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»Primena rastvornih i imobilizovanih izoformi peroksidaze iz rena u
uklanjanju obojenih ksenobiotika iz otpadne vode*

1ZvVOD

Intenzivan industrijski razvoj propracéen je sve veCom kompleksnos$cu sastava otpadnih
voda. Sinteticke boje su danas u Sirokoj primeni u velikom broju industrijskih grana. Veéina
boja poseduje kompleksnu hemijsku strukturu, kao 1 pove¢anu hemijsku stabilnost Sto ih nakon
otpustanja u vodotokove ¢ini ksenobioticima koji naj¢esce ispoljavaju i svoje rekalcitrantne
osobine. Potreba za novim tehnoloskim reSenjima radi uklanjanja Sirokog spektra ovih
obojenih ksenobiotika dovela je do opseznog istrazivanja na ovom polju, dok je u poslednjih
nekoliko godina istrazivanje na polju primene enzima veoma uznapredovalo.

Ova disertacija se bavi izolovanjem Kiselih i baznih izoformi peroksidaze iz rena i
njihovom primenom u uklanjanju razli¢itih obojenih ksenobiotika, optimizacijom reakcije
obezbojavanja, pracenjem i analizom proizvoda zaostalih nakon enzimske degradacije,
sintezom imobilizata sa povecanom stabilnoS¢u i efikasno$¢u u uklanjanju Sirokog spektra
obojenih ksenobiotika. Cilj je bio razvijanje efikasne metode za uklanjanje i detoksifikaciju
otpadne vode zaostale nakon procesa bojenja.

Izolovanje i preciséavanje kiselih, baznih i neutralnih izoformi peroksidaze iz rena
uradeno je jonoizmenjivackom hromatografijom na QAE-Sephadex koloni. Razdvojene
izoforme detektovane su zimogramskom detekcijom, nakon izoelektricnog fokusiranja.
Optimizovani su uslovi reakcije obezbojavanja primenom rastvornih enzimskih preparata (0,14
U mL* enzima i 0,44 mM vodonik-peroksida). Testirano je obezbojavanje 24 boje razli¢itih
struktura 1 karakteristika u zavisnosti od pH 1 izoforme peroksidaze iz rena. Najveci stepen
obezbojavanja postignut je u sluc¢aju 17 boja sa primenom kisele izoforme peroksidaze iz rena:
Sest pripada klasi azo boja, tri boje triarilmetanskoj i jedna boja tiazinskoj klasi boja dok su
preostalih 7 zasti¢enih struktura nedostupnih za javnost. U sluaju 12 boja najbolje
obezbojavanje postignuto je na pH 5, a u slucaju 10 boja na pH 9. Obezbojavanje je pra¢eno
UV-Vis spektrofotometrijom, a degradacija je potvrdena analizom na HPLC-u.
Obezbojavanjem model-boje (oranz II) kiselom izoformom peroksidaze iz rena dobijeni
glavnih proizvodi obezbojavanja identifikovani su LC-ESI-ToF-MS tehnikom.

Kisela izoforma peroksidaze iz rena uspes$no je imobilizovana na 10 komercijalno

dostupnih i laboratorijski sintetisanih nosaca primenom razli¢itih imobilizacionih tehnika.



Kisela izoforma peroksidaze iz rena imobilizovana na hitozanu pokazala je najvecu specifi¢nu
gvajakolnu aktivnost (2080 U g) kao i dekolorizacionu aktivnost uklanjanjem 175 mg L™
model boje. Dobijeni imobilizat pokazao je vecu stabilnost prema vodonik-peroksidu u
poredenju sa slobodnim enzimom. Imobilizat je pokazao i dobru operativnu stabilnost pa se
njegova dekolorizaciona aktivnost nakon 7 ponovljenih ciklusa smanjila za samo 35%.

Procena toksi¢nosti boja i proizvoda obezbojavanja ispitana je na Artemia salina.
Obezbojavanje model-boja dovelo je do smanjenja % mortaliteta larvi A. salina u odnosu na
pocetni rastvor. Ekogenotoksi¢nost 8 model-boja testirana je na BEAS-2B ¢elijama osnovnim
1 modifikovanim komet testom. Detektovani stepen oSteenja DNA iznosio je od 5 do 47%. U
slu¢aju model-boje, oranz II detektovana su oksidativna oSte¢enja pri izlaganju Celija rastvoru
boje (300 pug mL?), dok izlaganje proizvodima degradacije nakon enzimskog tretmana sa
kiselom izoformom peroksidaze iz rena ne dovodi do istog efekta.

Ispitane su interakcije boja i proizvoda degradacije sa DNA iz teleceg timusa i
plazmidnom DNA na model boji oranz II i amido crno 10b primenom UV-Vis i fluorescentne
spektrometrije i agaroznom elektroforezom. Nije uoceno znaajno cepanje plazmidnog

molekula DNA nakon izlaganja rastvorima boja pre i nakon enzimskog obezbojavanja.

Kljucne reci: peroksidaza iz rena, obezbojavanje, imobilizacija, boje, komet test,
ekogenotoksicnost

Naucna oblast: Hemija
UZa naucna oblast: Biohemija
UDK broj:



“Application of soluble and immobilized horseradish peroxidase
isoforms in degradation of colored xenobiotics from waste water”

ABSTRACT

Intense industrial development has been accompanied by higher complexity of
effluents. Synthetic dyes have been widely used in great number of industrial sectors.
Majority of dyes possesses complex chemical structures, as well as chemical stability,
which makes them persistent xenobiotics after their release in water bodies. The need for
new technological solutions for removal of these colored xenobiotics has led to major

ongoing research on this field with big emphasis on enzyme application.

Subject of this doctoral dissertation is isolation and application of acidic and basic
horseradish peroxidase isoforms in decolorization of various colored Xxenobiotics,
optimization of decolorization reactions, monitoring and analysis of decolorization
products, synthesis of immobilizates with higher stability and efficiency in removal of
wide spectrum of colored xenobiotics in order to develop efficient method for removal

and detoxification of wastewater after the coloring process.

Acidic isoforms have been purified from basic and neutral horseradish isoforms
using ion exchange chromatography on QAE-Sephadex column. Separated isoforms
have been detected by zymograms after the isoelectric focusing. Decolorization reaction
has been optimized using soluble enzyme isoforms (0.14 U mL™ and 0.44 mM hydrogen
peroxide). Decolorization of 24 dyes of various structures and characteristics have been
tested depending of pH and peroxidase isoforms. In case of 17 dyes highest
decolorization has been achieved using acidic horseradish peroxidase: six dyes are from
azo, three from triarylmethane and one from thiazine category while the rest of dyes have
structure which is unavailable to the public. Twelve dyes were decolorized best at pH 5,
while 10 dyes were decolorized best at pH 9. Decolorization was monitored by UV-Vis
spectrometry, while degradation was confirmed by HPLC. By decolorization of model
dye (orange II) using acidic horseradish peroxidase the main decolorization products
were identified by LC—ESI-ToF-MS technique.



Acidic isoform has been successfully immobilized on 10 commercially available
and laboratory synthetized carriers by various immobilization techniques. Acidic
horseradish isoform immobilized on chitosan has shown highest specific activity toward
guaiacol (2080 U g) as well as decolorization acvitity by removal of 175 mg L of
model dye. The immobilizate obtained showed higher stability towards hydrogen
peroxide in comparison with the soluble enzyme. The immobilizate has shown good
operative stability since it has retained 65% of its decolorization activity after 7 repeated
cycles. The assessment of toxicity of dyes and decolorization products has been tested
on Artemia salina. Decolorization of model dye has resulted in reduction of mortality of
A. salina larvae in comparison with initial dye. Ecogenotoxcitiy of 8 model dyes has been
tested on BEAS-2B cells using basic and modified comet assay. DNA damage detected
was from 5 to 47%. In case of model dye, orange I, oxidative DNA damage has been
detected after the exposure of cells to dye solutions (300 pug mL™), while degradation
products after enzymatic decolorization with acidic horseradish peroxidase showed no
DNA damage.

Interactions of dyes and degradation products with DNA from calf thymus and
plasmid DNA has been studied using model dye orange Il and amido black 10b by UV-
Vis and fluorescent spectroscopy and agarose electrophoresis. Significant DNA strand
breaks on plasmid DNA has not been detected in either case.

Keywords: horseradish peroxidase, decolorization, immobilization, dye, comet assay,
ecogenotoxicity

Area of science: Chemistry
Sub-area of science: Biochemistry
UDC number:



LISTA SKRACENICA KORISCENIH U TEKSTU

DNA dezoksiribonukleinska kiselina

C.l. kolor indeks

BOD biohemijska potrosnja kiseonika

AsP askorbat-peroksidaza

LiP lignin-peroksidaza

MnP mangan-peroksidaza

HRP peroksidaza iz rena

SBP peroksidaza iz soje

TuP repina peroksidaza

CPO hloroperoksidaza

DyP dihem dekolorizaciona peroksidaza
HRP-C izoforma C peroksidaze iz rena

HRP-A kisele (anjonske) izoforme peroksidaze iz rena
HRP-B bazne (katjonske) izoforme peroksidaze iz rena
AH: redukujuéi supstrat

PEG polietilen-glikol

GA glutaraldehid

ROS reaktivne kiseoni¢ne vrste

PET polietilen-tereftalat

SB jednolanc¢ani prekidi na DNA

AP apurinska/apirimidinska mesta na DNA
Nth endonukleaza 111

FPG formamidopirimidin-DNA-glikozilaza
CT-DNA DNA iz teleCeg timusa

EB Etidijum-bromid

MM molekulski markeri

HPLC tecna hromatografija visokih performansi
uv ultraljubicasti region apsorpcionog spektra

Vis vidljivi region apsorpcionog spektra



MS
ES|
IEX
AN
HH
AGH

AHG
Al0
A30
AG0
A90

AP 0,25%
AP 0,5%
BEAS-2B
T1%
ANOVA
PBS
8-OxoGua
APS

AA

SDS

PUZ

AN

LB

EDTA
TAE

masena spektroskopija

elektrosprej jonizacija

jonoizmenjivac

acetonitril

peroksidaza iz rena imobilizovana na hitozanu

peroksidaza iz rena imobilizovana na zelatinu i aluminijum-
oksidu

peroksidaza iz rena imobilizovana na aluminijum-oksidu
oblozena Zelatinom

peroksidaza iz rena imobilizovana na alginatnim rezancima
nakon 10 minutne aktivacije natrijum-perjodatom
peroksidaza iz rena imobilizovana na alginatnim rezancima
nakon 30 minutne aktivacije natrijum-perjodatom
peroksidaza iz rena imobilizovana na alginatnim rezancima
nakon 60 minutne aktivacije natrijum-perjodatom
peroksidaza iz rena imobilizovana na alginatnim rezancima
nakon 90 minutne aktivacije natrijum-perjodatom

peroksidaza iz rena enkapsulirana sa PEG8000 u 0,25% alginatu

peroksidaza iz rena enkapsulirana sa PEG8000 u 0,5% alginatu

humane bronhijalne epitelne celije
procenat DNA u repu komete
analiza varijanse

puferisani fizioloski rastvor
8-0kso-7,8-dihidroguanin
amonijum-persulfat

akrilamid
natrijum-dodecil-sulfat

pufer za obradu uzoraka
acetonitril

Luria Bertani medijum
etilendiamintetrasiréetna kiselina

tris-acetatni EDTA pufer
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1. Uvod

Peroksidaze su klasa enzima koji Kkatalizuju oksidacije supstrata u prisustvu
vodonik-peroksida. Peroksidaze imaju i biljke i mikroorganizmi i zivotinje. Peroksidaza
iz rena (HRP, E.C. 1.11.1.7) je izolovana iz korena rena (Armoracia rusticana). Pripada
klasi Il sekretornih biljnih peroksidaza i javlja se u vidu familije izoenzimal.
Najproucavanija forma je HRP-C. Ova izoforma pripada klasi bazno-neutralnih izoformi
HRP i najveceg je komercijalnog znac¢aja. Mali komercijalni znacaj drugih izoformi HRP
doveo je do njihovog zanemarivanja u proucavanju i odbacivanja u procesu proizvodnje.
Medutim, kako redukcija peroksida na racun elektron-donorskog aromati¢nog supstrata
¢ini ovu grupu enzima veoma korisnom u brojnim biotehnoloskim procesima, pojavila se
potreba i za istrazivanjem ovih izoformi peroksidaza. Osim primene u dijagnosti¢kim
preparatima, organskim sintezama, analizama i sl. primec¢eno je da HRP mozZe da
katalizuje reakcije uklanjanja fenolnih jedinjenja iz otpadne vode?. Ovo je otvorilo novo
poglavlje u istrazivanju i primeni ovog enzima. Industrija koja se poslednjih decenija
nametnula kao jedna od najvecih je industrija boja. Trenutno, sinteti¢ke boje su osnova
nekoliko industrija poput tekstilne, farmaceutske, prehrambene, kozmeticke i dr.,
zahvaljuju¢i svojim svojstvima kao Sto su Sarenolikost, lako¢a u manipulisanju 1 niske
cene. Godis$nja proizvodnja boje procenjena je na oko 900 000 tona, gde cak 70% pripada
grupi azo boja. Prema novijim procenama, znacajni udeo industrijskog otpada (17-20%)
pripada obojenim efluentima®.

S obzirom na to da vec¢ina boja poseduje makar jednu aromati¢nu grupu u
svojoj strukturi, ovo ih ¢ini idealnim supstratom za HRP. Istrazivanje drugih izoenzima
HRP dovelo bi do stvaranja svojevrsne zbirke iz koje bi bilo moguce odabrati izoenzim
koji bi zadovoljio trazene zahteve. lako manje zastupljene, kisele izoforme HRP usled
svojih drugacijih biohemijskih i katalitickih osobina predstavljaju sponu koja bi mogla da
premosti nedostatke drugih, vise zastupljenih i primenjivanih izoformi. Njihova mala
zastupljenost u renu moze se prevazic¢i primenom imobilizovanih biokatalizatora koji bi
omogucili povecanu stabilnost enzima, vecu efikasnost i produzeno vreme upotrebe kroz

veci broj operativnih ciklusa.



Usled sinteticke prirode i kompleksne aromati¢ne strukture, boje 1 njihovi otpadni
efluenti predstavljaju izazov za tretiranje. Ogromni napori su ulozeni u razvijanje
remedijacionih tehnika za otpadne boje kao i njihove metabolite*. Obojeni efluenti nakon
otpustanja iz fabrike prolaze nekoliko fizi¢ko-hemijskih tretmana, poput koagulacije,
ozonizacije, flokulacije i sl., pracenih bioloSkim metodama. Medutim, veliki nedostaci
ovih tehnika jesu: (1) formiranje izuzetno koncentrovanog obojenog mulja ¢ije odlaganje
predstavlja izazov i zahteva prostor; (2) prisustvo rekalcitrantnih boja ¢ija razgradnja
uglavnom nije moguca prirodnim bioloskim procesima i/ili zahteva izuzetno dugo vreme.

Osnovni cilj ove doktorske disertacije je da se ispita efikasnost rastvornih i
imobilizovanih izoformi peroksidaze iz rena za uklanjanje obojenih ksenobiotika iz
otpadne vode sa posebnim osvrtom na genotoksi¢ni efekat polaznih ksenobiotika i
njihovih proizvoda nakon enzimske degradacije. U tom smislu definisano je nekoliko

sledecih ciljeva:

1. Izolovanje i precis¢avanje kiselih, neutralnih i baznih izoformi peroksidaze iz
rena;

2. lspitivanje efikasnosti ovih izoformi u obezbojavanju boja razli¢itih struktura;

3. Pracenje i analiza degradacionih proizvoda nakon tretmana sa peroksidazom iz
rena;

4. Dobijanje biokatalizatora na bazi peroksidaze iz rena sa povecanom stabilnoS¢u 1
efikasnos¢u u uklanjanju Sirokog spektra obojenih ksenobiotika u poredenju sa
rastvornim enzimom;

5. Razvoj efikasne in vitro metode za ocenu genotoksi¢nosti pre i nakon
obezbojavanja peroksidazom iz rena, kao 1 odredivanje oksidativnih oS¢te¢enja u
molekulu dezoksiribonukleinske kiseline (DNA);

6. Ispitivanje interakcija obojenih ksenobiotika i njihovih proizvoda obezbojavanja

sa sisarskom i plazmidnom DNA u cilju razumevanja njihovog delovanja.



2. Opsti deo

2.1 Peroksidaze

Peroksidaze su veoma rasprostranjena klasa enzima Kkoja Kkatalizuje
oksidoredukcione reakcije uz prisustvo kosupstrata vodonik-peroksida (H20.).
Peroksidaze spadaju u prvootkrivene enzime. Oksidaciju odredenih organskih jedinjenja
(poput gvajakola) u pristustvu H202 opisao je davne 1855. god. Schonbein, a 1898. god.
Linossier je prvi put upotrebio naziv “peroksidaza™. Jedan od prvih definisanja
enzimskih jedinica za nehidroliticke enzime jeste “purpurogalinski broj” (PZ broj)
uveden 1917. god.®.

2.1.1 Klasifikacija peroksidaza

Dostupno je nekoliko razli¢itih klasifikacija peroksidaza®, ali ono $to je isto za sve

peroksidaze jeste podela na superfamilije’ (slika 1).

Peroksidaze
=~ ~
-~
Peroksidaze Peroksidaze
koje sadrie hem koje nesadrze hem
Superfamilija Superfamilija
Peroksidaze—ciklooksigenaze Peroksidaze—katalaze
1
1
Lb ve Yoo
Zivotinjske NeZivotinjske
peroksidaze peroksidaze
- - —» Klasal

Citohrom—peroksidaza,
Askorbat-peroksidaza i dr.
- - —» Klasall

Lignin-peroksidaza i dr.

L, Klasalll
Peroksidaza iz rena,
Peroksidaza iz soje i dr.

Slika 1. Shematski prikaz klasifikacije peroksidaza.



Peroksidaze mogu da se dele na proteine koji sadrze hem i proteine koji ne sadrze
hem. Peroksidaze koje sadrze hem se dalje dele na superfamilije ¢ija klasifikacija zavisi
od toga da li su one zivotinjskog ili nezivotinjskog porekla. Tre¢u, posebnu grupu, ¢ine
katalaze®. Danasnju bazu kodirajuéih sekvencija dosada poznatih peroksidaza
(Peroxibase) sa¢injava 13 podgrupa, koje se dalje granaju u 60 klasa. U ovoj bazi trenutno
se nalazi 13640 dostupnih sekvencija®.

Superfamilija  nezivotinjskih  peroksidaza obuhvata peroksidaze kako
prokariotskog tako i eukariotskog porekla. Biljne peroksidaze su monomerni proteini sa
nekovalentno vezanim hemom. U zavisnosti od strukturnih sli¢nosti, katalitickih osobina
i pretpostavljenog zajednickog porekla mogu se podeliti u tri klase®.

Klasa | obuhvata peroksidaze koje se mogu naci u organelama prokariotskog
porekla (npr. hloroplastna i citosolna askorbat-peroksidaza (AsP)). Karakteristika ove
klase peroksidaza je odsustvo vezanih ugljenih hidrata, disulfidnih mostova, jona
kalcijuma i signalnih peptida potrebnih za sekreciju.

Klasa Il su sekretorne peroksidaze gljiva poput lignin-peroksidaze (LiP), mangan-
peroksidaze (MnP) i sl. Za razliku od peroksidaza klase I, peroksidaze ove klase poseduju
signalnu peptidnu sekvenciju odgovornu za njihovu sekreciju putem endoplazmati¢nog
retikuluma. Sadrzaj ugljenih hidrata je do 5%, poseduju 2 jona kalcijuma i 4 disulfidna
mosta.

Klasu Il sa¢injavaju sekretorne peroksidaze koje poseduju N-terminalni signalni
peptid za izlu¢ivanje, dva konzervativna jona kalcijuma, 4 konzervativna disulfidna
mosta (na razli¢itim lokacijama u odnosu na peroksidaze klase Il), kao i dodatni
helikoidni region. Sadrzaj ugljenih hidrata je razlicit i varira do 25%. Neki od klasi¢nih
primera ove grupe peroksidaza su: peroksidaza iz rena (HRP), peroksidaza iz soje (SBP),
repina peroksidaza (TuP) i dr.

Neki autori predlazu i1 Cetvrtu grupu peroksidaza. Ova grupa sadrzavala bi
peroksidaze koje su neuobicajene i ne mogu se svrstati u gore pomenute grupe poput:

hloroperoksidaza (CPO) i dihem dekolorizacione peroksidaze (DyP)*.
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2.1.2 Peroksidaza iz rena

Peroksidaza iz rena (EC 1.11.1.7) pripada Kklasi Il1 biljnih peroksidaza. 1zoluje

se iz korena viSegodisnje biljke rena (Armoracia rusticana, slika 2 ).

Slika 2. Biljka ren, Armoracia rusticana.

Peroksidaza iz rena poseduje dugu i bogatu istoriju, s obzirom na to da se o
njenom dejstvu pisalo jos sa pocetka 19. veka’. Monomerni je glikoprotein, sadrzi hem
grupu i 2 atoma kalcijuma koji su neophodni za aktivnost®. U prisustvu vodonik-
peroksida, ili nekog drugog peroksida, HRP oksiduje $iroki spektar jedinjenja (fenoli,
fenolne kiseline, indoli, amini, sulfonati i dr.). HRP je jedan od najproucavanijih enzima.

Hromatografski je odvojeno i izolovano 5 razlicitih izoformi HRP 1958. god.
Tada su te glavne izolovane izoforme oznacene slovima engleske abecede ukazujuci na
njihovu elektroforetsku pokretljivost. Ovo je potvrdeno 1966. godine, kada je na koloni
DEAE-celuloze izdvojeno 5 izoformi peroksidaza. Kisele izoforme se mogu frakcionisati
na tri izoforme, oznacene Al, A2 i A3*. Morita i saradnici su izolovali 5 neutralnih
izoformi (B1, B2, B3, C1 i C2) kao i $est baznih izoformi (E1, E2, E3, E4, E5 i E6)*2.
Bazne izoforme HRP-E sa pl vrednosti oko 12 su tesko dostupne, pa su i najmanje
izucavane izoforme!®. Generalna podela HRP izoformi na kisele, neutralne i bazne
ukazuje na njihove elektroforetske pokretljivosti na osnovu pl vrednosti, iako postoje
razlike i u sekvenciji, kao i sadrzaju ugljenih hidrata.

Iako su se ve¢ 30-tih godina proSlog veka istrazivali razli¢iti pH optimumi i

supstratne specificnosti pomenutih izoformi, ve¢ina do danas publikovanih radova




odnosila se na izoformu HRP-C*%. Pretpostavlja se da je uzrok ovome velika
zastupljenost ove izoforme u korenu rena u odnosu na druge izoforme. Medutim, ponekad
komercijalno dostupni preparati HRP mogu sadrzavati i do 42 izoelektroforetski razlicite
izoforme HRP®. Veliki komercijalni zna¢aj HRP-C potisnuo je ispitivanje i opravdanost
izolovanja drugih izoformi u dosada$njoj literaturi. lako se komercijalno dostupni
preparat HRP, HRP-C, vodi kao alkalna (bazna) peroksidaza, sa ozakom ,,C* ona ukazuje
na neutralnu izoformu. Ova izoforma poseduje pl vrednosti oko 8,8, §to moze dovesti do
konfuzije na koji nacin je ona klasifikovana kao neutralna peroksidazna izoforma sa pl
vrednosti u baznom regionu. Medutim, treba povesti raéuna o uslovima elektroforetskog
fokusiranja i opsegu pl vrednosti primenjenom tokom razdvajanja i klasifikacije HRP
izoformi. Uobicajeni opseg pl vrednosti od 3—-10 primenjen tokom izoelektri¢nog
fokusiranja nije dovoljan za razdvajanje veoma baznih izoformi sa pl vrednostima preko
11, u odnosu na tzv. neutralne izoforme. Rezultat toga je “pripajanje” baznih neutralnim

izoformama HRP prilikom izoelekti¢nog fokusiranja.

2.1.2.1 Struktura peroksidaze iz rena

Aktivno mesto HRP-a visoko je konzervirano iako se aminokiselinske sekvencije
ovih izoenzima preklapaju sa manje od 60% identi¢nosti. Fenilalaninski ostatak (F179)
zaduzen za redukovanje supstrata prilikom vezivanja za HRP-C je zamenjen valinom u
HRP-A izoformi?.

HPR-C je monomerni glikolizovani polipeptid koji se sastoji od 308
aminokiselina’. Molekulske je mase 43000 Da i njegova kristalna struktura potpuno je

resena, @ model strukture prikazan je na slici 3.
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Slika 3. Stuktura HRP-C izoforme. Preuzeto i modifikovano sa Protein Data Bank 1ATJ.

Molekul enzima se sastoji od 10 heliksa i dva ta¢no definisana domena: N-
terminalni domen | (heliks A-D) i C-terminalni domen Il (heliks F-J). Ova dva domena
(distalni i proksimalni) povezana su heliksom koji je oznacen kao heliks E. Hem se vezuje
u dzepu koji je lociran izmedu ova dva domena®’. Takode, postoje 4 disulfidna mosta
locirana izmedu Cys 41-121, Cys 74-49, Cys 127-331 i Cys 207-239%8,

HRP-C ima 21,8% ugljenih hidrata, gde HRP-C1 frakcija sadrzi 9 Asn-X-Ser/Thr-
X motiva kao potencijalna mesta N-glikozilovanja (X oznacava bilo koju amino kiselinu
osim prolina)’. Sadrzaj ugljenih hidrata se razlikuje kod baznih izoformi i iznosi do 4,2%
19_

Dva jon-vezujuéa mesta za Ca®* su locirana na proksimalnoj i distalnoj poziciji u
odnosu na hem!8. Gubitak ovih jona rezultuje smanjenjem enzimske aktivnosti i termalne
stabilnosti’.

Nativni enzim sadrzi hem kao prosteticnu grupu, poznatu pod nazivom i

feriprotoporfirin IX, ¢ija struktura je prikazana na slici 4.
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Slika 4. Struktura hema kod HRP.

Hem grupa poseduje planarnu strukturu sa atomom gvozda koji je &vrsto
obuhvaden u sredini porfirinskog prstena’. Porfirinski prsten ima &etiri pirola. Gvozde
ima 2 mesta vezivanja, jedno ispod i jedno iznad ravni hema. Hema je povezan sa
proksimalnim histidinskim ostatkom (His170), koji je lociran ispod hem grupe. Drugi
histidinski ostatak, koji se nalazi iznad hem grupe, lociran je sa distalne strane hema i u
svom osnovnom stanju je upraznjen. Ovo slobodno mesto posluzi¢e za vezivanje
vodonik-peroksida tokom oksido-redukcione reakcije. Tokom aktivacije, atom kiseonika
e se vezati na ovo upraznjeno mesto?’. Sesto koordinaciono mesto gvozda smatra se
aktivnim mestom HRP. Tokom enzimske reakcije vezivanje vodonik-peroksida za atom

gvozda dovodi do formiranja oktaedarske konfiguracije oko atoma gvozda®.



2.1.2.2 Kataliticki mehanizam HRP

Reakcija izmedu peroksidaze (HRP), vodnik-peroksida (H202) i redukujuceg

supstrata (AH2) moze se sumarno predstaviti sledeCom Semom:

HRP + Ho02 — HRP | + H20 1)
HRP I + AH, — HRP 11 + AH® )
HRP Il + AH, —»HRP + AH® + H20 ©)

Prvobitno enzim biva oksidovan vodonik-peroksidom, a zatim redukovan do
svoje nativne forme u dva uzastopna koraka koji ukljucuju intermedijere: jedinjenje I

(HRP 1) i jedinjenje Il (HRP I1). Detaljan kataliticki ciklus HRP prikazan je na slici 5.

H,0, H,0
—— 9

— Fe(lll)=— —Fe(lV)—

nativni enzim Jedinjenje | R
+H,0 R ‘B ;I

R ;
ol
R —Fe IV)
R@ Jedinjenje I @
OH ) .

Slika 5. Kataliti¢ki ciklus peroksidaze?®.

U prvom koraku H2O> brzo reaguje sa gvozdem Fe(Ill) u dvoelektronskom
procesu i nastaje prvi intermedijer, jedinjenje I. Tokom ove reakcije otpusSta se molekul
vode sa istovremenom dvoelektronskom oksidacijom gvozda hema do jedinjenja I.
Jedinjenje | je intermedijer visokog oksidacionog stanja sacinjen od oksiferil gvozda
Fe(IV) i porfirinskih katjonskih radikala (Por*FelV=0) i u moguénosti je da oksiduje
siroki spektar molekula supstrata (AH>). Drugi korak su dva jedno elektronska transfera:

prva jednoelektronska redukcija porfirinskog radikal-katjona zahteva prisustvo



redukujuceg supstrata (AH.) te dovodi do stvaranja jedinjenja Il, Fe(IV) oksoferil gvozda
(Fe(1V)=0), potom druga jednoelektronska redukcija vraca jedinjenje Il do pocetnog
stanja gvozda u enzimu odnosno u Fe(l11) oblik. Tokom ovih jednoelektronskih transfera
formira se molekul vode koji biva otpusten iz hema’-2:2.,

Opisana su jos dva oksidaciona stanja HRP: fero vrsta i Jedinjenje I11. Struktura
ovih 5 jedinjenja opisana je od strane Berglunda i saradnika 2002. god??. Shema njihovih

nastanaka prikazana je naslici 6 .

i ”
pseudokatalaza nativni enzim \
’\ g

o®

Jedinjenje I fero vrsta

\ ..
o o°®
(o) —— (ro")

Jedinjenje II Jedinjenje I1I

Slika 6. Prikaz intermedijera HRP tokom peroksidnog ciklusa °.

Jedinjenje 111 sa vezanim superoksidnim anjonom, moze nastati od jedinjenja Il
ili direktno iz nativnog stanja. U prisustvu viska vodonik-peroksida jedinjenje | moze ili
da reaguje nazad do nativnog stanja putem pseudokatalazne aktivnosti ili da reaguje do
jedinjenja Il. Smatra se da je enzimska produkcija molekulskog kiseonika putem
pseoudokatalazne aktivnosti glavni protektivni mehanizam prema inaktiviranju enzima
vodonik-peroksidom. U slucaju drugih peroksida mogu¢i su drugi nacini inaktiviranja
enzima ali oni nisu od interesa za ovu doktorsku disertaciju®1%22,

Iako je mehanizam delovanja svih peroksidaza slican, ipak postoje neke razlike u
katalitickoj 1 supstratnoj specificnosti kiselih i baznih HRP izoenzima. Kisele izoforme
peroksidaze iz rena generalno iskazuju sporiju reaktivnost u odnosu na bazne izoforme

prilikom reakcije sa vodonik-peroksidom. Reakcija enzima u feri stanju sa H20 u cilju
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formiranja jedinjenja | pokazuje kinetiku drugog reda sa konstantom k;>10" M st u
slu¢aju HRP-C, dok je ista reakcija kod HRP-A deset puta sporija®. Ova reakcija takode
zavisi 1 od pH okolnog rastvora u slucaju obe izoforme. Pokazano je da HRP-A biva
aktivnija pri nizim pH vrednostima rastvora nego na neutralnom pH, dok je za HRP-C

izoformu situacija obrnuta-?,

2.2 Imobilizacija enzima

Enzimi su biokatalizatori Siroke primene u brojnim industrijskim procesima.
Medutim, njihova direktna primena u tretiranju velikih koli¢ina otpadnih voda je
neisplativa usled nekoliko razloga. Enzimi su ¢esto prisutni u maloj koli¢ini, pa je cena
njihovog izolovanja i prec¢i§¢avanja velika. Imobilizacijom enzima na nerastvorni nosac¢
omoguéava se prevazilazenje ovih problema u upotrebi?*. Moguénost lakog udaljavanja
i visestrukog kori$éenja enzima takode omoguéava smanjenje troskova?®. Imobilizacija
enzima Cesto ima za posledicu stabilizaciju enzima ¢ime se omogucava njihova primena
u ekstremnim uslovima sredine’®?’. Razvijen je veliki broj metoda imobilizacije i
dostupno je puno razli¢itih nosac¢a?®. Optimizacija metode zavisi od enzima koji se
imobilizuje, troskova koji su potrebni za imobilizaciju i namene imobilizata?!.
Imobilizacijom se olakSava udaljavanje biokatalizatora iz sistema i omogucava se
njegovo visestruko koriséenje?+?°,

Metode imobilizacije mogu se, na osnovu nacina vezivanja enzima, podeliti u tri
kategorije®®: (1) vezivanje za matriks (nosag), (2) zarobljavanje (enkapsulacija) i (3)

umrezavanje. Neke od glavnih prednosti i mana prikazane su u tabeli 1.
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Tabela 1. Prednosti i mane uobiéajenih metoda imobilizacije enzima.

Metod imobilizacije

Prednosti

Mane

Enkapsulacija/zarobljavanje bez hemijske modifikacije e curenje" enzima iz
enzima hidrokapsule
enzim zadrZava katalitiCku e ogranicCena difuzija supstrata
aktivnost tokom
polimerizacije polimera
Unakrsno umrezavanje enzima nosaci nisu potrebni e moguce velike modifikacije
enzima
stabilizacija enzima e komplikovana
eksperimentalna procedura
minimalno ,,curenje” enzima @ ogranicena difuzija supstrata
Adsorpcija bez hemijske modifikacije e 'curenje" enzima
enzima
brza i ekonomi¢na metoda e niska specifi¢nost reakcije
Kovalentno vezivanje stabilizacija enzima moguce sterne modifikacije
enzima
smanjeno “curenje” enzima e smanjenje enzimske
aktivnosti usled inaktivacije
e neophodna hemijska
modifikacije nosaca
e ireverzibilno vezivanje koje

onemogucava recikliranje

nosaca

Vezivanje na nosa¢ moze biti fizicke prirode (hidrofobne sile, Van der Waals-ove
intreakcije), jonsko ili kovaletno. Fizi¢ko vezivanje uglavnom nema dovoljnu jacinu da
zadrZi enzim na nosacu koliko je potrebno za primenu u industrijskim uslovima®. Jonsko,
a pogotovo kovaletno, vezivanje podrazumeva jafe vezivanje enzima na nosac i nudi
prednost u pogledu sprecavanja ,,curenja‘“ imobilizovanog enzima. U poslednjih nekoliko
godina znaCajna paznja posvecena je kovalentnoj imobilizaciji enzima na porozne i

29 Kovalentno vezivanje je

neporozne nosace poput stakla, aluminijuma 1 hitozana
najéesce koris¢ena metoda. Medutim, funkcionalna grupa prisutna na enzimu preko koje
se moZze ostvariti kovalentno povezivanje sa nosa¢ima ne bi trebalo da bude esencijalna
za enzimsku aktivnost. Funkcionalne grupe na enzimu koje se mogu upotrebiti za
kovalentno vezivanje su amino, karboksilna, fenolni prsten, imidazol i indol. Grupe na
nosacu koje omogucavaju kovalentno povezivanje su: amino i sl. grupe polisaharida i

silika-gela, aldehidne i acetalne grupe polimera, amidne grupe polipeptida i dr. Nosaci
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mogu biti direktno primenjeni za kovalentno povezivanje ili mogu biti prethodno
modifikovani. Nosa¢i mogu biti sinteti¢ke smole, biopolimeri ili neorganski polimeri?®.
Negativni aspekti kovalentne imobilizacije su to $to enzimi bivaju hemijski modifikovani
pa je moguca denaturacija tokom imobilizacije. Takode, nakon inaktivacije imobilizata i
enzim i nosa¢ bivaju neupotrebljivi®.

Enkapsulacija enzima podrazumeva obuhvatanje enzima u mrezu polimera.
Polimeri koji se naj¢esée upotrebljavaju su organski ili silicijum-dioksidni sol-gel, a u
novije vreme mikrokapsule. Imobilizacija enzima metodom zarobljavanja podrazumeva
sintezu polimerne mreze u prisustvu enzima. Prednost ove metode je manji gubitak
enzimske aktivnosti tokom imobilizacije, ali su moguca tzv. curenja enzima iz kapsula.
Jedan od velikih izazova je ograni¢ena difuzija supstrata dublje u kapsulu imobilizataZ,

Unakrsno umrezavanje enzima dovodi do agregiranja ili stvaranja kristala
pomocu bifunkcionalnih reagenasa u cilju sinteze makropartikula bez nosa¢a. Formiranje
kovalentnih veza izmedu molekula enzima omoguceno je upotrebom multifunkcionalnog
reagensa, Sto rezultuje formiranjem trodimenzionalnih unakrsno povezanih agregata.
Najcesce primenjen reagens za umrezavanje je glutaraldehid. Prednosti ove metode su
vrlo mala desorpcija enzima iz imobilizata i moguénost kombinovanja sa drugim
metodama. Medutim, u nekim slucajevima moguce su znacajne, nepogodne, promene u
aktivnom mestu enzima®.

Koriséenje lako dostupnih i prirodnih polimera poput celuloze, agaroze, hitozana
1 dr. kao nosaca za imobilizaciju enzima nudi veliku prednost u odnosu na sinteticke
polimere a to je biorazgradivost u najveéem broju sluc¢ajeva. Izmedu ostalog tehnika
polimerizacije je jednostavna, brza i jeftina.

Jedan od vrlo cesto koriS¢enih polimera za imobilizaciju enzima je alginat.
Alginat je glavni strukturni polisaharid morskih mrkih algi (Phaeophyceae). Alginat je
linearni kopolimer sa homopolimernim blokovima [3-D-manopiranozil-uronata (M) i a-L-
gulopiranozil-uronata (G) medusobno povezanih p(1—4) vezama u razliitim
sekvencijama ili blokovima. Monomer moze biti homopolimerni blok konsekutivnih
G-ostataka (G-blokova), konsekutivnin M-ostataka (M-blokova) ili naizmeni¢nih M- i
G- blokova. Komercijalno je dostupan u vidu natrijumove soli. Za geliranje alginata

potrebni su joni dvovalentnih katjona, najéesée Ca?* (slika 7).
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G-G M-M
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;KNaozc OH NaO,C_ OH
0 0 -0 Ho 0"
7OH 1o HO 0 ~0
O -OH NaO.C' OH
o)
OH CO,Na
Caz*
HO Caz* ,

Kalcijum-alginat

Slika 7. Struktura ponavljajucih jedinica polisaharidnog lanca alginata, f(1—4) anjona D-
manuronske kiseline (M-M) i a-(1—4) veza anjona L-guluronske kiseline (G-G). Geliranje alginata u

prisustvu jona kalcijuma.

Jedan od nacina dobijanja alginatnih imobilizata jeste zarobljavanje enzima u

alginatnoj kapsuli®3, Kako su alginatni imobilizati vrlo elasti¢ni prirodni polisaharidi

poput karagenana i sinteti¢ki polimeri poput polietilen-glikola (PEG) upotrebljavani su

kao agensi za oévriéavanje biokatalizatora®®. Pored poboljsavanja mehanic¢kih osobina

biokatalizatora, PEG poseduje i stabilizujuéi efekat na enzime prilikom zarobljavanja?®=°.

Hitozan je B(1—4) 2-amino-2-deoksi-p-D-glukan odnosno deacetilovana forma

hitina (slika 8).

CIH
OH /.,OH
_’/
/“&' . 0\ /Q'\\\ o Q O_ﬁtx‘\—_/ 0\ O_.
- _, .:5‘/’ HO \,,—' /'qx_'_“ HO_ e e
A L
0=
CH;

Slika 8. Struktura hitozana.
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Hitin je glavni strukturni polisaharid prisutan kod nizih biljaka i invertebrata.
Siroka primena hitozana posledica je njegove velike dostupnosti i svestranosti. Preparati
hitozana razlicite ¢isto¢e imaju primenu kako u industriji tako i u medicini i farmaciji%®.
Usled postojanja velikog broja amino i hidroksi funkcionalnih grupa hitozan se pokazao
kao dobar adsorbuju¢i materijal®®. Pored ovih osobina hitozan se odlikuje
biokompatibilnos¢u 1 biodegradabilnos¢u S§to ga Cini odlicnim materijalom za
biodegradaciju obojenih ksenobiotika®’.

Neorganski nosaci poseduju veliku hemijsku, fizicku i biolosku rezistenciju. Za
imobilizaciju enzima naj¢eSe se upotrebljavaju silika-gel, aluminijum-oksid, staklo i
dr®®. Velika prednost ovih nosaca jeste potpuna rezistencija na mikrobioloske
kontaminacije s obzirom na to da neorganski materijal ne predstavlja supstrat bilo kojoj
vrsti bakterija ili gljiva. Dve glavne odlike neorganskih nosaca su rigidnost i poroznost.
Iako je moguce posti¢i odredeni nivo kontrolisane poroznosti, organski nosaci su veoma
osetljivi na promenu pritiska i/ili pH. Za razliku od njih, neorganski nosaci su veoma
rigidni odnosno ne pokazuju promenu obliku pora niti dijametara pora tokom upotrebe
Sto garantuje konstantnu zapreminu i oblik imobilizata. Komercijalno su dostupni
neorganski nosaci razli¢itih promera pora, od kojih se najvise primenjuju mezoporozni
nosaci (veli¢ina pore 2-50 nm) u imobilizaciji enzima jer imaju velike specifi¢ne povrsine
te omogudéavaju veéi proteinski sadrzaj®. Jedan od takvih nosaca je aluminijum-oksid
poznat i kao alumina. Dostupan je u nekoliko razli¢itih formi, lako je dostupan i veoma

inertan°.

2.2.1 Imobilizacija peroksidaze iz rena

Peroksidaza iz rena je prvobitno privukla veliku paznju usled mogucénosti
umrezavanja fenola i anilina, ¢ime se pojavila moguénost remedijacije otpadnih
industrijskih voda. Vecina, do sada objavljenih radova, fokusirana je na imobilizaciju
HPR u cilju precipitacije fenola iz otpadnih voda?®**3 Medutim, sli¢ni sistemi
imobilizacije ne mogu da zadovolje potrebe tretiranja velike koli¢ine obojenih
industrijskih efluenata**. Veliki broj metoda primenjen je za imobilizaciju peroksidaza iz
razli¢itih izvora, medutim vecina sintetizovanih biokatalizatora bazira se na upotrebi

komercijalno dostupnog enzima i/ili primeni brojnih komercijalnih i/ili skupih nosaca?..

15



U cilju ispitivanja potencijalne primene HRP u obezbojavanju do sada je ona
imobilizovana metodom zarobljavanja u alginatnom i akriladmidnom gelu®,
kopolimerizacijom sa B-ciklodekstranom i hitozanom*’, imobilizacijom na aktivirana
PET vlakna*, kovalentnom imobilizacijom na polisulfonske nosa¢e*®. Cest problem
koriS¢enja imobilizata u obezbojavanju otpadne industrijske vode je adsorpcija boje za
povriinu imobilizata ¢ime se smanjuje ili potpuno inhibira njegova aktivnost™. Takode,
u veéini do sada publikovanih radova naglasak je stavljen na poredenje efikasnosti
imobilizovanog i rastvornog enzima. Medutim, poredenje biokatalizatora dobijenih
razli¢itim metodama imobilizacije enzima bilo bi od veceg znacaja, jer bi omogucilo bolju
selekciju odgovarajuce tehnike imobilizacije enzima sa ciljnom namenom u reSavanju

problema obojenih otpadnih voda.

2.3 Boje

Boje su obojene supstance organskog ili neorganskog porekla. Odlikuju
se sposobnosc¢u apsorpcije elektromagnetnog zra¢enja u vidljivom delu elektromagnetnog
spektra. Pojam boje najpre oznacava njihov afinitet prema supstratu na koji se primenjuju
uz postojanost prema svetlu i pranju. Primena boje poznata je od davnina, kada su ljudi
pokusavali da izdvoje obojenu supstancije iz cveca, insekata, voéa, povréa i sl. Movein
je prva sinteticka boja, nastala slu¢ajnim pronalaskom W. Perkina 1856. god>.
Molekularna struktura ove boje vrlo je kompleksna i sastoji se iz nekoliko izomera (slika
9).

Slika 9. Movein: izomer movein A.

Pronalazak moveina otvorio je put ka sintezi i primeni sintetickih boja koje su

pokazivale superiornije osobine u odnosu na postoje¢e pigmente i prirodne boje®. Sa
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vecom paletom boja i svetlijim nijansama, koje su mogle biti primenjene na razli¢itim

tipovima vlakana i materijala, stvorena je dana$nja industrija bojenja®2.
2.3.1. Struktura boja

Kovalentno nezasi¢eni deo molekula boje koji je odgovoran za apsorpciju
elektromagnetnog zracenja u UV ili vidljivom delu elektromagnentog spektra naziva se
hromofora. Medutim, obojenost je rezultat apsorbovanja isklju¢ivo u oblasti vidljivog
dela elektromagnetnog spektra (380—700 nm). Tipi¢ni primeri grupa hromofora prikazani

su u tabeli 2.

Tabela 2. Primeri hromofora®3.

Formula Naziv

—NO; Nitrogrupa
—C=0 Karbonilna

—NR3 Alkilamino derivat
—C=C— Alkenska grupa
—C=N— Iminska grupa
—N=N— Az0 grupa

= Hinoidni prsten

Pored hromofore, ve¢ina molekula boje poseduje i auksohromu. Auksohromne
grupe ne uticu na obojenost ili nijansu molekula boje, ali uti¢u na apsorpciju i pojacavaju
intenzitet boje. Ovaj efekat je posebno izrazen prilikom konjugacije nekoliko hromofora

i auksohromnih grupa. Primeri auksohromnih grupa prikazani su u tabeli 3.

Tabela 3. Primeri auksohroma®:,

Formula Naziv

—NH; Amino grupa

—NHR Monoalkilamino grupa
—NR; Dialkilamino grupa
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—OH Hidroksilna grupa

—SH Tiolna grupa

Komponente odgovorne za obojenost molekula boje prikazane su na primeru boje
sanset zuta 7 (slika 10 )>*.

Hromofora

N
\N ]

Hromogen

HO

T Auksohrom

Slika 10. Sanset zuta 7.

Na osnovu slike 10 mozemo zakljuéiti da boje, za razliku od neobojenih organskih
jedinjenja, poseduju obojenost usled nekoliko razloga:
e Apsorbuju svetlost u vidljivom delu spektra (380—700 nm);
e Poseduju makar jednu hromoforu koja mora biti deo konjugovanog
sistema ( naizmenic¢no postojanje dvostrukih i jednostrukih veza);
e Rezonancija elektrona, jedna od stabilisu¢ih sila u organskim
jedinjenjima.
Ukoliko bilo koja od navedenih karakteristika u molekularnoj strukturi nedostaje,

karakteristi¢na obojenost se gubi®®.
2.3.2 Klasifikacija boja

Prvobitna podela obojenih supstanci odnosila se na podelu prema rastvorljivosti
u medijumu u kojem se primenjuju na boje i pigmente. Pigmenti su fine Cestice
neorganske supstancije koje mogu, ali i ne moraju biti obojene. Karakteristi¢ne su po
svojoj nerastvorljivosti, kako u vodenom, tako i u organskom medijumu®®. Takode,
mehanizam ,,0bojenosti® proizvoda nakon primene pigmenata je razli¢it u odnosu na

boje: vezivanje pigmenata fizickom adsorpcijom na vlakna ili polimernu supstancu. Za
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razliku od njih, boje se odlikuju rastvorljivos¢u u vodenim i/ili organskim rastvara¢ima i
poseduju afinitet za vezivanje za odredene supstrate uz dugotrajniju postojanost®.
Druga podela boja bazirala se na poreklu boje, odnosno da li je boja izolovana iz
prirodnih izvora ili je dobijena sintetickim putem®’. Usled sve &e$ée i obimnije upotrebe
boja kako u industriji, tako 1 u nau¢nim istrazivanjima nastala je potreba za razli¢itom
klasifikacijom boja. Pored podele boja na osnovu porekla, boje se jo§ mogu podeliti na
osnovu jo$§ nekih 0sobina, a to su: na osnovu njihove rastvorljivosti, na¢inu aplikacije,
hemijske strukture, prirode ekscitacije elektrona (apsorpcija/ fluorescencija i dr.), nac¢inu
bojenja prema tipu vlakana i dr.
Detaljnija podela nekih od ovih grupa prikazana je dole.
Prema metodi bojenja boje se dele na:
= Rastvorne boje (anjonske ili katjonske)
= Disperzne boje (nejonske, vrlo malo rastvorljive u vodi)

= Pigmenti (nerastvorni)

Podela na osnovu hemijskog sastava boje:
= Azo boje i pigmenti (mon azo, diazo itd.)
= Antrahinonske
= Benzodifuranonske
= Policikli¢ne aromati¢ne karbonilne
= Indigoidne
= Polimetinske i srodne
= Stiril
= Di- i tri-aril metanske i srodne
= Ftalocijaninske
= Hinoftalonske
= Sumporne
= Nitro i nitrozo

= Ostale (stilbenske i formazanske boje)

Medutim 1 dalje najpopularniji nacin klasifikacije boja predloZen je od strane

ameri¢ke komsije za medunarodnu trgovinu®®. Ovaj sistem obuhvata podelu boja na:
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e Direktne

o Vat

e Sumporne

e Organske pigmente
e Reaktivne boje

e Disperzne boje

e Kisele boje

e Azotne

e Bazne

Od posebnog su znacaja reaktivne boje koje su dobile naziv prema svojoj
karakteristi¢noj reaktivnosti ka supstratu na koji se primenjuju®®. Godisnja proizvodnja
ovih boja 2011. god. prevazisla je 350000 t 3. Njihova glavna odlika je postojana i jarka
boja usled stvaranja kovalentne veze molekula boje sa polimerom supstrata na koji se
primenjuje (uglavnom celulozna i proteinska vlakna)®. Ova reakcija odigrava se pod
alkalnim uslovima, uglavnom sa dodatkom soli i potrebnih fiksatora®. Medutim, esto se
desava hidroliza boje u rastvoru pre nego reakcija vezivanja za vlakna, §to dodatno utice
na pojacano bojenje vode zaostale nakon industrujskog procesa®®. Struktura tipi¢nog

molekula reaktivne boje prikazana je na slici 11.

reaktivna grupa
(dihlorotriazin)

/C[S%Na NaO,S
3038 rl\ll N T
hromofora—" N H\
mostna grupa

hromogen

solubilizujuéa grupa

Slika 11. Hemijska struktura tipi¢ne reaktivne boje, C.I. reaktivno plava 109.
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Pored ve¢ pomenutih delova molekula boje odgovornih za obojenost (hromofora,
auksohroma odnosno hromogen) reaktivne boje odlikuju se strukturom H-M-R gde H
oznacava hromogen, M mosnu grupu a R reaktivnu grupu. Preko mosne grupe (imino,
etilen, metilen, etarske i sulfidna) hromofora je povezana za reaktivnu grupu u molekulu
boje. Medutim, u nekim tipovima reaktivnih boja mosne grupe nisu prisutne (npr. C.1.
reaktivno plava 19). Reaktivne boje odlikuju se i prisustvom solubilizujuc¢e grupe koja
omogucava bolju rastvorljivost boje u vodi. Kao solubilizujuée grupe najcesce se koristi
sulfonska kiselina ili sulfonamidna grupa (-SO2NH2). Najvaznije reaktivne grupe su

hlorovani triazini i vinilsulfonska grupa.

2.3.2.1 Klasifikacija prema C.1. sistemu

Generalni sistem Klasifikacije boja i pigmenata uvelo je drustvo ,,Society of dyers
and colourists“*®. Ovaj sistem poznat je kao kolor indeks (C.1., eng. Colour Index ). Ovaj
sistem ima za cilj uvodenje objedinjene medunarodne klasifikacije boja i pigmenata na

osnovu 2 parametra:

e C.I. naziv: koji prikazuje nacin primene boje, njene nijanse i serijskog
broja;

e C.I. konstitucioni broj: ukoliko je hemijski sastav boje publikovan, njemu
biva dodeljen ovaj broj u cilju klasifikacije boja na osnovu hemijske

strukture.

Prva knjiga ,,Color Index“ objavljena je 1925. god. i sadrzavala je nekoliko
tomova, dok je poslednje, trece, izdanje objavljeno 1971. god. Danas Color Index
International sadrzi bazu od preko 27000 individualnih boja rasporedenih u 13000 C.I.
generi¢kih imena i dostupna je isklju¢ivo online®®.

lustrativni primer klasifikacije boje na osnovu CI sistema pokazan je na slici 12.
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2. Opsti deo

kolorindeks  Tip primene Nijansa Identifikacioni broj
CI Acid Orange 7 | c1 Naziv
CI 15510 C.I. konstitucioni broj

Slika 12. Kolor indeks za oranz 1II.

Dakle, svaka boja definisana je petocifrenim, jedinstvenim, C.I. konstitucionim
brojem na osnovu koga je klasifikovana u C.I. sistemu. Takode, ovaj broj dobija se na
osnovu hemijske strukture date boje, stoga je moguce pretpostaviti kom tipu strukture

pripada data boja (tabela 4)

Tabela 4. Opseg CI konstitucionog broja prema strukturnoj pripadnosti.

Struktura

Ospeg

Nitrozo
Nitro
Monoazo
Diazo
Stilben
Diarilmetan
Triarilmetan
Ksanten
Akridin
Hinolin
Metinin
Tiazol
Indamin
Indofenol
Azin
Oksazin
Tiazin
Aminoketon
Antrahinon
Indigoidne
Ftalocijanin
Prirodne boje

Neorganski pigm

enti

10000-10299
10300-10999
11000-19999
20000-39999
40000-40799
41000-41999
42000-44999
45000-45999
46000-46999
47000-47999
48000-48999
49000-49399
49400-49699
49700-49999
50000-50999
51000-51999
52000-52999
56000-56999
58000-72999
73000-73999
74000-74999
75000-76999
77000-77999
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Na osnovu slike 12 i tabele 4 mozZe se zakljuciti da je boja oranz Il monoazo tipa.
Boje od najveéeg znacaja za tekstilnu industriju mogu se podeliti u tri visoke klase
u zavisnosti od hromofore koju poseduju: (a) azo, (b) antrahinonske i (c) ftalocijaninske
boje>®. Ove grupe zastupljene su i do 75% u tekstilnim bojama®’. Odlikuju se hemijskom
reakcijom izmedu molekula boje i vlakna, §to rezultuje formiranjem nerastvornog

molekula boje na viaknu®.
23.2.1.1 Az0 boje

Azo boje su najzastupljenija klasa boja. Jedan od razloga velike zastupljenosti
jeste dobijanje intenzivno obojenih i svetlih materijala u odnosu na druge boje®. Ova klasa
boja odlikuje se prisustvom azo grupe u molekulu boje (Slika 13).

Slika 13. Opsta struktura azo boje sa prikazanom azo vezom.

Az0 boje mogu sadrzavati jednu ili nekoliko azo grupa (mono-, di-, tri-). Boje
koje sadrzavaju viSe od 3 azo grupe svrstavaju se u poliazo boje. Azo grupa povezana je
sa dve grupe, od kojih je makar jedna aromati¢na. U slucaju monoazo boja, R grupa
uglavnom sadrzi elektron-akceptorski supstituent, dok R’ sadrZzi elektron donorski
supstituent (hidroksilna ili amino grupa)®®. Odlikuju se reaktivnom grupom koja formira
kovalentne veze sa OH—, NH>— i HS— grupama na vlaknima supstrata (pamuka, svile
ili najlona)®. Azo boje su takode veoma rastvorljive u vodenom medijumu, a nakon
upotrebe zaostaju i do 50 % u otpadnoj vodi®®,

2.3.2.1.2 Antrahinonske boje
Pored azo klase boja, antrahinonske boje su takode u znacajnoj primeni.

Sacinjavaju oko 15% trziSta tekstilnih boja. Antrahinonske boje zasnivaju se hinonskoj

strukturi, odnosno antrahinonu. Dodatkom jake elektron donorske grupe (poput amino i
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hidroksilne grupe) u jednom od 4 polozaja oo C-atoma (1,4,5 i 8) antrahinona dobija se
boja od komercijalnog znacaja®®. Zahvaljujuéi velikom broju kombinacija donorskih
grupa i supstitucionih shema moguée je dobiti boje razli¢itih nijansi®*. Primer tipi¢ne

antrahinonske boje prikazan je na slici 14°°.

NHy

O‘O

Slika 14. C.I. disperzno plavo 60.

Antrahinonske boje nisu potpuno rastvorne u vodi, stoga zahtevaju prisustvo
redukcionog sredstva (uglavnom natrijum-hidrosulfit). Medutim, usled svojih loSih

fiksacionih osobina i visoke cene, boje ove klase su sve manje u upotrebi®’.
2.3.2.1.3 Ftalocijaninske boje

Ftalocijaninske boje sastoje se iz Cetiri molekula izoindola. Ovi molekuli
medusobno su povezani preko atoma azota u ftalocijanin. Ftalocijaninske boje zahtevaju
koordinaciju sa metalnim jonom u cilju dobijanja obojenosti. Primer ftalocijaninske boje

dat je naslici 15.
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Slika 15. C.I. Direkt plavo 86.

Od najveceg znacaja su bakar-ftalocijaninske boje koje zauzimaju do 2% trzista

tekstilnih boja jer daju brilijantno plave i zelene nijanse.
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2.4 Boje kao obojeni ksenobiotici

Svaka strana supstancija prisutna u bioloSkom sistemu klasifikuje se kao
ksenobiotik. Ovo ukljucuje i supstancije koje se mogu naéi u organizmu ali nisu njegov
proizvod i koje su potencijalno Stetne za njega. Takode, prirodna 1 vestacki sintetisana
jedinjenja koja usled svojih antropogenih osobina bivaju prisutna u velikoj koncentraciji
u zivotnoj sredini, mogu Se klasifikovati kao ksenobiotici. Stoga, sinteticke boje prisutne
u vodenim tokovima koje usled svojih osobina bivaju perzistentne, smatraju se obojenim
ksenobiotikom. S obzirom na to da se svaki kontaminant sa izrazito negativnim uticajem
na menjanje fizickih, hemijskih i bioloskih osobina Zivotne sredine smatra ekoloskim
zagadivacem 0VO otvara novo poglavlje u definisanju i pristupu u reSavanju problema
obojenih otpadnih voda®°.

Boje koje se primenjuju u tekstilnoj industriji moraju posedovati nekoliko bitnih
osobina poput visoke hemijske stabilnosti i fotostabilnosti, kao i otpornost na uobicajene
metode primenjene tokom bojenja tkanina i sl. Vecina obojenih ksenobiotika pristunih u
otpadnim vodama pripadaju Klasi azo boja. Njihova visoka rastvorljivost u vodi, §to
pogoduje procesu bojenja je jedan od limitirajucih faktora prilikom njihovog uklanjanja
iz otpadne vode zaostale nakon bojenja. Obojeni ksenobiotici prisutni su u velikim
koli¢inama u vodama nakon industrijskog procesa sa prosenom koncentracijom od 10
mg L. U najgorem slu¢aju koncentracija boje pri mestu ispustanja moze biti od 300 do
1550 mg L%,

Zagadenje izazvano otpustanjem obojene otpadne vode ima za posledicu nekoliko
faktora. Obojene otpadne vode snazno uti¢u na fotosinteticki kapacitet ekosistema
Smanjujuci prodiranje svetlosti. Ovo utiCe na rast biljaka i drugih zivih organizama u
ekosistemu. Pored toga, boje i njihovi proizvodi degradacije mogu imati genotoksi¢ni i
mutageni efekat i na taj nacin snazno uticati na genetski materijal i reproduktivni sistem
vertebrata i invertebrata®.

Ekotoksi¢nost azo boje ili njegovog metabolita nije rezultat samo njihove
hemijske strukture, nego i razli€itih ekoloskih faktora (biotickih i abiotickih) pod kojim
ove supstance interaguju u prirodnim uslovima®. Shematski dijagram koji ukazuje na
kompleksnost interakcija boja (njihovih hemijskih struktura) 1 Zivotne sredine prikazan je

na slici 16.
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Brojne studije pokazale su efikasnost enzimskih sistema u tretiranju i uklanjanju
obojenih ksenobiotika*%3%. Veéina ovih studija zasniva se na tretmanu rastvora azo boja,
pronalazenju optimalnih uslova maksimalnog obezbojavanja, degradacije i sl. Procena
efikasnosti sistema bazirana je na hemijskoj analizi dobivenih proizvoda nakon
enzimskog tretmana. lako je sama po sebi ova analiza zahtevan zadatak usled prisustva,
uglavnom, velikog broja proizvoda degradacije i/ili transformacije, ona svakako nije
dovoljan parametar za procenu efikasnosti datog tretmana u detoksifikaciji otpadne vode.
Stoga, problem obojene otpadne vode ne moze se ,,napasti“ samo iz ugla uklanjanja boje
i/ili ksenobiotika oksidativnim enzimima. Bioloski uticaj boje i njihovih metabolita, kao
i degradacionih proizvoda, mora se uzeti u obzir.

Ekotoksikoloska analiza je u prednosti naspram hemijske, jer uzima u obzir sledece

parametre®?:

e procenu na razli¢itim nivoima bioloskih organizacija (molekulska, ¢elijska 1 sl.);

e procenu na vrstama razli¢itog stepena organizacije;

e procenu zasnovanu na realnom sistemu (analiza celokupne reakcione smese
nakon tretmana, a ne pracenje iskljucivo jedne, ciljne komponente, npr. stepen
umanjenja boje pre ili posle tretmana);

e identifikacija i karaterizacija boje kao i proizvoda nekon degradacije.

2.4.1 Toksi¢nost obojenih ksenobiotika na molekulskom nivou

Azo boje odlikuju se efektivnom rezistencijom na biodegradaciju pri aerobnim
uslovima. Njihova rekalcitrantnost pripisuje se prisustvu sulfonatnih grupa i azo veza.
lako je azo grupa u molekulu boje podlozna reduktivnom cepanju, $to za posledicu ima
eliminaciju boje, ona je svakako jedan od glavnih izvora aromati¢nih amina u otpadnim
vodama te se moze smatrati obojenim ksenobiotikom®. Takode, tokom asimetri¢nog
cepanja dvostruke azo veze moze do¢i do formiranja krajnjeg proizvoda drugacijih
osobina ®’. Pomalo nepredvidiva sudbina boja u Zivotnoj sredini potcrtana je i ¢Ginjenicom
da moze doci i do generisanja reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS). ROS mogu nastati
usled prisustva molekula boje u zivotnoj sredini, tokom reduktivne biotransformacije azo

veze u molekulu boje, kao i proizvodima nastalim nakon oksidacije obojenih
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ksenobiotika®®. Pojava endogenih ROS moze imati za posledicu genotoksi¢nost putem
progresivnog osteéivanja molekula DNA®®. Nekoliko studija pokazalo je da aromatiéni-
i amini poreklom od molekula boje mogu biti potencijalni mutageni i/ili
karcinogeni®?%70, Medutim, testiranje eko- i geno- toksikoloskih efekata komercijalnih
tekstilnih boja tek treba da budu sprovedena i sistematizovana u cilju predvidanja
potencijalnih opasnosti po vodene organizme, ali i ljude™.

Uobicajene strategije testiranja genotoksi¢nosti sastoje se od detekcije mutacija
(gena, hromozoma i genskih mutacija) kao i tzv. indikatorskih efekata povezanih sa
mutacijama (npr. DNA lezije ili popravke) gde pozitivan ishod sugeriSe karcinogenu
opasnost. S obzirom na to da toksikanti mogu iskazati razli¢ite nacine delovanja u
zavisnosti od nacina izlaganja, kao 1 organizma, u ljudima, procena
genotoksi¢nih/mutagenih potencijala bi trebalo da se zasniva na §to blizem modelu
sisara’. Procena toksi¢nosti na molekulskom nivou najpre podrazumeva procenu uticaja
obojenog ksenobiotika na DNA putem indukovanja oksidativnih oSte¢enja posredovana
ROS-om™,

2.4.1.1 Oksidativno ostecéenje molekula DNA

Ostecenje molekula DNA predstavlja potencijalno vazan nacin uticanja na
moduliranje neZeljenih procesa u organizmu. Postoje tri razli¢ita mehanizma nastajanja
prekida na molekula DNA: hidroliza DNA, fotohemijsko cepanje, oksidativno cepanje’.

Oksidativno cepanje se desava kako na nivou ugljenohidratne komponente, tako
1na nivou baza u molekulu DNA. Posledice oksidativnog oSte¢enja moguce je detektovati
na sve Cetiri baze ali i na dezoksiribozi.

Oksidativna degradacija Secera rezultira homolitickim ili heterolitickim
raskidanjem C—H veze i formiranjem karboradikala ili karbokatjona. Formiranje ovih
reaktivnih intermedijera rezultuje fragmentacijom polimera razli¢itim mehanizmima koji
zavise od pozicije pocetnog H Koji je apstrahovan (C4’-H ili C1°-H), oksidativnog agensa
koji je ucestvovao u reakciji i koncentracije molekulskog kiseonika prisutnog u rastvoru.
Pored selektivnosti prema jednoj C—H vezi u odnosu na drugu, razli¢iti agensi koji dovode
do prekida lanca DNA mogu pokazivati i visok stepen selektivnosti prema odredenoj

sekvenciji, §to zavisi od toga kako su se nekovalentno asosovali sa nukleinskim kiselinama
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pre prekidalanca’.

Oksidativno cepanje molekula DNA na nivou nukleinskih baza prevashodno se
deSava na poziciji guanina usled njegovog nizeg oksidacionog potencijala u odnosu na
druge baze’*8. Sveprisutno obelezje pretrpljenog oksidativnog stresa u éeliji je prisustvo

8-okso-guanina (slika 17).
O

N
NH
o= AL L
N~ N7 UNH;
Slika 17. Struktura 8-okso-guanina.

8-Oksoguanin se u c¢eliji moze formirati izlaganjem nukleinske baze jedno-
elektronskim oksidansima poput: O2* - superoksid anjon radikal, H2O. - vodonik
peroksid, i *OH - hidroksil radikala.

Koncentracija 8-oksoguanina u c¢eliji predstavlja merilo oksidativnog stresa.
Merenje oksidativno oSte¢enih molekula DNA predstavlja izazov za uobicajene metode
detekcije poput HPLC-ESI/MS-MS usled njihove male zastupljenosti’®. Stoga je
prevashodna metoda za ,,skrining* supstancija kao uzro¢nika oksidativnog o$te¢ivanja
DNA komet test. Komet test je osetljiva i svestrana metoda za detekciju prekida lanaca i
alkalno-labilnih mesta na molekulu DNA na nivou pojedinaéne eukariotske Celije’”.

Shematski prikaz komet testa prikazan je na slici 18.
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Celije polozene u agarozni gel
na mikroskopskoj plo¢ici

[ ] Liza celije

O Nukleoid: sa o¢uvanom supernamotanos¢u DNA

Alkalno inkubiranje ]
Elektroforeza

J Neutralizacija, vizelizacija DNA

Prekidi u DNA molekulu formiraju
rep komete krec¢uéi se ka anodi
tokom elektroforeze

e ™

DNA bez ostecenja DNA sa ostecenjima

Slika 18. Osnovni koraci u komet testu.

Ova metoda zasniva se na formiranju tankog sloja na mikroskopskoj plo¢ici od
suspenzije cCelija 1 agaroze. Prethodni korak jeste izlaganje Ccelija subtoksi¢nim
koncentracijama ispitivane supstance in vivo ili in vitro u cilju odrzavanja visokog nivoa
vijabilnosti ¢elija. Nakon stavljanja ¢elija u gel i lize pomocu detergenta i visoke jonske
sile, sve ¢elijske i nuklearne membrane kao i solubilni sadrzaj ¢elije biva otpusten iz gela.
Nukleozomalna organizacija DNA biva poremecena ekstrakcijom histona, dok negativna
supernamotanost DNA prezivljava dokle god je DNA netaknuta. Nakon elektroforetskog
razdvajanja, ova gusto napakovana DNA zadrzava svoj loptasti oblik, koji nakon
vizuelizacije pod mikroskopom podseca na krug. Ukoliko je supernamotanost relaksirana
usled prekida na lancu DNA, tada je moguce kretanje ove oslobodene petlje ka anodi pod
dejstvom elektri¢nog polja. Sto je veéi broj prekida prisutan, relaksiranje DNA petlji je
vece, odnosno kretanje DNA ka anodi prilikom elektroforeze je izraZenije. Pregledom
pod mikroskopom ovaj efekat vidljiv je kao razmaz kruga koji izgledom podseca na
kometu. Procenat DNA u repu komete (izrazen kao procentualni odnos izmedu intenziteta

totalne fluorescencije prisutne u repu komete i intenziteta ukupne komete tj. glave i repa
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komete) odrazava broj oslobodenih DNA petlji odnosno frekvenciju prekida u molekulu
DNA",

Ukoliko se uzme u obzir ¢injenica da veéina agenasa koji ostecuju DNA to ¢ini
putem formiranja DNA adukata ili alternacijom baza, inkorporacijom DNA reparacionih
enzima moguce je prevazici ograni¢enje komet testa kao metode koja detektuje iskljucivo
DNA prekide i alkalno-labilna mesta. Upotrebom enzima koji u¢estvuju u reparaciji DNA
molekula, a omogucuje detekciju specificnih lezija na molekulu DNA nastalih kao
posledica pretrpljenog napada ROS-om moze se prevazici ograni¢enje osnovnog komet
testa’8. Formamidopirimidin-DNA-glikozilaza (FPG) je enzim koji deluje dvostruko: kao
N-glikozilaza i AP-lijaza. N-Glikozilazna aktivnost oslobada oSte¢ene purine iz molekula
DNA stvarajuéi apurinska mesta (AP mesta) na DNA. AP-lijazna aktivnost FPG-a sece
obe strane lanca (3’ i 5”) na AP mestu Sto rezultuje gubitkom date nukleinske baze.
Uporedivanjem stepena DNA osteéenja detektovanog na DNA bez i nakon koraka
inkubiranja sa bakterijskim FPG-om moguce je zakljuéiti da li i u kojoj meri su prisutna

oksidativna o$tecenja (prvenstveno 8-oksoguanin) na molekulu DNA.

2.4.1.2 Interakcije boja i DNA

Boje ne uzrokuju toksicnost isklju¢ivo putem oksidativnog cepanja molekula
DNA nego i1 drugim mehanizmima. Usled svoje aromati¢ne strukture boje poseduju

tendenciju interagovanja sa molekulom DNA mehanizmom razli¢itim od ROS-a’®.
2.4.1.2.1 Interakcije boja i dvostruke linearne DNA
Molekul DNA je dvostruki heliks sa¢injen iz dva antiparalelna polinukeotidna
lanca medusobno povezana slabim, nekovaletnim vezama formiranim izmedu baza od

kojih se sastoji. DNA se odlikuje fleksibilno$¢u i moguénoséu postojanja u nekoliko
prostornih oblika (slika 19).
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Slika 19. Polimorfizam DNA molekula. A, B i Z konformacije DNA molekula.

Medu ovim formama, pod fizioloskim uslovima, najzastupljenija i najstabilnija je
forma B. Forma B sadrzi 10,5 baznih parova po zavoju heliksa i desnog je navoja.
Stabilizujuca sila koja pomaze odrzavanju dupleksa DNA su m—7t interakcije izmedu
aromati¢nih ravni unutar DNA®,

Interakcija malih molekula (ukljucujuéi i obojene ksenobiotike) i DNA moze biti
kovalentnog ili nekovalenog tipa. Prilikom kovalentnog tipa interakcija dolazi do stvaranja
kovalentne veze vezivanjem reaktivnog dela drugog molekula sa N atomom unutar baze
DNA (uglavnom guanina)®. S druge strane, interakcije jedinjenja sa molekulom DNA
nekovalentnog tipa su u vidu stvaranja ravnoteznog nekovalentnog kompleksa sa DNA.

Nekovalentno vezivanje jedinjenja za dvostruki lanac DNA moze dovesti do
distorzije njene strukture na sledec¢ih nekoliko nacina: interkalacijom u dvostruki heliks
molekula DNA, vezivanjem u brazdu na molekulu DNA i elektrostatickim vezivanjem za
fosfodiestarsku ki¢mu molekula DNA.
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Ukoliko boja poseduje planarnu aromati¢nu strukturu moguce je njeno umetanje u
dvostruki heliks molekula DNA. Ovaj tip interakcije poznatiji je kao interkalacija (slika
20).

Interkalirajudi

Slika 20. Promene Secerno-fosfatne kicme molekula DNA nakon interkalacije.

Interkalacija predstavlja interakciju izmedu katjonskih, planarnih i policikli¢nih
aromati¢nih sistema i nadslojenih baznih parova u hidrofobnoj unutrasnjosti DNA lanca.
Ligand koji se interkalira u DNA prvobitno svojim pozitivno naelektrisanim delom putem

difuzije se asosuje sa spoljasnjom stranom heliksa DNA, najverovatnije izmenjujuci jone

Na+ ili Mg2+ prisutne u ,.,kondenzacionom oblaku®. Potom dolazi do umetanja planarnog
dela molekula izmedu hidrofobne sredine dva bazna para®. Interkalacija dovodi do
znaajnih promena u strukturi DNA. Umetanje molekula boje izmedu baznih parova
zahteva odvajanje baznih parova (jer su bazni parovi spareni vodoni¢nim vezama) §to
prouzrokuje distorziju DNA molekula, kao i odmotavanje dvostrukog heliksa.
Odmotavanje i1 izduZivanje molekula DNA povecava razmak izmedu fosfata i smanjuje se

naelektrisanje duz ose heliksa. Najpoznatiji interkalator je etidijum-bromid.
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Molekuli boje mogu se interkalirati svojom duzom osom paralelno ili pod pravim

uglom u odnosu na mesto vezivanja (slika 21)%3.

) )

Slika 21. Sematski prikaz interkalacije molekula boje (crni blokovi) u baze DNA (sivi blokovi): a)

paralelno, b) pod pravim uglom.

Primeri jedinjenja koji se interkaliraju paraleno su derivati akridina i metilenskog
plavog, dok se jedinjenja koja su derivati antraciklina interkaliraju umetanjem pod pravim
uglom.

Usled razli¢ite geometrije Watson—Crick-ovog sparivanja azotnih baza molekula
DNA lanci kicme molekula DNA blize su na jednoj strani heliksa nego na drugoj. Velika
brazda javlja se na tamo gde su lanci udaljeniji, dok se mala brazda javlja na mestu gde su
ovi blizi (slika 22)".

3’ 5’ Emm» Adenin
¢ Timin

Velika
brazda
Bazni par

Secerno-fosfatna
ki¢ma

Mala brazda

Slika 22. Velika i mala brazda molekula DNA.
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Velika brazda je Sira i dublja nego mala brazda. Vezivni dzep brazde DNA
karakteriSe se ,,dnom“ koje oformljavaju okolne baze unutar brazde i ,,zidom* koji se
formira od dezoksiribozno-fosfatne kicme DNA. Postojanje velike i male brazde
omogucuje vezivanje jedinjenja mehanizmom drugacijim od interkalacije. Molekuli koji
se vezuju u brazdu DNA uglavnom preferiraju A-T bogati region molekula DNA. Oni
poseduju barem dva aromati¢na ili heteroaromati¢na prstena ¢ije veze dozvoljavaju
fleksibilnost u zauzimanju odgovarajuceg polozaja za ,,naleganje u brazdu. Pored toga,
potrebno je da funkcionalne grupe formiraju vodoni¢ne veze sa nukleinskim bazama na
dnu brazde DNA. Hoechst 33582 je tipi¢an predstavnik molekula koji se vezuje u maloj
brazdi DNA (slika 23).

.
2

<—
HN

Slika 23. Vezivanje organske boje Hoechst 33582 u brazdu DNA.

Pracenje promena fizi¢kih karakteristika DNA nakon interagovanja sa drugim
molekulom moguce je usled toga Sto je priroda tih promena dovoljna da se odrede
kvantitativni i kvalitativni parametri koji bi potvrdili interakciju. Interakcije malih
molekula i polinukleotida DNA prvenstveno mogu da uzrokuju promene u njihovim
spektrometrijskim osobinama. UV-vidljiva spektrometrija je korisna metoda za ispitivanje
nacina vezivanja obojenih ksenobiotika i DNA jer su DNA baze, kao 1 obojeni ksenobiotici
odli¢nih spektralnih karakteristika. Za odredivanje tipa interakcija jedinjenja sa DNA
pomocu apsorpcione spektrometrije uglavnom se primenjuje DNA iz telec¢eg timusa (CT-
DNA). Vezivanje za CT-DNA moze da bude na razli¢itim mestima na molekulu i

formiranjem razliitih tipova veza. Nastale promene mogu se analizirati pracenjem
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promena apsorpcionog maksimuma posmatranog molekula (slika 24).

Hiperhromizam

Hipsohromm efekat ‘ Batohromni efekat
2 l T~ CIVeno pomeranje
<
= ;
2 / Hipohromizam
= /
< N

N
AN
AN
™
\\
A (nm)

Slika 24. Karakteristi¢ne promene Amax U UV-Vis apsorpcionom spektru.

Hiperhromizam i hipohromizam su spektralne promene u intenzitetu Amax na istoj
talasnoj duzini. Ove promene javljaju se kao posledica promena u dvostrukom heliksu
DNA nakon interakcije sa nekim jedinjenjem®4. Kontrakcija CT-DNA u smeru ose heliksa
Cesto je pracena promenama u konformaciji molekula DNA i odslikava se smanjenjem
intenziteta apsorpcije rastvora nakon interakcije odnosno hipohromizmom?®®,
Hiperhromizam (poveéanje intenziteta apsorpcije) rezultat je denaturacija dvostrukog
heliksa odnosno izlaganjem baza DNA okolnom rastvoru ¢ime se povecava apsorptivnost

rastvora. Procenat hiper- odnosno hipohromizma DNA pre i nakon interakcije sa
86

molekulom od interesa moze se odrediti na osnovu jednacine

(Epnatép)—Ep x 100 (1)

Epnatép

gde Epna predstavlja ekstinkcioni koeficijent CT-DNA, Ep predstavlja ekstinkcioni
koeficijent slobodne boje i Eg predstavlja ekstinkcioni koeficijent kompleksa boje i DNA.
Pored ovih efekata moguéa su i pomeranja Amax plavom delu spektra (hipsohromni
efekat), kao i batohromni efekat odnosno pomeranje ka crvenom delu spektra. Ovi efekti
rezultat su stabilizacije ili destabilizacije sekundarne strukture molekula DNA. Pojava
tzv. izozbesticke tacke u apsorpcionom spektru oznacava promenu jednog apsorbujuceg

entiteta u drugi sa istim molarnim koeficijentom apsorpcije na posmatranoj talasnoj
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duzini. Ovaj fenomen je koncentraciono zavisan i odrzace se dokle god je koncentracija
dve supstance u rastvoru ista®’. Pojava izozbesticke tacke tokom titracije ispitivanog
molekula sa rastu¢im koncentracijama DNA ukazuje na to da druga molekulska vrsta
postoji u slobodnoj ili vezanoj formi sa DNAB88°,

Pracenje interakcija DNA i obojenih ksenobiotika moguca je i fluorescentnom
spektrometrijom. Ukoliko interakcije ispitivanog jedinjenja nije moguce pratiti direktno
kroz promenu spektroskopskih osobina, moguce je afinitet ispitivanog jedinjenja prema
DNA ispitati posrednom kompeticijom sa jedinjenjem poznatog nacina vezivanja.
Etidijum-bromid (EB) je katjonska boja aromati¢ne strukture sa heterocikli¢énim jezgrom.
Pozitivno naelektrisanje omogucava joj elektrostaticko vezivanje i hidrofobne interakcije
sa fosfatnom ki¢mom DNA molekula koje prethodi interkalaciji.

Interkalacijom EB u DNA drasti¢no se povecava fluorescentnost i poluzivot nastalog
kompleksa [EB—CT-DNA] (slika 25).
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Slika 25. Interkalacija etidijum-bromida (EB) u DNA heliks.

Moguénost pracenja istiskivanja molekula EB iz kompleksa EB—CT-DNA sa
ispitivanim jedinjenjem (izraZeno kroz gaSenje fluorescencije datog kompleksa) moze da
pruzi uvid u afinitet jedinjenja prema interkaliranju u DNA®. Ukoliko dodati molekul
interaguje sa DNA na slican nacin kao i EB, do¢i ¢e do smanjenja intenziteta
fluorescencije kompleksa EB—CT-DNA usled kompeticije drugog molekula (kvencera)

sa EB za vezivno mesto na DNA. Opseg fluorescentnog gasenja EB vezanog za CT-DNA
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moze biti merilo vezivanja drugog molekula i CT-DNA. Kvantitativna procena srazmere
,gaSenja“ fluorescencije moguca je primenom modifikovane Stern-Volmerova
jednagine®:

2= Ky X T, )

gde lo predstavljaju fluorescentni intenzitet u odsustvu kvencera, dok | predstavlja
fluorescentni intenzitet u prisustvu kvencera, Ksy je Stern-Volmerova konstanta
kvencovanja (gasenja), r je odnos koncentracija kvencéera prema CT-DNA. Ks, se moze
odrediti iz nagiba prave dobijene iz krive lo/l premar.

Odredivanje tipa prirode gasenja fluorescencije (stati¢no ili dinami¢no) moguce

je primenom jednagine®:

KSV
To

kq = (3)

gde je kg prividna bimolekularna konstanta brzine kvencovanja. 7, je poluZivot
fluorescencije kompleksa u odsustvu kvendera i on iznosi 10% s 92,

Ukoliko je proces gaSenja fluorescencije statian rezultati su analizirani pomoc¢u

podataka sa dvostrukog recipro¢nog grafika i jednacine (4)%:

1 1 1

= e @

Ip—1  Ip—Kg IoX[Q]

gde je [Q] koncentracija kvencera (boje/proizvoda degradacije), Kd predstavlja konstantu
disocijacije za reakciju kvencera i fluorofore. Kd se definise kao odnos nagiba i odsecka
na y-osi grafika 1/(lo-1) prema 1/[Q]. Naposletku, konstanta vezivanja odredena je na

osnovu jednacine (5):

Kp =— (%)
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2.4.1.2.2 Interakcije boja i cirkularne DNA

Superuvijanje je proces uvijanja DNA u tercijarnu strukturu. Pored pakovanja
veoma dugackog lanca DNA u kompaktni prostor unutar hromozoma u celiji,
superuvijanje mora da obezbedi dostupnost bioloskih podataka zapisanih u molekulu
DNA®*, Dokaz da je ovo posledica naprezanja strukture DNA, jeste da mnogi cirkularni
molekuli DNA ostaju u superuvijenoj formi ¢ak i nakon izolovanja i pre¢is¢avanja od
proteina®. Za razliku od linearne DNA prisutne kod veéina eukariota, tipi¢ni bakterijski
hromozomi su cirkularni.

U cirkularnom molekulu DNA nema prekida u Se¢erno-fosfatnoj kicmi dva lanca,
tako da je broj puta koliko jedan lanac moze da se obmota oko drugog definitivan i
nepromenljiv. Takvi kovalentno zatvoreni cirkularni molekuli DNA su topoloski
ogranic¢eni. Broj puta koliko bi jedan lanac trebalo da prode kroz drugi u cilju odvajanja
dva lanca naziva se linking broj (eng. ,.linking number“— LK). Linking broj je broj koji
oznacava sumu dve geometrijske komponente — uvijanje (eng. ,,twist™ ) i broj zavoja po
heliksu jednog lanca o drugi — previjanje (eng. ,,writhe). Telefonski kabl je analogni
primer za superuvijanje cirkularnog molekula DNA. DNA je namotana u formi dvostrukog
heliksa, a dodatno se ovaj heliks umotava oko sopstvene ose stvarajuéi superuvijanje. Slika
26a prikazuje prelazak iz relaksirane (a) u negativno supernamotanu formu DNA (b).
Lanac u supernamotanoj formi moze biti superuvijen (eng. ,,supertwist™) (b) ili lokalno
prekinuti bazni par (c).

Superuvijanje DNA je posledica strukturnih ogranicenja. Kada nema savijanja
DNA oko sopstvene ose kaze se da je DNA u relaksiranom stanju. Zahvaljujuci topologiji
moguce je proucavanje superuvijanja DNA. Topologija je posebna grana matematike koja
se bavi prouCavanjem objekata koji ne gube svoj oblik prilikom stalnog deformisanja. Ove
deformacije kod DNA molekula su posledice termalnog kretanja ili interakcija sa
proteinima i drugim molekulima. Topoloske karakteristike cirkularnog molekula mogu biti
narusene jedino u slu¢aju indukovanja prekida i ponovnog povezivanja jednog ili oba lanca

DNAZ,
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Slika 26. a) Topoloske konformacije kovalentno zatvorene cirkularne DNA (cccDNA); b) Elektroforetsko
odvajanje DNA topoizomera. Traka A predstavlja relaksiranu ili cirkularnu DNA (forma Il), traka B je
linerarna DNA (forma I11), traka C je visoko uvijena supernamotana cccDNA (forma I), traka D su
razdvojeni topoizomeri.

Prac¢enje topoloskih Karakteristika cirkularnog molekula DNA moguce je
primenom izolovanih cirkularnih molekula DNA i agarozne elektroforeze. Tipi¢an primer
cirkularnog molekula DNA su bakterijski plazmidi. Jedan takav plazmid je vektor pUC19
koji ima Siroku primenu u molekularno-bioloskim eksperimentima. pUC19 je cirkularni
dvostruki molekul DNA koji se odlikuje visokom supernamotano$¢u. Zahvaljujuci ovoj
karakteristici moguce je primeniti ovaj plazmid u cilju ispitivanja efekata jedinjenja na
topologiju cirkularnog molekula DNA agaroznom elektroforezom (slika 26b).

Topoizomeri su dve forme cirkularne DNA koje se razlikuju u topoloSkim
osobinama i mogu se razdvojiti agaroznom elektroforezom ukoliko je razlika u njihovim
topoloskim osobinama (poput Lk broja) veéa od 1. Sto je veéi broj previjanja, forma
cccDNA je kompaktnija i lakSe migrira kroz gel. Potpuno relaksirana cccDNA migrira

sporije nego supernamotani topoizomer iste cirkularne DNA.
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2.4.2 Toksi¢nost na nivou organizama

Nakon procene toksi¢nosti ispitivanih supstanci na molekulskom nivou potrebno
je prisupiti proceni i na nivou organizama. Testovi za procenu toksikoloskog uticaja na
model organizam odavno su poznati u studijama toksi¢nosti boja®2. Kao model organizam
mogu biti primenjeni mikrobi (npr. Escherichia coli, Azobacter, Bacillus subtilis i dr.),
zivotinje (Daphnia magna, Artemia salina, Danio reiro i dr.) i biljke (Allium cepa,
Phaseolus i dr.)®2. Procena toksi¢nosti podrazumeva praéenje specifi¢nih parametara
poput procenta mortaliteta, duzine korena biljke i sl. pre i nakon izlaganja supstanciji od
interesa.

S obzirom na to da se vecina efluenata, nakon otpustanja iz tekstilnog pogona,
odlikuje visokom koncentracijom soli, potrebno je ispitati toksi¢nost prema organizmima
koji poseduju toleranciju prema visokom salinitetu, a dovoljno su osetljivi na druge
promene u svojoj okolini. Mali morski organizmi veoma su osetljivi na promene u
okruzenju te predstavljaju idealan model sistem za preliminarnu procenu toksi¢nosti
obojenih ksenobiotika i njihovog tretmana uklanjanja.

Jedan takav model sistem organizam je Artemia salina (eng. ,,brine shrimp*, slika
28) koji predstavlja jedan od najvrednijih test organizama u ekotoksikologiji i rutinski se

koristi u istrazivanjima preko 30 godina®.

Slika 27. Larva Artemia salina.
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Ova metoda je veoma rasprostranjena jer ne zahteva sterilne uslove, jedinke se
vrlo lako gaje, jeftine su i lako dostupne. Procena toksi¢nosti supstancije prema A. salina
zasniva se na odredivanju procenta uginulih jedinki u odnosu na kontrolu nakon 24 ili 48
hizlaganja. Izmedu ostalog, rezultati dobijeni nakon inkubiranja jedinki sa supstancijama
od interesa mogu ukazati na akutnu toksi¢nost U vodenim ekosistemima, $to predstavlja

jedan od vaznih preduslova u optimizaciji tretmana industrijski obojenih otpadnih voda.

2.4.3 Boje kao zagadivacdi u otpadnim vodama

Velike koli¢ine kvalitetne vode potrebne su prilikom procesa bojenja materijala.
U zavisnosti od nijanse, tehnike i hemikalija koje se primenjuju potrebna koli¢ina moze
da dostigne i do 240 L po kg obojenog materijala®®’. Procenjuje se da jedna fabrika
tekstila omanjih razmera dnevno proizvede 8000 kg obojenog proizvoda, a u proseku
potrosi 1,6 miliona L vode®. Sadrzaj otpadnih voda moze da varira u svom sastavu i da
sadrzi preko 70 hemikalija upotrebljenih prilikom bojenja. Medutim, ono $to je

zajedni¢ko za sve otpadne vode jeste prisustvo boja®.

Boje u otpadnim vodama predstavljaju problem iz nekoliko razloga®*%:

e iako vidljivost boja u vodenim tokovima zavisi od njenih strukturnih osobina,
ekstinkcionog koeficijenta i mutnoce vode, one su sustinski vrlo vidljive. Boje
prisutne i u veoma malim koli¢inama u otpadnim vodama su vidljive (< 1
ppm)®*;

e pored estetskih problema, najveéi problem je ekoloska zabrinutost usled
adsorpcije boje kao i refleksije suncevih zraka §to uzrokuje lose prodiranje do
dubljih slojeva vode. Direktna posledica jeste ometanje rasta vaznih bakterija
kao i fotosinteze;

e jedan od najvecih problema je nedostatak njihove biorazgradivosti. Stoga,

boje predstavljaju ekoloski i ekotoksikoloski rizik po okolinu %6172,

U zavisnosti od procesa bojenja, kao i tipova vlakana koli¢ina nefiksirane boje

koja moze da se nade u efluentu je razlicita (tabela 5).
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Tabela 5. Zastupljenost nefiksirane boje nakon upotrebe 2,

Nefiksirana boja*

Tip vlakna Tip boje
p p boj (%)
o Kisele/reaktivne boje 7-20
Vuna i najlon o
Metalizirane 2-7
Azoik 5-10
Reaktivne boje 20-50
o Direktne boje 5-20
Pamuk i viskoza ] ]
Pigmenti 1
Vat boje 5-20
Sumporne 30-40
Poliester Disperzne 8-20
Akrilna Modifikovane bazne 2-3

*Procenat nefiksirane boje izrazen je u vidu % od polazne boje.

Tekstilna industrija Cesto koristi boje Ciji sastav je zasSti¢en §to dodatno otezava
predvidanje strategije njihovog uklanjanja iz obojenih otpadnih voda. Zahvaljujuci
brojnim regulativama otpadne vode moraju biti tretirane pre otpuStanja u vodotokove.
Ovo podrazumeva tri koraka®:

1. uklanjanje suspendovanih Cestica, neutralizacija kiselih/baznih te¢nosti,
2. uklanjanje teskih metala/smanjenje biohemijske potro$nje kiseonika,

3. uklanjanje soli.

Prvi korak u tretiranju tekstilne otpadne vode je uklanjanje suspendovanih Cestica,
masnoca i tezih Cestica. Obavezan korak je pregled otpadne vode na prisustvo plastike,
vlakana i sl. Mehanic¢kim odvajanjem ove Cestice se uklanjaju iz otpadne vode nakon ¢ega
se pristupa neutralizaciji. Efluent ¢iji je pH izmedu 5 i 9 smatra se idealnim za dalji
tretman.

Drugi korak jeste smanjenje biohemijske potroSnje kiseonika, BOD (eng.
,,biochemical oxygen demand*), sadrzaja boja, fenola i zaostalih ulja. Ovaj korak zahteva

bioloski tretman mikroorganizmima koji mogu biti primenjeni na nekoliko nacina. Pored

toga Sto ovaj proces dugo traje (ponekad i do 6 dana) postoji joS nekoliko problema:
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visoka cena, potreban je veliki prostor za aeracione reaktore, veliki rizik od
kontaminacije, emisija gasova i neprijatnog mirisa i formiranje mulja koji zaostaje nakon
zavrSetka tretmana.

Tre¢i korak obuhvata metode uklanjanja soli i finalnog smanjenja obojenosti
otpadne vode. U zavisnosti od procesa bojenja i kapaciteta fabrike metode izbora mogu
biti razli¢ite: elektrodijaliza, reversna 0smoza i jonoizmenjivaéic.

Najvazniji hemijski i ekoloski zakoni kao i regulative na svetskom nivou nalaze

se u Prilogu (Prilog 1).

2.4.4 Tretmani obojenih otpadnih voda

Postoji nekoliko termina i definicija kada govorimo o tretmanu obojenih otpadnih
voda. Smanjenje apsorbancije u UV-Vis spektru ili vidljive boje ukazuje na izbeljivanje
ili obezbojavanje. Obezbojavanje oznacava degradaciju ili razgradnju hromofore boje, ali
to moze biti posledica razgradnje jednog dela molekula boje. Mineralizacija oznacava
razgradnju molekula boje do ugljen dioksida i vode. Apsorpcija ili biosorpcija je proces
pasivnog nakupljanja boje na odredeni materijal ili Celije.

Trenutno postoje tri grupe konvencionalnih metoda tretiranja obojenih otpadnih
voda koje se generalno mogu podeliti na: fizicke tj. mehanicke, hemijske i bioloske
metode®.

Mehanic¢ke metode tretiranja (adsorpcija, koagulacija, filtracija, sedimentacija 1
dr.) obojenih voda ne pokazuju dovoljan stepen precis¢avanja obojenih otpadnih voda jer
se stvara sekundarni otpad. Prelaz iz te¢ne faze u Cvrstu iziskuje dodatna ulaganja i
predstavlja novi izazov, zbog potrebe skladiStenja 1 daljeg tretiranja sekundarnog otpada.
Pri tome uglavnom dolazi do koncentrovanja toksi¢nih materija u njima®. Naravno, raste
i cena procesa.

Hemijske metode uklju¢uju metode fotokatalitiCkog obezbojavanja ili oksidaciju.
Primenom vodonik-peroksida, izbeljivaca, TiO, ili drugih oksidujucih sistema, dolazi do
unistavanja molekula boje®. Potrebno ih je dodavati u velikim koli¢inama i nisu
selektivni. Primena ¢istog ozona za tretman otpadnih voda ima opet visoku selektivnost

ali nedovoljno smanjuje COD (eng. ,,chemical oxygen demand) i turbiditet',
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Kalijum-permanganat je jedan od hemijskih agenasa koji se primenjuje za
oksidovanje boja u industrijskoj upotrebi, ali je veoma skup reagens:®:.

Bioloske metode podrazumevaju primenu zivih sistema u uklanjanju zaostalih
organskih molekula®®. Postoji nekoliko razligitih bioloskih tretmana koji mogu biti
primenjeni u aerobnim/anaerobnim uslovima: gajenje bakterijskih kultura, gljiva i algi
sposobnih za delimi¢no ili potpuno razlaganje boja u otpadnim vodama. Najnoviji
trendovi ukljuuju primenu aerobnih mikroorganizama koji bi koristili molekulski
kiseonik kao redukujuéi ekvivalent akceptora tokom procesa respiracije®’. Glavna
prednost bioloSkog sistema je da preko 70% organske materije moZe biti prevedeno do
biologki prihvatljivih molekulal®. Tako je biologki tretman moguée primeniti u aerobnim
i anaerobnim uslovima (ili kombinacijom oba) dobija se slab prinos biomase i potreban
je dug aklimatizacioni period. Ovo direktno uti¢e na visoku cenu produkcije
mikrobioloske kulture od interesa i predstavlja prvi ograni¢avajuci faktor. Usled
razli¢itosti pH, saliniteta kao i toksi¢nosti obojenih otpadnih voda, degradacija boja je
spora, a metabolicka inhibicija mikroorganizama c¢esta. Medutim, najveéi problem
predstavlja nemogucnost smanjenja toksi¢nosti otpadnih voda nakon tretmana bioloskim
metodama. U nekim sluc¢ajevima nakon anaerobne digestije, boje koje sadrze azot bivaju
transformisane u aromati¢ne amine koji pokazuju vecu toksicnost i/ili mutagenost nego

pocetni molekul bojel®,

U drugom slucaju, usled nemoguénosti razgradnje
rekalcitrantnih azo i nitro jedinjenja od strane mikroorganizama dolazi do njihove
sedimentacije unutar bakterija, ¢ime se povecava udeo kancerogenih amina u ekosistemu,
samim tim i povecanja toksi¢nosti*1%4,

Medutim, bioloski kao 1 hemijski tretmani (adsorpcija na aktivni ugalj,
flokulacija) generiSu veliku koli¢inu zaostalog koncentrovanog mulja. Mulj se formira
tokom prvog i drugog koraka tretiranja otpadne vode i podaci ukazuju na to da ¢ak i nakon

63 Pored slabe

uobicajenih tretmana, 90% boja prolazi ovaj proces nepromenjeno
efikasnosti u prikupljanju boje iz efluenata (10-20%), kapaciteti adsorbenasa su veoma

ograniceni.
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2.4.4.1 Enzimski tretman obojenih otpadnih voda

Enzimski sistemi spadaju u kategoriju izmedu hemijskih i bioloskih metoda.
Ranija istrazivanja usmerena na uklanjanje aromati¢nih zagadivaca u industrijskim
vodama primenom oksidoreduktaza (mono- i di-oksigenaza, polifenol-oksidaza i
peroksidaza) dovela su do upotrebe enzima u tretiranju obojenih otpadnih voda®. Neke od
prednosti ovog enzimskog sistema su delovanje na kompleksne hemijske strukture pod
blagim reaktivnim uslovima visokom efikasno$¢u u odnosu na konvencionalne, hemijske
metode koje zahtevaju najéesée visoku temperaturu i ekstreman pH*,

Opisani su mnogi oksidativni enzimi u literaturi, sa potencijalnom primenom u
uklanjanju ksenobiotika®®>1%  Primena enzima odlikuje se malim energetskim
zahtevima, lakom kontrolom, operativhom sposobno$¢u u Sirokom rasponu uslova i
minimalnim uticajem na Zivotnu sredinu®®. Ukoliko bi enzimski tretman mogao da ponudi
prevodenje obojenog ksenobiotika u manje toksi¢nu supstancu, u tom slucaju dalji

tretman nije potreban, kao ni kompletna degradacija, odnosno mineralizacijal®.
2.4.5 Pracenje i analiza enzimskog obezbojavanja

U cilju pracenja i analize procesa obezbojavanja upotrebljavaju se razne analiticke
tehnike. UV-Vis spektrometrija je prva metoda izbora kojom je moguce pratiti i

kvantifikovati stepen obezbojavanja u reakcionoj smesi. Primer karakteristi¢nih promena

nastalih tokom reakcije obezbojavanja prikazan je na slici 28.
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Slika 28. 1zgled apsorpcionog spektra plave boje pre i nakon obezbojavanja.

Smanjenje intenziteta ili potpuni nestanak apsorpcionog maksimuma na
odredenoj talasnoj duzini u vidljivom delu spektra (Amax) Ukazuje na obezbojavanje usled
gubitka glavne hromofore (slika 28, strelica). Ukoliko je ova promena pra¢ena stvaranjem
novih ili porastom intenziteta postoje¢ih apsorpcionih maksimuma u UV-Vis spektru,
ona je uzrokovana stvaranjem novih intermedijera ili produkata obezbojavanja (slika 28,
strelica).

Vrlo ¢esto, intermedijeri nastali tokom obezbojavanja ili proizvodi obezbojavanja
nakon tretmana imaju iste ili slicne UV-Vis apsorpcione spektre pa je nemoguce
razlikovati ih klasicnom UV-Vis spektrometrijom. S obzirom na to da obezbojavanje ne
mora nuzno da znaci i1 degradaciju boje, ova dva fenomena nemoguce je razlikovati
isklju¢ivo na osnovu UV-Vis spektrometrije. 1z tih razloga potrebno je Kkoristiti
selektivniju analiticku metodu. Visokoefikasna te¢na hromatografija (HPLC, eng. ,,High
Performance Liquid Chromatography*) osetljiva je analiticka metoda koja omogucava
razdvajanje, identifikaciju 1 kvantifikaciju komponenata u reakcionoj smesi. Kao takva,
veoma je pogodna za razdvajanje i analizu veéine boja organskog porekla koje su prisutne
u otpadnim vodama. Moderni HPLC detektori sa nizom dioda (DAD, eng. ,,.Diode Array
Detector) snimaju UV-Vis spektar svakog pika u hromatogramu, $to omogucava
pracenje i karakterizaciju molekula boje i proizvoda degradacije ne samo na osnovu

njihovih retencionih vremena ve¢ i UV-Vis spektara.
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2. Opsti deo

U analizi tekstilnih boja sve vise se koristi i masena spektrometrija (MS) u
kombinaciji sa visokoefikasnom te¢nom hromatografijom (LC—MS). Maseni spektri
dobijeni ovom metodom omoguéavaju dobijanje informacija o strukturi pocetnog
molekula boje i njegovih fragmenata nastalih tokom ili nakon tretmana obezbojavanja Sto
DAD detektorom nije moguée'®®.

Shematski prikaz HPLC sistema za razdvajanje i karakterizaciju boja koji

kombinuje oba tipa detekcije (DAD i MS) dat je na slici 29.

HPLC kolona DAD detektor Maseni spektrometar
Uzorak
(autoinjektor) @
d .
Kvercetin

£ Rutin

c

< \.1

2
\‘3 | 5
P LT LR | I ——
B
Retenciono vreme Maseni spektar/fragment
=610

(+ fragments)

Slika 29. Analiza boje HPLC-DAD—MS tehnikom. Boja je okarakterisana na osnovu
retencionog vremena, UV-Vis spektra i masenog spektra®’.

LC—MS metoda dozivela je razvoj na polju istrazivanja boja tek nakon razvoja
elektrosprej jonizacije (ESI) koja je omogucila povezivanje masenog spektrometra za
HPLC sistem% i na taj nacin identifikaciju jedinjenja direktno iz rastvora. ESI je meka
tehnika jonizacije i veoma je pogodna kod analize jonskih i polarnih boja u pozitivnom i
negativnom modu®. U zavisnosti od masenog analizatora na koji je povezan ESI jonski
izvor dobijaju se informacije o molekulskoj masi, formuli i/ili strukturi analiziranih

supstanci.
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3. Nasi radovi

Ciljevi ovog rada bili su izolovanje 1 pre¢iS¢avanje kiselih 1 baznih izoformi HRP.
Ispitana je zasebna efikasnost izolovanih izoformi u tretiranju 24 boje razlicitih
karakteristika i struktura; dobijanje imobilizovanog biokatalizatora koji bi ispunjavao
zahteve za preciséavanje kompleksnih otpadnih voda, dobre stabilnosti i ekonomske
isplativnosti; detaljno ispitivanje boja pre i proizvoda degradacije nakon primenjene
metode u cilju procene ekogenotoksi¢nosti nastalih proizvoda; ispitivanje DNA
interakcija boja i proizvoda obezbojavanja na bakterijskoj (plazmidnoj) i na sisarskoj
DNA.

3.1 Hromatografsko odvajanje izoformi peroksidaze iz rena

Za izolovanje i preciscavanje izoformi HRP koris¢ena su 2 kg svezeg korena rena.
Nakon homogenizacije u sokovniku Lalane’s sirovi ekstrakt (1 L) je ostavljen na hladno
kako se odvojila skrobna frakcija. Centrifugiranjem je sirovi ekstrakt izbistren i talozen
amonijum-sulfatom (AS) do 40% zasi¢enja. Ovaj korak imao je za cilj uklanjanje
balastnih proteina iz sirovog ekstrakta. Nakon centrifugiranja dobijeni supernatant
talozen je AS do 80% zasicenja. Pri ovom stepenu zasi¢enja dolazi do taloZenja
peroksidaze iz rena, koja nakon centrifugiranja pada u vidu muljavog taloga. Talog je
potom resuspendovan u minimalnoj koli¢ini 5 mM Tris pufera, pH 7,3. U cilju
pripremanja za jonoizmenjivacku hromatografiju, sirovi ekstrakt je intenzivno
dijalizovan do postizanja jednake jonske sile i pH kao i startni pufer za hromatografiju.
Kolona sa QAE Sephadex matriksom, kao i poéetni uzorak, ekvilibrisana je sa5 mM Tris
puferom pH 7,3. S obzirom na to da je zastupljenost kiselih izoformi oc¢ekivano niza u
odnosu na ostale izoforme HRP-a, primenjena metoda (jakog anjonskog
jonoizmenjivaca) imala je za cilj da veze sve kisele izoforme HRP-a iz poCetne smese za
jonoizmenjiva¢ i na taj nacin ih odvoji od baznih i neutralih izoformi. Frakcionisanje
izoformi postignuto je postepenim eluiranjem povecanjem jonske sile u startnom puferu.

Dobijeni hromatogram prikazan je na slici 30.
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3. Nasi radovi

Peroksidazna aktivnost (U mL™)

—M— Peroksidazna aktivnost (U mL")
Koncentracija proteina (mg mL")
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Slika 30. Enzimska aktivnost (-m-) i koncentracija proteina () precis¢enih frakcija HRP na koloni QAE
Sephadex. Frakcije od 1 do 19 (HRP-B, HRP-C) — nevezane frakcije; frakcije od 20 do 23 (HRP-A) —
vezane frakcije eluriane sa 0,150 M NaCl u startnom puferu.

Frakcije oznacene od 1 do 19 nisu se vezale za QAE jonoizmenjivaé, od kojih su

prvih 12 frakcija pokazivale znacajnu peroksidaznu aktivnost (neutralne i bazne izoforme

HRP). Vezane frakcije eluirane su pove¢anjem jonske sile u startnom puferu (frakcije 20-

32). Najaktivnije peroksidazne frakcije dobijene su eluiranjem sa 0,150 M NaCl (frakcije

21-23) i sadrzavale su kisele izoforme (HRP-A). Frakcija 22 najaktivnija je kisela

izoforma HRP ¢&ija peroksidazna aktivnost iznosi 46,58 U mL* prema gvajakolu, dok je

koncentracija proteina iznosila 1,31 mg mL™. Najaktivnija bazna izoforma HRP (frakcija

9) pokazala je aktivnost od 287,05 U mL™ prema gvajakolu, dok je koncentracija proteina

iznosila 8,23 mg mL™. Rezultati pre¢is¢avanja izoformi HRP-a prikazani su u tabeli 6.
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3. Nasi radovi

Tabela 6. Pre¢i§¢avanje izoformi peroksidaze iz rena.

Zapremina Aktivnost Ukupna : 0
(mL) (UML) aktivnost (U)  1inos (%)
Sirovi ekstrakt 1000 21,3 21300 100
Supernatant nakon
40% talozenja AS 550 20,8 11440 54
Resuspendovani
talog nakon 80% 30 211,2 6336 30
zasicenja
Urorak nanosen na 225 30,1 6772.5 32
Frakcija 9 20 287,05 5741 27
Frakcija 22 20 46,58 931.6 4

Prinos precis¢avanja HRP izoformi iznosio je 27% za bazne i neutralne, dok je za

kisele izoforme HRP izoforme on iznosio 4%. Na ovaj nacin, uspe$no su razdvojene i

izolovane izoforme od interesa.

U cilju potvrde razdvojenosti kiselih od drugih HRP izoformi, i potvrde

homogenosti dobijenog preparata, dobijene frakcije sa najve¢om aktivnoSéu su

analizirane izoelektricnim fokusiranjem (IEF) i SDS-PAG elektroforezom (slika 31).
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Slika 31. a) SDS-PAG elekroforeza traka, 1- molekulski markeri (MM, kDa), 2-kisela HRP;
b) Zimogramska detekcija peroksidazne aktivnosti u gelu. Traka 1- pocetni ekstrakt, traka 2 ~-HRP-B
frakcija 9, traka 3- HRP-A frakcija 22, traka pl- markeri pl.
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Molekulska masa dobijenog preparata HRP je procenjena na 40 kDa na osnovu
molekulskih markera (Slika 31a). Evidentno prisustvo jedne trake na SDS-PAGE gelu u
prisustvu 2-B-merkaptoetanola potvrduje da je izolovani HRP monomer. Takode, ovo je
jos jedan od pokazatelja da je dobijeni preparat HRP precis¢en. Zimogramska detekcija
peroksidazne aktivnosti u gelu nakon IEF-a (gvajakolom) ukazuje na to da se dobijena
kisela, HRP-A, frakcija sastoji iz 3 vrlo bliske izoforme (Slika 31b). HRP-A izoforme
locirane su u vrlo kiselom regionu gela sa jednom dominantnom izoformom (pl 4,7).
Bazne i neutralne izoforme, HRP-B, sastoje se iz nekoliko bliskih izoformi. Uocavaju se
3 dominantne izoforme sa pl vrednostima 7,7, 8,31 9,1.

Na osnovu prikazanih rezultata moze se zakljuciti da su upotrebom jakog
anjonskog jonoizmenjivaca (QAE Sephadex-a) pri datim reakcionim uslovima uspesno
razdvojene kisele izoforme HRP od baznih i neutralnih izoformi.

Odreden je doprinos pojedinac¢nih izolovanih izoformi totalnoj peroksidaznoj
aktivnosti (tabela 7).

Tabela 7. Zastupljenost izoformi HRP i njihov doprinos totalnoj peroksidaznoj aktivnosti

. 0,
|zoenzimska Izoforma HRP % totalne HEP Komentar
grupa aktivnosti

Neutralna
Neutralna
Bazna
Bazna
Kisela

Kisela A2 2,92 Eluirano sa QAE

Kisela A3
*Zbirna aktivnost HRP = 100%

Nevezane frakcije

9,12 sa QAE

2moow

Na osnovu zastupljenosti izoformi u odnosu na ukupnu aktivnost dobijenih
frakcija moze se zakljuciti da najveci doprinos pripada neutralnim i baznim izoformama,
dok je zastupljenost kiselih izoformi oko 3%. lako zastupljenost izoformi HRP u korenu
rena zavisi kako od biotickih, tako i abiotickih faktora, ovo je u saglasnosti sa ranije

opisanim rezultatima®?.
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Izolovane dominantne izoforme HRP podelili smo na osnovu hromatografskih,

elektroforetskih i spektrometrijskih parametara u dve kategorije:

1) anjonske, kisele (HRP-A),

2) katjonske, bazne i neutralne izoforme (HRP-B).

Pripajanje neutralnih i baznih frakcija HRP uradeno je iz dva razloga: (1) detaljno
proucavanje ovih izoformi u literaturi ukazalo je na odsustvo znacajnih promena u
osobinama i hemijskoj kompoziciji, osim u pl vrednosti; (2) kako je zastupljenost
ekstremno baznih peroksidaza, sa pl vrednostima oko 12, izuzetno mala (ispod 0,1%)
njihov doprinos totalnoj peroksidaznoj aktivnosti je zanemarljiv u odnosu na ,,neutralne*
izoforme!!4,

Stoga su u daljem radu u cilju uporedivanja efikasnosti razli¢itih HRP izoformi u
uklanjanju obojenih ksenobiotika kori§¢ene kisele i bazne izoforme svedene na jednak

broj enzimskih jedinica (7 U mL™).

3.2 Poredenje efikasnosti kiselih i baznih izoformi peroksidaze iz rena u uklanjanju

obojenih ksenobiotika

S obzirom na to da su jasno dokumentovane razlike u aktivnosti, kao i osetljivosti
kiselih i baznih HRP izoformi, vrlo je bitno da se prilikom odabira enzima uzmu u obzir
svi faktori koji mogu uticati na postizanje zeljenih rezultata. U Zzelji da proverimo
efikasnost dva tipa izoformi HRP odabrali smo jednu boju koje je veoma ¢est model
sistem (amido crno 10b). Nasa istrazivanja zapoCeta su pracenjem obezbojavanja
promenom apsorbancije na karakteristicnom apsorpcionom maksimumu (Amax) boje, koji
za nasu model boju iznosi 620 nm. Mi smo na taj nacin ispitali optimalnu koli¢inu enzima
pri fiksnim reakcionim uslovima boje, pH i vodonik peroksida (30 mg L™ model boje
AB, pH 5 i 0,44 mM H,0,) a pri razli¢itim koli¢inama HRP (0,028 do 0,54 U mL™).
Optimalni uslovi obezbojavanja postignuti su pri 0,14 U mL™* HRP. S obzirom na to da
je reakcija katalizovana HRP-om reakcija po bisupstrathom mehanizmu, odnosno da
stepen obezbojavanja zavisi i od koncentracije kosupstrata, mi smo pri fiksnim
jedinicama HRP (0,14 U mLY) i boje (30 mg L) varirali koli¢inu H20, (od 0,00044 mM
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do 4,44 mM). Na osnovu dobijenih rezultata odreden je koncentracioni optimum H20- za
reakciju obezbojavanja, pri datim, specifi¢nim reakcionim uslovima, Koji iznosi 0,44
mM.

Na osnovu ovih eksperimentalnih uslova (koli¢ine enzima i vodonik peroksida)
zeleli smo da dalje ispitamo razlike u supstratnoj specifi¢nosti kiselih 1 baznih izoformi
HRP. Zbog razli¢itog stepena aktivnosti ovih izoformi pri nizim, odnosno vis§im pH
vrednostima, obezbojavanje smo ispitali pri Sirem opsegu pH vrednosti u cilju
pronalazenja optimalnih uslova za obezbojavanje. Stoga je reakcija obezbojavanja
ispitana na pH vrednostima 3, 5, 71 9. Takode smo ispitali obezbojavanje 24 strukturno
razli¢ite boje koje imaju primenu kako u tekstilnoj tako i drugim industrijama. Reakcione
smeSe pripremane su prema protokolu opisanom u poglavlju 4.7, rezultati su

sumarizovani u tabeli 8 a strukture boja prikazane su u prilogu 2.
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3. Nasi radovi

Tabela 8. Uticaj pH na obezbojavanje boja primenom kiselih i baznih izoformi peroksidaze iz rena.

Boja i OHf Erl; . % obezbojavanja Arax
pH 3 pH 5 pH 7 pH9
Akridin oranz (AO) E:;Zer:: ig 2411 183 ;g 491
Amido crna 10b (AB) Ig;szerllz ig 33 gé 92?5 620
Bizmark braon (BB) Ig;szerllz gg ig 2411 gg 460
Brom fenol plava (BPB) Ig;szerllg 22 9395 7%1,15 33;?5 591
Komasi brilijant plava R250 (CBB) I[;;Szerllg ;? gg 581 33 350
Kongo crvena (CR) Eszer:g ﬂ Zg gg 3421 515/486
Metil oranz (MO) I;::zer:z ﬁ gg 28 (13; 460
Oranz 2 (OR2) I;::zer:z 2 ﬁ ?g gzlg 490
Ponso S (PS) E;Szer:g ?1 g g ;g >15
Procion® tamno plava (PDB) Ig;szer:g i; gg ?i 1213'5 603
Reaktivno plava 52 (RB) E;Szer:g gg ggg ggg gg 615
Reaktivno zelena 15 (RG) I;;lszerllg gg 32 ig ;g 625
Reaktivno crna 5 (RB5) E;Szer:z 2 S 4A_f5 ;g 600
Realan plava (RLB) E;Szer:z gg gg ig 1523 600
Realan zuta (RLY) Ig;szerllg g ; i 13 400
Remazol brilijant plava (RBBR) E;Szer:z ig 931 991 193 595
Brilijant zelena (BG) Itjszer:g ig 183 // // 428/625
Drimaren zlatno zuta (DGY) E:Zer:z ;g ;S i; }1;1 390
Metilen plava (MB) l;;szer:g i?, 5(1) gg gg >%0
Realan crvena (RR) E;SZEAZ i% gg 160 3 515
Fast zelena (FG) lg::;:g 152 397 132 149 421621
Procion® cilibarna (PRA) aeela 65 : 5 " 416
Procion® crveno braon (PRB) lt;i:zerll: 174 1(1) 2 1513 460
Procion® zuta (PRY) E:Zer:: 2 8;15 j j 410
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3. Nasi radovi
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Na osnovu rezultata prikazanih u tabeli 8 mozemo zakljuciti da od 24 testirane
boje HRP-B postigla je najbolje obezbojavanje u sluc¢aju pet boja (AO, AB, BB, CBB,
DGY) dok je HRP-A bila efikasnija u obezbojavanju 17 boja: Sest pripada klasi azo, tri
boje triarilmetanskoj i jedna boja triazinskoj klasi boja dok su preostalih 7 zasti¢enih
struktura nedostupnih za javnost. U slucaju dve boje obe izoforme pokazale su
podjednaku efikasnost (BPB, RB). Veéina boja je uspe$no obezbojena na pH 5 (12 od 24
testiranih boje) dok je na pH 9 najveée obezbojavanje postignuto u slucaju 10 od 24 boje.
Kada se reakcija obezbojavanja odvijala na pH 3 samo u slucaju dve boje postignuto je
maksimalno obezbojavanje. Takode, treba imati u vidu da prisustvo mnogih jonizujuéih
i drugih grupa u molekulu boje diktiraju optimalno pH za njeno uklanjanje. Ovi rezultati
svakako bacaju novu svetlost na dosadasnje razloge zanemarivanja ostalih HRP izoformi,
kada je obezbojavanje u pitanju.

Boje u danasnjoj upotrebi odlikuju se prisustvom velikog broja funkcionalnih
grupa i kompleksne su strukture. Stoga su moguc¢i brojni nacini njihove razgradnje tokom
obezbojavanja koji mogu da dovedu do stvaranja razli¢itih intermedijera. Spektar
nastalog intermedijera moze iskazivati potpuno ili delimi¢no preklapanje sa apsorpcionim
maksimumom pocetnog molekula boje, a da pri tom izgled apsorpcionog spektra bude
potpuno drugacijeg profila. Takode, moguce je i pomeranje apsorpcionog maksimuma
intermedijera boje nastalog tokom obezbojavanja, $to bi moglo da ukaze na ,,Jazno* veci
stepen obezbojavanja nego Sto je to zaista slucaj. Poredenje dva biokatalizatora u
obezbojavanju pracenjem stepena obezbojavanja iskljuivo na osnovu smanjenja
intenziteta karakteristiénog apsorpcionog maksimuma boje moze dovesti do pogresnog
zakljucivanja.

Iz navedenih razloga detaljnije smo se osvrnuli na slucajeve obezbojavanja gde je
jedna izoforma pokazala drasti¢no bolje obezbojavanje u odnosu na drugu izoformu pri

istom pH.
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3. Nasi radovi

Na pH 5 uocena je razlika u obezbojavanju HRP-B i HRP-A u slucaju dve boje:
CBB i RBBR (slika 32).

12 10
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- - ~HRP-B 1 - - -1IRP-B
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a) Talasna duzina (nm) b) Talasna duzina (nm)

Slika 32. Vidljivi spektar CBB (a) i RBBR (b) na pH 5 pre (—) i nakon tretmana sa HRP-B (— —
) IHRP-A(-- ).

Bolje obezbojavanje CBB-a odvijalo se na pH 5 posredstvom HRP-B izoforme,
dok je HRP-A izoforma uklonila 46% manje boje. Takode, uocava se i promena u profilu
dobijenih apsorpcionih spektara (slika 32a). U slu¢aju RBBR, antrahinonske boje, pri
istom pH, HRP-A izoforma pokazala se daleko bolja nego HRP-B, obezbojavajuéi ¢ak
82% vise boje (slika 32b). Ove promene pracene su i promenom u profilu apsorbancije
boje nakon obezbojavanja sa HRP-A, dok se apsorpcioni spektar boje nakon tretmana sa
HRP-B poklapa sa spektrom pocetne boje, ali je manjeg intenziteta.

Razliditi stepen obezbojavanja ispitivanih izoformi uocen je na pH 7 u slucaju tri

boje: BPB, PDB i OR2 (slika 33 i slika 34).

——RBPB
= = ~1IRP-B

1.0+

0.8
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Slika 33. Vidljivi spektar BPB (a) i PDB (b) na pH 7 pre (—) i nakon tretmana sa HRP-B (— — -)
i HRP-A (- - ).
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Boja BPB najviSe je obezbojena primenom HRP-A izoforme, sa potpunim
odsustvom glavnog apsorpcionog pika koji poti¢e od hromofore boje. HRP-B izoforma
obezbojila je 22% manje BPB u odnosu na HRP-A izoformu (slika 33a). Dobijeni
rezultati nisu u saglasnosti sa do sada publikovanim rezultatima, jer je u literaturi opisano
inhibiranje HRP-a bojom na pH vrednostima visim od 5'%. Drasti¢no bolje obezbojavanje
HRP-A izoforme pokazano je i pri obezbojavanju PDB boje na pH 7. Ova izoforma
obezbojila je 74% vise boje od HRP-B, medutim nije uocena razlika u apsorpcionom
profilu dobijenih spektara (slika 33b). Sli¢ni rezultati dobijeni su i za boju OR2 (slika 34)
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Slika 34. Vidljivi spektar OR2 na pH 7 pre (—) i nakon tretmana sa HRP-B (- — -)
i HRP-A (- - ).

Prilikom odvijanja reakcije obezbojavanja na pH 9 postignut je sli¢an stepen
obezbojavanja sa obe izoforme (tabela 8). Medutim, to nije slucaj i prilikom odigravanja
reakcije obezbojavanja na pH 7. Na osnovu apsorpcionih spektara prikazanih na slici 34
uoCava se veci procenat obezbojavanja postignut primenom HRP-A izoforme u odnosu
na HRP-B. Ova izoforma obezbojila je 70% vise boje nego HRP-B.

Razlicita efikasnost izoformi HRP uocena je i na najvisoj testiranoj pH vrednosti,
pH 9. Pri ovim reakcionim uslovima uoc¢eno je razli¢ito obezbojavanje u slucaju dve boje:

MO i RB5 (slika 35).
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Slika 35. Vidljivi spektar MO (a) i RB5 (b) na pH 9 pre (—) i nakon tretmana sa HRP-B (— — -)
i HRP-A (- - ).

U slucaju obezbojavanja MO na pH 9 HRP-B obezbojio je 48% vise boje nego
HRP-A (slika 35a). Ovo je ujedno i prvi primer boljeg obezbojavanja baznih izoformi
HRP u odnosu na kisele. Obezbojavanje na ovako visokim pH vrednostima nije u
saglasnosti sa dosada objavljenim rezultatima koji prikazuju smanjenje procenta
obezbojavanja sa porastom pH!%. Najbolje obezbojavanje RB5 postignuto je na pH 9
(tabela 8). Medutim, kako je na ovom pH uocena i najvecéa razlika u obezbojavanju
ispitivanih izoformi, snimili smo apsorpcioni spektar u vidljivom regionu u cilju detaljnije
analize reakcionih smesa. Na apsorpcionom spektru prikazanom na slici 35b uocava se
smanjenje intenziteta apsorpcione trake na 600 nm usled dejstva enzima. 1zoforma HRP-
A uspela je da obezboji 74% boje, dok je HRP-B obezbojila 38%. Medutim, apsorpcioni
spektar reakcione smeSe nakon obezbojavanja sa HRP-A pokazuje i pomeranje Amax ka
nizim talasnim duzinama (hipsohromni efekat). Ovo ukazuje na stvaranje novih
degradacionih proizvoda drugacijih od po¢etnog molekula boje. U literaturi su dostupni
podaci o obezbojavanju AB boje sa HRP na pH 5, gde je postignuto obezbojavanje vece

od 80% ali uz termostatiranje na 50 °C*1°,

Na osnovu dobijenih podataka moze se zakljuciti da je afinitet ispitivanih izoformi
HRP ka obezbojavanju razlic¢it i da ujedno zavisi od pH. Opisane razlike u obezbojavanju
primenom ovih izoformi tesko je porediti sa literaturnim podacima, s obzirom na to da

nisu nadeni literaturni podaci o primeni kiselih izoformi HRP u obezbojavanju.
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3.3 Analiza obezbojavanja HPLC-om

Na osnovu prethodnih rezultata uoceno je da kod odredenih boja stepen
obezbojavanja biva razli¢it u zavisnosti od primenjene izoforme HRP. Analiza
apsorpcionih spektara ukazala je na moguce prisustvo razli¢itih proizvoda degradacije
koje nije moguce razlikovati na osnovu UV-Vis apsorpcione spektrometrije. U cilju
potvrde degradacije i identifikacije evenutalnih proizvoda degradacije detaljnije smo
analizirali Cetiri model-boje. Odabrane model-boje (RB, RB5, AB i OR2) tretirane su
jednakim koli¢inama HRP-A i HRP-B pri prethodno odredenim reakcionim uslovima.
Nakon postizanja maksimalnog stepena obezbojavanja, reakcione smeSe su razblazene
acetonitrilom u odnosu 1:5, centrifugirane i potom filtrovane kroz 0,22 pum filter u cilju
uklanjanja proteina i eventualnih precipitata. Za HPLC-DAD analizu koris¢ena je
Hypersil Gold C8 kolona. Uzorci su eluirani smeSom 100 mM acetatnog pufera pH 5,5 i
acetonitrila (AN). Gradijent eluiranja bio je slede¢i: 5-50% AN u 9 min, 50-95% AN u
2 min i 95-5% AN u 0,2 min. Vreme eluiranja bilo je 25 min, pri termostatiranju kolone
na 25 °C. Detektor je podesen za brzu detekciju na karakteristicnim Amax boja: 620 (AB),
615 (RB), 600 (RB5), 490 (OR2) i 280 nm (za pracenje aromati¢nih proizvoda
obezbojavanja). Glavni hromatografski pikovi detaljnije su analizirani pomocu opcije
“3D field* sa kojom je mogu¢ uvid u celokupni UV-Vis spektar svakog pojedinac¢nog
pika detektovanog na hromatogramu.

3.3.1 Analiza obezbojavanja RB sa HRP HPLC-om

Ispitivanje smo zapoceli analizom reaktivno plave boje (RB) HPLC-om. Na
osnovu prethodnih eksperimenata utvrdeno je da ova boja biva obezbojena podjednako 1
u visokom procentu sa obe HRP izoforme. Ovo nas je privuklo da detaljnije analiziramo
reakcionu smesu nakon enzimskog tretmana u cilju identifikacije eventualno razli¢itih
proizvoda degradacije. Hromatogram boje RB pre i nakon obezbojavanja prikazan je na
slici 36.
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Slika 36. a) HPLC hromatogram RB pre i nakon tretmana sa HRP-A i HRP-B. Detektor je
podesen na 615 nm; b) UV-vidljivi spektar pika A.

Boja RB pokazuje jedan hromatografski pik detektovan pri retencionom vremenu
11,7 min pri Amax 615 nm (slika 36a). Analiziranjem UV-vidljivog dela spektra ovog pika
uocavaju se tri apsorpciona maksimuma koji poticu od molekula boje (slika 36b). Dva
apsorpciona maksimuma locirana suu UV regionu na 233 nm i 275 nm. Treéi apsorpcioni
maksimum lociran je na 615 nm i potice od glavne hromofore molekula RB. Izoforme
HRP-A i HRP-B, pokazale su visoku efikasnost u degradaciji RB, §to je potvrdeno
odustvom glavnog hromatografskog pika na hromatogramu pri Amax 615 nm nakon
tretmana enzimom (slika 36a, HRP-A, HRP-B). Ovo ukazuje da HRP nije odgovoran
samo za obezbojavanje (smanjenje karakteristicnog Amax pri specificnoj Amax) N€go i za
degradaciju boje, sto je u saglasnosti sa dosada objavljenim rezultatima razgradnje RB
boje metodom elektrohemijske oksidacije!*.

HPLC hromatogram RB boje pri Amax 280 nm pruza jasan uvid u promene nastale
usled delovanja HRP (slika 37a).
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Slika 37. a) HPLC hromatogram RB pre i nakon tretmana sa HRP-A i HRP-B. Detektor je podesen na
280 nm; b) UV-vidljivi spektri hromatografskih pikova A-G.

Pik najjaceg intenziteta detektovan je pri retencionom vremenu od 11,7 min u
slucaju boje RB. Nakon tretmana sa HRP-A detektovana su tri nova pika pri retencionim
vremenima od 9,16, 11,89, i 13,10 min (slika 37a, HRP-A, pik B, C i D). Tretman RB sa
HRP-B takode je rezultovao razgradnjom glave hromofore boje, i pojavom tri pika pri
retencionim vremenima od 9,16, 11,89, i 13,10 min (slika 37, HRP-B, pik E, F i G).
Kompletni UV-vidljivi spektri detektovanih pikova prikazani su na slici 37b. Na osnovu
dobijenih rezultata uocava se vrlo sli¢an nac¢in razgradnje RB boje sa obe izoforme HRP-
a, s obzirom na to da su detektovani pikovi istih retencionih vremena, kao i UV-Vis

apsorpcionih profila.

3.3.2 Analiza obezbojavanja RB5 sa HRP HPLC-om

Prilikom odigravanja reakcije obezbojavanja boje RB5 na pH 9, pored razlike u
stepenu obezbojavanja, uocena je razlika u profilu UV-Vis apsorpcionog spektra
dobijenog nakon tretmana boje sa HRP-A u odnosu na HRP-B. Kako bismo utvrdili da je
ova razlika posledica nastanka razli¢itih proizvoda degradacije detaljnije smo analizirali

reakcione smese pre i nakon obezbojavanja. Dobijeni rezultati prikazani su na slici 38.
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Slika 38. a) HPLC hromatogram RB5 pre i nakon tretmana sa HRP-A i HRP-B. Detektor je podesen na
600 nm; b) UV-vidljivi spektri hromatografskih pikova A-F.

Hromatogram pocetnog rastvor boje RB5 pri Amax 600 nm prikazan je slici 38a i
pokazuje dva pika pri retencionom vremenu od 10,3 i 11,87 min. Nakon tretmana RB5
boje sa HRP-A ne uocava se prisustvo novih pikova, a takode i odsustvo pika A, usled
razgradnje glavne hromofore boje pri Amax 600 nm. Tretman RB5 sa HRP-B, pri istim
reakcionim uslovima, dovodi do nepotpunog obezbojavanja RB5 sa detekcijom novih
proizvoda degradacije. Pri retencionim vremenima od 10,32, 12,51 i 13 min na
hromatogramu uocavaju se novi pikovi (slika 38a, pik D, E i F). Na osnovu UV-Vis
spektara dobijenih pikova gde se ne uo¢ava znacajnija promena u apsorpcionim profilima
u odnosu na spektar pocetne boje moze se zakljuciti da nije doSlo do potpune razgradnje
glavne hromofore boje odnosno da postoji prisustvo nerazgradenih molekula boje (slika
38b, pik C-F). Medutim, smanjenje intenziteta apsorbancije datih pikova svakako ukazuje
na znacajno obezbojavanje RB5 sa HRP-B (slika 38b).

U cilju bolje analize obezbojavanja RB5 boje sa HRP hromatografski pikovi

analizirani su i pri Amax 280 nm (slika 39).
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Slika 39. a) HPLC hromatogram RB5 pre i nakon tretmana sa HRP-A i HRP-B. Detektor je podesen na
280 nm; b) UV-vidljivi spektri hromatografskih pikova A-F.

Kompletno odsustvo glavnog hromatografskog pika boje potvrduje degradaciju
molekula boje RB5 usled dejstva HRP-A izoforme enzima, §to je u saglasnosti sa ranije
objavljenim rezultatima tretiranja RB5 boje sa enzimima iz drugih izvora, kao i metodom
ultrazvuka (slika 39a)}2!'% Delimiéno obezbojavanje sa odsustvom formiranja
drugacijih proizvoda degradacije nakon tretmana sa HRP-B potvrdena je analiziranjem
UV-Vis apsorpcionih spektara pikova D-F (slika 30Db).

Dobijene rezultate nije moguce porediti sa literaturnim podacima usled nedostatka

podataka o primeni razli¢itih izoformi peroksidaze iz rena u obezbojavanju boje RB5.

3.3.3 Analiza obezbojavanja AB sa HRP HPLC-om

Obezbojavanje AB boje u zavisnosti od pH i izoforme HRP-a ukazalo je na to da
ne samo pH boje nego i izoforme snazno uti¢u na stepen njenog uklanjanja (tabela 8). S
obzirom na to da se ova boja odlikuje prisustvom razli¢itih funkcionalnih grupa
(sulfonatnih, nitro, aril, amin, hidroksil i azo) te su moguc¢i brojni na¢ini njene razgradnje,
ovo nas je navelo da ispitamo postoji li razlika u nastalim proizvodima degradacije nakon
primene izoformi HRP-a. Rastvor boje pre i posle obezbojavanja sa HRP analizirani su

HPLC-om a dobijeni hromatogrami prikazani su na slikama 40 i 41.
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Slika 40. a) HPLC hromatogram AB pre i nakon tretmana sa HRP-A i HRP-B. Detektor je podesen na
620 nm. UV-vidljivi spektar hromatografskog pika A.

Pocetni rastvor boje odlikuje se prisustvom jednog hromatografskog pika
detekovanog pri retencionom vremenu od 13,40 min pri Amax 620 nm (slika 40a, pik A).
Reakciona smeSa AB nakon obezbojavanja sa HRP-A odlikuje se odsustvom
hromatografskih pikova pri istom Amax (Slika 40a, HRP-A). Smanjenje intenziteta pika
lociranog pri istom retencionom vremenu kao i pocetni rastvor boje uocava se nakon
tretmana boje sa HRP-B (slika 40a, pik B).

Usled nemoguénosti detektovanja hromatografskih pikova pri Amax 620 nm nakon
obezbojavanja, hromatografski profili su analizirani podesavanjem detektora pri Amax 280

nm. Dobijeni hromatogram i apsorpcioni spektri prikazani su na slici 41.
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Slika 41. a) HPLC hromatogram AB pre i nakon tretmana sa HRP-A i HRP-B. Detektor je podesen na
280 nm. UV-vidljivi spektari hromatografskih pikova A-E.

Hromatogram reakcione smeSe AB nakon obezbojavanja sa HRP-A pokazuje
pikove pri retencionim vremenima od 6,12, 10,27 i 13,40 min (slika 41a, pik B, C i D).

Nakon obezbojavanja sa HRP-B uocava se prisustvo jednog hromatografskog pika pri
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istom retencionom vremenu kao pik pocetne boje, ali manjeg intenziteta (slika 41a, pik
E). Daljim analiziranjem apsorpcionih spektara detektovanih pikova uocava se da pikovi
D i E potic¢u od molekula boje dok pikovi B i C potic¢u od proizvoda degradacije (Slika
41b). Dobijeni rezultati potvrduju razliku u nacinu obezbojavanja kisele i bazne izoforme
HRP. Medutim, njihovo poredenje sa do sada publikovanim rezultatima za AB boju nije
moguce, jer su u literaturi koris¢eni drugi nac¢ini razgradnje boje. Moguca je samo potvrda
kompletne mineralizacije boje odsustvom hromatografskog pika pri karakteristicnom

114
Amax~".

3.3.4 Analiza obezbojavanja OR2 sa HRP HPLC-om

Kako je u prethodnim eksperimentima pokazano da postoji razlika u stepenu
obezbojavanja OR2 na pH 7 koja se manifestuje razli¢itim smanjenjem intenziteta Amax
ali ne i promenom profila apsorpcionog spektra, zeleli smo da proverimo da li proizvodi
degradacije pokazuju razli¢ite hromatografske profile. Dobijeni rezultati prikazani su na
slikama 42 i 43.
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Slika 42. a) HPLC hromatogram OR2 pre i nakon tretmana sa HRP-A i HRP-B. Detektor je podeSen na
490 nm; b) UV-vidljivi spektri hromatografskih pikova A i B.

Hromatogram boje OR2 pokazuje pik lociran pri retencionom vremenu od 13,78
min pri Amax 490 nm (slika 42a, OR2). Potpuna razgradnja boje potvrdena je u slucaju
HRP-A, dok je nakon tretmana sa HRP-B uocen pik pri istom retencionim vremenu kao
i pocetni molekul boje ali znatno manjeg intenziteta (slika 42a, HRP-B). Analiza
apsorpcionih spektara dobijenih pikova ukazuje na to da se molekul boje odlikuje

67



prisustvom dva apsorpciona maksimuma locirana na 490 i na 310 nm (slika 42b, pik A).
Spektar pika B potpuno se poklapa sa spektrom pika A ali je manjeg intenziteta, Sto
ukazuje na prisustvo nerazgradenih molekula boje (slika 42b, pik B).

Rezultati dobijeni pracenjem hromatografije nakon podeSavanja detektora na 280

nm prikazani su na slici 43.
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Slika 43. a) HPLC hromatogram OR2 pre i nakon tretmana sa HRP-A i HRP-B. Detektor je podesen na
280 nm; b) UV-vidljivi spektri hromatografskih pikova A i B.

Jedan pik pri retencionom vremenu od 9,57 min detektovan je u slucaju reakcione
smese obezbojavanja koja je sadrzavala HRP-A (slika 43a, pik B). S obzirom na to da se
ovaj pik odlikuje i drugacijim apsorpcionim profilom nego pocetni molekul boje ovo
ukazuje na to da je u pitanju proizvod degradacije usled dejstva enzima (slika 43b, pik
B).

U literaturi je opisana HPLC analiza razgradnje OR2 boje enzimima iz P.
ostreatus gde je 1,2-naftohinon identifikovan je kao glavni intermedijer tokom razgradnje
boje!™®. Usled primene razli¢itog tipa HPLC aparata kao i metode, poredenje sa dobijenim

rezultatima nije upotpunosti moguce.

3.4 Analiza obezbojavanja OR2 sa HRP LC—ESI-ToF-MS-om

Identifikacija intermedijera, odnosno proizvoda degradacije, nakon enzimskog
tretmana moze pomoc¢i u razumevanju uloge strukture aromati¢nih boja u eventualnom
indukovanju toksicnosti. S obzirom na to da su nasi prethodni eksperimenti pokazali da

proizvodi obezbojavanja imaju razli¢ite hemijske osobine od pocetnog molekula boje,
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njihova karakterizacija neophodna je u cilju razumevanja daljih istrazivanja. Na osnovu
rezultata publikovanih u literaturi zeleli smo da proverimo da li su produkti obezbojavanja
OR2 boje isti u slucaju primene komercijalno dostupnog preparata HRP i nase kisele
izoforme, HRP-A!®, Uradena je analiza boje i proizvoda obezbojavanja LC—ESI-MS
tehnikom. OR2 boja pripada klasi mono-azo boja, odnosno poseduje jednu azo grupu, $to
znacajno olakSava identifikaciju potencijalnih proizvoda degradacije. Takode, boja OR2
u negativnom ESI modu daje deprotonovan [M—-H] i denatrijumovan [M—Na]
molekulski jon i omogucava vecu selektivnost prilikom detektovanja nastalih aromati¢nih
struktura.

U cilju identifikacije proizvoda obezbojavanja, rastvor boje OR2 obezbojen je
pomocu HRP-A prema ranije utvrdenim uslovima. Reakcija je zaustavljena po postizanju
95% obezbojavanja filtriranjem reakcione smese kroz 0,22 um filter i razblazivanjem sa
AN u odnosu 1:20. Na ovaj nacin, reakciona smesa je ujedno pripremljena za LC—ESI-
ToF-MS analizu. Pocetni rastvor boje pripremljen je na isti nacin. Analiza je uradena na
Agilent Technologies 1200 Series HPLC hromatografu koji je opremljen Warcosil 5 C18
RS kolonom i povezan sa Agilent Technologies 6210 Time-of-Flight LC/MS sistemom
opremljenim ESI jonskim izvorom i analizatorom vremena preleta (ToF, eng. ,,Time-of-
flight*). Eluiranje je postignuto izokratskom metodom i prikupljeni su maseni spektri u
opsegu m/z 500-1000. Dobijeni rezultati prikazani su u Prilogu 3.

Karakteristi¢ni jon na m/z 327 poti¢e od monosulfonovane azo boje OR2
(C16H11N2NaOs4S). Maseni spektar proizvoda degradacije sadrzi intenzivne jone na m/z
173, 186, 202 1 485. Tri od Ccetiri najintenzivnija jona identifikovana su kao 4-
hidroksibenzensulfonat, 4-nitrozobenzensulfonat i pseudodimer. Takode, u masenom

spektru detektovani su i drugi joni, koji do sada nisu opisani u literaturi.

Identifikacija jona izvrSena je na osnovu pregleda literature prikazane u tabeli 9.
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Tabela 9. Proizvodi degradacije OR2 boje identifikovani ESI-ToF-MS tehnikom.

HRP m/z detektovano Mod Ref.
1,2-dihidroksinaftalen 159 negativan
4-hidroksibenzenesulfonat 173 da negativan
4-nitrozobenzenesulfonat 186 da negativan 116
pseudodimer 485 da negativan

MnP

4-hidroksiibenzensulfonat 173 da negativan
4-aminobenzensulfonat 172 negativan
benzensulfonat 157 negativan
4-sulfofenilhidroperoksid 189 negativan

2-naftol 143 negativan 17
1-diazo-2-naftol 171 da negativan
4-nitrozobenzensulfonat 186 da negativan
1-amino-2-naftol 160 pozitivan
1,2-naftohinon 159 pozitivan

LiP

4-sulfofenilhidroperoksid

1-amino-2-naftol 118

Elektro-enzimska degradacija
sulfanilna kiselina 119
1-amino-2-naftol

Sli¢ni proizvodi degradacije detektovani su nakon tretmana OR2 sa mangan- i
lignin-peroksidazom!*"1'8  dok se kao finalni proizvod degradacije OR2 elektro-
enzimskom metodama dobija sulfanilna kiselina i 1-amino-2-naftol'!® (tabela 9).
Medutim, treba naglasiti da jon detektovan na m/z 485, za koji se smatra da poti¢e od

pseudodimera boje, jos uvek nije detaljno ispitan i potvrden u literaturi.
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3. Nasi radovi

Na osnovu dobijenih rezultata predlozeni mehanizam obezbojavanja OR2

pomoc¢u HRP-a, adaptiran je i prikazan je na slici 44.

-2 =7

#

l ‘i-l

m/z, 159

m/z, 159 /7 3
mz,173 L
Kuplo\ anje sa OR2 Kuplovanje sa OR2
OH = tsoz
N=N ‘ i
OH OH
m'z, 485 m/z, 485

Slika 44. Mehanizam razgradnje OR2 nakon tretmana sa HRP %6,

Zhang 1 saradnici predlozili su dva nacina formiranja degradacionih proizvoda
tokom cepanja boje dejstvom HRP-a (slika 44): (1) asimetri¢no raskidanje C—N veze
koja dovodi do formiranja 1,2-dihidroksinaftalena i 4-hidroksibenzensulfonata; (2)
simetri¢no raskidanje azo veze $to dovodi do formiranja 4-nitrozobenzensulfonata ¢,
Finalni korak je kuplovanje OR2 i 1,2-dihidroksinaftalena i nastajanje pseudodimera sa

oCuvanom strukturom hromofore.
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Dobijeni rezultati ukazuju na sli¢nosti sa do sada publikovanim rezultatima
obezbojavanja OR2 sa HRP-om i definitvno ukazuju na tri moguca na¢ina degradacije
OR?2 boje u zavisnosti od raskidanja azo veze. Takode, interesantan je i rezultat koji
ukazuje na moguce formiranje pseudodimera nastalih umrezavanjem zaostalih molekula

boje sa nekim od intermedijera ili proizvoda degradacije tokom enzimske reakcije.

3.5 Imobilizacija HRP-A

Jedan od ciljeva ovog rada bio je dobijanje imobilizata na bazi HRP sa
povecanom stabilnosc¢u i efikasno§¢u u uklanjanju Sirokog spektra obojenih ksenobiotika.
Usled toga $to je jedan od glavnih problema primene imobilizata u obezbojavanju
adsorpcija boje na povrsinu imobilizata, ¢ime se smanjuje ili potpuno inhibira njegova
aktivnost, veoma je tesko predvideti koji tip nosac¢a bi bio idealan za imobilizaciju HRP-
a. Iz tih razloga, kao nosa¢ za imobilizaciju naseg enzima odabrali smo dva organska
(hitozan, alginat) i jedan neorganski nosa¢ (aluminijum-oksid). Odabir adekvatne metode
imobilizacije podrazumevao je sintezu HRP imobilizata primenom 4 razli¢ite metode.
Kako je na osnovu dobijenih rezultata obezbojavanja pokazano da kisela izoforma
peroksidaze iz rena (HRP-A) ima veéi afinitet ka ispitanim model-bojama (tabela 8) i
nedovoljno je ispitana i kod nas i u svetu, ova izoforma odabrana je za sintezu imobilizata

sa potencijalnom primenom u tretiranju otpadnih voda.

3.5.1 Specifi¢na peroksidazna i dekolorizaciona aktivnost HRP-A imobilizata

Pripremljeno je 10 imobilizata peroksidaze iz rena primenom komercijalno
dostupnih i laboratorijski sintetisanih nosaca (alginat, hitozan, aluminijum-oksid).
Prec¢is¢ena HRP-A je imobilizovana inukubiranjem preparata HRP-A sa odgovaraju¢im
nosac¢ima. Shematski prikaz primenjenih na¢ina imobilizacije HRP-A prikazan je na slici
45.
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3. Nasi radovi

@ Alginatna kapsula (#7) HRP ‘IPEG O Hitozanska kuglica ‘S,GA 7 Zelatin @ ALO;

Slika 45. Imobilizacija peroksidaze iz rena (HRP): a) enkapsuliranjem enzima pomocu polietilen-glikola
(PEQG) i alginata, b) na hitozanske kuglice pomocu glutaraldehida (GA), c¢) aktiviranjem alginata
perjodatom, d) direktnim vezivanjem enzima na alumijum-oksid pra¢eno unakrsnim povezivanjem sa GA
i zasi¢enjem zelatinom, e) oblaganjem aluminijum-oksida Zelatinom pra¢enim unakrsnim povezivanjem
GAienzima.
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Enkapsulacija enzima u alginatnim kapsulama je postignuta ukapavanjem smese
enzima, PEG 8000 i CaCl, u rastvor natrijum-alginata (slika 45a). Nakon formiranja
kapsula, dobijeni imobilizati su dodatno uc¢vrsc¢eni prebacivanjem u svez rastvor CaClo.
U cilju optimizacije imobilizacije sintetisane su kalcijum-alginatne hidrokapsule uz
pomo¢ 0,25% i 0,5% rastvora natrijum-alginata. Dobijeni imobilizati oznaceni su kao
AP0,25 i APO,5.

Imobilizat na bazi hitozana sintetisan je rastvaranjem 2% hitozana u 2% siréetnoj
kiselini i naknadnim ukapavanjem u 1 M rastvor NaOH uz mes$anje. Dobijene kuglice su
,,aktivirane“ inkubiranjem u 1% rastvoru glutaraldehida u mraku. Nakon toga postupak
imobilizacije enzima se sastojao od inkubiranja rastvorne HRP-A sa nosatem uz
konstantno mesanje, ¢ime je dobijen HH imobilizat (slika 45b).

Imobilizat na bazi alginata dobijen je kontinualnim ukapavanjem rastvora 2%
rastvora natrijum alginata u 2% rastvor CaClz bez meSanja. Na ovaj nacin sintetisani su
alginatni rezanci koji su naknadno aktivirani perjodatnom oksidacijom. Perjodatna
oksidacija alginatnih vlakana, pre nego enzima, izabrana je usled prirode kiselih izoformi
peroksidaze iz rena. S obzirom na to da su ove izoforme vise glikozilovane u odnosu na
katjonske tj. bazne izoforme, perjodatna oksidacija ugljenohidratnog ostatka mogla bi
imati negativne efekte na kataliticku aktivnost enzima® 12, Oksidacija alginata dovodi
do stvaranja novih reaktivnih grupa generiSuci dialdehidne ostatke koji bi potom mogli
biti iskoris¢eni za imobilizaciju enzima putem Sifove baze'?!. Svakako jedna od prednosti

ove metode su netoksi¢ni i biodegradabilni biokatalizatori??,

Vreme perjodatne
oksidacije variralo je od 10 do 120 min. Enzim je imobilizovan inkubiranjem alginatnih
rezanaca uz mesanje U rastvoru HRP-A. Na ovaj nacin sintetisani su slede¢i imobilizati:
A10, A30, A60, A90 i A120 (slika 45c).

HRP je imobilizovana adsorpcijom na neorganski nosa¢, aluminijum-oksid. U
cilju poboljsanja curenja enzima sa neorganskog nosaca HRP je imobilizovan na
aluminijum-oksida uz pomo¢ Zelatina. Jedan pristup imobilizaciji HRP-a sastojao se iz
adsorpcije HRP-A inkubiranjem Cestica aluminijum-oksida u rastvoru enzima, nakon
¢ega bi usledilo umrezavanje uz pomo¢ glutaraldehida. Naknadno inkubiranje u rastvoru
zelatina imalo je za cilj da dodatno oblozi enzim oko nosaca i na taj nacin spreci njegovo

curenje (AHG imobilizat, slika 45d)*?%. Drugi pristup sastojao se iz oblaganja Gestica

aluminijum-oksida sa Zzelatinom, inkubiranjem u 0,3% rastvoru zelatina. Potom je
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3. Nasi radovi

oblozeni Zelatinski omota¢ dodatno umrezen pomocu glutaraldehida. Ovako pripremljen
nosac¢ inkubiran je u rastvoru enzima uz me$anje, nakon ¢ega je dobijen AGH imobilizat
(slika 45e).

Dobijeni imobilizati okarakterisani su odredivanjem specifi¢ne
peroksidazne aktivnosti gvajakolom kao i obezbojavanjem RB boje (Eksperimentalni

deo, poglavlje 4.11.5 i poglavlje 4.11.6). Rezultati su prikazani na slici 46.
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Slika 46. Poredenje aktivnosti dobijenih biokatalizatora. Prikazane vrednosti predstavljaju specifiénu
aktivnost dobijenih biokatalizatora (* U/g suvog nosaca) prema gvajakolu kao i koli¢inu uklonjene RB
boje (m mg/L).

Od deset dobijenih imobilizata tri su se izdvojila po koli¢ini uklonjene model boje,
RB. Najveca specificna aktivnost postignuta je imobilizacijom peroksidaze iz rena na
hitozanu (HH), dok je peroksidaza iz rena imobilizovana na Zelatinu i aluminijum-oksidu
(AGH) pokazala veoma sli¢nu aktivnost. HH imobilizat uklonio je 175 mg L™ reaktivne
azo boje u jednom ciklusu, dok su AGH i AHG bili manje efikasni. U slu¢aju peroksidaze
iz rena imobilizovane na aluminijum-oksidu, pa naknadno obloZene Zzelatinom (AHG),
dobijena je znatno niza specifi¢na aktivnost koja je nesrazmerna koli¢ini uklonjene boje.
Ovi eksperimentalni podaci ukazuju na vaznost polozaja enzima prilikom dizajna
imobilizata. Usled bolje supstratne dostupnosti gvajakola prilikom odredivanja specificne
aktivnosti dobijena je veca vrednost u slucaju HH i AGH imobilizata nego kod AHG.
Medutim, kada je vreme reakcije dovoljno dugo da omoguci prodiranje supstrata (u ovom
slu¢aju boje) do enzima, (1 h za obezbojavanje model boje) dobijeni eksperimentalni

podaci ukazuju na sli€an nivo efikasnosti kod sva tri imobilizata. Ispitali smo uticaj
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3. Nasi radovi

vremena na aktivaciju alginatnih vlakana natrijum-perjodatom tokom 10, 30, 60, 90 i 120
min. Svi alginatno oksidovani imobilizati pokazali su sli¢ne specifi¢ne aktivnosti prema
gvajakolu, dok je imobilizat A10 uklonio vise boje (115 mg L) od ostalih imobilizata u
ovoj seriji. Imobilizati HRP-a dobijeni enkapsuliranjem tj. zarobljavanjem peroksidaze iz
rena u alginatnoj kuglici sa dodatkom PEG-a u 0,25% i 0,5% (AP0,25% i AP0,5%) takode
pokazuju slicne dekolorizacione sposobnosti. NesSto znacCanija specificna aktivnost
dobijena je u slucaju 0,5% alginata koris¢enog za zarobljavanje enzima unutar kapsule
(AP0,5%).

Kako je najveca specifi¢na i dekolorizaciona aktivnost pokazana primenom HH
imobilizata, dalja analiza i karakterizacija dobijenih imobilizata uradena je na ovom

imobilizatu.

3.5.2 Optimizacija koli¢ine vodonik-peroksida pri reakciji obezbojavanja
hitozan-HRP imobilizatom

S obzirom na to da je HRP bisupstratni enzim, koli¢ina vodonik-peroksida
predstavlja znacajan parametar u reakcijama obezbojavanja. Uticaj koli¢ine vodonik-
peroksida u reakcijama obezbojavanja RB boje ispitan je na rastvornoj i HRP
imobilizovanoj na hitozanu, HH. Ispitan je uticaj vodonik-peroksida na obezbojavanje,

kao i stepen adsorbovanja boje na hitozanski nosa¢. Rezultati su prikazani na slici 47.
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Slika 47. Uticaj vodonik-peroksida na obezbojavanje RB. Kontrola: uticaj vodonik-peroksida na RB.
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3. Nasiradovi

Vodonik-peroksid u koncentraciji od 0,22 mM pokazao je obezbojavanje od 16%,
dok dalje poveéanje koncentracije vodonik-peroksida nije imalo znacajniji uticaj (Slika
47, kontrola). Rastvorna peroksidaza uklonila je 28% boje iz rastvora pri istoj
koncentraciji vodonik-peroksida. Daljim poveéanjem koncentracije vodonik-peroksida
uocava se opadanje dekolorizacione aktivnosti rastvorne peroksidaze. Nakon
Cetvorocasovnog izlaganja rastvoru boje, hitozanske kuglice (nosaci) uklonile su 49%
boje iz rastvora, dok je HRP imobilizovan na hitozanu (HH) uklonio 100 % boje iz
rastvora.

S obzirom na to da je pokazano da postoji afinitet ispitane boje prema nosacu
postavlja se pitanje prevashodnog mehanizam uklanjanja boje HRP imobilizatima.
Jednostavnim ispitivanjem i uporedivanjem obojenosti nosaca i imobilizata u rastvorima
boje tokom obezbojavanja moguce je zakljuciti o procesu biodegradacije. Inkubiranjem
hitozanskih nosa¢a 1 HH imobilizata u rastvoru boje i vodonik-peroksida moguce je

vizuelno pratiti stepen adsorpcije odnosno obezbojavanja (slika 48).

nosa¢ 1mobilizat

Slika 48. Kontrola adsorpcije boje na hitozanski nosa¢ i HH nakon 4h reakcije: 1) pufer, 2) AO, 3)
RBBR, 4) RB, 5) CBB.
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Na osnovu rezultata prikazanih na slici 48 jasno je vidljivo da u slucaju
hitozanskih kuglica dolazi do adsorpcije boje. Medutim inkubiranjem HH imobilizata u
rastvoru boje stepen obojenja imobilizata je znacajnije manji nego $to je to slucaj sa
hitozanskim nosa¢em. Dobijeni rezultati ukazuju na to da se uklanjanje boje HH
imobilizatima odigrava prvenstveno reakcijom razgradnje boje pre nego pasivnog

adsorbovanja.

3.5.3 Ispitivanje stabilnosti hitozan-HRP imobilizata prema vi§ku vodonik-
peroksida

Klasi¢ne peroksidaze vrlo su podloZzne nereverzibilnoj inaktivaciji prilikom
izlaganja visokim koncentracijama vodonik-peroksida®3!?4, Istrazivanja su pokazala da
postoji nelinearno zavisna inaktivacija kiselih izoformi HRP-a koja je indukovana pri
veoma Vvisokim odnosima koncentracija HRP-A i vodonik-peroksida (ve¢i od 5000)%.
Dobijeni eksperimentalni podaci prikazani na slici 47 pokazali su inhibitorni uticaj visoke
koncentracije vodonik-peroksida prilikom obezbojavanja RB sa rastvorom, ali ne i
ukoliko je imobilizovanom HRP. Kako je reakcija obezbojavanja veoma brza te se
dostupna koli¢ina vodonik-peroksida brzo troSi, Zeleli smo da ispitamo uticaj
koncentracije vodonik-peroksida na imobilizovan enzim bez njegovog troSenja pri
reakciji obezbojavanja.

Inhibitorni uticaj vodonik-peroksida na aktivnost peroksidaze iz rena
imobilizovane na hitozan ispitan je nakon ¢etvoroc¢asovne inkubacije HH biokatalizatora
u rastvorima vodonik-peroksida. Nakon inkubiranja imobilizat je ispran destilovanom
vodom i ponovo mu je odredena specifi¢na gvajakolna aktivnost. Aktivnost imobilizata

pre inkubiranja u vodonik-peroksidu oznacéena je kao 100% (Slika 49).
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Slika 49. Rezidualna aktivnost peroksidaze iz rena imobilizovane na hitozanu nakon &etvoro¢asovnog
izlaganja vodonik-peroksidu.

Blagi pad aktivnosti HH imobilizata uocava se nakon inkubiranja u 0,29 mM
rastvoru vodonik-peroksida. Ovaj trend se nastavlja sa povecanjem koncentracije
vodonik-peroksida. Medutim, inkubiranjem pri veoma visokim koncentracijama
vodonik-peroksida (4,4 mM) HH imobilizat i dalje pokazuje preko 55% aktivnosti.
Dobijeni eksperimentalni podaci ukazuju na povecanu stabilnost kisele peroksidaze iz

rena imobilizovane na hitozanu.

3.5.4 Ispitivanje stepena obezbojavanja HH imobilizatom u zavisnosti od
koncentracije i tipa boje

Pored azo i antrahinonskih boja, u industrijskim otpadnim vodama mogu se naci
i druge vrsta boja. Kako primena nekog imobilizata u tretiranju obojenih otpadnih voda
ima smisla samo ukoliko dati imobilizat pokazuje Siroki spektar delovanja na razli¢ite
boje, ispitali smo efikasnost HH imobilizata na obezbojavanje 4 strukturno razli¢ite boje.
Takode, kako u enzimski posredovanim reakcijama koncentracija supstrata moze biti od
klju¢nog znacaja, dalja optimizacija zasnivala se na ispitivanju uticaja koncentracije boje
i vodonik-peroksida. S obzirom na to su nasa prethodno opisana istrazivanja pokazala da
vodonik-peroksid ima zanemarljiv uticaj prilikom obezbojavanja koje je katalizovano
peroksidazom iz rena imobilizovanom na hitozanu, ispitali smo uticaj dve koncentracije

boje (niske i visoke) na stepen obezbojavanja.
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Obezbojavanje odabranih predstavnika razli¢itih klasa boje ispitano je pri
konstantnim uslovima koli¢ine polusuvog biokatalizatora, odnosno vodonik-peroksida,
pH kao i vremena reakcije. Dobijeni rezultati prikazani su u tabeli 10.

Uticaj koncentracije supstrata na stepen obezbojavanja HH imobilizata ispitan je
pri koncentracijama boja od 25 mg L™ i 100 mg L. Pri koncentraciji boje od 25 mg L™
najvece obezbojavanje postignuto je u slucaju antrahinonske (RBBR) i dvostruke azo
boje (RB). U slucaju trifenilmetanske boje CBB, postignuto je 45% uklanjanje boje, dok
je u sluaju akridinske boje uklonjeno 28%. Pri koncentraciji od 100 mg L boje HH

imobilizat je 1 dalje uspesno uklanjao veéinu boje, osim u slucaju AO.

Tabela 10. Obezbojavanje HH imobilizatom u zavisnosti od tipa i koncentracije boje.

Koncentracija Boja
AO RBBR CBB RB
mg L™ % uklonjene boje
25 28 68 45 50
100 16 71 70 76

Dobijeni eksperimentalni podaci ukazuju na eventualnu kosupstratnu inhibiciju
peroksidaze iz rena ili proizvodima reakcije ili bojom AO. Sli¢ni rezultati opisani su u
literaturi gde je upotrebom oksidativnog enzima lakaze dolazilo do velikih poteskoca
prilikom uklanjanja ove boje. Bez primene medijatora koli¢ina uklonjenog AO iznosila
je manje od 5%'%°. Nesto bolji procenat uklanjanja AO postignut je enzimom iz gljive P.
ostreatus gde je nakon desetodnevnog inkubiranja uklonjeno 8,5% boje!?. Kada je
peroksidaza iz Saccharum spontaneum imobilizovana na modifikovani polietilenski
matriks, za potpunu dekolorizaciju 50 mg L™ antrahinonske i azo boje bilo je potrebno 6-

8h pod datim reakcionim uslovima®.

3.5.5 Ispitivanje efikasnosti HH, AGH i AHG imobilizata u ponovljenim ciklusima
uklanjanja obojenog ksenobiotika

Imobilizacija moze biti ekonomski isplativa i1 prihvatljiva samo ukoliko je

biokatalizator stabilan i moze mnogostruko da se primeni u ponovljenim reakcijama. S

obzirom na to da koncentracija obojenog ksenobiotika u otpadnim vodama ponekad
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prevazilazi 100 mg L (kao $to je to testirano u prethodnim eksperimentima) takva
situacija bi lako mogla da se prevazide ponovljenim tretiranjem otpadne vode ili
razblazivanjem uzorka i tretiranjem u ponovcima. Stoga, operativna stabilnost tri najbolja
biokatalizatora ispitana je u uklanjanju model-boje RB. Rezultati su prikazani na slici 50.
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Slika 50. Operativna stabilnost dobijenih imobilizata u obezbojavanju RB: peroksidazom imobilizovanom
na hitozanu (HH), peroksidazom imobilizovanom na aluminijum-oksidu pa naknadno oblozenom
zelatinom (AHG) i peroksidazom iz rena imobilizovanom na Zelatinom obloZeno alumijum-oksidu
(AGH).

Za sva tri testirana imobilizata (HH, AGH i AHG) efikasnost uklanjanja boje bila
je preko 90% u prva tri ciklusa, od kojih je svaki trajao 4 ¢asa. Nakon sedmog ciklusa
efikasnost uklanjanja RB pala je na 52% za AHG, 65% za HH i 78% za AGH.
Imobilizacija enzima na neporoznim nosacima pokazuje manje stabiliSuce efekte usled
izlaganja enzima spoljnim faktorima?*. Medutim, u slu¢aju AGH imobilizata, gde je
enzim direktno izloZzen reaktivnoj boji, nakon sedam uzastopnih ciklusa stepen
obezbojavanja je i dalje bio veoma visok (78%).

U literaturi opisano je nekoliko primena HRP imobilizovanog u cilju
obezbojavanja u ponovljenim ciklusima. Komercijalno dostupan preparat HRP
imobilizovan na akrilamidne kuglice pokazao je 10% smanjenje uklanjanja kisele azo
boje odmah nakon prvog ciklusa, dok je nakon petog ciklusa imobilizat izgubio 50%
svoje aktivnosti. Jo§ veci pad u efikasnosti obezbojavanja pri istim reakcionim uslovima

zabeleZen je za HRP imobilizovan na alginatnim kuglicama®. U slu¢aju peroksidaze iz
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rena imobilizovane na p-ciklodekstrinu, nakon petog ciklusa procenat zadrzane
dekolorizacione aktivnosti otpadne vode na bazi indigo plave, izosio je 52%*%.
Imobilizacijom peroksidaze iz rena na metakaolinu i primenom u nekoliko ponovljenih
ciklusa, obezbojavanje kisele violet 109 boje opada tokom svakog ciklusa i zadrzava se

na 35% u sedmom ciklusu'?’.

3.6 Akutna toksi¢nost prema Artemia salina

Enzimsko obezbojavanje moze dovesti do stvaranja proizvoda degradacije koji
mogu biti manje ili viSe toksi¢ni nego pocetni molekul boje usled nedostatka potpune
mineralizacije boje. Kako se procena ispravnosti otpadne vode nakon nekog tretmana
uglavnom zasniva isklju¢ivo na proceni hemijskog sastava (npr. smanjenju intenziteta
obojenosti rastvora) to nije dovoljan parametar za potpunu procenu efikasnosti nekog
tretmana. Nasi prethodni eksperimenti analize HPLC-DAD i ESI-ToF-MS su u velikom
broju slucajeva potvrdili nastanak proizvoda degradacije koji bi mogli uticati na
toksi¢nost u zaostaloj reakcionoj smesi nakon obezbojavanja. Stoga, primena bioloskog
testa Ciji su rezultati pokazatelji potencijalnog ekoloskog uticaja, u smislu procene
ekotoksikoloskog aspekta tretmana obojenih optadnih voda, trebalo bi da bude sastavni
deo celokupne analize primenjenog tretmana.

Akutna toksi¢nost ispitana je pomocu ,brine shrimp®“ testa pre i posle
obezbojavanja nekoliko model-boja sa HRP-A, sa ciljem utvrdivanja efikasnosti HRP kao
ekoloski prihvatljivog biokatalizatora. Uzorci za testiranje uzimani su pre i nakon
postizanja maksimalnog stepena obezbojavanja sa HRP-A. Pre izlaganja jedinkama A.
salina, rastvorima boje i prozvoda obezbojavanja podesen je pH na 7 i ostavljen; nakon
48 h kako bi se raspao evenutalni zaostali vodonik-peroksid. Test akutne toksi¢nosti trajao
je narednih 24 h tokom kojih larve nisu aerisane niti hranjene. Ovakva postavka
eksperimenta imala je za cilj utvrdivanje akutne toksi¢nosti usled izlaganja rastvoru boje
pre i nakon enzimskog tretmana. Kontrolna grupa larvi izlagana je rastvoru morske vode
istog pH. S obzirom na to da je stepen prezivljavanja kontrolne grupe larvi bio preko 90%
pokazana je ispunjenost kriterijuma validnosti primenjenog testa. Rezultati su prikazani
u tabeli 11.
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Tabela 11. Procenat mortaliteta A. salina nakon 24 h izlaganja tekstilnim reaktivnim bojama pre i nakon
tretmana sa HRP-A.
% mortaliteta

Boja
Pre obezbojavanja  Nakon obezbojavanja
Amido crna 10b (AB) 19 14
Oranz 2 (OR2) 31 9
Kongo crvena (CR) 48 30
Akridin oranz (AO) 66 38

Najveci procenat mortaliteta zabelezen je u slu¢aju AO i CR boje, a
najmanji kod OR2 i AB. Nakon obezbojavanja, procenat mortaliteta je znacajno snizen u
svim ispitanim rastvorima, a najvise u slucaju OR2 boje.

Dobijeni rezultati ukazuju na to da obezbojeni rastvori boja poseduju manju
toksi¢nost prema A. salina nego rastvori boja pre tretmana sa HRP-A. Ovo je u saglasnosti
sa prethodno publikovanim rezultatima analize akutne toksi¢nosti boja, gde je uoceno
znacajno smanjenje akutne toksi¢nosti nakon obezbojavanja rastvora sa komercijalnim
preparatom HRP-a*1% Medutim, smanjenje procenta mortaliteta nakon enzimskog
obezbojavanja sa HRP nije u saglasnosti sa ranije publikovanim vrednostima za reaktivno
plavu 19: nakon tretmana sa SBP uoceno je znacajno povecanje toksi¢nosti prema A.

salina usled nagomilavanja toksiénih proizvoda'?,

3.7 Ispitivanje genotoksi¢nosti boja i proizvoda degradacije boja komet testom

Rezultati dobijeni nakon analize akutne toksi¢nosti usmerili su nas ka daljem
ispitivanju potencijalne toksi¢nosti boja metodom koja bi mogla da ukaze i na eventualnu
ekogenotoksi¢nost ispitivanih rastvora. Najvaznije oSte¢enje na molekulskom nivou
genotoksi¢nih supstancija je indukovanje razlicitih tipova lezija na molekulu DNA
ukljucujuéi i prekide na lancu DNA. Detekcija i kvantifikovanje prekida na molekulu
DNA, i to na nivou pojedina¢ne eukariotske ¢elije, moguci su primenom komet testa na

veoma brz 1 lak nacin.
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Potencijalni genotoksi¢ni efekti obojenih ksenobiotika prvobitno su ispitani pre
tretmana sa kiselom izoformom peroksidaze iz rena primenom komet testa na
bronhijalnim epitelnim ¢elijama (BEAS-2B). BEAS-2B ¢elijska linija usled svog ne-
kancerogenog fenotipa poseduju prednost u istrazivanjima vezanim za kancerogene
procese poput oStec¢ivanja DNA i ¢elijske transformacije, kao i u in vitro toksikoloSkim
ispitivanjima u polju zagadivaca, proizvoda na bazi duvana i nanometrijala '?°. Primenjen
je komet test ,,srednje protocnosti‘ zbog moguénosti paralelnog ispitivanja veceg broja
uzoraka. Celije su nakon polaganja u gel izlagane rastvorima boje (tokom 30 min) u
Sirokom koncentracionom opsegu, u cilju odredivanja koncentracione zavisnosti.
Primenjene koncentracije boja bile su ispod subtoksi¢nih jer je vijabilnost ¢elija bila
preko 80%. Ovakva postavka eksperimenta omogucila je realniju procenu izlaganja éelija
okolnom rastvoru boja, kao §to je to slucaj u otpadnoj vodi. Nakon preliminarnih
eksperimenata odredivanja stepena ostecenja DNA kod ispitivanih boja, odabrane su dve
model-boje u cilju detekcije Sireg spektra ostecenja DNA pre i nakon obezbojavanja sa

HRP-A.

3.7.1. Ispitivanje genotoksi¢nosti obojenih ksenobiotika osnovnim komet testom

Primenom komet testa merili smo kapacitet oste¢ivanja DNA bojama u Sirokom
opsegu koncentracija, nakon 30-minutnog izlaganja celija bojama. Dobijeni rezultati
izraZeni su preko vrednosti intenziteta fluorescencije repa komete u odnosu na glavu i rep
komete izraZzene u procentima (T1%). Rezultati su prikazani na grafiku (slika 51). PBS je
koris¢en kao negativna kontrola, dok je izlaganje rastvoru vodonik-peroksida sluzila kao
pozitivna kontrola (5 min, 100 uM). Eksperimenti su radeni u triplikatu i ponovljeni u tri
nezavisna ponavljanja. Statisti¢ki zna€ajna razlika izmedu boje, ispitanih koncentracija
boje i negativne kontrole (PBS) potvrdena je dvofaktorijalnom analizom varijanse

(ANOVA) pracenom Tukey-Kramer testom visestruke analize za P<0,05.
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3. Nasi radovi
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Slika 51. Procena genotoksi¢nih efekata boja razli¢itih koncentracija
(3, 10, 30, 100 i 300 pg mL*) na BEAS-2B éelije merena komet testom.

Testirane koncentracije boja (0-300 pg mL?) pokazale su razli¢it uticaj na stepen
oste¢ivanja DNA. Nakon izlaganja ¢elija bojama CR, AB i RBBR, stepen ostec¢enja DNA
bio je u granicama negativne kontrole (T1% <10%). U slu¢aju RB5 pokazan je manji
uticaj na DNA sa TI% 12. U ovom sluc¢aju, kao i1 u preostala Cetiri uocava se porast
vrednosti T1% sa porastom koncentracije boja. Najve¢i T1% uocen je nakon izlaganja
éelija CBB boji. Pri koncentraciji od 300 pg mL™ T1% je iznosio 47%. BEAS-2B éelije
pokazale su T1% od 23% nakon inkubiranja u OR2 pri koncentraciji od 300 pg mL™.
Maksimalna vrednost T1% od 24% 1 20% detektovana je u ¢elijama nakon inkubiranja sa
AO i PS.

Antrahinonska boja, oznafena kao potencijalni mutagen, pokazala je negativan
uticaj na stepen oStecenja DNA prilikom izlaganja normalnim humanim dermalnim ¢elija
fibroblasta’. U nasem sludaju, nakon 30-minutnog izlaganja ¢elija boji antrahinonskog
tipa (RBBR) uocava se koncentraciono zavisno ostecenje molekula DNA. Najveéi nivo
oSte¢enja detektovan je nakon izlaganja éelija trifenilmetanskoj boji (CBB). Dvostruka
azo boja, Red HE3B pokazala je visok nivo oste¢ivanja DNA u Allium cepa koji nastaje
kao posledica oksidativnog stresa tokom izlaganja rastvoru boje!*’. Komet testom
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detektovana su genotoksi¢na oste¢enja u HepG2 celijama nakon izlaganja dvema azo
bojama (Basic Red 51 i Basic Brown 19)®'. Znacajni toksi¢ni efekti na gljivama vrste
Schizophyllum commune objasnjeni su kao posledica produzene lag faze gljiva usled
bioakumulacije boje OR2™!. Azoreduktaze, enzimi koji metabolizuju boje produkujuéi

slobodne aromatiéne amine takode predstavljaju potencijalne kancerogene i mutagene®3?,

3.7.2. Procena oksidativnog oSte¢enje DNA modifikovanim komet testom

Procena stepena oStecenja DNA u BEAS-2B ¢elijama nakon 30 min izlaganja boji
detaljnije je analizirana u slu¢aju dve model-boje: AB koja je pokazala nizak stepen
ostecenja DNA (TI1% <10%) i OR2 koja je pokazala nesto visi stepen oste¢enja DNA
(T1% 23). Model-boje i njihovi proizvodi degradacije, zaostali nakon enzimskog tretmana
sa HRP-A, ispitani su standardnim i modifikovanim komet testom. Kako je poznato da se
vodonik-peroksid koristi kao pozitivna kontrola komet testa, a potreban je za reakciju
enzimskog obezbojavanja, pre inkubiranja ¢elija sa proizvodima degradacije reakcione
smeSe su tretirane katalazom u cilju uklanjanja rezidualnog vodonik-peroksida. Kako
bismo bili sigurni da li ovi enzimi zaostali u reakcionoj smesi mogu uticati na stepen
oSte¢ivanja DNA, uradeni su kontrolni eksperimenti. Dobijeni rezultati prikazani su u
Prilogu 4. Modifikovani komet test imao je za cilj da detektuje i druge vrste oSteCenja
DNA: baze koje su pretrpele oksidativna oste¢enja. Radi pracenja ovog procesa komet
testom potrebna je primena FPG-a ili drugih enzima specifi¢nih za lezije, izolovanih iz
odgovarajuceg hiperprodukujuceg bakterijskog soja. Postavka eksperimenta je identi¢na
do momenta nakon izlaganja celija ispitivanim reakcionim smeSama, nakon Cega je
potrebno dodatno inkubiranje izlaganih ¢elija sa FPG-om. S obzirom na to da FPG pored
glikozilazne aktivnosti poseduje i AP-lijaznu aktivnost (detektuje i AP mesta), potrebne
su dodatne kontrole u cilju odredivanja isklju¢ivo izmenjenih, oksidativnih baza'*®, Stoga
je potrebna priprema tri mikroskopske plocice za jedan uzorak: jedna za merenje prekida
u lancu DNA i AP mesta, jedna za kontrolu pufera potrebnog za FPG, i jedna za
inkubiranje sa FPG-om nakon inkubiranja u uzorku. Posebnim titracionim
eksperimentom utvrduje se stepen razblaZzenja FPG-a u cilju spreavanja nespecificnih
interakcija tokom inkubiranja. 1z razlike u T1% u ¢elijama inkubiranim sa FPG-om i bez

njega odreduje se neto broj FPG-sensitivnih mesta. Dobijeni eksperimentalni rezultati
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prikazani su na slici 52. Statisticki zna¢ajna razlika izmedu ispitivanih reakcionih smesa

potvrdena je ANOVA testom za P<0,05 i P<0,01.
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Slika 52. Nivo oksidativnih oSte¢enja DNA molekula u BEAS-2B ¢elijama detektovanih nakon 30 min
izlaganja boji i proizvodima obezbojavanja; a) AB, b) OR2; *P<0,05, ***P<0,01.

Nakon inkubiranja sa 300 ug mL™* OR2 ¢elije pokazuju T1% od 23%. Nakon
inkubiranja sa FPG-om detektovan je porast u broju jednolancanih prekida na DNA
(53%) ukazujuéi na znacajna oksidativna oSte¢enja na molekulu DNA nakon tretmana
bojom. Tretman obezbojavanja OR2 doveo je do znacajnog smanjenja nivoa osteéenja
DNA u ¢elijama. Dodatno inkubiranje sa FPG nije dovelo do porasta u broju SB-ova
ukazujuéi na izostanak oksidativnog oste¢ivanja DNA, kao §to je to sluc¢aj sa netretiranom
bojom.

Nivo oste¢enja DNA nakon 30 min izlaganja AB boji bio je nizak pri svim
testiranim koncentracijama. Cak i nakon tretmana sa FPG-om nisu detektovani SB-ovi.
Celije izlagane proizvodima obezbojavanja AB takode nisu pokazale znacajniji stepen
ostecenja DNA u poredenju sa po¢etnom bojom i negativnom kontrolom, dovodeci do
zakljucka o potpunom nedostatku genotoksi¢nih efekata pri testiranim koncentracijama.

Smanjenje genotoksi¢nosti detektovane osnovnim komet testom na humanim
limfocitima nakon enzimskog tretmana oranz 2MR boje sa Lysinibacillus sp. u prisustvu
hrom (V1) zabeleZeno je od strane Chaudhari i saradnika®**. Primena modifikovanog
komet testa u cilju procene ekogenotoksi¢nosti boja i enzimskog tretmana je opisana prvi

put u ovoj doktorskoj disertaciji.
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3.8 Ispitivanje interakcija obojenih ksenobiotika sa DNA

Toksi¢nost azo boja smatra se direktnom posledicom njihove niske molekulske
mase 1 lipofilnosti koja olakSava difuziju kroz Ccelijsku membranu. Medutim,
voluminoznost molekula boje moze se razlikovati u zavisnosti od njihovih struktura, kao
i raspored naelektrisanja. Za razliku od pocetnih molekula boje, proizvodi obezbojavanja
su uglavnom manji, hidrofobni molekuli koji bi trebalo mnogo lakse da prolaze kroz
éelijsku membranu®. Direktna posledica ovoga jeste razli¢ita difuzija ispitivanih boja
tokom ograni¢enog vremenskog perioda laboratorijskog testiranja. Rezultati naSeg
istrazivanja pokazali su razli¢it stepen oste¢ivanja DNA nakon izlaganja BEAS-2B ¢elija
rastvorima boja. Ovo je ukazalo na postojanje interakcija molekula boja sa DNA. U cilju
odredivanja prirode, odnosno tipa interakcija boja i DNA ispitali smo moguce interakcije
boja sa DNA iz dva razli¢ita izvora klasi¢nim spektrometrijskim i elektroforetskim
metodama. Kako su na$i eksperimenti pokazali nastajanje nakon obezbojavanja novih
proizvoda degradacije, koji bi mogli iskazati razli¢it na¢in interakcije u odnosu na pocetni
molekul boje (bez obzira na pretpostavljenu pocetnu toksi¢nost), nasa ispitivanja smo

prosirili i na reakcione smeSe zaostale nakon obezbojavanja model-boja OR2 i AB.

3.8.1. Ispitivanje interakcija OR2 i AB sa CT-DNA UV-Vis spektrometrijom

Ispitivanje interkacija sa DNA zapoceli smo sa linearnom DNA iz teleceg timusa
(CT-DNA). Metodom UV-Vis spektrometrije pratili smo promene nastale nakon
inkubiranja reakcionih smesa sa CT-DNA. Boje su direktno primenjene za inkubiranje sa
DNA rastvaranjem u odgovarajuéem puferu. Reakcione smeSe obezbojavanja
pripremljene su kao $to je opisano u poglavlju 3.2. Inkubiranje sa CT-DNA trajalo je 90
min uz povremeno mesanje i konstantnu temperaturu od 25 °C. Nakon toga uzorcima su
snimani UV-Vis spektri u opsegu 200-800 nm. Dobijeni rezultati prikazani su na slici 53.

Spektar DNA iz teleCeg timusa (CT-DNA) odlikuje se apsorpcionim
maksimumom na 260 nm (slika 53a, spektar 1 (9x10° mol L?!)). Boja OR2 sadrzi dva
karakteristi¢na apsorpciona maksimuma na 490 i 309 nm koji su praceni sa dva manja
pika locirana na 251 i 261 nm (slika 53a, spektar 2). Inkubiranjem OR2 sa CT-DNA ne

dolazi do znacajnijih promena u vidljivom delu spektra. Medutim, u UV oblasti
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apsorbovanja DNA zapaza se hiperhromizam koji iznosi 60% (slika 53a, spektar 3). Ovaj
efekat rezultat je oSteCivanja strukture dvostrukog heliksa DNA. Dodatak vodonik-
peroksida u reakciju izazvao je blago smanjenje intenziteta apsorpcionih traka na 490 nm
1 390 nm usled razgradnje boje (slika 53a, spektar 4). Kao posledica toga uocava se da je
hiperhromizam na 260 nm manje izrazen nego u slu¢aju OR2-CT-DNA spektra.
Enzimskom degradacijom OR2 dolazi do nestanka karakteristicnih apsorpcionih
maksimuma boje usled degradacije glavne hromofore boje OR2 (slika 53a, spektar 5).
Ova promena pracena je pomeranjem od 3 nm sa hipohromizmom od 30% na 260 nm,
Sto ukazuje na stabilizaciju sekundarne strukture DNA.

S obzirom na to da opisane promene u OR2—CT-DNA spektru nisu pra¢ene
znacajnim batohromnim pomeranjem Amax ka ve¢im talasnim duzinama (>10 nm) moguce
je zakljugiti da opisane interakcije nisu interkalacionog tipa®®. Rezultati dobijeni nakon
inkubiranja proizvoda obezbojavanja OR2 sa CT-DNA ukazuju na to da enzimsko
obezbojavanje OR2 uti¢e na smanjenje nivoa interakcija sa DNA, u odnosu na pocetni

molekul boje.
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Slika 53. Promene u apsorpcionim spektrima OR2 (a, 30 ug L) i AB (b, 30 pug L) pre i posle
obezbojavanja izoformom HRP-A (0,14 U mL™Y) u prisustvu H20; (6,25 pug mL™Y).

Apsorpcioni spektar AB pokazuje dva maksimuma, glavni na 620 nm i sporedni
na 320 nm. Manji pik pojavljuje se i u UV oblasti spektra, na 230 nm (slika 53b, spektar
2). Inkubiranjem AB sa CT-DNA dolazi do pomeranja Amax ha 260 nm ka plavom delu
spektra (hipsohromni efekat), koje je pra¢eno 4% hipohromnim efektom (slika 53b,
spektar 3). Nastale promene ukazuju na interakciju boje sa DNA pra¢enu promenom

konformacije i stabilizacijom sekundarne strukture®. Sli¢ne promene izazvane su
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inkubiranjem CT-DNA sa rastvorom vodonik-peroksida (slika 53b, spektar 4).
Obezbojavanje AB sa HRP-om dovodi do nagomilavanja proizvoda degradacije $to je
vidljivo pojavom novog pika na 464 nm i 332 nm (slika 53b, spektar 5). Inkubiranje
proizvoda degradacije AB sa DNA rezultovalo je pojavom hipsohromnog pomeranja
apsorpcionog pika od 6 nm u regionu karakteristicnom za DNA (260 nm) i pracen je
hiperhromizmom od 8% (slika 53b, spektar 5). Jedan od mogucéih razloga ovih efekata bi
mogo da bude nagomilavanje aromati¢nih intermedijera prilikom obezbojavanja koji
mogu interagovati sa dvostrukim heliksom. Medutim, kako su opisane promene veoma
malog opsega, na osnovu dobijenih rezultata nije moguce uociti korelaciju sa poznatim,

klasi¢nim interkalatorima ili molekulima koji se vezuju u DNA brazdu®3®.

3.8.2 Spektrometrijska titracija OR2 i AB sa CT-DNA

U cilju odredivanja konstante vezivanja boje odnosno proizvoda obezbojavanja
za DNA, fiksne koncentracije boje ili proizvoda obezbojavanja titrovane su rastu¢im
koncentracijama CT-DNA. Kako su nasi prethodni rezultati ukazali na odsustvo promena
u vidljivom delu spektra pri Amax karakteristi¢nim za boje, nastale promene pratili smo u
UV regionu spektra karakteristicnom za DNA (260 nm).

Na slici 54 prikazane su promene u UV regionu spektra OR2 i proizvoda

obezbojavanja u prisustvu rastuc¢ih koncentracija CT-DNA.
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Slika 54. Interakcija 35 pM OR2 (a) i proizvoda obezbojavanja (b) u prisustvu 0,23, 46, 92, 115, 138,
162, 185 i 205 uM CT-DNA.

Po dodavanju DNA boji OR2 intenzitet apsorpcione trake oko 260 nm je u porastu

ali bez ociglednih pomeranja u talasnim duzinama. Obezbojavanjem OR2 apsorpcioni
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maksimum lociran na 309 nm je nestao usled razgradivanja boje, dok dodatkom DNA
dolazi do blagog hipsohromnog efekta i zaravnjavanja pika lociranog oko 230 nm. Ovo
ukazuje na moguce preklapanje apsorpcionih spektara novonastalih proizvoda
degradacije OR2 sa CT-DNA. U cilju poredenja ja¢ine interakcija odredena je konstanta
vezivanja boje za DNA na osnovu odnosa odsefka i nagiba izmedu Ao/(A-Ao) prema
1/[DNA] (slika 55). Konstanta vezivanja proizvoda obezbojavanja nakon tretmana sa
HRP nije prikazana usled toga S§to nakon obezbojavanja zaostaje reakciona smesa

razlicitih proizvoda degradacije u nepoznatim koncentracijama.
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Slika 55. Odredivanje konstante vezivanja OR2 za CT-DNA.
Dobijene konstante iznosile su 3,32 x 10* M za OR2.
Spektrometrijske titracije AB i njegovih proizvoda obezbojavanja sa DNA

prikazane su na slici 56.
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Slika 56. Interakcija 33uM AB (a) i proizvoda obezbojavanja (b) u prisustvu
0,23, 46, 92, 115, 138, 162, 185 i 205 uM CT-DNA.
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Nakon titracije AB boje sa CT-DNA primecene su veoma male promene u
karakteristicnom apsorpcionom delu spektra boje (320 nm). Usled dodavanja DNA
uocava se porast apsorbancije na 260 nm koji nije praten pomeranjem Amax. Takode,
sli¢ne promene zapazene su po dodatku DNA na 236 nm, manje piku koji takode potice
od boje (slika 56a). Apsorpcioni spektri nakon titracije proizvoda obezbojavanja AB sa
CT-DNA ne dovode do porasta apsorbancije na 320 nm, ali su praceni porastom
apsorbancije na 260 nm (slika 56b). Prikazani rezultati ukazuju na interakcije boja sa
DNA, medutim posmatrane promene nisu dovoljan i jasan pokazatelj prirode datih
interakcija.

Na osnovu podataka prikazanih slici 57 odredena je konstanta vezivanja AB za
CT-DNA.

Ag/(A-Ap)

0.0 T T T T T T
1 2 3 4 3

1/[DNA], x10* M
Slika 57. Odredivanje konstante vezivanja AB za CT-DNA.

Dobijena konstanta iznosila je 7,0 x 10> M,

3.8.3 Ispitivanje interakcija boja sa CT-DNA fluorescentnom spektrometrijom

Fluorescentna spektrometrija je jedna od ¢es¢ih metoda za pracenja interakcija
nekog molekula i DNA. Prednost ove metode naspram drugih tehnika je visoka
osetljivost, selektivnost i linearnost u velikom koncentracionom opsegu merenih
parametara. Pomoc¢u ove metode moguce je proceniti nacin vezivanja molekula za DNA.
Kako odabrane model boje nisu pokazale fluorescenciju pod datim eksperimentalnim
uslovima, direktno predvidanje njihovog vezivanja za DNA nije moguce pracenjem

emisionih spektara. Iz tog razloga slede¢i eksperimenti koncipirani su na pracenju
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,istiskivanja“ EB iz prethodno formiranog kompleksa sa CT-DNA. U cilju procene
kompetitivnog vezivanja boje pre i nakon obezbojavanja, kompleks EB—CT-DNA smo
titrovali rastu¢im koncentracijama boje ili proizvoda degradacije pri konstantnoj
temperaturi od 25 °C. Nastale promene prac¢ene su snimanjem fluorescentnih spektara od

520 do 700 nm pri ekscitaciji na 500 nm.

3.8.3.1 Ispitivanje interakcija OR2 sa CT-DNA fluorescentnom spektrometrijom

Ispitivanja smo zapoceli titracijom kompleksa EB sa CT-DNA (EB—CT-DNA)
rastué¢im koncentracijama OR2 (Slika 58a). Sa porastom koncentracije OR2 boje uocava
se smanjenje intenziteta fluorescencije na 600 nm koji poti¢e od kompleksa EB—CT-
DNA. Maksimalni pad intenziteta fluorescencije EB—CT-DNA (72,8%) uocen je pri
15,2 uM OR2. Dobijeni rezultati ukazuju na mogucu kompeticiju molekula boje OR2 sa

EB za vezivanje u DNA.
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Slika 58. Fluorescentni spektri EB—CT-DNA u prisustvu OR2 (a) i njegovih degradacionih
proizvoda (b) pri razli¢itim koncentracijama: 0, 2,7, 5,7, 8,2, 10,7, 12,9 i 15,2 uM. Koncentracije EB i
CT-DNA su 25uM i 100 pM.

Nakon obezbojavanja OR2, proizvodi degradacije pokazuju znacajnije manji
stepen ististkivanja EB iz EB—CT-DNA kompleksa pri istim reakcionim uslovima.
Kompletno obezbojavanje 15,2 uM OR2 i naknadna titracija kompleksa EB—CT-DNA
rezultovalo je smanjenjem intenziteta fluorescencije od 32%. Rezultati ukazuju na to da
proizvodi degradacije OR2 pokazuju manji stepen kompetitivnog vezivanja sa EB za CT-
DNA nego $to je to slucaj sa OR2.

Ksv odredena je primenom jednacine (2) iz nagiba prave dobijene na grafiku na

slici 59a: Ks, =7,62 x10* i 2,64 x10* za boju i proizvode obezbojavanja. VVrednosti Ksy
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sugerisu da je efekat OR2 mnogo jaci pre nego nakon obezbojavanja. Takode, izracunate
konstante su znacajno nize u odnosu na Ks klasi¢nih interkalatora poput nil plave
(3,2x106)%,

Priroda gasenja fluorescencije odredivana je primenom jednacine (3). U slucaju
OR2 i proizvoda degradacije izracunata konstanta k, iznosi 7,62 X 10! odnosno 2,64 x
10" s™. S obzirom na to da su dobijene vrednosti k, vece od 2,0 x 101° M s sto
predstavlja maksimalnu brzinu difuzione kolizione konstante kvencovanja razli¢itih
kvencera sa biopolimerima, to ukazuje da je vezivanje OR2 i degradacionih proizvoda
prevashodno stati¢nog tipa pre nego dinami¢nog (koliziono). Ovo dodatno potvrduje
interakciju boje ili proizvoda obezbojavanja sa DNA bilo formiranjem nefluorescentnog
kompleksa boje ili proizvoda degradacije sa DNA bilo indirektnim putem indukovanjem
strukturnih promena u DNA $to rezultuje istiskivanjem EB iz EB—CT-DNA%,
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Slika 59. (a) Stern-Volmer grafik fluorescentnog gasenja kompleksa EB—CT-DNA sa OR2 (m) i
proizvodima obezbojavanja (e) na 4,,,,=600 nm; (b) Dvostruki recipro¢ni grafik zavisnosti 1/(lo-1) od
1/[Q] pre (m) i nakon obezbojavanja OR2 (e).

Konstante vezivanja, Kz, za OR2, pre i nakon obezbojavanja, odredene su na
osnovu grafika prikazanog na slici 59b primenom jednacine (5) kao 5,33 x 10*i 0,2 x 10*
M7 st redom. Konstante vezivanja antrahinonskih jedinjenja sa EB—CT-DNA
kompleksom su sli¢nog reda veli¢ine i ukazuju da se boja jace vezuje za DNA nego

proizvodi obezbojavanja HRP-om %,
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3.8.3.2 Ispitivanje interakcija AB sa CT-DNA fluorescentnom spektrometrijom

Fluorescentni spektri kompleksa EB—CT-DNA u prisustvu i odsustvu AB i
proizvoda obezbojavanja prikazani su na slici 60.
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Slika 60. Fluorescentni spektri EB—CT-DNA u prisustvu AB (2) i njegovih degradacionih
proizvoda (b) pri razli¢itim koncentracijama: 0, 1, 2, 3, 4, 5 i 6 uM. Koncentracije EB i CT-DNA su 25
MM i 100 puM.

Postepenim dodavanjem AB kompleksu EB—CT-DNA uocava se smanjenje
intenziteta fluorescencije na 600 nm od 31% (slika 60a). Titracija kompleksa EB—CT-
DNA dodavanjem proizvoda degradacije AB rezultuje smanjenjem intenziteta
fluorescencije od 23% (slika 60b). Prikazani rezultati ukazuju da je interakcija
degradacionih proizvoda sa DNA ili EB—CT-DNA kompleksom mnogo manje izrazena
nego u slucaju netretirane boje, AB.

Sa grafika prikazanog na slici 61a, primenom jednacine (2) odredena je konstanta
gaSenja fluorescencije (Ks,,) za AB pre i nakon obezbojavanja. Konstante su iznosile 7,50
x 10% i 5,13 x 10% Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa ranije opisanim konstantama

gaSenja fluorescencije za metilensko plavo (4,22 x 104",
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Slika 61. (a) Stern-Volmer grafik fluorescentnog gasenja kompleksa EB—CT-DNA sa AB (m) i
proizvodima degradacije () na A,,,,=600 nm; (b) Dvostruki recipro¢ni grafik zavisnosti 1/(lo-1) od 1/[Q]
pre (m) i nakon obezbojavanja AB (e).

Prividna bimolekularna konstanta brzine kvencovanja, k, (jednacina (3)), pre i
nakon obezbojavanja AB iznosi 7,49 x 10* i 5,13 x 10 s, Takode i u ovom slucaju

dobijena vrednost za k, ukazuje na to da je interakcija izmedu kvencera (boje/proizvoda

obezbojavanja) i DNA rezultat statickog procesa gaSenja fluorescencije. Na osnovu
dvostrukog recipro¢nog grafika prikazanog na slici 61b, jedna¢inom (5) odredena je
konstanta vezivanja, Kz, za AB i obezbojeni AB: 3,18 x 10°i 0,65 x 10° M.

Promene opisane u fluorescentnim spektrima u slucaju titracije kompleksom
EB—CT-DNA ispitivanim bojama i proizvodima degradacije nakon tretmana sa HRP-
om rezultat su interakcija izmedu molekula boje/proizvoda degradacije i DNA. Ovi efekti
su mnogo izrazeniji u slucaju boje pre, nego nakon tretmana sa HRP. Takve pojave mogu
biti rezultat kompeticije ovih molekula za mesta vezivanja EB na DNA, formiranja
jedinjenja ovih molekula sa EB $to smanjuje vezivanje EB za DNA, formiranja novog
nefluorescentnog kompleksa izmedu ovih molekula, EB i DNA. S obzirom na to da nisu
uocene promene u intenzitetu fluorescencije boje odnosno proizvoda degradacije pri
dodatku EB drugi fenomen je malo verovatan. Dodavanje boje kompleksu EB—CT-DNA
uzrokuje smanjenje intenziteta fluorescencije pri samom pocetku titracije, $sto dovodi do
zakljucka da je to rezultat kompetitivnog vezivanja za EB mesta na CT-DNA, pri ¢emu
se gradi novi nefluorescentni kompleks izmedu boje i DNA. Ovaj efekat je izrazeniji u
slu¢aju boje OR2 nego AB. Ovi rezultati su u korelaciji sa rezultatima dobijenim UV-
Vis spektrometrijom.

Eksperimenti ukazuju na to da je u slu¢aju obe boje proces gasenja fluorescencije

linearan, odnosno da postoji jedan nac¢in vezivanja i da je on stati¢nog tipa. Efekat gasenja
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fluorescencije mnogo je izrazeniji kod OR2 nego AB boje, a u oba slucaja se znacajno
smanjuje nakon obezbojavanja. Izracunate konstante vezivanja to i potvrduju. Rezultati
ukazuju da ispitivane boje inhibiraju vezivanje EB za DNA ukazuju¢i na moguce
ostecenje DNA, ali nakon tretiranja boje HRP-om ti efekti oSte¢enja DNA su mnogo

maniji.

3.9 Ispitivanje interakcija plazmidne DNA sa bojama i proizvodima degradacije sa
HRP-A

U nativnom, neoSte¢enom stanju dvolancani plazmid pUC19 zauzima kompaktnu
supernamotanu  konformaciju (FI). Ova konformacija odlikuje se visokom
elektroforetskom pokretljivos¢u u agaroznom gelu. Do kovalentnih prekida na lancu
bakterijskog plazmida dolazi zbog raskidanja fosfodiestarskih veza. Narusava se
tercijerna struktura plazmida, sto rezultuje formiranjem otvorene cirkularne konformacije
plazmida sa smanjenjom pokretljivosti na agaroznom gelu (FII). Medutim, ukoliko se ovi
prekidi manifestuju na oba lanca (tzv. dvolan¢ani prekidi) formirace se linearna forma
plazmida (FI1I). Ova forma ima pokretljivost izmedu FI i FII forme plazmida.

Analiza formi plazmida u agaroznom gelu moze da pruzi informaciju o prisustvu
prekida lanaca i degradaciji cirkularnog molekula DNA na osnovu elektroforetskog
razdvajanja razli¢itih konformacionih formi plazmidne DNA. Stoga su interakcije
plazmidne DNA sa azo-bojama i njihovim proizvodima degradacije nakon tretmana sa
HRP-A ispitane na plazmidu pUC19. Izolovani i pre¢is¢eni plazmid pU19 dobijen je
transformacijom iz ¢elija E. coli soja XI1 blue pomocéu komercijalnog kita Qiagene
Plasmid Plus Maxi. Cistoéa i koncentracija dobijenog plazmida analizirana je UV-Vis
spektrometrijom kao i agaroznom elektroforezom. Koncentracija izolovanog pUC19
iznosila je 460 ng/uL. Odnos koncentracija FI i FIl forme plazmida na agaroznom gelu

iznosio je 90:10.
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3. Nasi radovi

3.9.1 Ispitivanje interakcija pUC19 sa OR2 pre i nakon obezbojavanja

Sposobnost mono azo boje, OR2, kao i njenih proizvoda nakon enzimskog
obezbojavanja sa HRP-A, da izazove prekide na DNA ispitana je pomoc¢u plazmida
pUC19. Reakcione smeSe pripremljene su prema protokolu opisanom u poglavlju 3.2.
Nakon 90 min inkubiranja reakcionih smesa sa plazmidom rezultati su analizirani
elektroforetski razdvajanjem u 1% agaroznom gelu. Dobiveni elektroforegram prikazan
je naslici 62.

FII
FI

Slika 62. Agarozna gel elektroforeza reakcionih smesa koje su se sastojale od pUC19 (460 ng
pLt), HRP (0,14 U mL™), H,0, (170 uM) i razli¢itih koncentracija OR2: uzorak P - pUC19, uzorak 1 -
100 pg mL* OR2, uzorak 2 - 300 pg mL* OR2, uzorak 3 - proizvodi obezbojavanja 100 pug mL* OR2,

uzorak 4 - proizvodi obezbojavanja 300 pug mL* OR2.

U svojoj nativnoj, neostecenoj formi, plazmid pUC19 postoji kao kompaktno
negativno naelektrisana supernamotana DNA sa velikom elektroforetskom pokretljivoscu
(slika 62, P). Rezultati agarozne elektroforeze ukazuju na to da ne postoji znacajno
cepanje molekula plazmidne DNA prilikom inkubiranja sa OR2 (slika 62, uzorak 1 i 2).
Sli¢ni rezultati dobijeni su i nakon inkubiranja proizvoda enzimske degradacije OR2 sa
plazmidnom DNA (slika 62, uzorak 3 i 4).

Sli¢ni rezultati dobijeni su prilikom ispitivanja efekata iradijacionog tretmana u
cilju uklanjanja kiselo oranZ 52 boje. Inkubiranje pBluescript plazmida sa vodonik-
peroksidom nije ukazalo na prisustvo prekida bez dodatnog izlaganja UV zracenju.
Tretman plazmida sa rastuéim koncentracijama boje nije indukovao prekide na

ispitivanom plazmidu osim u slucaju zracenja UV svetlos¢u. Medutim, nakon tretmana
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3. Nasi radovi

obezbojavanja sa Pseudomonas putida zaostala reakciona smeSa nije pokazivala

genotoksi¢nost detektovanu ovom metodom®,

3.9.2 Ispitivanje interakcija pUC19 sa AB pre i nakon obezbojavanja

Efekat di-azo boje AB na plazmidnu DNA ispitan je pomoc¢u plazmida pUC19.
Cepanje plazmida pUC19 ispitano je i nakon enzimskog tretmana AB boje sa HRP-A.
Reakcione smese pripremljene su prema protokolu za OR2 opisanom u prethodnom

poglavlju. Dobiveni elektroforegram prikazan je na slici 63.

FII
FI

Slika 63. Agarozna gel elektroforeza reakcionih smesa koje su se sastojale od pUC19 (460 ng
pLt), HRP (0,14 U mL™), H,0, (170 uM) i razli¢itih koncentracija AB: uzorak P - pUC19, uzorak 1 -100
pg mLt AB, uzorak 2 - 300 ug mL* AB, uzorak 3 - proizvodi obezbojavanja 100 ug mL* AB, uzorak 4 -
proizvodi obezbojavanja 300 pg mL* AB.

Sposobnost AB da izazove prekide na DNA ispitani su u prisustvu 100 i 300 ug
mL? boje. Karakteristiéne promene prelaska supernamotane FI forme u druge forme
plazmida nisu uocene ni pri jednoj od testiranih koncentracija boja (slika 63, uzorak 1 i
2). Inkubiranje plazmida pUC19 sa proizvodima obezbojavanja AB nakon tretmana sa
HRP-A pri razli¢itim koncentracijama nije pokazao uocljivo cepanje molekula DNA u
odnosu na nativni plazmid.

Promene na plazmidu pBR322 detektovane su nakon izlaganja plazmida uzorku
otpadne vode iz okoline Mathura oblasti u Indiji usled stvaranja ROS-a nakon izlaganja
DNA uzorku®*®, Medutim, vrlo malo podataka se moZe naéi u literaturi o uticaju obojenih

otpadnih voda na plazmidnu DNA.
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3.10 Zakljucci

e Uspesno izolovanje i precCiS¢avanje, u zadovoljavaju¢em prinosu, izuzetno kiselih,
anjonskih od baznih i neutralnih HRP izoformi postignuto je jonoizmenjivackom
hromatografijom na QAE-Sephadex koloni.

e Kisele HRP izoforme sastoje se iz 3 bliske izoforme sa dominatnom izoformom
pl vrednosti oko 4,7.

e Uspesno je ispitana efikasnost kiselih i baznih HRP izoformi u obezbojavanju 24
boje razli¢itih struktura i karakteristika. U slu¢aju 4 boje pokazana je bolja
efikasnost HRP-B, dok je u slucaju 15 boja najveéi stepen obezbojavanja
postignut sa HRP-A. Podjednaka efikasnost obe izoforme uocena je u sluéaju 5
testiranih boja.

e Optimalno pH za reakciju obezbojavanja bilo je 5 u sluc¢aju 12 od 24 testirane
boje, dok je u sluc¢aju 10 boja najbolje obezbojavanje postignuto na pH 9.

e Efikasnost HRP izoenzima u obezbojavanju, ali i degradaciji nekih model-boja
potvrdena je HPLC analizom.

e Pomocu LC—ESI-ToF-MS analize preciznije smo analizirali proizvode
degradacije OR2 nakon tretmana sa HRP-A. Na osnovu dobijenih rezultata i
literaturnih podataka mozemo zakljuciti da su 4-hidroksibenzensulfonat, 4-
nitrozobenzensulfonat i pseudodimer glavni degradacioni proizvodi.

e Sintetisano je 10 imobilizata primenom HRP-A. Najveca specifi¢na gvajakolna
(2080 U g?) i dekolorizaciona aktivnost (uklonjeno 175 mg L RB boje)
postignuta je sa imobilizacijom HRP-A na hitozanu.

e HH imobilizat pokazao je vec¢u stabilnost ka visokim koncentracijama vodonik-
peroksida u odnosu na rastvorni enzim.

e HH imobilizat testiran je u SarZnom reaktoru za uklanjanje 4 boje razliitih
struktura. Postignuto je uklanjanje preko 75% pri koncentraciji boje od 100
mg L™ u sluéaju 3 boje, dok je u slucaju rezistentne AO boje uklonjeno 55%.

e Ispitana je toksi¢nost boja i proizvoda obezbojavanja prema jedinkama A. salina.
U svim slu¢ajevima potvrdeno je odsustvo toksi¢nosti nakon izlaganja jedinki
rastvoru boja nakon tremana sa HRP.

e Potencijalni genotoksi¢ni efekti 8 obojenih ksenobiotika ispitani su pre i nakon
tretmana sa HRP-A primenom komet testa na bronhijalnim epitelnim ¢elijama
(BEAS-2B).
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Oksidativna oSte¢enja DNA usled izalaganja BEAS-2B ¢elija detektovana su u
slu¢aju OR2 , ali ne i AB boje. Nakon enzimskog tretmana OR2 ovi efekti su
ponisteni.

Eksperimentalni rezultati prikazani ovde ukazuju na postojanje interakcije boja i
proizvoda degradacije sa DNA.

Prilikom ispitivanja interakcija fluorescentnom spektometrijom na 2 model boje
dobijeni rezultati ukazali su na to da proizvodi degradacije imaju manji stepen
kompetitivnog vezivanja sa EB za CT-DNA nego $to je to slu¢aj sa pocetnim
molekulom boje.

Rezultati agarozne elektroforeze ukazuju na to da ne postoji zna¢ajno cepanje
molekula plazmidne DNA prilikom inkubiranja sa bojama i proizvodima
degradacije.

Dobijeni rezultati ukazuju na to da obezbojavanje sa HRP dovodi do stvaranja

netoksi¢nih proizvoda degradacije, §to ga svakako svrstava u ekoloski prihvatljiv
proces tretiranja obojene otpadne vode.
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4, Eksperimentalni deo

4.1 Spisak koriS¢ene opreme

Tehnicka vaga Mettler PE 3600

Analiticka vaga Mettler

Centrifuga Eppendorf minifuga Model 5414S

Termostat Eppendorf Thermostat Model 5320

UV transilluminator Vilber-Lourmat France

Sistem za dokumentaciju gelova Nikon Coolpix P340

Sistem za izoelekti¢no fokusiranje Multiphor 11, Pharmacia-LKB Biotechnology
Sistem za elektroforezu Sub-Cell GTDNA Electrophoresis Cell, Bio Rad, USA
Sistem za vertikalnu elektroforezu Hoefer SE620 Ruby

Ispravljac za struju Iskra elektronics

Spektrofotometar UV-1800 Shimadzu, USA

Kvarcne kivete (1 cm, Varian)

Fluorescentni spektrofotometar Lumina, Thermo Scientific

pH metar Checker sa kombinovanom elektrodom

Konduktometar WTW LF521, inoLab

Vorteks

Termostat Memert

Termostatirana muckalica IKA KS 4000i

HPLC-MS sistem Agilend 1200, Agilend Technology kupolovan sa TOF-LC-MS
sistemom za detekciju, Agilend Technologies.

HPLC sistem Dionex Ultimate 3000 opremljen sa DAD, Thermo Scientific.
Komorica za komet esej 12-Gel Comet Assay Unit™, Severn Biotech Ltd.
Horizontalni sistem za elektroforezu komet test , TS-Comet-20, Thistle Scientific.
Ispravljac za elektroforezu komet testa Consort E835, Sigma Aldrich.

Invertovani mikroskop Nikon Eclipse 1000 opremljen sa kamerom Marlin F-046B.

Countess Il FL Automated Cell Counter, Thermo Fisher Scientific.
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4.2 Spisak korisc¢enih kitova

QIAGENE Plasmid Plus Maxi Kit

4.3 Materijal

-----

CT-DNA (liofilizovana, visokopolimerizovana) Serva, Heidelberg

pUC19 plazmidna DNA za transformaciju E. Coli XI1 blue, Sigma-Aldrich, USA
Agaroza, ,,normal metling point“, Pharmacia-Biotech, GE Helthcare

Agaroza ,,Jow metling point®, ultra pure, Invitrogen.

Ro 19-022, La Hofman Roche.

BEAS-2B ¢elije, (ATCC® CRL-9609™, normalne bronhijalne epitelne ¢elije).
BEBM sa BEGM komercijalnim kit za gajenje BEAS-2B ¢elija, Lonza.

PBS, Ca%" i Mg?* free, Gibco.

4.4 1zolovanje i preciSéavanje peroksidaze iz rena

Peroksidaza iz rena izolovana je i svezeg korena rena. Koren rena je kupljen u
lokalnom supermarketu i inkubiran je na 5 °C 12 h. Oprani i oljusten ren (2 kg)
homogenizovan je u LaLane’s sokovniku. Homogenat (1 L) je ostavljen 1h na hladnom
kako bi se istalozio skrob. Dobijeni homogenat izbistren je centrifugiran 30 min na 3500
o/min na 4 °C. Supernatant (izbistreni ekstakt) je potom taloZen amonijum-sulfatom do
40 % zasi¢ena. Nakon centrifugiranja, bistar supernatant talozen je do 80% tnog zasi¢enja
amonijum-sulafatom u cilju talozenja peroksidaze iz rena. Talog dobijen nakon
centrifugiranja rastvoren je u minimalnoj koli¢ini SmM natrijum fosfatnog pufera pH 7,1

i skladiSten u frizideru do dalje upotrebe uz dodatak par kapi toluola.
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4.4.1 Rasoljavanje preparata peroksidaze iz rena dijalizom

Uzorak je stavljen u crevo za dijalizu naspram dH20 u hladnoj komori preko noéi.
Nakon centrifugiranja (30 min 11 000 o/min) uzorak je pripremljen za dijalizu naspram
5mM tris pufera pH 7,3. Uzorak je intenzivno dijalizovan, do postizanja optimalne jonske
sile i pH (412 pS).

5mM Tris-HCI pufer
Tris 0,60 g
Dopuniti dejonizovanom voda do 1000 mL, podesiti pH na 7,3.

4.4.2 Jonoizmenjivacka hromatografija preparata peroksidaze na koloni QAE-

Sephadex

Kolona dimenzije 2,5x10 cm napakovana je sa 100mL prethodno nabubrenog
QAE Sephadex A-50 matriksom. Kolona je ekvilibrisana 5 mM Tris-HCI puferom pH
7,3 dok konduktivitet i pH na ulazu i izlazu iz kolone nije bio jednak (y=415 puS/cm?2, pH
7,3). Celokupna koli¢ina rasoljenog sirovog ckstrakta peroksidaze iz rena (225 mL)
naneta je na kolonu. Sakupljane su frakcije od 20 mL. Nevezane frakcije (HRP-B) su
eluirane istim puferom (190 mL). Vezane frakcije (HRP-A) su eluirane 0,150 M NaCl
(225 mL) a potom 0,5 M NaCl u startnom puferu (100 mL).

0,150 M NaCl u 5 mM Tris-HCI puferu

Tris 0,609

NaCl 8,779

Dopuniti dejonizovanom voda do 1000 mL, podesiti pH na 7,3.

0,5 M NaCl u 5 mM natrijum fosfatnom puferu
NaH2PO4 0,60 g
NaCl 29,39

Dopuniti dejonizovanom voda do 1000 mL, podesiti pH na 7,3.
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4.4.3 Izoelektri¢no fokusiranje frakcija peroksidaze sa kolone QAE-Sephadex

Izoelektricno fokusiranje je uradeno na focusing Multiphor II sistemu za

elektroforezu prema upustvu proizvodaca.

Priprema 7, 5 % gela

Komponente
Akrilamid (30 %)
Amfoliti pl 3-10, 5
Glicerol (50%)
Destilovana voda
Temed

Dezaeracija par minuta
APS

Zapremina (mL)
3,75

0,75

4

6,5

12 uL

75 uL

Rastvor za polimerizaciju se nadsloji n-butanolom prethodno zasi¢enim vodom.

Nakon jednog sata polimerizovanja sendvi¢ se otvori i staklena plo¢a se postavi na

hladnjak. Hladnjak se sa donje strane nakvasi destilovanom vodom. Ploca se postavlja

tako da se teCnost ravnomerno rasporedi u obliku filma ispod ploce. Visak rastvora koji

ploca istisne ukloni se papirnom vatom.

Elektrodni rastvori

Anodni elektrolit 75 mM H2SO4
Koncentrovana H2SO4
Dejonizovana voda do

Katodni elektrolit 150 mM NaOH
NaOH

dejonizovana voda do

1,02 mL
250 mL

0,3g
50 mL

U gu¢ bocu se stavi sveze prokuvana destilovana voda i hidroksid. Rastvor se

ohladi uz dezaeraciju. Elektrodni papiri se umoce u elektrodne rastvore i prosuse u

omotacu od papirne vate, skoro ,,do suva®“. Tako pripremljene trake se stave na gel, a

platinske elektrode preko njih.

Silikonskim aplikatorom se nanosi po 30 uL nerazblazenih uzoraka.
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Uslovi rada:

- Temperatura 10°C

Fokusiranje:

Faza U (V) I (mA) P (W) Vreme (min)
fokusiranje Do 1000 Do7 7 90
kraj Do 1200 Do 7 10 10

Nakon fokusiranja gel je koriS¢éen za detekciju aktivnosti peroksidaze,

zimogramskom detekcijom.

4.4.3.1 Zimogramska detekcija peroksidazne aktivnosti gvajakolom nakon

izoelektricnog fokusiranja
Nakon fokusiranja gel je ispran 3 x 10 minuta u dejonizovanoj vodi. Nakon toga
je ekvilibrisan u puferu 50 mM natrijum fosfatni pH 7,5. Potom je dodat supstrat za

detekciju peroksidaze.

Potrebni rastvori

1. 50 mM natrijum fosfatni pufer pH 7,5
NaH2PO4 6,90
Dopuniti dejonizovanom voda do 1000 mL, podesiti pH na 7,1.

2. Rastvor supstrata

Gvajakol 20 uL
4,41 M Hy0, 20 uL
50 mM Na-fosfatni pufer pH 7,5 20 mL

Rastvor se pravi neposredno pre upotrebe.
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4.4.4 SDS-PAG elektroforeza
Potrebni rastvori:

1. Monomerni rastvor (30% T3, 2,7% C)

AA 58,40 ¢
Bisakrilamid 1,609
dejonizovana voda do 200,0 mL
2. Pufer za razdvajajuci gel, (1,5 M Tris-HCI, pH 8,8)
Tris 36,30 ¢
dejonizovana voda do 200,0 mL
4 M HCl do pH 8,8
3. Pufer za koncentruju¢i gel, (0,5 M Tris-HCI, pH 6,8)
Tris 6,00 g
dejonizovana voda do 100,0 mL
4 M HCl do pH 6,8
4. Rastvor detergenta (natrijum dodecilsulfat-SDS) 10% m/V
SDS 10,00 ¢
dejonizovana voda do 100,0 mL
5. Inicijator (amonijum-persulfat) 10% m/V
APS 0,209
destilovana voda do 2,0 mL
6. Rastvor za nadslojavanje (2-butanol ili n-butanol zasi¢en vodom)
n-butanol ili 2-butanol 100,0 mL
destilovana voda do postojanog donjeg sloja
vode

1T je g akrilamida + bisakrilamida u 100 ml rastvora, C je g bisakrilamida u odnosu na zbirnu masu

akrilamida i bisakrilamida. Obe vrednosti se izrazavaju u procentima.
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7. Pufer za obradu uzoraka (PUZ)

rastvori za PUZ

0,5M Tris-HCI pH 6,8
85 % glicerol

SDS

0,1 % bromfenol-plavo
destilovana voda do

komercijalni -merkaptoetanol

za 25 mL, 3X

21,25 mL

8. Pufer za elektroforezu (0,025 M Tris, 0,192 M glicin, 0,1% SDS pH 8,3

komponente 1x
Tris 3090
glicin 1444
10% SDS 10,0 mL

destilovana voda do 10L

Priprema uzoraka:

40pl uzorka pomesano je sa 20 pl PUZ-a i kuvano 3 min na 100°C. Umesto

kuvanja moguce je uzorke ostaviti u PUZ-u na sobnoj temperaturi preko noci.

Priprema gela:

rastvori gel za razdvajanje (10%) gel za koncentrovanje (4%0)

AA 3,33 0,66

Tris pH 8,8 2,5 -

Tris pH 6,8 - 1,25

destilovana voda 4 3

temed 0,004 0,005
dezaeracija 5-10 minuta

SDS 0,1 0,05

APS 0,05 0,025

finalna zapremina 10,0 mL 5,0mL
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Nakon pripreme rastvor gela za razdvajanje se sipa izmedu ploca. PovrSina gela
se nadsloji n-butanolom. Kada gel polimerizuje, butanol se ispere i nalije se rastvor za
koncentrujuci gel. U rastvor se stavi ‘‘CeSalj’’. Nakon polimerizacije Cesalj se izvadi,
nastali bunari se isperu i nanose se uzorci na gel.

Pri izvodenju elektroforeze, voltaza je podesena na 80 V prilikom kretanja
uzoraka kroz koncentrujuéi gel. Nakon ulaska uzoraka u gel za razdvajanje voltaza je
podesena na 100 V. Nakon zavrSene elektroforeze proteini na gelu se detektuju bojenjem

gela.

4.4.4.1. Detekcija proteina na gelu, bojenje CBB-om

Potrebni rastvori:

1. Rastvor za bojenje, fiksiranje i obezbojavanje, fiksir (40% etanol, 10% siréetna

kiselina)
Etanol 400,0 mL
Siréetna kiselina 100,0 mL
Destilovana voda do 10L

2. Rastvor boje (0,1% CBB, 40% etanol, 10% sir¢etna kiselina)
CBB Gili R 250 059
Fiksir do 500,0 mL

3. Rastvor za obezbojavanje (5% metanol, 7% sircetna kiselina)

Metanol 50,0 mL
Siréetna kiselina 70,0 mL
Destilovana voda do 10L
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Za gel debljine 1mm postupak bojenja je sledeci:

faza rastvor vreme (minuti)
ispiranje destilovana voda 1
fiksiranje 1 20
bojenje 2 20
obezbojavanje 1 20
obezbojavanje 3 preko noci

445 Analiza gelova

Gelovi su nakon bojenja odredenom metodom skenirani Canon CanoScan Lide

90 skeneru pri rezoluciji od 300 dpi i obradeni u Adobe Photoshop CS6 programu
4.5 Odredivanje aktivnosti HRP gvajakolom

Peroksidazna aktivnost odredena je spektrometrijski pomocu gvajakola kao
supstrata. Jedna jedinica peroksidazne aktivnosti izraZava se kao ona koli¢ina enzima koja
katalizuje konverziju 1 pmol gvajakola po minuti pri zadatim reakcionim uslovima.

Potrebni rastvori

100 mM natrijum-fosfatni pufer pH 7,0
NaH2PO4 13,89
Dopuniti dejonizovanom voda do 1000 mL, podesiti pH na 7,0.

0,02 M gvajakol
Gvajakol 58,8 uL
destilovana voda do 24 mL
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0,008 M H20;

4,41 M H»0 0,1 mL
destilovana voda do 60 mL
Uzorak 0,1 mL

Enzimski uzorak se po potrebi razblazi u puferu u kome je rastvoren i supstrat.
Sve komponente se pomeSaju u kiveti. Za merenje na Aszs se ponisti - to je slepa proba i
dalje se meri Aszs u vremenu na svakih 15 sekundi. Aktivnost peroksidaze se ra¢una

prema formuli:

AA436/ minx 4xVrs
U/mi= 2423¢/ xR
25.5x Ve

AA/min- A je merena na 436nm na svakih 60 sekundi.
Vrs- Zapremina reakcione smese

R-razblaZenje

Ve- zapremina dodatog uzorka

4.6 Odredivanje koncentracije proteina Bradford-ovom metodom

Potrebni rastvori:
1. Koncentrovana boja, Coomassie brilliant blue G-250 (CBB G-250)

CBB G-250 100 mg

95% etanol 50 mi

H3PO4 100 ml
destilovana voda do 200 ml

Boja se rastvori u etanolu, pa se dodaju redom kiselina i voda do finalne zapremine.
2. Bradford-ov reagens

Rastvor 1 100 ml

destilovana voda do 500 mL
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3. Rastvor BSA za standardnu pravu u opsegu od 0,2 do 1,5 mg/ml.

uzorak BSA (Img mlY)  destilovana Finalna konc.
voda
pl ul pg/mi
1 10 90 100
2 20 80 200
3 40 60 400
4 60 40 600
5 80 20 800
6 100 - 1000
slepa proba - 100 -

U 50 ul uzorka dodato je 2,5 ml Bradford-ovog reagensa i vorteksovano. Nakon

30 min izmerena je Asgs. Koncentracija proteina odredena je na osnovu standardne prave.
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4.7 Poredenje efikasnosti Kisele i bazne izoforme HRP u obezbojavanju

Priprema pufera:

100 mM acetatni pufer pH 3,0
Glacijalna siréetna kiselina 57 mL
Dopuniti do 1000 mL dejonizovanom vodom, podesiti pH na 3 sa 1M NaOH.

100 mM acetatni pufer pH 5,0
Glacijalna siréetna kiselina 57 mL
Dopuniti do 1000 mL dejonizovanom vodom, podesiti pH na 5,0 sa 1M NaOH.

100 mM bikarbonatno-karbonatni pH 9,0
NaHCOS 814 g
Dopuniti do 1000 mL dejonizovanom vodom, podesiti pH na 9,0 sa 1M NaOH.

Ispitana je zavisnost obezbojavanja kisele i bazne izoforme peroksidaze iz rena u
zavisnosti od pH. Napravljen je koncentrovani rastvor boje rastvaranjem 0,2 g boje u 1L
dejonizovane vode. Stok rastvor svake boje je potom razblazen u puferu odgovarajuéeg
pH: acetatni pufer za pH 3 i 5, fosfatni pufer za pH 7 i bikarbonatni pufer za pH 9.
Karakteristi¢ni apsorpcioni maksimum svake boje (Amax) odreden je snimanjem UV-—
vidljivog apsorpcionog spektra u opsegu od 200 do 700 nm pomoé¢u UV-1800 Shimadzu
spektrometra. Jedan mL boje odgovarajuceg razblazenja (pri Amax ~ 1) tretiran je sa 0,14
U/mL HRP i 0,44 mM H20.. Reakcija obezbojavanja katalizovana peroksidazom iz rena
pracena je smanjenjem karakteristicnog Amax za Svaku boja. Nakon 1h inkubiranja
reakcione smeSe u mraku rezultati dobijeni snimanjem UV-vidljivih spekatara korisc¢eni

su za izracunavanje stepena obezbojavanja pomocu sledece jednacine:
L Ag— A
% obezbojenja = % x 100

Gde Ao predstavlja apsorbancu boje na specificnoj Amax pre obezbojavanja, a Ai

apsorbancu boje nakon obezbojavanja peroksidazom iz rena.
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4.8 Analiza obezbojavanja HPLC-om

Reversno-fazna te¢na hromatografija visokih performansi (HPLC eng. High
Performance Liquid Chromatography) kuplovana sa DAD detektorom (eng. Diode array
detektor) primenjena je za analizu boja pre i posle obezbojavanja.

Hromatografske analize efikasnosti degradacije boja uradene su na instrumentu
Dionex UltiMate 3000 sa DAD detektorom. Obrada podataka radena je pomocu softvera
Chromeleon v7.2 (Thermofisher Scientific, Nemacka). Efikasnost degradacije boje nakon
tretmana sa HRP pracena je po postizanju najveceg stepena obezbojavanja. Uzorci su
neposredno pre analize razblazeni sa acetonitrilom (AN) u odnosu 1:5, vorteksovani i
centrifugirani 2 min na 14 000 o/min. Potom su uzorci filtrovani kroz 0,22 pum filter
(Millipore, Irska).

Za HPLC-DAD analizu kori$éena je kolona Hypersil Gold C8 (Therm Scientific),
veli¢ina Cestica Sum i dimenzije 250 x 3mm. Eksperimentali uslovi bili su slede¢i. Kao
mobilna faza A koris¢en je 100 mM acetatni pufer pH 5,5, a kao mobilna faza B
acetonitril. Kolona je termostatirana na 25 °C i komponente su eluirane brzinom od 0,5
mL/min. Injekciona zapremina bila je 10 uL. Gradijent elucije: 5-50% B u 9 min, 50-95%
B u 2 mini 95-5% u 0.2 min. Ukupno vreme analize je bilo 25 min. Detektor je podesen
za detekciju na 620 nm, 615 nm, 600 nm, 490 i 280 nm sa opcijom prikpuljanjem
podataka za 3D spektre (190-700 nm).

4.9 ldentifikacija proizvoda obezbojavanja OR2 LC—ESI-ToF-MS

Identifikacija OR2 i proizvoda obezbojavanja posle enzimskog tretmana uradena
je pomo¢u HPLC u kombinaciji sa masenom spektrometrijom. Uzorci su pripremljeni u
20 mM bikarbonatnom puferu pH 9,0 i filtrirani neposredno pre analize.

Analiza je uradena na instrumentu Agilent 1200 Series (Agilent Technologies)
opremljenim sa Wakosil 5C 18 RS kolonom (250 mm x 4,6 mm, 5 um dcestice) u
kombinaciji sa masenim spektrometrom Agilent Technologies 6210 i analizatorom
vremena preleta (TOF, eng. Time-of-flight). Injekciona zapremina bila je 3 uL za OR2 i

10 pL za proizvode obezbojavanja. Kolona je termostatirana na 25 °C. Eluiranje je
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postignuto izokratskom metodom: 90% metanol, 10 % voda pri brzina protoka 0,2
mL/min. Negativno naelektrisani joni generisani su elektrosprej jonizacijom (ESI) pri
atmosferskom pritisku na slede¢i nacin: kapilarni napon 3,0 kV, temperatura gasa 300 °C,
protok gasa (N2) od 8 L/min, pritisak u nebulajzeru 40 psi i napon fragmentora 125V.
Maseni spektri prikpuljeni su u opsegu m/z 50-1000. Prikupljanje i analiza podataka

uradena je pomocu softvera Mass Hunter Workstation i Analyst QS.

4.10 Imobilizacija HRP-A na razli¢itim nosa¢ima

Uprkos svojim odli¢nim katalitickim osobinama, enzimi uglavnom moraju biti
pobosljani pre implementacije na industrijskoj skali. Rastvorni enzimi moraju biti
imobilizovani u cilju upotrebe u velikom broju ciklusa u industrijskim reaktorima, ali
takode moraju da poseduju poboljsane kataliticke osobine (stabilnost, aktivnost, inhibiciji
i dr.). Pripremljeno je 10 biokatalizatora kovalentnim vezivanjem enzima na hitozan i
alginat, adsorpcijom pra¢enom unakrsnim umrezavanjem na neorganskom nosacu i

enkapsulacijom (zarobljavanjem) u sferi¢noj alginatnoj kapsuli.

4.10.1 Zarobljavanje HRP-A u kalcijum-alginatnoj kapsuli

Rastvor 2% natrijum-alginata pripremljen je rastvaranjem praha u dejonizovanoj
vodi preko noci. Potom je rastvor razblazen dodatkom dejonizovane vode do finalne
koncentracija 0,25% 1 0,5 %. Pripremljeno je 10 mL rastvora enzima koji je sadrZzavao
slede¢e: 4 g PEG 8000, 0.2 g CaCl> i 1 mL HRP (16 U/mL). Smesa je dobro
homogenizovana i pomocu $prica sa iglom (pre¢nik otvora 0,5 mm) izlivena u kapima u
rastvor alginata uz konstantno mesanje na magnetnoj mesalici. Nakon formiranja kapsula
rastvor alginata je razblaZzen dodatkom dejonizovane vode. Kapsule su filtrirane cedenjem

kroz mrezasti filter, isprane dejonizovanom vodom i prebacene u rastvor 2% CaCl..
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4.10.2 Imobilizacija na hitozanskim kuglicama

Hitozan (2%) je pripremljen u 2% siréetnoj kiselini. Kuglice su formirane
propustanjem rastvora hitozana kroz Spric sa iglom (precnika 0,5 mm) u rastvor 1 M
NaOH uz konstantno mesanje. Nakon lh Kkuglice su isprane dejonizovanom vodom i
ekvilibrisane u 50 mM fosfatnom puferu pH 6,5. Kuglice hitozana su potom prebacene u
vajlicu sa ¢epom i inkubirane u 1% rastvor glutaraldehida (GA). Umrezavanje kuglica
odvijalo se u mraku, pri 4 h mesanja u rotacionom $ejkeru od 100 o/min. Umrezene
kuglice isprane su 3x puferom 1 prebacene u rastvor enzima (16 U/mL). Inkubiranje
trajalo je 6 h pri muckanju od 50 o/min. Imobilizati isprani su od zaostalog enzima istim
puferom, a potom resuspendovani u svezem puferu i skladisSteni su na 4 °C do daljne

upotrebe.

4.10.3 Imobilizacija na alginatnim rezancima

Prethodno pripremljeni rastvor natrijum-alginata (2%) iskapavan je odjednom
kroz iglu Sprica u rastvor 2% CaCl2 bez meSanja. Alginatni rezanci su nakon 3h
inkubiranja u rastvoru CaCl, prebaceni u rastvor 5 mM natrijum perjodata u 50 mM
acetatnom puferu pH 4,5. Vreme inkubiranja alginatnih rezanaca je bilo sledece: 10, 30,
60, 90 i 120 minuta. Reakcija aktivacije zaustavljena je prebacivanjem rezanaca u 1%
glicerol u 2% CaCl,. Nakon prekono¢nog inkubiranja, rezanci su isprani dejonizovanom
vodom. HRP je imobilizovan inkubiranjem aktiviranih rezanaca u rastvoru enzima (16

U/mL) tokom 6h uz konstantno meSanje na rotacionoj mesalici (100 o/min).

4.10.4 Imobilizacija na alumijum-oksidu

HRP je imobilizovan na aluminijum-oksid adsorpcijom. Prah aluminijum-oksida
(500 mg) inkubiran je 2 h ili u rastvora enzima (2,5 mL 16 U/mL) ili u 0,3% rastvoru
zelatina (2,5 mL). Nevezani proteini uklonjeni su sa aluminijum-oksida dvostrukim
ispiranjem dejonizovanom vodom (5 mL, 10 min). Potom su sorbenti umreZeni

inkubiranjem u 0,25 % GA pripremljenim u 20 mM bikarbonatnom puferu pH 8.4. Nakon

116



2 h sorbent je ispran dva puta u vodi i prebaceni su u rastvor Zelatina (sorbent prethodno
inkubiran u enzimu) ili u rastvor enzima (sorbent prethodno inkubiran u rastvoru

zelatina). Inkubiranje trajalo je 2 h sa povremenim meSanjem.

4.10.5 Odredivanje specificne aktivnosti imobilizovane peroksidaze gvajakolom kao

supstratom

Specifi¢éna aktivnost imobilizovane peroksidaze odredena spektrometrijski
koris¢enjem gvajakola kao standardnog supstrata. Reakciona smesa sadrzavala je 50 mg
polusuvog imobilizata, 2,9 mL 20 mM fostatnog pufera, 0,33 mM gvajakol i 0,133 mM
vodonik peroksid. Rekciona smeSa inkubirana je 3 min pri meSanju od 100 o/min.
Imobilizat je prikupljen centrifugiranjem od 30 sekundi pri brzini od 13 000 o/min.
Formiranje tetragvajakola u supernatantu praceno je merenjem apsorbancije na 436 nm
(€=25.5 mM™cm™). Jedna jedinica specifiéne peroksidazne aktivnosti imobilizovane
HRP definisana je pove¢anjem A od 0,001 po minuti po gramu imobilizata pod datim

reakcionim uslovima.

4.10.6 Specificna degradaciona aktivnost (obezbojavanje)

Degradaciona aktivnost imobilizata odredena je sa bojom RB u 20 mM natrijum-
-acetatnom puferu pH 5, 0. Reakciona smesa sadrzavala je 200 mg polusuvog imobilizata,
50 mg/L boje i 0,44 mM H:0O. Kvantitativna procena stepena obezbojavanja izraCunata
je slede¢om formulom:

;-

d
D=—%x100
A;

gde je Aj apsorbanca boje pre pocetka tretmana, A¢ nakon tretmana sa HRP na Amax
615 nm.
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4.10.7 Ispitivanje uticaja vodonik-peroksida na stepen obezbojavanja RB

Uticaj vodonik-peroksida na stepen obezbojavanja RB boje ispitan je u slu¢aju
rastvorne i peroksidaze imobilizovane na hitozan. Rastvor boje koncentracije 50 mg/L
pripremljen je u acetathom puferu pH 5,0. U pripremljene rastvore boje doda se vodonik-
peroksid do postizanja finalnih koncentracija u opsegu od 0,22 do 4,4 mM. Reakcione
smese sadrzavale su ekvivalenti broj enzimskih jedinica u rastvorom i u imobilizovanom
obliku.

Kontrolni ekperiment podrazumevao je odredivanje stepena obezbojavanja u
slu¢aju slede¢ih reakcionih smesa: rastvor boje i vodonik-peroksida, rastvor boje,
vodonik-peroksida i hitozanskog nosaca.

Stepen obezbojavanja pracen je spektrometrijski, a nakon 4 h odredena je finalna

dekoloizaciona aktivnost pomocu jednacine opisane u poglavlju 4.11.6.

4.10.8 Ispitivanje stabilnosti HH imobilizata u prisustvu vodonik-peroksida

Inaktivacija peroksidaze imobilizovane na hitozanu prac¢ena je gvajakolnim
testom nakon inkubiranja u prisustvu vodonik peroksida. U prvoj seriji eksperimenata,
koncentracija vodonik-peroksida je varirana u opsegu od 0 do 4,4 M pri konstantnom pH
1 koli¢ini biokatalizatora (50 mg). Nakon 4h biokatalizatori su odvojeni od reakcione
smese i isprani u dejonizovanom vodi u trajanju od 1 min. U drugoj seriji eksperimenata
odredena je zaostala enzimska aktivnost biokatalizatora testom sa gvajakolom kao §to je

navedeno u 4.11.5.

4.10.9 Ispitivanje uticaja hemijske strukture boje i koli¢ine boje na stepen

obezbojavanja HH imobilizatom

Za ispitivanje uticaja razlicitih tipova boja na stepen obezbojavanja hitozanskim
biokatalizatorom pripremljene su Cetiri vrste boja. Osnovni rastvor boje (koncentracije
200 mg L) pripremljen je u dejonizovanoj vodi. Eksperiment obezbojavanja postavljen

je u bacu pri konstatnim uslovima: 50 mg polusuvog imobilizata i 0,44 mM vodonik-
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peroksid. Koncentracija boje podesena je na 25 mg L i 100 mg L pomoéu pufera
razblaZivanjem Stok rastvora odgovarajuce boje. Reakcija obezbojavanja tekla je 4 h pri
mesSanju od 100 o/min. Kontrolni eksperiment adsorbovanja boje na hitozanski nosac
izveden je na isti nacin.

Reakcija obezbojavanja pracena je spektrometrijski na specificnim maksimalnim

talasnim duzinama.

4.10.10 Odredivanje operativne stabilnosti HRP-A imobilizata

Operativna stabilnost peroksidaze imobilizovane na hitozanu ispitana je na boji
RB. U reaktoru zapremine 3 mL odmereno je 200 mg polu suvog biokatalizatora pri
konstantni uslovima: 20 mM acetatnim puferom pH 5,0, koncentracija boje 50 mg L™ i
0,44 mM H0..

Nakon svakog ciklusa od po 4h biokatalizator je odvojen od reakcione smese i
ispran je 2x sa acetatnim puferom pH 5,0. Nakon ispiranja biokatalizator je postavljen u

novu reakcionu smesu.

Koli¢ina uklonjene boje u prvom ciklusu definisana je kao 100% zaostala

aktivnost imobilizata, nakon Cega je posle svakog ciklusa odreden stepen obezbojavanja
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4.11 Procena toksi¢nosti prema Artemia salina

Suve larve Artemia salina postavljene su u bocu sa morskom vodom (1 L)
pripremljenom prema proizvoda¢kom upustvu navedenom na pakovanju vestacke morske
soli (Sera marin salt, Heinsberg, Nemacka). Nakon 24-48h na sobnoj temperaturi i
uslovima jake aeracije i neprekidnom osvetljavanju nejonskim izvorom svetlosti (60 W)
postignuto je izleganje larvi. Larve su potom prikupljene pasterovom pipetom i prebacene
u novi aerisani medijum u cilju dostizanja odgovarajuceg uzrasta (metanauplius, subklasa
Branchiopoda).

Test akutne toksicnosti A. salina sastojao je od izlaganja larvi dejstvu boja pre i
nakon tretmana sa HRP-A u periodu od 24 h. Prethodno testiranju svim uzorcima podesen
je pH na oko 7 isalinitet do 3% koriste¢i ¢vrsti NaCl. Tokom izlaganja larve nisu hranjene
1 medijum nije aerisan. Pasterovom pipetom pazljivo je prebaceno 15 jedinki u 10 mL
rastvora boje 1 proizvoda obezbojavanja (30 mg/L). Kao negativna kontrola kori§¢ena je
morska voda. Test je izveden u triplikatu. Nakon 24h izlaganja odreden je stepen
mortaliteta utvrdivanjem ,,imobilnosti“ jedinki pod uvecavajuom lupom odnosno ne
kretanje duze od 15 sekundi.

Procenat mortaliteta izraCunat je na osnovu broja prezivelih jedinki u ispitivanim

rastvorima i kontroli. Toksi¢ni efekat izraGunat je na osnovu slede¢e formule:
Nm
M (%)=-"x 100
Ny

Gde M(%) predstavlja mortalitet jedinki u odredenom vremenu izlaganja, Nm- srednju

vrednost uginulih jedinki, No-pocetni broj jedinki izlozenih rastvoru.
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4.12 Ispitivanje genotiksi¢nosti boja pre i posle obezbojavanja HRP komet testom

4.12.1 Produkcija formamidopirimidin DNA glikozilaze (FPG) fermentacijom
E.coli

FPG je pripremljen u vidu sirovog ekstrakta hiperprodukujué¢eg soja E.coli
JM105.

4.12.1.1 Dobijanje pojedinacnih kolonija
Glicerolska osnovna suspenzija bakerije soja E. coli JIM105 koji nosi vektor
pFPG230 zasejana je na LBagar podlogu sa dodatkom ampicilina (100 pg/mL) metodom

iSarane ploce. Petri Solje inkubirane su preko no¢i na 37 °C do pojave kolonija.

LB agar ploce sa ampicilinom

Tripton 109
NaCl 10g
Ekstrakt kvasca 5¢

Agar 159

Podesiti pH na 7,2. Autoklaviranje 20 min, 121 °C.
U rastvor ohladen na ispod 50 °C dodat je ampicilin do finalne

koncentracije 100 ug mL™.

4.12.1.2 Priprema inokuluma i fermentacija

Pojedinac¢na kolonija E. coli dobijena na LBagar ploc¢i zasejane su u 5 mL LBamp
podloge 1 inkubirane na 37 °C 1 300 o/min. Nakon 16h uzeto je po 1 mL prekono¢ne
kulture i presejano u erlenmajere od 500 mL sa 100 mL LBamp podloge. Kada je ODsoo
~ 1, indukovana je ekspresija dodatkom 50 uLL 1M IPTG (finalna koncentracija 0,5 mM).

Brzina muckanja smanjena je na 180 o/min. Nakon 17 h fermentacija je prekinuta
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centrifugiranjem na 4500 o/min 15 min na 4 °C. Dobijeni pelet je resuspendovan u PBS

i korak centrifugiranja je ponovljen. Bakterijski pelet je skladisten na —80 °C.

Luria Bertani (LB) medijum

Tripton 10g
NaCl 5¢
Ekstrakt kvasca 10g

Dopuniti do 1000 mL dejonizovanom vodom, podesiti pH na 7,2 sa 1 M NaOH, potom
autoklavirati 20 min, 121 °C.

4.12.1.3 Izolovanje FPG-a iz bakterijskog peleta E. Coli

Bakterijske Celije lizirane su slede¢im postupkom. Bakterijski pelet (2g vlazne
tezine) resuspendovan je u 12,5 mL pufera za lizu kome je prethodno dodat lizozim (1
mg/ml).

1. Smesa je inkubirana u ledenom kupatilu 20 min;

2. Smesa je inkubirana u vodenom kupatilu na 30 °C 15min;

3. potom je stavljena u zamzriva¢ na —80 °C 15 min;

Korak 1-3 ponovljen je tri puta.

Dobijeni lizat centrifugiran je 30 min na 25 000 o/min. Supernatant je razblaZen
20x u puferu F sa dodatkom 10% glicerola, i zamrznut na —80 °C u alikvotima od po 100
uL. Ovaj korak raden je u ledenom kupatilu.

Aktivnost izolovanog FPG-a iz overprodukujuceg soja E. coli JM105 zahtevala je
razblazenje od 30 000 puta, u cilju izbegavanja aktivnosti nespecificnih nukleaza

prisutnih u dobijenom preparatu.

Pufer za lizu ¢éelija

HEPES-KOH 50 mM
podesiti pH na 7,6 sa KOH
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Na,EDTA 1 mM
podesiti pH na 7,6

B-merkaptoetanol 5mM
Glicerol 5%

NaCl 250 mM
Pufer F

HEPES 40 mM
KCI 0.1M
EDTA 0.5 mM
BSA 0.2 mg/mL

podesiti pH na 8,0 sa KOH.

*Pripremljeno kao 10x osnovni rastvor, zamrznuto na —20 °C.

4.12.1.4 Odredivanje aktivnosti FPG

FPG pripremljen je u vidu sirovog ekstrakta overprodukujuceg soja E. coli
JM105. Aktivnost FPG odredena je titracijom nukleoida koji sadrze 8-oksoguanin u DNA
(Celije tretirane Ro 19-022 u prisustvu svetla). Kontrolne ¢elije su inkubirane u PBS-u.
Odredena je koncentracija FPG pri kojima je nivo DNA oS$te€enja nepromenjen; iznad
tog nivoa dolazi do nespecificnih DNA oSte¢enja. RazblaZenje pri kojima je utvrdena

nespecifi¢na nukleazna aktivnost je 30 000x.
4.12.2 Gajenje BEAS-2B ¢éelijske kulture

Za potrebe ispitivanja endogene genotokosi¢nosti boja pre i posle obezbojavanja
nakon polaganja ¢elija u gel koriS¢ena je komercijalno dostupna Celijska linija BEAS-2B.

Celije su gajene u sudovima i1 medijumima u skladu sa specificnim zahtevima

upotrebljene ¢elijske linije, a prema uputstvu proizvodaca. Kulture ¢elija uzgajene su u
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potrebnoj koli¢ini za svaki pojedinacni test. Eksperimentalne i kontrolne grupe sejane su
u duplikatu.
Hemikalije i medijumi upotrebljene za gajenje Celijiske kulture su komercijalnog

tipa i pro analysi , osim ukoliko nije drugaéije navedeno.

4.12.2.1 Sejanje i uzgajanje celija

Celijska linija BEAS-2B (ATCC® CRL-9609, normalne bronhijalne epitelne
¢elije) koje rastu u jednom sloju zalepljene za podlogu (adherentne ¢elije) kultivisane su
u kompletnom medijumu BEBM sa BEGM komercijalnim kitom. Celijska kultura gajena
je u flaskonima povrsine 25 cm? sa 5 mL kompletnog hranljivog medijuma. Kultura je
inkubirana u mraku na 37 °C u atmosferi 5% CO>. Celije su pazljivo praéene svetlosnim

mikroskopom 1 pasazirane po dostizanju 80% kofluentnosti.

4.12.2.2 Sakupljanje i priprema Celija za testiranje

Suspenzija adherentnih éelija dobijana je na slede¢i nacin. Celije su isprane od
ostatka medijuma dodatkom PBS-a (5 mL) i kolektovane enzimski pomocu rastvora
tripsina (0,25% tripsin-EDTA 0,53 mM sa 0,5% polivinilpirolidonom, Gibco). Celije su
inkubirane 2-3 min an 37 °C radi lakSeg i brzeg odvajanja od podloge. Enzimska reakcija
zaustavljena je dodavanjem svezeg medijuma (5 mL) i centrifugiranjem 5 min na 125 x
g. Talog celija resuspendovan je u 5 mL svezeg medijuma. Celije su sakupljane u
logaritamskoj fazi rasta, medijum je menjan na svaka 2—3 dana, dok su ¢elije pasazirane
3 puta nedeljno (1500-3000 éelija/cm?).

4.12.2.3 Odredivanje vijabilnosti i broja Celija
Vijabilnost i broj ¢elija proveravana je pomoc¢u DET testa (eng. DET - trypan blue

Dye Exclusion Test) i Countess™ automatskog brojaca (Invitrogen). U svim

eksprimentima koris¢ene su ¢elije vijabilnosti ve¢e od 90%.
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4.12.3 Obezbojavanje AB i OR2

Boje u prahu, AB i OR2, rastvorene su dejonizovanoj vodi a potom razblaZene u

20 mM bikarbonatnom puferu pH 9 ili 20 mM fosfatnom puferu pH 7. Rastvor boje (300
pug/mL) inkubiran je sa 20 pL 3 U/mL HRP-A 1 170 uM H20,. Reakciona smesa

inkubirana je 1h na 25 °C u mraku. Pre tretiranja Celija i analize komet testom, proizvodi

obezbojavanja tretirani su sa 3 U/mL katalaze u cilju uklanjana zaostalog vodonik

peroksida.

4.12.4 Tretman celija bojama i prozvodima obezbojavanja i komet test

1% NMP agaroza

Agaroza,
destilovana voda

1% LMP agaroza

Agaroza
1x PBS

Rastvor za lizu
NaCl

EDTA

Tris

Triton X-100*

19
99 mL

0,1g
9,9 mL

146,6 ¢
37,29
1,219
1%

Dopuniti do 1000 mL dejonizovanom vodom, podesiti pH na 10,0.
Neposredno pre svake upotrebe dodati Triton X-100.

Alkalni rastvor za denaturaciju i elektroforezu

NaOH
EDTA

12 g
0,37¢g

Dopuniti do 1000 mL dejonizovanom vodom. Ne podesavati pH.

PBS za neutralizaciju (10x)

NaCl

KCI
NazHPO4
KH2PO4

Dopuniti do 1000 mL sterilnom dejonizovanom vodom, podesiti pH na 7,4.

PBS za neutralizaciju (1x)
10x PBS

80g¢g

29
144 g
2,449

100 mL
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destilovana voda (sterilna) 900 mL

Rastvor vodonik-peroksida

Rastvor vodonik-peroksida, 100uM, za tretman pozitivne kontrole pripreman je
razblazivanjem u 1x PBS od poc¢etnog 4,4M rastvora vodonik-peroksida neposedno pre
upotrebe.

Tretman celija i komet test raden je u komorici za ,,medium-throughput™ komet
test. Primenjen je format of 12 mini gelova (u formatu 2 x 6 mini gelova) na jednoj
mikroskopskoj plocici. Mikroskopske plocice prethodno su pripremljene za komet test
presvlacenjem sa 1% NMP agarozom (eng. normal melting agarose). Koncentracija ¢elija
podesena je PBS na 2.5 x 10° ¢éelija/mL i pomes$ana sa 1% LMP agarozom (eng. low
melting-point agarose) (Invitrogen). Finalna koncentracija agaroze bila je 0.8%. Dvanaest
kapljica (5uL) suspenzije agaroze i ¢elija iskapano je na mikroskopsku plocicu koristeci
templat na metalnoj bazi komorice za komet test. Nakon ocvrS¢avanja gelova
mikroskopska plocica pokrivena je silikonskim kalupom i pri¢vr$¢ena za metalnu bazu.
Svaki od 12 bunar u komorici inkubiran je sa po 30 pl rastvora boje/proizvoda
obezbojavanja u koncentracijama od 0, 3, 10, 30, 100 ili 300 pg/mL nakon Cega je
komorica zatvorena parafilmom. Ista procedura ponovljena je i za proizvode
obezbojavanja. Kontrolne ¢elije tretirane su sa PBS (negativna kontrola) i 100 uM H20>
(pozitivna kontrola). Nakon 30 min gelovi su isprani 2x sa PBS po 5 min i stavljeni u
rastvor za lizu 1h na 4° C. Uzorci su denaturisani potapanjem u rastvor za elektroforezu
20 min na 4° u horizontalnoj kadici za elektroforezu specijalno dizajniranoj za komet test.
Elektroforeza je trajala 30 min pri voltaznom gradijentu od 1V/cm temperaturi od 4° C.
Uzorci su neutralizovani inkubiranjem u PBS (10 min), fiksirani potapanjem u 70% etanol
(10 min) i potapanjem u apsolutni etanol (10 min). Uzorci su potom ostavljeni preko noci

da se osus$e na vazduhu i skladisteni u mikroskopske kutije do dalje upotrebe.
4.12.5 Enzimski tretman uzoraka sa FPG-om
Nakon inkubiranja éelija (30 pL 2,5x10° éelija/mL) u mini gelu sa reakcionim

smeSama boja pre i1 posle obezbojavanja, mikroskopske plocice isprane su 3 puta po 5

min u puferu F na 4°C. U meduvremenu pripremljeno je potrebno razblazenje FPG. Po
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jednom uzorku pripremljene su tri identicne mikroskopske ploc€ice: kontrola za pufer F,
kontrola za FPG i uzorak tretiran FPG. Enzimski tretman raden je u komorici sa 12 gelova
dodavanjem 30 pl hladnog pufera F ili rastvora enzima (FPG). Uzorci su inkubirani 30
min na 37 °C. Enzimska reakcija zaustavljena je potapanjem plocica u alkalni rastvor za

elektroforezu.

4.12.6 Bojenje i analiza kometa

Rastvor SYBR Gold

SYBR Gold 10 000x 50 pL

DMSO 450 pL

Alikvotirati po 20uL, zamrznuti na -20 °C. Rastvoriti 1 alikvot u 25 mL TE pufera.
TE pufer

Tris 0,121¢

EDTA 0,037 g

Dopuniti do 100 mL dejonizovanom vodom, podesiti pH na 8,0.

DNA je vizuelizovana potapanjem plocica u rastvor boje SYBR Gold
pripremljenim prema upustvu proizvodaca (Invitrogen). Obojene mikroskopske plocice
su nakon 30 min isprane dva puta sa dejonizovanom vodom i ostavljene u mraku da se
osuse. Pre analize kometa mini gelovi su rehidratisani sa kapljicom dejonizovane vode i
stavljeno je pokrovno staklo (24x60 mm). Pod invertnim fluorescentnim mikroskopom
(Nikon, Eclipse 1000) analizirane su komete uz pomo¢ Comet Assay IV softvera
(Perceptive Instruments). Rezultati su prikazani u vidu % oSte¢enja DNA (izraZzenog kao

% DNA u repu komete). Po svakom minigelu analizirano je minimalno 50 kometa.

4.12.7 Statisticka analiza rezultata komet testa

Svi eksperimenti genotoksi¢nosti ponovljeni su u triplikatu. Procenat DNA u repu
komete za svaki minigel predstavljen je medianom. Potom je izracunata srednja vrednost
dve medijane po jednom uzorku. Finalni rezultati dobijeni komet testom analizirani su
pomocu Microsoft Excell softvera primenom One-way ili two-way analize varijanse
(ANOVA) prac¢ene Tukey-Kramer testom. Statisti¢ka analiza radena je prema negativnoj

kontroli.
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4.13. Interakcije boja i proizvoda obezbojavanja sa CT-DNA UV-Vis

spektrometrijom

UV-vidljivi absorpcioni spektri boje i boje u prisustvu DNA iz teleceg timusa
(CT-DNA) snimljeni su u prisustvu i odustvu HRP i H20,. Spektri su snimani na UV-
1800 Shimadzu spektrometru u opsegu od 200 do 800 nm u 1,0 cm kvarcnoj Kiveti.
Apsorpciona titracija pripremljena je pri fiksnoj koncentraciji boje pre i posle
obezbojavanja pri razli¢itim finalnim koncentracijama CT-DNA (20, 40, 60, 80, 100, 120,
140 1 160 uM). Reakciona smeSa inkubirana je 90 min na 37 °C nakon ¢ega su snimani

apsorpcioni spektri prema odgovarajucoj slepoj probi.

4.14 Interakcije boja i proizvoda obezbojavanja sa CT-DNA fluorescentnom

spektrometrijom

40mM bikarbonatni pufer pH 8,4

Na2COs3 0,336g
Dopuniti do 100 mL dejonizovanom vodom.

Rastvor etidijum bromida

1% Etidijum Bromid u destilovanoj vodi.

Testom kompetitivne izmene fluorescentne probe (etidijum bromid, EB) iz
kompleksa formiranog sa lineranom visokomolekulskom DNA (CT-DNA) pracena je
interakcija boja 1 proizvoda obezbojavanja sa DNA. Etidijum bromid (25 uM) inkubiran
je sa CT-DNA (100 uM) u 40 mM bikarbonatnom puferu pH 8,4 15 min u mraku na 25
°C u cilju formiranja kompleksa EB—DNA. Promene u fluorescentnim spektrima
kompleksa EB-DNA pra¢ene su nakon postepenog dodavanja boje ili proizvoda
degradacije od po 2 pL.

Sva merenja uradena su na fluorescentnom spektrometru Lumina (Thermo
Scientific, Finska) opremljenim sa 150 W ksenonskom lampom pri fiksnim otvorom
proreza ekscitacionog i emisionog zraka od 10 nm. Ekscitacija je postignuta pri 500 nm

a emisioni spektri snimani su od 520-700 nm.
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Podaci dobijeni nakon snimanja fluorescentnih spektara analizirani su primenom
jednacina (1), (2), (3), (4) 1 (5) opisanih u poglavlju 2.4.1.2.

4.15 Ispitivanje interakcija boja i proizvoda obezbojavanja sa plazmidnom DNA

4.15.1 Gajenje i izolovanje plazmida pUC19 iz XL1 blue soja E. coli

Potrebni rastvori:

LB medijum
Tripton 109
NaCl 59

Ekstrakta kvasca 50
Dopuniti do 1000 mL dejonizovanom vodom, podesiti pH na 7,2 sa 1M NaOH.

Bakterije iz pojedinacne kolonije E.coli soja XI1 blue zasejane su u 5 mL te¢nog

LB-a sa tetraciklinom (12,5 pg mL?). Inkubirano je na 37°C i 150 rpm 1h u

termostatiranoj muckalici.

4.15.1.1 Priprema hemijski kompetentnih éelija pomocéu CaCly **°

Potreban rastvor:

CaCl» 6,69
Tris 1,219
Glicerol 1509

Dopuniti do 1000 mL dejonizovanom vodom, podesiti pH na 7,2 sa 1 M NaOH

1. Inokulisano je 150 mL LB podloge sa 5 mL kulture E. coli soj XI1 blue. Inkubirano je
na 37°C 1 150 rpm do opticke gustine, ODgoo=0,45 u termostatiranoj muckalici.
2. Fermentaciona tecnost je centrifugirana 10 minuta na 3000 rpm. Odbacen je

supernatant i pelet je resuspendovan u 10 mL ledeno hladnog rastvora CaCl. Postupci
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centrifugiranja, odbacivanja supernatanta i resuspendovanja peleta su ponovljeni i sve
vreme pelet je inkubiran na ledu;

3. Nakon poslednjeg ispiranja u CaCly, pelet je inkubiran 30 minuta na ledu;

4. Pelet je centrifugran 10 min na 3000 rpm. Odbacen je supernatant i talog je
resuspendovan u 2 mL ledeno hladnog rastvora CaCly;

5. Alikvoti od 50 pL su otpipetirani u prethodno ohladene i sterilne ependorfe i odmah

zamrznuti na -70°C.

4.15.1.2 Hemijska transformacija kompetentnih E. coli XL1 blue ¢elija sa plazmidom
pUC19

1.U 50 pL pripremljenih kompetentnih ¢elija na ledu dodato jel uL pUC19 10 ng/uL.

2. Smesa je inkubirana 10 minuta na ledu;

3. Smesa je inkubirana u vodenom kupatilu na 42°C u trajanju od 1 minut;

4. a zatim u ledenom kupatilu 5 minuta;

5. Dodat je I mL LB medijuma, prethodno zagrejanog na 37°C. Transformaciona smesa
je inkubirana 45 min na 37°C u termostatu;

6. Fermentaciona te¢nost je centrifugirana 5 minuta na 3000 rpm,;

7. Uklonjeno je 900 pL supernatanta i ostatak medijuma sa resuspendovanim c¢elijama je
nanet na sredinu Petrijeve $olje sa LB podlogom sa tetraciklinom (12,5 pg mL™?) i
ampicilinom (100 pg pL?) i pomoéu staklene eze utrljan u podlogu;

8. Inkubiranje Petrijeve Solje sa transformatima preko no¢i na 37°C u termostatu do

pojave kolonija.

Ezom je zagrebana pojedinacna kolonija i bakterije su prebacene sa Petrijeve Solje
u epruvetu sa 5 mL te¢nog LB-a sa tetraciklinom (12,5 ug mL™) i ampicilinom (100 pg
uLt), prethodno zagrejanim na 37°C. Inkubirano je na 37°C i 200 rpm u termostatiranoj
muckalici do postizanja ODsoo =0,603. Zatim je 100 pL inokuluma, prebaceno u 100 mL
tecne LB podloge sa tetraciklinom (12,5 pg mL™) i ampicilinom (100 pg uL™).
Bakterijske kulture su gajene na 37 °C i 200 rpm u termostatiranoj muckalici do
postizanja ODeoo=0,538. Fermentacione te¢nosti su centrifugirane su 30 min na 11 000

o/min, nakon ¢ega je pelet zamrznut na -20°C.
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4.15.1.3 lzolovanje plazmida pUC19

Plazmid pUC19 je izolovan i i pre¢is¢en pomocu komercijalnog kita (Qiagene Plasmid
plus Maxi Kit) na slede¢i nacin:

1. Resuspendovati pelet u 8 mL pufera P1;

2. Dodato je 8 mL pufera P2, promeSano dok lizat nije postano viskozan. Inkubirano na
sobnoj temperaturi 3 minuta;

3. Dodato je 8 mL pufera S3 lizatu i promeSano 4-6 puta. Inkubirano je na ST 10 minuta
bez mesanja;

4. Precipitat je odvojen od bistrog rastvora filtriranjem kroz u QIA filter;

5. Bistrom lizatu dodato je 5 mL BB pufera i promeSano je 4- 6 puta;

6. Lizat je propusten kroz Qiagene Plasmid Plus kolonu pod vakuumom;

7. Kolonica je isprana sa 0,7 mL ETR rastvora, a potom i sa 0,7 mL pufera PE;

8. DNA je eluirana sa 0,4 mL pufera EB;

4.15.2 Agarozna gel elektroforeza plazmidne DNA

Priprema pufera

20 mM Tris pufer pH 7,9
Tris 2,429
Dopuniti do 1000 mL dejonizovanom vodom, podesiti pH na 7,9 sa 1 M HCI.

25 X TAE pufer

Glacijalna siréetna kiselina 7,13 mL

Tris 30,259
0,5MEDTApH 8,0 12,5 mL
Dopuniti do 250 mL dejonizovanom vodom.

1 X TAE pufer
25 X TAE 4 mL
Dopuniti do 100 mL dejonizovanom vodom.

Rastvor boje
Bromfenol plavo 10 mg

Ksilen-cijanol 10 mg
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Glicerol (88%) 10 mL

Rastvor etidijum-bromida
Etidijum-bromid (10 %) 3uL
1x TAE do 30 mL

Priprema gela

Agaroza (agaroza za analizu fragmenata DNA molekulske mase manje od 1000
bp “low melting/geling agarose” temperature o¢vr$¢avanja 35,5 °C) je pripremljena
kuvanjem u 1XxTAE do potpunog rastvaranja u mikrotalasnoj rerni (25 mL 1 X TAE i 0,25
g agaroza). Kada je rastvor ohladen na oko 60 °C naliven je u kalup sa prethodno
postavljenim ¢esljevima i ostavljen da o¢vrsne. Kada je gel ocvrsnuo, kalup je postavljen
u kadicu za horizontalnu elektroforezu (Sub-Cell GTDNA Electrophoresis Cell, Bio Rad,
USA). Kada je kalup sa gelom za elektroforezu postavljen u kadicu za elektroforezu je

naliven 1xTAE pufer i uzorci kojima je dodato 5 pL rastvora boje su naneti ispod pufera.

4.15.3 Priprema uzoraka nakon prethodne termalne denaturacije i renaturacije
plazmidne DNA

Reakcione smese ukupne zapremina 20 pL sastojale su se od 460 ng pL*
plazmida pUC19. Uzorci su pripremani prema dole prikazanim shemama i inkubirani su
90 min na 37 °C sa povremenim vorteksovanjem. Reakcione smeSe su analizirane
elektroforetski na 1% agaroznom gelu. Elektroforeza u trajanju od 40 min pri struji od 80
V pracena je 20 minutnim inkubiranjem gela u 10% rastvoru etidijum-bromida u cilju
vizuelizacije DNA. Nakon ispiranja gela 3 x dejonizovanom vodom u trajanju od 5 min

trake na gelu su vizuelizovane izlaganjem UV svetlu od 312 nm.
Za eksperimente kori§éen je rastvor boje 1 mg mL™*. Boje su tretirane sa HRP-A

u prisustvu H2O2 prema protokolu opisanim u poglavlju 4.13.5. Postignuto je 95%

obezbojavanje.
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Koncentracije boje, proizvoda obezbojavanja i plazmida varirani su prema

sledecoj Semi:

) . Proizvod Bikarbonatni
Plazmid Boja ) )

obezbojavanja pufer
5L - - 15 pL
5uL 2uL 1 mgmL? - 13 uL
5uL 6 uL 1 mgmL* - 9uL
5uL - 2uL 1 mgmLt? 13 pL
5uL - 6 uL 1 mg mL™ 9uL
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Prilog 1
Najvazni hemijski i ekoloski zakoni kao i regulative na svetskom nivou

Evropska Unija:

-Direktiva za klasifikaciju, pakovanje i oznaavanje opasnih supstanci (67/548/EEC),
ukljucujuéi nekoliko amandmana I adaptacija, poslednji amandman direktivom
2001/59/EC.

-Direktiva za klasifikaciju, pakovanje i oznaavanje opasnih preparata (88/379/EEC),

-Ogranicenja na trzistu i upotreba odredenih opasnih supstanci i preparata
76/769/EEC, sa amandmanima, poslednji amandman direktiva 2002/61/EC.

-Direktiva kontrole glavnih opasnih akcidenata ukljucujuci I opasne supstance
(96/82/EC)

-Zastita radnika od rizika izlaganju karcinogenima na radnom mestu (89/391/EEC,
90/394/EEC) Direktiva vezana za prevenciju integrisanja zagadivaca (96/61/EC)
MSDS direktiva 91/155/EEC

Nemacka:

-Spisak supstanci koje ugrozavaju vode pod Federalnim zakonom o vodama (2011)

Svajcarska:
-Zakon o otrovima (1969)

-Zakon o€uvanja zivotne okoline (1985)

SAD:
-Zakon o kontrolisanju toksi¢nih supstanci (1976)

-OSHA standard komunikacije opasnih materija (1985).

Kanada:

-Akt o zastiti Zivotne okoline Kanade (1994).



Japan:
-Zakon kontrolisanja hemijskih supstanci (1973).

-Zakon o zdravstvu i industrijskoj sigurnosti (1972).

Australija:

-Nacionalni industrijsko hemijski i $ema procene (1990)

U Srbiji je doneta uredba o grani¢nim vrednostima emisije zagadujucih materija
u vodama i rokovi za njihovo dostizanje na osnovu ¢lana 93. stav 2. tacka 1) Zakona o
vodama ("Sluzbeni glasnik RS", broj 30/10) i ¢lana 42. stav 1. Zakona o Vladi ("Sluzbeni
glasnik RS", br. 55/05, 71/05 - ispravka 101/07, 65/08 i 16/11).
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Strukture boja koriS¢enih u ovoj doktorskoj disertaciji

Boja Klasa Struktura
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Metil oranz (MO)
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Realan® zuta (RLY)

Remazol brilijant plava (RBBR)

Brilijant zelena (BG)

Drimaren zlatno zuta (DGY)
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Procion® ¢ilibar (PRA)

Procion® crveno braon (PRB)

Procion® zuta (PRY)

nedostupno nedostupno

nedostupno nedostupno

bifunkcionalna boja zastic¢ene
strukture sa dva
monohlortriazinske reaktivne

grupe
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ESI-MS spektar OR2 pre (a) i nakon obezbojavanja sa HRP-A (b) 3uL, (c) 10 pL.
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Intensity, counts
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Detektovani nivo ostecenja DNA komet testom prilikom inkubiranja sa: PBS—
negativna kontrola, PC—pozitivna kontrola (H202), HRP-A — kisela izoforma
peroksidaze iz rena, CAT- katalaza.
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UsjaBa o ayTopcTBY

Vme u npesume aytopa Bapbapa Joxed
bpoj nHaekca [1606/2012
UsjaBrbyjem

[la je JOKTOpCKa AucepTaumja nog HacrnoBoMm

MpumeHa pacTBOpPHUX U UMOGUNN3OBaHUX U30hOpMM NEepoKCcMAa3e U3 peHa y
yKnawakby 0060jeHuX KCeHOOBMOoTHKa

e pesynTaT COMCTBEHOr UCTPaXMBaYKOr paaa;

e [a aucepTauuja y UEenvHU HU Y AenoBuma Huje Guna npeanoxeHa 3a cTulake
Apyre gunrnome npema CTYAUCKAM MNporpamMuma OpYrux BUCOKOLLKOFCKUX
yCTaHOBa;

e [acy pe3ynTaTi KOPeKTHO HaBeAEHU U

e [la HMCaM KpLmo/mna ayTopcka npaBa W KOPUCTUO/Na WHTENEKTyarnHy CBOjUHY
ApYrvx nuua.

MoTnuc aytopa

Y Beorpaay, 14. maj 2018, rognHe




U3jaBa 0 MICTOBETHOCTU LUTaMMNaHe U efIeKTPOHCKe
Bep3nje AOKTOPCKOr paaa

Mme n npeanme aytopa Bbap6apa Joxed
bpoj nHaoekca [1606/2012
Crtyamjcku nporpaMm AOKTOp BMOXeMmjckux Hayka

Hacrnoe paga NpumeHa pacTBOPHUX U UMOOUNIN30BaHNX M30chopmmM nepokcugase
M3 peHa y yKIawahy 000jeHnX KCeHOOMoTHKa

MeHTtop npod. Op 3opaH Byjunh n Buwmn Hay4yHu capagHuk gp Mmupocnaea Byjunh

M3sjaBrbyjem Oa je wtamnaHa Bepsuja MOr JOKTOPCKOr pajia UCTOBETHA eNeKTPOHCKO)
BEpP3uju KOjy caM npedao/na pagu noxpaweHa y [OurutanHom penosntopujymy
YHuBep3uTeTa y beorpaay.

[osBorbaBam ga ce objaBe MoOjM NUYHM nojauM Be3aHW 3a Aobujare akagemckor
Ha3nBa JOKTOpa Hayka, Kao LITO Cy UMe U Npe3ume, roamHa u Mecto pohera u gatym
ogbpaHe paga.

OBu nuyHM nogaum Mory ce o06jaBUTM Ha MpPEXHUMM CTpaHuuama AaururtanHe
ombnunoTeke, y enekTPOHCKOM KaTanory uny nybnukauvjama YHmsepauteta y beorpagy.

MoTnuc aytopa

Y Bbeorpagy, 14. maj 2018. roguHe




UsjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHuBepauTeTcky 6ubnuoteky ,Ceetoszap Mapkosuh® ga y Odurutantm
penosuTopujym YHuBepsuTeTa y beorpagy yHece MoOjy OOKTOPCKY AucepTtauujy nopg
HacrnoBomMm:

MpumeHa pacTBOpHUX U UMOGUNN3OBaHUX M30chopMM NepoKkcuaase U3 peHay
yKInarwaky 060jeHux kceHobuoTuka

Koja je Moje ayTopcko aeno.

IuncepTaumjy ca cBuM npunosmma npegao/na cam y enekTpoHckomM gopmMaTty norogHom
3a TpajHO apxuBMpat-e.

Mojy [OKTOpCKy Auceptauvjy noxpaweHy Yy [OurutanHom  penosumTopujymy
YHuBep3auTeTa y beorpagy v gocTynHy y OTBOPEHOM MPUCTYNy MOry Aa KOPUCTE CBU
Koju nowTyjy ogpeabe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny nuueHue KpeaTuBHe 3ajegHuue
(Creative Commons) 3a kojy cam ce oany4duno/na.

1. Aytopctso (CC BY)

2. AytopcTtBo — HekomepuwmjanHo (CC BY-NC)

3. AyTopcTBO — HekomepuujanHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)

4. AyTOpCTBO — HekomMepuujanHo — genutn nog uctum ycnosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTtBo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)

6. AytopctBo — aenutu nog uctum ycnosmma (CC BY-SA)

(Monumo ga 3aoKpyxXuTte camo jefHy of WeCT NoHyHeHnX nuueHuum.
KpaTtak onvc nuueHumn je cactaBHM €0 OBE 13jaBe).

MoTnuc aytopa

Y beorpagy, 14. maj 2018. roguHe




1. AytopcTtBo. [lo3BOrbaBaTe YMHOXaBawe, OUCTPUbYLMjy M jaBHO caonuiTaBahe
gena, n npepage, ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HauyuH ofapeheH o cTpaHe ayTopa
Unu gaesaoua nuueHue, Yak 1 'y komepuujanHe cepxe. OBO je HajcnoboaHuja og CBUX
nuueHUMW.

2. AyTopcTBO — HeKoMepuMujanHo. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBake, AUCTPUbyuujy u
jaBHO caonwiTaBawe Aena, v npepage, ako ce HaBeae UMe ayTopa Ha HauuH oapeheH
o[ CTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nueHua He [03BobaBa koMepLuujanHy
ynoTpeby gena.

3. AyTOpCcTBO — HeKomepuujanHo — 6e3 npepapga. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBawe,
ANCTpnbyunjy M jaBHO caonwTaBawe aena, 6e3 npomeHa, npeobnvkoBawa Wnu
ynoTpebe gena y CBOM ferny, ako ce HaBede Mme ayTtopa Ha HadvH ogpeheH of
cTpaHe aytopa wnu gasaoua nuueHue. OBa nuvueHua He 003BOrbaBa KoMepuujanHy
ynotpeby Aena. Y ogHOCy Ha cBe ocTane nuueHue, OBOM NULEHLOM ce orpaHuvaBa
Hajsehun o61M npaBa kopuwwhewa gena.

4. AyTOpCTBO — HEKOMepuUjanHo — AenuTu nog UCTUM ycroBuma. [lo3sorbaBaTe
yMHOXaBak-€e, AUCTpunbyLMjy 1 jaBHO caonwiTaBake Aena, U npepage, ako ce HaBeae
MMe ayTopa Ha HauvH ogpefheH oA CTpaHe ayTopa WUnu gaBaola fuUeHLEe M ako ce
npepaga AuCTpuOyupa nog WCTOM MMM CiMYHOM nuvueHuom. OBa nuueHua He
[103BOSbaBa komepuujanHy ynotpeby aena u npepaga.

5. AytopcTtBo — 6e3 npepapa. [lo3BosbaBate yMHOXaBakwe, OUCTPUOYUMn)y 1 jaBHO
caonwTaBawe gena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBara nnu ynotpebe genay cBom geny,
aKo ce HaBege MMe ayTopa Ha HauvMH ofapefeH of cTpaHe ayTopa wunu gaeaoua
nuueHue. OBa nuueHua Ao3BorbaBa kKoMepuumjanHiy ynotpedy aena.

6. AyTOpCTBO — [OenutM nog UCTUM ycrnoBuma. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBahe,
ANCcTpnbyunjy 1 jaBHO caoniwiTaBawe Aena, u npepage, ako ce HaBeje ume aytopa Ha
HauuH oapefeH o4 cTpaHe ayTopa WnvM JaBaoua NuUuUeHue U ako ce npepaga
anctpmbympa nog WMCTOM WK cnu4HOM  nuvueHuom. OBa nuvueHua [o03BOrbaBa
komepuujanHy ynotpeby gena u npepaga. CnuyHa je codTBepckuMm nuueHuama,
O[HOCHO NunLeHuamMa OTBOPEeHOr Koaa.



