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IMOBILIZACIJA LAKAZE ZA PRIMENU U
RAZGRADN]JI ORGANSKIH ZAGAPUJUCIH MATERIJA

REZIME

U okviru ove disertacije, izvr$eno je ispitivanje mogucnosti razgradnje razlicitih
organskih zagadujuc¢ih materija, od kojih 9 iz klase organohlornih pesticida i 4 industrijske boje,
lakazama iz Myceliophthora thermophila sa ekspresijom u Aspergillus oryzae (Novozym® 51003) i
iz Trametes versicolor, kako slobodnim, tako i imobilisanim.

Imobilizacija lakaza je vrSena na neporozne nanocestice amino-funkcionalizovane
nanosilike (AFNS); porozne nekomercijalne organske nosac¢e od prirodnog materijala, odnosno
dve vrste amino-modifikovanih ligninskih mikrosfera (A-LMS) i 8 komercijalno dostupnih
Lifetech™ organskih, sintetskih, poroznih nosaca.

Primenjene metode imobilizacije bile su adsorpcija i kovalentna imobilizacija, a za sve
dobijene imobilisane preparate najboljih karakteristika, iz navedenih grupa nosaca, izvrsena je
optimizacija imobilizacije i ispitana je njihova primena u viSe ponovnih upotreba u razgradnji
izabranih zagadivaca.

Kod svih ispitanih pesticida detektovana je razgradnja lakazom, a najveéi stepen
degradacije postignut je kod lindana, koji je koris¢en kao supstrat u daljim ispitivanjima.

Lakaza imobilisana na AFNS razgradivala je lindan ve¢om brzinom od slobodne, uz
oc¢uvanje aktivnosti, a lakaza imobilisana na A-LMS_5 imala je produZenu aktivnost i
degradacija lindana bila je efikasnija nego u slucaju slobodne lakaze ili lakaze imobilisane na
AFNS.

Iz serije Lifetech™ nosaca, najbolje karakteristike pokazao je imobilisani preparat sa
epoksi/butil metakrilatnim nosac¢em, koji je uspesno primenjen u razgradnji industrijskih boja,
sa postignutim gotovo potpunim obezbojenjem uzoraka.

Svi dobijeni rezultati potvrduju velike moguénosti primene imobilizacije lakaze, na

razlic¢ite kategorije nosaca, u bioremedijaciji, za razgradnju organskih zagadujuc¢ih materija.

Klju¢ne reci: lakaza, organske zagadujuce materije, imobilizacija, pesticidi, industrijske boje,
bioremedijacija
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LACCASE IMMOBILIZATION FOR APPLICATION IN
ORGANIC POLLUTANTS DEGRADATION

ABSTRACT

In this thesis, the possibility of various organic pollutants degradation was investigated,
9 belonging to organochlorine pesticides class and 4 industrial dyes, by laccase from
Moyceliophthora thermophila expressed in Aspergillus oryzae (Novozym® 51003) and from Trametes
versicolor, both free and immobilized.

Laccase immobilization was performed onto non-porous amino-functionalized
nanosilica (AFNS); porous non-commercial organic supports made of naural material - two
types of amino-modified lignin microspheres (A-LMS) and 8 commercial Lifetech™ organic,
synthetic, porous supports.

The applied immobilization methods were adsorption and covalent immobilization. For
all obtained immobilized preparations of the best characteristics, of different groups of
supports, immobilization optimization was performed. Their application in several repeated
uses in selected pollutants degradation was examined.

Degradation by laccase was detected for all pesticides investigated. The highest
degradation rate was achieved with lindane, which was used as a substrate in following
experiments.

Laccase immobilized on AFNS degraded lindane more rapid than free laccase, while
preserving activity. Laccase immobilized on A-LMS_5 demonstrated prolonged activity, with
more efficient lindane degradation than by free laccase or laccase immobilized onto AFNS.

From the series of Lifetech ™ supports, the immobilized preparation with epoxy/butyl
methacrylate support demonstrated best characteristics, and was successfully applied in the
degradation of industrial dyes, with almost complete decolorization of the samples.

All obtained results confirm the vast possibilities of laccase immobilization onto different
types of supports application, in bioremediation, for the organic pollutants degradation.

Keywords: laccase, organic pollutants, immobilization, pesticides, industrial dyes,
bioremediation
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1. UVOD

Enzim lakaza (EC 1.10.3.2) iz grupe oksidoreduktaza, katalizuje reakciju oksidacije
razli¢itih aromati¢nih i nearomati¢nih jedinjenja. Producenti lakaza su pretezno gljive, ali se
enzim moze naci i u nekim bakterijama, insektima, ¢ak i vis$im biljkama, a njegovo poreklo u
velikoj meri definiSe i njegove osnovne karakteristike i strukturu.

Osobina lakaza, koja ih ¢ini interesantnim enzimima za potencijalnu industrijsku
primenu je njihova niska specifi¢nost prema supstratu. Lakaze uspesno razgraduju organske
supstrate, odnosno fenole, aromati¢na tiolna jedinjenja, aniline, i mnoga druga jedinjenja, $to
pruza mogucnost njihove upotrebe i u bioremedijaciji, odnosno odnosno uklanjanju organskih
zagadujucih materija.

Oganske zagadujuc¢e materije su slozena hemijska jedinjenja, otporna na biolosku,
hemijsku i fotoliticku degradaciju veoma Siroko rasprostranjena u zivotnoj sredini, usled ¢ega
se narusava njen kvalitet, a ulaze¢i u lanac ishrane, takode i zdravlje ljudi. Ova jedinjenja
podeljena su u viSe grupa, na osnovu fizicko-hemijskih osobina, a koris¢ena su u razlicite svrhe.
Najvece koncentracije pomenutih zagadiva¢a mogu se nadi u zemljistu i sedimentima, zbog
njihove relativno slabe rastvorljivosti u vodi. Toksi¢na su i u vrlo niskim koncentracijama, a
usled umerene isparljivosti, mogu se nac¢i na podrucjima gde nikada nisu ni bila koriséena.

Iako je njihova proizvodnja i upotreba u veéini zemalja sveta zabranjena ili kontrolisana
i strogo zakonski regulisana, njihovo prisustvo je i dalje dokazano u svim delovima Zivotne
sredine, pa i u hrani. Potencijalni izvori organskih zagadivaca su: neodgovarajuca primena
pesticida, industrijske otpadne vode ili veca izlivanja, deponije, otpadne vode iz naftne
industrije i drugi. U zakonskoj regulativi Republike Srbije, vec¢ina ovih zagadivaca spadaju u
dugotrajne organske zagadujuce supstance, odnosno perzistentne organske polutante, od kojih
pojedini, kao na primer pesticidi, predstavljaju prioritetne organske zagadujuce supstance.

Da bi se enzimi, pa tako i lakaza, mogli Siroko primenjivati u bioremedijaciji, mora se
obezbediti njihova stabilnost pod naj¢esé¢e nepovoljnim procesnim uslovima, kao $to su jonska
jac¢ina rastvora, pH, ili visoka temperatura. Problem nedovoljne stabilnosti enzima, moze se
prevazici primenom tehnike imobilizacije enzima, kojom se obezbeduje i visekratna upotreba
imobilisanog preparata i bolja fizicka separacija iz reakcionog medijuma, kao i druge
poboljsane karakteristike enzima. Da bi imobilizacija enzima bila efikasna, potrebno je da budu
odgovarajuci uslovi imobilizacije i da vrsta nosaca i funkcionalne grupe na njegovoj povrsini
budu prilagodeni strukturi enzima koji se imobiliSe. Ovo se postiZze optimizacijom procesa
imobilizacije, koji je specifi¢an za svaku pojedina¢nu kombinaciju enzima i nosaca.
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Cilj ove disertacije bio je istrazivanje mogucnosti imobilizacije lakaze iz dva izvora, na
nekoliko nosaca razlic¢itih karakteristika, uz optimizaciju procesa imobilizacije, kao i ispitivanje
mogucnosti razgradnje odabranih organskih zagaduju¢ih materija, od strane dobijenih
enzimskih preparata.

U prvom delu ove doktorske disertacije bi¢e izvrSena karakterizacija lakaze iz
Myceliophthora thermophila sa ekspresijom u Aspergillus oryzae (Novozym® 51003), odnosno
odredivanje pH optimuma i izoelektri¢ne tacke (pl).

Nakon toga, bice izvrSeno ispitivanje mogucnosti razgradnje izabranih organskih
zagadujuéih materija, iz klase organohlornih pesticida (4,4’-DDT, 4,4’-DDD, metoksihlor,
aldrin, dieldrin, endosulfan I i II, heptahlor, heptahlor-endo-epoksid izomer A i lindan)
slobodnom lakazom iz Myceliophthora thermophila sa ekspresijom u Aspergillus oryzae
(Novozym® 51003). Na osnovu rezultata ovog ispitivanja, izvrsice se izbor jednog supstrata iz
ove grupe jedinjenja, ¢ija ¢e se razgradnja u sledec¢em delu disertacije istrazivati imobilisanom
lakazom.

U sledecoj fazi, bice optimizovana imobilizacija Novozym® 51003 lakaze na jedan
modifikovani nosa¢ od pirogene nanosilike i jedan modifikovani nosa¢ sintetisan od biootpada
iz procesa prerade drveta, kraft lignina, adsorpcijom. U okviru ovih ispitivanja, posmatrace se
uticaj pH i pocetne koncentracije lakaze, kao i vremena imobilizacije, na aktivnost imobilisane
lakaze, koncentraciju imobilisanih proteina i prinos imobilizacije, a ispitace se i kinetika
adsorpcije lakaze na izabrane nosace, kao i vrsta interakcija izmedu enzima i nosaca. Kao
supstrati, u ovoj fazi ispitivanja, koristice se 2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska
kiselina) ABTS, za imobilizaciju na amino-funkcionalizovanu nanosiliku (AFNS) i
siringaldazin za imobilizaciju na amino-modifikovane ligninske mikrosfere A-LMS (A-LMS_5
i A-LMS_10).

Posle optimizovane imobilizacije preparata sa najboljim karakteristikama iz pomenutih
grupa nosaca, preparati ¢e se upotrebiti u reakciji degradacije izabranog organohlornog
pesticida - lindana, ispitivanjem koli¢ine razgradenog lindana i uporedivanjem sa rezultatima
dobijenim u ispitivanju slobodnom lakazom, kao i ispitivanjem moguénosti ponovne upotrebe
dobijenih imobilisanih preparata.

Poslednji deo disertacije odnosice se na imobilizaciju lakaze i primenu u razgradnji jos
jedne izuzetno bitne grupe organskih zagadujuéih materija, industrijskih boja, od kojih su za
ispitivanje mogucénosti njihovog uklanjanja, odabrane tekstilne boje.

U ovom delu disertacije, vrsice se imobilizacija lakaze iz Trametes versicolor na seriju
komercijalno dostupnih Lifetech™ nosaca razlic¢itih karakteristika: amino-aktivirane,
oktadecil-aktivirane i epoksid-aktivirane smole. Imobilizacija na ove nosace bice ispitana sa
aspekta koncentracije imobilisane aktivnosti, a zatim optimizovana za dobijene imobilisane
preparate sa najve¢om aktivnos¢u imobilisane lakaze, u cilju dobijanja imobilisanog preparata
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u kome je lakaza kovalentno vezana za nosa¢. Kao supstrat za ova ispitivanja koristice se
siringaldazin.

Dobijeni imobilisani preparat bie zatim ispitan u reakciji rezgradnje organskih
zagadujuéih materija, odabranih antrahinonskih (Lanaset® Violet B, Lanaset® Blue 2R) i
sulfonftaleinskih (bromtimol plavo i bromkrezol zeleno) tekstilnih boja.

Rezultati dobijeni u okviru ove disertacije, ¢e dati znacajan doprinos u rasvetljavanju
mogucnosti primene imobilizacije lakaze u bioremedijaciji, za uklanjanje razlic¢itih vrsta
organskih zagadujuc¢ih materija.
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2. TEORIJSKI DEO

2.1. Lakaza

Lakaza (EC 1.10.3.2) pripada grupi oksidoreduktaza sa viSe atoma bakra (multi-
bakarnim proteinima po hemijskom sastavu), najéesce tri tipa, koji katalizuju reakcije oksidacija
razli¢itih aromati¢nih i nearomati¢nih jedinjenja koriste¢i molekulski kiseonik, pri ¢emu se kao
sporedni proizvod izdvaja samo voda. Karakteristike samog enzima, kao i njegova struktura,
vezani su za poreklo enzima, i mogu da bitno variraju[l,2]. Lakaza poseduje moguénost
oksidacije razli¢itih organskih supstrata, uklju¢ujuéi fenole, aniline, aromati¢na tiolna
jedinjenja, ¢ak i neke neorganske komponente[3,4]. Najveéi prozivodac ovog enzima su gljive,
ali se ovaj enzim moZze naci i nekim bakterijama, liSajevima, insektima, prokariotama i visim

biljkama[5].

Povecano interesovanje za istrazivanja lakaza vezano je upravo za njihovu nisku
specificnost prema supstratu, odnosno za mogucnost oksidacije velikog broja razli¢itih
supstrata, medu kojima su i organske zagadujuce materije. Ova osobina lakaza ¢ini ih
potencijalnim industrijskim enzimima u mnogim primenama, uklju¢ujuéi i bioremedijaciju
zemljista i voda, u proizvodnji hrane, tekstilnih i kozmetickih proizvodal[6,7].

2.1.1. Otkrice lakaza, prirodni izvori i funkcija u celiji

Lakaze su otkrivene 1883. godine, od strane japanskog nau¢nika Yoshida, kao faktor koji
kataliSe proces brzog o¢vrscavanja lateksa iz japanskog i kineskog lak-drveta Rhus vernicifera u
prisustvu vazduha, odnosno proces koji se koristio za dobijanje laka iz ovog drveta. Svoj naziv
dobile su po istom ovom procesu, deceniju kasnije, nakon postupka njihove izolacije i
prec¢is¢avanja od strane naucnika Bertanda [8,9]. Kasnije, 1896. godine, zajedno sa kolegom
Laborde, on je dokazao takode, da su lakaze enzimi gljiva[10].

Najveci proizvodaci lakaza su skoro sve gljive ukljuene u proces truljenja drveta. Cesce
se nalaze u gljivama, nego u visim biljkama i izolovane su iz askomiceta, deuteromiceta, i
bazidiomiceta. Od gljiva, u razgradnji lignina, $to im je i osnovna uloga, najvise ucestvuju
lakaze koje spadaju u bazidiomicete. Stoga, najveci proizvodaci lakaza od bazidiomiceta, su
gljive belog truljenja, kao i gljive koje vrse tranformaciju dubreta, narocito Trametes versicolor,
Trametes hirsuta, Trametes ochracea, Trametes villosa, Trametes gallica, Cerena maxima, Coriolposis
polyzona, Lentinus tigrinus, Phlebia radiate i Pleurotus ostreatus[11-13] kao i Phanerochaete
chrysosporium, Theiophora terrestris i Lenzites betulina[14,15].
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Slika 1. Gljiva Trametes versicolor, producent lakaze [16]

Mnoge gljive iz roda Trichoderma takode proizvode lakaze, kao sto su T.
longibrachiatum[17] ili T. atroviride i T. harzianum[18]. U saprofitnim askomicetama lakaze se
javljaju, izmedu ostalih, u Myceliophtora thermophila i Chaetomium thermophila, ukljucene u
proces humifikacije komposta[19]. Lakaza dobijena iz Monocillium indicum predstavlja prvu
lakazu iz askomiceta koja je bila okarakterisana, sa peroksidaznom aktivnoscéu[17].

U gljivama, lakaza je uklju¢ena u procese razgradnje lignina, sporulacije, proizvodnje
pigmenata, formiranja plodonosnog tela (pecurke) kao i u biljnu patogenezu[10]. Neke gljive
istog roda proizvode lakazu kao enzim koji uestvuje u razli¢itim procesima, na primer, u
razgradnji lignina iz Pycnoporus cinnabarinus (Crvena guba) dok lakaza iz Pycnoporus sanguineus
spada u fenol-oksidaze[20]. Sve gljive u kojima je pronaden enzim lakaza spadaju u vise gljive,
dok u nizim gljivama kao $to su Zygomycetes i Chytridiomycetes, njihova proizvodnja nikada nije
bila dokazana, premda ni ova osobina nizih gljiva nije u potpunosti izu¢ena[5]. Od kvasaca,
koji su posebna grupa askomiceta i bazidiomiceta, lakaza je prec¢iséena iz ljudskog patogena
Cryptococcus (Filobasidiella) neoformans[21]. Vise izoenzima lakaze je detektovano u mnogim
vrstama gljiva. Veéina gljiva belog truljenja proizvodi po nekoliko izoenzima[22].

Pored gljiva, lakaze se mogu nad¢i i u nekim bakterijama, liSajevima, insektima,
prokariotama i visim biljkama[23,24]. U visim biljkama lakaze ucestvuju u procesu sinteze
lignina, sloZzenog biopolimera koji ulazi u sastav ¢elijskog zida, kao i u odgovorima biljke na
povrede[22]. Od drveca koje raste na nasem podneblju, najzastupljenije su u drvetu breskve,
bora i sljive. Pored drveca, lakaze su nadene i u kupusu, repi, rotkvi, jabukama, Spargli,
krompiru, kajsijama i raznim drugim vrstama povréa[12].
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Bakterijske lakaze su prvi put pronadene u Azospirillum lipoferum[25], a nakon toga
takode i u Streptomyes lavendulae, Streptomyes cyaneusi Marinomonas mediterranea [26-28] .

Od insekata, lakaza je nadena u viSe rodova od kojih su neki Calliphora, Drosophilia,
Lucilia, Manduca, Oryctes, Papilo, Sacophanga i drugi[12].

Poslednjih godina, pojedine lakaze iz gljiva koje pripadaju bazidiomicetama, kao $to su
Polyporus pinsitus i Rhizoctonia solani, ali i iz askomiceta Myceliophthora thermophila i Scytalidium
thermophilum, se precis¢avaju, kloniraju i njihova ekspresija se vrsi u Aspergillus oryzae
sistemu[1l]. Ovako dobijene lakaze imaju poboljSane karakteristike, koje im omogucuju Siru
industrijsku primenu.

S obzirom na veliku rasprostranjenost mogucih izvora lakaze u prirodi, kao i na to da
su osobine lakaze odredene prvenstveno njenim poreklom, karakterizacija enzima lakaza
potrebna je za svaku lakazu dobijenu iz pojedine vrste njenog izvora. Odnosno, karakteristike
lakaze koje je determinisu kao potencijalno pogodan enzim za industrijsku, odnosno
biotehnolo$ku primenu, nerazdvojivo su povezane sa poreklom samog enzima. Sli¢na svojstva
mogu se naci kod lakaza razli¢itog porekla, ali i razli¢ita kod lakaza iz, na primer, istog roda
gljiva. Bitno svojstvo enzima koje ga ¢ini laksim ili tezim za izolaciju je i njegova lokalizacija u
Geliji.

Uzevsi u obzir ¢injenicu da lakaze prvenstveno ucestvuju u procesu razgradnje lignina,
kao supstrata, sto i determiniSe njihovu lokalizaciju, moze se ocekivati da su one isklju¢ivo
ekstracelularni enzimi, proizvedeni pretezno od strane gljiva. Najces¢e ispitivani enzimi
dobijeni iz gljiva belog truljenja, a koji pripadaju istoj grupi enzima kao lakaze, lignin
peroksidaze i mangan peroksidaze, jesu isklju¢ivo ekstracelularni. Nasuprot njima, primeceno
je da se lakaza kod gljiva belog truljenja proizvodi i ekstracelularno i intracelularno.
Ekstracelularno proizvedena koli¢ina lakaza predstavlja ¢ak i do 98 % ukupne kolic¢ine
proizvedenog enzima [5]. Mnogi biljni patogeni takode proizvode lakazu ekstracelularno,
¢ime se gljivama omogucava premoséavanje imunog odgovora domacina[12]. Aktivnost lakaze
je kod kod bazidiomiceta, gljiva belog truljenja, Irpex lacteus povezana iskljucivo sa celijskim
zidom, kao i kod spora gljiva iz roda Trichoderma ikvasca C. neoformans[5].

Smatra se da je lokalizacija enzima lakaze u ¢eliji povezana sa fizioloSkom funkcijom i
odredena vrstama supstrata koji su dostupni enzimu. Pretpostavlja se da intracelularna lakaza
ucestvuje u transformaciji pojedinih fenolnih jedinjenja manjih molekulskih masa u celiji.
Lakaza koja je vezana za celijski zid, moguce ucestvuje u formiranju zastitnih komponenti
¢elijskog zida, kao Sto je melanin[5,20]. Do sada, sva izolovana i preciS¢ena lakaza za
industrijsku primenu, je ekstracelularna. Zbog toga je i prednost ovog enzima to sto se znatno
veca koli¢ina proizvedenog enzima od strane njegovih proizvodaca, koji su za industrijske
primene uglavnom gljive, izlucuje u spoljasnju sredinu.
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2.1.2. Svojstva lakaze

Poslednjih godina, lakaza zaokuplja sve vecu paznju naucne javnosti, zbog njenih
povolinih karakteristika, koje je ¢ine pogodnim enzimom za industrijsku primenu. Siroki
spektar supstrata na koje lakaze mogu da deluju kao $to su orto- i para-difenoli, poliamini,
aminofenoli, polifenoli i arildiamini, kao i blagi optimalni uslovi, ispoljavanje aktivnosti bez
prisustva kofaktora, upotreba kiseonika kao krajnjeg akceptora elektrona, bez formiranja
Stetnih proizvoda katalize, razlozi su za proucavanje mogucnosti primene lakaza u razli¢itim
biotehnoloskim procesima i bioremedijaciji, odnosno razgradnji toksi¢nih supstanici iz
zemljiSta i otpadnih voda. Sa porastom zagadenja Zivotne sredine, istraZivanja se razvijaju u
pravcu "zelenih tehnologija", odnosno moguénosti precis¢avanja ili uklanjanja zagadujucih
materija bez negativnih pratecih posledica.

S obzirom da je jedno od najvaznijih svojstava lakaze njena niska specificnost ka
supstratu, ukljucujudi i organske zagadujuce materije, ovaj enzim, dobijen iz razli¢itih izvora,
je do sada u literaturi opsezno okarakterisan. Medutim, zbog svojih specifi¢nih osobina vezanih
za poreklo, samo neke njegove osobine se mogu navesti kao opste za sve lakaze. Kao posledica
toga je i dalje veliko interesovanje i traganje za genetski modifikovanim proizvodac¢ima enzima
lakaze sa optimalnim karakteristikama za predvidenu namenu enzima.

2.1.2.1. Klasifikacija lakaza

Lakaze (EC 1.10.3.2) spadaju u klasu oksidoreduktaza, preciznije u grupu enzima
polifenoloksidaze. Polifenoloksidaze su enzimi koji u svom sastavu imaju atome bakra, sto ih
¢ini metalo-proteinskim enzimima, odnosno metaloenzimima, a zajedni¢ka im je osobina
sposobnost da oksidiSu aromati¢na jedinjenja pri ¢emu je molekulski kiseonik konac¢ni akceptor
elektrona. Ova grupa enzima je dalje klasifikovana prema tri vrste aktivnosti:

» Katehol-oksidaze ili o-difenol: kiseonik-oksidoreduktaze (EC 1.10.3.1)

> Lakaze ili p-difenol: kiseonik-oksidoreduktaze (EC 1.10.3.2) ili p-benzendiol:
kiseonik oksidoreduktaze (EC 1.10.3.2)

» Krezolaze ili monofenol-monooksigenaze (EC 1.14.18.1)

Ako se uzme u obzir aktivnost prema supstratu, treba napomenuti da enzimi tirozinaze
poseduju aktivnost i krezolaza i katehol-oksidaza, te su stoga Siroko rasprostranjeni u prirodi
i proizvode ih organizmi od bakterija do sisara. Ovi enzimi ucestvuju u formiranju melanina.
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Preklapanje u opsegu difenolnih jedinjenja koje mogu da oksidi$u i lakaze i tirozinaze,
otezava razdvajanje i njihovu klasifikaciju, s obzirom da se klasifikacija vrsi prema specifi¢nosti
enzima u odnosu na supstrat, a oba enzima imaju nisku specifi¢nost ka supstratu[29]. Katehol-
oksidaze ili tirozinaze imaju i o-difenolnu i aktivnost krezolaze, odnosno moguénost oksidacije
L-tirozina. Lakaze poseduju orto- i para-difenolnu aktivnost, jace izrazenu ka drugoj grupi. I
pored toga, razlikovanje ovih enzima zasniva se na specificnosti u odnosu na supstrat i
osetljivosti u odnosu na pojedine inhibitore. Najvaznija razlika je u tome $to samo tirozinaze
poseduju aktivnost krezolaza, a samo lakaze mogu da oksidisu metoksi-aktivirane fenole kao
Sto je siringaldazin. Po pitanju inhibitora, tirozinaze su jako inhibisane od strane tropolona i
cimetne i salicilhidroksilne kiseline[10].

Lakaze se znacajno razlikuju od drugih enzima po tome $to mogu da oksidisu Sirok
spektar supstrata, u koje spadaju difenoli (hidrohinon, katehol, 2,6- dimetoksifenol), para-
fenilendiamin, koji jejedinstveni supstrat samo za lakazu, polifenoli, diamini i ostala jedinjenja,
u zavisnosti od organizma koji proizvodi lakazu[5].

2.1.2.2. Strukturne karakteristike lakaza i kataliticki mehanizam

Poznato je da je struktura enzima najznacajnija za njegovu biolosku funkciju. U tom
smislu, razvoj u oblasti nac¢ina dobijanja proteina vrsi se da bi se povecala njegova stabilnost u
najces¢e nepovoljnim industrijskim uslovima, koji su c¢esto znacajno razli¢iti od bioloske
okoline samog enzima.

Strukturne karakteristike lakaza, izvedene su na osnovu karakterizacije preciséenih
enzima vec¢inom iz gljiva belog truljenja, koje spadaju u bazidiomicete. U literaturi se mogu
naci podaci o strukturi enzima na osnovu ispitanih vise od stotinu vrsta iz razli¢itih izvora[5].

2.1.2.2.1. Molekulska masa i dimenzije lakaza

Tipi¢na lakaza dobijena iz gljiva predstavlja protein od priblizno 60 kDa do 70 kDa
molekulske mase. Lakaze se cesto pojavljuju i kao izoenzimi koji oligomerizuju, formirajudi
tako multimerne komplekse. Znacajne varijacije u molekulskoj masi javljaju se kod lakaza
dobijenih iz askomiceta[5]. Vecina lakaza su monomerni proteini, ali postoje slucajevi i
homodimerne strukture, gde dve identi¢ne jedinice koje ¢ine enzim imaju molekulsku tezinu
karakteristicnu za monomerne lakaze. Ovakvi slucajevi zabeleZeni su kod lakaza iz gljiva
truljenja drveta Phellinus ribis, Pleurotus pulmonarius i Trametes villosa kao i kod askomiceta
Rhizoctonia solani [30-32]. Pojedine lakaze iz askomiceta takode su oligomeri, ¢ije strukturne
jedinice imaju mase priblizno 60 kDa.
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Po svojoj strukturi, lakaze iz gljiva su pretezno ekstracelularni glikoproteini, odnosno
sadrze ugljenohidratnu frakciju [9,33]. Nakon precis¢avanja lakaza, mogu se zapaziti znacajne
razlike u masama molekula, koje mogu da se povezu i sa stepenom glukozilacije specifi¢ne
lakaze iz odredenog prirodnog izvora [9]. Vecina lakaza predstavljaju glikozilovani monomer,
ali pojedine imaju homodimernu, heterodimernu ili oligomernu strukturu. Molekulska masa
lakaza moze da se krece od 50 kDa do 130 kDa, od ¢ega 10 % do 50 % moZze da se pripise
glikozilaciji.

Dimenzije molekula lakaza takode zavise od njegovog porekla. Tako su dimenzije
lakaze iz M. thermophila 6,74 nm x 12,84 nm x 16,36 nm[34] dok su dimenzije lakaze iz T.
versicolor 6,5 nm x 5,5 nm x 4,5 nm[35]. Poznavanje ta¢nih dimenzija molekula lakaza, od
velikog je znacaja pri izboru nosaca za proces imobilizacije enzima, odnsno za njegovu
predvidenu biotehnolosku namenu.

2.1.2.2.2. Hemijska struktura lakaza

Lakaza predstavlja protein koji sadrzi bakar (kuproprotein) iz grupe enzima poznatih
po nazivu plave oksidaze. Kao vecina ekstracelularnih enzima, kako je ve¢ navedeno, lakaze
su glikoproteini. Molekul lakaze, kao aktivni holoenzim, je najées¢e monomerni, dimerni ili
tetramerni glikoprotein. Saharidna jedinjenja u ugljenohidratnoj frakciji mogu da ¢ine od 10 %
do 25 %, u lakazama koje proizvode gljive i bakterije, ili mogu biti zastupljena u vecem
procentu u enzimu koji proizvode biljke. Zabelezeni su i primeri lakaze sa saharidnim
sadrzajem od 49 % dobijene iz Botrytis cinnerea, a medu ostalim preparatima izolovanim iz iste
vrste postoje oni sa ¢ak do 80 % saharida medu kojima su arabinoza, ksiloza, manoza, galaktoza
i glukozal[9,36].

Ugljeni hidrati koji ulaze u sastav lakaze sastoje se od monosaharida kao $to je glukoza,
manoza, galaktoza, fukoza i arabinoza, koje ucestvuju u sekreciji enzima, njegovoj
proteoliti¢koj osetljivosti, aktivnosti i termostabilnosti. Od svih pomenutih ugljenih hidrata,
manoza je u lakazama zastupljena u najvecoj meri[37]. Nasuprot navedenim primerima,
postoje i lakaze, kao one pronadene iz Pleurotus eryngii, od kojih jedna sadrzi7 % a druga svega
1 % vezanih Secera[38]. Smatra se da glikozilacija ucestvuje u zastiti lakaze od proteoliticke
razgradnje, odnosno da je odgovorna za stabilnost enzima. Medutim, glikozilacija lakaza
poreklom iz gljiva, koje se najceSce koriste za heterolognu ekspresiju, predstavlja tesko
premostiv problem u proizvodnji heterolognih enzimal5].

Generalno se za lakaze mozZe rec¢i da u svojoj strukturi poseduju cetiri jona bakra po
momomeru. Ovi atomi bakra vezani su za tri redoks mesta u enzimu i igraju bitnu ulogu u
katalitickom mehanizmu enzima. Iz tog razloga, lakaze se svrstavaju u grupu metaloenzima.
Ovi bakarni joni su podeljeni u 3 tipa, rasporedeni su na razli¢itim mestima u samom enzimu,
a njihova klasifikacija izvrSena je prema njihovim karakteristikama utvrdenim UV/VIS i
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elektron paramagnetnom rezonantnom (EPR) spektroskopijom, kada se nalaze u svom
oksidovanom (Cu?*) obliku, na slede¢i nacin[39]:

> bakar tipa I (T1, povezan barem jednim cisteinskim i sa dva histidinska liganda)
zasluZan je za intenzivno plavu boju enzima, sa elektronskom apsorpcijom na priblizno
600 nm i moze da se detektuje EPR metodom;

> bakar tipa II (T2, povezan sa dva histidinska liganda) je bezbojan i ne pokazuje
apsorpciju u VIS delu spektra, ali se moze detektovati EPR metodom;

» Dbakar tipa III ¢ini par anti-feromagnetno kuplovanih atoma bakra (T3, svaki povezan sa
tri histidina) koji pokazuju blagu apsorpciju na 330 nm, u oksidovanom obliku, ali se ne
mogu detektovati EPR metodom[12,40].

Slika 2. Eppendorf® tuba sa rastvorom lakaze

Raspored atoma bakra u molekulu lakaze prikazan je na slici 3. T2 i T3 atomi bakra su
po svom polozaju blizu u molekulu lakaze, najdalje 0,4 nm i ¢ine trinuklearni klaster bakra gde
se odvija redukcija molekulskog kiseonika uz osobadanje vode. Medusobno su povezani
hidroksidnim mostom. Dok su kod vecine lakaza, koordinacije T2 i T3 centara sli¢ne za sve
oksidaze sa viSe atoma bakra, postoje razlike u ligandima. U aksijalnom poloZzaju, kod lakaza
izolovanih iz gljiva, ¢es¢e se pojavljuje leucin (Leu) ili fenilalanin (Phe) nego metionin u
aksijalnom polozaju bakra T1. Medutim, ove aminokiseline ne sadrZe funkcionalne grupe
kojima bi se vezale za bakar T1 i suviSe su velike da bi bilo moguce vezivanje i molekula vode
na ovom mestu.

Najnovije studije ipak potvrduju da jon bakra u T1 polozaju ima trigonalnu orijentaciju,

sa ekvatorijalnim ligandima koji su manji molekuli, odnosno dva histidina i jedan cistein, dok
se u aksijalnom poloZaju na udaljenosti manjoj od 0,4 nm nalaze nepolarni ostaci, ligandi koji
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mogu biti razli¢iti, za lakaze iz gljiva kako je ve¢ receno, a kod lakaza iz bakterija i biljaka, u
ovom poloZaju se nalazi obi¢no metionin [41,42].

Met His

T1 bakar

T3 bakar

T2 bakar

His His

HOH

Slika 3. Prikaz poloZaja Cetiri atoma bakra u molekulu lakaze CotA iz Bacillus subtilis : T1 - plavi, T2
- bezbojan i T3 - kuplovani binuklearni bakarni centar (modifikovan[43])

Prostorna geometrija bakar T1 centra kod lakaze iz T. versicolor prikazana je na slici 4.
Atom bakra prikazan je kao velika sfera, dok je proteinski kostur prikazan kao traka. Na slici
su Stapicasto prikazane jedino pomenute aminokiseline koje su ekvatorijalni ligandi bakra, i
ostatak fenilalanina (Phe-463) kao aksijalni ligand [35].

Kod pojedinih vrsta lakaza nisu prisutna sva cetiri atoma bakra, vec¢ su identifikovane i

vrste kao $to je ona dobijena iz Corinus cinereus, koja nema T2 atom bakra, samim tim je i njena
kataliticka akrivnost nepotpunal44].
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Slika 4. Uvecan izgled T1 centra kod lakaze iz T. versicolor [35].

Lakaza iz Pleurotus ostreatus nema karakteristi¢cnu plavu boju i u literaturi se spominje
kao “bela lakaza”. Atomskom apsorpcijom je utvrdeno da se ona sastoji od jednog atoma bakra,
jednog atoma cinka i 2 atoma gvozda, umesto od cetiri atoma bakra kako je uobic¢ajeno[45]. Za
potpunu kataliticku aktivnost enzima, neophodna su sva cetiri atoma bakra po jednoj aktivnoj
jedinici proteina.

Trodimenzionalna struktura enzima lakaze objavljena je za lakaze iz viSe izvora.
Tehnike koje su se koristile za dobijanje ovih podataka su spektroskopija kombinovana sa
kristalografijom, kao i apsorpciona spektroskopija X-zraka. Na slici 5 prikazani su molekuli
lakaze iz Trameters versicolor i Myceliophthora thermophila u kristalizovanoj aktivnoj formi.

Na slici 5A, po pitanju strukture kristalne lakaze iz Trametes versicolor, enzima u
aktivnom stanju, moZe se sagledati ceo peptid, sa sva cetiri atoma bakra i ukupno sedam N-
acetil glukozaminskih delova na pet udaljenih N-glikozilacionih mesta. Prema strukturi, to je
monomer, organizovan u tri sekvencionisana domena ili oblasti, od kojih svaki ima sli¢nu p-
bure prostornu strukturu, sli¢cnu malim plavim bakarnim proteinima, kao $to su azurin, ili
plastocijanin.

12
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Slika 5. Prostorna struktura lakaze iz: A) Trametes versicolor[35] i B) Myceliophthora
thermophila[34]

Domen D1 sastoji se od dve cetvorostruke f-naborane plocice i Cetiri a-spirale, od kojih
su 3 u vezujuc¢im peptidima izmedu f-naboranih plocica, a jedan je u segmentu izmedu D1 i
D2. Oblast D2 sastoji se od jedne Sestostruke i jedne petostruke f-naborane plocice i takode a-
spirale u peptidima koji povezuju pojedinac¢ne f-naborane plocice, kao i D1 i D3. a-spirala koja
povezuje D2 i D3 formira region petlje od 40 ostataka. Oblast D3 sastoji se od f-bure strukture
koja je formirana od dve petostruke f—naborane plocice i dvostruke f-naborane plocice, koji
zajedno sa a-spiralom i f-plo¢om formiraju udubljenje u kome se nalazi bakar tipa I, odnosno
T1 bakar.

Trinuklearni klaster koji formiraju T2 i T3 atomi bakra nalazi se izmedu delova D1 i D3,
pri ¢emu oba domena daju ostatke koji omogucavaju koordinaciju izmedu atoma bakra.
Domen D3 ima najveci sadrzaj spirala, sa jednim 310-heliksom i dva a-heliksa koji se nalaze u
spojenim regionima izmedu razli¢itih p-naboranih ploc¢ica. Na C-kraju D3 nalaze se 3
sekvencijalno organizovana a-heliksa, koji zavrsavaju prevoj. Jedan od ovih a-heliksa se sastoji
od 13 aminokiselina, stabilizovan je disulfidnim mostom za D1 (Cys85-Cys488) a drugi
disulfidni most (Cys117-Cys205) spaja D1 i D3. Raspodela elektrostatickog potencijala povrsine
lakaze iz T. versicolor pokazuje dominanciju negativnog naelektrisanja[35].
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Kristalna struktura lakaze iz Myceliophthora thermophila[34] prilazana je na slici 5B. U
njen sastav ulazi 559 aminokiselinskih ostataka. Sastoji se iz tri domena, kao i lakaza iz T.
versicolor. Bakar tipa T1 se nalazi u posebnom domenu, na slici ozna¢enom kao domen C, dok
su tri atoma bakra tipa T2 i T3 takode smeStena izmedu ostataka domena A i C.

Iako naizgled postoji dosta sli¢nosti u gradi enzima iz razli¢itih izvora, detaljnijim
analizama se utvrduje da su mnogobrojne i specifi¢nosti, narocito u pogledu aktivnog centra
lakaza dobijenih iz razli¢itih izvora, kao sto su bazidiomicete i askomicete[34].

2.1.2.2.3. Redoks potencijal lakaza

Redoks potencijal Ey je pokazatelj oksidacione moci enzima, odreduje se u odnosu na
referentnu elektrodu, odnosno standardnu vodoni¢nu elektrodu i izrazava u jedinicama mV, a
njegova veca vrednost oznacava i vecu oksidacionu sposobnost. Lakaze imaju veliku
sposobnost oksidacije, a redoks potencijal Ep im se krece od 450 mV do 480 mV za lakazu iz
Myceliophthora thermophila, do 760 mV - 790 mV kod lakaze iz Polyporus pinsitus[1]. Ovako velike
razlike u redoks potencijalu kod lakaza dobijenih iz razli¢itih izvora, pretpostavlja se da se
mogu pripisati strukturalnim razlikama u koordinaciji atoma bakra u T1 poloZzaju. Ipak, ove
pretpostavke nisu potvrdene, vec se istrazivanja i dalje vrse u cilju rasvetljavanja mehanizma
katalize lakaza iz razli¢itih izvora[5]. Ono Sto ostaje nerazjasnjeno je kako razli¢ite lakaze
menjaju svoj redoks potencijal na T1 tipu bakra, uzevsi u obzir ¢injenicu da je prostorna
geometrija oko ovog atoma veoma sli¢na kod svih lakaza. Ovako $irok opseg redoks potencijala
doveo je i do podele lakaza na one sa niskim Ey od 500 mV i one sa visokim Ey koji se krec¢e od
700 mV do 800 mV, posto ovo njihovo svojstvo ima veliki znacaj za biotehnolosku primenu
lakaza kao i na strategije njihove primene [35].

Neke hipoteze pretpostavljaju postojanje povezanosti izmedu koordinativnih rastojanja
oko Cu T1 atoma i njegovog redoks potencijala, pri ¢emu Eo raste sa porastom rastojanja.
Takvim izduZivanjem Cu-N veze, doprinos slobodnog elektronskog para azota atomu bakra bi
bio smanjen, na taj nacin ¢ine¢i Cu T1 vise elektron-deficitarnim[35], povecavajuéi njegov
redoks potencijal. Za lakazu iz T. versicolor postoje rezultati koji se mogu naci u literaturi, gde
je Cul-No&62 (His458) razdaljina 0,017 nm duZa nego u slucaju lakaze iz Coprinus cinereus, koji
potvrduju datu pretpostavku. Posledica toga bi bila destabilizacija visih oksidacionih stanja,
odnosno povecanje redoks potencijala bakra[35]. Ovo razvla¢enje veze Cu-N moZe da bude
posledica prostornog razmestanja aminokiselina koje se nalaze u okolini T1 i stvaranja
vodoni¢nih veza medu njima. Medutim, ova pojava je objasnjena i postojanjem dva hidrofobna
ostatka Phe460 i Ile452 u bliskoj okolini Cu T1, s tim da je ostatak Phe460 bio okruZzen sa velikim
brojem drugih hidrofobnih ostataka, koji bi svi zajedno doprineli poveéanju redoks potencijala
Cu T1[46].

Svi ovi navodi u literaturi potvrduju da varijacije u redoks potencijalu Cu T1 koje su
zabelezene kod lakaza iz razli¢itih izvora, nisu posledica samo jedne strukturne karakteristike,
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ve¢ mnogobrojnih faktora kao sto je T1 koordinativna geometrija i priroda ostataka u omotacu
T1 udubljenja, koja utice na pristupacnost za supstrat ili vodoni¢ne veze. Pored ovih uticaja
vezanih za sam molekul lakaza, stereo smetnje pri vezivanju supstrata imaju veliki uticaj na
oksidativnu sposobnost lakaza [47] .

2.1.2.3. Aktivni centar i kataliticki ciklus lakaze

Za potpunu kataliticku aktivnost enzima lakaze, neophodna su sva Cetiri atoma bakra
po jednoj aktivnoj jedinici proteina, svaki od njih povezan sa jednim polipeptidnim lancem.
Lakaze katalizuju redukciju molekula kiseonika u vodu koristeéi Sirok spektar fenolnih i
drugih jedinjenja kao donore vodonika. Ova kataliza obuhvata cetiri elektrona, tako da je
potrebno da se izvrse cetiri jednoelektronske oksidacije supstrata (odnosno cetiri koraka
oksidacije), da bi se izvr$ila redukcija vode sa 4 elektrona. U katalitickom dejstvu lakaza, atomi
bakra unutar molekula igraju klju¢nu ulogu.

U oksidacionim procesima u kojima je lakaza katalizator, primarni akceptor elektrona je
Cu atom unutar T1 zone pri ¢emu se on redukuje. Elektroni zatim prelaze na T2 i T3 zonu, te
nakon Sto je ceo enzim redukovan, dolazi do vezivanja dva atoma kiseonika (molekul
kiseonika) i to jednog za jone bakra izmedu T2 i T3 zone i drugog za preostalu T3 zonu, pri
¢emu se kao intermedijer formira peroksid. U poslednjem koraku dolazi do raskidanja O-O
veze unutar peroksida ¢ime se intermedijer potpuno oksiduje, a kataliticki ciklus se zavsava
redukcijom kiseonika do molekula vode (slika 6)[48].

—

S
ZH;O /- Red
Cu >His

o

@ e
02 + 4H. (Ta) SOI

Slika 6. Uproscen prikaz mehanizma reakcije oksidacije odgovarajuceg supstrata lakazom[39]
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Oksidacija katalizovana lakazom zapocinje prijemom elektrona na Cu T1 atom.
Elektroni se zatim prenose preko zasticenog His-Cys-His tripeptida do trinuklearnog klastera
koga sacinjavaju Cu T2 i T3 atomi. Proces se zavrsava, kako je navedeno, redukcijom kiseonika
u vodu. Lakaze u sustini kupluju ¢etiri pojedinacne jednoelektronske oksidacije redukujuceg
supstrata sa ¢etvoroelektronskim redukcionim raskidanjem veze u molekulu kiseonika, u ¢emu
ucestvuju sva Cetiri atoma bakra u aktivnom centru lakaze.

Bakar T1 ima planarnu trougaomu prostornu orijentaciju, kako je prikazano na slici 3, a
koordinativnim vezama je povezan sa atomom sumpora iz cisteina i sa N61 azotom iz dva
histidina. Na taj nacin se formira udubljenje u strukturi molekula. Ovo udubljenje u T1 polozaju
je dovoljno veliko da omogucéava pristup velikom broju razli¢itih molekula supstrata, i
predstavlja ulaz za elektrone supstrata u kataliticko mesto enzima, pri ¢emu molekuli supstrata
ne moraju da se pozicioniraju duboko u ovom udubljenju[47]. Na slici 5B, prikazan je prilaz
supstrata 2,6-dimetoksifenola (DMP) atomu bakra u poloZaju T1, odnosno ovom udubljenju,
kao i mogudi alternativni prilaz supstrata 2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska
kiselina), ABTS-a, aktivhom centru molekula lakaza iz Myceliophthora thermophila[34].

Atom bakra u polozaju T1 takode odreduje i brzinu katalize tokom celog procesa[47].
Dokazano je da se stvaraju mnoge hidrofobne protein - ligand interakcije, u udubljenju na
povrsini molekula u kome je smesten bakar T1, izmedu ostataka koji oivi¢avaju ovo udubljenje,
i pripadaju strukturama p-bure ili a-spirala u domenima D3 ili C, kako je ranije prikazano (slika
5). Prsten histidina His458 (slika 4) koji je vezan za Cu T1 koordinativhom vezom, je dobro
sacuvan i zaklonjen u molekulu lakaze, a nalazi se blizu atoma azota u 2,5-dimetilalaninu, koji
je ispitivan kao supstrat, povezan vodoni¢nom vezom duZzine 0,32 nm, $to ukazuje na
mogucnost da je upravo histidin His 458 “ulaz” za prenos electrona ka Cu T1 (slika 7). Molekul
2,5-dimetilalanina je na slici 7. zelene boje, dok je atom bakra prikazan kao crvena sfera [47].

Amino grupa 2,5-dimetilalanina je takode povezana vodoni¢nim vezama sa poslednjim
atomom kiseonika iz bo¢nog lanca Asp206, koji se nalazi na “zadnjem zidu” mesta za vezivanje
u molekulu lakaze. Kod lakaza iz gljiva, ova asparaganska kiselina je takode dobro zasti¢ena
[47].

Mesto redukcije kiseonika u T2/T3 klasteru ima pristup rastvarac¢u kroz dva kanala,
koja vode do mesta oba bakra T3 i bakra T2. T2 poloZaj je izloZeniji i labilniji u odnosu na dva
bakra u poloZzaju T3. Iz tog razloga, u lakazama u kojima nedostaje jedan atom bakra, upravo
nedostaje atom bakra u polozaju T2. Tri atoma bakra u poloZajima T2 i T3 su rasporedeni u
obliku gotovo potpuno jednakostrani¢nog trougla. Molekuli vode nadeni u ovim kanalima
formiraju mnogobrojne vodoni¢ne veze sa okolnim ostacima, a ovi molekuli vode i
aminokiseline koje formiraju kanale su veoma zasticeni.
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Slika 7. Prikaz aktivnog centra lakaze iz T. versicolor, koja vezuje supstrat 2,5-dimetilalanin [47]

Prenos naelektrisanja preko sumpora iz cisteina ka bakru tipa T2 odgovoran je za
izuzetno intenzivnu apsorpciju na 614 nm, sa molekulskim apsorpcionim koeficijentom ¢, od
5300 M1 cm usled ¢ega enzim ima tamnoplavu boju[47]. Smatra se da se reakcija oksido-
redukcije odvija tako Sto se proizvodi reakcije ispustaju pre nego sto dolazi do vezivanja novog
supstrata. Pretpostavlja se da su kanali rastvaraca plavih bakar oksidaza tako postavljeni, da
omogucavaju brzi pristup po dva molekula kiseonika trinuklearnom klasteru i pratece lako
otpustanje vode[35]. Trinuklearni klaster redukuje molekulski kiseonik nakon prijema cetiri
elektrona prosledena iz mononuklearnog centra Cu T1 ka dva His na Cu T3 jonima bakra.

Lakaze kataliSu direktnu oksidaciju orto- i para-difenola, polifenola, aminofenola,
poliamina, aril-diamina kao i nekih neorganskih jona.

Jedan od predloZenih mehanizama po kome se odvija kataliticki ciklus lakaze, prikazan
je na slici 8. Pocevsi od ,,nativnog intermedijera”, supstrat redukuje centar u kome je bakar T1,
koji za uzvrat prenosi elektron trinuklearnom centru. Prikazana su dva moguc¢a mehanizma za
redukciju trinuklearnog centra: (A) T1 i T2 centri zajedno redukuju par atoma bakra T3 ili (B)
svaki bakarni jon u trinuklearnom centru je uzastopno redukovan prenosom elektrona od
bakra T1, u kom sluc¢aju T3 centar vise ne deluje kao dvoelektronski akceptor. Spori raspad
,nativnog intermedijera” vodi do potpuno oksidovane forme. U ovom stanju, T1 centar i dalje
moZe da bude redukovan supstratom, ali elektronski transfer ka trinuklearnom centru je
previse spor da bi bio kataliticki znacajan[49].
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Slika 8. Kataliticki ciklus lakaze, modifikovan[49]

Upravo zbog ¢injenice da lakaze kupluju jednoelektronsku oksidaciju supstrata, sa
redukcijom molekula kiseonika u kojoj ucestvuju cetiri elektrona, moze se pretpostaviti da
lakaze deluju kao neka vrsta baterije, kao i to da sam mehanizam dejstva ne moze biti
jednostavan i jednoznacno lako objasnjiv[10].

Jasno je da lakaze koriste kiseonik kao akceptor elektrona da bi uklonile protone iz
fenolnih hidroksilnih grupa. Usled ove reakcije, formiraju se radikali, koji mogu spontano da
se preureduju, §to dovodi do raskidanja C-C ili C-O veza alkilnih bo¢nih lanaca, ili do cepanja
aromati¢nog prstena[22].
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2.1.2.4. Katalitiéke konstante lakaza

lIako je utvdena kataliticka aktivnost lakaza za veoma veliki broj supstrata, kataliticke
konstante, odnosno aktivnost lakaza ispitana je na relativno malom broju supstrata, kao sto su,
na primer, ABTS, i fenolna jedinjenja gvajakol, 2,6-dimetoksifenol (2,6-DMP) i siringaldazin.
Ove konstante odredene su za veoma veliki broj lakaza iz razli¢itih izvora, a neke od njih, za
supstrat ABTS su prikazane u tabeli 1[22].

Vrednosti za Mihaelis-Mentenovu konstantu K, su u opsegu od 2 pM do 5000 pM,
medutim velike razlike u vrednostima i po nekoliko hiljada puta, mogu se videti u vrednostima
ket za razlicite lakaze i isti supstrat.

Tabela 1. Kineticke konstante lakaza kao i pH vrednosti na kojima su konstante merene, za supstrat
ABTS[22]

Km kcut Ks

Supstrat (M) (min) (mint M) pH Izvor lakaze
106 1000 9,43 4,0 Bacillus subtilis
23 1090 47,39 55 Coprinus cinereus Lecl
270 4690 17,37 4,5 Melanocarpus albomyces
290 790 2,72 6,0 Moyceliophthora thermophile Lccl
45 620 2,14 55 Trichophyton rubrum
ABTS
58 2700 46,51 5,3 Trametes villosa Lccl
30 198 6,6 3,4 Trametes trogii POXL3
14 41400 2957,14 3,0 Trametes pubescens LAP2
75 4130 50,1 45 Thielavia arenaria Lecl
90 350000 3888,9 3,0 Pleurotus ostreatus POXA1

Uporedivanjem konstanti specifi¢nosti, koje predstavljaju odnos ket i Kin, kao merila
ukupne enzimske kataliticke efikasnosti, moze se videti da su razlike medu njihovim
vrednostima manje, ali da ipak postoje. To ukazuje na ¢injenicu da lakaze iz razlic¢itih izvora
imaju razlicite preference u odnosu na supstrat, sto je i prethodno bilo konstatovano.

Generalno, lakaze pokazuju veliki afinitet prema ABTS-u i siringaldazinu kao supstratu,

za koje se podaci mogu naci u literaturi i $to se vidi na osnovu vedih konstanti specifi¢nosti,
koje idu i do vrednosti od 3888,9 min! pM-1 za ABTS (tabela 1) i 3623 min! pM-1 za
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siringaldazin kao supstrat i lakazu iz Melanocarpus albomyces, dok su oksidacije gvajakola i DMP
znatno sporije, odgovarajuce K, konstante su vece, a najvece vrednosti Ks dobijene su kod
oksidacije 2,6-DMP-a takode lakazom iz Melanocarpus albomyces, 832 min! pM-1 i K oksidacije
gvajakola lakazom iz Trametes pubescens LAP2 bila je 300 min-! pM-1[22].

Nasuprot ovome, iz literaturnih podataka, moze se uociti da ke vrednosti za pojedinu
lakazu ne variraju viSe od nekoliko puta za razli¢ite supstrate, Sto se moZe objasniti ¢injenicom
da ket opisuje brzinu prenosa elektrona koji se desava unutar enzima nakon vezivanja
supstrata[22]. Ipak, na samo odredivanje katalitickih konstanti uti¢u i uslovi sredine kao $to su
pH, jonska jacina rastvora i temperatura, kao i razli¢ite koncentracije enzima. Svi ovi parametri
moraju se navesti da bi rezultati istrazivanja bili uporedivi.

2.1.2.5. Inhibitori lakaza

Neki anjoni kao $to su halidni, azidni, cijanidni i hidroksidni se vezuju za atom bakra u
centru T2 i T3, ¢ime se remeti sistem prenosa elektrona unutar aktivnog centra enzima, sto za
posledicu ima inhibiciju lakaza[50]. Inhibicija hidroksidnim jonom uglavhom sprecava
oksidaciju supstrata u alkalnoj sredini. Inhibicija halidnim jonima varira ¢ak i kod razli¢itih
izoenzima lakaze i verovatno je povezana sa veli¢inom kanala trinuklearnog centra gde se
vezuje kiseonik.

Drugi inhibitori mogu biti joni metala kao $to je ziva (Hg?*), masne kiseline,
hidroksiglicin, koji¢na kiselina i kvarternarni amonijumski deterdzenti. Ova jedinjenja mogu
da inhibiraju lakazu tako $to vrse helaciju Cu (II) atoma, modifikuju aminokiselinske ostatke
ili mogu da izazovu konformacione promene u glikoproteinu[22].

2.1.3. Medijator sistemi lakaza (LMS)

Cesto se supstrati koji su od interesa, ne mogu oksidovati direktno lakazama, bilo da je
to zbog toga Sto predstavljaju suviSe velike molekule koji ne mogu da udu u aktivni centar
enzima, ili zbog toga $to imaju izuzetno visok redoks potencijal. Ova ograni¢enja mogu da se
premoste dodavanjem takozvanih "hemijskih medijatora", koji su odgovarajuca jedinjenja koja
deluju kao posredni supstrati za lakaze, ¢iji oksidovani radikali mogu da reaguju sa velikim
jedinjenjima ili sa jedinjenjima supstrata, ili sa jedinjenjima sa visokim redoks potencijalom[22].

Mehanizam dejstva LMS prikazan je na slici 9.
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Slika 9. Sematski prikaz redoks ciklusa oskidacije supstrata katalizovanih lakazom bez LMS i u
prisustou hemijskih medijatora (modifikovano) [22]

Prva pretpostavka o postojanju ovih medijator sistema lakaza javila se tokom
istrazivanja procesa razgradnje lignina. Poznato je da gljive belog truljenja razgraduju lignin
uz pomoc¢ velikog broja oksidativnih enzima koji deluju zajedno, a medu kojima je izdvojena i
lakaza, uprkos c¢injenici da lignin predstavlja glomazan polimer, sa kojim je nemoguca
interakcija enzima. Kasnije je i dokazano da tretman pulpe samo lakazom, ne dovodi do
razgradnje lignina, ve¢ samo do njegovih manjih strukturnih promena i do
repolimerizacije[51]. Daljim istrazivanjima potvrdene su hipoteze da mali redoks molekuli
deluju kao neka vrsta transportera elektrona izmedu enzima i lignina i pri tome izazivaju
cepanje grana polimera i njegovu razgradnju. Prvi vestacki medijator koji je bio koris¢en kao
LMS za delignifikaciju pulpe bio je ABTS[52].

OH
O 7 N
?/ S N:< 0
./ //
& “OH

Slika 10. Medijator lakaza: 2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) ABTS

Do sada je istrazivano preko stotinu mogucih LMS sa ciljem optimizacije razgradnje
lignina, od kojih su se neki pokazali kao izuzetno efikasni, kao sto su: 3-hidroksiantranilna
kiselina (HAA); N-hidroksibenzotriazol (HBT); N-hidroksiftalimid (HPI); violurinska kiselina
(VLA); N-hidroksi-acetanilid (NHA); metil estar 4-hidroksi-3,5-dimetoksi-benzojeve kiseline
(siringinska kiselina); 2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-oksil (TEMPO)[22]. Najefikasniji medijatori
koriséeni pri razgradnji lignina su n-heterocikli¢na jedinjenja, sa N-OH grupama.
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Pored sintetickih, otkriveni su i mnogi prirodni medijatori, medu koje spadaju i fenolna
jedinjenja koja su prirodni supstrati za lakaze, a predstavljaju supstance koje se ekstrahuju iz
drveta.

Kao s$to izvor, odnosno poreklo lakaza odreduje njenu specifi¢nost prema odredenim
supstratima, kao i kataliticku aktivnost, isto vaZzi i za LMS sisteme. 1z tog razloga, neophodno
je ispitati kombinacije razlicitih lakaza sa razli¢itim medijator sistemima, da bi se pronasla
optimalna kombinacija za Zeljenu namenu.

Koncept LMS je uspesno primenjen na oksidaciju aromati¢nih metil grupa, benzil
alkohola, policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika (PAH-ova) i u procesu izbeljivanja tekstilnih
boja. Medutim, pored prednosti upotrebe LMS, koja se svodi na prosirenje industrijske primene
lakaza, dva osnovna nedostatka ogranicavaju upotrebu ovih sistema, a to je njihova visoka cena
i najc¢escée toksi¢nost[4].

2.1.4. Heterologna proizvodnja lakaza

U vedini gljiva, lakaze koje su proizvedene od strane prirodnih domacina, proizvode se
u malim koncentracijama, nedovoljnim za komercijalnu svrhu. Iz tog razloga, poslednjih
godina pribegava se kloniranju gena lakaza a zatim heterolognoj ekspresiji gena, u cilju
povecavanja prinosa enzima. Na taj nacin se poboljSava proizvodnja lakaza i smanjuju njeni
troskovi. Lakaze iz gljiva su do sada imale heterolognu ekspresiju u Aspegillus oryzae,
Saccharomyces cerevisiae, Trichoderma reesei, Aspergillus niger, Aspergillus nidulans, dok su
bakterijske lakaze do sada imale ekspresiju u Escherichia coli[22]. lako se ekspresijom u
heterolognim domacinima znatno povecao nivo proizvodnje lakaza, on je i dalje prili¢no nizak
za vecu industrijsku primenu.

Mapiranje gena lakaza vrsi se od 1990. godine. Do sada, nekoliko stotina gena lakaza je
sekvencionirano i moZe se naci u bazama sekvenci proteina i gena. Vec¢ina njih predstavlja samo
manje nizove pretpostavljenih gena lakaze koji su nadeni u okviru velikih projekata
sekvencioniranja gena i dodeljeni su lakazama na osnovu homologije sekvenci sa poznatim
lakazama. Broj gena lakaza za koje su odgovarajuéi proteinski proizvodi eksperimentalno
okarakterisani je znatno manji i iznosi nesto vise od 20 enzima, pretezno lakaza iz gljiva[22].

2.1.5. Karakterizacija lakaza

Jedna od osnovnih osobina enzima je njegova izoelektri¢na tacka (pl), koja predstavlja
vrednost pH sredine pri kojoj je enzim nenaelektrisan, odnosno ne krece se u elektri¢cnom polju.
Tipi¢ne lakaze iz gljiva imaju pl vrednosti od pH 3 do pH 7, u zavisnosti od vrste prirodnog
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izvora lakaza, pretezno oko vrednosti pH 4 [5,12]. Ovaj podatak ukazuje na ¢injenicu da postoji
prevladavanje kiselih aminokiselina u primarnoj strukturi enzima. Kod pH rastvora iznad pl,
povrsina enzima je pretezno negativno naelektrisana. Ova karakteristika vazna je za izbor i ako
je potrebno, modifikaciju nosaca za imobilizaciju koja ¢e biti optimizovana, kao i za odredivanje
optimalne pH sredine u kojoj se vrsi imobilizacija.

Optimalna pH vrednost sredine za lakaze je veoma zavisna od supstrata. Tako se ove
vrednosti kre¢u u rasponu od pH 3 do pH 7 za fenole kao supstrate i lakaze iz gljiva, dok za
lakaze iz biljaka pH optimum mozZze biti i pH 9 [12]. Generalno se moze konstatovati da pH
optimum za razlicite lakaze i supstrate varira znatno, usled promena u rekacijama izazvanim
supstratom, kiseonikom ili samim enzimom. Pri vi§im pH vrednostima, povecava se razlika u
redoks potencijalu izmedu T1 bakra i fenola kao supstrata ¢ime se povecava mogucnost
oksidacije supstrata, ali pri visokoj koncentraciji hidroksidnog anjona (OH-) dolazi do njegovog
vezivanja za T2/T3 atome bakra $to kao posledicu ima inhibiciju lakaza, zbog poremecaja u
transferu elektrona od bakra T1 do T2/T3 klastera. Prilikom utvrdivanja pH optimuma, ova
dva suprotna uticaja imaju klju¢nu ulogu[37].

Temperaturni optimum kod lakaza moZe takode da znatno varira za lakaze iz razlicitih
izvora. Primeri za to su lakaze iz Ganoderma lucidum, sa temperaturnim optimumom od 20 °C
do 25 °C [12], lakaza iz Trematosphaeria mangrovei sa temperaturnim optimumom od 65 °C [53],
dok je za bakterijsku lakazu izolovanu iz Bacillus tequilensis SN4, temperaturni optimum od 85
°C [54]. Bakterijske lakaze inace imaju viSe vrednosti i pH optimuma i temperaturnog
optimuma od lakaza koje proizvode gljive, kao i tolerantnost na soli u rastvoru, ali su kod
bakterija uglavnom intracelularni enzimi, samim tim teZi za izolaciju da bi imali Siru
industrijsku primenu i da bi ove njihove povoljne osobine mogle da budu adekvatno
iskoriscene.

2.1.6. Primena lakaza u industriji

Sposobnost lakaza da katalizuju oksidaciju fenola, kao i nekih organskih supstanci
koje se smatraju dugotrajnim organskim zagadivac¢ima (POPs) predstavlja razlog za sve vece
interesovanje za njih, kao potencijalne industrijske enzime u raznim primenama, medu kojima
su zastita zZivotne sredine, biosenzorska ispitivanja, papirna i prehrambena industrija [5,12].
Takode, kao uglavnom ekstracelularni enzimi mogu podneti visoke koncentracije zagadujucih
materija u supstratu [6,50].

Moguce industrijske primene lakaza, koje su do sada ispitivane uklju¢uju: upotrebu
enzima kao sredstva za izbeljivanje pulpe u industriji proizvodnje papira degradacijom lignina;
oksidativnu detoksikaciju ili uklanjanje razli¢itih ksenobiotika i zagadivaca iz industrijskih
otpadnih voda i kontaminiranog zemljista, razgradnju policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika
(PAH-ova) ili raskidanje aromati¢nih prstenova; obezbojavanje boja kao Sto su azo,
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heterocikli¢ne, reaktivne i polimerne, u tekstilnoj industriji, kozmetici; bioremedijaciju
otpadnih voda iz prehrambene industrije (destilerija, pivara, bezalkoholnih pica i sokova ili
proizvodnje maslinovog ulja); kao biosenzori za detekciju fenolnih jedinjenja i druge

[4,7,14,22,39,40].

Za razvoj odrzivih biokataliti¢kih procesa za Siroku industrijsku primenu potrebna je
imobilizacija enzima. Imobilisani enzimi, sa povecanom stabilnos¢u, u veéini nepovoljnih
uslova procesa, mogu se kontinuirano koristiti i fizicki odvojiti od reakcionog medijuma.

Od siroke moguce primene lakaza, u daljem tekstu bice viSe reci o najznacajnijim, koje
obuhvataju i uklanjanje organskih zagadujuéih materija. Detaljnije ¢e o konkretnoj mogucoj
primeni lakaza u bioremedijaciji, odnosno u uklanjanju organskih zagadujucih materija koje su
ispitivane u ovoj disertaciji, biti reci u poglavlju 2.3.

2.1.6.1. Primena lakaza u tekstilnoj industriji

Do sada se u tekstilnoj industriji lakaze koriste u razlic¢ite svrhe. Jedna od namena je za
sprecavanje stvaranja bojenih fleka (“back-staining”) na obojenim ili stampanim tekstilima.
Ove fleke stvaraju se usled taloZenja isprane boje u toku pranja tekstila, na mestima koja nisu
bila bojena (unutrasnjosti dZepova, pregibi, Savovi) usled moguceg loseg kvaliteta procesa
bojenja ili iz drugih razloga.

U tekstilnoj industriji, lakaze se dodaju u sredstvo za pranje tekstila i na taj nacin one
brzo obezbojavaju vodu u toku pranja, Stedeci vreme, energiju i vodu za taj proces. Moguca je
primena lakaza u sprecavanju skupljanja proizvoda od vune [22].

U obradi teksasa, lakaze su nasle primenu i u izbeljivanju sinteticke indigo boje, ¢ime se
postizu razliciti efekti izbeljivanja na materijalu. Za ovaj proces, potreban je i medijator (LMS).
Proizvod reakcije je oksidacija indigo do isatina i dalje do antranilne kiseline, uz pratecu
redukciju kiseonika do vode. Ovako kombinovani medijator sistem lakaza obezbeduje da se ne
razgraduju sumpor-crna boja ni bez boje teksasa, ¢cime se dobija prirodni izgled izbledelog
teksasa. Reakcija se sama zaustavlja kada se utrosi medijator u sistemu, te se na taj nacin proces
moze lako kontrolisati do Zeljenog efekta. Danas su za ovu namenu na trzistu raspolozive
gotove formulacije lakaza [12].

2.1.6.2. Primena lakaza u razgradnji PAH-ova

Policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici predstavljaju organska jedinjenja koja se sastoje od
benzenovih prstenova vezanih redno, pod uglom ili u klasterima. Oni spadaju u perzistentne
organske zagadivace zivotne sredine rasprostranjene u vazduhu, zemljistu i vodi, kao i

24



Doktorska disertacija Jelena M. Bebi¢

morskim sredinama. Javljaju se u otpadima iz industrije prerade nafte, ulja, maslinovog ulja i
vina kao i iz proizvodnje boja, tekstila i drugih [39].

PAH-ovi se smatraju toksi¢nim za vodene organizme pa su stoga predmet regulative
kao organske zagadujuce materije od strane Evropske komisije, kao i regulative SAD-a, aliiu
Republici Srbiji. Hlorovani fenoli i njihovi derivati su hemikalije koje podrazavaju dejstvo
hormona kod divljih Zivotinja i ljudi, time proizvodedi negativan uticaj na reproduktivnu
funkciju [55]. Vec¢ina aromati¢nih ugljovodonika toksi¢na je za Zive organizme, a neki od njih
kao i njihovi metaboliti imaju mutageno i karcinogeno dejstvo na ljude.

PAH-ovi se u prirodi ne razlazu, ve¢ se akumuliraju u zemljistu i sedimentima, a upravo
njihova nerastvorljivost u vodi oteZava proces bioremedijacije sredina u kojima su se oni
zadrzali u vedim koncentracijama. Lignoliticki enzimi gljiva belog truljenja, u koje spada i
lakaza, oksidisu PAH-ove do odgovarajucih hinona i dalje do ugljen-dioksida. Lakaze imaju
sposobnost oksidacije vec¢ine od 16 PAH-ova koji su navedeni od Agencije za zastitu zivotne
sredine SAD (US EPA), kao prioritetni zagadivaci [12]. Dokazano je da je lakaza iz T. versicolor
oksidovala PAH-ove sa 3-5 prstenova u prisustvu medijatora HBT i ABTS-a [56].

2.1.6.3. Primena lakaza u papirnoj industriji

Proizvodnja papira iz drveta zahteva medusobno razdvajanje vlakana drveta, i njihovo
izvlacenje u listove. Jedinjenje koje spaja ova vlakna u drvetu je lignin, tako da je nephodna
njegova razgradnja i uklanjanje (hemijskim procesom pulpovanja ili fizickim razdvajanjem
vlakana, mehani¢kim pulpovanjem). Posto je drvo, kao i ostali prirodni materijali, podlozno
prirodnom procesu truljenja, pojavljuju se nove mogucnosti primene bioloske razgradnje
lignina u procesu dobijanja papira.

Hemijska struktura lignina je veoma sloZena, kako je objasnjeno u poglavlju 2.2.3.6, a
procesom pulpovanja se ukloni oko 90 % lignina, dok se preostali neuklonjeni lignin, koji je
uzro¢nik obojenosti pulpe, uklanja oksidativhom razgradnjom ili izbeljivanjem. Proces
izbeljivanja, iako veoma efikasan, podrazumeva upotrebu jakih hlorovanih oksidanasa, koji
prelaze u otpad iz industrije papira. Upravo u ovom delu procesa u papirnoj industriji, lakaza
nalazi svoju primenu. Smatra se da lakaza u procesu bio-izbeljivanja odnsno razgradnje
lignina, deluje na male fenolne fragmente lignina, nastale njegovom delimi¢nom razgradnjom,
koji zatim deluju na sam polimer lignin i razgraduju ga. Na taj nacin se pulpa obezbojava, a
proces je vec ispitan sa lakazom iz T. versicolor, uz koriséenje N-hidroksi jedinjenja kao LMS, za
delignifikaciju pulpe dobijene kraft pulpovanjem, u pilot postrojenju[12].
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2.1.6.4. Primena lakaza u prehrambenoj industriji

Primena lakaza u prehrambenoj industriji obuhvata bioremedijaciju otpadnih voda,
primenu u proizvodnji pi¢a, dobijanju voénih sokova, pekarskoj industriji i drugom.

Aromatic¢na jedinjenja, cije je prisustvo u pijacoj vodii vodi za navodnjavanje, regulisano
u vecini zemalja, predstavljaju znacajan rizik po zdravlje. Dokazano je da lakaze imobilisane
na organogel nosac¢ uklanjaju aromati¢na jedinjenja i ksenobiotike iz vodenih suspenzija [57].
Polifenoli se mogu naci u otpadnim vodama iz pivarske industrije, koja ima i tamnobraon boju.
Lakaza iz Coriolopsis gallica razgradila je tanin koji se u ovim vodama nalazio u velikoj kolic¢ini,
a smanjena je i koli¢ina fenola i gvajakola. Otpadana voda iz destilerija takode sadrzi velike
koli¢ine organskih jedinjenja i tamnobraon boju. Dekoliorizacija ovog efluenta je postignuta
primenom lakaze iz Trametes sp. i ostvareno je obezbojavanje od 73,3 % za 7 dana [58].

Otpadne vode iz procesa dobijanja maslinovog ulja predstavljaju veliki problem u
oblasti zastitne sredine u mediteranskoj oblasti. Dokazana je znacajna aktivnost lakaze iz T.
versicolor u polimerizaciji fenola iz ovih voda[59].

Jedna od osnovnih primena lakaza u prehrambenoj industriji je u stabilizaciji vina.
Poznato je da boja i ukus vina zavise od fenolnih jedinjenja u njegovom sastavu. Tokom stajanja
vina, dolazi do raznih procesa oksidacije koji ukljucuju polifenole, usled cega se javlja
zamucenje, promena boje, arome i ukusa vina, odnosno do pojave maderizacije vina.
Uklanjanje uzro¢nika ove pojave, polifenola, moguce je upotrebom lakaze, koja pored toga sto
dokazano razgraduje polifenole, ima i prednost pH optimuma u kiseloj sredini i reverzne
inhibicije sulfitom. Rizling vina pripremljena iz Sire, iz koje su uklonjeni polifenoli upotrebom
lakaze, dokazuju da je moguce dobiti stabilna i visokokvalitetna vina i bez upotrebe SO, kako
je najcesce u praksi [40].

Ispitivan je i uticaj lakaze na testo u pekarskoj industriji, gde je njena upotreba dovela
do povecdane zapremine, poboljsane strukture kore kao i mekoce pekarskog proizvoda, narocito
kada se za njegovu pripremu koristi brasno losijeg kvaliteta. Smatra se da lakaza oksidisuci
sastojke testa, ojacava strukture glutena u testu ili pekarskim proizvodima [60].

2.1.6.5. Primena lakaza za biosenzore i dijagnostiku

Siroku primenu lakaze imaju i u oblasti nanobiotehnologija. Kataliza lakazom, zajedno
sa drugim instrumentima, moZe se koristiti kao biosensor za detekciju kiseonika, ili velikog
broja supstrata (fenola, anilina i drugih jedinjenja). Razvijeni su biosenzori koji prate promene
spektra kod lakaza, u VIS oblasti na 600 nm, koje nastaju usled ponovne oksidacije bakra T1
kiseonikom. Druga vrsta biosenzora prati promene struje ili napona od modifikovane
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kiseoni¢ne elektrode, na kojoj se pojacava redukcija kiseonika elektrokatalizom imobilisane
lakaze. ViSe vrsta biosenzora postoji za detekciju fenolnih jedinjenja i anilina, za koje se koriste
slobodne ili imobilisane lakaze, zajedno sa pretvaracem (optickim, amperometrijskim ili na
bazi piezo efekta) [37].

Lakaze kovalentno vezane sa biovezujuéim molekulima (antitela, antigeni, DNK, RNK,
biotin), mogu se koristiti kao biomarkeri za enzime za imunohemijska, histohemijska,
citohemijska ispitivanja i detekciju[12].

2.1.6.6. Primena lakaza u medicini i licnoj nezi

U medicini, lakaze se koriste za ublazavanje simptoma dermatitisa nastalog kontaktom
sa otrovnim brsljenom, koji u sebi sadrzi toksin urusiol. Lakaze ovaj derivat katehola oksidisu,
polimerizuju i uklanjaju.

Druga moguca primena je u dobijanju joda in situ, oksidacijom jodida, koji se primenjuje
kao dezinfekciono sredstvo. Jodidi kao soli su mnogo pogodniji za ¢uvanje od samog joda,
tako da se na ovaj nacin mogu proizvesti samo potrebne koli¢ine joda, koje se kontrolisu
koncentracijom koriséene lakaze. Na ovaj nacin i uz koriséenje ovog sistema, moze da se vrsi
sterilizacija i dezinfekcija bazena i pijace vode, kao i manjih rana na telu [12].

Lakaze mogu nadi primenu i u bojama za kosu, kao i u sredstvima za trajno kovrdzanje
kose, oksidacijom, transformacijom i povezivanjem razli¢itih prekursora[37].

Zbog svoje sposobnosti da oksidisu razli¢ite tiole kao i druga sumporna jedinjenja, koji
su uzrocnici neprijatnih mirisa, lakaze su istrazivane za mogucéu primenu kao osveZzivaci
vazduha, odnosno za uklanjanje neprijatnih mirisa (u dezodoransima). U tom smislu, lakaze
ne bi samo maskirale neprijatne mirise aromama, kao $to to danas ¢ini vec¢ina dezodoranasa,
ve¢ bi razgradivale molekule koji ih izazivaju, a moguce i delovale na mikrobe koji ih
uzrokuju[12].

Lakaze se primenjuju i kao katalizatori u proizvodnji lekova protiv kancera, i kao sastojci
nekih kozmeti¢kih proizvoda [22].
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2.2. Imobilizacija enzima

Enzimi kao bioloski katalizatori imaju imaju veliki znacaj u industrijskim procesima.
Medutim, za njihovu 8iroku industrijsku primenu, koja obuhvata i bioremedijaciju, enzimi
moraju da su stabilni i viSekratno upotrebljivi, pod obi¢no ekstremnim procesnim uslovima
[22]. Slobodni enzimi su podlozni denturisanju pri visokim temperaturama, a na njih veoma
uti¢u parametri kao sto su pH, jonska jacina ili prisustvo odredenih hemikalija u rastvoru [6].

Da bi se prevazisli ovi problemi, pribegava se imobilizaciji enzima, kao jednoj od tehnika
nepohodnoj za vecinu industrijskih primena enzima. Na taj nac¢in, odnosno smanjenjem
pokretljivosti enzima, smanjuju se moguca ogranienja u upotrebi enzima, povecavanjem
njihove stabilnosti, otpornosti i omogucavanjem kontinualne upotrebe. Imobilizacija enzima
obezbeduje njihovu visekratnu upotrebu, olaksanu fizicku separaciju iz reakcionog medijuma,
visu selektivnost i prevenciju kontaminacije proizvoda proteinima [3,24,61]. Dva najvaznija
kriterijuma za izbor nosaca za imobilizaciju su imobilizacioni kapacitet i prinos aktivnosti.

2.2.1. Pojam imobilizacije enzima

Pod pojmom “imobilizacija enzima” podrazumeva se fizicko lokalizovanje enzima ili
hemijsko vezivanje u odredenom prostoru pri ¢emu enzim ne gubi svoju kataliticku aktivnost,
odnosno fizic¢ko ili hemijsko vezivanje na povrsinu nosaca ili , zarobljavanje” unutar strukture
nosaca [62].

Prvu imobilizaciju enzima izvrsili su Nelson i Griffin 1916. godine, dokazavsi da
invertaza ima istu kataliticku aktivnost kada je adsorbovana na ¢vrstoj materiji, kao sto je
aktivni ugalj ili aluminijum hidroksid istaloZen na dnu reakcionog suda, kao i enzim
uniformno rasporeden u rastvoru[63].

Polovinom proslog veka, otkrivene su mnoge tehnike imobilizacije enzima. Razvoj
tehnologije imobilizacije enzima je od tada kontinuiran, sa vise od 5000 objavljenih radova o
patentiranim tehnikama imobilizacije enzima, sto je pokazatelj razvoja novih procesa, nosaca i
metoda imobilizacije[63].

Imobilisani enzimi imaju mnoge prednosti u odnosu na nativne enzime, kao $to su:
povecana stabilnost a neretko i kataliticka aktivnost enzima, visekratna upotreba, olaksano
izolovanje enzima iz reakcione smese centrifugiranjem ili filtracijom, veéa produktivnost,
mogucnost automatizacije procesa i bolja kontrola reakcija [64]. Pored ovih prednosti, postoje
i pojedini nedostaci imobilizacije enzima u odnosu na slobodne enzime, u koje spada najcesce
smanjena kataliti¢ka aktivnost i generalno vec¢a Mihaelis-Mentenova konstanta zbog relativno
oteZzanog pristupa supstratu, velika cena nosaca i visoki troskovi imobilizacije [65].
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Imobilizacijom se menjaju i osobine enzima koje ga karakterisu, kao sto je pH i
temperaturni optimum, kineticki parametri i fleksibilnost enzimske strukture [66]. Prednost
imobilizacije je takode ¢injenica da povecana termostabilnost enzima omogucava vrsenje
procesa na visim temperaturama ¢ime se smanjuje reakciono vreme.

Za kreiranje efikasnog imobilisanog sistema ne postoje opsta pravila, ve¢ je za svaku
reakciju potrebno optimizovati uslove, odnosno empirijski odrediti dizajn potrebnog sistema
[64].

2.2.2. Metode imobilizacije enzima

Izbor metode imobilizacije znacajno uti¢e na svojstva dobijenog imobilisanog preparata,
tako da je za pravilan izbor metode neophodno poznavati strukturu samog enzima, pravilno
izabrati nosac¢ kao i definisati predvidenu namenu dobijenog preparata. Metode imobilizacije
enzima mogu se klasifikovati u dve grupe na osnovu tipa veza koje se javljaju izmedu nosaca i
enzima: fizicke, koje se zasnivaju na nekovalentnim interakcijama izmedu enzima i nosaca i
hemijske, koje podrazumevaju formiranje najmanje jedne hemijske veze izmedu enzima i
nosaca i uglavnom su ireverzibilne. Hemijski vezan enzim za nosac, ne moze se ukloniti a da
ne dode do narusavanje njegove molekulske strukture, samim tim i kataliticke sposobnosti. Za
razliku od njih, enzim vezan za nosac fizickim metodama, moZe lako da se ukloni nakon $to
mu opadne aktivnost usled upotrebe, dok se na nosa¢ moze vezati nova koli¢ina enzima. Ove
metode sa ekonomskog stanovista imaju znatne prednosti, zbog visokih cena samih nosaca,
koji su kori$éeni na ovaj nacin, a mogu se visekratno upotrebljavati.

Metode imobilizacije moguce je dalje klasifikovati u vise grupa (slika 11):

1.  kovalentna imobilizacija (povezivanje molekula enzima sa nosa¢em kovalentnim
vezama),
2. kovalentno vezivanje enzima medusobno (cross-linking),

@

adsorpcija enzima na ¢vrste nosace,

4.  zarobljavanje enzima nosaem (imobilizacija enzima u polimerne matrice i
umreZavanje enzima),

5. ukljucdivanje enzima u jednu od faza dvofaznog sistema i

6.  mikroinkapsulacija enzima (smestanje enzima u polupropustiljivu membranu ili

iza nje).

Od svih navedenih metoda imobilizacije, u eksperimentalnom delu ove disertacije bice
primenjene metode kovalentne imobilizacije enzima i adsorpcija enzima na ¢vrste nosace.
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Slika 11. Sematski prikaz metoda imobilizacije: a) kovalentna imobilizacija; b) kovalentno vezivanje
enzima medusobno (cross-linking); c) adsorpcija na cvrstim nosacima; d) mikroinkapsulacija; e)
zarobljavanje enzima; f) imobilizacija povrSinski aktivnim materijama na granici faza.

2.2.2.1. Kovalentna imobilizacija

Ova metoda zasniva se na uspostavljanju kovalentnih veza izmedu funkcionalnih grupa
na povrsini molekula enzima i na povrsini ¢vrstog nosaca. Velika prednost kovalentne
imobilizacije enzima je formiranje pravih hemijskih veza izmedu enzima i nosaca, ¢ime se
onemogucava spiranje enzima sa nosaca, zbog ¢ega je i ova metoda najvise u upotrebi. Ostale
prednosti ove metode su moguca ciljna promena svojstava imobilisanog enzima, mali gubici
aktivnosti usled difuzionih ogranicenja, a metoda je podesna za sve vrste reakcija. Neki od
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nedostataka ove metode su znacajni troskovi, potreba za regeneracijom enzima i sloZeni
postupci regeneracije nosaca [62,64].

Postupak kovalentne imobilizacije enzima se uglavnom sastoji od dva koraka, od kojih
je prvi aktivacija ili modifikacija nosaca, dok je drugi samo kovalentno vezivanje enzima za
nosac. Aktivacija odredenih funkcionalnih grupa enzima postiZe se modifikovanjem povrsine
nosaca. Modifikacija nosa¢a podrazumeva uvodenje funkcionalnih grupa na povrsinu nosaca,
koje mogu da ostvare kovalentnu vezu sa aminokiselinskim ostacima enzima. Najcesce se
uvode elektrofilne grupe na povrSinu nosaca, ¢ime se ostvaruje mogucnost njihovog
reagovanja sa jakim nukleofilnim grupama enzima. Kao agensi za modifikaciju povrsine
nosaca koriste se: epihlorhidrin, glutaraldehid, sulfonil-hlorid, cijanogen-bromid, epoksidi i
drugi [67]. Vezivanje se moZe ostvariti preko amino grupa enzima (a- i e-lizin), karboksilnih
grupa (C-terminalnih, asparaginske i glutaminske kiseline), sulthidrilnih grupa ostataka
cisteina, imidazolnih grupa ostataka histidina, hidroksilnih grupa (ostaci serina, treonina) ili
fenolnog jezgra tirozina [68].

U postupku kovalentne imobilizacije enzima mora se voditi racuna da se ne formiraju
kovalentne veze izmedu aminokiselinskih ostaka koji se nalaze u sklopu aktivnog centra
enzima i nosaca, posto bi to za posledicu imalo smanjenu aktivnost enzima.

2.2.2.2. Adsorpcija enzima na ¢vrste nosace

Ova metoda imobilizacije bazira se na formiranju slabih privla¢nih sila izmedu enzima
i nosaca. Njene prednosti su pristupacnost i uglavnom niska cena adsorbenasa, kao i
jednostavni postupci i moguénosti regeneracija nosaca. Metoda se odvija u blagim uslovima uz
ocuvanje enzimske aktivnosti i specificnosti. Neki od nedostataka adsorpcije na ¢vrste nosace
su gubici enzima usled desorpcije i otezana standardizacija [64]. Adsorpcija se moZe podeliti
prema vezama koje se ostvaruju izmedu molekula enzima i nosaca:

1. Nespecificna fizicka adsorpcija, na bilo koji nosa¢, bez predtretmana i modifikacija,
formiranjem slabih vodoni¢nih veza, Van der Vals-ovih sila i hidrofobnih interakcija.

2. Jonska adsorpcija, u uslovima suprotnog naelektrisanja povrsina enzima i nosaca,
ima naj¢es¢u primenu u industriji.

3. Afinitetna adsorpcija, koja se ostvaruje uvodenjem afinitetnog liganda (jona
prelaznih metala, antitela, koenzima, analoga supstrata ili specifi¢nih boja) u nosac radi jaceg
vezivanja specificnog enzima, a zasniva se na vezivanju molekula na osnovu
biokompatibilnosti.

4. Hidrofobna adsorpcija, usled stvaranja hidrofobnih interakcija izmedu hidrofobnih
grupa u skeletu nosaca i hidrofobnih oblasti molekula enzima. Na formiranje hidrofobnih
interakcija uti¢e se optimizovanjem uslova sredine: pH, jonske jac¢ine i temperature[64].
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2.2.3. Karakteristike i klasifikacija nosaca za imobilizaciju enzima

Svojstva imobilisanog enzimskog preparata zavise od svojstava enzima i materijala
nosaca. Njihova medusobna interakcija obezbeduje imobilisani enzim sa specifi¢cnim
hemijskim, biohemijskim, mehanickim i kinetickim osobinama [63].

2.2.3.1. Karakteristike nosaca

Fizicke karakteristike nosaca koje imaju znacaja za imobilizaciju enzima su: geometrija
nosaca (oblik i veli¢ina), unutrasnja struktura (precnik, zapremina, raspodela i veli¢ina pora) i
specifi¢na povrsina. Bitna hemijska svojstva nosaca su hemijski sastav i inertnost skeleta,
gustina i raspodela funkcionalnih grupa na povrsini samog nosaca koje omogucavaju
interakciju sa molekulima enzima, kao i njihova dostupnost i udaljenost od povrsine nosaca.
Nosac koji bi bio pogodan za imobilizaciju enzima na vise mesta na povrsini nosaca, potrebno
je da ispunjava odredene karakteristike[64,69]:

> da ima odgovaraju¢u hidrofilnost/hidrofobnost u zavisnosti od enzima,

> da poseduje veliku hemijsku i mikrobiolosku stabilnost i nerastvorljivost,

> da ima idealno sferi¢an oblik Cestica,

> da ima veliku specifi¢nu povrsinu, dobru otpornost na pritisak, elasti¢nost i malu
kompresibilnost,

> da ima veliku unutrasnju povrsinu koja ¢e imati dobro geometrijsko slaganje sa
povrsinom enzima,

> da ima veliku povrsinsku gustinu reaktivnih grupa,

> reaktivne grupe enzima i nosaca treba da imaju minimalne sterne smetnje u

reakciji, zato $to nakon pocetne imobilizacije, kovalentno vezivanje zahteva formiranje
nefleksibilnih struktura,

> reaktivne grupe na nosacu treba da reaguju sa grupama koje su dominantne na
povrsini enzima, a njihova veza treba da je postojana,

> da je moguce dobijanje inertne povrsine nosac¢a nakon imobilizacije, razaranjem
ili blokiranjem preostalih reaktivnih grupa nosaca, bez negativnog uticaja na enzim i

> biokompatibilnost i netoksi¢nost uz nisku cenu.

Geometrija nosaca u velikoj meri definiSe nacin izvodenja enzimskog procesa, tip samog
bioreaktora kao i njegov rezim rada, kontrolu procesa i postupak separacije. Geometrijske
karakteristike nosaca kao Sto su veli¢ina ¢estica, pre¢nik i duZzina vlakana, debljina filma, diska
ili membrane, Suplje sfere, znatno uti¢u na prenos mase u sistemu. Nosaci se sintetiSu u obliku
zrna, vlakana membrana, cevi ili kapsula razlic¢itih veli¢ina, a prikaz najc¢esée koriséenih nosaca
razli¢itih oblika dat je na slici 12 [64,70].
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(a) (b)

(e)
Slika 12. Geometrije razlicitih nosaca (a) sfere (b) vlakna (c) kapsule (d) filmovi (e) membrane[70]

2.2.3.2. Morfoloska klasifikacija nosaca

Nosace za imobilizaciju enzima na osnovu morfoloskih karakteristika delimo na
porozne i neporozne. U industriji je ¢eS¢a primena poroznih nosaca koji imaju sposobnost da
uniformno vezuju vecu koli¢inu enzima, ¢ime se ostvaruje velika aktivnost po jedinici mase
enzima, a sam enzim biva zasticen od Stetnih uticaja okoline unutar pora nosaca. Porozni nosaci
se takode karakterisu velikom specific(nom povrsinom, ali imaju i svoja ogranicenja u primeni.
Velika unutrasnja povrsina cesto je nedostupna enzimu u toku imoblizacije kao i supstratu za
vreme odigravanja samog procesa, javlja se problem ogranicene difuzije i mogucnost spiranja
enzima[64].

Neporozne nosace karakteriSe znatno manji otpor prenosu mase kao i mala specifi¢na
povrsina, zbog ¢ega su oni rede u upotrebi. Mala povrsina za vezivanje enzima se povecava
geometrijom ovih nosaca, koji su najc¢esée u obliku vlakana ili finih ¢estica. Takve njihove
dimenzije dalje otezavaju separaciju i kontinualnu reakciju u industrijskoj primeni[64].

2.2.3.3. Hemijska klasifikacija nosaca

Prema hemijskom sastavu, nosa¢e mozemo klasifikovati na neorganske i organske.

Neorganski nosaci su prvi koriséeni za imobilizaciju enzima. Njih karakterisu velika
mehanicka i termicka stabilnost, hemijska stabilnost u organskim rastvaracima, otpornost na
dejstvo mikroorganizama, jednostavnost rukovanja njima i mogucénost regeneracije
pirolitickim postupcima. Neke od mana ovih nosac¢a su mala poroznost, nejednakost raspodele
veli¢ine pora, nespecificna adsorpcija i velika hemijska inertnost. Zbog njihove poslednje
navedene osobine, da bi se ostvarila zadovoljavaju¢a imobilizacija, povrsina ovih nosaca ¢esto
se hemijski modifikuje, ¢ime se povecava njihova cena[64,71]. U neorganske nosace spadaju
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prirodni materijali kao $to su bentonit, silika, plavi kamen, pesak i sintetski medu kojima su
staklo, zeolit, keramika, aktivni ugalj, oksidi metala, metali i drugi [72,73].

Za izradu organskih nosaca, najcesce se koriste polimeri, bilo da se imobilizacija vrsi
ugradivanjem enzima u matricu ili kovalentnim vezivanjem. Organski nosaci dele se, kao i
neorganski, na prirodne i sintetske. Prirodni nosac¢i su uglavnom polisaharidi (celuloza,
agaroza, skrob, dekstran, agar, hitin, hitozan, pektin, sefadeksi, sunderasti skrob, alginat i
drugi), proteini (kazein, kolagen, albumin, Zelatin i drugi) i ugljenik. Polisaharidi se odlikuju
makroporoznom strukturom molekula kao i velikim brojem hidroksilnih grupa koje, po
potrebi mogu da se aktiviraju razli¢itim hemijskim agensima [73].

Najvecu grupu nosaca cine sintetski polimeri, zbog velike moguénosti modifikacije
njihovih kako fizic¢kih, tako i hemijskih osobina, uvodenjem razli¢itih funkcionalnih grupa u
skelet polimera. U njih spadaju poliakrilati i polimetakrilati, polistiren, poliakrilamid, vinil- i
alil-polimeri, poliamidi i drugi.

Jo$ jedna podela na osnovu hemijske strukture bi bila prema sposobnosti kvasenja
povrsine nosaca, na hidrofobne i hidrofilne nosace.

Iz svega navedenog moze se zakljuciti da je potrebno izvrsiti izbor nosac¢a na osnovu
strukture i karakteristika enzima, kao i predvidene namene imobilisanog preparata.
Imobilisani enzim predstavlja sistem sa karakteristikama koje su u potpunosti odredene
pravilnim izborom tri osnovne komponente: enzima, nosaca i metode vezivanja enzima za
nosac, odnosno metode imobilizacije.

U nastavku disertacije detaljnije ¢e biti opisani nosac¢i koji su koriséeni u
eksperimentalnom delu. Ovi nosaci su iz grupe komercijalno dostupnih nosaca Lifetech™, kao
i funkcionalizovanih komercijalno dostupnih nosaca (amino-funkcionalizovana nanosilika) i
specijalno sintetisanih i funkcionalizovanih, nekomercijalnih nosa¢a od prirodnih materijala
(amino-modifikovani kraft lignin).

2.2.3.4. Lifetech™ nosaci

Proizvoda¢ Purolite®, osnovan 1981. godine, sa sedistem u SAD, jedan je od navecih
svetskih proizvodaca smola za razne tehnologije koje ih koriste. Svoju seriju nosaca za
imobilizaciju enzima Lifetech™ kreirao je sa ciljem pokrivanja moguénosti imobilizacije
sirokog spektra enzima u razli¢itim reakcionim uslovima. U ovoj seriji nosaci su izradeni od
smola, u obliku sfernih, ¢vrstih cestica idealnih za SarZne procese ili kolone. Nosac¢i prema
navedenim podelama spadaju u organske, sintetske, porozne nosace. Njihove dobre mehanicke
osobine i stabilnost omogucavaju upotrebu u nekoliko proizvodnih ciklusa, a moguce je

34



Doktorska disertacija Jelena M. Bebi¢

izabrati Zeljene funkcionalne grupe na nosacima, hidrofobnost ili hidrofilnost kao i poroznost
iz Siroke ponude.

Smole se izraduju u razli¢itim veli¢inama, u rasponu precnika od 150 pm do 710 pm,
dok se za industrijske primene izraduju i do dimenzija sfera od 1200 pm. U njih spadaju epoksi-
aktivirane smole, amino-aktivirane smole, oktadecil-aktivirani nosaci, makroporozni nosaci i
nosaci za jonsku imobilizaciju.

U daljem tekstu bic¢e blize objasnjenene vrste nosaca koje su koriSéene u

eksperimentalnom delu disertacije [74]. Na slici 13. prikazane su vrste nosaca iz serije
Lifetech™.

NH»

Amino grupa
(kraca nozica)

PR :
6060, :
DX XX : NH
wy .. ‘ (~)6 !

- .
Makroporozni L itatar - Amino grupa
o (duza nozica)
0 ) nosaci enzima i
NR, H*Cl:
NR*;Cl-
Epoksi Tercijarni ili kvaternerni

15() amin

Oktadecil

Slika 13. Sematski prikaz nosaca sa odgovarajucim funkcionalnim grupama iz Lifetech™ serije[74]
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2.2.3.4.1. Epoksi-aktivirane smole

Epoksi-aktivirane smole predstavljaju gotovo idealne nosace, za jednostavno izvodenje
imobilizacije enzima, omogucavajudi formiranje kovalentne veze izmedu enzima i nosaca. Ovi
nosaci proizvodaca Purolite® predstavljaju metakrilatne porozne smole, sa izuzetnom
mehanickom izdrzljivoséu i do stotinu operativnih ciklusa[74]. Nacin ostvarivanja kovalentne
imobilizacije prikazan je na slici 14.

3 . " "‘(\ v s o NH DL
o . . @ &
4] 0 0 “(%’
Enzim -
Nosac Kovalentno imobilisani enzim

Slika 14. Imobilizacija enzima na epoksidne nosace[74]

Ovi nosaci su dizajnirani da omogucavaju stabilno kovalentno vezivanje sa razli¢itim
proteinskim grupama (amino, tiol, fenolnim), pod blagim uslovima tempetarure i pH sredine.
Iz ove serije nosaca, izdvaja se epoksi/butil metakrilatna smola, koja je sintetisana sa
primarnim ciljem imobilizacije lipaza i primenom tako dobijenih imobilisanih preparata u
vodenim/dvofaznim sistemima u prisustvu hidrofobnih supstrata. Njena specifi¢nost je u
mogucnosti vezivanja enzima kovalentnim vezama sa funkcionalnim grupama na povrsini
nosaca, kao i hidrofobnim interakcijama sa matriksom samog nosaca [74].

2.2.3.4.2. Amino-aktivirane smole
Amino-aktivirane metakrilatne smole takode pruzaju mogucnost kovalentne
imobilizacije enzima, ukoliko se izvrsi prethodna aktivacija sa glutaraldehidom. Na taj nacin

aldehidne grupe reagujuéi sa amino grupama enzima formiraju Sifove baze, ¢ime se postize
brza i efikasna kovalentna imobilizacija (slika 15).

HaN
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Prethodna ‘q , Nl
. " " aktivaciia . A S . "o ? g'%,
i L NHy NH f 0 ] & . N {"C"@'
30

glutaraldehid " : ;
Enzim

Slika 15. Sematski prikaz kovalentne imobilizacije enzima amino nosacima uz prethodnu
aktivaciju[74]
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Stabilnija veza moze da se postigne prethodnom redukcijom smole borhidridima[74].

Ukoliko se ne izvrsi prethodna aktivacija amino nosaca, imobilizacija se moZe ostvariti
adsorpcijom na nosac, pod odgovaraju¢im uslovima, kao $to je prikazano na slici 16.

Enzim (negativno
naelektrisan) u puferu

Imobilisan enzim

Naelektrisana smola

Slika 16. Sematski prikaz adsorpcije enzima na amino nosace [74]
Amino nosaci iz ove serije proizvodaca Purolite® mogu biti sa kracom (C2 ili etilen) ili

duzom (C6 ili heksametilen) nozicom, razli¢ite poroznosti sa pre¢nicima pora u rasponu od
30 nm do 180 nm.

2.2.3.4.3. Oktadecil-aktivirani nosaci

Ova vrsta nosaca namenjena je za imobilizaciju enzima, zasnovanu na fizi¢koj adsoprciji,
na povrsinu nosaca nerastvornog u vodi. Zbog formiranja ovakvih veza, ovom metodom ne
dolazi do promene konformacije enzima, a metoda je prilagodena primenama u organskim
rastvarac¢ima ili hidrofobnim medijumima, kao $to je ulje [74].

Oktadecil-aktivirane smole ipak omogucuju jaku i reverzibilnu adsorpciju putem

hidrofobnih interakcija, kako je prikazano na slici 17.
o o
& &

. . , T Ay
hidrofobne interakcije ey e
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oktadecil nosac¢ adsorbovani enzim

Slika 17. Sematski prikaz adsorpcije enzima na oktadecil-aktivisan nosac [74]
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Adsorpcija na ove nosace odigrava se naj¢es¢e u rastvorima male jonske jacine. Ove
metakrilatne smole su oktadecil (C18) aktivirane i proizvedene procesom umrezavanja u
prisustvu porogenog agensa koji omogucava kontrolu poroznosti. Optimizacija gustine
oktadecil grupa na matriksu omogucava veoma uspeSnu imobilizaciju u organskim
rastvaracima, dok dobre mehanicke osobine olakSavaju njegovo koris¢enje u bioreaktorima sa
mesanjem ili kolonskim bioreaktorima [74].

2.2.3.4.4. Smole za jonsku imobilizaciju enzima

U ovu vrstu Lifetech™ nosaca spadaju makroporozne polistirenske smole sa tercijarnim
ili kvarternernim amino funkcionalnim grupama. Metoda jonske imobilizacije je
najjednostavnija metoda koja u velikoj meri ne uti¢e na aktivnost enzima, a adsorpcija i
desorpcija enzima zavise od baznosti jonoizmenjivaca. Dinamicka ravnoteZa izmedu nosaca i
enzima zavisi od izoelektri¢ne tacke enzima, njegovog pH optimuma i jonske ja¢ine pufera u
kome se vrsi imobilizacija. Nosa¢ se moZze ponovo regenerisati i koristiti nakon $to imobilisani
enzim izgubi Zeljenu aktivnost u procesu.

Pre pocetka imobilizacije, ove smole u rastvoru HCI dobijaju pozitivno naelektrisanje, a
uobicajeni pH imobilizacije je u rasponu od 4 do 5. Pozitivno naelektrisana povrsina nosaca
privlaci negativno naelektrisane grupe na povrsini molekula enzima i na taj nacin se ostvaruju
jonske interakcije. Sematski prikaz ovog postupka imobilizacije dat je na slici 16 [74].

2.2.3.5 Amino-funkcionalizovana nanosilika (AFNS)

Pod nanomaterijalima podrazumevaju se Ccestice dimenzija manjih od 100 nm,
proizvedene nanotehnologijama. Enzimska nanoimobilizacija predstavlja novu i obec¢avajucu
oblast istraZivanja, sa velikim moguénostima primene. Neke od prednosti nanomaterijala u
poredenju sa konvencionalnim nosacima za imobilizaciju enzima su: lakoca sinteze visokog
sadrzaja ¢vrste supstance bez korsc¢enja toksi¢nih agenasa ili povrsinski aktivnih materija,
homogeni premazi, dobro definisane lako podesive velicine ¢estica[23].

Od neorganskih materijala za izradu nosaca, medu najces¢e koris¢enima je silikagel,
zbog povoljnih osobina u koje spadaju velika specificna povrsina, mehanicka i termicka
stabilnost, otpornost na mikrobiolosko zagadenje i organsko okruZenje kao i biokompatibilnost
[75].

Kao nosaci za imobilizaciju enzima vise tipova nanomaterijala mogu da se pronadu u
literaturi, kao $to su nanocestice (porozne i neporozne), nanokompozitni materijali, nanocevi,
nanovlakna, sol-gel transformacijom dobijeni materijali sa nanocesticama i drugi. Jedna od
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povoljnih karakteristika ovih cestica su i njihove magnetne osobine, koja je veoma
eksploatisana u postupcima imobilizacije enzima [76].

Imobilisani preparati dobijeni koriS¢enjem nanomaterijala su pokazali prednosti u
odnosu na preparate sa konvencionalnim nosa¢ima. Neke od njih su veca aktivnost
imobilisanog enzima, modifikovana selektivnost i znatno bolja stabilnost. Zbog navedenih
osobina, sve je Sira primena nanobiokatalizatora u farmaciji, medicini, biosenzorima, tekstilnoj
industriji, zastiti Zivotne sredine i dr [62]. Neki od nedostataka ovakvog metoda imobilizacije
su visoki troskovi nosaca kao i njegova kompleksna sinteza i otezana separacija iz rekcionog
medijuma.

Od pomenutih nanomaterijala, kao nosaci najéesce su koris¢ene nanocestice, zbog svojih
dobrih osobina za imobilizaciju: hemijske stabilnosti, uniformnosti i dobre disperzije u tecnom
medijumu.

Nanocestice delimo na osnovu materijala od koga su izradene, na nanocestice koje
sadrze neorganske elemente, naj¢es¢e metale ili njihove okside (srebro, cirkonijum, zlato,
poluprovodnici, Fe3Os, TiO2, SiO2 i drugi) i nanocestice koje sadrze organske molekule, a u njih
spadaju ugljeni¢ne nanocevi, razgranati organski polimerni molekuli (dendrimeri) ili lipozomi
[77].

U eksperimentalnom delu ove disertacije, kao nosa¢ je koriS¢éena amino-
funkcionalizovana nanosilika, koja spada u nanocestice sa neorganskim elementima, tako da
¢e u daljem tekstu biti viSe reci o ovoj vrsti nanocestica.

2.2.3.5.1. Nanocestice silike

Silicijum-dioksid ili silika (SiO2) nanocestice na svojoj povrsini imaju silanol grupe (Si-
OH), koje omogucavaju laku modifikaciju povrsine cestica razli¢itim agensima, ¢ime se uvode
Zeljene funkcionalne grupe kao sto su karboksilne, amino, aldehidne, tiolne i druge. Ova vrsta
nanocestica je komercijalno dostupna sa razli¢itim morfoloskim karakteristikama, ali se po
potrebi mozZe i sintetisati u laboratoriji. Za imobilizaciju enzima naj¢esce se koriste neporozne,
porozne i mezoporozne nanocestice silike, ¢ija ¢e veli¢ina pora zavisiti od uslova i nacina
sinteze[78].

Nanocestice silike se mogu dobiti industrijskim procesima sinteze i to: vlaznim
postupkom (sol-gel procesi ili taloZenje) i termickim postupkom (piro-hidrogenizacijom ili
plazmom). Cestice koje su kosricene u eksperimentalnom delu doktorske disertacije spadaju u
pirogene nanocestice silike.

Pirogene nanocestice silike izgradene su od nepravilno grupisanih tetraedara SiO4, u
kojima je jedan atom silicijuma okruZen sa 4 atoma kiseonika formirajuci tetraedar u cijem
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centru je atom silicijuma, dok se atomi kiseonika nalaze u uglovima tetraedra. Veza izmedu
osnovnih gradivnih jedinica, tetraedara, ostvaruje se preko kiseoni¢nih atoma, odnosno Si-O-
Si kovalentnim vezama. Ukoliko dode do raskidanja Si-O-Si veze, kiseonik moze da veze atom
vodonika ukoliko je prisutna voda u rastvoru, ¢ime se stvaraju silanol grupe na povrsini nosaca
(Si-OH). Silanolne grupe na povrsini imaju tendenciju da se, prilikom gradenja vodoni¢nih
veza, ponasaju kao donori protona. Ove silanolne grupe mogu biti izolovane silanol grupe
(85% od ukupnog broja silanol grupa), geminalne (dve silanol grupe vezane za jedan atom Si)
i vicinalne silanol grupe (dve susedne silanol grupe medusobno povezane vodoni¢nim
vezama). Reaktivnost silike kao nosaca zavisi od koncentracije Si-OH grupa na povrsini [67].

Cilj sinteze nanocestica silike postupkom piro-hidrogenizacije je da se dobiju
pojedinacne pravilne sferne cestice odgovarajuc¢ih dimenzija. S obzirom da se u postupku javlja
aglomeracija ¢estica, neophodno je da se izvrsi karakterizacija ¢estica, odnosno odredi njihova
veli¢ina, stepen aglomeracije, karakter i veli¢ina povrsine, nekom od odgovarajucih analitickih
tehnika. Na slici 18. prikazan je snimak nanosilike dobijene postupkom piro-hidrogenizacije,
snimljen elektronskim mikroskopom, skeniraju¢om tehnikom (SEM)[79].

Slika 18. SEM snimak pirogene silike sa otvorenim fraktalnim agregatima [79].

Neke od prednosti pirogenih nanocestica silike su niska cena, termostabilnost, velika
mehanicka otpornost zbog stabilnosti hemijske strukture, biokompatibilnost, stabilnost u
koncentrovanim rastvorima soli velika specifi¢na povrsina (> 200 m? g1) i hemijska inertnost,
zbog Cega se sve viSe primenjuju u procesima adsorpcije biomolekula (DNK, antitela, protein i
drugi), u katalitickim i separacionim procesima i biomedicini u vidu biosenzora[67].

U eksperimentalnom delu ove disertacije, koris¢ena je komercijalno dostupna
neporozna pirogena silika AEROSIL® 380, jednog od najvecih proizvodaca ove vrste silike na
svetu, Evonik Industries iz Esena, Nemacka. Ona pripada grupi hidrofobnih prahova SiO, sa
mogucnoséu hemijske modifikacije povrsine, sto je u eksperimentalnom delu disertacije i
iskorisceno.
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2.2.3.5.2. Hemijski modifikovane nanocestice silike

Hemijskom modifikacijom povrsine nanocestica, kao sto je prethodno spomenuto,
uvode se Zeljene funkcionalne grupe na povrsinu nosaca, ¢ime se postize veéa mogucénost
vezivanja supstra, spreava se moguca aglomeracija ¢estica kao posledica njihovih malih
dimenzija i velike specifi¢ne povrsine i poboljSavaju se mehanicke i fizicke osobine, ¢ime one
dobijaju Siru mogucu primenu [80]. Modifikacija povrSine nanocestica se moZze vrsiti
organskim molekulima, ili neorganskim, ili organsko-neorganskim agensima, kovalentnim
vezivanjem ili adsorpcijom na povrsinu nanocestica. Tehnika modifikacije i modifikator
odreduju vrstu, i gustinu uvedenih funkcionalnih grupa, potencijal, kao i debljinu filma na
povrsini nosaca i odnos izmedu hidrofilnosti i hidrofobnosti povrsine [67].

Modifikacija povrsine nanocestica silike koje su koris¢ene kao nosac¢ u ovoj disertaciji,
vrSena je reakcijom silanizacije, kojom se povr$ina nanocestica oksida metala modifikuje
pomocu organosilana, u vodenoj sredini ili u prisustvu organskih rastvaraca, kovalentnim
vezivanjem. Organosilani mogu da sadrze razli¢ite funkcionalne grupa na krajevima molekula
(slobodnu hloridnu, tiolnu, karboksilnu, amino ili cijano grupu), te se na taj nacin ove
terminalne grupe i uvode na povrsinu nosaca. U modifikaciji nanocestica silike za potrebe ove
disertacije, koris¢en je 3-aminopropiltrimetoksisilan (APTMS), odnosno aminosilan, kojim se
dobijaju amino-modifikovane nanocestice, sa veéom mogucénoscéu vezivanja enzima. Sematski
prikaz modifikacije povrsine silika nanocestica aminosilanom dat je na slici 19.
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Slika 19. Sematski prikaz modifikacije povrsine nanocestica silike pomoéu APTMS-a i moguénost
imobilizacije lakaze na dobijeni nosac
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Proces silanizacije izvrsen je "grafting" metodom, koja predstavlja kovalentno vezivanje
krajnjih funkcionalnih grupa organskih polimera na povrsinu nosaca, a odvija se slozenim
mehanizmom u viSe koraka. Sam proces je podlozan uticajima mnogih faktora, kao $to su
temperatura, vrsta rastvora u kome se proces odvija, broj grupa koje mogu hidrolizovati u
molekulu organosilana, kao i vodeni film koji moZe da se formira na povrsini silike [67].

Nemodifikovane neporozne nanocestice silike pokazale su se kao dobar nosac¢ za
imobilizaciju enzima adsorpcijom, pri ¢emu dolazi do formiranja nekovalentnih interakcija
izmedu terminalnih silanol grupa na povrsini nanocestica i funkcionalnih grupa prisutnih u
enzimu, pretezno elektrostatickih interakcija i vodoni¢nih veza usled razlike u naelektrisanju
povrsina enzima i nosaca [61]. Adsorpcija enzima na ove nanocestice zavisi od strukture i
koncentracije enzima koji se adsorbuje, pH sredine u kojoj se vrsi adsorpcija, jonske jacine
vodenog rastvora i same morfologije kao i koncentracije nosa¢a, odnosno nanocestica.

Modifikovane nanocestice organosilanima pruzaju mogucénost kovalentnog vezivanja
enzima, ukoliko se modifikuju odgovaraju¢im organosilanima, kao sto su epoksi-silani ili
merkapto-silani.

Aminosilani kao modifikujuéi agensi imaju Siru upotrebu zbog svoje lake dostupnosti i
niske cene. Uvedene amino grupe na povrsini nosaca, kao i kod nemodifikovanih neporoznih
nanocestica silike, omogucavaju imobilisanje enzima takode uglavnom adsorpcijom[81].
Uspesna modifikacija FNS-a u AFNS potvrdena je snimljenim FT-IR spektrima FNS-a i AFNS-
a, gde su se na AFNS spektru pojavila jo§ dva pika na 1560 cm i 1482 cm kao rezultat
valencionih vibracija -NH: grupe, kako je prikazano na slici 20.
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Slika 20. FT-IR spektar FNS-a i AFNS-a[75]
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Ova promena na FT-IR spektru ukazuje na prisustvo slobodnih amino grupa na povrsini
AFNS-a [76].

2.2.3.6. Amino-modifikovane ligninske mikrosfere (A-LMS)

Pod mikrosferama se podrazumevaju sferne cestice, u rasponu pre¢nika uobicajeno od
1 pm do 1000 pm (1 mm). Mikrosfere se mogu proizvesti od razli¢itih prirodnih i sinteti¢kih
materijala. Komercijalno su dostupne staklene mikrosfere, polimerne mikrosfere, metalne
mikrosfere, kerami¢ke i druge. Cvrste i porozne mikrosfere koriste za razli¢ite primene.
Porozne mikrosfere se obi¢no koriste kao aditivi za smanjivanje gustine materijala ili kao
adsorbensi, dok ¢vrste mikrosfere imaju brojne primene u zavisnosti od materijala od koga su
izgradene i velic¢ine.

Najnovija istrazivanja u oblasti imobilizacije enzima zasnovana su na novim
materijalima, kao nosa¢ima za imobilizaciji enzima, koji su prirodni, netoksicni i jeftini, kao sto
su materijali organskog porekla, hibridni i kompozitni materijali [82].

Mikrosfere od biorazgradivih materijala kao sto je poliakrildekstran, ali takode i od
komercijalno dostupnih, kao $to je ve¢ spominjana silika, zatim PVC i drugi, uspesno su
kori$¢eni za imobilizaciju, kao nosaci enzima [83-85]. Morfoloske i fizicke karakteristike nosaca
imaju znacajan uticaj na proces imobilizacije enzima, kao i njegova kataliticka svojstva, jer su
tokom procesa imobilizacije nosac i enzim u direktnom kontaktu. Jedno od Zeljenih svojstava
nosaca je poroznost, zbog toga Sto ce vece povrSine i vedi broj pora dovesti do vecih
koncentracija imobilisanog enzima, a sam enzim bice zasti¢eniji od uticaja sredine.

Ono sto razlikuje porozne mikrosfere od uobi¢ajenog poimanja mikrosfera, su pore kako
na povrsini, tako i unutar mikrosfera. Porozne mikrosfere imaju spoljne pore, na svojoj povrsini
ili unutrasnje pore u svom jezgru, obi¢no medusobno povezane, a bioloski aktivne materije se
mogu rastvoriti ili dispergovati na povrsini ili u jezgru mikrosfera. Poroznost igra vaznu ulogu
u odredivanju kapaciteta nosaca i kinetike imobilizacije. Pre¢nik, koli¢ina i struktura pora, su
presudni faktori koji uti¢u na svojstva poroznih mikrosfera. Veéina primena poroznih
mikrosfera se zasniva na poroznoj strukturi i njenim karakteristikama, kao $to su poroznost,
veli¢ina pora, specifiéna povrsina i sli¢ne. Zbog toga je kontrola strukture pora od posebnog
znacaja[86].

U smislu imobilizacije enzima, veli¢ina pora trebalo bi da je dovoljna da omogucdi
nesmetan prilaz supstrata do aktivnog centra enzima, kao i vecu fleksibilnost enzima unutar
pora [87]. Na osnovu IUPAC klasifikacije, porozni materijali mogu da se klasifikuju na osnovu
veli¢ine pora na: mikroporozne materijale (manje od 2 nm), mezoporozne materijale (od 2 nm
do 50 nm), makroporozne materijale (od 50 nm do 200 nm), i gigaporizne materijale (vece od
200 nm). Po pitanju imobilizacije enzima, mnoge studije su pokazale da je veli¢ina pora
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heterogenog nosaca, verovatno jedna od njegovih najvaznijih karakteristika, sa preporukom da
je idealna veli¢ina pora tri do pet puta veca od veli¢ine proteina koji se imobilise [86].

U ovoj disertaciji, imobilizacija lakaze ¢e biti vrSena i na amino-modifikovane ligninske
mikrosfere (A-LMS) bogate amino funkcionalnim grupama. Prema ranije pomenutoj
klasifikaciji, ovaj nosa¢ spada u porozne nosace, izradene od organskih molekula. Lignin, od
koga su napravljene koriséene mikrosfere, predstavlja glavni strukturni polimer u celijskom
zidu i drugi po zastupljenosti prirodni polimer na Zemlji. Kao prekursor za sintezu A-LMS
koristi se kraft lignin.

Kraft lignin je vrsta industrijskog lignina koji se dobija kao ostatak iz kraft procesa
pulpovanja. U procesu dobijanja celuloze makromolekuli lignina se razgraduju, $to rezultira
smanjenjem molekulske tezine, rastvaranjem lignina u alkalnom rastvoru, ¢ineci rastvor tamno
smedim (,crni lug”). Molekuli kraft lignina su izolovani taloZenjem iz crnog luga pod
kontrolisanim pH uslovima. Posto je hemijska struktura prirodnog lignina sloZena i zavisi od
biljnih vrsta iz kojih je izolovan, slozenost njegove hemijske strukture postaje izrazenija
primenjivanjem postupka delignifikacije, pri ¢emu proces kraftnog pulpovanja nije izuzetak.

Generalno, u pogledu hemijske strukture, prirodni lignin sastoji se od veoma slozenih
fenil-propanoidnih (C9) polifenolnih oligomera, koji su povezani arilglicerol etarskim vezama
izmedu jedinica fenolnih alkohola: para-kumarila (H-tip), koniferila (G-tip) i sinapila (tipa S)
[88]. Hemijska struktura upotrebljenog uzorka kraft lignina predstavljena je na slici 21.

S obzirom na to daje 70 % do 75 % hidroksilnih grupa kraft lignina sulfonovano, kraft
lignin ima veliku rastvorljivost u polarnim organskim rastvaracima, kao i u bazama i alkalnim
rastvorima. Treba naglasiti da je kraft lignin relativno jeftin, prirodni materijal, dobijen iz
organskog otpada industrijske prerade celuloze, sto je jedna od prednosti njegove upotrebe za
sintezu A-LMS, sa ekonomskog aspekta.

Tokom dobijanja A-LMS mikrosfera, za proces inverzne suspenzione kopolimerizacije,
poli(etilen-imin) koriscen je kao agens za kopolimerizaciju, a epoksi hlorpropan je koris¢en kao
sredstvo za umreZavanje. Proces je optimizovan i opisan u studiji Popovi¢ et al. [89], kolega sa
Katedre za organsku hemiju Tehnolosko-metalurskog fakulteta Univerziteta u Beogradu, koji
su sintetisali A-LMS i ljubazno ih ustupili za ispitivanja u svojstvu nosaca za imobilizaciju
enzima, S$to je i ispitano u eksperimentalnom delu ove disertacije. U njihovoj studiji
strukturalna karakterizacija (veli¢ina, distribucija i morfologija cestica) sintetisanog A-LMS
uradena je koris¢enjem elektronskog mikroskopskog skeniranja polja (FESEM), Tescan Mira 3
FEG uredajem, specifi¢na povrsina Cestica izra¢unata je prema Brunauer-Emmett-Teller (BET),
dok je za prora¢un zapremine pora koris¢ena Barrett-Joiner-Halenda (BJH) metoda [89]. Izgled
A-LMS prikazan je na slici 22.
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Slika 21. Struktura amino-modifikovanih ligninskih mikrosfera (A-LMS) i imobilizacija enzima
adsorpcijom
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Do sada su ove mikrosfere, proizvedene od prirodnog materijala, kraft lignina, pokazale
dobra adsorpciona svojstva za potencijalnu upotrebu u bioremedijaciji, za uklanjanje jona
teskih metala, ali nisu ispitivane u svojstvu nosaca za imobilizaciju enzima [89,90]. Na ovaj
nacin sintetisane A-LMS mikrosfere sa definisanim svojstvima daju moguc¢nost kombinovanja
nesumnjivih prednosti prekursora kraft lignina, kao $to su biokompatibilnost i netoksi¢nost, u
procesu imobilizacije enzima. Prisustvo amino funkcionalnih grupa na povrsini A-LMS
povecava njihov afinitet prema biomolekulima.

Kao nosa¢ za imobilizaciju, lignin se do sada koristio u matriksu hitin-lignin za
imobilizaciju lipaze adsorpcijom, a silika-ligninski matriks kao stabilan i viSekratno upotrebljiv
biokataliticki sistem, koriscen je takode za imobilizaciju enzima [91,92].

SEMHV: 35K | WD:6.00 mm
View fleid; 3.98 mm Dot: SE

Slika 22. TESEM snimak A-LMS: A)velicina i oblik cestica, B) izgled povrsine Cestica

2.2.3.6.1. Amino-modifikovane ligninske mikrosfere A-LMS_5i A-LMS_10

Dobro je poznato da su raspoloZiva povrsina za vezivanje enzima i sile interakcije,
formirane izmedu funkcionalnih grupa prisutnih na povrsini nosac¢a i povrsini molekula
enzima, presudne za imobilizaciju enzima na ¢vrste nosace [93].

Zbog ovih C(cinjenica, za ispitivanje potencijalne primene u svojstvu nosaca za

imobilizaciju enzima, izabrane su dve vrste A-LMS mikrosfera (A-LMS_5i A-LMS_10), razlicite
morfologije, poroznosti i sadrzaja amino grupa. Njihove karakteristike date su Tabeli 2.
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Tabela 2. Strukturne karakteristike A-LMS 5 % mm) 1 10 % @mm) rastvora natrijum-alginata, kao
emulgatora, odredenih BET/BJH metodom[89]

Srednji Srednji SadrZaj amino

Specificna . . Najveéi precnik pora
Uzorak povrsina precnik,  precnik pora, grupa, mmol/g
SBET, m?%/g um pa—— D inax, nm
A-LMS_5 7,68 800+80 12,36 25-50 7,7
A-LMS_10 2,38 800+80 22,22 20,32-59,77 6,5

U prethodno izvrsenoj i objavljenoj studiji Popovi¢ et al. dokazano je da glavni uticaj
na teksturalna, odnosno morfoloska svojstva A-LMS, ima pocetna koli¢ina emulgatora (rastvor
natrijum-alginata) dodata u smesu za polimerizaciju. Takode, dokazano je da ¢e emulgator
stabilizovati rast novih Cestica, dok e, s druge strane, emulgator spreciti agregaciju, flokulaciju
i koalescenciju. Kao rezultat ovog nalaza, za sintezu A-LMS_5 i A-LMS_10 primenjen je isti
postupak, jedina razlika je bila u koli¢ini koris¢enog rastvora alginatnog emulgatora: A-LMS_5
je dobijen upotrebom rastvora sa 5 % emulgatora, dok je tokom sinteze A-LMS_10 koriséen
rastvor sa 10 % (m emulgatora[89].

2.2.4. Osnovne karakteristike slobodnih i imobilisanih enzima

Enzimi kao bikatalizatori u industriji imaju Siroku primenu, bilo da su u vidu dela zive
Celije ili izolovani iz nje, u slobodnoj ili imobilisanoj formi. Mogu se okarakterisati preko tri
kvantitativne veli¢ine, a to su: njihova aktivnost, specifi¢nost i selektivnost.

2.2.4.1. Aktivnost enzima i jedinice u kojima se izrazava

Aktivnost enzima predstavlja brzinu reakcije koju enzimi katalizuju, sto je u slucaju
lakaze, brzina reakcije oksidacije supstrata. Za odredivanje aktivnosti enzima koriste se razlicite
instrumenatalne metode. Neke od najces¢e koriScenih su: spektrofotometrijske, hemijske,
polarimetrijske, viskozimetrijske, fluorimetrijske i druge. Izbor metode zavisi od prirode merene
veli¢ine, odnosno od fizi¢ko-hemijske promene koja se ispituje i prati.

Za izrazavanje enzimske aktivnosti najées¢e se koristi enzimska jedinica koja se
obelezava simbolom U (“unit”, engleski), odnosno jedinica koja predstavlja onu koli¢inu
enzima koja, pod strogo odredenim uslovima sredine (pH, temperatura), za vreme od jednog
minuta katalizuju transformaciju jednog mikromola supstrata, a izrazava se u jedinicama pmol
min. Enzimsku jedinicu definisala je Medunarodna unija za biohemiju i molekularnu
biologiju (IUBMB) 1964. godine.
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Generalna konferencija za tegove i mere (CGPM) je 1978. godine preporucila uvodenje
nove jedinice za aktivnost enzima, posto minut koji je u definiciji enzimske jedinice, nije SI
jedinica. Tom preporukom, koja je 1999. godine i zvani¢no prihvacena, uvodi se nova SI
jedinica za kataliticku aktivnost enzima, katal, sa oznakom kat. Katal je koli¢ina enzima koja
konvertuje 1 mol supstrata po sekundi. Odnos izmedu U i kat uspostavljen je tako sto enzimska
jedinica 1U ima vrednost od 0,017 pkat, odnosno 16,67 nkat. Medutim, danas je i dalje u Sirokoj
upotrebi enzimska jedinica, U, koja se cesto u literature naziva i internacionalna ili
medunarodna jedinica, IU (“international unit”, engleski) ili internacionalna jedinica IJ.
Medunarodna jedinica IU koristi se pretezno u farmaciji a predstavlja jedinicu mere za koli¢inu
supstance koja se zasniva na merenju bioloskih efekata. Ova jedinica se koristi za vitamine,
hormone, enzime, lekove, vakcine i druge bioloski aktivne supstance. Ona moze imati isto
znacenje kao i enzimska jedinica, ali u ve¢ini slucajeva nema. Precizna definicija IU ili IJ se
razlikuje od supstance do supstance i predstavlja medunarodni dogovor za svaku supstancu.

Aktivnost enzima se moze preciznije izraziti kao ukupna aktivnost (U), aktivnost po
jedinici mase (U mg™) ili kao aktivnost po jedinici zapremine (zapreminska aktivnost ili
koncentracija enzimske aktivnosti - U ml1).

Specificna aktivnost enzima je veli¢ina koja predstavlja broj jedinica aktivnosti po
jednom miligramu proteina u enzimskom preparatu (SA [U mg ! proteina]=A/SP, gde je SA
specificna aktivnost, A aktivnost izraZena u enzimskim jedinicama a SP sadrZaj proteina u
enzimskom preparatu u miligramima), pri ¢emu enzimski preparati predstvaljaju proizvode
dobijene iz zivotinjskih, biljnih ili mikrobioloskih izvora koji sadrze jedan ili viSe enzima.
Enzimski preparati su komercijalno dostupni kao tecnosti, u obliku koncentrata ili praha i kao
imobilizovani enzimski preparati. Da bi rezultati razli¢itih ispitivanja bili uporedivi,
neophodno je navesti uslove okoline pod kojima su ona vrsena, kao sto su pH vrednost,
temperature, organski rastvaraci i dr.

2.2.4.2. Specificnost i stabilnost

Specifi¢nost enzima, ili selektivnost, izrazava sposobnost enzima da od niza mogucih
reakcija katalizuje samo jednu. U tom smislu, specifi¢nost moze biti: stroga ili apsolutna (enzim
katalizuje odredenu reakciju samo jednog supstrata), grupna (enzim deluje na visSe supstrata
sa odredenom atomskom grupom ili vezom u molekulu), prema vrsti reakcije (enzim katalizuje
odredene reakcije bez obzira na hemijsku strukturu supstrata), stereohemijska specifi¢nost
(enzim deluje samo na jedan od dva moguca stereohemijska oblika supstrata), regiospecifi¢nost
(kataliticke promene nastaju samo u odredenoj regiji supstrata) i enantiospecifi¢nost
(specifi¢nost prema opticki aktivnim supstancama) [64]. Ve¢ je ranije spomenuto da lakaze
kataliSu reakciju oksidacije mnogobrojnih supstrata, odnosno da poseduju nisku specifi¢nost
prema supstratu, ¢ime je i velika moguc¢nost njihove industrijske primene.
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Najvaznija karakteristika enzima za njegovu primenu je stabilnost. Enzim, koji svoju
kataliticku aktivnost ispoljava u nativnoj konformaciji i prirodnom okruzenju, najcesce je
osetljiv na veoma male promene parametara okoline (pH, temperature, jonske jac¢ine rastvora,
koncentracija organskih rastvaraca). Promene ovih parametara mogu izazvati i promene u
sekundarnoj i tercijarnoj strukturi enzima, pri tome izazivajuéi denaturaciju i gubitak
kataliticke modi.

Imobilizacijom enzima moze se u velikoj meri uticati na povecéanje stabilnosti enzima,
¢ime se znatno prosiruje mogucnost industrijske primene enzima, u inace nepovoljnim

uslovima sredine za slobodan enzim (poviSena temperatura, pritisak, prisustvo deterdZenata i
sli¢no) [64,94] .

2.2.4.3. Karakteristike imobilisanih enzima

Isti parametri koji karakteriSu slobodne enzime (aktivnost, specifi¢nost i stabilnost)
karakteriSu i imobilisane enzime. Da bi se pratila uspesnost izvrSene imobilizacije enzima,
definiSu se posebni parametri koji se prate. U ovoj disertaciji, za procenu uspesnosti
imobilizacije pratice se parametri:

» Koncentracija imobilisanih proteina (mg/g).

» Prinos imobilizacije proteina (%) - odnos mase imobilisanog enzima i mase
slobodnog enzima na pocetku imobilizacije.

> Koncentracija imobilisane aktivnosti (IU/g nosaca) - ukupna aktivnost
imobilisanog enzima, drugacije nazivana “aktivnost imobilisanog enzima” ili
“izrazena aktivnost imobilisanog enzima” po jedinici mase suvog nosaca unetog u
imobilizaciju.

» Prinos imobilizacije aktivnosti (%) - predstavlja odnos aktivnosti imobilisanog
enzima i aktivnosti slobodnog enzima na pocetku imobilizacije.

» Operativna stabilnost imobilisanih enzima.

Od koncentracije imobilisanih proteina zavise aktivnost i stabilnost imobilisanog
enzima. Maksimalna aktivnost imobilisanog enzima postize se kada je koncentracija
imobilisanog enzima jednaka koncentraciji potrebnoj da se formira monosloj na povrsini
nosaca, kod imobilizacije adsorpcijom.

Koncentracija enzima u rastvoru na pocetku imobilizacije uti¢e u velikoj meri na obim
imobilizacije i aktivnost imobilisanog enzima.

Prinos imobilizacije aktivnosti kvantativno odreduje koliko je aktivnosti enzim zadrzao
od pocetne aktivnosti u toku samog postupka imobilizacije.
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Operativna stabilnost imobilisanih enzima ispituje se primenom dobijenog imobilisanog
preparata u vise uzastopnih reakcionih ciklusa. Za svaki od ciklusa odreduje se koncentracija
imobilisane aktivnosti, odnosno aktivnost imobilisanog enzima (IU/g) i iskazuje u odnosu na
aktivnost imobilisanog enzima u nultom ciklusu. Na taj nacin se, prate¢i pad aktivnosti
imobilisanog enzima, procenjuje stabilnost dobijenog imobilisanog preparata.

2.3. Organske zagadujuce materije i primena lakaza u
njihovom uklanjanju
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Zagadenja predstavljaju nezeljene promene fizi¢kih, hemijskih i bioloskih svojstava
zivotne sredine (vazduha, vode i zemljista), koje mogu da nepovoljno deluju na Ziva bica ili
narusavaju njihove ekosisteme. Zagadivanje zivotne sredine je unosenje zagadujucéih materija
u Zivotnu sredinu, izazvano ljudskom delatno$¢u ili prirodnim procesima, koje ima ili moze
imati Stetne posledice po zivotnu sredinu i zdravlje ljudi.

Zagadujuce materije ili supstance su ostaci onoga S§to proizvodimo, koristimo i
odbacujemo. Materija (ili energija) postaje zagadujuca, kada se pojavi u nepozeljnim
koli¢inama na nepozeljnom mestu i u nepozeljno vreme.

Problem zagadenja Zivotne sredine se poslednjih godina veoma aktuelizuje, usled
konstantnog i delimi¢no nekontrolisanog zagadenja. Uzroci ove pojave su prvenstveno porast
svetske populacije, smanjenje zivotnog prostora i povecano koriséenje prirodnih resursa da bi
se zadovoljile potrebe stanovnistva. Usled povecanja potrosnje, kako prirodnih resursa, tako i
materijalnih dobara, povecava se i proizvodnja otpada. Da bi se ovaj problem stavio pod
kontrolu i postepeno reSavao, bez sporednih negativnih pratecih pojava i stvaranja novog
otpada, svetska i nauc¢na javnost se sve vise okrece ka zelenim tehnologijama, ¢iji je cilj o¢uvanje
zivotne sredine kroz odrZivi razvoj i primenu re$enja za precis¢avanje vode, reciklazu otpada,

obnovljive izvore energije i druge.

Primena enzima u mnogim industrijskim procesima, kao i procesima bioremedijacije, je
dobro poznata, ali se i dalje njene mogucnosti istrazuju. Lakaza kao enzim, ima Sirok potencijal
za primenu u obe navedene svrhe.

2.3.1. Organske zagadujuce materije

Oganske zagadujuce supstance su veoma Siroko rasprostranjene i predstavljaju
sveprisutna jedinjenja koja narusavaju kvalitet zivotne sredine. Postoji viSe grupa ovih
jedinjenja, sa specifi¢nim fizicko-hemijskim osobinama, koja su proizvedena i koris¢ena u
razli¢ite svrhe, na raznim lokacijama. Najcesc¢e su to sloZena jedinjenja velikih molekulskih
masa, koja ¢esto u svom sastavu imaju halogene elemente, otporna na biolosku, hemijsku i
fotoliticku degradaciju. Zbog relativno slabe rasvorljivosti u vodi, veée koli¢ine organskih
zagadivaca mogu se nadi u zemljistu i sedimentima, iako je njihova toksi¢nost izraZena i pri
vrlo niskim koncentracijama. Njihova umerena isparljivost omogucuje im prenosenje putem
vazduha na vece razdaljine, usled ¢ega se mogu naci u sredinama u kojima nisu ni bile
koriscéene.

Proizvodnja i upotreba ovih jedinjenja u vecini zemalja sveta je zabranjena ili strogo
regulisana i kontrolisana. Medutim, mnoga istraZivanja dokazuju da su ova jedinjenja i dalje
prisutna u svim delovima Zivotne sredine, te se mogu naci i u hrani, ¢ime dospevaju u lanac
ishrane i mogu negativno uticati na zdravlje ljudi [95]. Neki od potencijalnih izvora organskih
zagadivaca u prirodi su: industrijske otpadne vode ili izlivanja, izlivanja iz rezervoara nafte ili
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Ve 2

hemikalija, neodgovarajuca primena pesticida, nepropisno odlaganje sredstava za ¢is¢enje, ulja
ili antifriza, kao i urbanog otpada, deponije, curenja iz naftovoda kao i akcidenti [96].

Organski zagadivaci su nastali pretezno kao posledica ljudske delatnosti i u prirodi se
mogu nadi u neizmenjenom obliku ili u vidu proizvoda delimi¢ne degradacije ili izmenjenom
obliku. Ove hemikalije su svrstane u grupe:

> pesticidi: aldrin, dieldrin, hlordan, toksafen, mireks, endrin, heptahlor,
heksahlorobenzen (HCB), hlordekon, dihlor-difenil-trihloretan  (DDT),
heksabrombifenil i heksahlorcikloheksan (lindan HCH);

» organski halogeni derivati: polihlorovani bifenili (PCBs), polihlorovani dibenzo-p-
dioksini /dioksini/ (PCDDs), polihlorovani dibenzo-p-furani /furani/ (PCDFs);

> Policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici (PAHs)

Veéina ovih jedinjenja, kao $to su pesticidi, spadaju u dugotrajne organske zagadujuce
supstance, koje su u podzakonskoj regulativi prepoznate kao prioritetne organske zagadujuce
supstance. Pored njih, pod organskim zagadivac¢ima, podrazumevaju se i organska jedinjenja
koja ulaze u sastav industrijskih otpadnih voda, kao $to su industrijske boje.

2.3.1.1. Dugotrajne organske zagadujuce supstance (POPs)

POPs hemikalije (“Persistent Organic Pollutants”, engleski) su dugotrajne organske
zagadujuce supstance (u literaturi se mogu naci i pod nazivom ,perzistentni organski
polutanti”) odnosno organska jedinjenja, toksi¢na po ljude i zivi svet, bioakumulativna i
perzistentna u Zivotnoj sredini. POPs hemikalije su slabo rastvorne u vodi, a veoma dobro u
mastima, usled ¢ega lako prolaze kroz fosfolipidne strukture bioloskih membrane i deponuju
se u masnom tkivu i drugim tkivima koja sadrze lipide [97].

Zbog svojih svojstava, ove hemikalije su postale jedna od prioritetnih tema u oblasti
zastite zivotne sredine, sa prepoznatom potrebom za strateSkom, sistematskom akcijom na
globalnom nivou. Stokholmska konvencija o POPs hemikalijama, usvojena na konferenciji
odrzanoj 22. maja 2001. u Stokholmu, u Svedskoj, koja je stupila na snagu 17. maja 2004. godine,
predstavlja medunarodni sporazum o zastiti zdravlja ljudi i Zivotne sredine od ovih hemikalija.
Drzave potpisnice pomenute Konvencije obavezuju se da utvrde, zabrane ili ogranice
proizvodnju, promet i koris¢enje POPs, i preuzimaju obavezu da smanje, odnosno eliminisu
emisije 12 odredenih POPs hemikalija u Zivotnu sredinu. Stokholmska konvencija ima 152
zemlje potpisnice i 179 strana ugovornica. Ova lista od 12 POPs hemikalija je kasnije dopunjena,
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tako da sada obuhvata 22 organska jedinjenja, kako je prikazano u tabeli 3. Drzava Srbija je
jedna od potpisnica Stokholmske konvencije.

Tabela 3. Proobitne i nove POPs hemikalije prema Stokhlomskoj konvenciji[98]

Grupa POPs 12 prvobitnih POPs 10 novih POPs
jedinjenja
aldrin, hlordan, DDT,
dieldrin, lindan (y- HCH), hlordekon,
POPs pesticidi | endrin, heptahlor, pentahlorbenzen,

heksahlorbenzen (HCB), | a-HCH, -HCH i endosulfan
mireks i toksafen

PFOS, heksabrombifenil, PBDEs

{)rglll:sstn] ske PCBs (tetrabromdifenil etar i pentabromdifenil etar;
heksabromdifenil etar i heptabromdifenil etar)
Nenamerno .
. PCDDs, PCDFs, PCB i .
1I;l(‘;)lljzsvedene heksahlorbenzen (HCB) a-HCH, B-HCH i pentahlorbenzen

Narodna skupstina Republike Srbije usvojila je 2009. godine Zakon o potvrdivanju
Stokholmske konvencije (“SI. glasnik RS” br. 42/09), a u ovoj oblasti nadlezni organ u Republici
Srbiji je Ministarstvo zastite zivotne sredine, kao i Agencija za zastitu zivotne sredine, koji prate
i harmonizuje zakonodavstvo Evropske unije, iz ove oblasti.

Ovo ministarstvo donelo je Pravilnik o listi POPs materija nacinu i postupku za
upravljanje POPs otpadom i grani¢nim vrednostima koncentracija POPs materija koje se
odnose na odlaganje otpada koji sadrzi ili je kontaminiran POPs materijama (“SI. glasnik RS”
br. 65/2011 i 17/2017) koji definiSe listu zagadujucih jedinjenja, nacine i postupke upravljanja
otpadom koji je doSao u kontakt sa ovim jedinjenjima kao i grani¢ne vrednosti za ove
zagadujuce supstance [99].

Po pitanju zastite voda, pravni okvir predstavlja Okvirna direktiva Evropske unije za
vode 2000/60/EC doneta 2000. godine koja u ¢lanu 16. postavlja temelje za nacionalne
strategije protiv zagadenja voda, odnosno, uspostavljanje liste prioritetnih jedinjenja, koja je
objavljena u Aneksu X Direktive. Lista je formirana na osnovu rizika koji neka hemikalija
predstavlja za vodenu sredinu, prema datoj metodologiji za procenu rizika. Ova lista je 2008.
godine zamenjena Aneksom II Direktive Evropskih standarda kvaliteta (2008/105/EC - EQSD)
koja je kasnije izmenjena i dopunjena (Directive 2013/39/EU).

Kao rezultat harmonizovanja srpskog zakonodavstva, sa zakonodavstvom Evropske

unije po pitanju kvaliteta voda, a u skladu sa pomenutim aktima, 2014. godine je doneta Uredba
o grani¢nim vrednostima prioritetnih i prioritetnih hazardnih supstanci koje zagaduju
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povrsinske vode i rokovima za njihovo dostizanje (“Sl. glasnik RS” br. 24/2014) kojom se
definiSu prioritetne kao i prioritetne hazardne supstance i njihove maksimalno dozvoljene i
prosecne godisnje koncentracije u cilju odredivanja kvaliteta Zivotne sredine.

S obzirom na to, da ¢e neke od ispitivanih supstanci u okviru ove distertacije biti
organohlorni pesticidi, bitno je napomenuti da je njihova koncentracija u prirodi strogo
regulisana, a pesticidi iz ove grupe prepoznati su kao prioritetna organska zagadujuca
jedinjenja, u okviru kompletne zakonske regulative u Republici Srbiji, vezanoj za zastitu
zivotne sredine.

2.3.1.2. Organohlorni pesticidi

Pesticidi su proizvodi hemijskog ili bioloskog porekla namenjeni za sprecavanje,
suzbijanje i uniStavanje organizama Stetnih za bilje, biljne proizvode i plodove, drvo i
proizvode od drveta na otvorenom i u zatvorenom prostoru, kao i suzbijanje ili unistavanje
nepozeljnih vrsta biljaka i drugih organizama. Slabo se razlazu u vodi i zemljistu, poseduju
sposobnost akumulacije u organizmima biljaka i Zivotinja, zbog cega njihova dugotrajna
primena u neograni¢nim koli¢inama ispoljava znacajna negativna dejstva na biocenoze.

Njihovom akumulacijom u organizmima, oni postepeno ulaze u lanac ishrane, sto
predstavlja veliku opasnost za sve ucesnike lanca ishrane. [100]. U Republici Srbiji, pesticidi se
u zakonskoj regulativi nazivaju terminom “sredstva za zastitu bilja”. Njihova registracija,
kontrola, promet, uvoz i primena u poljoprivrednoj proizvodnji i Sumarstvu, regulisana je
Zakonom o sredstvima za zastitu bilja (“Sluzbeni glasnik RS”, broj 41/2009 i 17/2019).

U zemljistu se vremenom, bez obzira na njihovu perzistentnost, vrsi degradacija
pesticida. Dva najzastupljenija hemijska procesa kojima se ova jedinjenja razgraduju su
hidroliza i redoks reakcije. Pored njih, od fizi¢ko-hemijskih procesa, odigrava se fotohemijska
transformacija pesticida, kod onih koji se nalaze na povrsini zemljista, izlozeni suncevoj
svetlosti, a njen doprinos ukupnoj razgradnji je najmanji. Jedna od najznacajnijih degradacija
pesticida u zemljistu je mikrobioloska degradacija, koja je najzastupljenija u povrsinskom sloju
zemljiSta, a manje u dubljim slojevima, gde je dominantna hemijska degradacija[101].

Organohlorni pesticidi (“Organochlorine pesticides”, engleski, OCPs) su sintetska
organska jedinjenja koja deluju kao stimulatori nervnog sistema. Predstavljaju antagoniste y-
aminobuterne kiseline, onemogucavaju transport jona K*i Na* kroz membrane nervnih ¢elija,
¢ime i prenos nervnih impulsa, izazivaju¢i tremore, konvulzije i hiperaktivnost, sto kona¢no
rezultira smréu organizama. Takode vrSe inhibiciju ATP-aze koja ucestvuje u transformaciji i
transportu jona kroz membranu, a vrse i inhibiciju centralnog i perifernog nervnog sistema.

Glavni sistem na koji deluju je nervni, poseduju nisku pocetnu toksi¢nost, ali su zato
izuzetno perzistentni i bioakumuliraju se u masnim tkivima. Veéina njih predstavljaju i
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endokrine disruptore [102]. Smatraju se za kancerogena jedinjenja i jedinjenja koja mogu da
izazovu neuroloska oboljenja ili smrt [103].

U odnosu na podelu prema nacinu delovanja, OCP spadaju pretezno u insekticide, koji
su otrovna jedinjenja za insekte, ali i za ljude.

Pod nazivom “organohlorni pesticidi” podrazumevaju se razlic¢ite grupe hemikalija koje
medusobno imaju sli¢cne hemijske karakteristike i strukturalne formacije. Njihova tipi¢na
struktura je cikli¢na, alifati¢na ili aromati¢na, supstituisana hlorom. Kao posledica toga, vecina
OCP-a je umereno rastvorljiva i poluisparljiva.

Kao i ostali perzistentni organski zagadivaci, poseduju veliku stabilnost, te ostaju
nepromenjeni u zivotnoj sredini u veoma dugim vremenskim periodima [104]. Organohlorni
pesticidi su slabo polarna jedinjenja, koja su slabo rastvorljiva u vodi, a dobro u mastima.
Njihova perzistentnost se definise kao polu-zivot duzi od dva meseca u vodi, ili Sest meseci u
zemljistu i sedimentima. Vreme poluzivota OCP-a iznosi od 60 dana pa do 10-15 godina [105].

Svoju siroku primenu OCP su imali sve od 1940. godine, zbog svoje visoke efikasnosti u
suzbijanju Stetocina i bolesti, a primenjivali su se u poljoprivredi, domadinstvima, bastama i
javnim mestima [106]. Vec¢ina ovih jedinjenja predstavljaju insekticide.

U ovu klasu pesticida spadaju: dihlor-difenil-etani (DDT i njegovi derivati DDD i DDE,
metoksihlor), hlorovani ciklodieni, odnosno derivati heksahlorciklopentadiena (aldrin,
dieldrin, endosulfan, heptahlor, heptahlorepoksid i ostali) i hlorovana jedinjenja cikloheksana
i benzena (heksahlorcikloheksan (HCH, Ilindan), heksahlorbenzen/benzenheksahlorid
(HCB/BHC), mireks i drugi) [103].

U eksperimentalnom delu ove disertacije, ispitivace se pojedini pesticidi koji pripadaju
klasi OCP-a, iz sve tri grupe jedinjenja u okviru ove klase. Njihove osnovne karakteristike date
su u tabeli 4.

U daljem tekstu, detaljnije ¢e biti opisani izabrani pesticidi: 4,4’-DDT, 4,4’-DDD,

metoksihlor, aldrin, dieldrin, endosulfan I i II, heptahlor, heptahlor-endo-epoksid izomer A i
lindan.

Tabela 4. Osnovne karakteristike izabranih organohlornih pesticida

Naziv Hemijska M CAS broj
formula (g/mol)
4,4’-DDT C14HoCls 354,49 50-29-3
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44’-DDD C14H10Cls 320,05 72-54-8
Metoksihlor C16H15Cl502 345,65 72-43-5
Aldrin C12HsCls 364,91 309-00-2
Dieldrin C12HsClsO 380,91 60-57-1
Endosulfan I + II CoHeCleO3S 406,93 115-29-7
Heptahlor C10HsCly 373,32 76-44-8
Heptahlor-endo-epoksid izomer A  C;oH5Cl;O 389,32 1024-57-3
Lindan CesHeCle 290.83 58-89-9

2.3.1.2.1. Dihlor-difenil-trihloretan (DDT) i dihlor-difenil-dihloretan (DDD)

DDT predstavlja jedan od najviSe koris¢enih pesticida. Njegove znacajne hemijske
karakteristike insekticida, otkrio je Pol Herman Miler, 1939. godine. Za vreme Drugog svetskog
rata intenzivno je koris¢en u borbi protiv malarije, tifusa i Zute groznice, zahvaljujudi ¢emu je
malarija iskorenjena u Evropi i Severnoj Americi. Pored upotrebe u medicinske svrhe, nasao je
primenu i u unistavanju stetocina u poljoprivrednoj proizvodnyji.

Njegova proizvodnja i upotreba zabranjena je jo$ od 1970-ih godina skoro u celom svetu,
ali se njegovi tragovi i dalje mogu pronaci u Zivotnoj sredini, pretezno u zemljiStu. S obzirom
na to da se koristio i u leenju malarije, u pojedinim zemljama, kao sto je Kina, njegova
proizvodnja je nastavljena znatno duze [107].

Cl
Cl Cl

Cl I I Cl

Slika 23. Hemijska struktura 4,4"-DDT-a

DDT je bezbojni kristal ili beli prah, bez mirisa ili blago-aromati¢nog mirisa,
nerastvorljiv u vodi, ali rastvorljiv u acetonu ili etru, kao i u skoro svim organskim

.....

DDT-a je izmedu 2 i 15 godina, u zavisnosti od sredine (u slanoj vodi period poluZivota iznosi
oko 56, a u slatkoj vodi oko 28 dana)[105].
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Pod pojmom DDT se podrzumeva 4,4’-DDT (1,1,1-trihlor-2,2-bis(p-hlor-fenil)etan), iako
tehnicki DDT predstavlja smesu izomera, u kojoj je aktivna komponenta p,p'-DDT, sa 65 % do
80 % zastupljenosti. Produkti razgradnje DDT-a su DDE i DDD koji kao i DDT, pokazuju veliku
rezistentnost i poseduju sli¢ne hemijske osobine i fiziolosko dejstvo kao DDT.

Njegovo stetno dejstvo na ljudski organizam manifestuje su ose¢ajem peckanja u ustima,
mucninom, nesvesticom, glavoboljom, povracanjem, tremorom u ekstremitetima, anoreksijom,
slabo$¢u misica, anksioznosc¢u i nevnom napetoscéu. U slucajevima vece izlozenosti, dovodi do
ozbiljnijih oboljenja, kao $to su karcinom i poremecaji endokrinog sistema [105].

Pesticid 4,4’-DDD ili 1,1-dihlor-2,2-bis(p-hlor-fenil)etan je jedan od derivata, odnosno
metabolita 4,4’-DDT-a, koji se stvara u anaerobnim uslovima razgradnje, zamenom jednog
atoma hlora atomom vodonika.

Cl Cl

Cl I I Cl

Slika 24. Hemijska struktura 4,4"-DDD-a

On sam moze da se dalje razgraduje do manje toksi¢nih metabolita, kao $to su 1-hlor-
2,2-bis(p-hlor-fenil)etan (DDMU) ili 1,1-bis(p-hlor-fenil)-2-hloretan (DDMS) [108]. Hemijske
osobine DDD-a su veoma slicne DDT-u, sa takode velikom rastvorljivos¢u u mastima i
organskim rastvaracima, a slaboj u vodi. To je bela, kristalna supstanca, koristi se pretezno kao
insekticid, a kao takav, smatra se da ima blaze dejstvo od DDT-a.

DDD, kao i DDT, predstavlja potencijalno kancerogeno jedinjenje, koje moZe da izazove
poremecaj rada endokrinih Zlezda, kao i imunog i reproduktivnog sistema ljudi [104].

2.3.1.2.2. Metoksihlor
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Insekticid metoksihlor je usao u komercijalnu upotrebu 1946. godine kao zamena za
DDT. Koris¢en je u suzbijanju raznih vrsta buba i insekata, kako u poljoprivredi tako i u
objektima u kojima je ¢uvana stoka i usevi.

Cl
Cl Cl

H4C ‘ ‘ CH
S'H..D D,.-' 3

Slika 25. Hemijska struktura metoksihlora

Metoksihlor (1-metoksi-4-[2,2,2-trihlor-1-(4-metoksifenil)etil]benzen) pripada istoj
grupi OCP-a kao i DDT i DDD, odnosno dihlor-difenil-etanima. To je beli prah sa blago voénim
mirisom, neisparljiv i nerastvorljiv u vodi. Ve¢inom se nalazi u zemljistu gde je i primenjivan,
za koje se vezuje, tako da se i u re¢nim sredinama moze naci pretezno u sedimentima.
Uglavnom nema veliku sposobnost bioakumulacije kao drugi organohlorni pesticidi ove
grupe, ali se u zivim organizmima ipak moze nac¢i u algama, puzevima i nekim vrstama ribe.

U ljudski organizam moZe da dospe putem udisanja ili unosom zagadene hrane. Ne
smatra se za kancerogeno jedinjenje, iako u ve¢im koncentracijama izaziva poremecaje nervnog
i reproduktivnog sistema [109].

2.3.1.2.3. Aldrin i dieldrin

Aldrin i dieldrin predstavljaju sinteticke organohlorne pesticide, koji su prvi put
primenjeni u poljoprivredi kao insekticidi 1950. godine i sve do 1970. godine intenzivno
koris¢eni. Upotrebljavali su se za uniStavanje skakavaca, termita i drugih insekata, kao i
prenosilaca zaraznih bolesti. Tokom eksploatacije pokazali su se kao veoma toksi¢ni za
akvatican Zivi svet, ali i za sisare, uklju¢ujudi i ljude, a unos u organizam c¢oveka je pretezno
putem hrane. Njihova upotreba je vremenom zabranjena u vecini zemalja sveta, do 80-ih
godina proslog veka [110].

Po pitanju hemijske strukture, aldrin i dieldrin imaju mnogo sli¢nosti. Spadaju u grupu

hlorovanih ciklodiena, zajedno sa endosulfanom, heptahlorom i heptahlorepoksidom. Njihove
hemijske strukture prikazane su na slici 26.
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O, <O,

Slika 26. Hemijske strukture aldrina (A) i dieldrina (B)

U zivotnoj sredini se aldrin veoma lako transformise u dieldrin, koji se smatra za jednu
od naperzistentnijih organskih zagadujucih supstanci. Predstavljaju bele praskaste supstance,
blagog hemijskog mirisa.

U Srbiji su aldrin i dieldrin zabranjeni za upotrebu 1991. godine. Njihov poluZivot u
zemljiStu iznosi od 2 do 15 godina. Smatra se da ¢e dieldrin, koji se upotrebljavao 1950. godine
biti prisutan u zivotnoj sredini i 2030. godine [111]. Posledice izloZenosti aldrinu i dieldrinu, po
zdravlje ljudi, manifestuju se od pojave konvulzija do moguceg tumora, kao i oStecenja
nervnog, imunog i reproduktivnog sistema [112].

2.3.1.2.4. Endosulfan

Endosulfan je prvi put registrovan 1954. godine, kao insekticid koji se upotrebljavao za
zastitu useva i duvana. Lako isparava, pa se prenosi na velike udaljenosti u atmosferi [113].
Mikroorganizmi mogu da ga metabolisu, usled ¢ega nastaje niz jedinjenja, a takode je podlozan
i hidrolizi.

Cl_
al Cl
/
Cl
Cl 0.1 e
S~ -
=0
Endosulfan I (a) Endosulfan II (§)

Slika 27. Hemijska struktura izomera endosulfana
To je bezbojan kristal, ili beli prah, mirisa na terpene. Javlja se u formi dva izomera, a- i

p-, koji se ¢esce obelezavaju kao endosulfan I i endosulfan II i zastupljeni su u odnsu 7:3.
Njihova hemijska struktura prikazana je na slici 27. Ovi izomeri imaju velike razlike u tackama
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topljenja i drugim hemijskim svojstvima, kao Sto je isparljivost (a-endosulfan je znatno
hidrolizi u rastvorima blagih kiselina i baza, uz oslobadanje sumpor-dioksida i formiranje
odgovarajuceg diola [114].

U odnosu na ostale pesticide ove grupe, ima manju sposobnost akumulacije u
zivotinjskim organizmima, ali ima izrazeno akutno toksi¢no dejstvo. U organizmu ¢oveka, kao
i kod Zivotinja deluje kao endokrini desruptor, negativno uti¢uéi na reproduktivni sistem, a
moze da negativno uti¢e i na druge sisteme u organizmu, kao Sto je nervni. Njegovo
kancerogeno dejstvo nije dokazano[115] .

2.3.1.2.5. Heptahlor i heptahlorepoksid

Heptahlor je prvi put sintetisan 1946. godine, a kao insekticid svoju primenu je nasao u
suzbijanju zemljisnih insekata, poljskih Stetocina i skakavaca. Predstavlja belu kristalnu
supstancu blagog mirisa na kamfor. Lako se rastvara u skoro svim organskim rastvaracima, ali
iuvodi.

Cl Cl
Cl
Cl
A
¢~ Cl cl
Heptahlor Heptahlor- endo-epoksid lzomer A

Slika 28. Hemijska struktura heptahlora i heptahlor-endo-epoksida izomera A

Veoma se lako transformise u prirodi u heptahlorepoksid, koji je slabo rastvorljiv u vodi
a primenjivao se isto kao insekticid u suzbijanju $tetoc¢ina [116]. Heptahlor-endo-epoksid izomer
A (trans)(trans-HCE), kao i heptahlor, mogu se naéi u akvati¢nim organizmima, a detektovani
sui u dve vrste riba u Dunavu, u delu koji protice kroz Srbiju [117].

Kao i ostali organohlorni pesticidi iz ove grupe hlorovanih diena, imaju negativan uticaj
na zdravlje ljudi. Smatraju se uzro¢nicima poremecaja endokrinog i nervnog sistema, a i
potencijalnim uzro¢nicima kancera. Za razliku od ostalih pesticida iz ove grupe, gde se prvo
kod trovanja javljaju blazi simptomi, kod heptahlora manifestacija zapocinje iznenadnim

konvulzijama. Osnovni nacin izlaganja ljudi ovm pesticidima je unosom hrane u organizam
[110].
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2.3.1.2.6. Lindan

Lindan je opste ime za gama (y) izomer 1,2,3,4,5,6-heksahlorcikloheksana, koji jedini od
svih izomera ovog jedinjenja ispoljava insekticidnu aktivnost, a jo$ se javlja i pod nazivom y-
HCH. Lindan se koristi u suzbijanju stetnih organizama, zastiti bilja, u medicini i za smanjenje
gubitaka useva tokom skladistenja.

Kao insekticid nalazi se u upotrebi jos od polovine proslog veka. Studija pokazuje da je
od 1950. godine pa do 2000. godine njegova ukupna upotreba u sve pomenute svrhe iznosila
600.000 tona, od cega je samo u Evropi iskoriséeno 287.160 tona. Smatralo se da lindan
proizvode jo$ samo pojedine zemlje, kao $to su Rumunija, Rusija, Kina, i Indija, mada najnovije
studije isticu da su neke od ovih zemalja, kao na primer Rusija, prestale sa njegovom
proizvodnjom [118]. Pored toga, ima i znacajnu primenu u medicini, kao antiparazitni
proizvod u malim koncentracijama od 0,3% lindana, u obliku gela i emulzija, ili u obliku
Sampona, za lecenje Suge, vasi i drugih parazita. Njegova primena u ove svrhe je lokalna i
kratkotrajna.

Heksahlorcikloheksan javlja se u vidu pet osnovnih izomera koji se medusobno
razlikuju samo po orijentaciji atoma hlora (aksijalna ili ekvatorijalna orijentacija) oko
cikloheksanskog prstena. Alfa izomer se javlja u vidu dva enantiomera, i on je najzastupljeniji
izomer (53 % do 73 %), dok se ostali izomeri javljaju u znatno manjem procentu[119].

Lindan je pod normalnim uslovima, ¢vrst beo prah, bezbojnih isparenja i blagog mirisa
na zemlju. Nije samozapaljivo ili gorivo jedinjenje i ima veoma slabu rastvorljivost u vodi (7
mg/L do 17 mg/L) ali i u organskim rastvarac¢ima (od 6,40 g/100 g etanola do 28,9 g/100 g
benzena).

Degradacija lindana u zemljistu se vrsi pod aerobnim uslovima i poluzivot moze biti od
88 do 1146 dana. Naj¢es¢i proizvodi raspada su y-pentahlorcikloheksan, heksa-, penta-, tetra- i
trihlorbenzeni i penta- i tetrahlorfenoli. Anaerobnom degradacijom u laboratorijskim uslovima
znatno se skracuje vreme poluzivota i iznosi od 12 do 174 dana, sa istim proizvodima
razgradnje, osim fenola [120].

Toksi¢nost lindana se ogleda u njegovom kontaktnom uticaju na imunoloski i nervni
sistem. Kod ljudi u slucaju akutnog trovanja, izaziva mu¢ninu i gubitak svesti. Takode uti¢e na
smanjenje broja limfocita, leukopeniju, a u koncentracijama od 7 pg/ml u krvi moze da

indukuje epilepti¢ni napad [121].

Hemijske strukture svih izomera heksahlorcikloheksana, prikazane su na slici 29.
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Slika 29. Hemijske strukture izomera heksahlorcikloheksana

2.3.1.3. Industrijske boje

Industrijske boje predstavljaju organske zagadujuce materije koje dospevaju u Zivotnu
sredinu prvenstveno u vidu industrijskih otpadnih voda. Industrijska otpadna voda nastaje u
procesima proizvodnje, promenljivih je karakteristika i samim tim teZa za preradu.

Za industrijske otpadne vode postoji ¢itav niz parametara koji se odreduju, i ¢ije su
granice strogo definisane, zbog razli¢itog sastava otpadnih voda iz pojedinih industrija, kako
organskih tako i neorganskih. Kvalitet industrijske i komunalne otpadne vode je od velikog
znacaja i za postrojenja za preradu. Neki od opstih parametara koji se odreduju u otpadnim
vodama su: protok, koli¢ina vode (po smeni, na dan), temperatura vode, boja, miris, pH, suvi
ostatak, bioloska i hemijska potrosnja kiseonika i druge.

Parametri koji se odreduju da bi se procenio sastav, a time i kvalitet otpadnih voda,
propisani su zakonskim i podzakonskim aktima. Na nivou Evropske unije, oni su dati u
direktivi 91/271/EEC i njenoj dopuni 98/15 EEC o tretmanu otpadnih voda iz naselja i
postavljaju norme kvaliteta efluenata, odnosno daju grani¢ne vrednosti najvaznijih
parametara.
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U Republici Srbiji na snazi je Zakon o vodama ("Sl. glasnik RS", br. 30/2010 i 93/2012),
Uredba o izmenama i dopunama uredbe o grani¢nim vrednostima emisije zagadujucih
materija u vode i rokovima za njihovo dostizanje ("SI. glasnik RS", br. 1/2016) i Pravilnik o
nacinu i uslovima za merenje koli¢ine i ispitivanje kvaliteta otpadnih voda i sadrZzini izvestaja
o izvrSenim merenjima ("Sl. glasnik RS", br. 33/2016), koji se takode oslanjaju na
zakonodavstvo Evropske unije.

Zbog svojih slozenih aromati¢nih struktura, industrijske boje su otporne na dejstvo
svetlosti, vlagu i oksidanse, sto je povoljna industrijska karakterisktika, ali su i kancerogene,
mutagene i toksi¢ne, ili se njihovom degradacijom mogu stvoriti produkti takvih
karakteristika, te su stoga opasne po zivotnu sredinu. Sinteti¢ke boje prisutne u vodi uzrokuju
smanjenje bioloskog diverziteta vode, sprecavajuci prostiranje sunceve svetlosti kroz vodu i
time stvarajuci prepreke fotosintetskim vodenim biljkama i algama. Boje se takode mogu
akumulirati u sedimentima i ispiranjem dopiru do sistema podzemnih voda [122].

U upotrebi u svetu, a za potrebe raznih industrija, dostupno je preko 20 000 boja koje se
koriste u tekstilnoj industriji, kozmetici, preradi papira, stamparskoj i prehrambenoj industriji,
farmaciji i drugim industrijama [123]. Procenjuje se da je godisnja svetska proizvodnja
sintetickih boja oko 7 x 10° tona [124]. U tekstilnoj idustriji se u procesima potrose velike
koli¢ine vode, za obradu materijala i do 100 litara vode za 1 kg tekstilnog materijala, stoga je i
koli¢ina otpadnih voda iz ove industrije znacajna [125]. Smatra se da od 10 % do 15 % boja
tokom procesa bojenja dospeva u efluente iz industrije i vrlo ih je tesko ukloniti uobic¢ajenim
procesima prerade otpadne vode, primarnom mehanickom obradom (filtriranjem, talozenjem
i sliénim) ili sekundarnom obradom (aeracijom i bioloskim tretmanom) [125].

pod -

Slika 30. Izgled reke nakon ispustanja otpadne vode iz tekstilne industrije
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Sinteticke industrijske boje su aromati¢na jedinjenja, rastvorna u vodi, disperzivna i
klasifikovana kao azo-, antrahinonske, heterocikli¢ne, trifenilmetanske ili ftalocijaninske boje
[126].

Veliki industrijski znacaj imaju reaktivne boje koje se mogu kovalentnim vezama
fiksirati za vlakna tekstila [127]. Medutim, neke od njih su dokazano Stetne za respiratorni
sistem, sa mogucnoséu pojave alergije, ispoljene od svraba i iritacije koZe, do osec¢aja nedostatka
vazduha i spazma. Mali broj boja, kao $to je Benzedrin, smatraju se za potencijalne kancerogene
supstance. Dugotrajno izlaganje, medutim, dovodi do ozbiljnijih pojava kao sto su kancer,
velika ostec¢enja koZze, hroni¢na opstruktivna pluéna oboljenja i drugo. Ova stanja se nazalost
teSko pravovremeno detektuju, posto su za njihova ispoljavanja potrebne godine izlozenosti
uticaju boja [124].

U eksperimentalnom delu ove disertacije ispitivane su odabrane antrahinonske
(Lanaset® Violet B, Lanaset® Blue 2R), i sulfonftaleinske boje (bromtimol plavo i bromkrezol
zeleno) pa ¢e o njima biti vise reci u daljem tekstu.

2.3.1.3.1. Antrahinonske boje

Antrahinonske boje se po komercijalnom znacaju nalaze odmah iza azo boja. One
predstavljaju uglavnom derivate 9,10-antrahinona. Uvodenjem elektron donorskih
supstituenata na jedno ili na vise mesta u molekul antrahinona, narocito u polozajima 1, 4, 5 i
8, dobijaju se boje koje u svom sastavu mogu imati amino, hidroksi, alkil i arilamino grupe, dok
je sam antrahinon bezbojan.

Mogu biti prirodne ili sinteticke, a njihov spektar je od crvene do plave boje. Sinteticke
antrahinonske boje zasnovane su na antrahinon sulfonskoj kiselini ili na nitroantrahinonu, iz
kojih se dalje dobija aminoantrahinon kao prekursor za ostale boje [128].

Slozena aromati¢na struktura antrahinonskih boja, obezbeduje im veliku otpornost na
uticaj svetlosti, vlage i oksidanasa zbog ¢ega postaju potencijalni problem kada se nadu u
prirodnim vodama.

Boje koris¢ene u eksperimentalnom delu disertacije su marke Lanaset®, proizvodaca
Huntsman Textile Effects (Germany) GmbH iz Nemacke. Prvenstveno su namenjene bojenju
vune, mada se mogu primeniti i na tekstilne meSavine koje u svom sastavu imaju vunu. Bojenje

se vrsi pri pH od 4,5, ¢ime se ne remeti prirodna struktura vlakana vune [129].

Hemijske strukture izabranih antrahinonskih boja prikazane su na slici 31.
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Slika 31. Hemijske strukture boja Lanaset® Violet B i Lanaset® Blue 2R

2.3.1.3.2. Sulfonftaleinske boje

Sulfonftaleinske boje koris¢ene u eksperimentalnom delu ove disertacije su bromtimol

plavo i bromkrezol zeleno, a njihova hemijska struktura prikazana je na slici 32.

Bromtimol plavo (BTB) ili 3,3’- dibromtimolsulfonftalein, je derivat tekstilne boje koji se
¢esto koristi kao pH indikator, zbog svog svojstva da menja boju u zavisnosti od pH sredine.
Do sada je njegova razgradnja ispitivana jedino mineralizacijom, sa ciljem smanjivanja njegove

toksi¢nosti u vodi [130].

Bromkrezol zeleno (BCG) pripada anjonskim bojama, koji kao i bromtimol plavo ima
svojstvo da menja boju u zavisnosti od pH sredine, pa se i ona primenjuje najc¢es¢e kao

indikator. Osim u tu svrhu, takode se koristi i u tekstilnoj industriji [131].

Bromtimol plavo Bromkrezol zeleno

Slika 32. Hemijske strukture boja bromtimol plavo i bromkrezol zeleno
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2.3.2. Primena lakaza u uklanjanju odabranih organskih
zagadujuéih materija

U oblasti zastite Zivotne sredine, lakaze do sada imaju znacajnu primenu, kako je veé
navedeno. U daljem tekstu bice istaknuta njihova dosadasnja primena u uklanjanju organskih
zagadujucih materija, koje su bile predmet ispitivanja u ovoj disertaciji. Pregled dosadasnje
uspesne primene ovog enzima u uklanjanju pesticida i industrijskih boja predstavlja osnovu za
izvrSena istrazivanja u okviru eksperimentalnog dela disertacije, ali i otvara mogucnost Sire
primene, koja ¢e biti istrazena.

2.3.2.1. Primena lakaza u detoksikaciji i dekontaminaciji otpada i
bioremedijaciji

Lakaze su nasle najvecu primenu u oksidativnoj detoksikaciji i uklanjanju razlicitih
aromati¢nih ksenobiotika i zagadivaca iz industrijskog otpada kao i zagadenog zemljista,
sedimenata ili voda. Njihovo dejstvo obezbeduje ili direktnu razgradnju jedinjenja ili njihovu
polimerizaciju. Zabelezena je aktivnost lakaza u direktnom uklanjanju hloridnih jona, cepanju
aromati¢nog prstena, mineralizaciji PAH-ova i druge. U procesu polimerizacije u prisustvu
lakaze, stvaraju se polimeri zagadujuc¢ih materija, koji postaju nerastvorni i nepokretni, tako da
se mogu lakse ukloniti fizickim putem [12].

Fenolna jedinjenja se mogu naci u otpadnim vodama industrije prerade uglja, nafte, ili
proizvodnje organskih hemikalija. Ispitivana je mogucnost uklanjanja naftnih mrlja na
vodenim povrsinama, kao posledice izlivanja iz brodova, pomoc¢u lakaza. Takode, dokazano je
da mogu da smanjuju i koncentracije sintetickih heterocikli¢nih jedinjenja, kao sto su
halogenovani organski pesticidi u zemljistu [22].

Lakaze mogu da razgraduju plasti¢ni otpad sa olefinskim jedinicama, njihovom
oksidacijom uz pomo¢ medijatora. Takode mogu i da uklanjaju neprijatne mirise sa deponija
ili sto¢nih farmi[9].

2.3.2.2. Primena lakaza u obezbojavanju boja

Fizicko-hemijske metode uklanjanja boja iz otpada su veoma skupe i sloZene. Za
eliminaciju sinteti¢kih, industrijskih boja, poput azo, trifenilmetana i antrahinona, poZeljni
procesi se zasnivaju na bioloskoj metodi koriste¢i mikroorganizme ili njihove enzime (lakaze,
peroksidaze ili azoreduktaze). Zbog svojih sloZenih aromati¢nih struktura, ove boje su otporne
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na dejstvo svetlosti, vlagu i oksidante, usled ¢ega se akumuliraju u Zivotnoj sredini, kako je ve¢
ranije naglaseno [122,132].

Primena gljiva belog truljenja u razgradnji i obezbojavanju boja kao sto su azo,
heterocikli¢ne, reaktivne i polimerne, dokazano je efikasna. Medutim, za industrijsku primenu
za istu svrhu, mnogo je podesnija upotreba njihovih enzima, u koje spade i lakaza, zbog
mogucnosti katalize oksidacije i fenolnih i nefenolnih jedinjenja, pa samim tim i Sirokog spektra
sinteti¢kih boja. Upravo zbog sve stroze regulative koja se odnosi na otpadne vode iz tekstilne
industrije, ovakav vid tehnologija njihove bioremedijacije poslednjih godina sve se vise
istrazuje [12].
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

3.1. Materijali i oprema

U ovoj doktorskoj disertaciji, za eksperimentalni rad, koris¢eni su slede¢i materijali i
oprema:

» Lakaze:

e Komercijalna lakaza iz Myceliophthora thermophila sa ekspresijom u Aspergillus
oryzae (Novozym® 51003), proizvodaca Novozymes (Basgvaerd, Danska).
Novozym® 51003 lakaza je proizvedena submerznom fermentacijom genetski
modifikovane Aspergillus oryzae.

e Lakaza iz Trametes versicolor (praskasta, 20,5 U/mg) proizvodaca Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Steinheim, Nemacka.

> Nosaci za imobilizaciju lakaze:

e Komercijalna pirogena nanosilika Aerosil® 380, proizvodac¢a Evonik Industries
(Essen, Nemacka).

e Komercijalna Lifetech™ ECR serija nosa¢a (ECR8305F, ECR8309F, ECR8404F,
ECR8409F, ECR1508F, ECR1604F, ECR8806M, ECR8285F) proizvodaca Purolite®,
Juzni Vels, Velika Britanija.

¢ Amino-modifikovane ligninske mikrosfere A-LMS (A-LMS_5 i A-LMS_10),
sintetizovane su modifikovanim postupkom kopolimerizacije inverznih
suspenzija, razvijenim od strane Katedre za organsku hemiju TMF-a, iz
epihlorohidrina, proizvodaca Merck Schuchardt, Nemacka; kraft lignina
proizvodaca Sigma-Aldrich, Nemacka; te¢nog parafinskog ulja i poli(etilen imin)
PEI, proizvodada Sigma-Aldrich, Nemacka, natrijum-alginata, lokalno
sintetizovanog, i natrijumlaurilsulfata, proizvodaca Centrohem, Srbija [90].

> Agens za modfikaciju pirogene silike:

e 3-aminopropiltrimetoksisilan, APTMS, proizvodaca Fluka Analytical, SAD.

68



Doktorska disertacija Jelena M. Bebi¢

» Puferi:

Za pripremu rastvora lakaze koriséen je 500 mM natrijum-citratni pufer, za opseg
pH 4,00-5,00, rastvor pripremljen meSanjem natrijum-citrat dihidrata (99 %),
proizvodaca Lach-Ner, Neratovice, Ceska Republika i limunske kiseline-1-hidrat
(99 %), proizvodaca NRK inZenjering, Beograd, Srbija.

Za pripremu rastvora lakaze koris¢en je 500 mM natrijum-fosfatni pufer , za
opseg pH 6,00-8,00, pripremljen meSanjem rastvora soli NaoHPO412H>O i
NaH>PO4 2H20 u odgovarajucoj razmeri proizvodaca Centrohem (Stara Pazova,
Srbija).

» Organske zagadujuce materije:

4,4’-DDT PESTANAL® CRM, 99,3 %, nabavljen od Sigma-Aldrich GmbH,
Nemacka, a proizveden od Riedel-de Haén, Nemacka.

4,4’-DDD (TDE) PESTANAL® CRM, 98,9 %, nabavljen od Sigma-Aldrich GmbH,
Nemacka, a proizveden od Riedel-de Haén, Nemacka.

Metoksihlor PESTANAL® CRM, 98,7 %, nabavljen od Sigma-Aldrich GmbH,
Nemacka, a proizveden od Riedel-de Haén, Nemacka.

Aldrin PESTANAL® CRM, 98,1 %, nabavljen od Sigma-Aldrich GmbH, Nemacka,
a proizveden od Riedel-de Haén, Nemacka.

Dieldrin PESTANAL® CRM, 97,9 %, nabavljen od Sigma-Aldrich GmbH,
Nemacka, a proizveden od Riedel-de Haén, Nemacka.

Endosulfan (a+p=2+1) PESTANAL® CRM, 99,9 %, nabavljen od Sigma-Aldrich
GmbH, Nemacka, a proizveden od Riedel-de Haén, Nemacka.

Heptahlor CRM, >99 %, proizvodaca SUPELCO, SAD.

Heptahlor-endo-epoksid izomer A PESTANAL® CRM, 298,0 %, nabavljen od
Sigma-Aldrich GmbH, Nemacka, a proizveden od Riedel-de Haén, Nemacka.

Lindan PESTANAL® CRM, 99,8 %, nabavljen od Sigma-Aldrich GmbH,
Nemacka, a proizveden od Riedel-de Haén, Nemacka.
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e Lanaset® Violet B i Lanaset® Blue 2R, proizvodac¢a Huntsman Textile Effects,
Langweid am Lech, Nemacka.

e Bromtimol plavo i bromkrezol zeleno, proizvodaca Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Nemacka.

» Ostale koris¢ene hemikalije:
e Siringaldazin, proizvodaca Sigma-Aldrich Chemicals GmbH.
e ABTS, proizvodaca Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).
e Heksan, proizvodaca Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Nemacka.

e Aceton, proizvodaca Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Nemacka.
e Etanol, proizvodaca Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Nemacka.
e Toluen, proizvodaca Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Nemacka.
e Coomassie brilliant blue CBB G-250 (Fluka Analitical, SAD).

e Albumin iz govedeg seruma (BSA, praskast, 296%, Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim, Nemacka).

e Triton™ X-100 (Sigma Aldrich, St. Luis, SAD).

e Kalijum-dihidrogen fosfat KH2PO4 (99 %), proizvodaca Sigma-Aldrich Chemicals
GmbH, Nemacka.

e Metanol HPLC (Zorka Pharma, Sabac, Srbija).
e Kalcijum-hlorid CaCly, proizvodaca Lach-Ner, Neratovice, Ceska Republika.

e Dejonizovana voda.
> Oprema koris¢ena u ovom radu:
e Neautomatska analiticka i tehnicka vaga (Kern&Sohn GmbH, Nemacka).

e Neautomatska analiti¢ka vaga (JL-180, Chio, Japan).
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e Centrifuga, MiniSpin Eppendorf, (Eppendorf, SAD).

e Magnetna mesalica (Thermo Fischer Scientific, Voltam, Masacusets, SAD).

e Roler mikser (Stuart, Pariz, Francuska).

e UV-spektrofotometar, Ultrospec™ 3300 pro, (Biochrom Ltd, Frajburg, Nemacka).
e pH metar (inoLab 720, WHW, Nemacka).

e Gasni hromatograf sa masenim detektorom, QP2010 GC-MS (Shimadzu, Japan).
e Automatske mikropipete (Dragon-Lab, Kingdao, Kina).

e Automatska merila zapremine sa klipom (Eppendorf, SAD).

e Automatska merila zapremine sa klipom (Brand GmbH, Nemacka).

e Klimatska komora/frizider BK 6160 (Thermo SCIENTIFIC, SAD).

e Ostali pomo¢ni laboratorijski pribor (¢ase, menzure, kivete, viale, stakleni Stapici,
epruvete i drugo).
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3.2. Metode

3.2.1. Modifikacija nosaca - pirogenih nanocestica silike

Amino-modifikovana pirogena nanosilika (AFNS) je pripremljena koris¢enjem
komercijalne pirogene nano-silike Aerosil® 380 (FNS) kao polaznog materijala, a postupak
modifikacije je predstavljen na slici 19. Da bi se uvele amino grupe, 300 mg FNS je mesano sa
1,18 ml APTMS-a u 36 ml anhidrovanog toluena tokom 48 sati na 25 °C u inertnoj atmosferi, uz
mesanje na magnetnoj mesalici brzinom od 600 obrtaja u minutu. Amino funkcionalizovana
silica (AFNS) je filtrirana, isprana dva puta sveZim toluenom i tretirana u ultrazvu¢nom
kupatilu tokom 5 minuta radi uklanjanja fizicki adsorbovanih APTMS.

Precis¢eni AFNS je dispergovan u etanolu i ¢uvan do upotrebe. FT-IR spektri dobijeni
su koris¢enjem BOMEM (Hartmann & Braun) spektrofotometra. Uzorak od 1% (masenih)
temeljno je usitnjen sa kalijum-bromidom, a dobijeni prah je hidrauli¢cnom presom presovan u
prozirni pelet. FT-IR spektri prikupljeni su izmedu 400 cm i 4000 cm! pri rezoluciji 4 cm .
Ovakva metoda ranije je koriséena, a rezultati su dokazali uspesnost modifikacije FINS [67].

Odredivanje koli¢ine amino-grupa koje su unete na povrsinu nosac¢a, odnosno njihova
kvantifikacija, vreSena je metodom preuzetom od Jung et al. [133]. Za pocetak, 10 mg AFNS-a
je suspendovano u 10 mM rastvoru HCl. Nakon 30 minuta, suspenzija je centrifugirana na 6000
o/min u vremenu od 10 minuta. Nakon toga, prikupljeni supernatant je titrisan
standardizovanim 10 mmol L rastvorom NaOH. Indikator za ovu titraciju, bio je fenolftalein.

3.2.2. Imobilizacija lakaze
3.2.2.1. Imobilizacija lakaze na amino-funkcionalizovanu nanosiliku (AFNS)

Na ovaj nosa¢ vrSena je imobilizacija lakaze iz Myceliophthora thermophila sa
ekspresijom u Aspergillus oryzae (Novozym® 51003).

Za sve eksperimente, 2 mg nanocestica AFNS inkubirano je sa 1 ml rastvora enzima u
puferu, uz rotaciono mesanje na 180 o/min i pri temperaturi od 30 °C. Imobilizacija lakaza je
izvedena sa razlic¢itim koncentracijama enzima, u rasponu od 0,064 mg mL-! do 0,64 mg mL-1i
razli¢itim puferskim rastvorima, u rasponu od pH 4,00 do pH 8,00, kao i razli¢itom vremenu
imobilizacije (0 h - 3 h). Nakon imobilizacije, uzorci su centrifugirani pri 13 000 o/ min tokom 3
min, kako bi se odvojila imobilisana lakaza. Imobilisani enzimi su isprani dva puta sa 1 ml
pufera za imobilizaciju.
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3.2.2.2. Imobilizacija lakaze na amino-modifikovane ligninske mikrosfere
A-LMS

Od amino-modifikovanih ligninskih mikrosfera, koriséena su dva nosaca, A-LMS_5 i
A-LMS_10, a na njih je vrSena imobilizacija lakaze iz Myceliophthora thermophila sa ekspresijom
u Aspergillus oryzae (Novozym® 51003).

Da bi se izabrao otimalniji nosa¢ za imobilizaciju lakaze, od dva ispitivana, 10 mg A-
LMS 5 i A-LMS_10 je pomesano sa 1 ml enzimskog preparata rastvorenog u puferu.
Upotrebljeni su razli¢iti puferi u opsegu od pH 4,0 do pH 7,0. Za pH 4,0 i 5,5 primenjen je 0,1
M Na-acetatni pufer, dok je za pH 6,0 i 7,0 koris¢en 0,1 M Na-fosfatni pufer.

Imobilizacija na ova dva nosaca izvedena je uz mesanje u centrifugalnoj mesalici
brzinom od 150 o/min i na temperaturi od 25 °C. Imobilisani enzimi su tri puta isprani
upotrebljenim puferom.

Nakon izbora pogodnijeg nosaca od dva ispitivana, ispitivani su parametri
imobilizacije, variranjem pocetne koncentracije ponudenih proteina od 28 mg proteina po g
nosaca do 140 mg po gramu nosaca, a vrseno je odredivanje optimalnog vremena imobilizacije
(1 h -7 h) i pH imobilizacije. Svi eksperimenti u vezi sa imobilizacijom lakaze vr$eni su u
duplikatu.

3.2.2.3. Imobilizacija lakaze na Lifetech™ nosace

Komercijalna Lifetech™ ECR serija nosaca (ECR8305F, ECR8309F ECR8404F
ECR8409F ECR1508F ECR1604F ECR8806M ECR8285F) proizvodaca Purolite® koris¢ena je za
ispitivanje mogucnosti imobilizacije lakaze iz Trametes versicolor. Karakteristike izabranih
nosaca date su u tabeli 5. Razli¢itim nijansama redova u tabeli su oznac¢eni nosaci koji pripadaju
istoj grupi nosaca, prema klasifikaciji koja je data u poglavlju 2.2.3 4.

Tabela 5. Izabrani Lifetech™ ECR nosaci i njihove osnovne karakteristike[74]

Br.  Lifetech™ Vrsta nosaca Precnik pora (nm)
proizvod

1.  ECRS8305F Amino C2 metakrilat 30-60

2 ECR8309F Amino C2 metakrilat 60-120

3.  ECR8404F Amino C6 metakrilat 30-60

4.  ECR8409F Amino C6 metakrilat 60-120

5. ECR1508F Stiren tercijarni amin n.p.
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Br.  Lifetech™ Vrsta nosaca Precnik pora (nmn)
proizvod

6. ECR1604F Stiren kvarternerni amin n.a.

7.  ECR8806M Oktadecil metakrilat 50-70

8.  ECR8285F Epoksi/butil metakrilat 40-60

Da bi se izvrsila metoda imobilizcije lakaze na ove nosace, prvo je izvrsena njihova
priprema. Svi izabrani Lifetech™ ECR nosaci, navedeni u tabeli 5 su kondicionirani,
koris¢enjem pufera za imobilizaciju u skladu sa preporukom proizvodaca.

Imobilizacija lakaze je izvedena u Eppendorf® tubama od 2 ml na roler mikseru
(Stuart, Pariz, Francuska) na 25 °C u trajanju od 24 h. Za sve eksperimente, 20 mg nosaca je
inkubirano sa 1 ml rastvora enzima (unapred definisana koncentracija enzima u puferu za
imobilizaciju). Za sve amino funkcionalizovane nosace (tabela 5, nosaci pod brojevima od 1. do
6.) koriséen je 0,1 M kalijum-fosfatni pufer pH 5,0, dok je imobilizacija na oktadecil (tabela 5,
nosa¢ pod brojem 7.) i epoksi/butil funkcionalizovani nosa¢ (tabela 5, nosa¢ pod brojem 8.)
izvedena u 1 M puferu. Posle predvidenog vremena, supernatant je odvojen od cestica nosaca
i ispitivana je koncentracija zaostalih proteina koji se nisu vezali na nosa¢ kao i uspesnost
imobilizacije. Imobilisana lakaza dva puta je isprana sa 1 ml pufera za imobilizaciju i
podvrgnuta odredivanju aktivnosti enzima.

3.2.3. Odredivanje aktivnosti lakaze

U eksperimentalnom delu ove disertacije, aktivnost lakaze odredivana je koriS¢enjem
dva razlic¢ita supstrata, siringaldazina i ABTS. Siringaldazin je koris¢en kao supstrat za
ispitivanje aktivnosti Novozym® 51003 lakaze, kao i lakaze iz Trametes versicolor, dok je ABTS
koriséen za ispitivanje aktivnosti samo Novozym® 51003 lakaze.

3.2.3.1. Odredivanje aktivnosti lakaze oksidacijom ABTS-a

Jedna od koris¢enih metoda za odredivanje oksidativne aktivnosti lakaze zasniva se na
oksidaciji 2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonske kiseline), ABTS-a, koji se ¢esto koristi
i kao LMS za lakazu.

ABTS se dejstvom lakaze oksidise do svog katjonskog radikala do (ABTS *) koji je veoma
stabilan. Ovaj proces desava se u dva uzastopna koraka, a obe reakcije su povratne[134].
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Prikaz oksidacije ABTS-a lakazom dat je na slici 33. ABTS ima apsorpcioni maksimum
na 420 nm, te se koristi i za spektrofotometrijsko odredivanje aktivnosti enzima.

ABTS

ABTS™*

Slika 33. Sematski prikaz oksidacije ABTS-a lakazom

ABTS je koris¢en kao supstrat za ispitivanje aktivnosti Novozym® 51003 lakaze,
slobodne i imobilisane.

Reakciona smesa u kojoj je odredivana oksidativna aktivnost lakaze koris¢enjem ABTS
kao supstrata, sastojala se od 100 pL supstrata (ABTS rastvoren u 0,5 M Na-citratnog pufera
pH 4,5), 400 pL 0,5 M Na-fosfatnog pufera pH 6,511 0,5 pl enzima. Ispitivanja su vrSena na
temperaturi od 25 °C. Prilikom ispitivanja aktivnosti slobodne lakaze, reakciona smesa je
stavljana u plastiénu spektrofotometarsku kivetu od 1,5 ml. Apsorbanca je oc¢itavana na 420
nm, svakih 10 s tokom 3 minuta. Aktivnost enzima ra¢una se prema formuli:
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AU /mlepnzima) = R - dT V,-€

(1)

gde je A - oksidativna aktivnost enzima (slobodnog ili u supernatantu), R - razblaZzenje, Vs -
zapremina reakcione smese (ml), V.- zapremina slobodnog enzima ili supernatanta (ml), dA/dt
- promena apsorbance u vremenu, ¢ - molarni ekstincioni koeficijent (mM1). Vrednost
molarnog ekstincionog koeficijenta za ABTS odreduje se iz konstruisane kalibracione krive,
funkcionalne zavisnosti apsorbance od koncentracije, koja se konstruise u definisanom opsegu

koncentracija ABTS-a. Vrednost ¢ moze se uzeti i iz dostupnih podataka u literaturi, a iznosi za
ABTS 36000 M1 cm- [127].

Jedna jedinica (IU) enzimske aktivnosti je definisana kao koli¢ina lakaze koja je
potrebna za oksidaciju 1 pmol ABTS u minutu.

Posto je aktivnost slobodne lakaze u reakciji sa ABTS-om ispitivana u $irokom pH
opsegu (od pH 4,00 do pH 8,00), koris¢ena su dva puferska sistema: 500 mM Na-citratni pufer
za pH opseg 4,00 - 5,00 i 500 mM Na-fosfatni pufer za opseg 6,00 - 8,00.

Za ispitivanje koncentracija imobilisane aktivnosti, vrSena je inkubacija 2 mg suvog
imobilisanog enzima sa 4 ml supstrata i 36 ml 0,5 M Na-fosfatnog pufera pH 6,5, uz magnetno
mesanje od 300 obrtaja u minutu. Te¢ni uzorci su uzimani u plasti¢ne spektrofotometarske
kivete, duzine optickog puta od 1 cm i apsorbanca je o¢itavana na 420 nm, svakih 30 s tokom 3
min. Iz dobijenih izmerenih vrednosti apsorbanci u vremenu, koncentracija imobilisane
aktivnosti je izra¢unata koris¢enjem formule 2, a izraZena je u jedinicama (IU) aktivnosti po
gramu nosaca (IU/g).

dA Vs
A(IU/gnosaéa) =R-—-"

dT m-e

(2)

gde je A-oksido-redukciona aktivnost imobilisanog enzima, R - razblaZenje, Vs - zapremina
reakcione smese (ml), dA/dt - promena apsorbance u vremenu, € - molarni ekstincioni
koeficijent (mM-1) vrednosti za ABTS od 36000 M1 cm! [127], m - masa imobilisanog enzima

(8)-

Prinos imobilizacije aktivnosti je izracunat kao procentni odnos aktivnosti
imobilisanog enzima (IU/g) i aktivnosti slobodnog enzima (IU/ml) odredene pre pocetka
procesa imobilizacije, odnosno unete aktivnosti slobodnog enzima, koris¢enjem jednacine 3:

Aktivnost imobilisanog enzima (%) -masa imb enzima (g)

100 (3)

Prinos imobilizacije aktivnosti (%) = il
Uneta aktivnost slobodnog enzima (ﬁ) -V sl enzima (ml)
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3.2.3.2. Odredivanje aktivnosti lakaze oksidacijom siringaldazina

Druga koris¢ena metoda za odredivanje oksidativne aktivnosti lakaze se zasniva na
oksidaciji siringaldazina (4-hidroksi-3,5-dimetoksi-benzaldehid-azin) kao supstrata, uz
prisustvo kiseonika. Kao proizvod reakcije dobija se tetrametoksi-azo-bis-metilen hinon, usled
dvostruke fenolne dehidrogenacije siringaldazina, i unutarmolekulskog sparivanja slobodnih
radikala, uz pratec¢i nastanak molekula vode [135]. Ovaj proces prikazan je na slici 34.

Slika 34. Sematski prikaz oksidacije siringaldazina lakazom

Ispitna smesa sastojala se od 300 pL supstrata (0,216 mM rastvor siringaldazina u
metanolu), 2,2 ml 0,1 M pufer kalijum-fosfata, pH 6,5 i 0,5 ml sveze pripremljenog rastvora
enzima u hladnoj dejonizovanoj vodi (25 U/mL - 50 U/mL) u slucaju slobodne lakaze ili
odgovarajuce koli¢ine imobilisane lakaze. Slepa proba je sadrzala dejonizovanu vodu umesto
rastvora enzima.

Nakon provere da u uzorcima bez supstrata ne dolazi do promene apsorbance na 530
nm u vremenu, dodavano je po 300 pL pripremljenog rastvora supstrata. Oksidacija
sringaldazina slobodnom ili imobilisanom lakazom je vr$ena na 30 °C. Kivete sa izme$anim
sadrzajem su postavljene u spektrofotometar, a duZina puta svetlosti je iznosila 1 cm. Promena
apsorbancije u odnosu na slepu probu je pracena na 530 nm svakih 30 s tokom vremena u
rasponu od 3 min do 10 minuta.

Jedna jedinica (U) ¢e proizvesti promenu apsorbancije pri 530 nm od 0,001 u minutu pri
pH 6,5 na 30 °C u reakcionoj zapremini od 3 ml koriste¢i siringaldazin kao supstrat.

Aktivnost lakaze izra¢unata je prema sledecoj formuli [136]:
R_dA(530 nm)

AU /mlgnzima) = 0,001-—;:(1111) (4)
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gde su: R - razblazenje; 0,001 - promena As3 nm/min po jedinici lakaze, pod navedim
reakcionim uslovima, V(ml) - zapremina enzima. Rezultat moZe da se prikaze i na drugi nacin,
uz pomoc¢ formule 5:

AU /Ml enzima)

MYpreparata/ Ml enzima

A(U/mgpreparata) = ()

Aktivnost imobilisane lakaze u slucaju lakaze iz T. versicolor ra¢unata je koriséenjem
jednacine:

dA(530nm) 1
dt 0,001'mw

Ai(U/gnosaéa) = (6)

gde je A;- koncentracija imobilisane aktivnosti, m - masa imobilisanog enzima (g), ®- udeo
suve mase u vlaznom nosacu, dA/dt- promena apsorbance u vremenu. Po pravilu, u toku
eksperimenata je radeno sa suvim nosacem, tako da se u tom slucaju procenat vlage u njemu
ne uzima u obzir.

Specifi¢na aktivnost enzima odredivana je prema formuli:

A(U/g nosaca)

SA;(U/mg proteina) = 7
l( / gp ) C(mg vezanih proteina/ g nosaca)-%vezanih proteina ( )
Prinos imobilizacije aktivnosti je izra¢unat prema formuli:
Aktivnost imobilisanog enzima (g) -masa imb enzima (g)
Prinos imobilizacije aktivnosti (%) = 4 -100  (8)

Pocetna aktivnost slobodnog enzima (%) -V sl enzima (ml)

U slucaju imobilizacije Novozym® 51003 lakaze na amino-modifikovane ligninske
mikrosfere A-LMS (A-LMS_5 i A-LMS_10), i ispitivanje aktivnosti sa siringaldazinom kao
supstratom, 10 mg imobilisanog preparata je suspendovano u 40,5 mL 0,1 M Na-fosfatnog
pufera (pH 6,5), a zatim je dodato 4,5 mL rastvora supstrata. Reakciona smesa (ukupna
zapremina 50 mL) je stavljena na magnetnu mesalicu.

Aktivnost imobilisane lakaze (IU/g nosaca) je pra¢ena uzorkovanjem 1 ml reakcione
smeSe i merenjem apsorbance na 530 nm svakih 15 sekundi tokom 2 min. Nakon svakog
merenja, uzorak je vracan u reakcionu smesu kako bi se izbegao potencijalni uticaj smanjenja
zapremine reakcione smese, na rezultate merenja. Specifi¢na aktivnost (IU/mg) u ovom slucaju
iskazana je kao aktivnost enzima po stvarnoj masi vezanog enzima.
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3.2.4. Odredivanje koncentracije proteina

3.2.4.1. Metoda po Bredfordu

Za potrebe odredivanja sadrzaja, odnosno koncentracije proteina koji su ukljuceni u
proces imobilizacije, koris¢ena je metoda po Bredfordu koja se zasniva na vezivanju specifi¢ne
boje Coomassie Briliant Blue G-250 (CBB G-250), u kiseloj sredini u kojoj je ona u anjonskom
obliku, sa amino grupama proteina koje se nalaze u rastvoru koji se ispituje. U toku ove
reakcije, apsorpcioni maksimum za datu boju se pomera od 465 nm na 595 nm, pri ¢emu se
javlja vidljiva promena boje rastvora od braon do plave. Boja reaguje sa aminokiselinskim
ostacima, prvenstveno arginina, ali reaguje i sa ostacima tirozina, histidina, lizina, triptofana i
fenilalanina. Promena boje uzoraka sa Bredfordovim reagensom u zavisnosti od koncentracije
prisutnih proteina prikazana je na slici 35.

Slika 35. Razlicite nijanse uzoraka sa formiranim protein-boja kompleksom za boju CBB G-250

Granica kvantifikacije metode krece se od 5 pg proteina do 200 pg proteina, u zavisnosti
od kvaliteta boje, a linearna zavisnost uspostavlja se u opsegu od 0 pg - 2000 pg proteina[137].
Bredfordov reagens se ¢uva u tamnim bocama, zbog osetljivosti na svetlost, a priprema se
mesanjem dejonizovane vode i koncentrovane boje. Hemijska struktura Coomassie Briliant
Blue G-250 prikazana je na slici 36.

N
HO5S Q bsoa-
O
-
HN‘@*O/_

Slika 36. Hemijska struktura boje Coomassie Briliant Blue (CBB G-250)

3.2.4.1.1. Priprema Bredfordovog reagensa i odredivanje standardne krive
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Da bi se pripremio Bredfordov reagens potrebno je odmeriti 100 mg Coomassie Briliant
Blue G-250 u normalni sud od 1 L. U njega se zatim doda 100 ml 85 % orto-fosforne kiseline, 50
ml 95 % metanola, 300 ml dejonizovane vode i vrsi se mesanje, u vremenu od 2 h, na sobnoj
temperaturi. Normalni sud se potom odloZzi na tamno mesto preko no¢i. Sutradan se dopuni
dejonizovanom vodom do zapremine od 1 L i profiltrira kroz grubi filter papir u tamnu bocu.
Reagens se ¢uva na tamnom i hladnom mestu, a stablan je nekoliko meseci.

Da bi se izracunala koncentracija proteina u nekom uzorku, pre svake serije
eksperimenata odreduje se standardna kriva, merenjem apsorbanci prethodno pripremljenih
uzoraka u kojima se nalazi Bredfordov reagens i poznata koncentracija proteina. U tu svrhu,
kao standard, odnosno protein ¢ija je koncentracija poznata, koriséen je albumin iz govedeg
seruma (BSA), a rezultati izmerenih apsorbanci za razli¢ite koncentracije standarda koriste se
za konstruisanje krive, prikazane na slici 37.

A(595nm)

0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07 0.08 0.09

¢ proteina, mg/ml

Slika 37. Primer standardne krive za odredivanje koncentracije proteina metodom po Bredfordu

Na osnovu standardne, ili kalibracione krive, koncentracija proteina se ra¢una prema
sledecoj formuli:

As95 nm __Asosnm ©)

c —.(mg/ml) = =
protema( g/ ) nagib standardne krive 8,753

Standardna ili kalibraciona kriva, koja u sustini predstavlja pravu liniju, odnosno
linearnu zavisnost apsorbance od koncentracije proteina u datom opsegu koncentracija,
konstruisana je za svaku novu Sarzu pripremljenog Bredfordovog reagensa koris¢enjem
albumina iz govedeg seruma (BSA), tako da su i njeni parametri promenljivi, odnosno vrednost
nagiba data u jednacini 9 ¢e se menjati u zavisnosti od korisé¢ene krive.

80



Doktorska disertacija Jelena M. Bebi¢

Posto je zapremina uzorka poznata, masa proteina racuna se prema jednacini 10:

mproteina (mg) = Cproteina (mg/ml) : Vuzorka (ml) (10)

Koncentracija proteina po gramu nosaca izra¢unava se na osnovu jednacine 11:

Mproteina(Mg)

mvlainog nosa(‘fa'% suve mase TlOSCLéCl

c(mg/g nosaca) = (11)

gde je % suve mase nosaca eksperimentalno dobijena vrednost za svaki od koriS¢enih nosaca.

Koncentracija imobilisanih proteina rac¢unata je prema formuli 12:

Co—C
Cimobilisanih proteina — m . (12)
nosaca
gde je co - pocetna koncentracija proteina u rastvoru za imobilizaciju, ¢ - koncentracija proteina
koja zaostaje u supernatnu nakon imobilizacije. Masa nosaca takode se odnosi na suvu masu
nosaca, odnosno masu nakon susenja, tako da u formulu nije uklju¢en udeo vlage u nosacu.

Prinos imobilizacije rac¢unat je koris¢enjem formule 13:

imobilisanih proteina 100

Prinos imobilizacije (%) = . (13)

Co

3.2.4.1.2. Odredivanje koncentracije proteina kod imobilizacije lakaze na
AFNS

Bredfordov reagens u zapremini od 980 pl pomesSan je sa 20 pl pripremljenog rastvora
Novozym® 51003 lakaze (koncentracija od 0,064 mg/ml do 0,64 mg/ml u Na-acetatnom puferu
(50 mM, pH 5,0)) ili 20 pl supernatanta (razdvojenih centrifugiranjem pri 1300 o/min). Nakon
5 minuta, kivete su postavljane u spektrofotometar i apsorbanca je ocitavana na 595 nm.

Iz razlike izmedu koncentracije ponudenih proteina (mg/ml), odnosno pocetne
koncentracije proteina i koncentracije proteina preostalih u supernatantu (mg/ml), izracunava
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se koncentracija imobilisanih proteina (masa imobilisanog enzima (mg) po g nosaca), prema
jednacini 12.

Prinos imobilizacije proteina izrac¢unat je i iskazan kao procentni odnos koncentracije
imobilisanih proteina (mg/g nosaca) i koncentracije ponudenih proteina, odnosno pocetne
koncentracije proteina (mg/ml), prema jednac¢inama 12 i 13.

3.2.4.1.3. Odredivanje koncentracije proteina kod imobilizacije lakaze na
A-LMS

Koncentracija proteina u rastvorima Novozym® 51003 lakaze i supernatantima
odredena je po ve¢ utvrdenoj proceduri Bradforda, koristedi isti standard, odnosno albumin iz
govedeg seruma, kako je prethodno opisano u poglavlju 3.2.4.1.1. Zapremina uzorka ili
supernatanta iznosila je 20 pl u 980 pl Bredfordovog reagensa.

Koli¢ina imobilisane lakaze odredena je indirektno, na osnovu razlike izmedu koli¢ine
enzima koji je unet u reakcionu smesu, odnosno pocetne koli¢ine enzima i koli¢ine enzima u
supernatantu nakon imobilizacije. Prinos imobilizacije proteina je izra¢unat koris¢enjem
jednacine 13.

3.2.4.1.4. Odredivanje koncentracije proteina kod imobilizacije lakaze na
Lifetech™ ECR seriju nosaca

Prilikom odredivanja koncentracija proteina u rastvorima lakaze iz T. versicolor kao i u
supernatantima prilikom ispitivanja imobilizacije lakaze na Lifetech™ ECR seriju nosaca,
koris¢ena je takode metoda po Bredfordu. Zapremina uzorka ili supernatanta je iznosila 200
pL, uz dodavanje 800 pL Bredfordovog reagensa, tako da je ukupna zapremina uzorka iznosila
1 mL.

Dobijene vrednosti za koncentracije proteina, koncentracije proteina preostalih u
supernatantu, koncentracije imobilisanih proteina i prinos imobilizacije racunate su na
prethodno objasnjen nacin i prema datim formulama 9-13.

3.2.5. Desorpcija lakaze
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Eksperiment desorpcije vrsen je u cilju odredivanja vrsta uspostavljenih veza izmedu
enzima i nosaca. Na ovaj nacin ispitivane su veze koje se uspostavljene prilikom imobilizacije
lakaze na nosace A-LMS_5 i Lifetech™ ECR8285F.

3.2.5.1. Desorpcija lakaze imobilisane na A-LMS_5

Da bi se ispitao tip interakcije koja je formirana izmedu Novozym® 51003 lakaze i
izabranog nosaca (A-LMS_5), imobilisani preparat dobijen pod prethodno utvrdenim
optimalnim uslovima tertian je odvojeno sa 1 % rastvorom Triton™ X-100 i 1 M rastvorom
CaCla.

Primenjena procedura bila je sledec¢a: 20 mg imobilisanog enzima suspendovano je u 1
ml rastvora za desorpciju (Triton™ X-100 ili CaCl.) i inkubirano u vremenu od jednog sata, uz
mesanje u centrifugalnoj mesalici, brzinom od 150 o/min i na temperaturi od 25 °C. Nakon
izvrene desorpcije, imobilisani preparat je temeljno ispran sa puferom za imobilizaciju i nakon
toga je odredena preostala aktivnost (%).

3.2.5.2. Desorpcija lakaze imobilisane na Lifetech™ ECR8285F

Za ispitivanje vrste interakcija uspostavljenih izmedu lakaze iz T. versicolor i Lifetech™
ECR8285F nosaca sa epoksi/butil funkcionalnim grupama, izvrsena je desorpcija lakaze u dva
koraka.

U pocetku je imobilisani enzim inkubiran u 1 M rastvoru CaClz na 25 °C u vremenu
od 1 h, a na kraju je odredena koncentracija proteina u supernatantu, dok su cestice nosaca
isprane dva puta sa 1 ml pufera za imobilizaciju.

Nakon toga, imobilisana lakaza je tretirana sa 1 % rastvorom Triton™ X-100 na 25 °C
tokom jednog sata i nakon zavrSsenog postupka desorpcije odredena je koncentracija
desorbovanih proteina.

3.2.6. GC-MS analiza razgradnje pesticida

Gasno-hromatografska analiticka metoda sa masenom spektrometrijom, kao
metodom detekcije, kori¢ena je za analizu koli¢ine pesticida u ispitnom uzorku. Koriséene
koncentracije pesticida za ispitivanja su bile veoma niske i kretale su se u opsegu od 60 pM do
manje od 10 pM.
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Za ispitivanje svih organohlornih pesticida ovom tehnikom koriséene su dve metode.
Metoda 1 primenjena je na sve pesticide, dok je metoda 2 primenjena samo za ispitivanje
pesticida lindana i to u slu¢ajevima kada je prac¢ena njegova razgradnja slobodnom lakazom i
lakazom imobilisanom na nosac¢e AFNS kao i na A-LMS_5. Osnovna razlika u metodama je
duzina trajanja, tako da je metoda 2 znatno krac¢a od metode 1 i optimizovana samo za pesticid
lindan, ¢ime se omogucava vrsenje analiza veceg broja uzoraka za krace vreme.

Metoda 1 je znatno duza, ali primenljiva na sve ispitivane organohlorne pesticide,
odnosno predstavlja modifikovanu metodu koja se standardno koristi za paralelno ispitivanje
svih eventualno prisutnih organohlornih pesticida u uzorku. U tom smislu, iako je u
eksperimentalnom delu disertacije, svaki pesticid ispitivan posebno, podeSeni parametri
metode na gasnom gromatografu nisu morali da se menjaju za vreme vrsenja svih analiza, $to
je znatno olaksalo eksperimente i skratilo njihovo vreme trajanja.

Obe primenjene metode su validovane, i dobijena ponovljivost imala je najve¢u vrednost
od 5 %, u zavisnosti od analiziranog jedinjenja i njegove koncentracije u uzorku.

3.2.6.1. Parametri primenjenih GC-MS metoda

Za analize svih ispitivanih organohlornih pesticida koris¢ena je Zebron™, ZB-5
kapilarna kolona, dimenzija 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm proizvodac¢a Phenomenex, SAD.
Primenjena metoda 1 je preuzeta iz literature i modifikaovana prema koris¢enoj opremi [138].
Primenjena metoda 2 je takode delimi¢no modifikovana metoda iz literature [139].

Kao noseci gas koriScen je helijum, ¢istoc¢e 5.0. Zapremina injektovanih uzoraka bila
je 1 pl, a koriS¢ena oprema za uzorkovanje je bila autosempler AOC 20i, Shimadzu, Japan.
Temperatura injektora bila je 280 °C. Analize su vr$ene u Scan i SIM rezimu rada, odnosno
kontinualnim snimanjem svih spektara, kao i selektivnim pracenjem spektara izabranih jona,
sa skeniranim opsezima masa od 50 m/z do 650 m/z. Vreme trajanja Metode 1 iznosilo je 35
minuta, a vreme trajanja metode 2 je bilo 11 min.

Za integraciju povrsine pikova, koris¢ena je automatska integracija u softveru GCMS
Solution. Analize uzoraka metodom 1 ponavljane su po tri puta. Relativna standardna
devijacija dobijenih rezultata kretala se u opsegu od 1,5 % do 5 %, u zavisnosti od analiziranog
jedinjenja. Ostali parametri metoda dati su u tabeli 6.

Tabela 6. Parametri koriscenih GC-MS metoda

\ Parametar \ Metoda 1 ] Metoda 2
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Korak Temperatura Zztie:;vanja Korak Temperatura Z;;Zg;vanja
Temperaturni (Gmin) | CC) (min) (Ghmin) | (O (min)
program / 100 2,0 / 150 2

15 160 5,0 20 290 2

5 270 2,0
Vreme uzorkovanja 2 min 1 min
Ukupni protok 71,0 ml/min 14,9 ml/min
Protok u koloni 1,33 ml/min 3,0 ml/min
Linearna brzina 43,0 cm/s 39,5cm/s
Split odnos 50,0 10,0
Temperatura jonskog 250 °C 200 °C
izvora
Temperatura interfejsa 270 °C 280 °C
Vreme izlaska rastvaraca 5,0 min 2,5 min

3.2.6.2. Priprema uzoraka za GC-MS analizu metodom 1

Za ispitivanja razgradnje izabranih organohlornih pesticida lakazom Stok rastvor
ispitivanih pesticida (50 mM) pripremljen je u acetonu. Kona¢na koncentracija svih pesticida u
reakcionoj smesi bila je 50 pM. Reakciona smesa (2 ml) sadrZzala je Na-fosfatni pufer (50 mM,
pH 6,5), 15 pl lakaze, i izabrani pesticid. Pripremljene su i reakcione smese bez lakaze, kao
kontrolni uzorci, odnosno slepe probe. Sve reakcione smese su sve vreme ispitivanja bile
podvrgnute mesanju na magnetnoj mesalici i odrzavane na temperaturi od 25 °C.

Dve reakcione smeSe (jedna reakciona smesa sa lakazom i jedna kontrolna) su uzimane
u razli¢itim vremenskim periodima (1,2,3,4,5,6 i 7 dana) za svaki ispitivani pesticid posebno,
koji je ekstrahovan takode sa 2 ml heksana. Gornja organska faza je analizirana na gasnom
hromatografu sa masenim detektorom. Sve analize su vrSene sa 3 ponovljena merenja u jednoj
tacki, metodom 1.

3.2.6.3. Priprema uzoraka za GC-MS analizu metodom 2

Standardni, stok rastvor lindana (15 mM) pripremljen je takode u acetonu. Reakciona
smesa (2 ml) sadrzala je Na-fosfatni pufer (50 mM, pH 6,5), 15 pl slobodne lakaze ili 2 mg lakaze
imobilisane na AFNS ili A-LMS_5 i lindan. Konacna koncentracija lindana u reakcionoj smesi
bila je 30 pM. Pripremljene su i reakcione smese bez lakaze, kao kontrolni uzorci.

Tri reakcione smeSe (jedna reakciona smeSa sa lakazom, jedna sa lakazom
imobilisanom na AFNS ili A-LMS_5 i jedna kontrolna) su uzete u razli¢itim vremenskim
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periodima (1,2,3,4,5 i 6 dana) a lindan je iz njih ekstrahovan sa 2 ml heksana. Pre ekstrakcije
heksanom, u slucaju uzoraka sa imobilisanim enzimom, isti je uklonjen centrifugiranjem
brzinom od 13 000 o/min u trajanju od 3 minuta. Gornja organska faza je uklonjena i
analizirana na gasnom hromatografu sa masenim detektorom. Sve analize vrSene su u
duplikatu, metodom 2.

3.2.7. Spektrofotometrijska analiza razgradnje

industrijskih boja

Obezbojavanje industrijskih, tekstilnih boja ispitiano je lakazom iz T. wversicolor,
imobilisanom na epoksi/butil funkcionalizovanom nosac¢u Lifetech™ ECR8285F.

Nakon prethodno opisanog postupka imobilizacije pod optimizovanim uslovima,
supernatant je odvojen i imobilisani enzim je ispran dva puta sa 1 ml dejonizovane vode. Svaki
rastvor pojedinac¢ne boje u zapremini od 1,5 mL (40 mg/L u 0,1 M citratnom puferu pH 5,0)
dodat je u svaku od cetiri epruvete sa imobilisanom lakazom. Pripremljeni su kontrolni uzorci
koji sadrze istu koli¢inu nosaca bez enzima i rastvora boje kako bi se ispitao uticaj adsorpcije
boje na nosac.

U odredenim vremenskim intervalima, promena boje uzorka je pracena
spektrofotometrijski, merenjem apsorbance na Amax za svaku boju, kao sto je dato u tabeli 7.
Ukupni procenat obezbojenja izra¢unat je kao odnos promene apsorbancije i pocetne
apsorbancije rastvora boje, izraZen u procentima.

Tabela 7. Karakteristike izabranih boja

Boja Vrsta Minax, M M, g mol!
Lanaset® Violet B antrahinonska 590 823,52
Lanaset® Blue 2R  antrahinonska 628 685,32
Bromtimol plavo sulfonftaleinska 440 624,38
Bromkrezol zeleno sulfonftaleinska 614 698,01

3.2.8. Ispitivanje ponovne upotrebe imobilisanih preparata lakaze

Moguénost visekratne upotrebe imobilisanog preparata ispitana je u slucaju
Novozym® 51003 lakaze imobilisane na AFNS, za razgradnju pesticida lindana, kao i u sluc¢aju
lakaze iz T. versicolor imobilisane na Lifetech™ ECR8285F nosac za obezbojavanje industrijskih
boja.
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3.2.8.1. Ispitivanje ponovne upotrebe lakaze imobilisane na AFNS

Ponovna upotreba Novozym® 51003 lakaze koja je imobilisana na AFNS-u ispitivana je
u degradaciji pesticida lindana. Za svaku ponovnu upotrebu 2 mg imobilisanog enzima
inkubirano je sa 2 ml reakcione smes$e koja sadrzi Na-fosfatni pufer (50 mM, pH 6,5) i lindan
(krajnja koncentracija 30 pM) tokom 24 h. Nakon 24 sata, reakciona smesa je centrifugirana u
vremenu od 3 minuta kako bi se odvojio imobilisani enzim. 1z reakcione smes$e se ekstrahuje
lindan sa 2 ml heksana.

Gornja organska faza je uklonjena i analizirana na GC-MS-u, kako je prethodno opisano
u poglavlju 3.2.6.3. metodom 2. Izdvojeni imobilisani enzim je ispran sa 1 ml Na-fosfatnog
pufera i zatim koriséen za sledec¢u ponovnu upotrebu na isti nac¢in. Za svaku mernu tacku,
merenja su ponavljana dva puta.

3.2.8.2. Ispitivanje ponovne upotrebe lakaze imobilisane na ECR8285F

Da bi se istraZili potencijali za ponovnu upotrebu imobilisane lakaze iz T. versicolor na
Lifetech™ ECR8285F nosac sa epoksi/butil funkcionalnim grupama, imobilisani preparat je
koriséen u 7 uzastopnih reakcionih ciklusa, u trajanju od jednog sata, u obezbojavanju
izabranih industrijskih boja.

Nakon svakog ciklusa, rastvor boje je uklanjan i merena je apsorbancija, dok je
imobilisani enzim ispran dva puta puferom za imobilizaciju. Ista koli¢ina pocetnog, stok
rastvora boje dodata je u epruvete sa imobilisanim enzimom, ¢ime je zapocinjan slede¢i ciklus.

4. REZULTATI I DIKUSIJA

87



Doktorska disertacija Jelena M. Bebi¢

Cilj ove disertacije, je da se doprinese ispitivanju mogucnosti razgradnje organskih
zagadujucih materija imobilisanom lakazom. U tu svrhu, izvrSeno je ispitivanje prvenstveno
slobodne lakaze, odnosno njena katakterizacija. Zatim su ispitane mogucnosti razgradnje
organskih zagadivaca slobodnom lakazom. Ispitana je kona¢no, moguénost imobilizacije
lakaze na razli¢ite nosace, uz optimizaciju uslova imobilizacije. Dobijeni imobilisani preparati
sa najboljim karakteristikama su zatim testirani na mogucnost visekratne upotrebe u
reakcijama razgradnje prethodno izabranih organskih zagadujucih materija.

4.1. Karakterizacija lakaze iz Myceliophthora thermophila
sa ekspresijom u Aspergillus oryzae (Novozym®
51003)

U okviru ove disertacije, izvrsena je karakterizacija lakaze iz Myceliophthora thermophila
sa ekspresijom u Aspergillus oryzae (Novozym® 51003). Ispitan je uticaj pH rastvora na aktivnost
lakaze i odredena je izoelektri¢na tacka navedenog enzima.

Lakaza iz T. versicolor, koja je takode koris¢ena u eksperimentalnom delu disertacije, je
jedna od najc¢escée koris¢enih lakaza, i za nju se podaci o karakterizaciji mogu naci u literaturi,
za razliku od Novozym® 51003 lakaze, koja je kao preparat, jos uvek nedovoljno ispitana u
smislu svojih karakteristika i potencijalne primene.

4.1.1. Uticaj pH na aktivnost lakaze

Optimalna pH vrednost rastvora za aktivnost lakaze je veoma zavisna od supstrata, i
najc¢esc¢e ima zvonasti profil aktivnosti lakaze. Na osnovu podataka dostupnih u objavljenim
studijama, koje se odnose na lakaze iz gljiva belog truljenja, familije Coprinaceae, u kojima su
ispitivane lakaze iz Panaeolus sphinctrinus, Panaeolus papilionaceus, Coprinus friesii i Polyporus
pinsitus, u zavisnosti od producenta lakaze, ocekivano je da ¢e pH optimum biti u opsegu
izmedu pH 3,0 i pH 5,0, za ABTS kao supstrat [12,140]. Medutim, pH optimum moZze znacajno
da varira, usled promena reakcije koju izaziva prisutan kiseonik, supstrat ili sam enzim u
zavisnosti od njegovog porekla.

Dobijeni rezultati pokazuju da je pH optimum za Novozym® 51003 lakazu u ovom
istrazivanju bio oko pH 6,8 (1220 IU/ml), kako je prikazano na slici 38.
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Slika 38. pH optimum lakaze iz Myceliophthora thermophila sa ekspresijom u Aspergillus oryzae
(Novozym® 51003)

Medutim, enzim je pokazao veliku aktivnost u sirokom opsegu pH vrednosti, od pH 5,0
do pH 7,5. Ovi rezultati odgovaraju literaturnim podacima, posto je ve¢ zabelezen ovakav pH
optimum za fenole, aniline i druge supstrate ¢iju oksidaciju lakazom prati oslobadanje H* jona.
Usled oksidativnog otpustanja H* jona, dolazi do snizavanja redoks potencijala, Eo, ovih
supstrata, kako se povecava pH. Usled toga, dolazi do povecanja razlike u redoks potencijalima
lakaze i supstrata, §to pospesSuje enzimsku oksidaciju, odnosno na krivoj pH optimuma, to je
oblast porasta aktivnosti lakaze sa porastom pH vrednosti [39]. Medutim, znacajan pad
aktivnosti primecen je ispod pH 5,0 (920 IU/ml) i iznad pH 7,5 (930 IU/ml), kao rezultat
inhibicije enzima.

Visoka aktivnost lakaze koja je koris¢ena u ovom ispitivanju u Sirokom rasponu pH
vrednosti, mogla bi biti od koristi za razne industrijske primene, ukljuc¢ujué¢i procese

bioremedijacije. Ova ispitana karakteristika takode omogucava imobilizaciju enzima u Sirem
pH opsegu.

4.1.2. Odredivanje izoelektri¢ne tacke lakaze

Tipi¢na lakaza iz gljiva predstavlja protein od priblizno (60-70) kDa, kako je ve¢
navedeno, sa izoelektri¢cnom tackom (pl) u kiseloj oblasti, u rasponu od pH 3,0 do 7,0, naj¢esce
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oko pH 4,0 [5,12,141]. Izoelektri¢na tacka lakaze, dobijena u ovom istrazivanju je u skladu sa
podacima iz literature, sa vrednoscu pl od 4,0, kako je prikazano na slici 39.
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Slika 39. Izoelektricna tacka lakaze iz Myceliophthora thermophila sa ekspresijom u
Aspergillus oryzae (Novozym® 51003)

Vrednost koja je dobijena ispitivanjem ukazuje da postoji prevladavanje kiselih
aminokiselina u primarnoj strukturi enzima. Kod pH rastvora iznad pl, povrsina enzima je
pretezno negativno naelektrisana. Razlika u vrednostima pl i pH optimuma pokazuje da enzim
ima ukupno negativano naelektrisanje u aktivnoj konformaciji.

Utvrdena karakteristika lakaze koja je koris¢ena u ovoj studiji vaZzan je podatak, koji ¢e
biti koris¢en prilikom izbora i po potrebi, modifikacije nosaca za imobilizaciju, kao i za
optimizaciju same imobilizacije.

4.2. Razgradnja organohlornih pesticida slobodnom
lakazom

Nakon ispitivanja pH optimuma Novozym® 51003 lakaze i utvrdivanja optimalne
vrednosti, sledeci eksperimenti degradacije izabranih organohlornih pesticida vrseni su u Na-
fosfatnom puferu (50 mM, pH 6,5). lako su primenjivani razli¢iti supstrati, u svim analizama
ispitani uzorci su pripremani na isti nac¢in uz jednaku pocetnu aktivnost lakaze (3,5 IU). Cilj
ovako osmisljenih eksperimenata bio je dobijanje odgovarajuce procene specifi¢nosti lakaze u
odnosu na razgradnju pojedinog supstrata, odnosno pesticida.
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Posle utvrdivanja mogucnosti razgradnje izabranih pesticida slobodnom Novozym®
51003 lakazom, odabran je jedan predstavnik, koji ¢e se kao supstrat koristiti za dalje
eksperimente razgradnje imobilisanom lakazom. Za procenu razgradnje svih izabranih
pesticida koriS¢ena analiticka tehnika bila je gasna hromatografija u kombinaciji sa masenom
spektroskopijom (GC-MS) kako je opisano u poglavlju 3.2.6. a primenjena je metoda 1, ¢iji su
parametri navedeni u tabeli 6.

Uporedo sa analizama degradacije pesticida, vrSene su i analize kontrolnih uzoraka
(slepih proba), kako je navedeno u opisanim metodama, sa ciljem pracenja razgradnje pesticida
tokom vremena u puferu pH 6,5, bez prisustva lakaze. Analiza pesticida vrsena je za svako
jedinjenje posebno, osim u sluc¢aju endosulfana, gde se dva izomera, I i Il nalaze u smesi, pa je
njihova razgradnja pracena paralelno u jednom uzorku, uz sve ostale parametre metode iste
kao i za druga jedinjenja.

4.2.1. Razgradnja dihlor-difenil-etana

Pesticidi koji pripadaju ovoj grupi organohlornih pesticida, a ¢ija je degradacija
ispitivana, su 4,4’-DDT, 4,4’-DDD i metoksihlor. Ova grupa organohlornih pesticida je naj¢esce
koris¢ena u svojstvu insekticida, od svih OCP-a. U tom smislu, u dostupnoj literaturi, detaljno
su istrazivane mogucnosti uklanjanja ovih hemikalija zaostalih u Zivotnoj sredini, kako
hemijskim, tako i mikrobiloskim nac¢inima i primenom enzima.

Istrazivanja ukazuju na mogucnost lakaze da razgradi predstavnike ovih OCP-a, ali
nema jo$ uvek dostupnih studija u kojima je koris¢ena lakaza iz Myceliophthora thermophila sa
ekspresijom u Aspergillus oryzae (Novozym® 51003) u ovu svrhu. Stoga je u nastavku
eksperimentalnog dela ispitana moguénost enzimske razgradnje ove vrste pesticida izabranom
slobodnom lakazom.

4.2.1.1. Razgradnja DDT-a i DDD-a

Prilikom GC-MS analize 4,4’-DDT-a i 4,4’-DDD-a, kvantitativna analiza kontrolnog
uzorka vrsena je koris¢enjem SIM (Selected Ion Monitoring) moda snimanja spektara, odnosno
pracenja samo prethodno odabranih jona. Kvantifikacija je vrSena na osnovu odredivanja
povrsine hromatografskog pika u kontrolnom wuzorku, koji se mogao detektovati na
retencionim vremenima od 27,7 min za DDT i 26,2 min za DDD, kako je prikazano na slici 49.
Utvrdeno retenciono vreme i prisustvo izabranih karakteristi¢nih jona za kontrolni uzorak
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koriséeni su kao identifikacioni kriterijumi za prisustvo DDT-a i DDD-a u svim analiziranim
ekstraktima uzoraka reakcionih smesa u heksanu. Dobijeni hromatogrami prikazani su na slici
40.
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Slika 40. Gasni hromatogrami kontrolnog uzorka 4,4’-DDT-a i 4,4-DDD-a

Joni za potvrdivanje prisustva 4,4’-DDT-a bili su235m/z, 237 m/z,165m/z,1236 m/z,
a za potvrdivanje prisustva 4,4’-DDD-a izabrani joni su bili 235 m/z, 237 m/z, 165 m/z, i 199
m/z. Izabrani karakteristi¢ni joni, koji dokazuju prisustvo DDT-a i DDD-a u uzorku, su u
skladu sa masenim spektrima oba jedinjenja koji se nalazi u referentnoj bazi Nacionalnog
instituta za etalone i tehnologiju, poznatijoj kao NIST biblioteka masenih spektara.

Dobijeni rezultati razgradnje ova dva pesticida predstavljeni su na slici 41, kao relativan

odnos pocetne koli¢ine DDT-a i DDD-a i koli¢ine DDT-a i DDD-a u sme$i u momentu pojedinih
uzorkovanja, odnosno nakon odredenog broja dana, izrazeno u procentima (%).
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Slika 41. Relativna kolicina 4,4’-DDT-a (A) i 4,4’-DDD-a (B) u odnosu na pocetnu kolicinu nakon
reakcije sa Novozym® 51003 lakazom i u kontrolnom uzorku (kontrola)

Prilikom vrSenja analiza, utvrdeno je da dolazi do razgradnje pojedinih pesticida, kao
Sto je slucaj sa insekticidom 4,4’-DDT, u izabranom puferu, tokom vremena. Iz tog razloga, na
slici 41A, prikazana je i razgradnja DDT-a u puferu, odnosno u kontrolnom uzorku (kriva
“kontrola”), kao i u uzorku u kome se nalazila lakaza u puferu pH 6,5 (kriva “lakaza”). Isti
nacin prikaza rezultata primenjen je i u ostalim slucajevima pesticida kod kojih je detektovana
razgradnja u koris¢éenom Na-fosfatnom puferu.
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Posle prvog dana reakcije, preostala koncentracija DDT-a u uzorku sa lakazom bila je
73,1 % od pocetne koncentracije. Medutim, isti procenat razgradnje DDT-a nakon prvog dana
zabeleZen je i u slepoj probi (slika 41A). Stoga se moze zakljuciti, da se razgradnja u toku prvog
dana vrs$ila usled meSanja uzorka u puferu, odnosno prvenstveno hidrolizom, odnosno
hemijskom razgradnjom i moguce nekim udelom i termi¢kom i fotolitickom degradacijom, a
ne dejstvom enzima. Nakon drugog dana, razgradnja je nastavljena do preostalih 68,8 %
slobodnom lakazom, a procenat DDT-a u kontrolnom uzorku bio je 72,1 % od pocetne
koncentracije. Ovaj procenat razgradnje DDT-a u kontrolnom uzorku ostao je gotovo
nepromenjen svih narednih dana ispitivanja, dostigavsi najmanju vrednost od preostalih 69,9
% DDT-a nakon 7. dana analize.

U uzorku sa lakazom, degradacija je nastavljena i posle 2. dana, dostigavsi vrednost od
56,4 % preostalog pesticida u uzorku nakon 3. dana, da bi nakon 6. dana 42,7 % DDT-a preostalo
u uzorku, a ova vrednost se zadrzala do kraja ispitivanog perioda. Iz rezultata se moZze
zakljuciti da se razgradnja DDT-a slobodnom Novozym® 51003 lakazom, odigravala znatno
brze tek nakon 2. dana reakcije. Uzevsi u obzir rezultate prikazane na slici 41A, moze se
zakljuciti da je nakon 6. dana doprinos lakaze razgradnji DDT-a, nakon prestanka degradacije
u puferu, bio 27,2 %.

Prilikom pracenja razgradnje 4,4'-DDD-a, nije primecen uticaj pufera na razgradnju,
odnosno koncentracija ovog pesticida u kontrolnom uzorku ostala je ista tokom celog
eksperimenta. Dobijeni podaci mogu se objasniti ¢injenicom, da je DDD-a kao derivat DDT-a,
stabilnije jedinjenje, koje teze podleze hidrolizi u kra¢im vremenskim periodima, odnosno za
vreme trajanja ovog eksperimenta. Moguce da se njegova hemijska degradacija nije mogla
detektovati u periodu od 7 dana, u granicama tacnosti koris¢ene metode analize. Njegovo
vreme poluzivota, pri pH 5 i na temperaturi od 27 °C, kako je objavljeno u studiji Wolfe et al.
iznosilo je 190 dana, za razliku od DDT-a, kome je ovo vreme bilo 12 dana pod datim
reakcionim uslovima[142].

Posto je u prethodnom eksperimentu dokazana razgradnja DDT-a, moZe se ocekivati da
dolazi i do razgradnje njegovog derivata, p,p’-DDD-a od strane lakaze, s obzirom na sli¢nost u
hemijskoj strukturi ova dva jedinjenja. Dobijeni rezultati potvrdili su datu pretpostavku.

Nakon prvog dana reakcije, preostalo je 65,2 % DDD-a u uzorku, a sledeéeg dana
razgradnja je nastavljena do 57 % DDD-a prisutnog u uzorku, nakon cega ostaje gotovo
konstantna do kraja eksperimenta (slika 41B), ostavsi na vrednosti od priblizno 52 %. Ovi
rezultati ukazuju na to da se enzimska razgradnja DDD-a deSava brzo u toku prvog dana
reakcije, za razliku od rezultata dobijenih razgradnjom DDT-a.

Dobijeni rezultati su u skladu sa prethodno objavljenom studijom, u kojoj je ispitivana
degradacija DDT-a i njegovih produkata razgradnje u zemljiStu, a medu njima i 4,4’-DDD-a,
lakazom izolovanom iz gljiva belog truljenja, kinetikom pseudo-prvog reda [107]. U pomenutoj
studiji, takode je primecena razgradnja DDT-a koja se deSava usled razli¢itih pH zemljista, i
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nakon 5 dana iznosila je priblizno 20 % od prvobitne koncentracije, a nakon 10 dana priblizno
30 % od pocetne koncentracije. Rezidui DDT-a i njegovih degradacionih proizvoda smanyjili su
se u zemljistu za 21% do 32 % nakon 5 dana, odnosno 29 % - 45 % nakon 10 dana reakcije, u
zavisnosti od primenjenih koncentracija lakaze. U pomenutoj studiji, takode je konstatovana
brza i efikasnija razgradnja DDD-a od strane lakaze [107]. Uticaj temperature na razgradnju
DDT-a je takode ispitivan u drugoj objavljenoj studiji, a procenjen je kao neznatan, sa
maksimumom razgradnje u pH 7, od 1,5 % na 35 °C [143].

Iz svega navedenog, moze se zakljuciti da je u ovoj studiji potvrdeno da slobodna
Novozym® 51003 lakaza uspesno razgraduje kako 4,4’-DDT, tako i njegov derivat 4,4’-DDD.
Od ova dva ispitana pesticida, ukupan enzimski doprinos razgradnji bio je znatno veci kod
4,4’-DDD-a u odnosu na 4,4’-DDT.

4.2.1.2. Razgradnja metoksihlora

Gasno-hromatografska analiza metoksihlora radena je na isti nac¢in kao i u slucaju
prethodno ispitivanih pesticida, metodom 1. Kvantifikacije je vrSena na osnovu odredivanje
povrsine pika metoksihlora u kontrolnom uzorku, koji se mogao uociti na retencionom
vremenu od 29,9 min, a dobijeni hromatogram prikazan je na slici 42.
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Slika 42. Gasni hromatogram kontrolnog uzorka metoksihlora

Joni, karakteristi¢ni za potvrdivanje prisustva metoksihlora su bili 227 m/z, 228 m/z, 15
m/z 1152 m/z, izabrani takode na osnovu NIST biblioteke masenih spektara.

Nacin prikaza rezultata razgradnje metoksihlora slobodnom lakazom je relativan u
odnosu na pocetnu koncentraciju. Dobijeni rezultati prikazani su na slici 43.
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Slika 43. Relativna kolicina metoksihlora u odnosu na pocetnu kolicinu nakon reakcije sa Novozym®
51003 lakazom i u kontrolnom uzorku (kontrola)

Nakon prvog dana reakcije, koli¢ina preostalog metoksihlora iznosila je 78,0 % pocetne
koncentracije, u uzorku sa slobodnom lakazom. Medutim, gotovo isti procenat razgradnje
posle prvog dana, od 85,6 % zabeleZen je i u kontrolnom uzorku (slika 43). Stoga se moze
zakljuciti, da se razgradnja u toku prvog dana, kao i u slué¢aju DDT-a, vréila prvenstveno usled
hidrolize metoksihlora u puferu.

Nakon drugog dana, nastavljen je sli¢ni trend razgradnje, do 31,1 % slobodnom
lakazom, a procenat metoksihora u slepoj probi bio je 55,0 % od pocetne koncentracije. Ovi
procenti razgradnje metoksihlora ostali su gotovo nepromenjeni tokom narednih dana vrsenja
eksperimenta, narocito nakon 3. dana, dostigavsi najveéi procenat razgradnje od 76,1 %
slobodnom lakazom i 49,05 % hemijskom razgradnjom u puferu. Prikazani rezultati ukazuju
na to da se razgradnja metoksihlora odigravala paralelno, dejstvom Novozym® 51003 lakaze i
hemijski u puferu, veoma sli¢nim trendom, i relativno brzo, u prva 3 dana reakcije. Na osnovu
dobijenih rezultata, prikazanih na slici 43, moZe se zakljuciti da je nakon izvrSenog
eksperimenta, doprinos lakaze razgradnji metoksihlora, iznosio 27,1 %, $to je veoma slican
rezultat kao i u slu¢aju razgradnje DDT-a.

Na osnovu podataka iz literature, razgradnja metoksihlora u blago kiseloj sredini, na
temperaturi od 25 °C, mogla se pretpostaviti. U objavljenoj studiji dokazano je da se hidroliza
metoksihlora vrsi kinetikom pseudo-prvog reda, i pri 27 °C i pH 5, brzina hidroliticke
degradacije metoksihlora je priblizno 12 puta vec¢a od hidrolize DDT-a pod istim uslovima
[142]. Pri pH 6,5, prema podacima iz iste studije, razgradnje oba pesticida se deSavaju sporije,
ali u istom medusobnom odnosu brzina reakcija. U studiji u kojoj je ispitivana razgradnja
metoksihlora gljivama belog truljenja Stereum hirsutum, detektovani su proizvodi razgradnje
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metoksihlora: 2-dihlor-1,1-bis(4-metoksifenil)etan, 2,2-dihlor-1,1-bis(4-metoksifenil)etilen, 2-
hlor-1,1-bis(4-metoksifenil)etan, 2-hlor-1,1-bis(4-metoksifenil)etilen, i 1,1-bis(4-
metoksifenil)etilen, Sto ukazuje na to da se razgradnja metoksihlora vrsi prevashodno
dehlorinacijom i dehidrohenizacijom. U istoj studiji, nakon 14 dana inkubacije, gljiva S.
hirsutum je u potpunosti razgradila metoksihlor.

Rezultati dobijeni u ovom istrazivanju potvrduju da Novozym® 51003 lakaza takode
uspesno razgraduje metoksihlor, u primenjenim eksperimentalnim uslovima.

4.2.2. Razgradnja hlorovanih ciklodiena

U okviru ove grupe OCP-a, derivata heksahlorciklopentadiena, ispitana je moguénost
razgradnje aldrina, dieldrina, endosulfana I i II, heptahlora i heptahlorepoksida Novozym®
51003 lakazom.

4.2.2.1. Razgradnja aldrina i dieldrina

Gasno-hromatografskom metodom sa masenom spektrometrijom vrSena je
kvantifikacija uzoraka aldrina i dieldrina, prema prethodno opisanoj metodi 1, na osnovu
povrsine pikova u uzorku slepe probe, koji su se mogli detektovati na retencionim vremenima
od 20,3 min za aldrin i 24,6 min za dieldrin, a dobijeni hromatogrami prikazani su na slici 44.
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Slika 44. Gasni hromatogrami kontrolnih uzoraka aldrina i dieldrina
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Joni za potvrdivanje prisustva aldrina bili su 66 m/z, 263 m/, 79 m/z i 91 m/z, a kao
potvrdu za prisustvo dieldrina u ispitivanom uzorku, koris¢eni su joni 79 m/z, 81 m/z, 82 m/z
1263 m/z, takode preuzeti iz referentne NIST baze spektara.

Rezultati koji su dobijeni u ovom eksperimentu razgradnje aldrina i dieldrina
slobodnom lakazom, predstavljeni su relativno u odnosu na pocetne koncentracije u
procentima (%) (slika 45).
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Slika 45. Relativna kolicina aldrina (A) i dieldrina (B) u odnosu na pocetnu kolicinu nakon reakcije sa
Novozym® 51003 lakazom i u kontrolnom uzorku (kontrola)

Na osnovu prikazanih rezultata, uocljivo je da je u slucaju oba ispitivana pesticida,
vremenom doslo do njihove razgradnje u puferu pH 6,5, prikazano kao “kontrola” na
graficima. Medutim, ova razgradnja nije i$la istim tokom kod aldrina i dieldrina. Ve¢ je ranije
naglaseno da se u prirodi aldrin transformi$e u dieldrin, koji je jedan od najperzistentnijih
organskih polutanata.
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Razgradnja aldrina zapoceta je prvog dana, nakon koga je razgradeno 24 % i 42,45 % u
kontrolnom uzorku i u uzorku sa lakazom, redom. To je ujedno bio i najvedi postignuti
doprinos enzimske razgradnje ukupnoj, sa 18,5 %. Razgradnja se nastavila manjom brzinom i
narednih dana, tako da je preostalog aldrina u uzorku sa lakazom bilo 53,5 % nakon 3. dana, a
u slepoj probi 58,1 % od pocetne koncentracije. Ovaj stepen degradacije aldrina ostao je
priblizan i do kraja eksperimenta, posto je na kraju 7. dana procenat razgradenog aldrina
Novozym® 51003 lakazom iznosio 57,2 %, dok se 45,2 % aldrina razgradilo u uzorku slepe
probe, iz ¢ega se nakon konac¢nog reakcionog vremena vidi doprinos lakaze razgradnji
pesticida od 12,5 % (slika 45A).

Rezultati ovog ispitanja pokazuju da se dieldrin nije razgradivao u velikoj meri tokom
prva 2 dana, u kontrolnom uzorku, nakon cega je preostala koli¢ina dieldrina u odnosu na
pocetnu iznosila 91,6 % (slika 45B). Nakon drugog dana, dolazi do njegove nagle razgradnje u
puferu, tako da su preostale kolic¢ine dieldrina posle 3., 4.1 5. dana iznosile 51,3 %, 45,6 % i 40,3
% redom. Nakon 7. dana ispitivanja, u uzorku slepe probe, odnosno kontrolnom uzorku,
preostalo je 30,3 % dieldrina. S obzirom da je dieldrin relativno stabilan pri pH 4-7, otporan na
dejstvo kiselina i baza, kao i svetlost, a skoro nerastvoran u vodi, moguce je da je do njegove
razgradnje tokom vremena doslo usled izlozenosti kombinaciji reakcionih uslova, od kojih je
svaki imao vedi ili manji doprinos, nakon perioda od 2 dana.

Razgradnja lakazom, nasuprot degradaciji u puferu, zapocela je ve¢ prvog dana, tako da
je preostala koncentracija dieldrina iznosila 43,8 % i nastavila se tokom slede¢ih dana,
dostigavsi vrednost od 9,23 % preostalog dieldrina u uzorku nakon 5. dana reakcije. Ovaj
procenat razgradnje nije se bitno promenio ni do kraja 7. dana, kada je iznosio 7,6 %.

Na osnovu prikazanih rezultata, o¢igledno je da je tokom prva dva dana reakcije, gotovo
sva razgradnja dieldrina bila usled dejstva lakaze, a procenat razgradenog dieldrina koji se
mozZze pripisati samo dejstvu lakaze iznosio je 55,6 %. Produzavanjem vremena reakcije, usled
degradacije pesticida u puferu, na kraju 7. dana, ovaj doprinos je smanjen na svega 19,7 %.
Moze se zakljuciti da lakaza ima sklonost ka ovom supstratu, u datim reakcionim uslovima,
razgradujuéi ga u relativno kratkom vremenskom periodu, u odnosu na proces njegove
degradacije u puferu.

Rezultati biodegradacije aldrina i dieldrina mogu se naci i u literaturi. Prilikom
ispitivanja njihove razgradnje gljivama belog truljenja Pleurotus ostreatus, nakon inkubacije od
14 dana, aldrin je eliminisan u potpunosti iz medijuma, dok je dieldrin razgraden samo 18 %.
Pretpostavlja se da u degradaciji aldrina i njegovog metabolita ucestvuju enzimi koje ove gljive
proizvode, medu kojima i lakaza [144]. Razgradnja ova dva pesticida dokazana je i gljivama
belog truljenja roda Phlebia [145].

Nakon izvrSenih eksperimenata, moze se uociti slican trend razgradnje pojedinog
jedinjenja iz ove grupe OCP-a i njegovog derivata, Novozym® 51003 lakazom, kao i sli¢an trend
njihove razgradnje u puferu, odnosno u kontrolnom uzorku. Ovakvi parovi jedinjenja (DDT i
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DDD, aldrin i dieldrin) razgradivani su na slican nac¢in lakazom, tako $to je osnovni pesticid
razgradivan relativno postupno, dok je njegov derivat razgradivan mnogo brze, u prva 2 ili 3
dana reakcije (slike 41 i 45).

Rezultati dokazuju da su i ova dva ispitivana insekticida, aldrin i dieldrin, pogodni
supstrati za Novozym® 51003 lakazu.

4.2.2.2. Razgradnja endosulfana Ii Il

Pracenje promene koli¢ina endosulfana I i II vrSeno je paralelno u uzorcima u kojima
su se nalazila oba izomera, a na osnovu povrsine pikova u uzorku slepe probe, koji su se
detektovali GC-MS metodom na retencionim vremenima od 23,5 min za endosulfan 11 25,8 min
za endosulfan II. Hromatogram dobijen prilikom analize endosulfana prikazan je na slici 46.
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Slika 46. Gasni hromatogram kontrolnog uzorka endosulfana I i endosulfana 11

Karakteristi¢ni joni za potvrdivanje prisustva endosulfana I bili su 195 m/z, 241 m/z,
197 m/z 1239 m/z, a za potvrdivanje prisustva endosulfana II konfirmacioni joni bili su 195
m/z,241 m/z,159 m/z 1237 m/z, preuzeti iz NIST biblioteke spektara.

Rezultati koji su dobijeni u ovom eksperimentu, predstavljeni su na slici 47, na isti nacin
kao i za prethodno ispitivane pesticide.
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Slika 47. Relativna kolicina endosulfana I (A) i endosulfana II (B) u odnosu na pocetnu kolicinu nakon
reakcije sa Novozym® 51003 lakazom i u kontrolnom uzorku (kontrola)

Na osnovu prikazanih rezulatata, uocava se da je razgradnja, slobodnom Novozym®
51003 lakazom, oba izomera tekla na gotovo identi¢an nacin. Razgradnja endosulfana se
dogadala vremenom i u puferu, na sli¢an nacin kao i u slucaju razgradnje dieldrina. Za dva
dana reakcije, u puferu je preostalo 89,9 % endosulfana i 87,9 % endosulfana II, dok je lakaza
u puferu u istom periodu razgradila 62,0 % endosulfana Ii54,8 % endosulfana II. Stoga se moze
zakljuciti da je za prva dva dana u uzorku vrSena prvenstveno enzimska razgradnja oba
ispitivana supstrata.

Nakon 7. dana koli¢ina preostalog endosulfana I iznosila je 8,8 %, u uzorku sa lakazom

124,5 % u slepoj probi, u odnosu na pocetnu. Koli¢ina endosulfana I na kraju 7. dana ispitivanja
bila je 10,9 % a u kontrolnom uzorku 30,1 %. Najveci doprinos lakaze razgradnji endosulfana I
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bio je 2. dana reakcije, 51,9 %, dok je na kraju reakcije bio 15,7 %. U slucaju endosulfana II,
najveci doprinos lakaze degradaciji bio je 1. dana, 45,6 %, a na kraju 7. dana bio je 19,2 %.

S obzirom na dobijene rezultate, koji se neznatno razliku u slu¢aju ova dva izomera,
moze se zakljuciti da lakaza nema izraZenu stereohemijsku specifi¢nost u odnosu na ovaj
supstrat.

Podataka o razgradnji endosulfana od strane lakaze ima u naucnoj literaturi. Lakaza
izolovana iz B. subtilis razgradila je priblizno 60 % endosulfana I i II u odnosu na pocetnu
koncentraciju, a obe ispitivane kulture gljiva belog truljenja, T. versicolor i P. ostreatus
razgradivale su endosulfan, dok je efikasnost zavisila od perioda izlaganja. Kao produkti
razgradnje endosulfana, u spomenutoj studiji, identifikovani su endosulfan sulfat i manje
koli¢ine endosulfan etra [146]. Takode u literature postoje podaci o razgradnji endosulfana
lakazom iz Ganoderma lucidum, gde je nakon 15 dana inkubacije koncentracija endosulfana
smanjena na 75 % od pocetne, a nakon 45 dana izlozenosi na 24,7 % [147].

Na osnovu rezultata dobijenih u ovom istrazivanju, moze se zakljuciti da Novozym®
51003 lakaza uspesno razgraduje oba ispitivana izomera endosulfana.

4.2.2.3. Razgradnja heptahlora i heptahlorepoksida

Koli¢ine heptahlora i heptahlor-endo-epoksid izomera A, u ispitivanim uzorcima sa
slobodnom lakazom i u kontrolnim uzorcima, odredivane su relativho u odnosu na pocetnu
koncentraciju, na osnovu povrsine pikova na gasnom hromatogramu, kao i kod svih drugih
ispitivanih pesticida. Hromatografski pikovi za ova dva jedinjenja detektovali su se GC-MS
metodom na retencionim vremenima od 18,7 min za heptahlor i 22,2 min za heptalor-endo-
epoksid izomer A, a na slici 48 su predstavljeni dobijeni hromatogrami.

Konfirmacioni joni za heptahlor bili su 100 m/z, 272 m/z, 274 m/z i 270 m/z. Za
heptahlor-endo-epoksid izomer A, joni koji potvrduju njegovo prisustvo, bili su 81 m/z, 353
m/z,355m/z1i27 m/z, prema NIST biblioteci spektara.

Dobijeni rezultati u ovom ispitivanju, koji se odnose na ispitivanje razgradnje heptahlora

i heptahlor-endo-epoksida izomera A, slobodnom Novozym® 51003 lakazom, kao i u puferu,
odnosno kontrolnom uzorku, prikazani su na slici 49.
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Slika 48. Gasni hromatogrami kontrolnih uzoraka heptahlora i heptahlor-endo-epoksida izomer A

Iz prikazanih rezulatata, uocava se da se degradacija oba jedinjenja dogadala vremenom
i u puferu, odnosno u kontrolnom uzorku, na sli¢an nac¢in kod oba jedinjenja.

U slucaju heptahlora, u kontrolnom uzorku je posle 1, 2. i 3. dana preostalo 90,2 %, 63,1
% 152,3 % pesticida u odnosu na pocetnu koli¢inu, redom. Nakon treceg dana, razgradnja u
puferu se nastavila, ali sporije, da bi na kraju 7. dana u uzorku preostalo 42,4 % od pocetne
koncentracije heptahlora u uzorku.

Enzimska razgradnja heptahlora bila je vrlo sli¢na degradaciji u kontrolnom uzorku, po
svom toku. Prvog, drugog i tre¢eg dana razgradeno je ukupno 17,3 %, 47,2 % i 57,5 % pocetne
koli¢ine, redom u uzorku sa slobodnom lakazom.
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Slika 49. Relativna kolicina heptahlora (A) i heptahlor-endo-epoksida izomer A (B) u odnosu na
pocetnu kolicinu nakon reakcije sa Novozym® 51003 lakazom i u kontrolnom uzorku (kontrola)

Nakon 5. dana razgradnje heptahlora, u uzorku sa lakazom, dostignut je najveci
procenat razgradnje, koji je iznosio 70,0 %. Medutim, imajuci u vidu razgradnju kontrolnog
uzorka, odnosno hemijsku razgradnju heptahlora, moze se zakljuciti da je najveci enzimski
doprinos u toku ukupne razgradnje iznosio blizu 16 %, od 5. dana reakcije pa do kraja
eksperimenta.

Kod heptahlor-endo-epoksida izomer A, u kontrolnom uzorku je u nakon 1, 2. i 3. dana
preostalo 86,6 %, 68,4 % i54,8 % u odnosu na pocetnu koli¢inu pesticida, redom. Imajuci u vidu
da se heptahlor u prirodi veoma lako prevodi u heptahlorepoksid, koji je gotovo nerastvoran
u vodi i kao takav perzistentniji u zZivotnoj sredini, dobijeni rezultati za hemijsku razgradnju u
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puferu, koja je tekla sporije nego u slucaju heptahlora, su u skladu sa ovim ¢injenicama. Nakon
treceg dana, razgradnja u kontrolnom uzorku se nastavila, ali sporije, da bi na kraju 7. dana u
uzorku preostalo 23,2 %. Na osnovu prikazane krive toka ove razgradnje (slika 49B), moze se
zakljuciti da bi se razgradnja verovatno nastavila i dalje, sporim tempom, ali cilj eksperimenta
bio je pracenje enzimske razgradnje heptahlorepoksida.

Razgradnja heptahlor-endo-epoksida izomera A, pracena u uzorku sa lakazom, tekla je
brze od razgradnje heptahlora. Tako je prvog dana reakcije razgradeno 59,8 %, drugog do 73,0
% a treceg do 79,7 % od pocetne koncentracije. Nakon tog perioda, nije zabelezen znacajniji pad
koncentracije ispitivanog pesticida u uzorku, a na kraju 7. dana u ovom uzorku ga je preostalo
11,5 %. Moze se zakljuciti da je enzimski doprinos razgradnji bio najveci prvog dana, i iznosio
je 46,4 %, u kom periodu se najveca koli¢ina razgradenog heptahlor-endo-epoksida izomera A
mozZe pripisati dejstvu Novozym® 51003 lakaze. Nakon 7. dana reakcije, razlika izmedu
preostalih koli¢ina ispitivanog supstrata u kontrolnom uzorku i u uzorku sa lakazom iznosila
je 11,7 %.

I u slucaju ovog ispitivanja mogucnosti razgradnje izabranih insekticida slobodnom
Novozym® 51003 lakazom, radi se o dva supstrata koji predstavljaju osnovno jedinjenje
(heptahlor) i njegov metabolit (heptahlorepoksid). MoZe se uociti da je razgradnja tekla sli¢no
kao i u prethodnim ispitivanim parovima jedinjenja, DDT i DDD (slika 41) i aldrin i dieldrin
(slika 45). Primecena je veca sklonost Novozym® 51003 lakaze ka brzoj razgradnji metabolita,
u odnosu na osnovno polazno jedinjenje.

Podaci o razgradnji heptahlora, kao i heptahlorepoksida, od strane gljiva belog truljenja
mogu se naci u literaturi. U objavljenoj studiji postoje podaci da je 18 vrsta gljiva roda Phlebia,
nakon 14 dana inkubacije, razgradilo do 90 % heptahlora, i do 25 % heptahlorepoksida.
Identifikovani metaboliti heptahlora bili su heptahlorepoksid i manje koli¢ine 1-
hidroksihlordana i 1-hidroksi-2,3-epoksihlordana, dok su metaboliti heptahlorepoksida bili
heptahlordiol i 1-hidroksi-2,3-epoksihlordan, ukazujuéi na to da se u toku razgradnje desavaju
hidroliza i hidroksilacija u epoksidnom prstenu i u polozaju 1 heptahlorepoksida, redom. Ova
razgradnja pripisuje se dejstvu lignolitickih ekstracelularnih enzima, medu kojima je i lakaza
[148]. Sli¢ni rezultati postignuti su i u studiji gde je ispitivana razgradnja ova dva supstrata
gliivama iz roda Pleurotus, sa postignutom degradacijom od 89 % heptahlora i 32 %
heptahlorepoksida nakon inkubacije od 28 dana [149].

Dobijeni rezultati u izvrSenim eksperimentima mogucnosti enzimske razgradnje,
potvrduju da Novozym® 51003 lakaza moze uspesno da se koristi za bioremedijaciju zemljista
ili voda zagadenih heptahlorom ili heptahlorepoksidom.
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4.2.3. Razgradnja hlorovanih cikloheksana

Iz ove grupe organohlornih pesticida, ispitivani supstrat za Novozym® 51003 lakazu bio
je y-heksahlorcikloheksan, poznatiji pod komercijalnim nazivom - lindan.

4.2.3.1. Razgradnja lindana

Pracenje uspesnosti razgradnje lindana vrseno je GC-MS analitickom tehnikom, na isti
nacin kako je opisano i za ostale pesticide. Joni ¢ije je prisustvo dokazivalo lindan u uzorku bili
su 181 m/z, 183 m/z, 219 m/z i 217 m/z, prema NIST biblioteci spektara. Dobijeni
hromatogram prikazan je na slici 50. Hromatografski pik lindana, na osnovu ¢ije povrsine je
vrsena kvantifikacija, detektovan je na retencionom vremenu od 15,4 minuta.
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Slika 50. Gasni hromatogram kontrolnog uzorka lindana

Dobijeni rezultati razgradnje lindana predstavljeni su na slici 51, izrazeni u procentnom
odnosu preostale koli¢ine lindana u uzorku, u odnosu na poc¢etnu, kao i za sve ostale ispitivane
insekticide.
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Slika 51. Relativna kolicina lindana u odnosu na pocetnu kolicinu nakon reakcije sa Novozym® 51003
lakazom

Nakon prvog dana reakcije, lindan je bio razgraden do 70,5 % pocetne koncentracije, dok
je drugog dana, razgradnja nastavljena do 64,9 %. Razgradnja lindana nastavljena je i u
slede¢im danima, tako da je nakon 3. dana koncentracija lindana u ispitivanom uzorku
smanjena na 56,8 % od pocetne koncentracije, da bi nakon 6. dana bila smanjena na 49,0 % od
pocetne, sto je ujedno bila i najmanja koncentracija u uzorku, na kraju eksperimenta. U toku
ove analize, nije detektovana promena koncentracije lindana u kontrolnom uzorku, odnosno
njegova razgradnja u puferu.

Poslednjih godina su proucavane i razvijene tehnologije za remedijaciju Zivotne
sredine, gde je detektovano prisustvo lindana, koje ukljuc¢uju fizicke, hemijske i bioloske
tehnike. Jedna od naj¢esée korisc¢enih tehnika, a ujedno i preferirana, je bioloska razgradnja
lindana koriséenjem razli¢itih mikroorganizama kao $to su gljive, bakterije, kvasci i alge, kako
u aerobnim tako i u anaerobnim uslovima. Medu njima su istraZzene gljive belog truljenja,
uobicajeni izvor enzima lakaze [150]. Od proucavanih tehnika za degradaciju lindana, izdvajaju
se mikrobni konzorcijum, fitoremedijacija, nanobiotehnologija, kloniranje gena,
metagenomika, interakcija biljaka i mikroba ili razgradnja uz ucescée biosurfaktanata. Medutim,
najbolje izglede za razvoj ekonomski odrzivih tehnologija bioremedijacije lindana imaju
kombinacije pojedinih navedenih tehnika [151].
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Dobijeni rezultati u ovom ekperimentu predstavljaju osnovu za dobre izglede
slobodne, a potencijalno i imobilisane lakaze u bioremedijaciji vode, zemljista ili sedimenata
zagadenih lindanom.

4.2.4. I1zbor organohlornog pesticida za dalje eksperimente

Cilj ispitivanja mogucnosti razgradnje razlicitih grupa organohlornih pesticida, bio je da
se definise jedan model-pesticid, ¢ija ¢e se razgradnja u nastavku eksperimentalnog dela vrsiti
imobilisanom lakazom. Rezultati istrazivanja pokazali su da je u slucaju svih ispitivanih
pesticida doslo do razgradnje slobodnom lakazom, u vecoj ili manjoj meri.

Najveca ukupna razgradnja postignuta je kod pesticida kod kojih je doslo i do njihove
degradacije u puferu, u kom slucaju je posmatran samo enzimski doprinos razgradnji. Na kraju
izvrSenih eksperimenata, odnosno nakon 7. dana, doprinos slobodne lakaze razgradnji iznosio
je: za 4,4’-DDT - 27,2 %, za 4,4’-DDD - 48 %, za metoksihlor - 27,1 %, za aldrin - 12,5 %, za
dieldrin - 19,7 %, za endosulfan I - 15,7 % i endosulfan II - 19,2 %, za heptahlor - 16 %, za
heptahlor-endo-epoksid izomer A - 11,7 % i za lindan - 51 %.

Kinetika reakcija razgradnje nije bila ista kod svih pesticida. Kod nekih je enzimska
degradacija bila dominantna i tekla mnogo brze u u odnosu na razgradnju u puferu, u pocetku
reakcije, odnosno u prva 2 dana reakcije (dieldrin, endosulfan I i II i heptahlor-endo-epoksid
izomer A). Pesticidi kod kojih je primecen ovakav tok razgradnje predstavljaju uglavnom
metabolite osnovnog pesticida, koji su, kao takvi, stabilnija jedinjenja u Zivotnoj sredini i
predstavljaju mnogo veci problem zbog svoje izraZzene perzistentnosti. Moguce je da je ovakav
tok reakcije posledica toga Sto njihova razgradnja u puferu gotovo nije postojala prva dva dana,
ili nije mogla biti detektovana izabranom analitickom tehnikom pod datim eksperimentalnim
uslovima, pa je ukupna koli¢ina pesticida bila dostupna molekulima lakaze, kao supstrat.
Smanjivanjem dostupne koncentracije pesticida usled razgradnje u puferu koja se kasnije
dogadala, i udeo enzimske razgradnje se smanjivao, najverovatnije zbog smanjivanja koli¢ine
supstrata i gubitka aktivnosti lakaze.

Kod pesticida 4,4’-DDD i lindana, na osnovu dobijenih rezultata, moze se zakljuciti da
je postignuta najveca razgradnja polaznog jedinjenja lakazom. Razgradnja kontrolnog uzorka
u slucaju ova dva pesticida nije detektovana, Sto je donekle ocekivan rezultat, posto oba
pesticida predstavljaju dugotrajne organske zagadujuce supstance, koje se izuzetno tesko
uklanjaju iz Zivotne sredine i dugo u njoj zadrzavaju. Kada se pogleda njihova molekulska
masa data u tabeli 4, moZe se uociti da ova dva jedinjenja, od svih ispitanih, imaju najmanju
molekulsku masu i predstavljaju najmanja jedinjenja. Moguce je da je ovo bila presudna
karakteristika za izraZenu sklonost lakaze degradaciji navedenih pesticida, posto se moze
pretpostaviti da su iz grupe OCP-a, oni najlakSe mogli da pridu aktivhom centru enzima, bez
vecih sternih smetnji.
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Izbor odredenog pesticida za dalja ispitivanja razgradnje imobilisanom lakazom donet je
na osnovu nekih zaklju¢aka iz prethodno izvrSenih eksperimenata, i definisanih polaznih
osnova kao sto su:

> cinjenica da je utvrdeno da dolazi i do razgradnje velikog broja pesticida u Na-fosfatnom
puferu (50 mM, pH 6,5), sa konstantnim magnetnim meSanjem, u providnim
epruvetama i na temperature od 25 °C, §to je nepovoljna prateéa pojava prilikom
ispitivanja enzimske razgradnje

> Kod vedine ispitanih pesticida, nakon 5. dana nije do$lo do promene u procentu
razgradenog supstrata u odnosu na polazni, a kod nekih i znatno ranije

> lzabrani pesticid bi u znacajnom procentu trebalo da bude razgraden, u izvrsenim
eksperimentima, slobodnom lakazom Novozym® 51003, da bi se bolje utvrdile
eventualne prednosti njegove razgradnje imobilisanom lakazom, kao i da bi se reakcije
razgradnje mogle lakSe i ta¢nije pratiti odabranom GC-MS analitickom tehnikom.
Takode, postoji ~mogucnost pojave adsorpcije pesticida od strane nosaca za
imobilizaciju, a da bi se i taj proces mogao detektovati i pratiti, procenat razgradnje
izabranog pesticida lakazom, u izvr§enim eksperimentima, bi trebalo da je $to vecdi.

» lzabrani pesticid treba da pripada grupi pesticida, koja nije do sada u literaturi opsezno
istrazivana i za koju je ve¢ utvrdena i uspesno primenjena bioremedijacija.

Uzevsi u obzir navedene polazne osnove, pesticidi koji ispunjavaju gotovo sve uslove
bili su 4,4’-DDD i lindan. Procenat njihove razgradnje slobodnom lakazom bio je gotovo isti,
medutim, posto je 4,4'-DDD derivat 4,4’-DDT-a, jednog od najvise komercijalno koris¢enog i u
naucnoj i strucnoj literaturi najvise istraZzivanog pesticida, kao model-pesticid za dalje
eksperimente izbran je insekticid lindan.

Takode, s obzirom da je u toku svih izvrSenih eksperimenata utvrdeno, da je dovoljno
reakciono vreme iznosilo 6 dana, pogotovo u slucaju lindana, gde lakaza nije iskazala
produZenu aktivnost, za dalje eksperimente u skladu sa tim je i skra¢eno reakciono vreme za
ispitivanje imobilisane lakaze.

4.3. Imobilizacija lakaze na AFNS

Nakon ispitivanja pH optimuma i pl, kao i izbora pesticida ¢ije e se moguénosti
razgradnje imobilisanim preparatom dalje istrazivati, izvrSena je imobilizacija Novozym®
51003 lakaze na AFNS.
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Posto se vezivanje enzima na neporoznu pirogenu nanosiliku (FNS) obi¢no odvija
samo slabim vodoni¢nim vezama i Van der Valsovim silama, kao i nespecifi¢cnim
elektrostatickim interakcijama, FNS je modifikovan sa aminopropil-trimetilsilanom (APTMS)
sa ciljem uvodenja amino grupa na povrsini FNS-a (slika 19). Na ovaj nac¢in mogu se omoguciti
stabilnije elektrostaticke interakcije sa nukleofilnim grupama (tiolnim, karboksilnim ili ¢ak
hidroksilnim) bo¢nih lanaca proteina.

Nanocestice silike, posebno pirogene nanosilike (FNS), sa svojim povoljnim fizickim
svojstvima kao $to su ujednacena veli¢ina cestica, ve¢i odnos povrsine i zapremine, termicka i
mehanicka stabilnost, biokompatibilnost i velika otpornost na kontaminaciju od strane
mikroba i organsko okruzenje, do sada su uspesno koris¢ene za imobilizaciju enzima [75,152-
156]. Cestice pirogene nano-silike, kao i amino-funkcionalizovane &estice pirogene nano-silike,
pokazale su se efikasnim nosa¢ima za imobilizaciju lipaze iz Candida rugosa i f-galaktozidaze
iz Aspergillus oryzae [75,157].

4.3.1. Uticaj pH na proces imobilizacije

Modifikacija nanocestica silike, uvodenjem amino-grupa, izvrsena je kako je opisano
u metodama, poglavlje 3.2.1. Koli¢ina uvedenih amino grupa na povrsini FNS-a takode je
kvantifikovana postupkom titracije kao §to su opisali Jung et al. [133]. Dobijeni rezultat pokazao
je da se unosi 4,58 mmol/mg amino grupa na povrsinu FNS nosaca, $to je znatno vise od
vrednosti dobijenih u drugim istraZivanjima, koja su bila usmerena na funkcionalizaciju
velikog broja razli¢itih nosaca.

Silanolne grupe (Si-OH) na povrsini nanocestica silike su deprotonizovane na pH
vrednosti iznad 4 i zbog toga se molekuli lakaza sa negativno naelektrisanom povr§inom na
prethodno utvrdenom pH optimumu ne mogu lako vezati, zbog odbojnih sila koje se javljaju
izmedu njihovih povrsina[75]. Da bi se prevazisla ova prepreka i pospesilo vezivanje lakaze na
nosa¢, u ovoj studiji su kao nosa¢ koris¢ene amino funkcionalizovane cestice nanosilike
(AFNS). Kao rezultat aktivacije nosaca, velika koli¢ina amino grupa je uvedena na povrsinu
FNS-a, koje mogu uspostaviti elektrostaticke interakcije sa povrsinskim karboksilnim grupama
lakaze.

Da bi se odredio optimalni pH =za imobilizaciju lakaze na ovako amino-
funkcionalizovani nosa¢ AFNS, pracena su dva parametra vazna za procenu uspesSnosti
procesa imobilizacije (aktivnost i prinos imobilizacije proteina) za vrednosti pH u opsegu od
4,0 do 8,0. Aktivnosti su izrazene relativno, u odnosu na maksimalnu izmerenu aktivnost.
Dobijeni rezultati prikazani su na slici 52. Imobilizacija na svakoj ispitanoj pH vrednosti vrena
je sa 80 mg ponudenih proteina po gramu nosac¢a tokom jednog sata trajanja eksperimenta, uz
upotrebu ABTS-a kao supstrata u ovom ispitivanju.
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Kao sto se moze videti sa slike 52, najmanji prinos imobilizacije proteina od 65 % i
relativna aktivnost od 18 %, su dobijeni kada se imobilizacija lakaze vrsi na pH 4,0. Svi ostali
rezultati odnose se na pH vrednosti iznad pl koris¢ene lakaze, koja je utvrdena da iznosi 4,0.
Iako je koli¢ina imobilisanih proteina pri pH izmedu 5,0 i 8,0 bila gotovo identi¢na (priblizno
89 % od ponudenih proteina bilo je vezano na povrsini nosaca), lakaza imobilisana na AFNS je
imala najvecu aktivnost na pH 5,0. Ova pH vrednost imobilizacije od 5,0 je unutar opsega pH
u kojem slobodna lakaza ispoljava aktivnost, kao $to je ve¢ prikazano na slici 38, i iznad
izoelektri¢ne tacke enzima, odredenoj u ovoj studiji. Na slici 52 moze se uociti da dobijeni profil
vrednosti za prinos imobilizacije proteina ne odgovara profilu za relativnu aktivnost posto je
nesto strmiji pad aktivnosti sa udaljavanjem od optimalne pH vrednosti.

110 r ’

T T 1 110
_ CRelativna aktivnost (%)
100 S i Prinos imobilizacije proteina(%)- 100
90 I - 90

80 — //:, ] ] 80 7

9 / 170 &

=~ B
‘g 60 S
/ 3

= &

o 40 =
= S
o= e.

E I~ 30 g

)
-2 -20 —~
, &2
/ -10
0
4.0 6.0 7.0 8.0
pH

Slika 52. Optimizacija pH imobilizacije lakaze iz Myceliophthora thermophila sa ekspresijom u
Aspergillus oryzae (Novozym® 51003) na AFNS

Posto je imobilisana lakaza pokazala znac¢ajnu aktivnost na pH vrednosti priblizno 5,0,
a i na istom pH dobijeni prinos imobilizacije proteina je imao najvisu vrednost, ova pH
vrednost je usvojena kao optimum za imobilizaciju lakaze iz Myceliophthora thermophila na
AFNS. Ovaj optimizovani pH koriséen je i za dalja ispitivanja kinetike imobilisane lakaze.

U ovoj studiji ispitan je i uticaj pH na aktivnost lakaze imobilisane na AFNS, u opsegu
pH 4,0-8,5, a dobijeni rezultat je predstavljen na slici 53.
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Slika 53. pH optimum lakaze imobilisane na AFNS

Optimalni pH za slobodnu lakazu je ranije utvrden da se nalazi na pH 6,8 (slika 38),
dok je optimalni pH u odnosu na koncentraciju imobilisane aktivnosi, za imobilisanu lakazu
promeren na pH 7,5 (slika 53). Promena pH optimuma za imobilisanu lakazu na kiseliju oblast
nije neuobicajena i moze se naci i u literaturi [158]. Ovaj pomak u pH profilu aktivnosti enzima
nakon imobilizacije javlja se zbog ¢injenice da su formirane elektrostaticke interakcije sa
matriksom uzrokovale nejednaku raspodelu H* i OH- jona u mikrookruZenju imobilisanog
enzima i ukupnog rastvora [159-161].

Dobijeni rezultati ukazuju na ¢injenicu da pri imobilizaciji na pH 5,0 aktivnost lakaze
nije smanjena, ve¢ naprotiv, ostaje o¢uvana u Sirem opsegu. Na osnovu dobijenih profila pH
aktivnosti lakaze imobilisane na AFNS, kao i slobodne lakaze, vidi se da se pH optimum
slobodne lakaze od 6,8 nalazi unutar vrednosti koje pripadaju platou krive aktivnosti
imobilisane lakaze u zavisnosti od pH (slika 53), bliskoj samom utvdenom optimumu
imobilisanog preparata. Metoda za odredivanje aktivnosti lakaze, koris¢enjem ABTS-a kao
supstrata, prilagodena je pH vrednosti od 6,5. Kako se ova vrednost takode nalazi blisko pH
optimumu imobilisane lakaze, a u okviru platoa krive prikazane na slici 53, ova pH vrednost,
od 6,5 je izabrana kao optimalna na kojoj ¢e biti merene koncentracije imobilisane aktivnosti,
sa ABTS-om kao supstratom.
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4.3.2. Ispitivanje kinetike adsorpcije

Da bi se istrazila veza izmedu koli¢ine lakaze koja je adsorbovana na AFNS i
ravnotezne koncentracije lakaze, koris¢en je model adsorpcione izoterme, odnsno Langmirov
model, preuzet iz literature [162]. Modeli adsorpcionih izotermi daju smernice o tome da li se
javljaju promene na povrsini ¢estica prilikom modifikacije. Langmirova izoterma je zasnovana
na pretpostavci o adsorpciji lakaze u jednom sloju na nosa¢, odnosno o formiranju monosloja
na povrsini AFNS-a, na kome postoji ograni¢en broj adsorpcionih mesta jednake energije
adsorpcije [76]. Adsorpcioni model je opisan jedna¢inom [162] :

__ qm'bCe

Qe = 1+b-C (14)

gde je: g. je koncentracija lakaze adsorbovane na AFNS (mg/g); C. je ravnotezna koncentracija
lakaze u rastvoru (mg/ml); gm je Langmirov maksimalni adsorpcioni kapacitet za formiranje
kompletnog monosloja enzima na povrsini nanocestica pri uspostavljenoj ravnotezi (mg/g); b
je Langmirova ravnoteZzna konstanta (ml/mg).

Eksperimentalni podaci su fitovani koriS¢enjem Langmirove izoterme, a rezultati
poklapanja modela prikazani su na slici 54.
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Slika 54. Langmirova adsorpciona izoterma za imobilizaciju lakaze na AFNS
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Koeficijent regresije R?, kao mera slaganja eksperimentalnih podataka sa
pretpostavljenim modelom, sa vrednoséu od 0,97 $to je vrlo blisko vrednosti potpunog
poklapanja, potvrduje da Langmirov model adekvatno predvida eksperimentalne podatke, pa
se moZe zakljuciti da je fizicka adsorpcija lakaze na AFNS vezivanje enzima na povrsinu nosaca
formiranjem monosloja [159]. Ostale vrednosti parametara u jednacini 14, dobijene ovim
ispitivanjem, iznosile su za g 226 mg/ g, dok je Langmirova ravnoteZna konstanta iznosila 58,8
ml/mg.

Kinetika imobilizacije lakaze na AFNS analizirana je izvodenjem imobilizacije sa
razli¢itim koncentracijama ponudenih enzima, od 32 mg, 80 mg, 160 mg i 320 mg ponudenih
proteina po gramu nosaca, a koncentracija imobilisanih proteina pracena je tokom dva sata.
Dobijeni rezultati u ovom ispitivanju prikazani su na slici 55.
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Slika 55. Kinetika adsorpcije lakaze na AFNS za razlicite koncentracije ponudenih proteina: 32 mg
proteina/g nosaca (m), 80 mg proteina/g nosaca (e), 160 mg proteina/g nosaca (A ), 320 mg proteina/g
nosaca (4).

Za pocetne koncentracije lakaze od 32 mg/g, 80 mg/g i 160 mg/g, koncentracije
imobilisanih enzima povecavaju se do 26,8 mg/g, 71,3 mg/g i 122,3 mg/g nosaca, redom.
Najveca koncentracija imobilisanog enzima bila je 240,5 mg/g nosaca, dobijena za pocetnu
koncentraciju lakaze od 320 mg/g. Adsorpcija enzima je veoma brza, buduci da se preko 90 %
maksimalne koncentracije fizicki vezanog enzima za AFNS nosa¢, dostize u prvih 20 minuta
za niZe koncentracije ponudenih proteina. Za najve¢u ponudenu koncentraciju enzima, za isto
vreme, dostignuto je preko 80 % najvece koncentracije imobilsanog enzima. Maksimalne
koncentracije imobilisanih enzima dostignute su nakon 40 minuta od pocetka imobilizacije, a
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nakon toga se uspostavlja ravnoteza izmedu imobilisanih i slobodnih molekula enzima u
rastvoru.

Eksperimentalni podaci dobijeni ovim istraZivanjem su fitovani kinetickim modelom
pseudo-prvog reda, koji se zasniva na pretpostavci da je brzina adsorpcije proporcionalna broju
slobodnih mesta za vezivanje na adsorbatu. Model se opisuje na osnovu Lagergrenove
jednacine:

qr = qe(1 —e "ty

gde su g. ravnotezna koncentracija adsorbovanog enzima (mg/g) i g: koncentracija
adsorbovanog enzima (mg/g) u vremenu trajanja adsorpcije t (min) [2,162,163]. k1 je konstanta
brzine procesa adsorpcije pseudo-prvog reda (1/min). Ovaj model je izabran zbog toga Sto se
najc¢esée povezuje sa fizickom adsorpcijom, kojom upravljaju slabe sile interakcija izmedu
adsorbata i povrsine adsorbensa. Fitovane krive prikazane su na slici 54, a kineti¢ki parametri
izra¢unati pomoc¢u ovog modela prikazani su u tabeli 8.

Tabela 8. Parametri kinetickog modela pseudo-prvog reda za lakazu imobilisanu na AFNS za razlicite
koncentracije ponudenih proteina (mg/g).

Konce?traciju' ks o ,
ponude(zzg/ g)rotemu (1/min) (mg/0) R
32 0,059 27,1 0,991
80 0,135 71,7 0,997
160 0,112 124 1,000
320 0,100 234 0,996

Koeficijenti regresije (R?) za sve pocetne koncentracije proteina imaju vrednosti vece
od 0,991 sto ukazuje na dobro slaganje ovog modela sa eksperimentalnim podacima dobijenim
u ovom ispitivanju. Dobijene vrednosti potvrduju da je adsorpcioni proces izmedu AFNS
nosaca i enzima lakaze kontrolisan slabim silama interakcije, kao $to je i ranije pretpostavljeno.
Izracunate vrednosti za g. za ravnotezne koncentracije adsorbovanih enzima, u dobroj su
korelaciji sa dobijenim ravnoteznim koncentracijama. MoZe se zapaziti da je maksimalna
vrednost konstantne brzine postignuta pri ponudenoj koncentraciji proteina od 80 mg/g, dok
je dalje povecdanje koncentracije proteina rezultiralo neznatnim padom konstantne brzine,
prema rezultatima prikazanim u tabeli 8. Moguce je da pri vecoj koncentraciji ponudenih
proteina deo zauzetih pozicija vezivanja na povrsini nosac¢a postane veoma veliki, odnosno da
se u pocetnoj fazi brzo popune slobodna mesta za vezivanje na povrsini nosaca. Usled toga, u
daljim fazama imobilizacije ucestalost uspesnih interakcija enzima i nosaca opada, uprkos
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velikoj koncentraciji proteina, a usled nize koncentracije slobodnih mesta za vezivanje na
povrsini AFNS.

Pored navedenih ispitivanja kinetike imobilizacije, ispitan je uticaj koncentracije
ponudenih proteina na prinos imobilizacije proteina, a rezultati su prikazani na slici 56.
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Slika 56. Uticaj koncentracije ponudenih proteina na prinos imobilizacije proteina lakaze imobilisane
na AFNS.

Dobijene vrednosti prinosa imobilizacije proteina bile su u opsegu od 75,2 % za
najvec¢u koncentraciju ponudenih proteina, do 89,2 % za koncentraciju ponudenih proteina od
80 mg po g nosaca, a ne za najnizu koncentraciju ponudenih proteina. Za najniZzu koncentraciju
ponudenih proteina od 32 mg po g nosaca, prinos imobilizacije proteina bio je 83,6 %. Svi
dobijeni rezultati koji se odnose na postignute koncentracije imobilisanih proteina i prinose
imobilizacije proteina ukazuju na to da APTMS-om hemijski modifikovana pirogena nanosilika
(AFNS) ima dobru perspektivu u primeni kao nosac za imobilizaciju lakaze, u Ssirokom opsegu
ponudenih koncentracija proteina.

Dobijene koncentracije imobilisanih proteina, u ovom ispitivanju, su veoma visoke u
poredenju sa ranije objavljenim rezultatima, u kojima su za imobilizaciju primenjeni
komercijalni makroporozni nosaci, kao i AFNS [75,164,165]. IstraZivanja usmerena na
nanomaterijale kao nosace za imobilizaciji enzima, u vedini slucajeva imaju rezultate za
koncentracije imobilisanih enzima u opsegu do 130 mg po g nosaca, sa samo nekoliko izuzetaka
u kojima su dobijene vece koncentracije od 250 mg po g nosaca, koliko je dobijeno u ovom
istrazivanju [166-170].
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Da bi se izvrsila potpuna optimizacija procesa imobilizacije, ispitivan je i uticaj
koncentracije ponudenih proteina na aktivnost imobilisane lakaze, a rezultati su prezentovani
u slede¢em poglavlju. Ispitivanje je vrSeno zbog toga Sto specifi¢na aktivnost imobilisanog
enzima takode zavisi od njegove konformacione fleksibilnosti i mikrookoline, koja se moZe
izmeniti pri ve¢im koncentracijama imobilisanih proteina.

4.3.3. Ispitivanje aktivnosti lakaze imobilisane na AFNS

Parametri koji su dalje ispitivani bili su: promena aktivnosti imobilisanog enzima
tokom vremena trajanja imobilizacije, specifi¢cna aktivnost (IU po mg proteina) i prinos
imobilizacije aktivnosti (%) pri razli¢itim koncentracijama ponudenih proteina. Koncentracije
ponudenih proteina, kao i u prethodnoj studiji, iznosile su 32 mg, 80 mg, 160 mg i 320 mg po g
nosaca.

Rezultati koji su dobijeni nakon pomenutih ispitivanja vremena trajanja imobilizacije
u zavisnosti od razlic¢itih koncentracija ponudenih proteina, prikazani su su na slici 57. Prilikom
pracenja aktivnosti imobilisane lakaze, primecéen je vrlo slican trend kao kod pracenja
koncentracije imobilisanih proteina (slika 55). Najveca aktivnost lakaze koja je imobilisana na
AFNS nosac (1845 IU/ g) je dobijena nakon 40 minuta imobilizacije za koncentraciju ponudenih
proteina od 320 mg po g nosaca. Pri nizoj koncentraciji ponudenih proteina kinetika aktivnosti
imobilisane lakaze (slika 57) bila je sporija od kinetike imobilizacije proteina (slika 55), posto je
maksimalna aktivnost postignuta nakon 60 minuta.
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Slika 57. Uticaj vremena imobilizacije na aktivnost lakaze imobilisane na AFNS pri razlicitim
koncentracijama ponudenih proteina (32 mg proteina/g-nosaca (- m -), 80 mg proteina/g nosaca (- e -),
160 mg proteina/g nosaca (- A -), 320 mg proteina/ g nosaca (- 4 -).
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Prezentovani nalazi potvrdeni su i analizom uticaja koncentracije ponudenih proteina
na specifiénu aktivnost lakaze (slika 58), koja pokazuje da se najveca specifi¢na aktivnost (13,1
IU/mg proteina) postize pri koncentraciji ponudenih proteina od 160 mg po g nosaca.

Zapazen je slican trend prinosa imobilizacije aktivnosti za razli¢ite koncentracije
ponudenih proteina, kako je prikazano na slici 58. Kao $to se moze videti iz dobijenih rezultata,
najvedi prinos imobilizacije aktivnosti postignut je za koncentraciju ponudenih proteina od 160
mg po g nosaca, koja je, nakon uspostavljanja ravnoteze izmedu imobilisanih i preostalih
rastvorenih molekula enzima, dostigao vrednost od 68,3 %.
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Slika 58. Uticaj koncentracije ponudenih proteina na specificnu aktivnost (IU/mg proteina) i prinos
imobilizacije aktivnosti (%) lakaze imobilisane na AFNS.

Dobijeni rezultati ukazuju na to da se nakon imobilizacije o¢uvala velika aktivnost
lakaze. Prethodno je potvrdeno da elektrostaticke privla¢ne sile upravljaju interakcijom
izmedu negativno naelektrisanih proteinskih ostataka i pozitivno naelektrisanih amino grupa
AFNS-a, pod datim eksperimentalnim uslovima. Velika aktivnost imobilisane lakaze moze se
objasniti ¢injenicom da su negativno naelektrisane proteinske grupe, koje ucestvuju u
adsorpciji enzima na nosac, nasuprot aktivnom centru lakaze, sto omogucava laksi pristup
supstrata. Pri visim koncentracijama ponudenih proteina nije zapaZeno znacajno povecanje
aktivnosti enzima (slika 57), pa se moZe zakljuciti da nema bitne promene u koncentraciji
aktivnih imobilisanih proteina iznad 160 mg po g nosaca.

Takode, u dodatnom ispitivanju, gde je imobilizacija vrSena sa koncentracijom
ponudenih proteina od 800 mg/g, doslo je do naglog pada aktivnosti. Aktivnost imobilisane
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lakaze na 800 mg/g bila je priblizno 1000 IU/g, $to je znatno niZe od aktivnosti imobilisane
lakaze pri koncentracijama ponudenih proteina od 160 mg/g i 320 mg/g, kada je dobijena
najveca vrednost aktivnosti od 1845 IU/g. Stoga se moze zakljuciti da je koncentracija od 160
mg ponudenog enzima po g nosaca optimalna u svrhu imobilizacije Novozym® 51003 lakaze
na AFNS.

Nakon optimizacije imobilizacije lakaze na AFNS, pri ¢emu je ABTS koriséen kao
supstrat, ispitivana je oksido-redukciona aktivnost imobilisane lakaze koriste¢i kao supstrat
organohlorni pesticid lindan (y-HCH).

4.4. Razgradnja lindana lakazom imobilisanom na AFNS

Nakon sto je u prethodnim eksperimentima potvrdena razgradnja lindana slobodnom
Novozym® 51003 lakazom, u okviru izvrsenih eksperimenata, pracena je i degradacija lindana
slobodnom lakazom i imobilisanim preparatom, paralelno. Razgradnja je vrSena sa pocetnim
koncentracijama koje obezbeduju jednaku pocetnu aktivnost (3,5 IU) slobodne lakaze i lakaze
imobilisane na AFNS, buducdi da, tako postavljen eksperiment, omogucava adekvatnu procenu
sklonosti imobilisane lakaze ka razgradnji lindana.

Za pracenje uspe$nosti razgradnje lindana, kako slobodnom, tako i lakazom
imobilisanom na AFNS, koriS¢ena je gasna hromatografija u kombinaciji sa masenom
spektroskopijom (GC-MS). GC-MS studija je izvrSena analizom heksanskih ekstrakata uzoraka
reakcionih smesa uzetih u razli¢itim vremenskim periodima (1, 2, 3, 4, 5 i 6 dana) tokom
razgradnje lindana u oba slucaja (slobodna lakaza i imobilisana na AFNS) i uporedivanjem
dobijenih rezultata sa poc¢etnim koncentracijama unetim u reakcije. Za ova ispitivanja koris¢ena
je GC-MS metoda 2, kako je opisano u poglavlju 3.2.6.

Skeniranje masenog spektra (m/z u rasponu od 50/650) kontrolnog uzorka omogucéilo
je da se odrede karakteristi¢ni joni za prisustvo lindana. Joni za potvrdivanje su izabrani da
budu 111, 145, 183, 219 i 255 (m/z). Izabrani karakteristi¢ni joni, koji dokazuju prisustvo
lindana u kontrolnom uzorku, su u skladu sa masenim spektrom lindana koji se nalazi u
referentnoj bazi masenih spektara, odnosno u NIST biblioteci. Pored toga, kvantitativna analiza
kontrolnog uzorka vrSena je koris¢enjem SIM (Selected Ion Monitoring) moda snimanja
spektara, odnosno prac¢enja samo prethodno odabranih jona.

Kvantifikacija je vrSena na osnovu odredivanje povrsine hromatografskog pika lindana
u kontrolnom uzorku, koji se mogao detektovati na retencionom vremenu od 6,4 min,
koris¢enom metodom. Utvrdeno retenciono vreme i prisustvo izabranih karakteristi¢nih jona
za kontrolni uzorak bili su identifikacioni kriterijumi za prisustvo lindana u svim analiziranim
ekstraktima uzoraka reakcionih smeSa u heksanu. Tok razgradnje lindana slobodnom i
imobilisanom lakazom je pracen uporedivanjem povrsine pika lindana uzoraka reakcione
smese i kontrolnog uzorka na utvrdenom retencionom vremenu.
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Dobijeni rezultati predstavljeni su na slici 59, kao relativan odnos koli¢ine lindana u
smesi i pocetne koli¢ine lindana u momentu pojedinih uzorkovanja, izraZzeno u procentima (%).
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Slika 59. Relativna kolicina lindana u odnosu na pocetnu kolicinu (kontrolni uzorak) nakon reakcije sa
slobodnom lakazom i lakazom imobilisanom na AFNS.

Razgranja lindana slobodnom lakazom, tekla je na isti nac¢in kako je prikazano i
objasnjeno u poglavlju 4.2.3.1. Tok ove razgradnje prikazan je i na slici 59, radi lakseg
uporedivanja prvobitno dobijenih rezultata i rezultata iz ovog eksperimenta.

Posle prvog dana reakcije, lindan je bio razgraden do 61,5 % od pocetne koncentracije
lakazom imobilisanom na AFNS. Posle drugog dana, razgradnja je nastavljena do 59,6 %
preostalog lindana u uzorku sa imobilisanom lakazom. Nakon tri dana reakcije, koncentracija
lindana smanjena je na 56,8 % od pocetne koncentracije, pa se moze zakljuciti da se nivo
degradacije nije znacajno promenio posle prvog dana.

Rezultati degradacije lindana slobodnom lakazom bili su delimi¢no razli¢iti. Iako je
pocetna brzina razgradnje bila manja nego kod imobilisanog enzima, razgradnja lindana je
nastavljena tokom ¢itavog posmatranog perioda i nakon 6 dana koncentracija lindana
smanjena je na 49,0 % od pocetne.

Iz rezultata se moZe zakljuciti da imobilisana lakaza razgraduje lidan brze nego
slobodna lakaza, ali joj nedostaje aktivnost u duzem vremenskom periodu, sa lindanom kao
supstratom. Velika aktivnost imobilisane lakaze moze se objasniti ¢injenicom da je aktivni
centar lakaze nakon imobilizacije ostao lako dostupan za supstrat, dok je nedostatak produzene
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aktivnosti posledica pojave, da imobilizacijom, pojedini molekuli lakaze postaju nedostupniji
za molekule lindana u rastvoru, u odnosu na slobodnu lakazu.

Prednost dobijenog imobilisanog preparata u odnosu na slobodan enzim je ta, sto se
lakaza imobilisana na AFNS moze ponovo upotrebiti, §to je u sledeem eksperimentu i
ispitano.

4.4.1. Ispitivanje ponovne upotrebe lakaze imobilisane na AFNS

u razgradnji lindana

U okviru izvrSenih eksperimenata, ispitana je i moguénost ponovne upotrebe lakaze
imobilisane na AFNS u degradaciji lindana, a dobijeni rezultati predstavljeni su na slici 60.
Preostala aktivnost za svaku ponovnu upotrebu prikazana je u odnosu na maksimalnu
aktivnost imobilisanog enzima (100 %), a rezultati prikazani kao merne tacke predstavljaju
srednje vrednosti ponovljenih merenja.
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Slika 60. Ponovna upotreba lakaze imobilisane na AFNS

Nakon cetiri ponovne upotrebe, lakaza imobilisana na AFNS, zadrzala je vise od 95 %
svoje prvobitne aktivnosti, dok je nakon sedam ponovnih upotreba zadrzala 70 % aktivnosti.
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Mali pad aktivnosti imobilisanih preparata, od 5%, primecen je tokom prvih pet ponovnih
upotreba Sto mozZe biti posledica ispiranja enzima, aglomeracije ¢estica i inaktivacije lakaze u
toku ponovnih upotreba.

Bez obzira na primeceno smanjenje, ovaj gubitak aktivnosti u sedam ponovnih upotreba
je prili¢éno mali, u poredenju sa, na primer, 41 % i 55 % gubitka aktivnosti nakon pet ponovnih
upotreba lakaze koji je imobilisana na amino-funkcionalizovanim magnetnim Fe3Os
nanocesticama i amino-funkcionalizovanim magnetnim Fe3O4 nanocesticama modifikovanim
polietileniminom, redom [158]. U drugoj studiji, lakaza imobilisana na funkcionalizovanim
nanocesticama, u ispitivanjima operativne stabilnosti za 10 reakcionih ciklusa, postigla je da se
procenat uklonjene fenolne azo boje smanjio do opsega od 79 % do 88 % u zavisnosti od
ispitivane boje [171].

Uzevsi u obzir rezultate dobijene u ovoj studiji, moZe se zakljuciti da lakaza imobilisana
na AFNS ima dobru perspektivu i potencijal za primenu u razgradnji lindana, kao jednog od
dugotrajnih organskih zagadivaca.

4.5. Imobilizacija lakaze na amino-modifikovane
ligninske mikrosfere (A-LMS)

Za imobilizaciju enzima, najceS¢e koriscéeni nosaci su ¢vrste Cestice, porozne cestice,
kapsule, membrane i gelovi. S obzirom na povrsinu i oblik nosaca, poslednjih godina istrazuju
se sferni nosaci, posebno nano i mikro materijali, sa razli¢itom poroznoséu, raspodelom pora,
mehani¢kim i hemijskim svojstvima. PoZeljno je da budu izradeni od biokompatibilnih
materijala, a mogu biti, na primer, porozne mikrosfere, mikrokapsule, nanosfere ili magnetne
kuglice [172].

Za mezoporozne i makroporozne mikrosfere, da bi imale veliku koncentraciju
imobilisanih enzima i smanjena ogranicenja difuzije, poZeljnije su pore vece velicine, kao i veca
raspoloziva povrsina unutar sfere. Do sada koris¢eni materijali za ove vrste nosaca mogu biti
organski, neorganski, hibridni ili kompozitni, poput neorganskih cestica (staklene kuglice,
zeoliti, mezoporozna silika), materijali na bazi ugljenika, polistiren i polimetil metakrilatne
smole, polistiren, biopolimeri i drugi [172]. Bududi da su vec¢ina komercijalnih nosaca koji se
koriste za imobilizaciju enzima (akrilne smole, sinteticki polimeri, aktivnhe membrane i
izmenjivacke smole) sintetic¢ki polimeri, oni nisu uvek bezbedni za upotrebu u prehrambenoj,
farmaceutskoj i kozmetickoj industriji zbog moguénosti spiranja njihovih hemijskih
komponenti.

Najnovija istraZivanja u ovoj oblasti zasnivaju se na novim materijalima, kao nosac¢ima
za imobilizaciju enzima, koji su prirodni, netoksi¢ni i jeftini, poput materijala organskog
porekla, hibridnih i kompozitnih materijala. Bez obzira na vrstu materijala, za formiranje
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stabilnih i efikasnih biokataliti¢kih sistema, optimizacija tehnike vezivanja mora se obavljati
pojedinacno, za specifi¢ni enzim, specifi¢ni materijal i predvideni biokatataliticki proces[82].

U ovoj disertaciji, istraZivanje je usmereno na mogucénost upotrebe amino-
modifikovanih ligninskih mikrosfera (A-LMS), modifikovanih uvodenjem visoke koncentracije
amino grupa, kao nosaca za imobilizaciju Novozym® 51003 lakaze.

Dve vrste A-LMS mikrosfera (A-LMS_5 i A-LMS_10), sa razli¢itim karakteristikama,
koje su navedene u tabeli 2, izabrane su za ispitivanje moguc¢nosti imobilizacije lakaze, koja je
ve¢ u ranijim istrazivanjima pokazala afinitet prema nosac¢ima sa slobodnim amino grupama
na svojim povrsinama [93].

Ispitana je imobilizacija na A-LMS odredivanjem najvaznijih parametara imobilizacije,
kao sto su kinetika adsorpcije, prinos imobilizacije proteina, aktivnost imobilisanih preparata i
prinos imobilizacije aktivnosti. Pored toga, ispitivana je i vrsta interakcije izmedu lakaze i A-
LMS, u cilju razmatranja potencijala A-LMS kao nosaca. Kao i u prethodnom ispitivanju
imobilizacije lakaze na AFNS, takode je ispitana i mogucnost primene imobilisanog preparata
u degradaciji pesticida lidana.

4.5.1. Karakterizacija i izbor nosaca

Dobro je poznato da su raspoloziva povrSina za vezivanje enzima i sile interakcije
formirane izmedu funkcionalnih grupa prisutnih na povrsini nosaca i na povrsini molekula
enzima presudne za imobilizaciju enzima na ¢vrste nosace[93]. Pored toga, morfoloske i fizicke
karakteristike nosaca imaju znacajan uticaj na proces imobilizacije enzima kao i na njegova
kataliticka svojstva, jer su tokom postupka imobilizacije nosac¢ i enzim u direktnom kontaktu
[62]. Jedno od Zeljenih svojstava nosaca je poroznost, jer velike povrsine i veéi broj pora dovode
do vece koli¢ine imobilisanih proteina po jedinici mase nosaca, a imobilisani enzim biva
zasti¢en od okoline. Medutim, veli¢ina pora trebalo bi da je dovoljna da omoguci nesmetan
prilaz supstrata na aktivno mesto enzima, kao i ve¢u koncentraciju enzima u porama [171].

Zbog ovih ¢injenica, za ispitivanje mogucnosti da budu nosa¢, u preliminarnim
eksperimentima, odabrane su dve vrste A-LMS mikrosfera (A-LMS_5 i A-LMS_10), sa
razli¢itom morfologijom, poroznoscu i sadrzajem aminokiselina (tabela 2). Nacin pripreme
koriséenih mikrosfera, koji je izvrSen na Katedri za organsku hemiju Tehnolosko-metalurskog
fakulteta, opisan je u poglavlju 2.2.3.6.1
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Preliminarna procena A-LMS_5 i A-LMS_10 kao nosaca za imobilizaciju, izvedena je na
osnovu parametara efikasnosti imobilizacije (prinos imobilizacije proteina (%) i koncentracija
imobilisane aktivnosti (IU/g nosac¢a)) dobijenih kada se vrsi imobilizacija pri razli¢itim pH
sredine (slika 61).
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Slika 61. Preliminarna procena efikasnosti nosaca za imobilizaciju lakaze: A-LMS_5 (A) i A-LMS_10
(B).
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Na osnovu prikazanih rezultata na slici 61, moZe se uociti da se najveci prinosi
imobilisanih proteina po masi mikrosfera i aktivnosti imobilisanih preparata postizu se kada
se imobilizacija vr$i na A-LMS_5 mikrosfere.

Ako uporedimo karakteristike ove dve vrste mikrosfera date u tabeli 2, u pogledu
efikasnosti imobilizacije, iako su mikrosfere A-LMS_5 i A-LMS_10 jednake veli¢ine 800 um +
80 pm, A-LMS_5 imaju 3 puta vecu specificnu povrsinu od A-LMS_10 Sto znaci da ove
mikrosfere imaju vecu povrsinu na raspolaganju za vezivanje enzima, $to je rezultiralo veéim
prinosima imobilizacije proteina. Takode, A-LMS_5 mikrosfere imaju i ve¢u koncentraciju
amino grupa na svojoj povrsini.

Generalno gledano, moZe se pretpostaviti da imobilizacija enzima na amino-
modifikovane mikrosfere (A-LMS) nastaje adsorpcijom elektrostatickim interakcijama zbog
velike koli¢ine amino grupa, kao i vodoni¢nim vezama, Van der Valsovim silama i hidrofobnim
interakcijama.

Sa slike 61 se moze uociti da postoji znacajan uticaj pH sredine na proces adsorpcije. Kod
pH vrednosti iznad izoelektri¢ne tacke enzima (pI), za koju je u prethodnim ispitivanjima
utvrdeno da iznosi 4,0 za Novozim® 51003 lakazu, povrsina enzima je negativno naelektrisana.
Posto su povrsine oba nosaca (A-LMS_5 i A-LMS_10) pozitivno naelektrisane u ispitivanom
opsegu pH, zbog prisustva povrsinskih -NH> funkcionalnih grupa koje u kiseloj sredini mogu
biti podvrgnute protonovanju i prelaze u NH3*, moZze se pretpostaviti da razlika u distribuciji
i koli¢ini uvedenih amino grupa na A-LMS_5 od 7,7 mmol / g i A-LMS_10 od 6,5 mmol / g,
uzrokuje velike razlike u efikasnosti imobilizacije na A-LMS_5 i A-LMS_10.

Dobijeni rezultati za koncentraciju imobilisane aktivnosti enzima nekoliko puta su nizi
u sluc¢aju A-LMS_10 kao nosaca, nego u sluc¢aju imobilizacije na A-LMS_5. Pored uticaja gore
navedenih karakteristika mikrosfera na proces imobilizacije, veliki uticaj na uspostavljenu
orijentaciju i trodimenzionalnu strukturu imobilisanog enzima ima i raspodela negativno
naelektrisanih ostataka kao i osobine ostataka koji se nalaze u njegovoj okolini, $to je presudno
za obezbedivanje velike aktivnosti enzima [72]. Poznato je da se, kao posledica procesa
imobilizacije, mogu dogoditi znacajne promene u mikrookruzenju povrsine enzima i
konformaciji molekula enzima [82]. To bi takode moglo objasniti upadljivo smanjenu aktivnost
enzima imobilisanog na A-LMS_10.

Imobilisana lakaza je pokazala znacajnu aktivnost i prinos imobilizacije proteina pri pH
vrednosti 5,0 za imobilizaciju na A-LMS_5. Izrazena aktivnost imobilisane lakaze na pH 5,0
bila je 6 i 3 puta vec¢a nego kod pH 4,0 i pH 6,0, redom. 1z tog razloga, pH vrednost 5,0 je
usvojena kao optimalna za imobilizaciju lakaze iz M. thermophila na A-LMS_5, §to je u skladu s
ranije prikazanim rezultatima istraZivanja u eksperimentalnom delu ove disertacije, gde je
ispitivana imobilizacija lakaze na amino-modifikovanim pirogenim nano-c¢esticama silike.
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Na osnovu svih dobijenih rezultata, ostala ispitivanja koja su izvedena, vr$ena su na pH
vrednosti 5,0 za Novozym® 51003 lakazu, za imobilizaciju na A-LMS_5 kao izabrani nosac.

4.5.2. Imobilizacija lakaze na A-LMS_5

Nakon sto je dokazano da A-LMS_5 ima bolje izglede kao nosac za imobilizaciju lakaze
od A-LMS_10, u daljim eksperimentima je ispitivana moguca upotreba A-LMS_5 kao nosaca
za imobilizaciju Novozym® 51003 lakaze iz M. thermophila.

Do sada su lakaze uspesno imobilisane na razli¢ite nosace, kako je ve¢ i ranije
napominjano, ukljuc¢ujudi staklene kuglice, nanocestice, molekulska sita, silikagel, mikrosfere,
ugljeni¢ne nano-cevi, hitozan, grafitni prah, membrane (magnetne ugljeni¢ne paste-
hitozan/silika), nano-vlakna, glutaraldehid i nanocvetove [3,22,40,61,76,158,173,174].

4.5.2.1. Ispitivanje kinetike adsorpcije

Da bi se ispitala kinetika imobilizacie Novozym® 51003 lakaze na A-LMS_5,
imobilizacija je izvedena pri razli¢itim koncentracijama ponudenih proteina od 28 mg, 56 mg,
70 mg, 93 mg i 140 mg ponudenih proteina po gramu nosaca i koncentracije imobilisanih
proteina su pracene tokom jednog sata. Dobijeni rezultati prikazani su na slici 62.

Za pocetne koncentracije lakaze od 28 mg/g do 140 mg/g, koncentracija imobilisanih
proteina se povecava sa 14 mg/g na 34,5 mg/g nosaca, redom. Najveéa koncentracija
imobilisane lakaze, koja je postignuta u ovom eksperimentu, bila je 34,5 mg po gramu nosaca,
a postignuta je sa koncentracijom ponudenog enzima od 140 mg/g.

Iz dobijenih rezultata moze se primetiti da povecanje koncentracije ponudenih proteina
sa 93 mg/g na 140 mg/g nije dovelo do znacajnog povecanja koncentracije imobilisanih
proteina. Dakle, moZe se zakljuciti da je maksimalni kapacitet vezivanja A-LMS_5 priblizno 35
mg/ g nosaca, za ispitivanu Novozym® 51003 lakazu.
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Najveca dobijena vrednost u ovom ispitivanju, za prinos imobilizacije proteina, bila je
50 % za koncentraciju ponudenih proteina od 20 mg/g, a za najve¢u koncentraciju ponudenih
proteina dobijen je najniZi prinos imobilizacije od 24,6 %. Sli¢ni rezultati se mogu naci u
literaturi za lakazu koja je imobilisana na mikrosferama, ali za lakazu iz razli¢itog izvora i za
razli¢it sastav mikrosfera, uglavhom polimernih, kao i za neke prirodne nosace [40,175,176].

U nekim slucajevima kod imobilizacije na pojedine prirodne nosace, poput
nanostrukturne bakterijske celuloze, koncentracija imobilisanih enzima bila je niZa nego sto je
dobijeno u slucaju nosaca A-LMS_5 [175]. ViSe koncentracije imobilisanih enzima se mogu naci
u objavljenom radovima za svega nekoliko sli¢nih nosaca po veli¢ini i obliku, poput poroznih
kuglica od polivinil-alkohola koje sadrZze halojsit nano-tube (PVA/HNT) kod kojih je
koncentracija imobilisanih enzima dostigla vrednost od 237,02 mg/ g [38], ali ovaj materijal nije
pozeljan sa ekoloskog aspekta, kao nosac ispitivan u ovom istrazivanju, koji sadrzi prirodnu
komponentu (kraft lignin) sa neistraZenim moguénostima upotrebe.

Kao $to je ranije objavljeno u literaturi, dimenzije lakaze iz M. thermophila su 6,74 nm x
12,84 nm x 16,36 nm, te se moze pretpostaviti da se, u odredenoj meri, moze ostvariti difuzija
molekula lakaze u pore, $to potvrduju i velike koncentracije imobilisanih proteina, koje su
dobijene u ovom istrazivanju [34].

4.5.2.2. Ispitivanje aktivnosti lakaze imobilisane na A-LMS_5

Dobijena visoka koncentracija imobilisanog enzima u izvrSenim ispitivanjima, od 35
mg/ g ne podrazumeva uvek i adekvatno povecanje aktivnosti imobilisanog enzima. Njegova
specifi¢na aktivnost zavisi od njegove mikrookoline i moguc¢nosti pojave sternih smetnji [175].
Iz tog razloga, u slede¢im eksperimentima koji su izvrSeni, istraZena je aktivnost lakaze
imobilisane na A-LMS_5 pri razli¢itim koncentracijama ponudenih proteina. Dobijeni rezultati
prikazani su na slici 64.

Aktivnost lakaze imobilisane na A-LMS_5 koja je ispitivana sa razli¢itim
koncentracijama ponudenih proteina u vremenu od 4 sata (slika 64), pokazala je slican trend
kao i kod ispitivanja koncentracije imobilisanih proteina (slika 62). Moze se uociti da je isti
ovakav trend postojao i u slucaju ovih ispitivanja vrsenih u prethodnom eksperimentu,
odnosno prilikom ispitivanja aktivnosti lakaze imobilisane na AFNS.

Sa povecdanjem koncentracije ponudenih proteina do 70 mg/g, aktivnost imobilisane
lakaze takode se povecava. Pri koncentraciji ponudenih proteina od 70 mg/g, lakaza
imobilisana na A-LMS_5 je pokazala najvecu aktivnost od 149 IU / g nosaca posle 4 sata. Vise
od 90 % maksimalne aktivnosti postignuto je za 2 sata od pocetka eksperimenta. Vece
ponudene koncentracije proteina od 70 mg/g nisu dovele do veéih vrednosti za aktivnost
imobilisanih preparata.
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koncentracijama ponudenih proteina

Tokom ispitivanja prinosa imobilizacije aktivnosti i specificne aktivnosti lakaze
imobilisane na A-LMS_5, dobijena je specifi¢na aktivnost od priblizno 5 IU po mg vezanih
proteina, kada se imobilizacija vrs$i sa koncentracijama ponudenih proteina u opsegu od 28
mg/g do 70 mg/g. Dobijeni rezultati prikazani su na slici 65.

Najvedi prinos aktivnosti, koji je iznosio 33,4 % dobijen je kod koncentracije ponudenih
proteina od 56 mg/g, dok je dalje povecanje koncentracije ponudenih proteina dovelo do
smanjenja prinosa aktivnosti do 13,4 %, to je bila i najmanja zabeleZena vrednost.

Kao zakljuc¢ak, s obzirom na dobijene rezultate za sve ispitivane parametre koji opisuju
efikasnost primenjene metode imobilizacije, utvrdeno je da je imobilizacija lakaze na A-LMS_5
pokazala najbolje rezultate kada je imobilizacija izvrsena na pH 5,0, a koncentracija ponudenih
proteina iznosila je 70 mg/ g nosaca. Kao optimalno vreme imobilizacije, uzet je period od 4 h.

129



Doktorska disertacija Jelena M. Bebi¢

40 T T T T T 6.5

Prinos imobilizacije aktivnosti - 6.0
Specifi¢na aktivnost 5.5

N0

35 P2

%30- o 7 % 5.0
ézo- % % % '3:5§
Sl e
g % / / w -2.0;2
i i

3
N

28 mgl/g 56 mg/g 70 mg/g 93 mg/g 140 mg/g
Koncentracija ponudenih proteina (mg/g)
Slika 65. Uticaj koncentracije ponudenih proteina na specificnu aktivnost (IU/mg proteina) i prinos

imobilizacije aktivnosti (%) lakaze imobilisane na A-LMS_5

4.5.2.3. Analiza mehanizma imobilizacije enzima na A-LMS_5

Da bi se utvrdila vrsta formiranih interakcija izmedu lakaze i A-LMS_5 nosaca, dobijeni
imobilisani preparati tretirani su odvojeno sa Triton™ X-100 i1 M CaClz. Kao $to je vec receno,
moze se pretpostaviti da ¢e enzim pri pH iznad svoje pl formirati elektrostati¢ke interakcije sa
pozitivno naelektrisanim amino grupama nosaca, jer ¢e biti pretezno negativno naelektrisan.
Bez obzira na moguce elektrostaticke interakciju, hidrofobni delovi enzima mogu formirati
hidrofobne interakcije sa nosa¢em. Pored navedena dva tipa interakcija, postoji i moguénost
formiranja vodoni¢nih veza ili uspostavljanja Van der Valsovih sila izmedu nosaca i lakaze [93].

Tretman imobilisanog preparata sa 1 M rastvorom CaCl, omogucic¢e uvid u koli¢inu
enzima vezanog za nosac elektrostatickim interakcijama, jer ¢e one tokom eksperimenta biti
raskinute. S druge strane, tretmanom 1 %-nim rastvorom Triton™ X-100, hidrofobno vezani
molekuli enzima bice uklonjeni, tako da se moZe proceniti njihov doprinos aktivnosti
imobilisanog enzima.
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Nakon 60 minuta inkubacije u desorpcionom rastvoru 1 % Triton™ X-100, lakaza
imobilisana na A-LMS_5 zadrZala je 45 % inicijalne aktivnosti, odnosno aktivnosti koju je imala
pre tretmana, dok je imobilisani preparat tretiran sa 1 M CaCl, zadrzao 55 % od pocetne
aktivnosti. Rezultati dobijeni u ovom ispitivanju prikazani su na slici 66. Preostala aktivnost
imobilisanog preparata nakon tretmana sa Triton™ X-100 ili 1 M CaCl; racunata je kao
aktivnost nakon tretmana u odnosu na aktivnost imobilisanih preparata pre tretmana, i
prikazana relativno, izraZeno u procentima.
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Preostala aktivnost (%)

10 -

Triton™ X-100 1 M CacCl,

Slika 66. Preostala aktionost lakaze imobilisane na A-LMS_5 nakon tretmana
sa Triton™ X-1001 1 M CaCl,.

Na osnovu dobijenih rezultata, moze se zakljuciti da se vezivanje lakaze na mikrosfere
A-LMS_5 vrsi gotovo podjednako hidrofobnim i elektrostatickim interakcijama.

Uzevsi u obzir visoku koncentraciju imobilisanih proteina (slika 62), mozZe se zakljuditi
da skelet i struktura samih A-LMS_5 mikrocestica pozitivno uti¢u na adsorpcioni proces.
Poznato je iz literature, da lakaze imaju afinitet prema organskim nosac¢ima, znacajno veci u
poredenju sa neorganskim nosac¢ima [177]. Zbog toga je ocigledno da formirane hidrofobne i
elektrostatic¢ke interakcije izmedu lakaze i A-LMS_5 omogucavaju adsorpciju regiona enzima
koji je suprotan u odnosu na poloZaj aktivnog centra lakaza. Usled toga, pristup supstrata
enzimu je slobodan, §to je dokazano visokim aktivnostima imobilisanog preparata.
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4.6. Razgradnja lindana lakazom imobilisanom na A-LMS_5

Nakon optimizacije imobilizacije Novozym® 51003 lakaze na A-LMS_5, ispitivana je
oksidativna aktivnost imobilisanog preparata koriste¢i ponovo pesticid lindan kao supstrat.

Za procenu razgradnje lindana slobodnom lakazom i lakazom imobilisanom na A-
LMS_5, koris¢ena je gasna hromatografija u kombinaciji sa masenom spektroskopijom (GC-
MS) kako je opisano u poglavlju 3.2.6.3. koris¢enjem metode 2. Degradacija lindana pracena je
uz upotrebu koli¢ina slobodne lakaze i lakaze imobilisane na A-LMS_5 jednakih pocetnih
aktivnosti od 3,5 IU, kao §to je radeno i u eksperimentu sa AFNS nosac¢em. Ovako postavljena
analiza omogucila je uporedivanje sa rezultatima dobijenim u prethodnim eksperimentima
izvrSenim u ovom istrazivanju gde je razgradnja lindana vrSena lakazom imobilisanom na
amino-funkcionalizove nanocestice silike (AFNS). Dobijeni rezultati prikazani su na slici 67.
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Slika 67. Relativna kolicina lindana u odnosu na pocetnu kolicinu (kontrolni uzorak) nakon reakcije sa
slobodnom lakazom, lakazom imobilisanom na AFNS i lakazom imobilisanom na A-LMS_5

U preliminarnim eksperimentima izvrseno je ispitivanje potencijalne adsorpcije lindana
od strane A-LMS_5 mikrosfera, posto su vrlo dobre adsorpcione karakteristike ovog nosaca vec
dokazane, kako je navedeno u literaturi[89,90]. U cilju ovog eksperimenta, pripremljeni su
uzorci koji su sadrzali samo A-LMS_5 i lindan iste pocetne koncentracije, kao koncentracija
koja je koris¢ena i za sve ostale eksperimente. Adsorpcija lindana na A-LMS_5 je pracena
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takode GC-MS metodom, analizom ekstrakata lindana u heksanu. Dobijeni rezultati potvrduju
da je A-LMS_5 nosac adsorbovao 66 % pocetne koncentracije lindana. Dakle, treba naglasiti da
se podaci prikazani na slici 67, odnose na pocetnu koncentraciju lindana od 34 % u rastvoru,
kao pocetnu tacku razgradnje lindana lakazom imobilisanom na A-LMS_5, koja je na grafiku
prikazana kao 100 %. Uzevsi u obzir ovakav nacin prikaza rezultata, svi podaci prikazani na
slici 67 odnose se samo na enzimsku razgradnju lindana, slobodnom ili imobilisanom lakazom.

Nakon prvog dana reakcije, lindan je razgraden do 70,51 % pocetne koncentracije
slobodnom lakazom, do 61,65 % lakazom imobilisanom na AFNS i do 60,29 % lakazom
imobilisanom na A-LMS_5. Posle drugog dana, degradacija se nastavila do 64,89 %, 59,85 % i
50,26 %, u ispitivanim uzorcima, redom. U uzorku sa lakazom imobilisanom na A-LMS_5,
koncentracija lindana se tokom vremena nastavila smanjivati i nakon ¢etvrtog dana bila je 24,26
%, a u naredna dva dana je ostala gotovo ista, sa minimalnom preostalom koncentracijom
lindana od 22,4 %. Medutim, iz dobijenih rezultata moze se videti da u slucaju lakaze
imobilisane na AFNS, nivo razgradnje nije imao znacajniju promenu posle prvog dana.

Dobijeni rezultati potvrduju da lakaza imobilisana na A-LMS_5 ima produZzenu
aktivnost kada je lindan supstrat i razgraduje ga efikasnije nego slobodna lakaza ili lakaza koji
je imobilisana na AFNS. Visoka aktivnost imobilisane lakaze moZe se objasniti ¢injenicom da
formirane elektrostaticke interakcije koje omogucavaju adsorpciju enzima na nosac,
obezbeduju takvu orijentaciju enzima, koja omogucava lak pristup supstrata.

Iz svega navedenog, moze se zakljuciti da A-LMS_5 ima dobre izglede za upotrebu u
svojstvu nosaca za imobilizaciju lakaze, kao i za potencijalnu primenu u razgradnji pesticida
lindana. Po pitanju degradacije lindana, od dva ispitana nosaca, lakaza imobilisana na A-
LMS_5, odnosno poroznom nosacu, bila je efikasnija.

4.7. Imobilizacija lakaze na Lifetech™ nosace

U okviru eksperimentalnog dela ove disertacije, ispitivana je primena osam nosaca iz
serije Lifetech™ za imobilizaciju lakaze iz Trametes versicolor. Izabrani su nosaci sa razli¢itim
polarnostima, poroznosc¢u i funkcionalnim grupama i sa dobrim mehanickim svojstvima, kao
Sto su otpornost na hemikalije i olakSana separacija iz reakcionog medijuma kao i regeneracija
nakon upotrebe.

Vrseno je poredenje Sest amino-funkcionalizovanih nosaca iz ove serije, koji se razlikuju
u pre¢nicima pora, tipu amino grupa (primarna, tercijarna, kvarternerna) i duZini alkilnih
lanaca (“nozici”) na koje je amino grupa pri¢vrééena na povrsini nosaca. Za najperspektivniji
nosa¢ iz ove grupe, optimizovani su klju¢ni faktori imobilizacije, kao sto su pH, vreme
imobilizacije i koncentracija ponudenih proteina.
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Takode su ispitana i dva porozna nosaca, jedan hidrofobni i jedan epoksidno-
funkcionalizovani nosac iz serije Lifetech™, radi utvrdivanja moguénosti imobilizacije putem
hidrofobne adsorpcije i kovalentnog vezivanja, kao i moguce primene u razgradnji
industrijskih boja. Da bi se optimizovala kovalentna imobilizacija lakaze na epoksidno-
funkcionalizovani nosa¢, ispitana je aktivnost imobilisane lakaze, specificna aktivnost,
koncentracija imobilisanih proteina i prinos imobilizacije. Pored toga, ispitivana je i vrsta
uspostavljene veze enzima i epoksi nosaca.

Imobilisani preparati sa najveom enzimskom aktivno$éu primenjeni su u
obezbojavanju 4 odabrane boje: Lanaset® Violet B, Lanaset® Blue 2R, bromtimol plava i
bromkrezol zelena. Ove cetiri industrijske boje su odabrane zbog njihovog komercijalnog
znacaja i velike upotrebe u tekstilnoj industriji, bududi da su antrahinonske boje, posle azo boja,
najcesce koriséene (Lanaset® Violet B, Lanaset® Blue 2R) a sulfoneftaleinske boje (bromtimol
plavo i bromkrezol zeleno) imaju razli¢ite namene, bilo kao pH indikator, ili tekstilne boje, a
kao organski zagadivaci znacajni su i zbog toga $to predstavljaju derivate boja, pa se mogu naci
u industrijskim otpadnim vodama.

Sve odabrane boje imaju sloZenu aromati¢nu hemijsku strukturu, a u okruZenju
predstavljaju organske zagadujuée materije, kako je detaljno objasnjeno u teorijskom delu ove
disertacije. Njihova razgradnja je do sada, uglavnom ispitivana drugim metodama, ali nije bilo
pokusaja razgradnje konkretno ove cetiri boje imobilisanom lakazom [130,131].

4.7.1. Imobilizacija na amino-funkcionalizovane nosace

Lifetech™ amino-funkcionalizovani nosa¢i su smole, oblika ¢vrstih sfera, razli¢itih
veli¢ina pora i funkcionalnih grupa. Glavne karakteristike odabranih nosac¢a date su u Tabeli
5.

4.7.1.1. Izbor nosaca

Za svih 6 ispitanih nosaca iz ove grupe, odredena je koncentracija imobilisane aktivnosti
lakaze iz T. versicolor, koris¢enjem siringaldazina kao supstrata u izvrSenim eksperimentima.
Dobijeni rezultati prikazani su na slici 68.

Na osnovu rezultata do kojih se doslo tokom ove studije, moze se zakljuciti da postoji

znacajan uticaj funkcionalnih grupa i polarnosti nosaca za imobilizaciju, kao i poroznosti, na
kataliticku aktivnost enzima.

134



Doktorska disertacija Jelena M. Bebi¢

25000,
200004 ?Zééy

15000

10000 / /’ /* .

5000

Koncentracija imobilisane aktivnosti,
(U/g nosaca)

Slika 68. Poredenje razlicitih amino-funkcionalizovanih Lifetech™ nosaca prema koncentraciji imobilisane
aktivnosti lakaze iz T. versicolor.

Najnize aktivnosti su postignute sa umereno hidrofobnim nosa¢em na bazi neporoznog
stirena sa tercijarnim (Lifetech ™ ECR1508) i kvarternernim (Lifetech ™ ECR1604) amino
grupama.

Kod ispitivanja moguénosti imobilizacije lakaze na porozne nosace, vece aktivnosti su
dobijene sa poroznim metakrilatnim nosacima sa primarnim amino grupama. Medu njima, na
osnovu prikazanih rezultata, uticaj veli¢ine pora na aktivnost bio je izraZeniji u odnosu na
duzinu nozice (C2 i C6). Posto je lakaza iz T. versicolor protein od priblizno 70000 Da, prili¢no
malih dimenzija, 6,5 nm x 5,5 nm x 4,5 nm moZe se pretpostaviti da se javlja i imobilizacija
enzima unutar pora, kako kod manjih tako i kod vecih pora ispitivanih nosaca [35]. Difuzija
molekula supstrata u vece pore, verovatno je dovela do olaksanog i efikasnijeg pristupa
aktivnom centru molekula lakaze imobilisanih unutar pora, jer su najvece aktivnosti dobijene
za nosace ¢ije su veli¢ine pora od 60 nm do 120 nm (Lifetech ™ ECR8309F i ECR8409F).

Najveca aktivnost imobilisanih preparata bila je kod kombinacije poroznog nosaca, vece
veli¢ine pora i kracde C2 “nozice”, koja je omogucila krac¢i razmak izmedu povrsine nosaca i
molekula lakaze. Ova kombinacija karakteristika nosaca, rezultirala je sa za 40 % vedim
aktivnostima imobilisane lakaze, u poredenju sa svim ostalim ispitivanim preparatima,
dostizuci vrednost od 22320 U/ g nosaca. Na osnovu dobijenih podataka, Lifetech™ ECR8309F
nosac je koriséen za dalje ispitivanje, kao najperspektivniji nosa¢ za imobilizaciju lakaze
adsorpcijom iz grupe ispitivanih amino-funkcionalizovanih nosaca.
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4.7.1.2. Imobilizacija lakaze na Lifetech ™ ECR8309F

Za odabrani nosa¢, ispitani su klju¢ni parametri za imobilizaciju lakaze, a to su pH
rastvora za imobilizaciju, vreme imobilizacije i pocetna koncentracija enzima.

4.7.1.2.1. Uticaj pH na proces imobilizacije

Na osnovu dostupnih podataka iz literature, poznato je da lakaze iz gljiva, kao sto je T.
versicolor, imaju izoelektri¢nu tacku u opsegu pH vrednosti od 3,0 do 7,0, obi¢no oko 4,0 [5].
Imajudi na umu ¢injenicu da izabrani nosac (Lifetech ™ ECR8309F) ima primarne amino grupe
na povrsini, pri odgovarajuéim pH vrednostima, moze se ocekivati uspostavljanje
elektrostatickih interakcija izmedu negativno naelektrisanih aminokiselinskih ostataka sa
povrsine molekula lakaze i pozitivno naelektrisanih amino funkcionalnih grupa nosaca. Na
osnovu ovih pretpostavki, uticaj pH na proces imobilizacije proucavan je u istom pH opsegu,
a dobijeni rezultati prikazani su na slici 69.
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Slika 69. Uticaj pH na imobilizaciju lakaze na Lifetech ™ ECR8309F nosac

Na osnovu podataka prikazanih na slici 69 uoc¢ava se da imobilisana lakaza ima najveéu
aktivnost kada se imobilizacija vrsi na pH 5,0, dok je za nizi i visi pH imobilizacije primecéen
nagli pad aktivnosti. Posto je poznato da je povrsina enzima pretezno negativno naelektrisana
pri pH rastvora koji je iznad pl enzima, uspostavljanje elektrostati¢kih interakcija sa pozitivno
naelektrisanim primarnim amino grupama nosaca je omogucéeno pri odgovarajuéim
vrednostima pH, kao i vezivanje molekula enzima u njihovoj aktivnoj konformaciji. Za pH
vrednosti ispod 5 veoma brzi pad aktivnosti, verovatno je nastao usled dominantnog dejstva
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odbojnih elektrostatickih sila i onemogucenog stvaranja enzim-nosa¢ kompleksa. Kod pH
vrednosti iznad 5 primeceno je nesto sporije smanjenje aktivnosti, to se moze pripisati manje
povoljnom vezivanju molekula lakaze na povrsinu nosaca u poredenju sa pH 5.

Stoga, na osnovu oblika pH profila imobilizacije, koji ukazuje na to da se samo u uskom
pH opsegu moze postiéi optimizacija imobilizacije, pod pretpostavkom da su, u tom rasponu
pH, elektrostaticke interakcije adekvatno formirane, za sledecda ispitivanja usvojena je pH
vrednost 5,0 kao optimalna.

4.7.1.2.2. Uticaj vremena imobilizacije

Drugi ispitivani parametar imobilizacije, bilo je vreme imobilizacije, a dobijeni rezultati
predstavljeni su na slici 70.
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Slika 70. Uticaj vremena imobilizacije lakaze na Lifetech ™ ECR8309F nosac pri pH 5,0

Izabrano vreme ispitivanja ove reakcije bilo je 3 sata. Najveca aktivnost imobilisane
lakaze od 22320 U / g nosaca, postignuta je nakon jednog sata, a 80 % te vrednosti dostignuto
je nakon samo 30 min, dok dalje produzenje procesa imobilizacije nije rezultiralo veéim
aktivnostima.

Vreme imobilizacije od jednog sata usvojeno je, na osnovu dobijenih rezultata, kao
optimalno i koris¢eno je za dalje eksperimente.
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4.7.1.2.3. Ispitivanje aktivnosti lakaze imobilisane na Lifetech ™ ECR8309F

Za potpunu optimizaciju procesa imobilizacije procenjena je optimalna pocetna
koncentracija proteina (mg/g nosaca) pracenjem aktivnosti imobilisane lakaze i specifi¢ne
aktivnosti. Dobijeni rezultati prikazani su na slici 71.
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Slika 71. Uticaj pocetne koncentracije proteina na imobilizaciju lakaze na Lifetech ™ ECR8309F

Pocetna koncentracija proteina varirala je u opsegu od 1 mg/g do 12 mg/g nosaca. 1z
dobijenih rezultata moZe se videti da sa povecanjem pocetne koncentracije enzima, aktivnost
imobilisane lakaze takode raste. Medutim, za pocetne koncentracije proteina nize od 7 mg po
g nosaca, primeceno je linearno povecanje aktivnosti imobilisanih preparata, dok je za pocetne
koncentracije proteina vece od 7 mg po g nosaca porast aktivnosti bio samo 10 %, odnosno od
vrednosti 66876 U/g do 74289 U/g nosaca, Sto ukazuje da dalje povecanje pocetne
koncentracije proteina ne dovodi do proporcionalnog povecanja aktivnosti.
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Nakon ovog ispitivanja, odredena je specificna aktivnost (U/mg vezanih proteina), jer
ovaj parametar najbolje opisuje kataliticku efikasnost molekula enzima koji su vezani za nosac.
Kao $to se moze videti sa slike 71, specifi¢na aktivnost lakaze imobilisane na Lifetech ™
ECRB8309F nosa¢, konstantno opada sa porastom pocetne koncentracije proteina. Ovakvi
dobijeni rezultati ukazuje na mogucénost, da su molekuli enzima imobilisani duboko u porama,
pri veéim pocetnim koncentracijama enzima, manje dostupni molekulima supstrata. Dobijeni
rezultati su u skladu sa rezultatima koji se mogu naci u literaturi, gde je uspesna imobilizacija
lakaze izvrSena na poroznim i amino-modifikovanim nosac¢ima adsorpcijom, kao sto je
mezoporozna silika (OMM) ili AFNS [178].

Od svih prikazanih rezultata, imajuci u vidu da za industrijsku primenu imobilisani
preparati treba da imaju najnizu mogucu cenu, pocetna koncentracija enzima od 7 mg po g
nosaca je izabrana kao optimalna za imobilizaciju lakaze iz T. wversicolor na amino
funkcionalizovani Lifetech ™ ECR8309F nosac.

4.7.2. Imobilizacija na hidrofobne i epoksidne nosace

Nakon ispitivanja i optimizacije imobilizacije lakaze iz T. versicolor na amino- aktivirani
nosac, Lifetech ™ ECR8309F, sli¢ni eksperimenti su izvedeni sa dve druge vrste Lifetech™
nosaca, epoksidnom i oktadecil-funkcionalizovanom nosa¢u. Ova dva nosaca, koji su po
strukturi takode porozne ¢vrste sfere, razlikuju se od prethodno ispitivanih u vrsti mogucéih
interakcija nosac¢-enzim. Nosa¢ sa oktadecil grupom omoguéava vezu enzima pomocu
hidrofobnih interakcija, dok umereno hidrofobni epoksidno-aktivirani nosa¢, pored
hidrofobnih interakcija, omogucava formiranje kovalentnih veza Sto je pozeljniji nacin
vezivanja u odnosu na adsorpciju. Glavne karakteristike oba nosac¢a su takode prikazane u
tabeli 5.

4.7.2.1. Izbor nosaca

Rezultati dobijeni imobilizacijom lakaze na dva ispitivana nosaca prikazani su na slici
72.
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Slika 72. Imobilizacija lakaze iz T. versicolor na hidrofobni (ECR8806M) i epoksi-funkcionalizovani
(ECR8285F) Lifetech™ nosac

Od ova dva ispitana nosaca, preparat sa lakazom koja je imobilisana na epoksi/butil
metakrilatni nosac (Lifetech ™ ECR8285F) imala je vi$e od tri puta vec¢u aktivnost od preparata
sa enzimom imobilisanim na oktadecil/ metakrilatni nosa¢ (Lifetech™ ECR8806M).

Imobilizacija lakaze na oktadecil (C18) aktiviranim nosacima je adsorpcijom, posto je
ovaj nosa¢ visoko hidrofoban i formiraju se hidrofobne interakcije enzima i nosaca. Epoksi-
funkcionalizovani nosac¢i omogucavaju kovalentno vezivanje enzima u vise tacaka, pri ¢emu se
mozZze uspostaviti kovalentna veza sa razli¢itim proteinskim grupama (amino, tiol, fenolne) [71].
Ovaj nosa¢, medutim, ima jedinstvenu kombinaciju epoksi grupa za kovalentno vezivanje i
veoma hidrofobni skelet butil metakrilata, kako je i napomenuto u poglavlju 2.2.3.4.1.

Na osnovu dobijenih podataka iz preliminarnih eksperimenata, za ove dve vrste
nosaca, visoko hidrofobni i epoksi aktivirani nosa¢ s hidrofobnim skeletom, odnosno umereno
hidrofobni, u daljim eksperimentima je optimizovana imobilizacija lakaze na epoksi/butil
metatakrilatni nosaé, Lifetech™ ECR8285F.

4.7.2.2. Imobilizacija lakaze na Lifetech™ ECR8285F
Osnovna ideja prezentovanog istrazivanja bila je da se pokusa dobijanje preparata u
kome ¢e lakaza biti kovalentno vezana za nosac¢, zbog ¢injenica da se molekuli lakaze mogu

stabilizovati kovalentnim vezivanjem i moZe se spreciti spiranje enzima. Ujedno, to su i razlozi
zbog kojih je ova vrsta interakcije nosaca i enzima poZeljnija u poredenju sa adsorpcijom.
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Takode, ovo su kljuéne karakteristike, bitne za kontinuiranu industrijsku primenu
imobilisanog preparata.

Rezultati prikazani na slikama 68 i 72 pokazali su da moguca kovalentna imobilizacija
lakaze na Lifetech ™ ECR8285F nosa¢ moZe biti povoljna, jer je enzim zadrZao najvecu
aktivnost nakon imobilizacije u poredenju sa ostalim ispitanim nosa¢ima na kojima je lakaza
imobilisana samo adsorpcijom. Ovi rezultati su takode u skladu sa drugim sli¢nim studijama
gde je lakaza kovalentno vezana za nosac [159,179].

4.7.2.1.1. Ispitivanje aktivnosti lakaze imobilisane na Lifetech™ ECR8285F

Za potpunu optimizaciju imobilizacije lakaze na ovaj nosa¢, procenjena je optimalna
pocetna koncentracija enzima pracenjem aktivnosti imobilisane lakaze i specifi¢ne aktivnosti
(slika 73) kao i koncentracije imobilisanih proteina i prinosa imobilizacije proteina (slika 74),
kao sto je radeno i u slucaju optimizacije imobilizacije lakaze na amino-aktivirani nosac.
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Slika 73. Uticaj pocetne koncentracije proteina na aktivnost lakaze imobilisane na Lifetech™
ECR8285F nosac

Pocetna koncentracija proteina je varirana u Sirokom opsegu, od 1 mg/g nosaca do 48
mg/g nosaca. Iz dobijenih rezultata, prikazanih na slici 73, moze se primetiti nagli porast
aktivnosti imobilisanih preparata za pocetne koncentracije enzima do 24 mg/g. Dalje
povecanje koncentracije ponudenih proteina rezultira manjim povecanjem aktivnosti
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imobilisane lakaze, posto je povecanje pocetne koncentracije enzima za 50 % (sa 24 mg/g na 36
mg/g nosaca) dovelo do povecanja aktivnosti od 26 %. Povecanje pocetne koncentracije
proteina do 48 mg/ g ¢ak je dovelo do malog smanjenja aktivnosti preparata.

Slican trend se moze primetiti kod ispitivanja specificne aktivnosti, buduci da se sa
porastom pocetne koncentracije proteina, specificha aktivnost povecava, do pocetne
koncentracije lakaza od 24 mg/g, dostizué¢i maksimum, a za vecu pocetnu koncentraciju
proteina, specifi¢na aktivnost nadalje opada.

IzvrSeno je i ispitivanje uticaja koncentracije ponudenih proteina, odnosno pocetne
koncentracije proteina, za isti opseg koncentracija proteina od 1 mg/g nosaca do 48 mg/g
nosaca, na koncentraciju imobilisanih proteina i na prinos imobilizacije, a dobijeni rezultati su
prikazani na slici 74.
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Slika 74. Uticaj pocetne koncentracije proteina na prinos imobilizacije i koncentraciju imobilisanih
proteina na Lifetech™ ECRS8285F nosac

Iz dobijenih rezultata moZe se primetiti da povecanje pocetne koncentracije proteina ima
suprotan uticaj na prinos imobilizacije u poredenju sa uticajem na koncentraciju imobilisanih

proteina.

Do pocetne koncentracije proteina od 8 mg/g nosaca, procenat vezanih molekula
enzima na Lifetech™ ECR8285F je bio veoma visok, preko 90 %. U opsegu pocetnih
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koncentracija proteina od 12 mg/g - 36 mg/g, prinosi imobilizacije proteina su bili od 88,0 %
do 69,6 %, dok je dalji porast koncentracije ponudenih proteina doveo do smanjenja prinosa
imobilizacije proteina do vrednosti od 50 %.

Sto se ti¢e odnosa pocetne koncentracije proteina i koncentracije imobilisanih proteina,
odnosno dobijenih rezultata koji su prikazani na slici 74, vidljivo je da se koncentracija
imobilisanih proteina konstantno povecéavala sa pove¢anjem koncentracije ponudenih proteina
do 36 mg/g nosaca. Dalji porast koncentracija ponudenih proteina do 48 mg/g nosaca, nije
doveo do povecdanja koncentracije imobilisanih proteina. Stoga se moze proceniti da je
maksimalni kapacitet vezivanja za Lifetech ™ ECR8285F nosac iznosio 25 mg proteina po g
nosaca.

Na osnovu svih prikazanih rezultata moZe se uociti da pocetna koncentracija enzima od
24 mg/ g nosaca, daje optimalni imobilisani preparat. U ovim optimizovanim uslovima, dobijen
je preparat imobilisane lakaze sa aktivnoséu od 118929 U/g nosaca, sto je znacajno vise, u
poredenju sa maksimalnom aktivnos¢u dobijenom sa amino funkcionalizovanim Lifetech™
ECR8309F nosacem, za koga su rezultati prikazani na slici 71.

4.7.2.1.2. Analiza mehanizma imobilizacije enzima na Lifetech™
ECR8309F

Da bi se potvrdio pretpostavljeni tip interakcije izmedu enzima i nosaca, izveden je i
desorpcioni eksperiment, sa 1 M rastvorom CaCl2i 1 %-nim rasvorom Triton™ X-100. Kako je
i ranije objadnjeno, tretiranjem imobilisanog preparata 1 M rastvorom CaCly, svi enzimi vezani
elektrostatickim interakcijama bice uklonjeni, te ¢e preostala aktivnost imobilisanog preparata
biti rezultat molekula enzima vezanih hidrofobnim interakcijama i kovalentnim vezama za
nosac.

Dobijeni rezultati pokazali su da nakon tretiranja imobilisanog preparata sa 1 M
rastvorom CaClz nije registrovano smanjenje aktivnosti preparata i da nije doslo do desorpcije
proteina, $to znaci da nisu formirane elektrostaticke interakcije izmedu lakaze i Lifetech™
ECRB8285F nosaca.

Nakon tretmana rastvorom Triton™ X-100, desorbovano je 68 % imobilisanih proteina.
Posto je dokazano odsustvo elektrostatickih interakcija, moZze se zakljuciti da je 68 % molekula
lakaze vezano na Lifetech™ ECR8285F nosac¢ hidrofobnim interakcijama, dok je preostalih 32
% molekula enzima kovalentno vezano na povrsinu nosaca.

S obzirom na cinjenicu da je potvrdeno uspostavljanje hidrofobnih interakcija i
kovalentnih veza, koje su i preferirane u odnosu na elektrostaticke interakcije, zbog vece
stabilnosti u procesnim uslovima i vece ostvarene aktivnosti u poredenju sa amino
funkcionalizovanim nosacem, na koga je imobilizacija lakaze prethodno izvrSena i
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optimizovana (Lifetech™ ECR8309F), dalji eksperimenti su sprovedeni koris¢enjem lakaze
imobilisane na epoksi-butil metakrilatni nosa¢ - Lifetech™ ECR8285F.

4.8. Razgradnja industrijskih boja lakazom imobilisanom na
Lifetech™ ECR8285F

Nakon optimizacije imobilizacije lakaze iz T. versicolor na Lifetech ™ ECR8285F nosac,
ispitivana je aktivnost imobilisane lakaze u obezbojavanju razli¢itih industrijskih boja.

Ispitivanje moguce primene u obezbojavanju industrijskih boja imobilisanim
preparatom ispitano je koris¢enjem rastvora cetiri tekstilne boje razlic¢itih hemijskih struktura
prikazanih na slikama 31 i 32, a osnovne karakteristike boja date su u tabeli Tabeli 7. Odabrani
supstrati lakaze su predstavnici dveju sloZenih klasa sa bitno razli¢itom hemijskom
strukturom. Dok Lanaset® boje imaju antrahinonsku strukturu, ostale dve boje pripadaju
sufonftaleinskim bojama. U dostupnoj literaturi, razgradnja ovih boja je istrazivana razli¢itim
metodama, ali ne i lakazom iz T. wversicolor imobilisanom na Lifetech ™ ECRS8285F nosac
[130,131].

Obezbojavanje odabranih boja praceno je u vremenskom periodu od cetiri sata, a
dobijeni rezultati su predstavljene na slici 75.
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e —w¥— Bromtimol plavo
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Slika 75. Ostvareni stepeni dekolorizacije odabranih boja lakazom imobilisanom na Lifetech™
ECR8285F nosac
Iz prikazanih rezultata moZe se uociti da je imobilisani preparat bio vrlo aktivan, jer je
stepen dekolorizacije bio u opsegu od 88 % do 96 % nakon 4 sata. Vise od 80% obezbojenja se
postize nakon samo 45 min. Tokom izvodenja ovih eksperimenata bilo je vidljivo da do
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dekolorizacije ne dolazi samo zbog enzimske razgradnje ve¢ dolazi i do adsorpcije boja na
Lifetech™ ECR8285F nosac.

Izbeljivanje uzoraka boje lakazom imobilisanom na Lifetech ™ ECR8285F nosac
prikazano na slici 76.

Slika 76. Promena boje u kivetama sa odabranim bojama i lakazom iz T. versicolor
imobilisanom na Lifetech™ ECR8285F nosac

Dobijeni rezultati ovog ispitivanja ukazuju na ¢injenicu da se imobilisani preparati
mogu uspesno primeniti u obezbojavanju cetiri odabrane industrijske boje, ali i da je rezultat
dva paralelna procesa - adsorpcije i enzimske degradacije. U narednoj fazi istrazivanja ispitana
je moguénost ponovljene upotrebe imobilisanog enzima. Pored oc¢iglednog motiva - ¢injenice
da je to klju¢na aplikativna karakteristika imobilisanog enzima - ovo je i pogodan nacin da se
izoluje efekat enzimske razgradnje jer se u ponovljenim ciklusima adsorpcija boje drasti¢no
smanjuje.

4.8.1. Ispitivanje ponovne upotrebe lakaze imobilisane na
Lifetech™ ECR8285F u razgradnji industrijskih boja

Ispitivanje ponovne upotrebe dobijenog imobilisanog preparata, vrseno je po metodi
opisanoj u poglavlju 3.2.8.2. Nakon 7 reakcionih ciklusa, dobijeni su rezultati koji su
predstavljeni na slici 77.
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Slika 77. Razgradnja ispitivanih boja pracena adsorpcijom boja na Cestice nosaca: A) Lanaset® Violet
B, B) Lanaset® Blue 2R, C) bromtimol plavo i D) bromkrezol zeleno

Procenat dekolorizacije boja, kao rezultat adsorpcije i razgradnje, posle sedam ciklusa
ostao je vrlo visok, s obzirom da je najmanja dekolorizacija postignuta za bromkrezol zeleno 58
% (slika 77D), a najvisa 80 % za Lanaset® Violet B (slika 77A).

Adsorpcija boja na nosa¢ brzo se smanjivala nakon svakog ciklusa, kao rezultat
ogranicene povrsine nosaca dostupne za adsorpciju. Kada je doprinos adsorpcije pracen tokom
sedam ponovnih upotreba u dekolorizaciji Lanaset® Violet B, Lanaset® Blue 2R, bromotimol
plavo i bromkrezol zeleno, primeéeno je smanjenje od 85,71 %, 88,38 %, 87,00 % i 82,77 % na
13,14 %, 11,81 %, 12,86 % i 19,38 % u cetiri ispitivana sistema, redom. Imajuéi u vidu da je
ukupni efekat adsorpcije boja na cestice i njihove razgradnje enzimom ostao visok (58% do 80%
nakon sedmog reakcionog ciklusa), evidentno je da je enzim odrzao visoku kataliticku
aktivnost tokom ponovnih upotreba.
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Na osnovu dobijenih rezultata, efekat dekolorizacije u sva cetiri sistema tokom ponovne
primene imobilisanog preparata moze se skoro u potpunosti pripisati enzimskoj degradaciji. U
literaturi se takode mogu naci dobri postignuti rezultati u obezbojavanju boja bilo gljivama
belog truljenja ili njihovim enzimima, slobodnim ili imobilisanim. Dekolorizacija boje malahit
zeleno od strane T. versicolor f. antarcticus je realizovana u bioreaktoru i nakon 5 uzastopnih
ciklusa stepen dekolorizacije dostigao je vrednost od 82 % [180]. Sa lakazom imobilisanom na
porozne PVA / HNT-ove hibridne kuglice i reaktivho plavo bojom kao uzorkom za
obezbojavanje, dekolorizacija usled adsorpcije i degradacije iznosila je 40,97 % [181].

Ovi rezultati potvrduju da dobijeni preparat ima znacajnu operativnu stabilnost i dobre

YoV 2

izglede za ekonomski odrzivu upotrebu u precis¢avanju industrijskih otpadnih voda.
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5. ZAKLJUCAK

Na osnovu rezultata prikazanih u okviru eksperimentalnog dela ove disertacije mogu

se izvesti sledeci najvazniji zakljucci:

>

IzvrSena je karakterizacija lakaze iz Myceliophthora thermophila sa ekspresijom u
Aspergillus oryzae (Novozym® 51003), u kojoj je utvrden pH optimum na priblizno 6,8,
uz aktivnost lakaze od 1220 IU/ml, a izoelektri¢na tacka lakaze, pl, imala je vrednost od
4,0. Visoka aktivnost Novozym® 51003 lakaze, u Sirokom rasponu pH vrednosti,
predstavlja dobar preduslov za mogucu industrijsku primenu lakaze, a ujedno
imobilizacija enzima moze da se vrsi u ve¢em rasponu pH vrednosti.

Ispitana je izglednost primene ovog enzima u degradaciji velikog broj organohlornih
pesticida. Lakaza je pokazala moguénost razgradnje svih analiziranih zagadivaca, sto
pruza potvrdu njene potencijalne primene u bioremedijaciji. Pesticid kod koga je
postignut najvisi stepen razgradnje od 51 % bio je lindan, a utvrdeno je i da je optimalno
reakciono vreme 6 dana.

Ispitana je i optimizovana imobilizacija Novozym® 51003 lakaze na amino-
funkcionalizovanu nanosiliku (AFNS). Za imobilizaciju su dobijeni optimizovani uslovi
pH 5,0, i koncentracija ponudenih proteina od 160 mg po g nosaca. 1z dobijenih rezultata
se moze zakljuciti da se imobilizacijom oc¢uvala velika aktivnost lakaze, sto ukazuje na
¢injenicu da pri fizickoj adsorpciji enzima na nosac¢, aktivni centar enzima ostaje lako
dostupan supstratu.

Fizi¢ka adsorpcija lakaze na AFNS predstavlja vezivanje enzima u jednom sloju na
povrsinu nosaca, koje se odigrava veoma brzo, sa preko 90 % maksimalne koncentracije
imobilisanih proteina dostignute posle 40 minuta od pocetka imobilizacije i mozZe se
prikazati kinetickim modelom pseudo-prvog reda.

Dobijeni imobilisani preparat koris¢en je u razgradnji pesticida lindana, gde je nakon 6
dana reakcije, razgradeno 43,2 % lindana, racunato relativno u odnosu na pocetnu
koncentraciju, ve¢om brzinom nego slobodna lakaza. Prilikom ispitivanja moguénosti
ponovne upotrebe ovog preparata, nakon 7 ponovnih upotreba, imobilisana Novozym®
51003 lakaza zadrzala je 70 % pocetne aktivnosti, Sto predstavlja potvrdu da dobijeni
imobilisani preparat ima dobar potencijal za visekratnu primenu u razgradnji lindana,
kao izabranog predstavnika organskih zagaduju¢ih materija iz grupe organohlornih
pesticida.
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> Prilikom ispitivanja mogucnosti za koris¢enje amino-modifikovanih ligninskih
mikrosfera (A-LMS), kao nosac¢a za imobilizaciju Novozym® 51003 lakaze, od dve
ispitane vrste A-LMS mikrosfera (A-LMS_5 i A-LMS_10), sa razli¢itim karakteristikama,
na osnovu parametara efikasnosti imobilizacije (prinos imobilizacije proteina (%) i
koncentracija imobilisane aktivnosti (IU/g nosaca)), najvece vrednosti parametara
dobijaju se u slucaju imobilizacije lakaze na A-LMS_5 mikrosfere. pH optimum za
imobilizaciju lakaze na A-LMS_5 bio je 5,0, najveca koncentracija imobilisanih proteina,
nakon jednog sata, iznosila je priblizno 35 mg/g. Najbolji rezultati imobilizacije lakaze
na A-LMS_5, po pitanju prinosa imobilizacije proteina, prinosa imobilizacije aktivnosti
i specificne aktivnosti, dobijeni su za koncentraciju ponudenih proteina od 70 mg/g
nosaca, za vreme imobilizacije od 4 h. Vezivanje lakaze na ovaj nosa¢ vrsi se, u
podjednakoj meri, elektrostatickim i hidrofobnim interakcijama.

> Prilikom ispitivanja dobijenog prepararata u razgradnji lindana, posle Sestog dana
reakcije, preostala koncentracija lindana u uzorku, u odnosu na pocetnu, iznosila je 22,4
% . Lakaza imobilisana na A-LMS_5, u odnosu na lindan kao supstrat, ima produzenu
aktivnost a sama degradacija je efikasnija nego u slucaju slobodne lakaze ili lakaze
imobilisane na AFNS. Od ova dva ispitana nosaca, A-LMS_5 ima bolje izglede za
primenu u imobilizaciji Novozym® 51003 lakaze, za potencijalnu primenu u razgradnji
insekticida lindana.

> Ispitana je primena osam komercijalnih nosaca iz serije Lifetech™, sa razli¢itim
karakteristikama za imobilizaciju lakaze iz Trametes versicolor. 1z ovih ispitivanja mogu
se izvudi najvazniji zakljudci:

o Najveca aktivnost imobilisanog preparata iz grupe amino-funkcionalizovanih
nosaca, od 6 ispitanih nosaca, bila je kod poroznog Lifetech ™ ECR8309F nosaca,
vecih pora i krace C2 nozice, kod koje je dobijena aktivnost imobilisane lakaze
iznosila 22320 U/g nosaca. Optimizacijom imobilizacije, utvrdeno je da je pH
optimum 5,0, a optimalno vreme imobilizacije jedan sat. Pra¢enjem koncentracije
imobilisane aktivnosti i specifi¢ne aktivnosti, utvrdeno je da je optimalna pocetna
koncentracija proteina 7 mg po g nosaca.

o Od druga dva ispitana Lifetech™ nosaca, od kojih je jedan hidrofobni i jedan
epoksidno-funkcionalizovani nosa¢, preparat sa lakazom imobilisanom na
epoksi/butil metakrilatni nosac¢ (Lifetech ™ ECR8285F) pokazao je preko tri puta
vecu aktivnost. Optimizacijom imobilizacije lakaze na Lifetech ™ ECR8285F,
dobijen je optimalni imobilisani preparat sa aktivnoséu od 118929 U/g nosaca.
Na ovaj nosac¢, 68 % molekula lakaze vezano je hidrofobnim interakcijama, dok
je preostalih 32 % molekula enzima vezano kovalentnim vezama. Potvrda
uspostavljenih kovalentnih veza izmedu enzima i nosaca, kao i velike dobijene
aktivnosti imobilisanog preparata, izdvojili su ga od ostalih, kao
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najperspektivnijeg za ispitivanje njegove primene u razgradnji organskih
zagadujucih materija.

> Dobijeni imobilisani preparat je ispitan u razgradnji cetiri industrijske boje. Reakcija
razgradnje boja bila je veoma brza, a postignuti stepen dekolorizacije bio u opsegu od
88 % do 96 % nakon 4 sata, sa vise od 80% obezbojenja posle prvih 45 minuta. Primeceno
je da se osim enzimske razgradnje ispitivanih boja, javlja i njihova adsorpcija na nosac.
Ispitivanjem ponovne upotrebe imobilisanih preparata, nakon 7 reakcionih ciklusa,
procenat obezbojenja ostao je visok (od 58% do 80%), a nakon 4. ciklusa utvrdeno je da
se gotovo sav ucinak u obezbojavanju moze pripisati enzimskoj degradaciji. Ovi
rezultati potvrduju da dobijeni preparat ima znacajnu operativnu stabilnost i dobre
izglede za ekonomski odrzivu upotrebu u preciséavanju industrijskih otpadnih voda.
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obpasay usjase o aymopcmey

HU3jaBa o ayTopcTBy

Hme 1 npesume ayTopa JE/\EH‘A& bEELZt
Bpoj nnaekca L‘O,QQ/Q 0/{6

Hsjasmyjem

J1a je JOKTOPCKA AHCEPTALH]a 10 HACJ0BOM

MHOGM/\MBAL\,U)A AAKAIE A NPUMEMY YV
PA3CPAL Y OPCAKCKX  AATARYIYRNX  MATEPUDA

¢ Pe3yaTaT CONCTBEHOT HCTPAXXHBAYKOT pPaja;

¢ [a IHCepTalHja y UeJHHH HH V Ae/l0BHMA HHje GHIA MPeJIOKeHa 3a CTHLae Apyre
AHIMIOME MpeMa CTYAHJCKUM NPOrpaMHMa JPYTHX BHCOKOLIKOJICKHX YCTAHOBA;

¢® JaCy pe3ysITaTH KOPeKTHO HaBeJeHH H

® [a HHCaM KPLIHO//a ayTOPCKa NPaBa H KOPHCTHO/JIA HHTEeKTYAIHY CBOjHHY APYTHX
JIHLA.

IMoTnuc ayropa

/Qé/&v/ bels &

Y Beorpazgy, 4@ ©. Q0.




obpasay uzjase o UCMOSEMHOCMU WINAMNAHE U eAEKMPOHCKe gep3uje dokmopckoez pada

HM3jaBa 0 HCTOBETHOCTH IITAMIAHE H e/IeKTPOHCKE Bep3Hje JOKTOPCKOT
paja

HMe 1 npesuMe ayTopa JE/\ EUA 6E 5\4‘\;
Bpoj uagekca L’OQ 9T/ °ZO 46
CTyaujcky mporpaM bMOXé:M WICKU  HIHCEWEPULC 1 DUOTEXHOAOCU 24

Hacnos paga MHOBW\MBAh,LOA AAKA3E 3A DPUMELY V PAZMPAAMU DPFAHCKUX
N = s BACAL P IV RUx MATEPUIN
MenTop \’041 Ar. JLcDAPr bEIGPAA Y, A

HsjaemwyjeM fga je wTaMmaHa Bep3uja MOT JOKTOPCKOT Paja HCTOBETHA eleKTPOHCKO])
BEeP3HjH KOjy CaM MNpedao/na pagH NoxpawmHBamka y JHTHTAIHOM Peno3uTOpHjyMy
YHuBepsurtera y beorpaay.

Jlo3BobaBaM Ja ce objaBe MOjH JIHYHH NMOJAIH Be3aHH 3a JoOHjame aKaJeMCKOr Ha3WBa
JOKTOPA HAYKa, Kao HITO Cy HMe H Ipe3uMe, roHHA K MecTo poDera 1 4aTyM oabpaHe paja.

OBH JHYHH NOJALH MOTY ce 00jaBUTH Ha MPeXHHUM CTPAHHIAMA AUTHTANHe OMOIHOTEKe, ¥
eJIeKTPOHCKOM KaTalory M y nyOauKanHjaMa YHuBep3uTeTa y beorpaay.

Iornuc ayropa

st ek

V Beorpazay, 46 6. 2000




1. AyTopcTBo. [l03BO/BABATE YMHOKABALE, AMCTPHOYUM]Y U jABHO CAONIUTABaLe Jefa, M
npepaje, ako ce HaBeje WMe ayTopa Ha HauMH oApeljeH OJ CTpaHe ayTopa WAM JABaona
JIHLeHIe, YaK H ¥ KoMepuHjanHe cepxe. OBo je Hajcao6oauMja o CBUX AMOeHINH.

2. AYTOPCTBO - HEKOMepUHjaaHO. [l03BO/bABATE YMHOXKABAMLE, AHCTPHOYOHjy U jaBHO
caonmraBare e/1a, H Opepaje, ako ce HaBefJe HMe ayTopa Ha HaYMH oapehen ox crpame
ayTopa uaM Aapaoua auueHne. Osa MHOeHNa He A03B0/baBa KOMEPUHjAIHY ynoTpeby fena.

3. AyTOpcTBO - HeKOMepHHjaTHO - Ges npepaga. JlosBo/baBaTe yMHOMXaBae,
AUCTPpHUOyLHMjy ¥ jaBHO caomninTaBaise Aesa, 6e3 mpomena, npeobauKoBaka WAH ynortpebe
Aesa ¥ CBOM [ey, aKo Ce HaseJe uMe ayropa Ha HauuH oApeheH of crpaHe ayTropa WiM
Aasaoua qunede. OBa AHNEHNA He J03B0/baBa KOMepUHMjaIHy ynorpeby aena. ¥ ogaocy Ha
CBE OCTane JHIeHIle, OBOM JMIEHIOM ce orpaHuiasa Hajeehn o6uM npasa kopumhema fena.

4. AVTOPCTBO - HEKOMEpPUMjaHO - JEe/JHTH [OA HCTHM yvoroBuMa. JlosBoskaBaTe
VYMHONABARe, ANCTPUOYIH]Y B jaBHO CaommTaBame feJsa, W Npepaje, aKo Ce HaBexe MMe
ayTopa Ha HaYMH oApeheH oJ CTpaHe ayTropa WM JaBaona JAHLEHIe H aKo ce npepajga
AUCTpUOyHpa NOA WCTOM WM CIMYHOM JAHnesnoM. OpBa JAMIeHHa He Jlo3BOJBABA

KOMepuHjaiHy ynotpeby gesa U npepaja.

5. AyropcrBo - Ge3 mnpepaaa. /JlozeomaeaTe YMHOXaBamwe, JUCTPHOYynHjy Hu jaBHO
cacmmuTaBawe Aesa, 6es npormeHa, NPeobaIHKOBaka WK yNIOTpebe Jeja ¥ CBOM JleJly, aKko ce
HaBeflle HMe ayTopa HAa Ha4yMH ojpeheH oA cTpaHe ayTopa WAM JaBaoma aunedne. Osa
JIHIEHIa JO3B0/bAaBA KOMePHHjaIHY YOOTpesy Aena.

6. AYyTOPCTBO - AesIMTH NOJ HCTHM yoraopuMa. [Jo3B0o/baBATE YMHOXKABAKE, AHUCTPHOYUH]Y
H jaBHO CaoNWTasak-e Jefa, M npepaje, ako ce HaBede HMe ayTopa Ha Ha4yMH oApehen on
CTpaHe ayTopa WAM JaBaolla JHOEHLIEe W aKo ce npepaja AMCTPHOYHMpa NMojg HCTOM MHIH
CIMHOM JiMueHnoM. OBa JMNeHna J03B0o/baBa KOMepHHjanuy ynorpeby gena u npepazga.
Caununa je codTBEpCKUM AMIleHIIAMA, OHOCHO JHIEeHIAMa OTBOpPEHOT KoAa.



OIIEHA H3BELITAJA O IIPOBEPH OPHUTHHAJIHOCTH JOKTOPCKE
JHCEPTALHJE

Ha ocrosy [IpaBiaHika O NOCTYNKY NPOBEPE OPUIHHATHOCTH HOKTOPCKRHA JHCEpTaLIfa Koje ce
Opane Ha YHuncpantery y beorpaiy u Hanasa y w3BelTajy u3 nporpama iThenticate kojum je
H3BPIICHA TIPOBEPA OPHIMHATHOCTH JIOKTODCKE mieepraumje ,Hyodnamsaunja Jakase 3a
HpHMEHY Y pasrpaiibi OPraHcKHX saralyyjyhux marepuja”, ayropa Jeaene beduh, macrep
MHZK. TEXHOJIOPHje, KOHCTATYjeMO Ja yTBpeHO NMOAYapaILe TCKETa H3HoCH 7 %. Osaj crenet
MOy 1APHOCTH NPeTeRHo je 1ocieamua ynorped/benny JAHIHHX HMeHa, oudnnorpaderux
notataka o Kopuiuhenoj AWTEParypH, Kao M HPETXOANO nyb HKoBaNNX  PeIVATATA

NOKTOPANAOBHX HCTPAKIBAILA, KOJH €Y MPOHCTERIN U3 ILCUE THCcepTaye mTo j& Y CRINAY
ca wianom 9. [Tpasunnika.

Ha ocHOBY CBEra M3HETOL, @ ¥ CKIALY ¢4 'LIdioM 8. ctap 2. [TpapunHHKa O NOCTYIKY [pOBEPC
OPHIMHAIHOCTH  IOKTOPCKHX jMcepTaumja Koje c¢ Opane Ha YHUBEPIUTETY ¥ Beorpaiy.
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