C

Temperatura od 45 °C je odabrana za bubrenje posto je prethodno utvrdeno da je to
optimalna temperatura za sintezu estra. S obzirom da se reakcija esterifikacije izvodi u n-
heksanu, bilo je neophodno ispitati bubrenje odabranih uzoraka (90/10/2/20 i 90/10/2/0) u
ovom rastvaracu na 45 °C (Slika 7.4). Kao Sto je i ocekivano, bubrenje P(NiPAAm/IK)
hidrogelova je zanemarljivo u hidrofobnom rastvaracu kao $to je n-heksan i na temperaturi
koja je iznad LCST vrednosti za PNiPAAmM hidrogel.

1] —/\—90/10/2/20
—A—90/10/2/0 u 1,0 mg_/mL

O
= 11 —A—90/10/2/0 u5,0 mg_/mL
[
8 4
o]
2 09- -
(9p)

0.8

0 10 20 30 40 50 60
Vreme, h

Slika 7.4. Bubrenje hidrogelova u n-heksanu na 45 °C

Ispitivanje bubrenja u ¢istom n-heksanu ukazuje da je mali sadrzaj vode neophodan
za reakciju esterifikacije. Voda ima ulogu ,okidaca“, odnosno ,inicijatora® reakcije

esterifikacije za koje je poznato da se odigravaju na granici faza.
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7.1.4. Uticaj sadrzaja vode na sintezu n-amil-izobutirata katalizovanu imobilisanom
lipazom

Kao §to je poznato, voda ima klju¢nu ulogu u reakcijama esterifikacije katalizovane
lipazama. Voda ucestvuje u svim nekovalentnim interakcijama koje zadrzavaju otvorenu
konformaciju katalitickog centra lipaze, a Sa druge strane, sadrzaj vode uti¢e na konverziju
reakcije **
dobijaju nize ravnotezne konverzije 222 Zbog toga je neophodno odrediti optimalan sadrzaj
vode, odnosno sadrzaj vode koji daje dobre prinose. Na zapreminu vode koja se dodaje u

. Za reakcije esterifikacije posebno vaZzi da se sa povecanjem sadrzaja vode

reakciju uti¢e vise faktora, kao §to su tip nosaca, vrsta organskog rastvaraca i sadrzaj
biokatalizatora. U literaturi su dati podaci za sli¢ne reakcije u kojima se sadrzaj vode kretao
u opsegu od 0,2 do 3,0 vol% u odnosu na suvi enzim %,

Na Slici 7.5 je prikazan proces aktivacije lipaze. Smatra se da su poklopci (,,lids*)
nativne i imobilisane lipaze zatvoreni usled odsustva granice faza ulje/voda $to doprinosi da
je aktivno mesto nedostupno supstratu u organskom rastvarac¢u. Tako, neaktivirana lipaza
pokazuje izuzetno malu esterifikacionu aktivnost u n-heksanu. U slucaju aktivirane lipaze,
poklopci su otvoreni usled prisustva granice faza ulje/voda i u n-heksanu, a onemoguceno
im je lako zatvaranje usled stabilizacije proteina na koje utice voda, ali i polarni rastvarac¢
224 Aktivno mesto postaje dostupno supstratu u n-heksanu, a aktivirana lipaza pokazuje
visoku esterifikacionu aktivnost.

Lipaza Altivno mesto

@ «+essseees Neaktivna u organskom rastvaracu

Poklopac u zatvorenom polozaju

Altivacija na granici faza ulje/voda

ssssesssss  Aktivna u organskom rastvaracu

N

Poklopac u otvorenom polozaju

Slika 7.5. Proces aktivacije lipaze.
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U ovom radu je izvedena reakcija esterifikacije sa razlicitim zapreminama vode u
opsegu 0,1 do 2,0 vol%, za lipazu imobilisanu Metodom I, odnosno od 0,1 do 3,0 vol%, za
lipazu imobilisanu Metodom Il. Prema rezultatima prikazanim na Slikama 7.6 a) i b),
uoceno je da dodatak vode u reakcionu smesu aktivira reakciju esterifikacije, kao i da, u
oba slucaja, postoji optimalan sadrzaj vode koji daje najveci prinos estra. Najveci prinos
estra, za biokatalizator dobijen Metodom I, se dobija kada je zapremina dodate vode 1,0

vol%, a u slucaju biokatalizatora dobijenog Metodom II, kada je zapremina dodate vode
2,0 vol%.

7
815 A 0 A 90/10/2/0 u1,0mg_ /mL
i 601 A 90/10720u50mg, /mL 4
8101 o
S p
< 8051 a| £ a A
£ |3 A
17} A @ A
S 80.0- : 2 40-
: 79.5 £ 4
g 7 A- 30+ A
79.0{ %
: 20-
78'5 ‘ I I ! ! T T T T T T
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200 250 300
Pocetna zapremina vode, ul Pocetna zapremina vode, pL
a) b)

Slika 7.6. Uticaj zapremine dodate vode na reakciju esterifikacije izobuterne kiseline sa n-
amil alkoholom u n-heksanu katalizovanu CRL imobilisanom a) Metodom I i b) Metodom Il
u 1,0 i 50 mge/mL rastvora na 45 °C (vreme trajanja ciklusa 48 h; 0,2000 ¢
biokatalizatora).

Reakcija esterifikacije je izvedena na 45 °C jer je to optimalna temperatura za prinos
estra. Sa druge strane, kapacitet bubrenja hidrogela na toj temperaturi je mali. Kada je
zapremina dodate vode veca od 1,0 vol% (Metoda I), odnosno 2,0 vol% (Metoda II), pada

prinos estra jer voda direktno ucestvuje u reakciji, odnosno inhibira ili kiselinu ili alkohol
225

7.1.5. Uticaj pocetne koncentracije lipaze na sintezu n-amil-izobutirata

Uticaj mase imobilisane lipaze na reakciju esterifikacije je ispitan za razliCite
sadrzaje biokatalizatora, od 0,10 do 0,50 g, (ekvivalent masi enzima od 0,0182 do 0,0908 g)
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za Metodu 1, odnosno od 0,10 do 0,80 g (ekvivalnt masi enzima od 0,0353 do 0,2822 g, za
bubrenje u 1,0 mgen/mL pufera pH 7,0 i na 5 °C, odnosno ekvivalnt masi enzima od 0,0230
do 0,1842 g, za bubrenje u 5,0 mgen/mL pufera pH 7,0 i na 5 °C ) za Metodu Il. Masa
ugradene lipaze je bila konstantna u svim eksperimentima, 20,0 mas% u odnosu na pocetnu
smeSu — Metoda I, odnosno 5,0 mge,,/mL po Metodi Il. Zapremina dodate vode ili
puferskog rastvora je bila konstantna (100 pL — Metoda | i 200 uL — Metoda II).

Ocigledno je da prinos estra u reakciji esterifikacije raste sa povecanjem mase
biokatalizatora 0,10 do 0,30 g (Metoda 1), odnosno od 0,1 do 0,6 (Metoda II), a sa daljim
porastom opada. Slika 7.7 a) pokazuje da je najve¢i prinos dobijen kada je masa
biokatalizatora pre pocetka reakcije iznosila 0,30 g za Metodu I, a za Metodu Il kada je
masa katalizatora na pocetku reakcije iznosila 0,6 g (Slika 7.7 b)).

100
84 0,309 /83,8 % 0,609 / 86,6 %
82- 80-

N b
< g0, 2 0,609 / 65,3 %
< S 60+
5 78- %

[¢5] [%2]
2 76 2 401
= =
&£ 741 &
20+ —A—90/10/2/0 u 1,0 mg,_ /mL
721 £ —A90/10/2/0u5,0 mg__/mL
70 T T I T T 0 T T T T
0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
Masa biokatalizatora, g Masa biokatalizatora, ¢
a) b)

Slika 7.7. Uticaj mase biokatalizatora na reakciju esterifikacije izobuterne kiseline sa n-amil
alkoholom u n-heksanu katalizovanu CRL imobilisanom a) Metodom 1 i b) Metodom Il u
rastvorima razli¢itih koncentracija lipaze a) 1,0 i b) 5,0 mgen,/mL rastvora.

Optimalno vreme izvodenja reakcije je 48 sati (Metoda I), odnosno 24 h (Metoda 1),
a nakon tog vremena prinos estra je prakti¢no konstantan (Slika 7.8 a) i b)). Pokazano je da i

brzina reakcije esterifikacije i stepen konverzije rastu sa povecanjem mase imobilisanog
enzima.
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Slika 7.8. Sinteza n-amil-izobutirata uz lipazu iz Candida rugosa imobilisanu u
P(NiPAAM/IK)-1 hidrogel a) Metodom 1 i b) Metodom Il u funkciji vremena na 45 °C pri
brzini meSanja od 150 obr/min. Koncentracija izobuterne kiseline i n-amil alkohola bila je
0,1 M; reakcija je izvedena u n-heksanu pri molarnim odnosom izobuterne kiseline i n-amil
alkohola 230:270 (uL).

Slika 7.8 a) pokazuje prinos estra u reakciji esterifikacije izobuterne kiseline sa n-
amil alkohololom u n-heksanu na 45 °C u funkciji vremena, katalizovanu lipazom
imobilisanom Metodom 1. Vidi se da je poluvreme reakcije u puferu pH 7,00 oko 20 sati,
dok je za reakcije koje se odvijaju u puferu pH vrednosti 9,00 to vreme ne$to manje i iznosi
17 sati, a potpuno iskoriS¢enje biokatalizatora se javlja nakon skoro 120 h na obe pH
vrednosti.

Slika 7.8 b) pokazuje prinos estra u reakciji esterifikacije izobuterne kiseline sa n-
amil alkoholom u n-heksanu na 45 °C u funkciji vremena, katalizovanu lipazom
imobilisanom Metodom Il pri razli¢itim koncentracijama lipaze. Poluvreme reakcije za
hidrogelove bubrene u 1,0 mgen/mL rastvora je oko 9,5 h, a za hidrogelove bubrene u 5,0
MQen/ML rastvora oko 9 sati, dok se potpuna potro$nja biokatalizatora se javlja nakon skoro
72 h na obe koncentracije.

7.2.  Ispitivanje ponovne primene biokatalizatora

Moguénost regeneracije enzima kao katalizatora i1 njegova ponovna upotreba je

213

izuzetno vazna za primenu imobilisanih enzima u industriji jer ponovno iskoriséenje
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imobilisanih enzima pomaze u snizavanju cene proizvoda i ¢ini enzimski proces ekonomski
isplativim.

Reakcija esterifikacije katalizovana lipazom imobilisanom na P(NiPAAM/IK)-1
hidrogel je ponovljena 20 puta. Svaki ciklus je trajao 48 h, a izmedu svakog ciklusa uzorci
su suseni u su$nici do konstantne mase. Kao $to je naznaceno na Slici 7.9, nakon prvog
ciklusa nije bilo znacajnog gubitka u prinosu estra. U narednim ciklusima prinos estra je
poceo polako da opada, dok je veci gubitak (40 %) u prinosu estra uocen tek nakon 18.
ciklusa najverovatnije usled gubitka materijala uzrokovanog stalnim ispiranje uzorka i/ili

mogucénosti da suSenjem voda nije u potpunosti uklonjena iz uzorka.

100 [ IpH=7,00 100+ B2 1,0 mg, /mL, pH = 8,00
© I pH = 9,00 L [ 1,0 mg_ /mL, Dest. voda
‘;— 80 < 80- I 5,0 mg, /mL, pH = 8,00
= 2 I 5,0 mg_ /mL, Dest. voda
£ D enz
g 60 - 2 60
£ c
= 40- 2 40-

c c
= >
= =
E 20 § 20

o-- 0-

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 2 4 6 8 10 12
Broj ciklusa Broj ciklusa
a) b)

Slika 7.9. Sinteza n-amil-izobutirata uz lipazu iz Candida rugosa imobilisanu a) Metodom |
I b) Metodom Il na 45 °C pri brzini mesanja od 150 obr/min. Trajanje ciklusa je bilo 48 h za
Metodu I, odnosno 24 h za Metodu Il. Koncentracija izobuterne kiseline i n-amil alkohola
bila je 0,1 M; reakcija je izvedena u n-heksanu sa molarnim odnosom izobuterne kiseline i
n-amil alkohola 230:270 (uL).

Reakcija esterifikacije katalizovana lipazom imobilisanom u hidrogelove Metodom
Il je ponovljena 12 puta. Svaki ciklus je trajao 24 h, a izmedu svakog ciklusa uzorci su
suSeni u susnici do konstantne mase. Kao $to je naznaceno na Slici 7.9, ve¢ nakon prvog
ciklusa dolazi do znacdajnijeg gubitka prinosa estra u poredenju sa Metodom L
Esterifikaciona aktivnost uzorka je zadrzana do 12. ciklusa. Nakon 9. ciklusa prinos estra
opada do 50 %, takode usled gubitka materijala uzrokovanog stalnim ispiranje uzorka i/ili
nemogucnosti da se suSenjem voda u potpunosti ukloni iz uzorka.

Prinos n-amil-izobutirata je bio veé¢i od 85 % do 13. ciklusa za prvu metodu
imobilizacije, a za drugu metodu do 2. ciklusa. Opadanje prinosa nakon nekoliko ciklusa je
verovatno posledica gubitka biokatalizatora tokom filtracije i procesa susenja, a pri tome se
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proizvodi veéa koli¢ina sporednog proizvoda, odnosno vode 2. Pokazano je da

P(NiIPAAM/IK)-1 hidrogel moze da se koristi kao vrlo stabilan nosa¢ za imobilizaciju CRL
I primeni kao biokatalizator, koji i posle 13 ciklusa omoguéava prinosa estra veéi od 75 %.

Kao $to se vidi, lipaza imobilisana Metodom II se pokazala kao losiji katalizator u
odnosu na lipazu koja je imobilisana Metodom 1. Pri imobilizaciji Metodom 11 lipaza se
verovatno viSe veze povrsinski, pa je zbog toga dostupnija supstratu §to smanjuje vreme
reakcije esterifikacije. Medutim, zbog toga je bilo i1 lakSe njeno odvajanje od povrSine
ispiranjem, S§to smanjuje moguc¢nost ponovne upotrebe katalizatora. To verovatno objasnjava
i slabiju stabilnost na skladistenje lipaze imobilisane Metodom Il u odnosu na lipazu
imobilisanu Metodom |.
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Zakljucak

U poglavlju je prikazana sinteza estra n-amil-izobutirata u kojoj je P(NiPAAM/IK)-1
hidrogel bio katalizator. Ispitan je uticaj promene reakcionih uslova, kao $to su temperatura,
reakcije esterifikacije i prinos estra. Potvrdeno je da se imobilisana lipaza na kopolimerni
hidrogel poli(N-izopropilakrilamid-ko-itakonska kiselina) moze Koristiti kao katalizator u
reakciji sinteze estra n-amil-izobutirata. Pri se dobijaju relativno visoki prinosi estra, ¢ak i
nakon viSe ponovljenih ciklusa.

Nakon ispitivanja obe metode imobilizacije enzima utvrdeno je da je Metoda I
ekonomicnija i efikasnija od Metode Il. Jedini nedostatak Metode I jeste produzeno vreme
reakcije (48 h) u poredenju sa vremenom trajanja reakcije sinteze estra u kojoj se Koristi
imobilisana lipaza Metodom 1l (24 h).
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8. Ispitivanje mogu¢nosti primene hidrogelova N-izopropilakrilamida i itakonske

kiseline za kontrolisano otpustanje terapeutskih proteina

Jedan od najvecih izazova istraziva¢ima predstavlja peroralna primena proteina koja
je ograni¢ena zbog enzimske inaktivacije u gastrointestinalnom traktu i slabe permeabilnosti
ovih supstanci. Medutim, upotrebom odgovaraju¢ih hidrogelova ovi problemi se mogu
prevazici.

Kao $to je pokazano u Poglavlju 4, kopolimerni hidrogelovi P(NiPAAM/IK) malo
bubre na 37 °C pri pH 2,20 = 0,01, dok je na istoj temperaturi i pH 6,80 = 0,01 stepen
bubrenja mnogo veci. Zbog toga je ispitana i moguénost primene P(NiPAAm/IK)
hidrogelova kao nosaca za otpustanje terapeutskih proteina u donjem delu Gl trakta. Mali
stepen bubrenja hidrogelova obezbeduje da protein bude zaSticen u unutra$njosti gela od
dejstva kiseline u zelucu. U neutralnoj i slabo baznoj sredini, kao §to je u donjem delu GI
trakta, protein se lako otpusta usled bubrenja gela.
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8.1. Umetanje lipaze u hidrogelove

Lipaza je umetnuta u hidrogelove P(NiPAAmM/IK) na dva ranije opisana nacina.

Iznos lipaze ugradene u hidrogelove razli¢itog odnosa P(NiPAAM/IK) Metodom |
kada je sadrzaj lipaze u pocetnoj smesi bio konstantan, i iznosio je 20 mas%, prikazan je u
Tabeli 8.1. Prose¢na standardna devijacija ugradene lipaze je 0,51 7,2 % za 2,0 i 4,0 mas%
umrezivaca, redom, ukazuju¢i da sastav hidrogela nema znaajan uticaj na efikasnost
ugradnje lipaze. Rezultati pokazuju da je za veci stepen umreZenja ne$to niza ugradnja
enzima, odnosno da se masa umetnute lipaze prakti¢no ne razlikuje kod uzoraka sa 2,0
mas% umrezivaca, dok je ta razlika neSto veca kod uzoraka sa 4,0 mas% MBA. Efikasnost
umetanja proteina je izracunata pomocu sledece jednacine:

Efikasnost umetanja proteina (%) = LLasd vezanog proteina ) , (11)

(Pocetna masa proteina )

Dobijeni rezultati su prikazani u Tabeli 8.1. Odredeno je da se efikasnost umetanja
lipaze krece u opsegu od 77,6 do 95,2 %, $to ukazuje da je Metoda I pogodna za umetanje
proteina. Ove vrednosti su veée od vrednosti ranije objavljenih u literaturi, za proteine
inkorporirane u razlicite hidrogelove na bazi prirodnih polimera, kao $to su alginati 226-228

hitozan *°.

Prilikom umetanja i uklanjanja neproreagovalih materija nakon sinteze, dolazi do
gubitka proteina (22,4-4,8 %) u zavisnosti od sastava hidrogela. Moguce je da tokom
procesa pranja dolazi do difuzije lipaze iz sistema, usled bubrenja gela u destilovanoj vodi
na sobnoj temperaturi 2.

Tabela 8.1. Masa ugradene lipaze i efikasnost umetanja u P(NiPAAmM/IK) hidrogelove.

2,0 mas% umreZivaca 4,0 mas% umreZivaca
t, h Pg, mg/gkserogela t, h ng mg/gkserogela
85/15 48 188,6 94,3 24 1745 87,2
90/10 48 188,1 94,1 24 155,3 77,6
95/5 48 189,3 94,6 24 157,0 78,5

100/0 24 190,4 95,2 12 178,7 89,3

t — vreme trajanja polimerizacije; Pg— masa umetnute lipaze; 7 — efikasnost umetanja
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Efikasnost umetanja lipaze po Metodi Il se kretala u opsegu od 3,1 do 96,7 %, u
zavisnosti od pocetne koncentracije rastvora. Sa porastom koncentracije lipaze u rastvoru za
bubrenje od 0,2 do 1,0 mgen,/mL raste masa umetnute lipaze, ali efikasnost opada. Uoceno
ponasanje je rezultat zasi¢enja povrSine jer se lipaza, prilikom umetanja ovom tehnikom,
vise vezuje povrsinski za hidrogel %%, Dalje, postoje i difuziona ogranicenja usled
veli¢ine molekula lipaze $to ometa da lipaza u ve¢oj meri prodre unutar polimerne matrice
tokom procesa bubrenja. Takode, vezivanje lipaze za povrSinu nosaca olakSava spiranje sa
nosaca. Takode, tokom polimerizacije i uklanjanja neproreagovalih materija nakon sinteze
hidrogela, dolazi do gubitka proteina.

Tabela 8.2. Masa umetnute lipaze i efikasnost umetanja Metodom Il za uzorke 95/5/2/0 i
95/5/4/0 bubrene do ravnoteze u rastvorima razli¢itih pocetnih koncentracija lipaze (C).

95/5/2/0 95/5/4/0
t, h Pg, MY/Qkserogela t,h Pg, MO/ kserogela
0,2 48 97,9 96,7 24 74,7 95,0
1,0 48 337,8 84,0 24 202,8 43,0
5,0 48 335,6 14,5 24 217,6 111
10,0 48 321,0 8,4 24 215,2 6,1
20,0 48 365,7 4,4 24 264,3 31

t — vreme trajanja polimerizacije; Py— masa umetnute lipaze; 7 — efikasnost umetanja

Vreme polimerizacije za ove uzorke bilo je 48 h za uzorak sa 2 mas% MBA,
odnosno 24 h, za uzorak sa 4 mas% MBA. Uzorci 95/5/2/0 i 95/5/4/0 su koriséeni radi
poredenja sa uzorcima kod kojih je lipaza umetnuta ,,in situ®“ metodom u cilju ispitivanja
efikasnosti umetanja i kontrolisanog otpustanja lipaze.

8.2.  Ispitivanje bubrenja simulacijom pH vrednosti u gastrointestinalnom traktu

Ispitana je kinetika bubrenja za razli¢ite uzorke P(NiPAAmM/IK) hidrogelova kod
kojih je lipaza umetnuta pomocu dve razli¢ite metode (Metode I i II). S obzirom da je cilj
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bio da se ispita potencijalna primena ovih hidrogelova za kontrolisano otpustanje lekovite
supstance, ispitivanja su izvedena simulacijom uslova u GI traktu. Bubrenje uzoraka je
praceno na 37 °C u rastvorima ¢ija je pH vrednost iznosila 2,20 + 0,01 i 6,80 + 0,01 jer
simuliraju uslove u Zelucu i u donjem delu Gl trakta (Slika 8.1). Bubrenje ovih uzoraka je
izvedeno tako $to su uzorci potopljeni u pufer pH 2,20 + 0,01 tokom 2 h, a potom prebaceni
u pufer pH 6,80 + 0,01 da bubre naredna 22 sata, tako da je ukupno vreme bubrenja bilo 24
h. Cilj je bio da se simulira ukupno vreme boravka proteina u Gl traktu. Kinetika bubrenja
uzoraka pracena je na svakih pola sata prvih 10 h, a tokom poslednja 4 sata na svakih sat
vremena.

6560

0000
0000
—0O— 95/5/2/20

—O— 95/5/4/20 8300

—@— 95/5/2/0 u 1.0mg/mL

—@— 95/5/4/0 u 1.0mg/mL

—@— 95/5/2/0 u 5.0mg/mL

0 - —@— 95/5/4/0 u 5.0mg/mL

0 4 8 12 16 20 24
Vreme, h

Stepen bubrenja, g

Slika 8.1. Zavisnost stepena bubrenja od vremena za 95/5/2/20 i 95/5/4/20 hidrogelove
(Metoda 1) i 95/5/2/0 i 95/5/4/0 (Metoda 1) bubrenih u rastvorima lipaze razli¢itih
koncentracija na 37 °C.

8.3. Kinetika otpuStanja lipaze iz hidrogelova

U cilju ispitivanja primene P(NiPAAmM/IK) hidrogelova kao matrica za kontrolisano
otpustanje terapeutskih proteina, praceno je otpustanje lipaze, umetnute Metodom I i Il, iz
hidrogelova razli¢itog sastava. Srednje vrednosti otpusStene lipaze su predstavljene
normalizovanim krivama sa standardnim devijacijama, koje su za sve ispitivane uzorke bile
manje od = 5 %, racunato na srednje vrednosti merenja (Slike 8.2-8.5).
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8.3.1. Otpustanje ,,in situ“ umetnute lipaze

Rezultati otpustanja lipaze, ,,in situ* umetnute u P(NiPAAmM/IK) hidrogelove, su
prikazani na Slikama 8.2 i 8.3. Do 3,5 % lipaze se otpusti na pH 2,20 sto je posledica malog
bubrenja hidrogelova, dok na pH 6,8 taj procenat ide do 26 % za prvih 24 h i zavisi od
koncentracije itakonske kiseline u uzorcima. Hidrogelovi sa manjim sadrzajem IK generalno
sporije otpustaju lipazu. Naime, svega 16,7 % lipaze se oslobodi nakon 24 h iz uzorka
100/0/4/20, dok se 25,7 % otpusti iz hidrogela 90/10/4/20, $to potvrduje da prisustvo
itakonske kiseline, ¢ak i u malom procentu, uti¢e na porast sadrzaja otpusStene lipaze jer raste
stepen bubrenja.

Na osnovu dobijenih rezultata odredeno je vreme otpustanja lipaze i ukupna masa
otpustene lipaze. Procenat lipaze koji je otpusten iz hidrogelova za 7 dana bio je u rasponu
od 21,3 % do 34,1 %, u zavisnosti od sastava hidrogela. 1z prikazanih rezultata se vidi da je
samo jedan deo od ukupno umetnute lipaze otpusten sto moze biti posledica relativno malog
stepena bubrenja hidrogela na 37 °C tako da lipaza ostaje zarobljena u polimernoj mrezi 2%°.
Na Slikama 8.2 i 8.3 se moze videti da kopolimeri sa 2 mas% i 4 mas% umrezivaca i
najnizeg sadrzaja IK, 95/5/2 i 95/5/4, pokazuju sporije otpustanje nego kopolimeri sa visim
sadrzajima IK, bez obzira na koncentraciju umrezivaca.

0.8- O 100/0/2 ’
O 95/5/2 i
1 A 90/10/2
O 6_ v 85/15/2 ’ g.--/'_-/"/
3 _.-/’_’Q"'
>
\o—d
z 04‘ Vreme, h

5

0 4 8 12 16 20 24
Vreme, h

Slika 8.2. Srednje normalizovane kumulativne vrednosti otpustene lipaze (My/M.) u funkciji
vremena za hidrogelove P(NIPAAmM/IK) sa 20 mas% lipaze 1 2,0 mas% umreZivaca na 37
°C. Rezultati su prikazani za prvih 60 % procesa otpustanja (85/15 —; 90/10 — —; 95/5 ---;
100/0 —-).
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Slika 8.3. Srednje normalizovane kumulativne vrednosti otpustene lipaze (Md/M..) u funkciji
vremena za hidrogelove P(NiPAAM/IK) sa 20 mas% lipaze i 4,0 mas% umrezivaca na 37
°C. Rezultati su prikazani za prvih 60 % procesa otpustanja (85/15 —; 90/10 — —; 95/5 ---;
100/0 —-).

Ponasanje ovih hidrogelova pri otpustanju lipaze je veoma slozeno. Na temperaturi
od 37 °C njihovo ponasanje zavisi od sastava i pH, na koje uticu kako polimer-polimer
interakcije, tako i interakcije polimer-rastvarac. Svi ispitivani hidrogelovi, 90/10/2/20,
85/15/2/20, 90/10/4/20 i 85/15/4/20, pokazuju bifazni profil otpustanja lipaze, kao i sporije
otpustanje na pH 2,20 u prvih 2 h, a brze na pH 6,80, usled pH osetljive prirode uzoraka
(Slike 8.2 i 8.3, mali dijagrami). S druge strane, kod homopolimera 100/0/2/20 i
100/0/4/20 1 uzoraka sa najnizim sadrzajem itakonske kiseline, 95/5/2/20 i 95/5/4/20,
ovakva razlika u brzinama otpustanja nije izrazena.

In vitro ispitivanja otpustanja lipaze su pokazala da ne postoji inicijalni ,.efekat
pucanja“, odnosno da ne dolazi do inicijalnog otpustanja lipaze i da nema naglog porasta u
koncentraciji otpuStene lipaze, Sto sugeriSe da su kod umetanja Metodom 1 svi molekuli
lipaze smeSteni uglavnom u unutrasnjosti hidrogela. Svi uzorci pokazuju produzeno
otpustanje, gde je procenat otpustene lipaze u toku 24 h bio u opsegu od 54,2 do 82,9 %,

Sto je u saglasnosti sa ranije objavljenim rezultatima za otpuStanje proteinskih lekova
226,238

Strana | 119



Poglavlje 8. Kontrolisano otpustanje terapeutskih proteina iz P(NiPAAM/IK) hidrogelova

8.3.2. Otpustanje lipaze umetnute bubrenjem hidrogelova u rastvoru

U slucaju umetanja lipaze Metodom II, na pH 2,20 se otpusti izmedu 22 i 55 %
lipaze, za uzorak 95/5/2/0 i izmedu 25 i 35 % lipaze za uzorak 95/5/4/0. Pri porastu pH taj
procenat dostize skoro maksimum za prvih 24 h. Za uzorke sa ve¢im stepenom umreZenja se
vezalo manje lipaze iz rastvora (Tabela 8.2), pa se manje i otpuSta. Medutim, otpustanje
lipaze je joS uvek jako brzo u odnosu na Metodu L.

Ispitivanja na ovim hidrogelovima su pokazala da oni sa manjim sadrzajem MBA
generalno brze otpustaju lipazu. Naime, od 62 do 93 % lipaze se oslobodi nakon 24 h iz
uzorka sa 2 mas% MBA, dok se od 73 do preko 97 % otpusti iz hidrogela sa 4 mas% MBA,
Sto potvrduje da i prisustvo umrezivaca, utiCe na brzinu otpustanja proteina. Dodatak
umreziva¢a smanjuje moguénost vezivanja proteina iz rastvora, pa je manje otpustanje
lipaze na obe ispitivane pH vrednosti (Slike 8.4 i 8.5).

-
R e
1.0 | |
084

9

95/5/2/0'u 0,2 g, /mL

o0
@ 95/5/2/0u1,0mg_/mL
@ 95/52/0u5,0mg, /mL
O 95/5/2120
8 12 16 20 24
Vreme, h

Slika 8.4. Srednje normalizovane kumulativne vrednosti otpustene lipaze (Md/M..) u funkciji
vremena na 37 °C za hidrogelove P(NiPAAm/IK) sa 2,0 mas% umreZivaca kod kojih je
lipaza umetnuta bubrenjem.
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Slika 8.5. Srednje normalizovane kumulativne vrednosti otpustene lipaze (My/M.,) u funkciji
vremena na 37 °C za hidrogelove P(NIPAAM/IK) sa 4,0 mas% umrezivaca kod kojih je
lipaza umetnuta bubrenjem.

I u ovom sluaju je utvrden bifazni profil otpustanja lipaze %>, odnosno da se javlja
inicijalna faza brzog otpustanja na pH 2,20 u prvih 2 h, a potom sledi sporije otpustanje na
pH 6,80. Rezultati in vitro ispitivanja kinetike otpusStanja ukazuju da je vec¢ina molekula
lipaze vezana na povrsini hidrogela, a manji broj njih unutar matrice. Procenat otpustene
lipaze u toku 24 h kretao se u opsegu od 60,2 do ¢ak 97,4 %, tako da nema produzenog
otpustanja. Kinetika otpustanja lipaze je analizirana pomoc¢u Pepasovog matematickog
modela za prvih 60 % procesa otpustanja lipaze 240%*:

M ket (12)

o0

gde je M; ukupna kumulativna masa oslobodene lipaze u vremenu t, M, ukupna
kumulativna masa oslobodene lipaze u stanju ravnoteZe, k je konstanta bubrenja, a n je
difuzioni eksponent na osnovu koga se moze odrediti mehanizam transporta '%2. Kada n ima
vrednost 1, otpustanje lekovite supstance je nezavisno od koncentracije i vremena, $to
odgovara kinetici otpustanja nultog reda. Ukoliko je n manje od 0,5 difuzija se odvija prema
Fikovom zakonu, a ako je n izmedu 0,5 i 1, na otpustanje uti¢u difuzija i1 relaksacija
polimera.
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Logaritmovanjem jednacine (12) i primenom modela za prvih 60 % procesa
oslobadanja lipaze **° izradunate su konstante k i n i prikazane u Tabeli 8.3, a dato je i
poluvreme reakcije otpustanja My/M., = 0,5. Kineticki parametri za uzorke sa 10 i 15 mas%
itakonske kiseline nisu prikazani jer zavisnost otpustene lipaze od vremena za prvih 60 %
procesa nije bila linearna, tako da nije bilo moguce izracunati parametre k i n primenom
ovog modela. Izrac¢unate vrednosti za n su nize od 0,5 §to ukazuje da se transport lipaze
odvija prema Fikovom zakonu, tj. difuzijom kroz hidrogel **°.

Kad je u pitanju umetanje proteina po Metodi I, hidrogelovi sa ve¢im sadrzajem
itakonske kiseline 1/ili nizeg stepena umreZenja poseduju vece brzine otpustanja, ukazujuci
da je sa porastom bubrenja manji otpor difuziji. Tako, za date uzorke, ty, varira od 13,2 do
20,8 h. Takode je vazno re¢i da hidrogelovi sa 20 mas% lipaze, 95/5/2/20 i 95/5/4/20, prate
kinetiku otpustanja koja je vrlo bliska kinetici nultog reda, $to je u skladu sa podacima iz
literature 2*2. U sluaju kada je lipaza umetnuta bubrenjem, hidrogelovi niZeg stepena
umrezenja pokazuju veée brzine otpustanja, $to je posledica manjeg otpora difuziji sa
porastom bubrenja. Tako, za date uzorke, t;/, varira od 1,8 do 6,6 h.

Poredenjem ove dve metode doslo se do zakljucka da otpustanje lipaze prati kinetiku
blisku nultom redu %** kada je lipaza umetnuta u hidrogel ,,in situ“ metodom. Rezultati
pokazuju da je uticaj pH vrednosti okolnog medijuma na kinetiku otpustanja lipaze manje

izrazen nego nacin vezivanja lipaze za nosac.

Tabela 8.3. Konstanta bubrenja, difuzioni eksponent i veli¢ina pora za P(NiPAAM/IK)
hidrogelove sa 20 mas% lipaze umetnute ,,in situ“ polimerizacijom.

pH = 2,20 + 0,01 (2h) — pH = 6,80 + 0,01 (24h) at 37 °C SA,

Uzorak
n ty, O £ nm IU/mg x 10°

85/15/2 - - 13,23 2,686 48,4
90/10/2 - - 15,15 1,876 43,2
95/5/2 0,019 1,02 19,51 1,095 41,0
100/0/2 0,015 1,09 20,75 0,205 36,5
85/15/4 - - 13,75 2,268 43,9
90/10/4 - - 17,22 1,223 42,5
95/5/4 0,018 1,05 19,44 0,726 40,0
100/0/4 0,011 1,12 20,29 0,164 35,4
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Za praktiénu primenu je veoma vazno da protein zadrzi bioloSku aktivnost nakon
otpustanja. Zbog toga je nakon 96 h ispitana aktivnost otpustene lipaze standardnom
metodom na emulziji maslinovog ulja, a rezultati su prikazani u Tabeli 8.3. Utvrdeno je da
je aktivnost lipaze, umetnute ,.in situ“ metodom, oCuvana za sve ispitane hidrogelove,
narocito pri pH 2,20 u kom bi inace doslo do potpune inaktivacije nativnog enzima nakon
vrlo kratkog vremena. Vece vrednosti specificne aktivnosti su dobijene za hidrogelove u
kojima je sadZaj itakonske kiseline bio veé¢i. Najvecu vrednost zadrzane enzimske aktivnosti
otpustene lipaze omogucéio je uzorak 85/15/2/20, u iznosu od oko 0,5 IU/mg. Neznatno nize
vrednosti specifi¢ne aktivnosti su dobijene za ostale uzorke (STD = 10,1 %).

Za umetanje lipaze metodom bubrenja je utvrdeno da je mala aktivnost otpusStene
lipaze, svega 1,2 1U/mQen; (za uzorak 95/5/4/0 u 1,0 mg@en/mL) i 2,1 1U/MQen;, (za uzorak
95/5/2/0 u 5,0 mgen/mL), verovatno usled naglog otpustanja lipaze i njene brze deaktivacije.
To ukazuje da primenjena metoda nije dobar nafin za umetanje proteina i njegovo
otpustanje iz hidrogela.
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Poglavlje 8. Kontrolisano otpustanje terapeutskih proteina iz P(NiPAAM/IK) hidrogelova

Zakljuéak

U ovom Poglavlju je ispitana potencijalna primena P(NiIPAAmM/IK) kopolimernih
hidrogelova za kontrolisano otpustanje lipaze u donjem delu GI trakta. Umetanje lipaze je
izvedeno na dva nacina, ,,in situ“ polimerizacijom i bubrenjem hidrogelova u rastvoru lipaze
odredene koncentracije, pH vrednosti 1 temperature.

Ispitano je bubrenje ovih uzoraka simulacijom pH vrednosti u Gl traktu, efikasnost
ugradnje lipaze u hidrogelove i njen profil otpustanja. Ustanovljeno je da se podesavanjem
sastava i stepena umrezenja mogu podesiti uslovi kako bi se sintetisali hidrogelovi pogodni
za kontrolisano otpustanje lipaze i molekula sliéne molekulske mase sa visokim ocuvanjem

enzimske aktivnosti otpustenog proteina.

Utvrdeno je da profil i kinetika otpustanja lipaze zavise od pH okruZenja i sastava
hidrogela. Otpustanje lipaze je znatno brze ukoliko je lipaza umetnuta Metodom Il. Ukoliko
se zeli da se postigne nesto sporije otpustanje, lipazu bi trebalo umetati Metodom 1, koja se
ujedno pokazala kao efikasnija za vezivanje lipaze. Sastav P(NiPAAmM/IK) hidrogelova se
moze podesiti tako da zastiti lekovitu supstancu tokom njenog boravka u kiseloj sredini kao
Sto je Zeludac i da je otpustiti u donjem delu Gl trakta.
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9. Zakljucak

U radu su sintetisani P(NiPAAM/IK) homo- i kopolimerni hidrogelovi i primenjeni
kao nosaci za imoblizaciju lipaze iz Candida rugosa. Imobilizacija lipaze je izvedena na dva
nacina: bubrenjem prethodno sintetisanih hidrogelova u rastvoru enzima i ,,in Situ®
polimerizacijom, odnosno dodatkom lipaze u reakcionu smeSu pre pocetka reakcije
polimerizacije i umrezavanja. Hidrogelovi, sintetisani bez i u prisustvu lipaze, su
karakterisani bubrenjem u puferima razli¢itth pH vrednosti, ispitivanjem mehanickih
svojstava, FT-IR, SEM, UV/Vis i AFM analizom. Ispitana je primena imobilisane lipaze kao
katalizatora u reakciji sinteze mirisnog estra, n-amil-izobutirata, u n-heksanu. U radu je
takode ispitana i mogucnost primene sintetisanih hidrogelova za kontrolisano otpustanje
terapeutskih proteina simulacijom pH vrednosti u Gl traktu.

Na osnovu dobijenih rezultata doslo se do sledecih zakljucaka:

e Na stepen bubrenja, veli¢inu pora 1 mehani¢ka svojstva P(NiPAAm/IK)
hidrogelova uti¢e odnos monomera, stepen umrezenja, sadrzaj lipaze, pH 1 temperatura
okolnog medijuma.
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e Imobilizacija enzima uti¢e na fizicko-hemijske Kkarakteristike rezultujuceg
hidrogela. S druge strane, struktura hidrogela ima znac¢ajan uticaj na ponasanje imobilisanog
enzima.

e Masa i aktivnost imobilisane lipaze zavise od metode imobilizacije, pocetne
koncentracije lipaze, temperature i pH vrednosti na kojoj se izvodi imobilizacija, kao i od
sastava hidrogela.

e _In situ“ imobilizacija lipaze se pokazala kao bolja metoda sa aspekta slozenosti
izvodenja, vece aktivnosti imobilisane lipaze, ekonomiénosti i efikasnosti.

¢ Imobilisana lipaza, bez obzira na metodu imobilizacije, je pokazala bolju stabilnost
pri skladistenju u odnosu na nativnu lipazu. Visoka kataliticka aktivnost se zadrzava pri
skladiStenju na -20 °C, dok je sa porastom temperature zabelezen pad stabilnosti.

e Promena reakcionih uslova, temperature, pH, sadrzaja dodate vode i mase
biokatalizatora, utice na tok reakcije esterifikacije i prinos estra. Visoki prinosi estra se
dobijaju i nakon vise ponovljenih ciklusa. Utvrdeno je da je “in situ” imobilisana lipaza
(Metoda 1) ekonomic¢nija i efikasnija od metode bubrenja kserogelova u rastvoru lipaze
(Metoda 1I). Jedini nedostatak Metode I je produZzeno vreme reakcije u poredenju sa
vremenom trajanja ciklusa po Metodi Il. Za primenu imobilisane lipaze kao biokatalizatora
za sintezu estra, najbolja svojstva pokazao je hidrogel 90/10/2/20 (Metoda ).

e Nasuprot ocekivanjima, dodatak povrsinski aktivne materije, Triton X-100, nije
znacajno uticao na aktivnost imobilisane lipaze.

e Profil 1 kinetika otpuStanja lipaze zavise od pH okruZenja i sastava hidrogela.

Otpustanje lipaze je znatno brze ukoliko se lipaza imobilise Metodom 1.

e Sastav P(NIPAAm/IK) hidrogelova se moze podesiti tako da zaStiti lekovitu
supstancu tokom njenog boravka u kiseloj sredini kao Sto je Zeludac i da je otpustiti u
donjem delu Gl trakta.

Na osnovu svega izlozenog, moze se zakljuciti da se P(NiIPAAm/IK) hidrogelovi
mogu koristiti kao matrice za imobilizaciju enzima i kao nosaci za kontrolisano otpustanje
proteina. Koju ¢e od ove dve uloge imati P(NiPAAm/IK) hidrogel zavisi od odnosa
komonomera i stepena umreZenja. Za imobilizaciju lipaze i primenu kao biokatalizatora u
reakciji sinteze estra optimalni sastav hidrogela je 90/10/2. S druge strane, za kontrolisano
otpustanje lipaze u donjem delu GI trakta zadovoljavajuca svojstva pokazao je hidrogel
sastava 95/5/4.
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Sinteza pH- i temperaturno-osetljivih hidrogelova itakonske kiseline kao nosaca za imobilizaciju CRL

PRILOG

DEO Ili 111 - EKSPERIMENTALNI DEO | REZULTATI | DISKUSIJA

Poglavlje 3 i 4.

Tabela T1. Mase neproreagovalih materija (MNM) i stepen reagovanja (p) nakon sinteze
P(NIPAAM/IK) hidrogelova sa 2,0 i 4,0 mas% umrezivata, bez lipaze i sa razliitim
sadrzajem lipaze.

0,0 mas% 2,0 mas% 5,0 mas% 10,0 mas% 20,0 mas%

CRL CRL CRL CRL CRL
Uzorak

MNM, g p,% MNM,g p,% MNM,g p,% MNM,g p,% MNM,g p, %

85/15/2 10,0242 97,7 0,0527 950 0,0602 94,5 10,0985 91,4 0,0242 98,0
90/10/2 0,0269 97,4 0,0485 954 0,0816 925 10,0941 91,8 0,0269 97,8

95/5/2 0,0226 97,8 0,0364 96,6 0,0593 94,6 0,0457 96,0 0,0226 98,2

100/0/2 0,0155 98,5 0,0238 97,8 0,0443 959 0,0357 96,9 0,0155 98,8

85/15/4 0,0133 98,8 0,0381 96,5 0,0617 94,4 0,0775 93,3 0,0948 92,5
90/10/4 0,0248 97,7 0,0441 959 0,0425 96,2 0,0665 94,3 0,0995 921
95/5/4 0,0154 98,6 0,0449 958 10,0387 96,5 0,0961 91,7 0,0832 934

100/0/4 10,0118 98,9 0,0523 952 0,0907 91,8 0,0897 92,3 0,0640 949
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DEO 1I1 - REZULTATI | DISKUSIJA

Poglavlje 4.

Tabela T2: Zapreminski udeo polimera u nabubrelom stanju (vos) za P(NiIPAAM/IK)
hidrogelove sintetisane bez i sa lipazom, sa 2,0 i 4,0 mas% umreziva¢a na pH =2,20 £ 0,01 i
6,80 + 0,01.

Sadrzaj lipaze, 2,0 mas% umrezivaca 4,0 mas% umreZzivaca
SEOIE mas% pH=220 pH=680 pH=220 pH=6,80
85/15 0,609 0,051 0,628 0,074
90/10 0,665 0,066 0,595 0,098
95/5 o0 0,617 0,175 0,625 0,244
100/0 0,607 0,697 0,642 0,682
85/15 0,5042 0,0422 0,4879 0,0657
90/10 0,4983 0,0557 0,496 0,0869
95/5 20 0,5486 0,1130 0,4805 0,1864
100/0 0,5111 0,7408 0,4312 0,6852
85/15 0,4555 0,0407 0,4813 0,0583
90/10 0,5115 0,0587 0,4648 0,0846
95/5 >0 0,5212 0,1013 0,4321 0,1434
100/0 0,5795 0,6648 0,3960 0,6757
85/15 0,4755 0,0468 0,4272 0,0736
90/10 0,4711 0,0520 0,4119 0,0845
95/5 100 0,5313 0,1042 0,3952 0,1450
100/0 0,5776 0,6955 0,3263 0,7142
85/15 0,2878 0,0351 0,4620 0,0415
90/10 0,2362 0,0500 0,5044 0,0824
95/5 200 0,2147 0,0993 0,5278 0,1584
100/0 0,4050 0,5818 0,3913 0,6886
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Prilog (nastavak)

a) b) [ Poli(itakonska) kiselina |
g 2
[ [
S S
= =
5 5
= ~
4000 3000 2000 1000 4000 3000 2000 1000
Talasni broj, cm™ Talasni broj, cm™
C) d) 85/15/4/20
2 2
c c
S S
2 2
5 5
- =
4000 3000 2000 1000 4000 3000 2000 1000
Talasni broj, cm™ Talasni broj, cm™
€) f)
I3 I3
[ [
S S
2 2
5 g
— =
4000 3000 2000 1000 4000 3000 2000 1000
Talasni broj, cm™ Talasni broj, cm™
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Prilog (nastavak)

(@]
~

h)

Transmitivnost
Transmitivnost

4000 3000 2000 1000 4000 3000 2000 1000
Talasni broj, cm™ Talasni broj, cm™

) )

Transmitivnost
Transmitivnost

4000 3000 2000 1000 4000 3000 2000 1000
Talasni broj, cm™ Talasni broj, cm™

K) )

Transmitivnost
Transmitivnost

4000 3000 2000 1000 4000 3000 2000 1000
Talasni broj, cm™ Talasni broj, cm™

Slika S1. FT-IR spektri sintetisanih hidrogelova: a) itakonske kiseline; b) poli(itakonske)
kiseline; c) 85/15/2/20; d) 85/15/4/20); e) 90/10/2/5; f) 90/10/4/5; g) 90/10/2/10; h)
90/10/4/10; 1) 95/5/2/20; j) 95/5/4/20; k) 100/0/2/20; I) 100/0/4/20.
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Prilog (nastavak)

Slika S2. SEM mikrografije P(NiPAAmM/IK) hidrogelova: a) 90/10/2/5; b) 90/10/2/10; c)
90/10/4/5; d) 90/10/4/10 (‘bar’ 500 pm, 70 x).
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L

85/15/2/0 100/0/4/0 85/15/2/20 100/0/4/20

- LI

90/10/2/20 * 95/5/2/0 9‘5/5/2/20 95/5/4/0 95/5/4/20

o]l

85/15/2/0 100/0/4/0 85/15/2/20 100/0/4/20

ol lle ]l il

90/10/2/20 * 95/5/2/0 95/5/2/20 ¢ 95/5/4/0 95/5/4/20

* - Uzorak pogodan za reakcije sinteze estra

4 - Uzorak pogodan za pracenje kinetike otpuStanja proteina

Slika S3. Uzorci P(NIPAAM/IK) hidrogelova u suvom stanju a) i nakon bubrenja do
ravnoteze u puferu pH vrednosti 6,80 + 0,01 na temperaturi 37 °C b).
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SPISAK INSTRUMENATA

Instrument za FT-IR

Bomem MB 100 analizu

Graseby Specac Model: Presa za tabletice za

15,011 FT-IR analizu
Skenirajuci
elektronski

JEOL JMS-5800 mikroskop

Polaron SC502 Rasprsivac platine

Rheometrics 605 Reometar
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Ultrospec 3300 pro
UV/Visible
Spectrophotometer

Veeco CP-II

WB Memmert 22

Yellow line DI 25 basic

Spektrofotometar

Digitalni instrument -
kontroler za AFM
analizu

Termostat-tresilica za
reakcije sinteze estra

Mesalica za pripremu
Sigma supstrata

<“*“”‘ “
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Mpunor 1.

W3jaBa o ayTopcTBy

W3jaBroyjem pa je gokTopcka gvcepTauuja Nnoa HacnosoMm

SINTEZA pH- I TEMPERATURNO-OSETLJIVIH
HIDROGELOVA
ITAKONSKE KISELINE KAO NOSACA ZA IMOBILIZACIJU
LIPAZE IZ CANDIDA RUGOSA

e pesynTaT CONCTBEHOr UCTpaXKMBauKor paja,
* [a HMCaM KpLIWMO/na ayTopcka NpaBa U KOPUCTMO MHTENEKTYanHy CBOjUHY APYrux nuua.
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MNpunor 2.

UsjaBa o kopuwhewy

|Oenawhyjem YHusepsutercky 6Gubnuotexy ,Csetosap MapkoBuh“ ga y [ururanHu
penosurtoprjym YHueepsuteta y Georpagy yHece Mojy AOKTOPCKY AucepTauujy nopg
HAaCNoORBOM:

SINTEZA pH- 1 TEMPERATURNO-OSETLJIVIH HIDROGELOVA ITAKONSKE
KISELINE KAO NOSACA ZA IMOBILIZACIJU LIPAZE 1Z CANDIDA RUGOSA
Koja je Moje ayTOpCcKo Aeno.

CarnacaH/Ha cam Oa eneKkTpoHCka Bep3anja Moje Auceptauunje ByAe AOCTYNHa y OTBOPEHOM
NoUCTyNy.

Mojy AOKTOpCKy AucepTauujy noxpakweHy y [urutanHu penosvtopujym YHueepauteta y
{Beorpagy Mory aa KopucTe CBU Koju nowTyjy oapeaGe cagpxaHe y ogabpaHoM TUny nuueHLe
Kpeatuere 3ajeaHmue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oanyumo/pé.

1. AytopcTBo

2. AyTOpCTBO - HEKOMEpLMjanHo

LN\

@AyTOpCTBO - HekoMepLjanHo — 6e3 npepage

;4. AyTOPCTBO — HEKOMEpPLMjanHo — AenuTi Nnoa UCTUM ycrosuma
15. AyTopctso — Oe3 npepage

!6. AyTOpCTBO — AENWUTU NOA UCTUM YCroBUMa

(Monumo pa 3aoKpyxuTe camo jefiHy of LecT noHyheHux nuueHum. Kpatak onuc nuueHum aat
je Ha cnegehoj cTpaHuun.)
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