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Biorazgradnja antrahinonske boje peroksidazom izolovanom iz otpadnog
materijala u SarZnom i kontinualnom sistemu

Sazetak

Ideja ove doktorske disertacije je izolovanje peroksidaze iz otpadnog materijala i njena upotreba u
razgradnji antrahinonske boje Kiselo ljubic¢asto 109 (Acid Violet 109, AV109). Enzim je izolovan
iz otpadnog materijala u cilju poveéanje ekonomicnosti i odrzivosti procesa. Razmotreni su Sarzni i
kontinualni sistemi u cilju optimizacije razgradnje boje.

U prvom delu disertacije ispitivana je moguénost izolovanja peroksidaze iz razli¢itog otpadnog
materijala i odabir najpogodnijeg izvora. Potom, je izvrSena optimizacija procesa razgradnje AV109
u Sarznom reaktoru. Sa tim u vezi ispitan je uticaj procesnih parametara kao $to su: vreme kontakta,
pH reakcione smese, koncentracija enzima, vodonik-peroksida i boje, i temperatura. Zatim, posebna
paznja je posvecena ispitivanju pocetne kinetike enzimske reakcije i utvrdivanju kinetickih
konstanti.

Slede¢i deo disertacije odnosi se na kontinualnu razgradnju antrahinonske boje AV109 u
mikroreaktorskom sistemu. Kontinualni sistemi generalno pokazuju vecu efikasnost, a olaksano je i
vodenje procesa. U tu svrhu, optimizovani su parametri koji imaju glavnu ulogu u razgradnji
AV109 u mikroreaktoru: vreme zadrzavanja, duzina i pre¢nik reaktora kao i koncentracijski protok
vodonik-peroksida, enzima i boje.

.....

enzima umrezavanjem u kontinualnom i Sarznom reaktoru. Na taj nacin, bilo je moguce koristiti
enzim dobijen iz otpadnog materijala viSe puta. Ova vrsta imobilizacije odvija se u dva koraka:
talozenje enzima i umreZavanje. Za umrezavanje enzima koriS¢en je pektin - prirodni polimer
bezbedan za okolinu. Nakon odabira najpogodnijeg taloZnog reagensa ispitivan je uticaj
koncentracije umrezivaca na aktivnost enzima. UmreZeni enzimski agregati su primenjeni u reakciji
biorazgradnje AV109 u Sarznom reaktoru zapremine 50 mL i optimizovani su slede¢i parametri: pH
vrednost, koncentracija imobilizata, vodonik-peroksida i boje. Takode, ispitana je operativna
stabilnost umrezenih enzimskih agregata.

U kontinualnom sistemu, je ispitivana moguc¢nost imobilizacije enzima na unutra$njim zidovima
mikroreaktora. Imobilizacija peroksidaze u cevnom mikroreaktoru je potvrdena SEM analizom.
Dalje, optimizovana je koncentracija umreZivaca i koncentracija enzima, a ispitivana je 1 operativna
stabilnost u reakciji razgradnje boje AV109.

Dobijeni rezultati ukazuju na efikasnu razgradnje boje, ali mehanizam delovanja peroksidaze nije
rasvetljen u potpunosti. Zbog toga, izvrSena je LC/GC — MS analiza proizvoda razgradnje.
Ispitivana je i hemijska potrosnja kiseonika u cilju utvrdivanja toksi¢nosti sekundarnih proizvoda
reakcije.

Kljuéne reci: peroksidaza iz sojinih ljuspica, peroksidaza iz krompirovih ljuski, otpadni material,
biorazgradnja, antrahinonska boja, mikroreaktori, imobilizacija, oksidovani pektin, umrezeni
enzimski agregati, umrezeni enzimi, proizvodi razgradnje
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An anthraquinone dye biodegradation by peroxidase from waste material in a
batch and continuous flow system

Abstract

The idea behind this doctoral thesis is extraction of peroxidase from waste material and its use for
biodegradation of the anthraquinone dye Acid Violet 109. The enzyme is isolated from agro-
industrial waste in order to increase the overall cost-effectiveness and sustainability of the process.
Batch and continuous systems are considered for dye removal process’s optimization.

In the thesis first section, the possibility of peroxidase extraction from different waste material and
selection of the most suitable one is examined. Afterwards, optimization of the biodegradation
batch process is carried out. Contact time, pH, enzyme, hydrogen peroxide and dye concentration,
temperature, Kinetic constants and inhibition constants are optimized.

Next section of this doctoral thesis deals with the continuous dye biodegradation in a microreactor.
Continuous systems show increased efficiency and easier manipulation of the process. Bearing in
mind the latter mentioned characteristics, the key parameters for continuous biodegradation of the
Acid Violet 109 dye are optimized: residence time, reactor’s length and diameter, together with
process parameters: concentration flow of enzyme, hydrogen peroxide and dye.

As a means to a more advanced, efficient and greener process, the enzyme is immobilized by cross-
linking in the batch and continuous reactor. Thus, the enzyme obtained from a waste material can be
reused several times. Pectin is used for enzyme cross-linking. It is a biopolymer that is recognized
as safe for the environment. The effect of the precipitation reagents on the enzyme activity is
examined. After choosing the proper precipitant, the cross-linker concentration is optimized. The
cross-linked enzyme aggregates are applied in the biodegradation of the athraquinone dye in a 50
mL batch reactor. The following parameters are optimized: pH, cross-linked enzyme, hydrogen
peroxide and dye concentration. The possibility of the cross-linked enzyme aggregates reuse is
confirmed by biodegrading the dye in 10 successive cycles.

In continuous flow, the peroxidase is cross-linked onto the inner walls of the PTFE tube
microreactor. Scanning electron microscopy analysis confirmed the successful outcome of the
immobilization. Afterwards, the enzyme and cross-linker concentration was optimized, together
with reusability assessment of the immobilized enzyme microreactor.

The obtained results indicate of a successful prosperous dye biodegradation process, but the
mechanism of the biodegradation is not revealed. Hence, LC/GC-MS analysis of the degradation
products is performed. Chemical oxygen demand was analyzed as a validation that generation of
secondary byproducts which are more toxic than the dye itself does not occur.

Keywords: soybean hull peroxidase, potato peel peroxidase, anthraquinone dye, waste material,
immobilization, oxidized pectin, cross-linked enzyme aggregates, cross-linked enzymes,
biodegradation products

Scientific field: Engineering technology

Scientific subfield: Biochemical Engineering and Biotechnology
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Uvod

Povecanje svetske populacije, kao i povecana proizvodnja uzrokuju nastanak sve veée kolicine
otpada koji prevazilazi mehanizme prirodnog preciS¢avanja. Tekstilna industrija je znacajan
industrijski sektor jer zaposljava 35 miliona radnika u svetu i sa 7% ucestvuje u ukupnom svetskom
izvozu. Medutim, ovaj industrijski sektor predstavlja jedan od najvecih globalnih zagadivada [1].
Zagadenje vazduha koje potice od tekstilne industrije sastoji se od azotnih i sumpornih oksida, kao i
od isparljivih organskih jedinjenja. Ostaci tekstilnih tkanina i prediva, kao i ambalaza ¢ine primarni
¢vrsti otpad. Tekstilni mulj, kao te¢ni otpad, pored velike zapremine, sadrzi velike koncentracije
organskih materija, mikronutrienta, teSkih metala i patogenih mikroorganizama [2]. Najveci
ekoloski problem ove industrije je ispustanje netretirane otpadne vode u vodotokove, Sto predstavlja
80% od ukupnog zagadenja [3]. U sastavu vecine otpadnih voda, nivo biohemijske i hemijske
potrosnje kiseonika (BPK i1 HPK) je visok. ZnaCajan stepen zagadenosti vode je uzrokovan
nerazgradivim organskim jedinjenjima, posebno bojama [4].

Procenjuje se da se vise od 10.000 razli¢itih boja koristi za bojenje tekstila i da se na globalnom
nivou proizvodi vie od 0,7 miliona tona sintetickih boja [5]. Bojenje tekstilnog materijala moze biti
Sarzni, kontinualni ili polu-kontinualni proces. Izbor procesa zavisi od tipa materijala, veliine serije
1 zahteva kvaliteta obojene tkanine. Bojenje tekstilnog materijala se naj¢eS¢e odvija Sarzno.

Zbog neefikasnosti procesa za vreme postupka bojenja i dorade tekstila 200.000 tona boje dospeva
u otpadne vode [5]. Uglavnom se boje slabo uklanjaju konvencionalnim tretmanima otpadnih voda
zbog njihove stabilnosti na uticaj svetlosti, temperature, vode, deterdzenata i slicno [6]. Osim
uticaja na izgled vodotokova, boje u vodotokovima ometaju apsorpciju sunéeve svetlosti i na taj
nacin otezavaju proces fotosinteze, kao i nivo rastvorenog kiseonika §to uti¢e na vodeni svet [7].
Tekstilne boje imaju toksi¢no, mutageno i kancerogeno dejstvo [8], teSko se uklanjaju i njihova
postojanost u Zivotnoj sredini im omogucava kretanje kroz lanac ishrane S$to dovodi do
biomagnifikacije.

Imajuéi u vidu da je bojenje tekstila jedan od industrijskih procesa koji imaju znacajan negativan
efekat na zivotnu sredinu, u daljem tekstu su detaljnije opisani procesi bojenja i dorade tekstila.
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1. Bojenje tekstila

Proces bojenja ima klju¢nu ulogu za uspes$nu trgovinu tekstilnim proizvodima. Zahtevi potrosaca za
razlicitim nijansama boja koje prate modne trendove su iz godine u godinu u porastu. Shodno tome,
potrebno je zadovoljiti zahteve potrosaa za razliitim nijansama boja koje su na materijalu
postojane prilikom izlaganja svetlosti ili prilikom mnogobrojnih ciklusa pranja. Da bi se odgovorilo
na ove zahteve neophodno je da boje kojim se boje tkanine imaju veliki afinitet prema materijalu,
da su uniformne, postojane na svetlost i da su pristupa¢ne u pogledu cene. Ostala svojstva boje kao
Sto su su hemijska struktura, klasifikacija, komercijalna dostupnost, ekonomicnost i sli¢no odreduju
koji ¢e se postupak bojenja primeniti [9]. Takode, bitan faktor za odabir tehnologije bojenja je i
sama priroda vlakana. Uglavnom, postupak bojenja se moze podeliti u tri faze: priprema, bojenje i
dorada.

U fazi pripreme se nezeljene necistoce uklanjaju sa tkanina pre bojenja, Sto znaci da se tkanine
tretiraju vodenim alkalnim rastvorima i detergentima, ili enzimima. U cilju uklanjanja prirodne boje
tkanina, vrsi se izbeljivanje vodonik-peroksidom ili jedinjenjima koja sadrze hlor. Ako se tkanina
prodaje bela, dodaju se opticka sredstva za beljenje.

Operacija bojenja sastoji se od nanoSenja boje na tekstil, uglavnom upotrebom sintetickih boja. Ova
faza Cesto zahteva povisene temperature i pritiske [10]. Ne postoji boja koja moze da oboji sve vrste
vlakana, niti vlakna koja mogu da se boje svim poznatim bojama. Tokom ove faze, boje 1 pomocne
supstance, kao $to su povrSinski aktivne materije, kiseline, baze, elektroliti, agensi za heliranje,
emulgatori, sredstva za omekSavanje 1 sl. nanose se na tekstil kako bi se dobila uniformna boja i
postigla postojanost pogodna za krajnju upotrebu tkanine [11]. Postupak se sastoji od difuzije boje u
te¢nu fazu, zatim dolazi do adsorpcije boje na spoljnjoj povrsini vlakana i na kraju do adsorpcije
boje na unutrasnjoj povrsini vlakana. U zavisnosti od upotrebe tkanina, moze se posti¢i razlicita
postojanost boje. Na primer, kupaci kostimi ne smeju da pustaju boju u vodi, a tkanine za
automobile ne bi trebalo da blede nakon duzeg izlaganja sunéevoj svetlosti. Za postizanje ovih
svojstava koriste se razli€ite vrste boja 1 hemijski aditivi tokom operacija koje se izvode u fazi
dorade tkanina. Bojenje se takode moze posti¢i nanoSenjem pigmenata (pigmenti se razlikuju od
boja, jer ne pokazuju hemijski ili fizi€ki afinitet prema vlaknima) zajedno sa vezivnim agensima
(polimeri koji fiksiraju pigment na vlakna) [12].

U zavisnosti od vrste materijala i zahteva za kvalitet finalnog proizvoda, bojenje se moze vrsiti
kontinualno ili Sarzno. NajceS¢e se primenjuje Sarzni nacin bojenja.

Pri Sarznom bojenju, boja se postepeno adsorbuje iz kupatila na materijal koji se boji tokom
relativno dugog vremenskog perioda. Bojenje se odvija u razredenim rastvorima u zatvorenom
reaktoru. Za razliku od kontinualnog postupka, umesto da prode kroz razli¢ita kupatila u dugom
nizu odeljaka opreme, u SarZznom procesu tkanina ostaje u jednom delu opreme, koji se naizmeni¢no
puni vodom i potom susi, u svakom koraku procesa. Svaki put kada je tkanina izlozena odvojenom
kupatilu, koristi se pet do deset puta veca zapremina vode od mase tkanine. Odredene masine za
Sarzno bojenje dozvoljavaju rad samo na temperaturama do 100°C. Medutim, ako oprema ima
opciju za rad pod pritiskom, postoji mogucnost za postizanje temperature iznad 100°C. Vlakna od




pamuka, rajona, najlona, vune se mogu bojiti na temperaturama do 100°C. Poliester i druga
sinteticka vlakna lakSe se boje na temperaturama iznad 100°C.

U kontinualnom procesu bojenja, duge rolne tkanine prolaze kroz niz koncentrovanih rastvora. Za
to vreme dovodi se toplota i para u sam sistem. Tkanina zadrzava ve¢i deo hemikalija dok
ispiranjem se uklanja veéi deo supstanci koje su bile prisutne u rastvoru. Svaki put kad tkanina
prode kroz rastvor, koristi se koli¢ina vode jednaka tezini tkanine [13].

Stepen fiksiranja boje zavisi od prirode vlakana. Vlakna koja se koriste u tekstilnoj industriji mogu
se podeliti u dve grupe: prirodna i sinteticka. Prirodna vlakna su biljnog ili zivotinjskog porekla:
vuna, pamuk, lan, svila, juta, konoplja, a koja su po strukturi celuloza ili proteini. Sinteticka vlakna
su organski polimeri: poliester, poliamid, rajon, acetat ili akril [14].

Vezivanje boje za vlakno ukljucuje primarno Cetiri vrste interakcija: Van der Valsove (Van der
Vaals), vodoni¢ne, kovalente i jonske veze. Proces se najéesce odvija u vodenom rastvoru [15].

Jonsko vezivanje boja na tkanine nastaje kao rezultat interakcija izmedu suprotno naelektrisanih
jona prisutnih u bojama i vlaknima, poput onih izmedu pozitivnog centra amino grupa i
karboksilnih grupa u vlaknima i jonskih naelektrisanja na molekulu boje, i jonsko privlacenje
izmedu katjonskih i anjonskih grupa boje (SOs i COQO") prisutnih u molekulu polimera akrilnih
vlakana. Tipi¢ni primeri ove vrste interakcije mogu se naci u bojenju vune, svile i poliamida [12].

Van der Valsove interakcije nastaju kada su z-orbitale molekula boje i vlakna dovoljno blizu tako
da su molekuli boje pri¢vrséeni za vlakno bez stvaranja veze. Tipi¢ni primeri Van der Valsove
interakcije su bojenje vune i poliestera bojama sa visokim afinitetom prema celulozi.

Vodonicne veze nastaju izmedu atoma vodonika kovalentno vezanih u boji 1 slobodnih elektronskih
parova atoma donora u centru vlakna. Ova interakcija se moze na¢i u bojenju vune, svile i
sinteti¢kih vlakana poput etil-celuloze.

Kovalentne veze nastaju izmedu molekula boje koje sadrZze reaktivne grupe (elektrofilne grupe) i
nukleofilne grupe na vlaknu, na primer veza koja nastaje izmedu atoma ugljenika reaktivnog
molekula boje i atoma kiseonika, azota ili sumpora, hidroksil-anjona ili tiolne grupe prisutne u
tekstilnim vlaknima. Ova vrsta veze moze se naci u bojenju pamuc¢nih materijala [9],[14].

Faza dorade ukljucuje tretmane hemijskim jedinjenjima u cilju poboljSanja kvaliteta tkanine.
Postupak presovanja, vodootpornost, omekSavanje, antistaticka zaStita 1 mikrobna/fungalna zastita
su primeri tretmana tkanine koji se primenjuju u procesu dorade.

2. Procena Stetnog uticaja otpadnih voda na Zivotnu sredinu

Tekstilna industrija je jedan od najvecih zagadivaca u svetu. Nezavisno od svojstva izabranih boja 1
metoda, postupak bojenja ukljucuje pranje materijala u kupatilu kako bi se uklonio viSak boja koje
nisu bile fiksirane na vlaknu u prethodnim fazama. Tokom pranja, procenjuje se da se priblizno 10-
50 % boja koje se koriste u procesu bojenja izgubi i zavrs$i u otpadnim vodama, zagadujuéi Zivotnu
sredinu. Na primer, procenjeno je da ¢e u 2021. godini, u Bangladesu koli¢ina otpadnih voda biti
349 miliona m?® [16]. Pored problema izazvanog gubitkom boje tokom procesa bojenja, povezanim
sa zagadenjem zivotne sredine, smatra se da je tekstilna industrija jedan od najve¢ih zagadivaca i
zbog velikih koli¢ina vode koju koristi samo postrojenje, $to dovodi do stvaranja velikih koli¢ina
otpadnih voda. Procenjuje se da je za svaki kilogram proizvedenog pamuka potrebno priblizno 200
L vode [17]. Takode, za jedan par farmerki potrebno je 3200 L vode, 400 MJ energije pri cemu se




proizvodi 32 kg CO.. Ovo je ekvivalentno voznji od 125 km, zalivanju vrta u toku 106 min i
napajanju racunara za vreme od 556h [18]. Otpadne vode tekstilne industrije su slozene smese
mnogih zagadivaca, i sastoje se od boja koje poticu od procesa bojenja do povezanih pesticida i
teskih metala. Kada nisu pravilno tretirane, otpadne vode mogu izazvati kontaminaciju izvora vode.
Dakle supstance koje zavrSavaju u vodotokovima su efluenti koji sadrze velike koli¢ine organske
materije i biolosku potro$nju kiseonika, niske koncentracije rastvorenog kiseonika, jaku boju i mali
nivo biorazgradivosti. Pored vizuelnog zagadenja, ova jedinjenja izazivaju promene u bioloskim
ciklusima vodenog sveta, a posebno uti¢u na procese fotosinteze i oksigenacije u vodi [19].

Jedna vrsta zagadujuéih materija u otpadnim vodama su derivati 2-benzotriazola (PBTA), koji se
stvaraju redukcijom azo boja natrijum-hidrogensulfitom i upotrebom hipohlorne kiseline. Osim
stvaranja PBTA, moze do¢i do formiranja visoko mutagenih aromati¢nih amina, ¢ija se mutagenost
smatra ve¢om od same boje. U vodi, redukcija boje se moze desiti u dve faze: primenom
redukcionih sredstava na novoobojena vlakna radi uklanjanja viska nevezane boje, §to bi moglo
dovesti do ispiranja boje tokom pranja i upotrebom redukcionih sredstava u procesu beljenja, kako
bi otpadne vode bile bezbojne i uskladene sa zakonskim regulativima. Redukovani bezbojni efluent
koji i dalje sadrzi boje dospeva u komunalno postrojenje za precis¢avanje otpadnih voda, gde se
efluent tretira hlorom pre nego Sto se ispusti u vodotok. U vodotokovima je moguée stvaranje
PBTA. Nekoliko razli¢itih PBTA ve¢ je opisano u literaturi, a njihove hemijske strukture variraju u
zavisnosti od boje [20]. Ako nepravilno tretirani efluent dospe u vodotokove, i ako se kontaminirani
vodotok Koristi za navodnjavanje zemljiSta do¢i ¢e do zalepljenja pora zemljista i S tim do
smanjenja produktivnosti zemljista. Pored toga dolazi do poveéanja tvrdoce tla $to sprecava prodor
korena. Otpadne vode koje proticu kroz odvodne cevi uzrokuju koroziju i smanjenje precnika
kanalizacionih cevi.

Zanimljivo je da je pojava obojenosti vodotokova prihvacena kao estetski problem a ne kao
ekotoksi¢na opasnost. Tako na primer, javnost prihvata zelenu, plavu ili smedu boja reka, ali
,heprirodne* boje kao $to su crvena ili ljubicasta izazivaju najviSe zabrinutosti [21].

Boje koje se koriste u tekstilnoj industriji potencijalno su opasne po zdravlje, jer mogu izazvati rak
creva i abnormalnosti u fetusu [22]. Tekstilne boje mogu izazvati alergije kao $to su kontaktni
dermatitis 1 respiratorne bolesti, alergijske reakcije u ocima, iritaciju koZe, iritaciju sluzokoze i
gornjih disajnih puteva. Reaktivne boje formiraju kovalentne veze sa celuloznim, vunenim i
poliamidnim vlaknima. Pretpostavlja se da se na isti nacin reaktivne boje mogu vezati za -NHz i —
SH grupe proteina u Zivim organizmima. Pored toga, intenzivne studije su pokazale da obojeni
alergeni mogu dovesti do hemijske 1 bioloske asimilacije, uzrokuju eutrofikaciju, sprecavaju
ponovnu oksigenaciju u vodotokovima, kao i da ubrzavaju genotoksi¢nost i mikrotoksi¢nost usled
izdvajanja jona metala, koji su u sastavu odredenih boja [23].

Potencijalni zdravstveni rizik se javlja adsorpcijom azo boja i njihovih proizvoda degradacije,
razgradnje (toksicni amini) kroz gastrointestinalni trakt, kozu, plu¢a, kao 1 stvaranje
hemoglobinskih adukata. Zabelezene vrednosti srednje letalne doze (LDsp) za aromati¢ne azo boje
krecu se 100-2000 mg/kg telesne mase. [24]. Neke azo boje mogu ostetiti DNK tako da dolazi do
stvaranja malignih tumora. Elektron-donor supstituenti u orto i para poloZzaju mogu povecati
kancerogeni potencijal ovih boja. Azo boje kao §to su Direct Black 38 (prekursor benzidina) i
azodisalcilat (prekursor 5-fenilendiamina) i njihovi derivati razgradnje izazivaju rak kod ljudi i
zivotinja. Ovoj grupi kancerogenih jedinjenja pripada i veliki broj anilina (2-nitroanilin, 4-
hloroanilin, 4,4’-dimetilendianilin, 4-fenilendiamin), nitrozoamini, dimetilamini i sl. [21]. Pokazalo
se da su antrahinonske boje, iako su manje zastupljene nego azo boje, vise toksicne za
mikroorganizme i ljudske ¢elije od azo boja.




3. Boje

Boje i pigmenti se mogu definisati kao ,,supstance sposobne da apsorbuju vidljivu svetlost i koje
mogu preneti svoju obojenost na druge materije. Obojene supstance se mogu podeliti na
neorganske i organske, a zatim na prirodne i sintetske. Najvaznija podela obojenih supstanci je ona
koja ih deli na boje i pigmente [25].

Kod organskih jedinjenja, apsorpcija zraGenja dovodi do ekscitovanja elektrona iz spoljne orbitale
na vise nivoe. Jedninjenja koja su potpuno zasi¢ena ne apsorbuju svetlost u vidljivom delu spektra,
jer su atomi medusobno vezani kovalentnim c-vezama. Jedinjenja koja sadrze izolovane dvostruke
veze apsorbuju izrazito u UV-oblasti. Jedinjenja sa vise konjugovanih dvostrukih veza, apsorbuju u
vidljivi deo spektra. Konjugovane n—veze (dvostrukih i trostrukih) uti¢u na pokretljivosti elektrona,
a samim tim i obojenosti jedinjenja koja ih sadrze. Takve veze se u nekom jedinjenju mogu
prostirati na ceo molekul ili na deo, i naziva se hromofora. Hromofore predstavljaju linearni ili
cikli¢ni sistemi konjugovanih dvostrukih veza. Talasna duzina pri kojoj jedinjenje maksimalno
apsorbuje zracenje je specificna za hromofornu grupu u datom molekulu, i od nje ¢ée zavisiti boja
jedinjenja. Izvesni supstituenti na hromofori mogu da promene spektar, tako S§to pomeraju
maksimum apsorpcije ka veé¢im talasnim duzinama i menjaju vrednosti apsorbancije. Supstituenti
sposobni da proizvedu takav efekat nazivaju se auksohromne grupe ili auksohromi. Sklop
hromofore, auksohrome i antiauksohrome se naziva hromogenom [14].

Prva poznata organska boja, plavi indigo je koriS¢ena prilikom umotavanja mumija u Egipatskim
grobnicama pre oko 4000 godina. Sve boje koris¢ene do 1856. godine su bile prirodnog porekla i
pripremane su u malim razmerama, uglavnom ekstrahovane iz biljaka, insekata 1 Skoljki. Engleski
hemicar Vilijam Perkin (William H. Perkin) je 1856. godine otkrio prvu sinteticku boju, mauvein i
od tada poc€inje proizvodnja sintetickih boja u velikim razmerama [14].

3.1. Kilasifikacija boja

Medunarodni sistem klasifikacije boja je Indeks boja (eng. Colour index, CI); to je publikacija koju
je objavilo Society of Dyers and Colourists 1924. godine [26]. Boje su klasifikovane davanjem
generickog imena odredenoj upotrebnoj karakteristici boje, $to je praceno brojem indeks boja
(Color Index — CI) koji se daje na osnovu hemijske strukture boje. Dodatno, boje mogu biti
klasifikovane po hemijskoj strukturi ili po metodi primene.

Boje se mogu podeliti u tri kategorije: prema materijalu koji se boji, prema rastvorljivosti i prema
hemijskoj strukturi [14]. Druga Kklasifikacija deli boje kao: katjonske, anjonske i nejonske. U tabeli
je dat prikaz Klasifikacije boje prema upotrebi i hemijskoj strukturi.




Tabela 1. Klasifikacija boje prema upotrebi i hemijskoj strukturi [14]

Hemijska
struktura
azo

antrahinonske
trifenilmetanske

nitro

azinske
ksantenske

stilbenske
ftalocijaninske

Materijal koji se boji

vuna, pamuk, svila, papir, koza, najlon,

rajon, poliester, poliamid

Vuna, papir, pamuk, svila, koza,
poliester, poliamid, acetat, najlon,
polimeri

Vuna, svila, papir, koza, polimeri
vuna, svila, papir, poliester, acetat,
poliamid

poliester, papir, vuna, koza, svila
poliester, poliamid, papir, vuna, svila,
koza

pamuk, rajon, papir, koza, najlon
polimeri, lakovi, najlon, vuna, sivla,

Tip boje

kisele, azoik, bazne, direktne,
disperzne, fluoroscentne, mocilske,
reaktivne, rastvorne

kisele, disperzne, mocilske,
reaktivne, rastvorne, redukcione

Kisele, rastvorne
Kisele, disperzne

Kisele, bazne
stilbenske, pirazolske, kumarinske

direktne, fluoroscentne
direktne, reaktivne, rastvorne

papir

3.1.2. Antrahinonske boje

Antrahinonske boje imaju uglavnom ljubic¢astu, plavu i zelenu nijansu. Odlikuju se sa postojano$éu
na svetlost. Mogu se podeliti na: mocilske, kisele, disperzne i redukcione. Boja koris¢ena u ovoj
disertaciji pripada kiselim bojama, te stoga je dat kratak pregled kiselih antrahinonskih boja.

Kisele antrahinonske boje mogu se klasifikovati u 5 grupa:
1. 1-amino-4-(supstituisane) amino antrahinone-2-sulfonske kiseline
diamino dihidroksi antrahinone slufonske kiseline
1,4-diaminoantrahinoni sa spoljasnjom sulfonskom grupom

2
3
4. 1-amino- 4-hidroksi antrahinon sa sa spoljasnom sulfonskom grupom
5. l-amino-2-ariloksi-4-(supstituisani)amino antrahinoni

6

druge kisele antrahinonske boje

1-amino-2-ariloksi-4-(supstituisane)amino antrahinon-2-sulfonske kiseline

Antrahinonske boje koje pripadaju ovoj grupi se dobijaju kondenzacijom bromaminske kiseline sa
aromati¢nim ili cikloalifatiécnim aminima. Ova grupa plavih kiselih boja je od velikog
komercijalnog znacaja. Nijansa 1 postojanost na svetlosti se mogu podesiti vairanjem razlicitih
amina. U ovu grupu spadaju C.I. Kiselo plavo 25, C.I. Kiselo plavo 62, C.I. Kiselo plavo 129, C.I.
Kiselo plavo 40.

Diamino dihidroksi antrahinone slufonske kiseline

Ovo su najstarije sintetske boje za vunu, ali njihov znacaj je drasti¢no opao. U ovu grupu spada C.1.
Kiselo plavo 43.




1.4A-diaminoantrahinoni sa spoljaSnom sulfonskom grupom

Ove boje se dobijaju sulfonovanjem odgovarajuce boje koja predstavlja derivat hinizarina ili halo-
amino-antrahinona. Nijansa ove boje moze da varira od plave do zelene u zavisnosti od koris¢enog
amina. Boje iz ove grupe pokazuju vecu postojanost na svetlosti nego derivati bromaminske
kiseline. Primeri: C.1. Kiselo zeleno 25, C.I. Kiselo zeleno 41, C.1. Kiselo ljubicasto 42,

1-amino-4-hidroksi antrahinon sa sa spoljaSnjom sulfonskom grupom

Boje iz ove grupe su ljubicaste. Dobijaju se nepotpunom reakcijom hinizarina sa arilaminima,
pracenom sulfonovanjem. Namenjene su za sintetska poliamidna vlakna. Kao primer je boja C.1.
Kiselo ljubicasto 43.

1-amino-2-ariloksi-4-(supstituisani)amino antrahinoni

U drugoj grupi su ljubicaste kisele boje sa sjajnom nijansom i postojanos$cu, uvedene izmedu 1960 i
1970. Bakarni kompleksi azo ljubicaste kisele boje su boje mutne nijanse, dok trifenilmetinske boje
imaju slabu postojanost na svetlost. Antrahinonske ljubi¢aste boje ovog tipa se koriste za bojenje
prirodnih ili sintetskih poliamidnih vlakana u svetlim nijansama. Dobijaju se u tri stupnja: 1)
kondenzacijom bromaminske kiseline sa di- ili tri- alkilanilinom, zatim 2) kondenzacijom
alkilfenolom i na kraju 3) sulfonovanjem. U ovu grupu spada boja C.I. Kiselo ljubi¢asto 109.

Druge kisele antrahinonske boje

Pored gore pomenutih klasa, na raspolaganju je Citav niz posebno razvijenih boja. Na primer,
derivati antrimidina i karbazola su poznati kao sive i braon boje za vunu. Boja koja pripada ovoj
grupi je C.1I. Ciselo crno 48 [27].

C.1. Kiselo ljubicasto 109

AV109 (Slika 1) je kisela antrahinonska boja sa molekulskom formulom CazsHzsBraNsNaO-S i
molarnom masom 823,52 g/mol. Koristi se za bojenje svile, vune i poliamida. Drugi nazivi za ovu
boju su Lanaset ljubicasto B, Kiselo ljubicasto B, Erionyl ljubi¢asto A-B.

O NH,
I I I,O»R‘U..SOiNa
CH, T(CH,)
O NH__ HK,NH(‘[){lH(H Br
'Lf”\ Br
CH, “CH,

Slika 1. Hemijska struktura boje Kiselo ljubicasto 109

4. Tehnike preciS¢avanja otpadnih voda

Znacajan problem predstavlja sto tekstilna industrija trosi velike koli¢ine pitke vode. U mnogim
zemljama postoji nedostatak pitke vode, pa je potrebno recikliranje optadnih voda ili smanjenje




utroska pitke vode. Uzimajuci u obzir nepovoljan uticaj tekstilnih otpadnih voda na Zivotnu sredinu
I zdravlje ljudi, razvijene su brojne metode za pre¢iS¢avanje otpadnih voda.

Tretman otpadnih voda je je sloZen proces, Koji se odvija u 4 faze: 1) preliminarni, 2) primarni, 3)
sekundarni i 4) tercijarni tretman. U preliminrnom tretmanu uklanjanju se plutaju¢e materijale kao
Sto su grane, papir i sl. Primarni tretman sluzi za ukljanjanje Cvrstih Cestica, sekundarni za
oksidaciju 1 nitrifikaciju organskih materija, dok tercijarni tretman sluzi za uklanjanje specificne
komponente prisutne u otpadnoj vodi, koji se ne mogu predistiti sekundarnim tretmanom [28]. U
svakoj fazi, primenjuju se razli¢ite tehnike. Po na¢inu ukljanjanja zagaduju¢ih materija, oni se mogu
klasifikovati u tri kategorije: a) separacione i koncentracione tehnike, b) procesi dekompozicije i
degradacije i c) procesi izmene [29] Takode, tehnike pre¢i§¢avanja se mogu podeliti na: hemijske,
fizicke i1 bioloske metode u zavisnosti od nacina delovanja upotrebljenog sredstva.

4.1. Fizicke metode preciSéavanja otpadnih voda

Adsorpcija

Adsorpcioni je tehnika koja se najcesce Koristi u precis¢avanju otpadnih voda. Pakovani reaktori za
adsorpciju ukljucuju faze zasi¢enja (adsorpcije, tj. nanoSenja) nakon kojih sledi desorpcija
(eluiranje, tj. regeneracija). Medutim kad regeneracija nije nije opcija, adsorbens se moze ukloniti i
odloziti, a kad su fenolne zagadujuce materije u pitanju, unistava se spaljivanjem u posebnim
pe¢ima. Adsorpcione metode se koriste u velikoj meri zbog svoje efikasnosti u uklanjanju
postojanih toksi¢nih jedinjenja koja je teSko tretirati drugim metodama. Adsorpcija se ne Koristi
samo za uklanjanje boja i fenola, ve¢ generalno ima Siroku primenu u tretmanu otpadnih voda [30].

Aktivni ugalj

Medu mnogim ispitivanim adsorbensima kao S§to su aktivni ugalj, treset, adsorbensi na bazi
silicijum-dioksida i zeoliti, aktivni ugalj se pokazao kao najpogodniji. On je najées$ce korisceni
adsorbens u industriji zbog njegove velike sposobnosti adsorpcije, velike specificne povrSine 1
homogenosti. Njegova mikroporozna, homogena struktura karakteriSe se specificnom povrsinom od
500 m?/g [31]. Danas, istrazivanja su usmerena ka pronalaZenju jeftine i efikasne alternative
postoje¢em komercijalnom aktivnom uglju. Cena aktivnog uglja proizvedenog od biomaterijala je
mnogo niza od cene komercijalnog aktivnog uglja [32]. Za proizvodnju aktivnog uglja mogu se
koristiti razli¢iti otpadni materijali kao $to su: piljevina [33], bagasa [34], kokosova ljuska [35],
ljuska kafe [36] i dr.

Aktivni ugalj je vrlo efikasan u uklanjanju katjonskih, modilskih i kiselih boja [37]. Ipak, da bi se
proces uklanjanja boja ubrzao moraju se koristiti ogromne koli¢ine aktivnog uglja [38], tako da je
ova metoda izuzetno skupa; pored toga, regeneracija (gubitak 10-15% pocetnog adsorpcionog
kapaciteta) i odlaganje finalnog otpada moraju posebno da se reSavaju za svaki pojedinacni slucaj.

Silika-gel

Silika-gel spada u poroznim i amorfnim adsorbensima, razli¢ite granulacije. Njegova priprema vrsi
se koagulacijom koloidne silicijumove kiseline. U poredenju sa aluminijum-oksidom, silika-gel ima
aktivnu povrsina je znatno veéa, u opsegu od 250 do 900 m?/g. Ovaj adsorbent je efikasan za
uklanjanje baznih boja [39]. Ipak, njegova visoka cena i moguce sporedne reakcije su ga ucinile
nepogodnim za komercijalnu upotrebu [40].




Zeoliti

Zeoliti su uglavnom prirodni mikroporozni adsorbensi, ali mogu da budu i sinteticki. Smatraju se
selektivnim adsorbensima sa jonoizmenjivackim svojstvima. Koriste se za uklanjanje boja, medutim
ne uvek efikasno, jer je pokazano da adsorpcija zavisi od pH, koncentracije boje, i temperature, pa
je optimizacija procesa kljucna za efikasno uklanjanje boja [40].

Glavni problem u vezi sa primenom fizickih metoda za uklanjanje boje su relativno dugo vreme
kontakta potrebno za efikasnu adorpciju, veliki prostor, kao i potreba za regeneracijom adsorbensa.

4.2. Hemijske metode preciséavanja otpadnih voda

Koagulacija/flokulacija sa dodatkom reagenasa

Zagadujuce materije koji se nalaze u otpadnim vodama su fino dispergovane Cestice (koloidi), koje
Su negativno naelektrisane na povrsini, $to dovodi do medusobnog odbijanja i nemogucénosti
spajanja i formiranja Cestica vecée mase (flokule), pa se ne mogu ukloniti sedimentacijom.
Uklanjanje ovakvih cestica moze se wvrsiti koagulacijom i flokulacijom. Ovi predstavljaju
kombinacija fizickih i hemijskih metoda. Jedne od metode za uklanjanje boje iz obojene otpadne
vode je hemijski tretman sa koaguliSu¢im/flokuliraju¢im reagensom [41]. Metoda ukljucuje dodatak
jona aluminijuma (AI**), kalcijuma (Ca?") ili gvozda (Fe®*"). Pokazala se kao ekonomski isplativa
metoda i koja se uspesno koristi za uklanjanje disperznih, sumpornih i redukcionih boja. Medutim,
nije toliko efikasana pri uklanjanje azo reaktivne, kisele- i bazne boje. Glavni nedostatak ove
metode je formiranje mulja u velikim koli¢inama, kao i to da je uticaj pH izrazen. Koagulacija u
kombinaciji sa enzimskim metodama je efikasna za tretman fenolne otpadne vode [42], jer reagense
za koagulaciju poput hitozana i polietilenimina uklanjaju reaktivne meduproizvode time
sprecavajuci inaktivaciju enzima.

Napredni oksidacioni procesi ( eng. Advanced Oxidation Proceses, AOPS)

AOP su medu najées¢e koris¢enim metodama za obezbojavanje, uglavnom zbog kratih vremena
reakcije i male koli¢ine reagenasa. Svako oksidaciono sredstvo poseduje razliCiti oksidacioni
potencijal. U Tabeli 1, date su vrednosti redoks potencijala hemijskih oksidacionih sredstava, kao i
vrednosti redoks potencijala nekoliko peroksidaza.

Tabela 2. Redoks potencijal razlicitih hemijskih i enzimskih oksidacionih sredstava [43], [44]

Oksidaciono Redoks Enzim Redoks
sredstvo potencijal, V potencijal, V
Fluor 3,06 Peroksidaza iz rena 0,89
Hidroksil radikali 2,8 Bovin laktoperoksidaza 0,98
Os 2,08 Peroksiadza iz soje 0,95
H202 1,78 Versatil peroksidaza 1,37
Hipohlorit 1,49 Peroksidaza is C. cinereus 1,18
Hlor 1,36

Hlor-dioksid 1,27

(O] 1,23




Fentonov (Fenton) reagens

Fentonova reakcija se odvija pomocu vodonik-peroksida i soli gvozda(Il) pri ¢emu se dobijaju
velike koli¢ne hidroksil-radikala, a koji se koriste za oksidaciju razli¢itih organskih jedinjenja [45].
Kori$¢enje Fentonovog reagensa je jedan od najefikasnijih nacina stvaranje ‘OH radikala.
Mehanizam generisanja *OH radikala je kompleksan. Ukratko, vodonik-peroksid se kataliti¢ki
razlaze dejstvom Fe?* pri niskom pH (pH < 3) daju¢i hidroksil-radikale:

Fe?*+ H,0,— Fed*+ "OH + *OH

Fe3* reaguje na niskom pH, sa H202, gde se Fe®* redukuje regenerisuci katalizator i daje HO®
radikal. Fentonov reagens je popularna metoda za tretman otpadne vode, zato §to je gvozde
dostupno i netoksi¢no, a vodonik-peroksid je jednostavan za rukovanje. Za efikasnu reakciju je
niska pH i visak vodonik-peroksida je od krucijalne vaznosti, a to obi¢no podrazumeva da je
potrebno deponovanje znacajne koli¢ine feri soli nakon zavrSene reakcije [46]. Dodatno, tehnicki
zahtevi za optimizaciju 1 pracenje efikasnosti Fentonove reakcije su kompleksni i skupi, Sto
ograni¢ava njenu Siroku upotrebu. Fentonov reagens se moze primeniti U uklanjanju rastvornih i
nerastvornih boja (Kiselih, direktnih, u kompleksu sa metalima). Nedostatak ovog procesa je uski
radni pH opseg (< 3,5), formiranje mulja i dugo reakciono vreme [47].

Kombinacija Fenton reakcije i UV zraenja naziva se foto-Fenton reakcijom. Ova tehnika
poboljsava efikasnost Fenton reakcije [48].

Ozonizacija

Ozonizacija je najefikasnija tehnologija, ali je ekonomski neopravdana. Ozonizacija se moze
koristiti za uklanjanje boje i smanjivanje HPK u potpunosti, §to bi omoguéilo upotrebe vode u
slede¢em ciklusu procesa. Nedostatak ove tehnologije je potreba za proizvodnjom ozona na licu
mesta, kao i visoka cena. Ozonizacija podrazumeva molekulski ozon koji deluje na nukleofilnim
mestima 1 nezasi¢enim vezama organskih molekula. Ozon predstavlja jedan od najsnaznijih
oksidanasa koji se koristi [49], sude¢i po njegovom visokom redoks potencijalu i na visokom i
niskom pH (E°=2,07V i E°=1,24V).

Hlor i hlorni derivati

Hlor predstavlja jako oksidaciono sredstvo koje se moze upotrebiti u vidu kalcijum- ili natrijum-
hipohlorita. Koristi se u procesu obezbojavanja boja — direktne, reaktivne, Kkisele, i
metalokompleksne boje se mogu uspesno ukloniti hipohloritom. Ako je boja donekle postojana na
biolosku razgradnju, predtretman hipohloritom moze poboljsati ukupnu mineralizaciju. Nerastvore
disperzne i redukcione boje su postojane na ovaj tretman [50]. Koris¢enje hlora kao gasa je jeftin
proces, ali generiSe hlorovana organska jedinjenja, koja mogu da budu toksi¢nija od polaznih
jedinjenja. Hlorovana organska jedinjenja koja mogu da nastanu tokom ovog tretmana su:
hlorobenzenamini, hlorofenoli, hloronitrobenzeni i sl. [51].

Elektrohemijska metoda

Elektrohemijski tretman ukljucuje redoks reakcije pomocu elektricnog polja u prisustvu elektrolita.
Obuhvata elektrokoagulaciju, elektroflotaciju, elektrooksidaciju, elektrodezinfekciju i
elektrotalozenje. Ova metoda ima odrzivih prednosti u odnosu na druge postupke kao Sto su
povecana efikasnost, jednostavnost izvodenja i ekoloska opravdanost [52]. Moze se koristiti za
razlicite vrste efluenata buduci da je glavni reagens elektron koji ne proizvodi ¢vrst otpad [53].
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Ultrazvuk

Hemijske zagaduju¢e materije u otpadnim vodama se mogu razgraditi pomocu ultrazvuka.
Ultrazvuk se moze Koristiti u kombinaciji sa AOPs, spaljivanjem, nadkriti¢c(nom oksidacijom vode
kao i drugim tehnologijama. Razgradnja se odvija u blagim uslovima za relativno kratko vreme.
Otpadna voda ulazi u vibracioni deo nakon dodavanja odabranog flokulanta u regulacioni rezervoar.
Deo organske materije u otpadnoj vodi se razgraduje pod intenzivnim oscilacijama. Ultrazvucna
tehnologija za sad je ograni¢ena na laboratorijsku primenu [54].

4.3. Bioloske metode

Razgradnja boje mikrobnim kulturama

Razli¢ite mikrobne vrste kao Sto su bakterije, gljive i alge mogu se koristiti za uklanjanje boja iz
tekstilnih efluenata. Gljive belog truleza se najéesc¢e koriste za razgradnju boja. Ghanoderma sp.
En3, Irpex lacteus, T. versicolor, A. niger su samo neke od vrsta koje su pokazale uspesnu
degradaciju boja [55]-[58]. lako je njihov potencijal za tretman obojenih voda veliki, postoje
ogranic¢enja za njihovu upotrebu na industrijskom nivou. Potrebna je niska vrednost pH, kao i duze
vreme zadrzavanja za potpuno obezbojavanje. Takode gljive mogu inhibirati rast i aktivnost ostalih
korisnih mikroorganizama prisutnih u vodi. Nedostatak pri koris¢enju gljive belog truleza je Sto su
ove mikrobne vrste osetljive na sile smicanja i imaju potrebu za aeracijom [59], [60]. Bakterije su
takode pokazale veliki potencijal za uklanjanje boja iz otpadnih voda. Pseudomonas, Bacillus,
Clostridium su efikasno obezbojili otpadnu vodu [61], [62]. Utvrdeno je da metaboliti nastali kao
rezultat obezbojavanja su manje toksiéni u poredenju sa netretiranim otpadnim vodama. Ciste
kulture bakterija mogu ukloniti boje iz tekstilnih efluenata, ali meSovite kulture imaju bolji u¢inak
od cistih kultura zbog sinergijske metaboli¢ke aktivnosti. Pojedinacni sojevi mogu direktno da
razgraduju boje, ili proizvod razgradnje jednog soja moze biti supstrat za drugi mikroorganizam.
Mesane kulture bakterija i gljive takode se mogu koristiti za uklanjanje boja. Jang (Yang) i sar. su
pokazali da dolazi do 90% smanjenja HPK 1 intenziteta obojenja pomocu konzorcijuma
sastavljenog od bakterije i gljivice [63]. U Tabeli 3, prikazano je uklanjanje antrahinonskih boja
mikroorganizmima.

Tabela 3. Razgradnja antahinonskih boja pomocu mikrobnih kultura

Mikroorganizam Boja/Koncentracija Razgradnja Vreme, h Referenca
Pleurotus Reaktivno plavo 19 90% 72 —-144 [64]
ostreatus 30 mg/L
E. coli Kiselo plavo 324, | 80% - 277/260 16 [65]
277, 260, 40,25 60% - 324
Kiselo ljubicasto 43 | 50% - 40/25/47
Bazno plavo 47 30% - 43
300 mg/L
P. vulgaris Reaktivno plavo 4 100% 12 [66]
P. mirabilis Reaktivno plavo 19
30 mg/L
B. cereus Kiselo plavo 25 96% - 25 6 [67]
100mg/L
Disperzno crveno 11 90% - 11 24
Reaktivno 90% - K-GR 24
brilijantno plavo K- 20% - 56 48
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GR
Kiselo plavo 56

50 mg/L
D. squalens Reaktivno plavo 19 90% 2 [68]
30 mg/L
Bakterijska flora | Reaktivno plavo 19 98% 48 [69]
DDMY1 300 mg/L

4.3.2. Enzimska razgradnja boje

Enzimi koji se koriste za razgradnju boje pripadaju familiji oksidoreduktaza, ukljucujuci
peroksidaze, azoreduktaze (deluju specificno na azo boje) i lakaze. Prednosti enzima u poredenju sa
mikrobnim kulturama su nezavisnost od brzine rasta, ne postoje difuziona ogranicenja supstrata i/ili
proizvoda, laksi su za upotrebu u uslovima visoke/niske temperature, pH i pritiska, poseduju vecu
specificnost, i znacajno je lakSi postupak rukovanja i skladiStenja u poredenju sa mikrobnim
kulturama [70], [71]. Primenom razli¢itih rekombinantnih tehnika i metoda imobilizacije dobijaju
se enzimi unapredenih svojstava §to dodatno otvara brojne mogucnosti za pobolj$anje procesa
uklanjanja sintetickih boja katalizovanog izolovanim enzimima. U okviru ove disertacije koriS¢ena
je peroksidaza iz soje, sojinih ljuspica i krompirovih ljuski za razgradnju antrahinonske boje. U
slede¢em delu bice detaljnije opisana peroksidaza.

5. Peroksidaze

Peroksidaze (EC 1.11.1.x) su enzimi koji ucestvuju u nekoliko vaznih fizioloSkih i razvojnih
procesa koji koriste razli¢ite perokside (ROOH) kao elektron akceptore za katalizu oksidativnih
reakcija. Njihova glavna podela je na hem i ne-hem proteine. One su Siroko rasprostranjene i
prisutne u svim Zivim organizmima. Kod sisara su uklju¢ene u razliCite bioloSke procese, od
imunog sistema do hormonskih regulacija. Kod biljaka imaju ulogu u metabolizmu auksina, lignina
1 formiranju suberina, povezivanju komponenata kletocnih zidova, odbrani protiv patogena ili
Celijskoj elongaciji. Ljudi imaju vise od 30 peroksidaza, dok Arabidopsis thaliana ima 130
peroksidaza koje su grupisane u 13 razli¢itih porodica i 9 podfamilija.

Peroksidaze su postale atraktivhe u poslednje vreme zbog njihovog potencijalnog ucesca u
prevencijama bolesti i humanoj patologiji. Hem peroksidaze ubrzavaju oksidativno oStecenje vise
nego $to ga inhibiraju. Neke hem peroksidaze animalnog porekla koriste H.O> za generisanje
agresivnih oksidanata koji se bore protiv napada mikroorganizama [72].

Na biohemijskom nivou, peroksidaze su klasifikovane u enzimsku pod-podklasu E.C.1.11.1.x,
donor: vodonik-peroksid oksidoreduktaza [73]. Na nivou aminokiselinskih sekvenci, ve¢ina hem
peroksidaza pripada dvema velikim familijama. Jedna obuhvata peroksidaze biljnog, bakterijskog i
gljiviénog porekla- nezivotinjskog porekla, a drugoj pripadaju peroksidaze zivotinjskog porekla
(Slika 2).
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Slika 2. Podela hem-peroksidaza [74]

Peroksidaze neZivotinjskog porekla su klasifikovane u tri klase: klasa I, klasa II i klasa IIT (Slika 3).
Peroksidaze klase I: ukljucuju prokariotske i eukariotske peroksidaze, koje uglavnom ucestvuju u
detoksifikaciji slobodnih radikala kiseonika (RVK, eng. ROS-reactive oxygen species) [75]. To su
citohrom C peroksidaza (CCP; EC 1.11.1.5), askorbat peroksidaza (APX; EC 1.11.1.11) i katalaza
peroksidaza (CP; EC 1.11.1.6). Citohrom C peroksidaza koristi redukujuéi ekvivalent citohroma C i
redukuje H>O2 do vode. Askorbat peroksidaze redukuju vodonik-peroksid pomoc¢u askorbata kao
redukujuéeg ekvivalenta. Katalaza peroksidaze, koja se najceS¢e nalazi u bakterijama, je
bifukncionalni antioksidantivni enzim koji pokazuje aktivnost katalaza i peroksidaza. Zbog njihove
sposobnosti da oksiduju H202 do O i dismutiraju H2O», stite bakterije od oksidativnog stresa [76].
U svojoj strukturi, peroksidaze klase |1 nemaju disulfidne mostove, Ca*, a ne poseduju ni signalnu
sekvencu za endoplazmati¢ni retikulum.
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Slika 3. Podela peroksidaza nezivotinjskog porekla [74]

Klasa II peroksidaza: ovoj klasi pripadaju isklju¢ivo peroksidaze fungalnog porekla koje ucestvuju
u biodegradaciji lignina [77]. Gljiviéna lignin peroksidaza koja uzrokuje raspadanje drveta, se
izluCuje u prirodi (LiPs; EC 1.11.1.14) katalizuje reakciju depolimerizacije lignina i poseduje
ogromni potencijal za odlaganje otpada brojnih fenolnih i ne-fenolnih jedinjenja. Ova vrsta gljiva
isto Iuci 1 mangan peroksidazu (MnP; EC 1.11.1.13), koja katalizuje peroksid zavisnu oksidaciju
Mn(II) do Mn(Ill) i enzim oslobada Mn(Ill) kao oksalat-Mn(IIl) kompleks koji sluzi kao
difundirajuéi redoks medijator koji oksiduje lignin. Suprotno od peroksidaza klase I, peroksidaze
klase Il imaju N-terminalne signalne peptide, 4 disulfidna mosta i Ca?* u njihovoj strukturi.

Klasa 11l peroksidaza: U ovoj grupi se nalaze peroksidaze iz rena, soje, kikirikija, ¢ija uloga je od
krucijalnog znac¢aja u zivotnom ciklusu biljaka [78]. Ucestvuju u raznim fizioloSkim procesima:
metabolizmu celijskog zida, lignifikaciji, suberizaciji, metabolizmu auksina, zarastanju rana,
metabolizmu reaktivnih vrsta kiseonika, ROS, metabolizmu reaktivnih vrsta azota, (RNS, eng.
reactive nitrogen species), rastu i zrenju plodova, odbrani od patogena. Sli¢no kao peroksidaze
klase II, sadrze N-terminalne signalne peptide, 4 disulfidna mosta i Ca?*.

FiziolosSka uloga peroksidaza biljnog porekla

Peroksidaze klase III imaju raznovrsnu ulogu u zZivotnom ciklusu biljaka: metabolizmu celijskog
zida, lignifikaciji, suberizaciji, metabolizmu RVK, odbrani protiv patogene infekcije, rastu i zrenju
plodova, germinaciji semenai sl. [79].

Primena peroksidaza

Peroksidaze se primenjuju u industriji zbog njihove sposobnosti da katalizuju oksido-redukcione
reakcije u prisustvu H20., gde su supstrati razli¢ita fenolna i nefenolna jedinjenja. Koriste se u
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analitici, zastiti zivotne sredine, medicini i sl. Primenjuju se i u bioremedijaciji zagadujuéih materija
kao $to su fenoli, delignifikaciji u drvnoj industriji, tehnologiji biosenzora, sintezi polimera. Koriste
se u sklopu metode za odredivanje i kvantifikaciju H2O2 u bioloskim i industrijskim uzorcima [80].
Mogu se koristiti za odredivanje lipidne peroksidacije u proizvodima od mesa, u polimerizaciji i
precipitaciji fenola, kao i u dekolorizaciji industrijskih efluenata. U daljem tekstu je razmotrena
najcesc¢a primena peroksidaza.

Primena kao biosenzora

Biosenzori se najviSe primenuju u medicini, kontroli kvaliteta, monitoringu prehrambenih
proizvoda i Zivotne sredine kao i u istrazivanjima. Prednost enzimskih biosenzora u poredenju sa
analitickim metodama je ta Sto enzimski poseduju veliku selektivnost i senzitivnost.

U razvoju biosenzora se najvise koristi peroksidaza iz rena (HRP, eng. horseradish peroxidase).
Biosenzori na bazi peroksidaze iz rena obuhvataju razli¢ite metode detekcije ukljucujuci
amperometrijski  imunosenzor, maseni balans, fotonaponsku spektroskopiju, opticke i
hemiluminiscentne metode [81], [82]. Potenciometrijski biosenzori su razvijeni u kombinaciji sa
enzimom 1 transdukterom koji detektuje varijacije u protonima. Koriste¢i biosenzor na bazi
peroksidaze pomocu potenciometrijske metode moze se detektovati glukoza, maltoza ili laktat.
Pored HRP, druge biljne peroksidaze kao Sto su one iz krompira, duvana, kikirikija, soje imaju
potencijalnu primenu kao biosenzori. Peroksidaza iz slatkog krompira, zbog njene dostupnosti,
specificnosti i1 superiornih elektrohemijskih karakteristika smatra se dobrim izborom. [83]. Pri
proizvodnji biosenzora veca prednost se daje peroksidazama iz soje u odnosu na HRP zbog njihove
vecée termostabilnosti.

Primena u dijagnostickim kitovima

Peroksidaze imaju Siroku primenu u razvoju dijagnostickih kitova. HRP se najceS¢e koristi u
analiticke svrhe. Medutim ostale biljne peroksidaze poseduju Sirok raspon pH i1 temperaturnog
optimuma $to ih pravi dobrom zamenom za HRP. Peroksidaze su pogodne za proizvodnju razli¢itih
dijagnostickih kitova na osnovu tehnologije enzim - antitela, buduci da oni proizvode stabilne
hromogene proizvode [84].

Peroksidaza se koristi i u razvoju kitova za odredivanje holesterola u kombinaciji sa holesterol
oksidazom i holesterol esterazom [85]. Njena primena je takode u dijagnosti¢kim setovima za rak
prostate preko detekcije 8-hidroksideoksigvanozina i njegovih analoga u urinu [86]. Monitoring
glukoze za dijabetes melitus i laktat za hipoksiju i ishemiju su od velikog znacaja u medicini i
pozeljno je razvijanje osetljivog biosenzora za odredivanje H2O2 koji je stabilan na 37°C i ve¢im
temperaturama. Trake za odredivanje koncentracije glukoze su napravljene pomocu imobilisane [3-
galaktozidaze, galaktoze oksidaze i HRP [11]. Biosenzori se uspesno koriste u geneti¢ki usmerenim
enzimskim predlek terapijama (GDEPT, eng. gene-directed enzyme prodrug therapy) za tretman
kancera u biomedicinskim sektorima [87].

Primena u dekolorizaciji industrijskih boja

Peroksidaze imaju veliki potencijal u procesu obezbojavanja, tj. uklanjanju zagaduju¢ih materija iz
tekstilne industrije. Primena peroksidaza iz rena, Secerne trske, paradajza, soje u degradaciji i
detoksifikaciji poliaromati¢nih ugljovodonika, polihlorovanih bifenila 1 drugih sintetskih
industrijskih boja se pokazala takode kao uspesna [88]. U Tabeli 4 je dat pregled dostupnih
literaturnih podataka koji se odnose na obezbojavanja antrahinonskih boja enzimima, preciznije
peroksidazama.
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Tabela 4. Efikasnost obezbojavanja antrahinonskih boja pomocu peroksidaza iz razlicitih izvora

Enzim Boja/Koncentracija, mg/L Obezbojavanje Vreme, Referenca
% min

Peroksidaza iz rena | Reaktivno plavo/120 96 6 [71]
Peroksidaza iz rena | Remazol plavo/1000 35 9h [89]
Peroksidaza iz rena | Lanaset plavo 2R/10-100 90 2 [90]
Peroksidaza iz rena | Kis. plavo 225, AV109/30 83/70 30/15 [91]
Peroksidaza iz soje | Kiselo ljubicasto 109/40 82 30 [92]
Peroksidaza iz | Kiselo ljubicasto 109/40 73 50 [93]
krompira

Lakaza Reaktivno plavo 19/100 89 30 [94]
Lakaza Reaktivno plavo 19/300 100 72h [97]
Lakaza Reaktivno plavo 19/200 85 210 [96]
DD peroksidaza Reaktivno plavo 19/150 95 10 [97]

Primena u drvnoj i papirnoj industriji

Lignin, fenolni heteropolimer negativno uti¢e na eksploataciju biljne biomase u drvnoj i papirnoj
industriji, pa se zato lignin uklanja da bi se proizveo papir dobrog kvaliteta. Hemijska
delignifikacija uzrokuje proizvodnju razli¢itih zagaduju¢ih materija, pa je enzimska degradacija
lignina bolja alternativa. Lignin i mangan peroksidaze se uspesno koriste za pulpiranje, beljenje kao
1 za selektivnu delignifikaciju u papirnoj industriji. Selektivna delignifikacija pomaZe u proizvodnji
celuloznih materijala koji se koriste kao efikasno biogorivo [98].

Bojenje kose

Boje za kosu se sintetiSu oksidativnom polimerizacijom prekursora boje (fenoli ili aminofenoli). Za
ovu reakciju se koristi vodonik-peroksid (3%) koji inicira reakciju polimerizacije ali i obezbojava
prirodni pigment kose, melanin. Ova koncentracija H>O2 ostecuje kosu ako se koristi vise puta. Da
bi se obezbedilo finije bojenje blazim procesom oksidacije mogu se koristiti enzimi kao oksidaze,
peroksidaze 1 sli¢no.

Primena u analitici

Prednost enzimskog testa imunosorbenta (eng. enzyme linked immunosorbent assays — ELISA) u
poredenju sa ostalim imuno testovima je njegova jednostavnost, ekonomicnost, pouzdanost i
jednostavna oprema. ELISA se primenjuje naj¢eS¢e u odredivanju antigena ili antitela reakcijom
promene boje katalizovane enzimom kao $to je peroksidaza.

Ovi testovi sadrze antitelo vezano za enzim, odgovarajudi antigen i hromogeni supstrat, koji daju
obojeni proizvod u prisustvu enzima i intenzitet boje proizvoda je proporcionalan koli¢ini
antigen/antitelo. Za ove vrste testova se najcesce koristi HRP za vezivanje antitela. Njihova primena
je u skriningu monoklona antitela protiv opasnih mikotoksina razli¢itth fungi kao Sto su:
Aspergillus, Penicillium (ohratoksini) i Fusarium (T-2 toksini, trihoteceni) [99], u detekciji toksina,
patogena i sl. Razvijeni su imunotestovi na osnovu HRP za odredivanje nedeklarisanih mle¢nih
proteina (bovin B-laktoglobulin) u hrani.

Odredivanje DNK pomoc¢u komplementarne DNK probe je od velikog znacaja u dijagnostici 1
istrazivanju. Neradioaktivne DNK probe vezane za peroksidazu su bezbednije reSenje nego
radioaktivne probe [100]. Peroksidaze su pogodne za mikrocip analize zbog toga $to katalizuju
veliki broj elektron transfer reakcija sa prirodnim ili sintetskim supstratima. Koriste se direktno,
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imobilisane na mikro¢ipu [101] ili kao obeleziva¢ za nukleinske kiseline, antitela ili druge proteine.
Mikrocipovi bazirani na HRP i njemu sli¢ni koriste se u ekspresionim analizama, rekombinacijama
I genetskom mapiranju, analizama mutacija i sl.

Primena u sintezi organskih polimera

Vaznost hem- peroksidaze u reakcijama polimerizacije lezi u njihovoj sposobnosti da oksiduju
razli¢ite fenolne molekule pritom stvarajuci reaktivne vrste (fenoksil-radikali) koje predstavljaju
idealna mesta za umrezavanje. Primena peroksidaze u kalemljenju je jedna od popularnih primena u
industriji. Slobodni radikali koji se formiraju u reakcijama katalizovanim peroksidazom, podsticu
stvaranje novih funkcionalnih polimera kao $to su polimerne smole [102]. Svoju primenu u
organskoj sintezi peroksidaze pripisuju sposobnosti da katalizuju razli¢ite tipove reakcija:

1. Oksidativna dehidrogenacija (2RH + H20,— 2R* + 2 H,0);
2. Prenos kiseonika (R + H202 — RO + H20);

3. Oksidativna halogenacija (RH + H202 + HX — RX + 2H20) i
4. H,0, dismutacija (2 H202, — 2H,0 +02)

Bilinkovski i Dordik [103] su pronasli da polimerizacija fenola pomoc¢u HRP i inkorporacija fenola
u lignin, vodi do stvaranja polimera velikog potencijala kao fenolne smole. Na primer, enzimski
sintetisane smole poli(p-fenilfenol) i poli(p-krezol) imaju velike temperature topljenja, dok poli(p-
fenilfenol) ima vecu elektricnu provodljivost nego fenol-formaldehidne smole. Inkorporacija
krezola u lignin pomocu peroksidaze otvara nove mogucénosti upotrebe lignina kao sirovine za
kalemljenje koja bi se koristila za dobijanje novih funkcionalnih polimera. Sposobnost peroksidaze
da modifikuje lignin 1 razvije nove funkcionalne polimere sa izuzetnim svojstvima omogucava
primenu lignina u razvoju polimernih adheziva, biodegradabilnih polimera, poliuretanskih
kopolimera, boja, disperzanata u bojama i pesticidima [104]. Pomo¢u peroksidaze iz soje je uspesno
razvijena polifenolna smola bez formaldehida, koja poseduje poboljsana svojstva u odnosu na
smole dobijene konvencionalnom polimerizacijom.

Kim (Kim) i saradnici [105] su koristili peroksidazu iz soje (eng. soybean peroxidase-SBP) za
katalizu oksidativne polimerizacije kardanola do polikardanola. Kardanol je odli¢na sirovina za
pripremu visoko kvalitetne boje, emajla, smole za laminat i gume. Smole na bazi kardanola
pokazuju otpornost na delovanje mineralnih ulja, kiselih i alkalnih uslova, termita i insekata.
Takode, njihov koeficijent trenja je manje osetljiv na temperaturne promene nego onaj kod smola
baziranih na fenol-formaldehidu.

Kalra i Gros (Kalra, Gross) [106] su razvili polimerizaciju metil-metakrilata (MMA) katalizovanu
peroksidazom (HRP). Poli(metil-metakrilat) (PMMA) je bezbojni polimer koji se koristi za
proizvodnju optickih materijala, PVC i polimera postojanih na grebanje. Peroksidaze se koriste za
katalizu polimerizacije vinilnth monomera kao $to su akrilamid, akrilna kiselina 1 metakrilati
(metil-, feniletil-, 2-hidroksietil-metakrilat). Takode je postignuta polimerizacija stirena u polistiren
pomocu peroksidaze [107].

Kao sto je ve¢ bilo pomenuto, izvori peroksidaze mogu biti razlicite biljke: paradajz, ren, Se¢erna
trska, soc¢ivo 1 dr. Medutim, primarna upotreba ovih izvora peroksidaze je prehrambena, Sto uti¢e na
njihovu cenu. Visoka cena sirovina, postupke izolacije i precis¢avanja su doveli do alternativnih
izvora peroksidaze, ¢ime bi se postigla veca dostupnost enzima. Sa druge strane, nove tehnologije
nalazu kori$éenje ,,zelene* tehnologije i Cistiju proizvodnju. 4R principi (eng. Reduce, Reuse,
Recycle and Restore) obuhvataju smanjenje, ponovnu upotrebu, recikliranje i obnovu resursa. Zbog
toga, ispitivana je moguénost izolovanja peroksidaze iz otpadnog materijala iz industrije za preradu
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krompira i soje. Krompir (Solanum tuberosum L.) je najznacajnija prehrambena kultura sa
globalnom proizvodnjom od vise od 368 miliona tona i proizvodnjom od 70-140 hiljada tona
krompirovih ljuski Sirom sveta. Do nedavno, ovaj otpad se odlagao na deponije sa velikim
negativnim uticajem na zivotnu sredinu i koristio kao stocna hrana sa niskom dodatom vrednos$¢u u
proizvodnom lancu. Danas se ukupan uticaj industrije prerade krompira na Zzivotnu sredinu
kontroliSe eksploatacijom ovog otpada za proizvodnju bioloski aktivnih jedinjenja putem mikrobne
fermentacije i obnavljanjem biokatalizatora koji se koriste u preradi otpadnih voda [108]. Osim
krompira, velika proizvodnja i primena soje (Glicine max L.) Sirom sveta rezultira intenzivnim
stvaranjem otpada prerade soje — ljuski, bogatih sojinom peroksidazom [109]. Dosada$nja
istrazivanja su pokazala da primena sojine peroksidaze predstavlja jeftinu i visokoefikasnu
alternativu za tretman obojenih otpadnih voda [110].

5.1. Peroksidaza iz soje

Peroksidaza iz soje je glikoprotein sa molarnom masom 37 kD, koja pripada familiji sekretornih
biljnih peroksidaza, klase III. Najpoznatiji ¢lan ove klase je peroksidaza iz rena, izoenzim C (HRP
C) s kojom sojina peroksidaza - SBP pokazuje 57% identi¢nosti aminokiselinske sekvence.
Potencijalna primena SBP je zanimljiva zbog velike termostabilnosti i velike aktivnosti i stabilnosti
na nizim pH vrednostima [111]. Peroksidaza iz soje je oksidoreduktaza ¢ija je najveca bioloska
uloga u prevenciji prevremene germinacije soje. Sojinu peroksidazu karakteriSu tri domena po
SCOP (eng. structural classification of proteins) klasifikacionom sistemu. SBP je mali protein sa
304 aminokiselinska ostatka i 7 glikozilovanih mesta koji ¢ine 18% njene mase [103]. Takode, SBP
ima 13 o-heliksa i 2 B- ploGe. Prosteti¢na grupa Fe**-protoporfirin IX, kao i 4 klju¢na aktivna mesta
omoguéavaju funkciju ovog enzima. Druga prostetska komponenta SBP je Ca?", ¢&ija funkcija nije
okarakterisana. Molekul tris(hidroksimetil)-aminometana (TRIS) je vezan za tercijernu strukturu
sojine peroksidaze, koji formira sekundarno mesto za vezivanje supstrata [112].

Pomocu softvera Expert Protein Analysis System (ExPASy) otkriveno je da se sojina peroksidaza
karakteriSe teorijskom vrednosti izoelektricne tacke 4,61 1 deglikozilovanom molarnom masom
33117 Da. Poredenje enzimske strukture peroksidaza omogucéava uvid u njihove funkcionalne
sposobnosti. SBP i HRP-C imaju iste kljuéne strukturne karakteristike, kao $to su lokacije 4
karakteristi¢na disulfidna mosta, prisustvo jednog triptofana na polozaju 117 1 hem prosteticne
grupe. SBP i HRP-C imaju isti kataliticki sistem, koji poc¢inje oksidacijom dva elektrona iz hem
molekula do intermedijera jedinjenje | (Sema 4). Uzastopna redukcija jednim elektronom stvara
drugi intermedijer, te se vraca u osnovno stanje.

Iako je sojina peroksidaza strukturno najslicnija HRP-C, to se ne podrazumeva za homolognost
aminokiselinske sekvence. Position-Specific Iterative BLAST (PSI-BLAST) je posebno dizajnirani
program za poredenje proteinskih sekvenci. Pomoc¢u PSI-BLAST je pokazano da sojina peroksidaza
ima skoro identi¢nu primarnu strukturu kao prekursor peroksidaze 1 iz Phaseolus vulgaris.

Prednost SBP je njena manja osetljivost na H2O: inaktivaciju, §to rezultuje vecom robustnom
aktivno$c¢u. Dalje, SBP ima veliku kataliticku aktivnost u Sirokom opsegu pH 2 — 11, kao i u
organskim rastvara¢ima. Dok se HRP-C inaktivira gubitkom hema na pH 2,4, SBP i dalje katalizuje
reakcije oksidacije. Na kraju, sojina peroksidaza je aktivna i na ve¢im temperaturama (T= 86 °C).
Temperatura inaktivacije sojine peroksidaze je 90,5°C, dok je temperatura inaktivacije HRP C
81,5°C. Temperaturna inaktivacija kod oba proteina, kao i kod pH inaktivacije nastaje kao posledica
gubitka hem grupe.
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Povecana stabilnost SBP je rezultat specificne interakcije izmedu vazne aminokiseline i
funkcionalne grupe. Na primer, kontakt izmedu atoma sumpora iz Met37 i C8 vinila hema dovodi
do potencijalne stabilnosti hem grupe SBP. Delokalizacija porfirinskog n-katjona jedinjenja | u
reakcionoj Semi potencijalno uti¢e na stabilnost hem grupe [113].

Sekundarna i tercijarna struktura peroksidaze iz soje

Superpozicija 1 strukturno poravnanje biljne peroksidaze iz klase III pokazuju da SBP ima slicnu
strukturu kao peroksidaza iz kikirikija (eng. peanut peroxidase - PNP) i HRP C [114]. Prikaz SBP
je dat na Slici 4A, dok je superpozicija SBP i HRP C data na 4B. Svih 13 o-heliksa i dva B-lista
karakteristi¢nih za klasu III peroksidaza su prisutni i kod SBP.

Slika 4. A) Stereo prikaz SBP. B) Stereo prikaz superponiranih SBP (svetlo sivo) i HRP C (crno).
C) Povrsina dostupna rastvaracima u istoj orijentaciji kao A) i B). D) Povrsina dostupna
rastvaracima HRP C sa ferulinskom kiselinom vezana za aktivni centar [115].

Relativna elektrostatiCka svojstva svih okarakterisanih peroksidaza ne pokazuju velike razlike u
njihovim kanalima za pristup supstrata. Medutim svojstva bo¢nih lanaca pokazuju razlike koje
mogu uticati na specifi¢nost peroksidaze.

U svim strukturama, F’/F’> segment formira obod ispod kanala za pristup supstrata (Slika 4C). Kod
HRP-C, SBP i PNP, nalazi se depresija u obodu ispod ulaza aktivhog centra, dok ostale
okarakterisane peroksidaze ATP A2 (Arabidopsis thaliana peroxidase A2) i ATP N (Arabidopsis
thaliana neutral peroxidase) imaju manje izrazen obod. Ostaci 142/143 (HRP-C br) su odgovorni za
ovaj fenomen. Hidrofobnost aminokiselinskog ostatka na polozaju 143 odreduje orijentaciju
hidrofobnog aminokiselinskog ostatka u polozaju 142. Kad je aminokiselinski ostatak u polozaju
143 hidrofoban (npr. HRP C, SBP i PNP) hidrofobni aminokiselinski ostatak u polozaju 142 ide
prema ostatku u polozaju 143 1 otvara depresiju u F’/F’’ segmentu.
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Druga bitna topoloska karakteristika je ekvatorijalni procep kod SBP, PNP i ATP A2. Kod ATP N i
HRP-C, isti taj procep se ne nalazi preko celog kanala za pristup supstrata, nego je blokiran
ostacima iz ’loop’ regiona pre F’’ heliksa. Ove razlike u topologiji su relevantne u odredivanju
smera rac¢vanja u reakcijama polimerizacije i/ili orijentaciji polimernih supstrata. Ako oksidovani
monolignol reaguje sa ciljnim molekulom dok je vezan u kanalu za pristup supstrata (Slika 4D),
onda ¢e depresija u obodu dozvoliti da se reakcija odigrava izmedu ciljanog i terminalnog C-atoma
supstituenata akrilne kiseline. Ogranicenje u ekvatorijalnom procepu onemogucice reakciju izmedu
ciljanog i treCeg C-atoma supstituenta akrilne kiseline [115].

Hem propionil-protein interakcije

Mogucu ulogu vodoni¢nih interakcija izmedu hem propionil i matriks proteina u osetljivosti
proteina na gubitak hema su razmatrali Mirza i saradnici (Mirza) [116]. SBP je manje osetljiv na
gubitak hema nego HRP-C. Strukturno okarakterisane biljne peroksidaze se razlikuju u jednoj
propionil-apoprotein interakciji. Obe SBP i HRP-A2 imaju vodonik vezan za bo¢ni lanac arginina,
dok je odgovarajuci ostatak kod HRP-C glutamin (Q176, HRP-C br). PNP ima glutamin u ovom
polozaju, isto, dok ATP N, biljna peroksidaza koja lako gubi hem na sobnoj temperaturi i pH 9,0
ima ostatak lizina. U svim strukturno poznatim peroksidazama, isti propionil je vezan vodoni¢nom
vezom za bocni lanac serina (S73, HRPC br). Drugi hem propionil je vezan vodonicnom vezom za
bocni lanac arginina (R31, HRPC) i bo¢ni lanac serina (S35, HRPC).

Aktivni centar

SBP poseduje 4 molekula vode u aktivnom centru. Struktura SBP je Sesta po redu okarakterisana
kristalna struktura sekretornih biljnih peroksidaza. Dostupne su informacije koje omoguéavaju
identifikaciju suptilnih strukturnih razlika koje uzrokuju razli¢itu funkciju kod izoenzima
peroksidaze.

6. Kinetika enzimskih reakcija katalizovanih peroksidazama

Izu¢avanjem kinetike reakcija katalizovanih peroksidazama klase III prikupljen je dovoljan broj
podataka koji potvrduju da se konverzije supstrata do proizvoda odigravaju po mehanizmu
bisupstratnih reakcija. Bisupstratne reakcije ¢ine 60% biohemijskih reakcija u prirodi. Klasifikuju
se u dve grupe: sekvencijalne i ping-pong reakcije. Kod reakcija koje se odvijaju po sekvencijalnom
mehanizmu, oba supstrata se vezuju za enzim pre nego S$to nastane prvi proizvod. Vezivanje oba
supstrata za enzim dovodi do formiranja kompleksa prelaznog stanja, koji se naziva i ternarni ili
centralni kompleks. U slucaju kad redosled vezivanja supstrata za enzim nije bitan, mehanizam se
odvija sa nasumi¢nim vezivanjem supstrata, prikazan na Semi 1. Ako se vezivanje supstrata i
disocijacija proizvoda odvija po odredenom redosledu, onda se naziva sekvencijalni mehanizam sa
pravilnim vezivanjem supstrata (Sema 2).
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Sema 1. Nasumicni sekvencijalni mehanizam bisupstratne reakcije
Jednacina koja opisuje mehanizam nasumi¢nog vezivanja supstrata je sledeca[117]:

VmaxKsp[Al[B] Jednacina 1

Vo =
® 7 KyplAl[BlKmp[B] + KpmpKsp[A] + KsuK2p

gde je:

vy — pocetna brzina, mmol/min

Vmax — Maksimalna brzina reakcije, mmol/min

K4 — Mihaelis-Mentenova konstanta za supstrata A, mol/L (Michaelis-Menten)
K.,z — Mihaelis-Mentenova konstanta za supstrata B, mol/L

K, — konstanta disocijacije supstrata A i enzima, mol/L

K, — konstanta disocijacije supstrata B i enzima, mol/L

[A] — koncentracija supstrata A, mol/L

[AB] — koncentracija supstrata B, mol/L

B)
E+A S EA S EAB » E+P+Q

Sema 2. Sekvencijalni mehanizam sa pravilnim vezivanjem supstrata
Jednacina (2) koja opisuje sekvencijalni mehanizam sa pravilnim vezivanjem supstrata [117]:

Vmax[A][B] Jednacina 2
KmA [B] + KmB [A] + KsAKmB + [A] [B]

v0=

Mehanizam reakcije u kojoj enzim reaguje sa jednim supstratom dajuéi kovalentno modifikovani
enzim 1 oslobadaju¢i jedan proizvod, a zatim reaguje sa drugim supstratom naziva se mehanizam
dvostrukog premestanja ili ping-pong. Nakon vezivanja jednog od dva supstrata, prvi proizvod se
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oslobada, ali neka hemijska grupa supstrata ostaje na katalitickom mestu enzima stvarajuci novi
oblik stabilnog enzima. Nakon vezivanja drugog supstrata, kataliza se produzava dajuc¢i drugi
proizvod uz regeneraciju originalnog enzima.

F| B
E+AS EASFPSFS FBS EQ— E+Q

Sema 3. Ping pong bi-bi mehanizam

Thnibicija bisupstratnih reakcija sa supstratom u visku

Ako je koncentracija supstrata povecana, postoji mogucénost inhibicije reakcije. Do smanjenja
brzine reakcije moze do¢i usled vezivanja jednog supstrata za aktivni centar enzima i da se na taj
nacin sprecava vezivanje drugog supstrata. Inhibicija enzimske reakcije supstratom u visku se
matematicki opisuje:

Vo = Vmax[Sol Jednacina 3

[Sol?
Km+[Sol+=2—
m+(Sol X,

gde je:

K, — Mihaelis-Mentenova konstanta, mol/L
So — pocetna koncentracija supstrata, mol/L
K; — konstanta inhibicije, mol/L

U literaturi postoji ograni¢en broj podataka za kinetiku reakcije obezbojavanja boja peroksidazom
iz sojinih ljuspica i krompirovih ljuski. Eksperimentalno je utvrdeno da reakcije slede ping — pong
bi—bi mehanizam. U Tabeli 5 su date jednacine za pomenute mehanizme:

Tabela 5. Matematcki modeli brzine enzimske reakcije koji se odvijaju po ping pong bi-bi
mehanizmu.

Ping— pong bez inhibicije Jednacina 4
Vo = vmax[H]O[D]O
® " Kmp[H]o + Ky [D]o + [H]o[D]o
Ping —pong inhibicija bojom, D Jednacina 5
o = vmax[H]O[D]O
o=
D
Konp[Hlo + K [D1o(1 +1212) + []o[0]
Ping—pong inhibicija peroksidom, Jednacina 6
H o = vmax[H]O[D]O
0 =
H
Koo lH1o(1 + L19) + K,y D), + [H1, D),

22



Gde je:

[H], — pocetna koncentracija vodonik-peroksida, mol/L

[D], — pocetna koncentracija boje, mol/L

K,,p — Mihaelis-Mentenova konstanta za boju, mol/L

K,y — Mihaelis-Mentenova konstanta za vodonik-peroksid, mol/L
K;p — Konstanta inhibicije za boju, mol/L

K;y — Konstanta inhibicije za vodonik-peroksid, mol/L

7. Mehanizam delovanja peroksidaze

Mehanizam delovanja peroksidaza klase I1I se moZze opisati pomocu sledecih jednacina:
Peroksidaza + H20, — jedinjenje | + H2O

Jedinjenje | + RH — jedinjenje Il + R*

Jedinjenje Il + RH — peroksidaza + R* + H20

Ukoliko se sumiraju prethodno navedene jednacine, moze se prikazati mehanizam delovanja
peroksidaza na slede¢i nacin: 2RH + H202 — 2 R* + 2 H0p,

gde RH je supstrat a R* je proizvod - slobodan radikal.
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Sema 4. Mehanizam delovanja peroksidaze [118].

Kataliticki ciklus biljne hem peroksidaze pocinje koordinacijom peroksida do Fe®* (Sema 4).
Peroksid se podvrgava heterolitickom raskidanju, stvarajuéi molekul vode i polustabilni
intermedijer tzv. jedinjenje 1. Dolazi do prenosa protona iz peroksida O1 do O2 gde sledi raskidanje
0O-0O veze. 02 se zajedno sa vodonikom izdvaja kao molekul vode, a ostaje Ol koji je veé
koordiniran do hema sa 6 elektrona i njegova elektronska konfiguracija se popunjava oduzimanjem
2 elektrona sa enzima. Jedan elektron poti¢e od gvozda, pa dolazi do stvaranja oksiferil (Fe=0)
centra. Kod veéina peroksidaza, drugi elektron se uklanja sa porfirinskog prstena i stvara se
porfirinski z—katjon radikal. Porfirinski radikal prima jedan elektron iz elektron donor supstrata, gde
se dobija supstrat slobodni radikal i jedinjenje II. U slede¢em redukcijskom koraku, drugi molekul
supstrata redukuje jedinjenje Il do feri-peroksidaze [119]. Drugi intermedijer jedinjenje Ill, gde je
gvozde Fe?*, obi¢no se formira kad je H,O; u visku. Ovaj intermedijer se uglavnom formira kao
kombinacija superoksida sa feri enzimom. Superoksid se moze formirati oksidacijom H20- ili
transferom elektrona sa oksidovanih supstrata do molekulskog kiseonika. Jedinjenje Il nije
kataliticki aktivan intermedijer.
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8. Primena mikroreaktorskih sistema u tretmanu obojenih
otpadnih voda

Mikroreaktor predstavlja uredaj gde se hemijska reakcija odvija unutar kapilarnih kanala. U njima
se proces izvodi kontinualno. Glavno svojstvo mikroreaktorskih sistema je smanjenje zapremine
procesne opreme na red veli¢ine od desetak nanolitara do jednog mililitra. Procesni uredaj ovih
veli¢ina u kojoj se sprovode hemijske i biohemijske reakcije naziva se nanoreaktor ili milireaktor, a
naziv koji se najce$ce koristi i1 koji je u literaturi nasao Siroku primenu je mikroreaktor. Pojam
mikroreaktora u osnovi se vezuje za male dimenzije njegove osnovne strukturne jedinice —
mikrokanala Cije su tipicne dimenzije u rasponu 10 pm — 1000 um [120]. Mikroreaktori su
sastavljeni od kapilarnih kanala pre¢nika manjeg od 1 mm, ili od mreZe kanala koji se spajaju [121],
[122]. Prednosti mikroreaktora u odnosu na obi¢ni makroreaktor su vezane za energetsku
efikasnost, brzinu reakcije i ukupan prinos proizvoda, kao i jednostavno upravljanje. Mikroreaktori
se mogu Koristiti za izvodenje slozenih reakcija poput esterifikacije, hemijske hidrogenacije i
sinteze sa slobodnim radikalima.

Ukupni prihod od proizvodnje mikroreaktora iznosio je 1,8 milijardi dolara u 2014. godini [123].
Razvoj mikroreaktora je usmeren ka materijalima za njihovu izradu, koji poseduju izvrsna svojstva i
nisku cenu. Mikroreaktor moze biti napravljen od razli¢itih vrsta materijala kao $to su silicijum,
staklo, Celik, keramika i polimeri. Dizajn mikroreaktora se poboljSava i uti¢e na simulaciju 1 analizu
hemijske reakcije. Oni se mogu projektovati kao kapilarni ili u obliku ¢ipa (Slika 5), $to omogucava
njihovu Siroku primenu u razli¢itim nauénim oblastima. Kapilarni reaktori moraju imati
zadovoljavajuée karakteristike u pogledu veli¢ine i duzine kapilara, s obzirom na svojstva tec¢nosti.

a—

¢ip mikroreaktor

kapilarni mikroreaktor

Slika 5. Izgled kapilarnog i ¢ip mikroreaktora [124)

U poredenju sa klasicnim makroreaktorskim sistemima, mikroreaktori imaju brojne prednosti.
Strujanje fluida u sistemu je laminarno zbog malog precnika kanala. Karakteristicno za
mikroreaktore je da imaju veliku specifi¢nu povrsinu, zbog ¢ega je prenos mase i toplote efikasniji,
a koli¢ina 1 broj otpadnih procesnih struja znatno smanjena. Primena mikroreaktora omogucava
preciznu regulaciju procesa, kao 1 upotrebu malih koli¢ina reaktanata i katalizatora. Pogodni su za

25



egzo/endotermne reakcije, reakcije koje su eksplozivne i zahtevaju upotrebu opasnih hemikalija.
Upotrebom mikroreaktora, prenos je u vecoj razmeri (eng. scale-up) znatno pojednostavljen jer se
izvodi povezivanjem procesnih jedinica (eng. numbering-up), ¢ime su uklonjeni visoki troskovi
projektovanja i skrac¢eno je vreme potrebno za prenosenje iz laboratorijskih razmera na industrijsku
primenu. Do danas su razvijeni mikroreaktori u kojima je moguce izvodenje nekoliko istovremenih
reakcija, razdvajanje i analiza komponenata sistema u jednom mikrokanalu.

Specifi¢na konstrukcija i male dimenzije mikroreaktora omogucavaju Siru primenu mikroreaktora u
odnosu na postoje¢e makroskopske reaktorske sisteme. Zbog toga se hemijski i biohemijski procesi
koji se izvode u mikroreaktorima mogu znatno razlikovati od procesa koji se sprovode u velikim
reakcionim sistemima. Smanjenje veli¢ine procesne opreme dovodi do povecanja efikasnosti,
produktivnosti i sigurnosti procesa [125]. Zbog bolje regulacije procesnih uslova, upotrebe malih
koli¢ina reaktanata i katalizatora, znatno veceg razmera medufazne povrSine i zapremina reaktora,
dolazi do intenzivnijeg prenosa mase i energije i smanjenja koli¢ine otpadnih procesnih struja u
odnosu na procese koji se odvijaju u konvencionalnim reaktorima. Zbog toga, mikroreaktori nalaze
nove mogucnosti primene, najvisSe u medicini i farmaceutskoj industriji. Glavni nedostatak
mikroreaktora je u tome $to se jo§ uvek ne mogu primeniti kao zamena za sve postojece sisteme, a
zbog malog pre¢nika mikrokanala u radu s viskoznim i ¢vrstim sistemima moze do¢i do njihovog
zacepljenja.

Prikaz mikroreaktora je dat na Slici 6. Na pocetku procesa reaktanti ulaze u mikroreaktorski sistem
pomocu pumpe koja ih vodi do miksera gde se reaktanti meSaju, a zatim produzavaju u reaktor. Na
kraju se proizvod skuplja i precis¢ava po potrebi, ili se direktno analizira.

Slika 6. Mikroreaktorski sistem za obezbojavanje AV109 pomocu peroksidaze iz otpadnog
materijala
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Ukoliko je protok idealan, zavisno od duzine puta, na odredenom mestu koncentracija reaktanta i
produkta je konstantna pri stabilnim uslovima. To mesto se izrazava u vremenu zadrzavanja koje je
vreme izmedu inicijacije 1 terminacije kontinualne reakcije i Cesto se pogresno uporeduje sa
vremenom Sarzne reakcije. Vreme zadrzavanja se definiSe kao odnos duzine ili zapremine puta i
brzine protoka. Inicijacija se postize meSanjem reaktanata, zagrevanjem ili zraCenjem, a terminacija
pravilnim tehnikama gasenja. Zavisno od tipa reakcije, gaSenje moze biti termicko, hemijsko ili
spontano kao $to je kod fotohemijskih reakcija koje se gase nakon izlaska iz reaktora jer vise nisu
izlozene odredenom zrac¢enju. Vreme zadrzavanja jednostavno se odreduje kod reakcija sa jednom
fazom jer su zapremina reaktora i brzina protoka definisani od strane korisnika, a kod viSefaznih
reakcija najbolje je vreme zadrzavanja odrediti puStanjem obojenih rastvora kroz kanal mereci
vreme [126].

MesSanje u mikroreaktoru

Zbog male povrsine mikroreaktora, frekvencija sudara molekula je kineticke prirode, $to ubrzava
stvaranje krajnjeg proizvoda. MeSanje u mikroreaktoru moze biti aktivno i pasivno. Aktivno
mesSanje nastaje po principu kinetiCke energije, ubrzavanjem elektrona, ili hidrofluidnog
dinamickog kretanja [127]. Pasivno mesanje deluje po principu difuzije na povrSini mikrokanala i
efikasno je u viSefaznim fluidnim sistemima. Sa industrijske strane, pasivno meSanje je pozeljno u
visefaznom sistemu zbog povecavanja operativnog u¢inka u hemijskoj sintezi [128], [129].

Pasivno mesSanje omogucéava laminarne uslove protoka u sistemu sa vise fluida, Sto povecava
specificnu povrSinu dostupnu za difuziju. Takode, pasivno meSanje povecava efikasnost i
operacionu funkcionalnost. Kretanje tecnosti u mikrokanalu ima oblik kontinualnog protoka sa
pasivnim segmentima meSanja. Prema tome, laminarni protok u mikroreaktoru naziva se
kontinualni protok ili segmentirani ili isprekidan (dezintegrisani) protok. Dezintegrisani protok se
pojavljuje u gasnim, te€nim sistemina, kao gas-teCnost dezintegrisani protok ili kao te¢no-tecno
dezintegrisani protok. Protok u mikroreaktorima je dat na Slici 7.
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Slika 7. Vid protoka u mikroreaktoru: a) laminarni protok, b) klinasti protok,

U mikroreaktorima, protok je skoro uvek laminaran sa niskim vrednostima Rejnoldsovog broja
(Reynolds), gde su viskozitet i povrSinske sile bitna svojstva. Veza izmedu brzine fluida i
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apsolutnog pritiska za nestisljivu viskoznu tec¢nost je data klasicnom teorijom dinamike fluida i
Navijer-Stoksovom ( Navier-Stokes) jednac¢inom:

g + (7 V)7 =-V (g) + UAT Jednacina 7

gde je v vektorska brzina fluida, za svaku Ojlerovu (Euler) komponentu (x,y,z,t), P je apsolutni
pritisak, p je relativna gustina, a u je koeficijent kinematickog viskoziteta. Na primeru
mikroreaktorskog horizontalnog kanala (x osa), sa laminarnim protokom i malim padom pritiska,
jednosmernim protokom i konstantnim pritiskom, jednacina dobija oblik:

617_ 1 AP ou? ou? Jednacina 8

- o 1 Mtz

gde je L duzina mikrokanala. Ako je protok stacionaran, vreme je jednako nuli:

AP | ou? | ou? 0 Jednacina 9
nL  dy? = 9z2

gde nm predstavlja koeficijent dinamickog viskoziteta. Bezdimenzioni parametri od znacaja za
mikroreaktorski sistem su Rejnoldsov (Re), Frudov (Froude-Fr) i Pekletov (Peclet-Pe) broj za
molekularnu difuzivnost, i Damkolerov (Damkaéhler-Da) broj za reakcioni sistem. Da bi se olaksala
karakterizacija protoka i difuzije u mikrokanalima, potrebno je Re< 10 da bi protok bio laminarni, i
Pe~ 10 000, zbog difuzivnosti.

Dobro mesSanje, kratko vreme zadrZavanja i konstantna temperatura su preduslovi za dobijanje
pouzdanih kinetickih vrednosti. Vreme meSanja treba biti krace u poredenju sa vremenom hemijske
reakcije. Fat (Fath) i saradnici su procenili da teorijsko vreme meSanja u cevnom mikroreaktoru,
uklju¢ujuéi molekularnu difuziju i smicajni napon, kad je protok laminaran [130] se moze
predstaviti jednac¢inom 10:

(g_z) Jednacina 10
tmeéanje = Ff’";ln(l,SZPe),

gde je d-pre¢nik mikroreaktora, a Dm koeficijent difuzivnosti.

Specificna povrSina mikroreaktora je parametar od znacaja, jer odreduje ucestalost raspodele
supstanci u razliitim intervalima. Brzina molekula u sistemu gas-te¢no zavisi od ucestalosti sudara
gasa ili tecnosti molekula, koji odreduju konfiguraciju protoka sistema. Homogenost i vreme
zadrZavanja u gasovitim smeSama ili smeSama gas-tecnost zavisi od sila vezivanja koje deluju
izmedu segmenata tecnosti. Ove sile poboljSavaju meSanje 1 obezbeduju duze vreme zadrzavanje
eluenta. Svojstva kao brzine protoka i viskoznost, odreduju brzinu difuzije u mikrokanalu.
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Uvecanje razmera procesa

U cilju uveéanje procesa na industrijski nivo, mikroreaktori se mogu povezati paralelno ili serijski
(eng. numbering-up ili scaling-out). Ovo je jednostavnije u odnosu na klasi¢no uveéanje procesa
(eng. scaling-up) koje je znatno slozeniji, dugotrajniji, skuplji i manje isplativ postupak. Prednost
mikroreaktora pri uvecanju procesa je sigurnost odvijanja reakcije bez prekida ili ve¢ih smetnji u
slu¢aju prestanka rada pojedinog reaktora iz bilo kojeg razloga. Ne znaci da su mikroreaktorski
uredaji, vezani serijski i/ili paralelno, manji po dimenzijama i volumenom od konvencionalnih
,,makroreaktora“. Naprotiv, po potrebi mogu se konstruisati tako da budu ve¢i od prosetne
dimenzije makroreaktora. Cerkasov (Cherkasov) i sararadnici su procenili da je moguda
proizvodnja od 10-50 kg/dan te¢nog 2-metil-2-butanola u mikroreaktoru [131].

Paralelno vezivanje veceg broja mikroreaktora se naziva i spoljasnje povecanje (eng. external
numbering-up), odnosno povecéanje broja strukturnih jedinica.

Serijsko vezivanje vecfeg broja elemenata unutar jednog mikroreaktora predstavlja unutrasnje
povecéanje (eng. internal numbering-up). Formira se jedan zajednicki ulazni tok i jedan izlaz za
proizvod. Pri serijskom vezivanju, maksimalni broj jedinica koji se mogu vezati zavisi od pada
pritiska.

Primena mikroreaktora

U poredenju sa konvencionalnim reaktorima, reakcije u mikroreaktoru se odlikuju ve¢om
selektivno$éu, poveéanom produktivnosti, jednostavnom manipulacijom, manjom potrosnjom
energije i smanjenjem zagadenja, kao i manjom cenom. Najces$¢e se primenjuju u sintezi organskih
jedinjenja 1 (bio)polimera, bioloskih i farmaceutskih jedinjenja, kao i u sintezi nanocestica. Zbog
poboljsane regulacije pritiska, razli¢ite organske sinteze su lako izvodljive u mikroreaktorima, kao
Sto su sinteza toluena, reakcije dehidrogenacije, visefazne slozene organske reakcije [132]-[134].
Takode, temperatura do 300°C se mozZe postici, ¢ime se eliminiSu bo¢ne reakcije. Sinteza polimera
koji se koriste u kozmetici je moguca u mikroreaktorima [135]. Mikroreaktori su nasli primenu i u
bioloSkim analizama kao §to su liziranje ¢elija, detekcija 1 ekstrakcija ¢elijskih komponenti. Takode
se primenjuju i u oblasti biolos§kog inZenjerstva- inzenjerstvo tkiva i mikroinzenjerstvo [136], [137].
Mikroreaktori se uspe$no primenjuju za dobijanje nanoCestica zeolita, magnetita, cink-oksida i
silicijum-dioksida [138]-[142].

9. Primena imobilisanih enzima u tretmanu obojenih otpadnih
voda

Dostupna literatura obiluje podacima koji se odnose na enzimsko uklanjanje sintetickih boja ([143]-
[150]. Medutim, da bi upotreba enzima u industrijskim razmerima bila ekonomski opravdana,
enzimi moraju ispunjavati odredene kriterijume kao §to su stabilnost, jednostavnost rukovanja i
ponovna upotreba [151]. Primenom razlic¢itih tehnika imobilizacije razvijeni su novi, biokatalizatori
poboljsanih svojstava ¢ime je primena enzimskih sistema u katalizi uklanjanja sintetickih boja
unapredena u smislu povecanja efikasnosti procesa, stabilnosti enzima kao i poveé¢anja ekonomske
opravdanosti postupka [152]-[156].

Imobilizacija enzima se definiSe kao ,pri¢vrs¢ivanje enzima u definisanom prostoru,
omogucavajuéi kontinualnu i ponovnu upotrebu, pri ¢emu enzim treba da zadrzi svoju kataliticku
aktivnost* [157]. Svaki imobilisani enzim treba da ispuni nekataliticke zahteve kao §to su odredena
forma, veli¢ina, C¢vrstina, duzina i sl, koji doprinose lakS$oj separaciji i ponovnoj upotrebi, kao i

29



katalitiCke zahteve, a to su: aktivnost, selektivnost, stabilnost, pH i temepraturni optimum [158].
Takode, imobilizacija utice na konformaciju enzima, $to znaci da se imobilizacijom moze menjati
selektivnost enzima.

Prednosti imobilizacije:
1) Moguénost ponovne upotrebe

2) Povecana stabilnost u odnosu na visoke temperature, ekstremne pH vrednosti, velike
koncentracije supstrata, polarne rastvarace, sile smicanja i sl.

3) Povecana i/ili modifikovana selektivnost (regio, acil, hemo i enantioselektivnost)

Metode imobilizacije se mogu podeliti na fizicke i hemijske. Imobilizacija enzima fizickim
metodama podrazumeva fizicko vezivanje ili zarobljivanje enzima za nosa¢. Glavna prednost
ovakve imobilizacije je $to enzim najéeS¢e zadrzava nativnu konformaciju i strukturu. Medutim,
nedostatak je to Sto je veza izmedu nosaca i enzima slaba, §to uzrokuje odvajanje enzima sa nosaca
u vodenim sredinama. Adsorpcija i obuhvatanje enzima noSaem su najces¢e primenjivane fizicke
metode imobilizacije enzima. U hemijske metode spadaju kovalentno vezivanje na nosac,
kovalentna imobilizacija bez nosaca i autoimobilizacija. Imobilizacija enzima hemijskim metodama
Moze izmeniti strukturu proteina, zbog toga $to se enzim vezuje za nosa¢ hemijskim vezama koje
mogu promeniti konformaciju enzima [159].

9.1. Tehnike imobilizacije enzima

Adsorpcija

Adsorpcija predstavlja jednostavnu metodu, gde se imobilizacija vr§i meSanjem enzima sa
adsorbensom, pod ta¢no odredenim uslovima: pH i jonska ja¢ina. Nakon ispiranja slabo vezanih i
nevezanih enzima, imobilizat je spreman za koriséenje. Imobilizacija adsopcijom bazira se na Van
der Vaalsovim, jonskim, vodoni¢nim i hidrofobnim interakcijama. To su prili¢no slabe sile, ali
mnogobrojne, pa enzim ostaje vezan za nosa¢. Adsorpcija kao nacin imobilizacije moze zastititi
enzim od aglomeracije i proteolize. Ova metoda obi¢no uzrokuje promene u mikrosredini proteina
zato Sto dolazi do vise interakcije izmedu jednog molekula proteina i vise funkcionalnih grupa sa
povrSine nosaca. Nedostatak je Sto lako moze do¢i do desorpcije zbog temperaturne fluktuacije,
promena supstrata i pH [160]. Kao adsorbensi se mogu Kkoristiti razli¢ite materijale kao §to su: glina,
smole, razli¢ite okside, i sl. Na primer, Sekuljica (Sekuljica) i saradnici su uspe$no adsorbovali
peroksidazu iz rena na Purolite smolu, i postigli ~90% obezbojavanja antrahinonske boje Kiselo
ljubicasto 109 [161]. Druga grupa autori su imobilisali peroksidazu iz rena na modifikovani
kukuruzni skrob [162]. Imobilisana peroksidaza je koriS¢ena u reakciji degradacije azo boje metil
oranz, gde je postignuto 97% obezbojavanja za 1h. Za obezbojavanja antrahinonske boje Kiselo
zeleno 25 i azo boje Reaktivno crno 5, grupa istrazivaca iz Poljske su prvo sintetisali okside
titanijuma 1 cinka, koji su ih kasnije upotrebili za imobilizaciju lakaze. Njihov biokataliticki sistem
se pokazao kao jako efikasan, buduéi da je postignuto 99% obezbojavanja [163].
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Obuhvatanje enzima nosacem

Ova metoda se definiSe kao ograni¢eno kretanje enzima u poroznom gelu, gde se enzimi ponasaju
kao slobodni molekuli u rastvoru. Ova metoda je pogodna kada su u pitanju mali molekuli supstrata
I proizvoda. U suprotnom, dolazi do otezanog prenosa mase. Obuhvatanje enzima nosa¢em moze Se
uspostaviti preko fizickog zarobljavanja enzima ili preko kovalentnog vezivanja. Kao nosaci koriste
se agar, agaroza, zelatin koji se dobijaju termo reverznom polimerizacijom, ili alginat i karagenan
dobijeni jonotrpskim zeliranjem [164].

Kovalentno vezivanije

Ovim metodom enzim se ireverzibilno vezuje za nosa¢ kovalentnim vezama, $to predstavlja
najstabilniji nacin imobilizacije. Na Slici 8, je prikazan postupak imobilizacije enzima kovalentnim
vezivanjem.

>

funkcionalizacija

aktivacija

>

-
o

T .- BI0E0Y
,.,x'-m M‘;‘- (!é: ., m
000 = AN Hi G N

PRE N\ |1 B (_‘&;’: +——

'.I‘. - - - - . -
00D, i imobilizacija enzima
A o
0.,
e

&

Slika 8. Postupak kovalentne imobilizacije enzima na neogranskim nosacima [165].

Ukoliko je nosa¢ neorganska supstanca, vrsi se njegova funkcionalizacija, tj. uvode se nove grupe
na povrsini nosaca. Epoksi 1 aldehid funkcionalizovane nosace mogu se koristiti za imobilizaciju
enzima, direktno, bez aktivacije. U svim drugim slucajevima, potrebna je aktivirati nosac sa
specificnim reagensima koji reaguju sa funkcionalnim grupama enzima. Nakon toga, vrsi se
aktivacija nosaca [165]. Reakcija gde se enzim vezuje za nosa¢ izvodi se pod uslovima koji znatno
ne utiCu na aktivnost enzima. Takode, reagensi koji se koriste za imobilizaciju ne treba da uti¢u na
aktivni centar. Bo¢ni lanac amino kiselina kao §to su lizin, arginin, asparaginska kiselina i histidin
reaguje sa razliitim funkcionalnim grupama nosaca: imidazolil-, indoil-, hidroksil- i sl.
Modifikovana povrSina nosaca peptidima doprinosi vecoj specifi¢noj aktivnosti i stabilnosti enzima
[166]. U cilju poboljsanja svojstava nosaca, vrsi se aktivacija njihovih funkcionalnih grupa. Enzim i
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nosa¢ se mogu povezati direktno ili preko odredenih molekula razlicite duzine, koji se nazivaju
,»Spejseric. Spejseri omogucavaju veci stepen slobode enzima, §to dovodi do poboljsane aktivnosti
enzima u poredenju sa direktno vezanim enzimom. Na primer, grupa istrazivaca je vezala
glutaraldehid na CNBr — agarozu i CNBr — aktiviranu sefarozu da bi poboljsali temperaturnu
stabilnost enzima [167]. Kasefi (Kashefi) i sar. su imobilisali lakazu na magnetnom grafen-oksidu,
koji su ga aktivirali glutaraldehidom. Na tako modifikovani nosa¢ su imobilisali lakazu, koju su
kasnije koristili za degradaciju azo boje Direktno crveno 23. Postigli su 95% degradacije [168] .
Salami (Salami) i sar. su koristili imobilisanu lakazu na epoksi funkcionalizovanu siliku za
degradaciju diazo (Kiselo oranz 156), ksanten (Kiselo crveno 52) i tri aril metanske boje (metil
ljubicasto, Brilijantno plavo i Malahitno zeleno). Pomo¢u redoks medijatora su postigli 78-99%
obezbojavanja [169].

Imobilizacija bez nosaca — umreZavanje enzima

Imobilizacija enzima bez nosaca postize se preko njihovog medusobnog povezivanja pomocu bi- ili
multifunkcionalnih reagenasa [164]. Reagens koji se naj¢e$ce koristi za umreZzavanje enzima je
glutaraldehid. Do umreZavanja dolazi formiranjem Schiff-ovih baza imedu obe karbonilne grupe
glutaraldehida i pozitivno naelektrisanih amino-grupa na povrs$ini proteina. Najéescée je to g-amino-
grupa lizina. Prednosti imobilizacije bez nosaca su visoki prinosi i velika produktivnost [170]. Ovaj
nacin imobilizacije vrsi se direktnim umrezavanjem rastvorenih enzima (eng. cross-linked enzymes,
CLE), enzimskih kristala (eng. cross-linked enzyme crystals, CLEC) i enzimskih agregata (eng.
cross-linked enzyme aggregates, CLEA). Umrezeni enzimi (CLE) dobijaju se sa umrezavanjem
enzima u rastvoru pomoc¢u umrezivaca. U poredenju sa slobdnim enzimima, CLE imaju poboljSanu
temperaturnu stabilnost, ali mala zadrzana aktivnost, slaba reproducibilnost i niska mehanicka
stabilnost su neke od mana zbog kojih ova metoda nije zazivela. CLEC, pak poseduju dobru
mehani¢ku, temperaturnu i pH stabilnost. Takode, umrezeni enzimi su se pokazali kao stabilni i u
prisustvu organskih rastvaraca [171]. Kataliti¢ka aktivnost CLEC-a moZe se povecati Smanjenjem
veli¢ine enzimskih kristala. Medutim, CLEC je komplikovana metoda imobilizacije zbog zahtevnih
koraka kristalizacije proteina, §to povecava i cenu proizvoda [172].

U poredenju sa kristalizacijom, agregacija enzimskih molekula i njthovo umrezavanje dodavanjem
soli, organskih rastvaraca ili nejonskih polimera je jeftinija metoda. UmreZeni enzimski agregati se
dobijaju iz neprec¢isenih istaloZzenih enzimskih molekula formiranjem ¢vrstih Cestica koje su
nekovalentno vezane (Slika 9). CLEA postaju nerastvorni nakon kovalentnog vezivanja sa
umrezivacem kao §to je glutaraldehid [173]. CLEC i CLEA imaju 10 do 1000 puta vecu aktivnost
nego isti enzimi pri¢vr§éeni na nosa¢ [174]. Upotreba imobilisanih enzima bez nosafa u veéim
razmerama je pogodna zbog toga Sto se na taj naCin moze dovesti u reaktor veca koli¢ina enzima,
¢ime se kompenzuje gubitak aktivnosti pri ponovnoj upotrebi, bez prolongiranja reakcionog
vremena [175]. lako za pripremu CLEA nije potrebna kristalizacija enzima, postupak talozenja i
umrezavanja enzima je razli€it za razli€ite enzime, §to znaci da se mora izvrSiti optimizacija uslova
pripreme CLEA. Kataliticka aktivnost CLEA =zavisi 1 od taloZnog reagensa. Razli¢iti talozni
reagensi deluju razli¢ito na konformaciju enzima, pa odabir pravog taloZznog reagensa je od velikog
znacaja.
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Slika 9. Postupak pripreme umrezenih enzimskih agregata

Za pripremu CLEA najcesce se koristi glutaraldehid, zbog njegove niske cene i dostupnosti [176].
Medutim, zadrzana akrivnost umrezenih agregata nitrilaza sa glutaraldehidom je jako niska [177].
Ovo je najverovatnije posledica male molarne mase glutaraldehida (0,1 kDa) koji uspeva da prodre
unutar proteina i narusi tercijarnu strukturu enzima, $to uzrokuje potpuni gubitak aktivnosti. Mateo
(Mateo) i sar. su zaobisli ovaj problem koris¢enjem dekstran-polialdehida kao umrezivaca, Cija
molarna masa iznosi 100-200 kDa [178]. Drugi reagensi koji su koris¢eni za umrezivanje su
diepoksidi razli¢ite duzine i p-benzohinon za imobilizaciju lipaza, hitozan za imobilizaciju lakaza, i
pektin za imobilizaciju glukoamilaza [177], [179]-[181].

Koncentracija umrezivaca reguliSe stepen umrezavanja i s tim modifikuje krajnju strukturu CLEA,
Sto utice na njihovu stabilnost i aktivnost. Majumder (Majumder) i sar. su ispitivali uticaj
glutaraldehida pri imobilizaciji lipaza [182], i dosli su do zaklju¢ka da sa pove¢anjem koncentracije
glutaraldehida, povecava termostabilnost enzima. Naime, veéi broj inter- i intramolekulskih
kovalentnih veza dovodi do vece termostabilnosti. Medutim, s druge strane, ovo uti¢e negativno na
aktivnost 1 enantioselektivnost, budu¢i da se povecava rigidnost enzima. Takode, vreme i
temperatura umreZavanja uti¢u na aktivnost CLEA. Veca temperatura i duze vreme dovode do
veéeg stepena umrezavanja a s tim i do smanjenja aktivnosti enzima [183]. Uticaj pH je isto od
velikog znacaja, budu¢i da se glutaraldehid moze pojaviti kao monomer ili polimer u zavisnosti od
pH sredine. Glutaraldehid polimerizuje u alkalnim sredinama, pa su CLEA ¢estice vece [184].

Aktivnost CLEA zavisi od nekoliko faktora kao Sto su talozni reagens, aditivi, umrezivac, vreme
umrezavanja, enzimska koncentracija, temperatura, pH sredine i meSanje. Talozni reagensi i uslovi
talozenja doprinose aktivnijoj konformaciji enzima [185]. Kao talozni reagensi koriste se soli ili
organski rastvaraci. Organski rastvara¢i mogu izazvati denaturaciju enzima zbog toga §to uklanjaju
molekule vode vezane za proteine, Sto utice na njthovu fleksibilnost. Da bi resili ovaj problem,
Vang (Wang) i sar. su dodavali Secere kao $to su glukoza, saharoza i trehaloza za vreme talozenja
[186]. Aktivnost CLEA se moZe poboljsati dodavanjem aditiva: sufraktanti i krunski etri [187].
Budu¢i da se aditivi ne vezuju kovalentno za enzim, mogu se ukloniti ispiranjem organskim
rastvaraCima, pa imobilisani enzim zadrzava povoljniju kataliticku konformaciju.

Priprema CLEA sa enzimima koji imaju nizak sadrzaj lizina je otezana buduci da lizinski ostaci
ucestvuju u umrezavanju. Ovo se reSava tako Sto se taloZenje enzima vr$i u prisustvu polimera sa
primarnim amino-grupama kao $to su polilizin i polietilenimin [188], [189]. Polietilenimin formira
pozitivno naelektrisanu mikrosredinu koja onemogucava kontakt izmedu organskih rastvaraca i
proteina [190]. Osim polilizina i polietilenimina, moze se Koristiti i govedi serum albumin (BSA)
koji sluzi kao izvor proteina i amino-grupa za izvodenje imoblizacije. Dodatkom BSA u pripremi
CLEA poboljsavaju se performanse umrezavanja, veli¢ina, fleksibilnost 1 stabilnost umrezenih
enzimskih agregata [190]. Takode, sprecava se proteoliza, i s tim povecava stabilnost enzima.
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lako se glutaraldehid pokazao kao odlican umreZiva¢ u ve¢ini CLEA, ipak njegova toksi¢nost ne
opravdava njegovu upotrebu. Takode moze da iritira kozu, da izazove glavobolje i konstantno
izlaganje ovoj hemikaliji uzrokuje povecani rizik od raka.

U ovoj disertaciji kao umreziva¢ ¢e se koristiti oksidovani pektin, zbog njegove dostupnosti, niske
cene i ekoloske opravdanosti.

Pektin je polisaharid i predstavlja strukturnu komponentu primarnog zida biljnih ¢elija i1 srednje
lamele. Pektin se sastoji od tri glavne komponente: homogalakturonana, ramnogalakturonana i
supstituisanih galakturonana [190]. Najcesc¢e se koristi u prehrambenoj industriji u proizvodnji
dzemova, Zelea, mlecnih proizvoda i poslastica. Koristi se i kao stabilizator u proizvodnji voénih
sokova i mle¢nih pi¢a. U skorije vreme nalazi svoju primenu u biomedicini zbog njegove
citokompatibilnosti 1 zeliraju¢ih svojstva [191]. Oksidacijom pektina, dolazi do konverzije
vicinalnih diola prisutne na C2 i C3 anhidro D-glukopiranoznom prstenu, u dialdehidnim grupama.
Za vreme oksidacije dolazi do razgradnje polimernog lanca i smanjenja molarne mase pektina
[192].

U okviru ove disertacije, ispitace se mogucnost imobilizacije peroksidaze krompirovih ljuski i
sojinih ljuspica u umrezene enzimske agregate. U prvom koraku ispitace se uticaj razlicitih taloznih
reagenasa, a nakon odabira najpogodnijeg sredstva za taloZenje, ispitace se mogucénost umrezavanja
enzimskih agregata pomocu oksidovanog pektina.
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|1 Eksperimentalni deo

10.

Materijali i metode

Za eksperimentalni deo ove doktorske disertacije koriS¢en je enzim, peroksidaza iz zrna soje,
sojinih ljuspica i krompirovih ljuski. Enzim je izlovan iz 5 domacih sorti soje: Lela, Laura, Lena,
Olga i Selena i 3 sorte krompira: Memfis, Arizona i Esmee, a sirovine, soja i krompir su dobijeni od
lokalnih proizvodaca.

Hemikalije i reagensi koji su koris¢eni u realizaciji eksperimentalnog plana ove doktorske
disertacije:

Kiselo ljubi¢asto109, DCC colorants (Ningbo, Kina)

pirogalol (Merck, SAD)

vodonik-peroksid (Dr. Max)

natrijum-acetat (Merck-Alkaloid)

sir¢etna Kiselina (Beta-Hem, Srbija)

dinatrijum-citrat trihidrat (Lach-Ner, Ceska)

limunska kiselina (Alkaloid, S. Makedonija)
dikalijum-hidrogen-fosfat anhidrovan (Sigma Aldrich, SAD)
kalijum-dihidrogen-fosfat dodekahidrat (Sigma Aldrich, SAD)
TRIS baza, (3-hidroksipropiltriazolilmetil)amin, (Sigma Aldrich, SAD)
natrijum-hidroksid (Merck, SAD)

hlorovodoniéna kiselina (Beta-Hem, Srbija)

sumporna kiselina (Zorka Pharma, Srbija)

govedi serum albumin (Sigma Aldrich, SAD)

pektin iz jabuka (Sigma Aldrich, SAD)

natrijum-perjodat (Sigma Aldrich, SAD)

etanol (Zorka Pharma, Srbija)

aceton (Zorka Pharma, Srbija)

2-propanol (Zorka Pharma, Srbija)

2,4-dinitrofenilhidrazin (Sigma Aldrich, SAD)

amonijum-sulfat (Sigma Aldrich, SAD)
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kalijum-natrijum-tartarat (Sigma Aldrich, SAD)

bakar-11-sulfat (Zorka Pharma, Srbija)

natrijum-karbonat (Alkaloid, S. Makedonija)

Folin-Siejkaltuov (Folin-Ciocalteu) reagens (Sigma Aldrich, SAD)

Svi upotrebljavani reagensi su bili p.a. Cistoce, 1 koris¢eni su bez naknadnog precis¢avanja.

Pored hemikalija i reagenasa za realizaciju eksperimentalnog plana ove doktorske disertacije
koriS¢eni su sledeci instrumenti i uredaji koji se nalaze na katedri za Organsku hemiju, Organsku
hemijsku tehnologiju i katedri za Biohemijsko inZenjerstvo i biotehnologiju i to:

UV- Vis spektrofotometar (Ultrospec 3300 pro, Amerischam Bioscience)
UV- Vis spektrofotometar, UV-1800 (Schimadzu)

Vodeno kupatilo (Memmert)

Magnetna mesalica (LLG)

Magnetna mesSalica (IKA Werk)

Centrifuga (Sigma Aldrich 2-16, rotor 12 141,)

pH metar, Hanna instruments, H111310 digitalna kombinovana elektroda
Multiparametar fotometar, Hanna instruments H183314

COD reaktor, Hanna Instruments HI839800

HPLC-MS analizator, Thermo Scientific Accela /TSQ Quantum Access MAX trostruki
kvadrupol, Accucore aQ, 100 x 2.1 mm, 2.6 um kolona

Klipne pumpe, LC-20AD XR (Shimadzu )
PTFE cev, (VICI Jour).
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10.1. Metode

10.1.1. Ekstrakcija enzima i priprema sirovog ekstrakta

Ekstrakcija peroksidaze iz celog zrna soje

Proces ekstrakcije peroksidaze iz celog zrna soje se vrsi tako $to se soja potopi u destilovanu vodu u
odnosu 1:4 i homogenizuje 10 min. Zatim se vrsi ekstrakcija koja traje 24 h na 4°C, a nakon toga se
vr$i filtracija kroz gazu. Odvojena teCna faza, filtrat, zagreva se 3 min na 65°C zbog termicke
denaturacije katalaze. Nakon zagrevanja, rastvor se odmah hladi do 20°C u ledenom kupatilu i
centrifugira 10 min na 1-10* o/min (Sigma Aldrich 2-16, rotor 12 141). Dobijeni sirovi ekstrakt
peroksidaze ¢uva se u frizideru.

Ekstrakcija peroksidaze iz sojinih ljuspica

Odredena koli¢ina soje se potapi 3h u destilovanu vodu, da bi zrna nabubrila (1:1). Nakon
potapanja, vrsi se odvajanje ljuske od zrna. Ljuske se potope u vodi u odnosu 1:4, pa se nakon toga
vr$i homogenizacija 10 min. Ekstrakcija traje 24h na 4°C. Nakon ekstrakcije, ¢vrsta faza se odvaja
od te¢ne filtriranjem kroz gazu. Filtrat se zagreva 3 min na 65°C zbog termiCke denaturacije
katalaze 1 hladi se u ledenom kupatilu do sobne temperature. Ohladeni rastvor se centrifugira 10
min na 1-10* o/min (Sigma Aldrich 2-16, rotor 12 141). Supernatant koji predstavlja sirovi ekstrakt
peroksidaze iz sojinih ljuspica se ¢uva u frizideru na 4°C do upotrebe.

Ekstrakcija peroksidaze iz krompirovih ljuski

Krompirove ljuske potapaju se u 100 mM fosfatni pufer, pH = 6,0 u odnosu 1:4 i homogenizuju 10
min. Ekstrakcija traje 24h na 4°C. Nakon ekstrakcije, smesa se filtrira kroz gazu i filtrat se zagreva
3 min na 65°C, pa se hladi do 20°C u ledenom kupatilu. Nakon hladenja, rastvor se centrifugira 10
min na 1-10* o/min (Sigma Aldrich 2-16, rotor 12 141). Supernatant se ¢uva u frizideru [193].

10.1.2. Odredivanje aktivnosti sirove peroksidaze

Aktivnost peroksidaze odredivana je koriS¢enjem pirogalola kao standardnog supstrata. Supstrat, 13
mM pirogalol se priprema neposredno pre upotrebe u 100 mM fosfatnom puferu, pH 7,0. Nakon
pripreme, 1 mL supstrata se prenese u Kivetu promera 1 cm, a zatim se doda 0,01 mL 3 % vodonik-
peroksida, 0,01 mL sirovog ekstrakta peroksidaze i sve se homogenizuje meSanjem pipetom.
Paralelno, priprema se slepa proba na isti nacin kao uzorak sa izuzetkom da se u reakcionu smesu
umesto sirovog ekstrakta peroksidaze unosi 0,01 mL fosfatnog pufera (100 mM, pH 7,0). Promena
apsorbance u uzorku i slepoj probi na svakih 0,5 minuta, se prati spektrofotometrijski (Ultrospec
3300 pro, Amerischam Bioscience) na 420 nm u odnosu na fosfatni pufer, 3 minuta. Aktivnost
peroksidaze se izraZzava u internacionalnim jedinicama (IU) koje pokazuju koli¢inu proizvoda,
purpurogalina (umol) nastalog razgradnjom pirogalola katalizovanog peroksidazom iz sojinih
ljuspica, celog zrna soje i krompirovih ljuski pod definisanim uslovima reakcije (pH 7,0, T=20 °C)
(Prodanovi¢ et al., 2012). Aktivnost peroksidaze se preracunava prema slede¢oj jednacini:

1U AA -V, - df Jednacina 11

Akti t ksid —) =
ivnost peroksidaze (mL) At 12V,
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gde su:

24 X/ . Y-podetna brzina reakcije

At min )

1}, (mL)—ukupna zapremina reakcione smese (1,02 mL)

dy —faktor razblazenja
12 (1/mM)— molarni ekstincioni - koeficijent purpurogalina,

V; (mL) — zapremina enzima u reakcionoj smesi (0,01 mL)

10.2. Optimizacija uslova biorazgradnje AV109 boje peroksidazom iz celog zrna soje, sojinih
ljuspica i krompirovih ljuski u $arznom sistemu

Procesni parametri koji utiCu na stepen biorazgradnje su: vreme kontakta, pH, koncentracija
enzima, koncentracija vodonik-peroksida, koncentracija boje i temperatura. Optimizacija procesnih
parametara je izvedena koriS§¢enjem principa jednog faktora u isto vreme, sa ciljem postizanja
maksimalne biorazgradnje.

10.2.1. Optimizacija pH i vremena kontakta biorazgradnje AV109 peroksidazom iz celog zrna
soje, sojinih ljuspica i krompirovih ljuskiu $arznom sistemu

Optimalna pH vrednost sredine za biorazgradnju AV109 boje utvrdena je u rastvorima boje
koncentracije 30 mg/L, pripremljenih u puferima razli¢itih pH vrednosti i konstantnog molariteta,
50 mM. Za ispitivanje optimalnog pH kori$¢eni su slede¢i puferi: citratni pufer pH 3, acetatni pufer
pH 4-5, fosfatni pH 6-8 i Tris-HCI pufer, pH 9. Optimizacija pH vrednosti je izvedena u Sarznom
reaktoru zapremine 50 mL na sobnoj temperaturi (T=22-25°C) uz konstantno meSanje reakcione
smeSe — 200 o/min (multi-position magnetic stirrer mix 6, LLG). Nakon rastvaranja boje u
odredenom puferu, u sistem se dodaje enzim (0,2 U) i vodonik-peroksid (0,1 mM). U trenutku
dodavanja vodonik-peroksida reakcija zapocinje, a tok reakcije se prati tako S$to se prati promena
apsorbance na svakih 5 min pomocu spektrofotometra (Ultrospec 3300 pro, Amerischam
Bioscience) na talasnoj duzini A = 590 nm, §to ujedno predstavlja i apsorpcioni maksimum za boju
AV109.

Reakcija se odvija u caSi, a meSanje se ostvaruje pomo¢u magnetne meSalice. Kad promena
apsorbancije postane zanemarljivo mala, smatra se da je postignuta ravnoteza u reakcionom sistemu
i to vreme se usvaja kao optimalno i uzima kao konstantno u slede¢im fazama optimizacije
procesnih parametara za biorazgradnju AV109 boje u Sarznom reaktoru.

Stepen biorazgradnje se proracunava preko jednacine 12:

Biorazgradnja (%) = % - 100 Jednacina 12
0

A, — apsorbanca rastvora boje pre pocetka reakcije,

A, — apsorbanca rastvora boje nakon odredenog vremena reakcije, t=5n min; n=1,2,3...
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10.2.2. Optimizacija poc¢etne koncentracije enzima za biorazgradnju boje AV109
peroksidazom iz celog zrna soje, sojinih ljuspica i krompirovih ljuski u $arZznom sistemu

Optimalna koncentracija enzima za biorazgradnju AV109 boje utvrdena je variranjem pocetne
koncentracije enzima u opsegu 0,1 — 1 IU. Sa tim u vezi, pripremljen je rastvor AV109 boje (50
mL) koncentracije 30 mg/L u 50 mM citrathom puferu (pH 3,0) za reakciju katalizovanu
peroksidazom iz celog zrna soje i 50 mM acetathom puferu (pH 4,0) za reakciju katalizovanu
peroksidazom iz sojinih ljuspica i krompirovih ljuski. U ovako pripremljen rastvor boje dodaje se
vodonik-peroksid tako da je finalna koncentracija u rastvoru 0,1 mM. Nakon dodatka enzima u
rastvor (0,1-1 IU), reakcija biorazgradnje AV109 se izvodi na sobnoj temperaturi (T=22-25°C) uz
konstantno mesanje reakcione smese — 200 o/min (multi-position magnetic stirrer mix 6, LLG).
Reakcija biorazgradnje boje katalizovana peroksidazom iz celog zrna soje i sojinih ljuspica se prati
30 minuta, dok se reakcija katalizovana peroksidazom iz krompirovih ljuski prati 50 minuta.
Pracenje reakcije se vrsi spektrofotometrijski beleZenjem promene apsorbance svakih 5 minuta na
talasnoj duzini A=590 nm. Stepen biorazgradnje boje AV109 se se proracunava kori$¢enjem
jednacine 12.

10.2.3. Optimizacija koncentracije vodonik-peroksida za biorazgradnju boje AV109
peroksidazom iz celog zrna soje, sojinih ljuspica i krompirovih ljuski u $arZznom sistemu

Optimalna koncentracija vodonik-peroksida za biorazgradnju AV109 boje utvrdena je variranjem
pocetne koncentracije vodonik-peroksida u opsegu 0,01-1 mM. Sa tim u vezi, pripremljen je rastvor
AV109 boje koncentracije 30 mg/L (50 mL) u 50 mM citratnom puferu (pH 3,0) za reakciju
katalizovanu peroksidazom iz celog zrna soje i 50 mM acetatnom puferu (pH 4,0) za reakciju
katalizovanu peroksidazom iz sojinih ljuspica i krompirovih ljuski. U ovako pripremljen rastvor
boje dodaje se sirovi ekstrakt peroksidaze iz krompirovih ljuski, celog zrna soje i sojinih ljuspica
tako da se u rastvoru nalazi 0,6; 0,1; i 1 IU enzimske aktivnosti, redom. Nakon dodatka vodonik-
peroksida u rastvor (0,01-1 mM), reakcija biorazgradnje AV109 se izvodi na sobnoj temperaturi
(T=22-25°C) uz konstantno mesanje reakcione smese — 200 o/min (multi-position magnetic stirrer
mix 6, LLG). Reakcija biorazgradnje boje katalizovana peroksidazom iz celog zrna soje i sojinih
ljuspica se prati 30 minuta, dok se reakcija katalizovana peroksidazom iz krompirovih ljuski prati
50 minuta. Pra¢enje reakcije se vrsi spektrofotometrijski beleZenjem promene apsorbance svakih 5
minuta na talasnoj duzini A=590 nm. Stepen biorazgradnje boje AV109 se se proracunava
kori$¢enjem jednacine 12.

10.2.4. Optimizacija koncentracije boje za biorazgradnju AV109 peroksidazom iz celog zrna
soje, sojinih ljuspica i krompirovih ljuski u $arZznom sistemu

Optimalna koncentracija boje pri kojoj se postize maksimalna biorazgradnja AV109 boje
katalizovana peroksidazom iz celog zrna soje, sojinih ljuspica i krompirovih ljuski u Sarznom
sistemu utvrdena je variranjem pocetne koncentracije boje u opsegu 10-100 mg/L. Za ispitivanje
uticaja pocetne koncentracije boje na biorazgradnju katalizovanu peroksidazom iz celog zrna soje
pripremljen je osnovni rastvor boje koncentracije 100 mg/L u 50 mM ciratnom puferu (pH 3,0), dok
je za ispitivanje uticaja pocetne koncentracije boje na biorazgradnju katalizovanu peroksidazom iz
krompirovih ljuski i sojinih ljuspica pripremljen stok rastvor boje koncentracije 100 mg/L u 50 mM
acetatnom puferu (pH 4,0). Zatim, rastvori boje razli¢itih pocetnih koncentracija su pripremljeni
razblazivanjem stok rastvora koncentracije 100 mg/L odgovaraju¢im puferom.
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U ovako pripremljen rastvor boje (50 mL) dodaje se sirovi ekstrakt peroksidaze iz celog zrna soje,
sojinih ljuspica i krompirovih ljuski, tako da se u rastvoru nalazi 0,1; 1 i 0,6 IU; enzimske
aktivnosti, redom. Nakon dodatka; 1,0; 0,01 i 0,01mM vodonik-peroksida u rastvor reakcija
biorazgradnje AV109 katalizovana peroksidazom iz celog zrna soje, sojinih ljuspica i krompirovih
ljuski, redom, se izvodi na sobnoj temperaturi (T=22-25°C) uz konstantno mesanje reakcione smese
— 200 o/min (multi-position magnetic stirrer mix 6, LLG). Reakcija biorazgradnje boje katalizovana
peroksidazom iz celog zrna soje i sojinih ljuspica se prati 30 minuta, dok se reakcija katalizovana
peroksidazom iz krompirovih ljuski prati 50 minuta. Pracenje reakcije se vrsi spektrofotometrijski
belezenjem promene apsorbance svakih 5 minuta na talasnoj duzini A=590 nm. Stepen
biorazgradnje boje AV109 se se proracunava koriséenjem jednacine 12.

10.2.5. Ispitivanje uticaja temperature na biorazgradnju AV109 boje katalizovanu
peroksidazom iz celog zrna soje, sojinih ljuspica i krompirovih ljuski u $arZznom sistemu

Uticaj temeperature na biorazgradnju AV109 boje katalizovanu peroksidazom iz celog zrna soje,
sojinih ljuspica i krompirovih ljuskiu $arznom sistemu ispitan je variranjem temperature na kojoj se
izvodi reakcija biorazgradnje pod prethodno definisanim optimalnim uslovima pH, vremena
kontakta, koncentracije enzima, vodonik-peroksida i boje. Uticaj temperature na reakciju
biorazgradnje AV109 boje katalizovane peroksidazom iz a) celog zrna soje (optimalni uslovi: pH
3,0, boja 40 mg/L, 0,1 U enzima, 1 mM H202 i 30 min vreme kontakta), b) sojinih ljuspica
(optimalni uslovi: pH 4,0, boja 10 mg/L, 1 U enzima, 0,01 mM H20> i 30 min vreme kontakta) i c)
krompirovih ljuski (optimalni uslovi: pH 4,0, boja 40 mg/L, 0,6 U enzima, 0,01 mM HO2 i 50 min
vreme kontakta) ispitan je izvodenjem reakcije na razli¢itim temperaturama: 25, 38, 50, 60 i 70°C.
Reakcija je pracena spektrofotometrijski beleZenjem promene apsorbance svakih 5 minuta na
talasnoj duzini A=590 nm. Stepen biorazgradnje boje AV109 se prora¢unava koris¢enjem jednacine
12.

10.2.6. Ispitivanje pocetne Kinetike reakcije biorazgradnje AV109 boje katalizovane
peroksidazom iz celog zrna soje, sojinih ljuspica i krompirovih ljuski u $arZznom
sistemu

Pocetna kinetika reakcije biorazgradnje AV109 boje katalizovane peroksidazom iz celog zrna soje,
sojinih ljuspica i krompirovih ljuski ispitana je u SarZznom reaktoru zapremine 1 mL (kiveta
zapremine 1 mL). Buduéi da se radi o dvosupstratnoj reakciji, ispitan je uticaj pocetne koncentracije
boje i pocetne koncentracije vodonik-peroksida na vrednosti kineti¢kih parametara dok su procesni
parametri: pH, temperatura i koncentracija enzima odrzavani konstantnim. Vrednosti kineti¢kih
parametara za boju prikupljeni su izvodenjem reakcije biorazgradnje AV109 boje pri razlicitoj
pocetnoj koncentraciji boje 10-100 mg/L i pri konstantnoj pocetnoj koncentraciji vodonik-peroksida
0,01 mM u slucaju katalize reakcije peroksidazom iz sojinih ljuspica (1 IU) i krompirovih ljuski
(0,6 1U), dok je koncentracija vodonik-peroksida u slucaju katalize reakcije peroksidazom iz celog
zrma soje (0,1 IU) iznosila 1,0 mM. Vrednosti kinetickih parametara za vodonik-peroksid
prikupljeni su izvodenjem reakcije biorazgradnje AV109 boje pri razliitoj pocetnoj koncentraciji
vodonik-peroksida 0,01-0,1 mM, dok je koncentracja boje odrzavana konstantnom, 10 mg/L u
slu¢aju katalize reakcije peroksidazom iz sojinih ljuspica (1 1U), dok je koncentracija boje u sluc¢aju
katalize reakcije peroksidazom iz celog zrna soje (0,1 1U) i krompirovih ljuski (0,6 1U) 40 mg/L.
Pocetna brzina reakcije je pracena dok u trenutku kada je proreagovalo manje od 20% supstrata, a
zatim su dobijene vrednosti iskoriS¢ene za modelovanje odgovaraju¢im matemati¢kim modelima
kinetike dvosupstratnih reakcija sa i bez inhibicije supstratom koris¢enjem programskih paketa
(Origin Pro 8.5 1 MatLab).
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10.3. Optimizacija uslova biorazgradnje AV109 boje peroksidazom iz sojinih ljuspica i
krompirovih ljuskiu kontinualnom sistemu

Prednosti kontinualnog mikroreaktorskog sistema su: velika specifiéna povrSina, poboljsano
mesSanje 1 poboljSani prenos mase 1 toplote, laminarni protok, smanjena potro$nja reagenasa a
samim tim i Cistija proizvodnja. Ovo dovodi i do povecane efikasnosti procesa, sto je glavni razlog
za primenu ovog sistema u biorazgradnji antrahinonske boje AV109. Proces je automatizovan, pa
omogucena je jednostavna kontrola i monitoring procesa. Mikroreaktorski sistem za biorazgradnju
boje AV109 se sastoji iz 5 segmenata (Slika 10):

1. kontrolne table,
2. ulaz,
3. mesanje,
4. reaktor i
5. izlaz.

U mikroreaktorskom sistemu za biorazgradnju boje AV109 postoje tri ulazne struje: rastvor boje
AV109, rastvor peroksidaze i vodonik-peroksida, ¢ije se kretanje ostvaruje pomocu klipnih pumpi.
Protok se regulise preko kontrolne table i u ovim eksperimentima, odnos protoka reaktanata je uvek
1:1:1. Rastvor boje AV109 1 rastvor peroksidaze se meSaju u prvom mikseru. Reakcija ne moze
otpoceti bez vodonik-peroksida, pa se zato prvo mesaju ova dva reaktanta. Na izlazu smese boje i
peroksidaze iz prvog miksera, postavljen je i drugi mikser gde ulazi ova smeSa i meSa se sa
vodonik-peroksidom. Na izlazu iz drugog miksera nalazi se PTFE cev odredene duzine, gde pocinje
reakcija i taj deo predstavlja mikroreaktor. Sud za prikupljanje proizvoda reakcije nalazi se na
izlazu iz mikroreaktora, tacnije na kraju PTFE cevi. Osim koncentracije reaktanata (enzim, boja,
vodonik-peroksid), parametri od znacaja su vreme zadrzavanja, duzina reaktora i pre¢nik reaktora.
U ovom delu izvrSena je optimizacija ovih parametara za biorazgradnju boje AV109.
Optimizacijom procesnih parametara biorazgradnje AV109 boje u Sarznom reaktoru, utvrdena je
znacajno vecéa efikasnost peroksidaze iz sojinih ljuspica i krompirovih ljuski, te je ispitana
moguénost biorazgradnje AV109 boje katalizovane peroksidazom iz sojinih ljuspica i krompirovih
ljuski u kontinualnom mikroreaktorskom sistemu.
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Slika 10. Sema mikroreaktorskog sistema za bidegradaciju boje AV109 peroksidazom iz otpadnog
materijala.

10.3.1. Optimizacija koncentracije enzima i odredivanje vremena zadrZavanja za
biorazgradnju boje AV109 peroksidazom iz sojinih ljuspica i krompirovih ljuski u
kontinualnom sistemu

Optimalna koncentracije enzima neophodna za postizanje maksimalne biorazgradnje AV109 boje u
kontinualnom mikroreaktorskom sistemu zapremine 1,17mL utvrdena je variranjem pocetne
koncentracije enzima u opsegu 0,05-0,6 IU/mL i 0,2-1,0 IU/mL za reakciju katalizovanu
peroksidazom iz sojinih ljuspica i krompirovih ljuski, redom. Ostali procesni parametri su bili
konstantni: koncentracija vodonik-peroksida 0,2 mM, koncentracija boje AV109 30 mg/L,
temperatura je 25°C i pH 4,0. Vreme zadrzavanja reaktanata u sistemu je odredeno na osnovu
jednacine:
vV __ riml

lresidence = 5 - Jednacina 13

gde je:

V- zapremina mikroreaktora, mL

Q — pojedinacni protok reaktanata, mL/min
I — polupre¢nik mikroreaktora

n-3,14

L — duzina mikroreaktora, 6 m

Nakon ta¢no odredenog vremena zadrzavanja, uzima se uzorak tako $to se na samom izlazu iz
mikroreatora postavi kiveta, koja se puni direktno. Zatim se uzorku odreduje promena apsorbance
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na A=590 nm 1 utvrduje stepen obezbojavanja koriS¢enjem jednacine 12. Na ovaj nacin se za tacno
definisanu koncentraciju enzima utvrduje i vreme zadrzavanja reaktanata u mikroreaktorskom
sistemu.

10.3.2. Optimizacija koncentracije vodonik-peroksida za biorazgradnju boje AV109
peroksidazom iz sojinih ljuspica i krompirovih ljuski u kontinualnom sistemu

Optimalna koncentracija vodonik-peroksida neophodna za postizanje maksimalne biorazgradnje
AV109 boje u kontinualnom mikroreaktorskom sistemu sistemu zapremine 1,17mL utvrdena je
variranjem pocetne koncentracije vodonik-peroksida u opsegu 0,04-2 mM i 0,04-2 mM za reakciju
katalizovanu peroksidazom iz sojinih ljuspica (0,2 IU/mL) i krompirovih ljuski (0,8 IU/mL), redom.
Ostali procesni parametri su bili konstantni: koncentracija boje 30 mg/L, temperatura 25°C, pH 4,0,
pre¢nik reaktora 0,5 mm i duzina reaktora 6 m. Vreme zadrzavanja reaktanata u mikroreaktorskom
sistemu pod navedenim procesnim parametrima je 4 min za reakciju katalizovanu peroksidazom iz
sojinih ljuspica i 3 min za reakciju katalizovanu peroksidazom iz krompirovih ljuski. Nakon ta¢no
odredenog vremena zadrzavanja, uzima se uzorak tako $to se na samom izlazu iz mikroreatora
postavi kiveta, koja se puni direktno. Zatim se uzorku odreduje promena apsorbance na A=590 nm i
utvrduje stepen obezbojavanja koriS¢enjem jednacine 12.

10.3.3. Optimizacija koncentracije boje za biorazgradnju AV109 peroksidazom iz sojinih
ljuspica i krompirovih ljuski u kontinualnom sistemu

Optimalna koncentracija AV109 boje za postizanje maksimalne biorazgradnje AV109 boje u
kontinualnom mikroreaktorskom sistemu zapremine 1,17mL, utvrdena je variranjem pocetne
koncentracije boje u opsegu 30-210 mg/L i 90-450 mg/L, za reakciju katalizovanu peroksidazom iz
sojinih ljuspica (0,2 1U/ml) i krompirovih ljuski (0,8 1U/mL), redom. Koncentracija vodonik-
peroksida u reakciji katalizovanoj peroksidazom iz sojinih juspica iznosila je 02 mM, dok je u
reakciji katalizovanoj peroksidazom iz krompirovih ljuski koncentracija vodonik-peroksida iznosila
1 mM. Ostali procesni parametri su bili konstantni: temperatura 25°C, pH 4,0, pre¢nik reaktora 0,5
mm i duzina reaktora 6 m. Vreme zadrzavanja reaktanata u mikroreaktorskom sistemu pod
navedenim procesnim parametrima je 4 min za reakciju katalizovanu peroksidazom iz sojinih
ljuspica i 3 min za reakciju katalizovanu peroksidazom iz krompirovih ljuski. Nakon ta¢no
odredenog vremena zadrZavanja, uzima se uzorak tako Sto se na samom izlazu iz mikroreatora
postavi kiveta, koja se puni direktno. Zatim se uzorku odreduje promena apsorbance na A=590 nm i
utvrduje stepen obezbojavanja korisS¢enjem jednacine 12.

10.3.4. Optimizacija pre¢nika mikroreaktora za biorazgradnju boje AV109 peroksidazom iz
sojinih ljuspica i krompirovih ljuski u kontinualnom sistemu

Specifi¢na povrsina reaktora, prenos mase i toplote su samo neka od svojstva mikroreaktora koja su
usko vezana i zavisna od pre¢nika reaktora. Shodno tome, ispitan je uticaj pre¢nika mikroreaktora
(0,51 0,8 mm) na biorazgradnju AV109 boje katalizovanu peroksidazom iz sojinih ljuspica i
krompirovih ljuski. Uticaj preénika mikroreaktora ispitan je pod prethodno utvrdenim optimalnim
parametrima za biorazgradnju AV109 boje katalizovanu peroksidazom iz a) sojinih ljuspica
(koncentracija boje 10 mg/L, koncentracija vodonik-peroksida 0,2 mM, koncentracija enzima 0,2
IU/mL, vreme zadrzavanja 4 min) i b) krompirovih ljuski (koncentracija boje 150 mg/L,
koncentracija vodonik-peroksida 1,0 mM, koncentracija enzima 0,8 IU/mL, vreme zadrZavanja 3
min) na 25 °C i pH 4,0. Nakon ta¢no odredenog vremena zadrzavanja, uzima se uzorak tako $to se
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na samom izlazu iz mikroreatora postavi kiveta, koja se puni direktno. Zatim se uzorku odreduje
promena apsorbance na A=590 nm i utvrduje stepen obezbojavanja koris¢enjem jednacine 12.

10.3.5. Optimizacija duZine reaktora za biorazgradnju boje AV109 peroksidazom iz sojinih
ljuspica i krompirovih ljuski u kontinualnom sistemu

Vreme zadrzavanja, kao krucijalni parametar u kontinualnim sistemima, zavisi od zapremine
reaktora, a s tim 1 od njegove duZzine. Ujedno, duzina je parametar s kojim se najlakSe manipuliSe u
cilju povecanja produktivnosti. S toga, duzina reaktora je optimizovana variranjem u opsegu 2,5-15
m za pre¢nik 0,5 mm. Uslovi pod kojim se izvodi eksperiment sa peroksidazom iz krompirovih
ljuski su: koncentracija boje AV109 150 mg/L, 0,8 U/mL koncentracija enzima, 1 mM
koncentracija vodonik-peroksida i vreme zadrZzavanja 3 min. Uslovi za eksperimente sa
peroksidazom iz sojine ljuspice su: koncentracije boje AV109 10 mg/L, 0,2 U/mL koncentracija
enzima, 0,2 mM koncentracija vodonik-peroksida i vreme zadrZzavanja 4 min. Temperatura je
odrzavana na 25°C, a pH reakcione smese pH=4,0. Na samom izlazu reaktora postavlja se kiveta i
meri se apsorbancija na A=590 nm. Stepen biorazgradnje se proratunava jednac¢inom 12.

10.4. Imobilizacija peroksidaze iz sojinih ljuspica i krompirovih ljuski

Imobilizacija peroksidaze iz krompirovih ljuski i sojinih ljuspica u obliku umreZenih
enzimskih agregata

Postupak imobilizacije peroksidaze u obliku umrezenih enzimskih agregata se odvija u dve faze: 1)
talozenje 1 2) umrezavanje. Da bi se postigla ve¢a zadrzana aktivnost, ispitivan je uticaj vise
taloZnih reagenasa. Nakon odabira najboljeg taloZnog reagensa, istaloZena peroksidaza se umrezava
sa prethodno odabranim reagensom za umrezavanje.

10.4.1. Ispitivanje uticaja taloZnog reagensa na imobilizaciju peroksidaze iz sojinih ljuspica i
krompirovih ljuski u obliku umreZenih enzimskih agregata

Uticaj taloznog reagensa je ispitivan talozenjem enzima sa: etanolom, 2-propanolom, acetonom i
amonijum-sulfatom. TaloZenje organskim rastvaratima je vrSeno meSanjem 1 mL sirovog
enzimskog ekstrakta i 3 mL hladnog organskog rastvaraca. Talozenje amonijum-sulfatom je vrSeno
dodatkom ¢vrstog amonijum-sulfata u sirovi ekstrakt enzima do postizanja 90 % zasicenja
amonijum-sulfatom. Zatim, smeSe se inkubiraju 1h na 4°C, a nakon toga talog i supernatant se
odvajaju centrifugiranjem 10 min na 4°C i 10000 o/min (Sigma Aldrich 2-16, rotor 12 141).
Dobijeni talog se resuspenduje u maloj zapremini 0,5 mL acetatnog pufera (pH 4,0; 50 mM) a zatim
se u resuspendovanom talogu i supernatantu odreduje aktivnost peroksidaze po metodi opisanoj u
potpoglavlju 10.1.2. i sadrzaj proteina modifikovanom Lorijevom (Lowry) metodom. Za odabir
najpovoljnieg taloznog reagensa, koristi se jednacina 14, pomocu koje se proracunava prinos
aktivnosti:

aktivnost imobilisanog preparata (1U) 100 Jednacina 14

rinos aktivnosti (%) = , , - :
P (%) aktivnost peroksidaze unete u sistem (IU)
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10.4.2. Odredivanje sadrZaja proteina modifikovanom Lorijevom metodom

Za odredivanje koncentracije proteina modifikovanom Lorijevom metodom potrebno je pripremiti
sledece reagense [194]:

Reagens A: 0,2 g C4HsKNaOeg i 10 g Na,COs rastvara se u 50 mL 1M NaOH i dopuni se do 100
mL destilovanom vodom.

Reagens B: 2 g C4HsKNaOs i 1 g Cu2SO4-5 H20 rastvara se u 90 mL destilovane vode i dopuni se
do 100 mL sa 1M NaOH.

Reagens C: Folin-Siejkaltuov reagens razblazi se u odnosu 1:15 tako da uvek bude sveze
pripremljen.

Pipetira se 0,2 mL uzorka i doda 0,18 mL reagensa A. Dobijeni rastvori mesaju se na vorteksu 1
drze se 10 min u vodenom kupatilu na 50°C. Nakon toga, rastvori se hlade i dodaje im se 0,02 mL
rastvora B. Mesaju se opet na vorteksu i ostave 10 min na sobnoj temperaturi. Zatim se dodaje se
0,6 mL rastvora C, me$a na vorteksu i inkubira 10 min na 50°C. Rastvori se hlade se do sobne
temperature i meri im se apsorbanca na 650 nm. Za slepu probu koristi se 0,2 mL pufera umesto
uzorka. Za standardnu pravu dodaje se 0,2 mL rastvora BSA poznate koncentracije u opsegu 0,1 —
0,5 mg/mL i na osnovu apsorbance se konstruise prava.

10.5. Ispitivanje uticaja reagensa za umreZavanje na imobilizaciju peroksidaze
iz sojinih ljuspica i krompirovih ljusk i u obliku umreZenih enzimskih
agregata

10.5.1. Priprema umreZavajuceg reagensa- pektina oksidacijom perjodnom kiselinom

Pripremi se 2 % (w/v) rastvor pektina u 100 mL 20 % (v/v) etanola. Zatim se doda 3 mL 0,5 M
perjodne kiseline. Po potrebi se podesava pH rastvora na 3,5 pomocu HCI ili NaHCOa. Erlenmajer
se zatvori i uvije u aluminijumsku foliju kako bi se sprecila autooksidacija vazduhom ili svetlo§cu.
Reakcija se odvija 2h na 60°C uz konstantno meSanje. Nakon toga, oksidovani pektin se taloZi
viSkom hladnog 2-propanola i izdvaja vakuum filtracijom. Dobijeni oksidovani pektin susi se
liofilizacijom (Christ, Beta 2-8 LSCBasic, Osterode, Nemacka).

10.5.2. Odredivanje sadrZaja aldehidnih grupa u oksidovanom pektinu

Hidrazini reaguju sa aldehidima daju¢i hidrazone. Dinitrofenilhidrazin (DNPH) reaguje sa
oksidovanim pektinom, i pritom se dobija dinitrofenilhidrazon. Stoga, koli¢ina potroSenog DNPH je
ekvivalentna koli¢ini aldehidnih grupa oksidovanog pektina.

Priprema sveZeg DNPH reagensa

Dinitrofenilhidrazin, 40 mg se rastvori u 0,3 mL koncentrovane sumporne kiseline. Zatim se u
rastvor doda 3 mL etanola uz konstantno mesanje na sobnoj temperaturi. Nakon homogenizacije
smese, dodaje se destilovana voda do 10 mL.
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DNPH metoda za odredivanje sadriaja aldehidnih grupa

U casu se doda 10 mL sveze pripremljenog rastvora DNPH i 0,1 mL 0,3 % (w/v) rastvora
oksidovanog pektina. Nakon 1h meSanja na sobnoj temperaturi meri se apsorbancija na 357 nm,
koja odgovara koli€ini neizreagovalog DNPH. Za proradunavanje koncentracije aldehidnih grupa,
konstruise se standardna prava DNPH u opsegu 2-10 mg/mL. Na osnovu dobijenih vrednosti
apsorbancije proratunava se koncentracija DNPH. Sadrzaj aldehidnih grupa se proracunava
jednacinom:

koncentracija aldehidnih grupa(%oz) = Jednacina 15

proreagovali DNP/ mmol
198,14 mL ]

[

0,310+
gde je:

198,14 — molarna masa DNPH (mg/mmol)
0,3 - 10~* — koncentracija pektina (g/mL)

10.5.3. Ispitivanje uticaja po¢etne koncentracije umrezavajuceg reagensa na imobilizaciju
peroksidaze iz sojinih ljuspica i krompirovih ljuski u obliku umreZenih enzimskih
agregata

Uticaj pocetne koncentracije taloZnog reagensa na imobilizaciju peroksidaze iz sojinih ljuspica i
krompirovih ljuski ispitan je variranjem pocetne koncentracije oksidovanog pektina u opsegu 0,1-2
% (w/v). Preciznije, nakon dodatka amonijum-sulfata do postizanja 90 % zasi¢enja u sirovi ekstrakt
enzima zapremine 1 mL, smesa je inkubirana 1h na 4°C. Zatim se u smesu dodaje oksidovani pektin
u razli¢itim koncentracijama. Po dodatku oksidovanog petina smeSa je inkubirana 24h na 4°C.
Nakon 24h, umrezeni enzimski agregati se odvajaju od ostatka rastvora centrifugiranjem 10 min na
13.000 o/min na 4°C (Sigma Aldrich 2-16, rotor 12 141). Dobijeni imobilizat se ispira 50 mM
acetatnim puferom (pH 4,0) da bi se uklonio ostatak enzima i oksidovanog pektina, a potom se
odreduje aktivnost. U preostalom supernatantu se odreduje sadrzaj proteina i aktivnost enzima.

10.5.4. Odredivanje aktivnosti peroksidaze iz sojinih ljuspica i krompirovih ljuski
imobilisanih u obliku umreZenih enzimskih agregata

Aktivnost imobilisane peroksidaze odredivana je koris¢enjem pirogalola kao standardnog supstrata.
Supstrat, 13 mM pirogalol se priprema neposredno pre upotrebe u 100 mM fosfathom puferu, pH
7,0. Nakon pripreme, 3 mL supstrata se prenese u kivetu, a zatim se doda 0,03 mL 3 % vodonik-
peroksida, i odredena masa imobilisane peroksidaze. Promena apsorbance u uzorku na svakih 0,5
minuta, se prati spektrofotometrijski (Ultrospec 3300 pro, Amerischam Bioscience) na 420 nm u
odnosu na fosfatni pufer, 3 minuta. Aktivnost peroksidaze se izrazava u internacionalnim
jedinicama (IU) koje pokazuju koli¢inu proizvoda, purpurogalina (umol) nastalog razgradnjom
pirogalola katalizovanog peroksidazom iz sojinih ljuspica, celog zrna soje i krompirovih ljuski pod
definisanim uslovima reakcije (pH 7,0, T=20°C). Aktivnost enzima izrazena u IU/gimobilizata S€
prora¢unava na osnovu sledec¢e jednacine:
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U 5
Aktivnost CLEA peroksidaze (?> Jednacina 16

AA -V,

At - € * Mymopitizata

gde je

A_A
At
V,(mL) - ukupna zapremina reakcione smese, 3,03 mL,

12 (mzwl) - molarni ekstincioni koeficijent purpurogalina, ()

Mimobilizata - Masa imobilisane peroksidaze upotrebljene za merenje aktivnosti (MmcLea peroksidaze iz
sojinih ljuspica=0,4-0,6 mg; mcLea peroksidaze iz krompirovih ljuski=3,0-5,0 mg).

1 v . ..
(—) pocetna brzina reakcije,
min

10.6. Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom (FT-IR)

Za utvrdivanje oksidacije pektina FT-IR spektrometrijom, koris¢en je Nicolet™ iS™ 10 FT-IR
spektrometar (Thermo Fisher Scientific) na Smart iTR™ ATR kristalu. ATR-FTIR spektar je
snimljen u opsegu 500 — 4000 cm2.

10.7. Biorazgradnja AV109 boje peroksidazom iz sojinih ljuspica i krompirovih
ljuski imobilisanih u obliku umreZenih enzimskih agregata u Sarznom
reaktoru

Glavna prepreka za primenu enzima u velikim razmerama je njihova visoka cena koja je pre svega
posledica nemoguénosti izdvajanja enzima i ponovne upotrebe u nekom procesu. Shodo tome, u
okviru ove disertacije razijen je postupak imobilizacije dve peroksidaze iz otpadnih tokova
industrije 1 to koriS¢enjem jednostavne tehnike i1 poStovanjem svih ekoloSkih standarda. Ovako
imobilisane peroksidaze su ispitane u nizu reakcija biorazgradnje AV109 boje optimizacijom
procesnih parametara.

10.7.1. Optimizacija pH i vreme kontakta biorazgradnje AV109 imobilisanom peroksidazom
iz sojinih ljuspica i krompirovih ljuski u $arnom sistemu

Uticaj pH vrednosti na biorazgradnju AV109 imobilisanom peroksidazom iz sojinih ljuspica i
krompirovih ljuski ispitivan je u rastvorima boje koncentracije 30 mg/L, variranjem pH vrednosti u
opsegu 3-9. Pripremaju se razli¢iti puferi: citratni pufer pH 3, acetatni pufer pH 4-5, fosfatni pH 6-
81 Tris pufer pH 9, svaki od njih sa koncentracijom od 50 mM. Eksperimenti su izvedeni u $arznom
reaktoru zapremine 50 mL na sobnoj temperaturi (T=22-25°C) uz konstantno meSanje reakcione
smese — 200 o/min (multi-position magnetic stirrer mix 6, LLG). Rastvara se boja u svakom puferu
i dodaje se imobilizat, 0,2 U/g. Reakcija pocinje u trenutku kad se doda 0,2 mM vodonik-peroksid.
Reakcija se prati na 5 min, spektrofotometrijski na A=590 nm. Kad promena apsorbance postane
zanemarljivo mala, smatra se da je postignuta ravnoteza u reakcionom sistemu i to vreme se usvaja
kao optimalno i uzima kao konstantno u slede¢im fazama optimizacije procesnih parametara za
biorazgradnju AV109 boje imobilisanom peroksidazom u Sarznom reaktoru. vreme kontakta
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biorazgradnje boje imobilisanom peroksidazom. Stepen biorazgradnje se proracunava preko
jednacine 12.

10.7.2. Optimizacija koncentracije enzima za biorazgradnju boje AV109 imobilisanom
peroksidazom u obliku umreZenih enzimskih agregata iz sojinih ljuspica i
krompirovih ljuski u $arZznom sistemu

U cilju odredivanja optimalne koncentracije enzima, varira Se pocetna koncentracija enzima u
opsegu 0,1 — 1 IU. Sa tim u vezi, pripremljen je rastvor AV109 boje koncentracije 30 mg/L u 50
mM citratnom puferu (pH 3,0). Prvo se dodaje imobilizat, a potom vodonik-peroksid, ¢ija finalna
koncentracija u rastvoru iznosi 0,1 mM. Dodatkom vodonik-peroksida reakcija je otpoceta.
Reakcija biorazgradnje AV109 se izvodi na sobnoj temperaturi (T=22-25°C) uz konstantno mesanje
reakcione smeSe — 200 o/min (multi-position magnetic stirrer mix 6, LLG). Reakcija biorazgradnje
boje katalizovana imobilisanom peroksidazom u obliku umrezenih enzimskih agregata iz sojinih
ljuspica se prati 20 minuta, dok se reakcija katalizovana peroksidazom iz krompirovih ljuski prati
90 minuta. Pracenje reakcije se vrsi spektrofotometrijski beleZenjem promene apsorbance svakih 5
minuta na talasnoj duzini A=590 nm. Stepen biorazgradnje boje AV109 se se proracunava
koris¢enjem jednacine 12.

10.7.3. Optimizacija koncentracije vodonik-peroksida za biorazgradnju boje AV109
imobilisanom peroksidazom u obliku umrezenih enzimskih agregata iz sojinih
ljuspica i krompirovih ljuski u $arZnom sistemu

Uticaj koncentracije vodonik-peroksida na reakciju oksidacije boje imobilisanom peroksidazom iz
sojine ljuspice i krompirovih ljuski u obliku umrezenih enzimskih agregata ispitivan je variranjem
pocetne koncentracije vodonik-peroksida u ospegu 0,1-1 mM. Sa tim u vezi, pripremljen je rastvor
AV109 boje koncentracije 30 mg/L (50 mL), u 50 mM citratnom puferu pH 3,0, za reakciju
katalizovanu imobilisanom peroksidazom u obliku umrezenih enzimskih agregata iz sojinih ljuspica
i krompirovih ljuski. U ovako pripremljen rastvor boje dodaje se 0,8 IU imobilisane peroksidaze iz
krompirovih ljuski, odnosno 0,4 1U imobilisane peroksidaze iz sojinih ljuspica. Reakcija
biorazgradnje AV109 se izvodi na sobnoj temperaturi (T=22-25°C) uz konstantno mesSanje
reakcione smeSe — 200 o/min (multi-position magnetic stirrer mix 6, LLG). Nakon dodatka
vodonik-peroksida u rastvor (0,01-1 mM), reakcija pocinje i prati se 20 min kada je koris¢ena
imobilisana peroksidaza iz sojinih ljuspica, a kada je koris¢ena peroksidaza iz krompirovih ljuski 90
min. Pracenje reakcije se vrsi spektrofotometrijski belezenjem promene apsorbance svakih 5 minuta
na talasnoj duzini A=590 nm. Stepen biorazgradnje boje AV109 se se proracunava korisS¢enjem
jednacine 12.

10.7.4. Optimizacija koncentracije boje za biorazgradnju boje AV109 imobilisanom
peroksidazom u obliku umreZenih enzimskih agregata iz sojinih ljuspica i
krompirovih ljuski u $arZznom sistemu

Za odredivanje optimalne koncentracije boje u reakciji biorazgradnje boje AV109 pomocu
imobilisane peroksidaze u obliku umreZenih enzimskih agregata u SarZnom sistemu, varirana je
koncentracija boje u opsegu 10 — 60 mg/L. Za ispitivanje uticaja pocetne koncentracije boje na
biorazgradnju katalizovanu imobilisanom peroksidazom iz sojinih ljuspica i krompirovih ljuski,
pripremljen stok rastvor boje koncentracije 100 mg/L u 50 mM ciratnom puferu, pH, 3,0. Zatim,
rastvori boje razli¢itih pocetnih koncentracija su pripremljeni razblazivanjem stok rastvora
koncentracije 100 mg/L odgvaraju¢im puferom. U ovako pripremljenih rastvora boje zapremine 50
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mL, dodaje se imobilisani preparat (0,8 IU imobilisane peroksidaze iz krompirovh ljuski, a 0,4 1U
imobilisane peroksidaze iz sojinih ljuspica). Dalje, dodaje se 0,4 mM vodonik-peroksid u reakciju
katalizovanu imobilisanom peroksidazom iz krompirovih ljuski, a 0,2 mM vodonik-peroksid za
optimizaciju pocetne koncentracije boje u reakciji sa imobilisanom peroksidazom iz sojinih
ljuspica. Reakcija se odvija na na sobnoj temperaturi (T=22-25°C) uz konstantno me$anje reakcione
smese — 200 o/min (multi-position magnetic stirrer mix 6, LLG). Reakcija biorazgradnje boje
katalizovana imobilisanom peroksidazom iz sojinih ljuspica se prati 20 minuta, dok se reakcija
katalizovana peroksidazom iz krompirovih ljuski prati 90 minuta. Pracenje reakcije se vrsi
spektrofotometrijski belezenjem promene apsorbance svakih 5 minuta na talasnoj duzini A=590 nm.
Stepen biorazgradnje boje AV109 se se prora¢unava koris¢enjem jednacine 12.

10.7.5. Operativna stabilnost imobilisane peroksidaze u obliku umreZenih enzimskih
agregata u reakciji biodegradacije AV109 u §arZnom sistemu

U cilju ispitivanja operativne stabilnosti peroksidaze iz krompirovih ljuski i sojinih ljuspica
imobilisanih u obliku umrezenih enzimskih agregata, prac¢ena je reakcija biodegradacije AV109 u
Sarznom sistemu. Nakon zavrSenog ciklusa, imobilizat se izdvaja iz sistema vakuum filtracijom,
ispira se 0,05 M acetatnim puferom pH 4 i dodaje u novom ciklusu biodegrdacije AV109. Postupak
se ponavlja sve dok se reakcija odigrava.

Za reakciju oksidacije uzete su odredene optimalne vrednosti parametara:

e reakcija sa peroksidazom iz sojinih ljuspica: aktivnost enzima 0,4 U, koncentracija vodonik-
peroksida 0,2 mM, koncentracija boje 10 mg/L i pH 3,0, vreme kontakta 20 min:

e reakcija sa peroksidazom iz krompirovih ljuski: aktivnost enzima 0,8 U, koncentracija
vodonik-peroksida 0,4 mM, koncentracija boje 30 mg/L i pH 3,0, vreme kontakta 70 min.

10.8. Imobilizacija peroksidaze iz krompirovih ljuski i sojinih ljuspica u obliku
umreZenih enzimskih agregata u kontinualnom sistemu

Pored Sarznog reaktora u okviru ove doktorske disertacije ispitana je mogucénost imobilizacije
enzima, peroksidaze iz sojinih ljuspica i krompirovih ljuski umrezavanjem pomocu oksidovanog
pektina u kontinualnom sistemu. Moguénost imobilizacije ispitana je u kontinualnom
mikroreaktorskom sistemu duzine 1 m i precnika 0,5 mm. Imobilizacija peroksidaze iz sojinih
ljuspica na unutra$njim zidovima mikroreaktora se postize meSanjem rastvora oksidovanog pektina
(0,05-1 % (w/v) koji se u sistem dovodi pomocu pumpe (Shimadzu, LC-20AD XR) protokom 0,001
mL/min i rastvora enzima (0,1-0,5 mg/mL) koji se u sistem dovodi pomo¢u pumpe (Shimadzu, LC-
20AD XR) protokom 0,0008 mL/min. Imobilizacija peroksidaze iz krompirovih ljuski na
unutrasnjim zidovima mikroreaktora se postize meSanjem rastvora oksidovanog pektina (0,05-1 %
(W/V)) koji se u sistem dovodi pomoc¢u pumpe (Shimadzu, LC-20AD XR) protokom 0,001 mL/min i
rastvora enzima (0,2-0,8 mg/mL) koji se u sistem dovodi pomoc¢u pumpe (Shimadzu, LC-20AD
XR) protokom 0,0008 mL/min. Vreme zadrzavanja reaktanata i vreme trajanja imobilizacije iznosi
108,8 min. Nakon 108,8 min vremena zadrzavanja, skuplja se rastvor na izlazu mikroreaktora 1 meri
se sadrzaj proteina modifikovanom Lorijevom metodom [194]. Zatim, viSak oksidovanog pektina i
enzima se uklanja iz reaktora propuStanjem acetatnog pufer (pH 4,0, 50 mM). Efikasnost
imobilizacije u mikroreaktoru proracunava se jednac¢inom:
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gde je:
m,—o (Mg) masa proteina u pocetnom rastvoru koris§¢enom za imobilizaciju,

Mye=1088 (MQY) Masa proteina u rastvoru skupljenom na izlazu iz mikroreaktora nakon imobilizacije

10.8.1. Odredivanje aktivnosti imobilisane peroksidaze iz sojinih ljuspica i krompirovih
ljuski u mikroreaktoru

Aktivnost peroksidaze iz sojinih ljuspica i krompirovih ljuski imobilisanih u mikroreaktoru
odredivana je pirogalolom kao supstratom. Nakon imobilizacije u mikroreaktor sa imobilisanom
peroksidazom se pomoc¢u pumpe (Shimadzu, LC-20AD XR) uvodi svez rastvor pirogalola 13 mM,
pripremljen u fosfatnom puferu (0,1 M, pH 7,0) protokom 0,1 mL/min a zatim i rastvor vodonik-
peroksida 0,97 mM protokom 0,1 mM/min. Nakon zadrzavanja reaktanata u sistemu 1 min, meri se
promena apsorbance na A= 420 nm. Aktivnost peroksidaze se izraZzava u internacionalnim
jedinicama (IU) koje pokazuju koli¢inu proizvoda, purpurogalina (umol) nastalog razgradnjom
pirogalola katalizovanog peroksidazom iz sojinih ljuspica i krompirovih ljuski pod definisanim
uslovima reakcije (pH 7,0, T=22-25°C).

10.8.2. Primena imobilisane peroksidaze iz sojinih ljuspica i krompirovih ljuski u reakciji
biodegradacije AV109 u kontinualnom sistemu

Peroksidaza iz sojinih ljuspica i krompirovih ljuski imobilisana na unutra$njim zidovima
mikroreaktorskog sistema ispitana je u reakciji biorazgradnje AV109 boje. Efikasnost imobilisanih
peroksidaza ispitana je pod prethodno utvrdenim optimalnim parametrima uklanjanja boje sa
slobodnim enzimom u mikroreaktorskom sistemu. Razgradnja boje imobilisanom peroksidazom iz
sojinih ljuspica je ispitivana pod slede¢im uslovima: 0,2 mM vodonik-peroksid, 10 mg/L boje
AV109, pH 4,0, T:22'250C, Lreaktor:6 m, dreaktor:O,smm, tresidence:4min. Razgradnja bOJe
imobilisanom peroksidazom iz krompirovih ljuski je ispitivana pod uslovima: 1 mM H2O2, 150
mg/L bOJe, pH 4,0, T=22‘25°C, Lreaktor=6 m, dreaktorzo,smm, tresidence=4min.

10.8.3. Operativna stabilnost imobilisane peroksidaze iz sojinih ljuspica i krompirovih
ljuskiu reakciji biorazgradnje AV109 boje u kontinualnom sistemu

Operativne stabilnost imobilisane peroksidaze iz krompirovih ljuski i sojinih ljuspicana zidovima
mikroreaktora je parametar koji ukazuje na to da li je odabrana metoda imobilizacije isplativa, i da
li se moze koristiiti za viSekratnu upotrebu. Operativna stabilnost je ispitivana pod optimalnim
uslovima reakcije razgradnje boje imobilisanom peroksidazom u mikroreaktoru. Nakon zavrsenog
ciklusa, mikroreaktor je ispiran acetatnim puferom 50 mM, pH 4,0. Postupak se ponavlja sve dok se
ne primeti znatni pad aktivnosti imobilisane peroksidaze. Za imobilizaciju peroksidaze koriséen je
0,5 mg/mL rastvor oksidovanog pektina i 0,5 mg/mL peroksidaze iz sojinih ljuspica. Imobilizacija
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traje 108,8 min. Za odredivanje operativne stabilnosti imobilisane peroksidaze iz sojinih ljuspica na
zidovima mikroreaktora, pripremljen je rastvor boje 10 mg/L u 50 mM citratnom puferu pH 4,0, 0,2
mM vodonik-peroksid. Pomo¢u pumpi se oba reaktanata dovode u mikroreaktoru, na ¢ijim
zidovima je umrezena peroksidaza oksidovanim pektinom. Reakcija se odvija u mikroreaktoru
duzine 6 m, preénika 0,5 mm na sobnoj temperaturi T=22-25°C, tresidzence=4 min. Operativna
stabilnost imobilisane peroksidaze iz krompirovih ljuski je ispitivana u reaktoru duzine 6 m,
precnika 0,05 mm na sobnoj temperaturi T=22-25°C. Za imobilizaciju peroksidaze koris¢en je 0,5
mg/mL rastvor oksidovanog pektina i 0,8 mg/mL peroksidaze iz krompirovih ljuski. Imobilizacija
traje 108,8 min. Nakon imobilizacije vrsi se reakcija razgradnje u mikroreaktoru. Pripremljen
rastvor boje 150 mg/L u 50 mM citratnom puferu pH 4,0 i 0,2 mM vodonik-peroksida se dovode u
mikroreaktor pomocu pumpe (Shimadzu, LC-20AD XR). Praenje reakcije se vrSi
spektrofotometrijski belezenjem promene apsorbance na talasnoj duzini A=590 nm pre pocetka
reakcije i nakon vremena zadrZavanja od 4 min. Stepen biorazgradnje boje AV109 se proracunava
koris¢enjem jednacine 12.

10.9. Skenirajuca elektronska mikroskopija (SEM)

Koris¢en je skenirajuéi elektronski mikroskop (Tescan FE-SEM Mira 3 XMU) pri naponu ubrzanja
od 5 keV za karakterizaciju morfologije cevnog mikroreaktora pre i posle imobilizacije. Uzorci se
pripremaju prevlacenjem tankog sloja zlata pomocu instrumenta Polaron SC502 Sputter Coater
(Fison Instruments, UK).

10.10.0Odredivanje proizvoda biorazgradnje boje AV109 katalizovane
peroksidazom iz sojinih ljuspica i krompirovih ljuski

Proizvodi razgradnje boje AV109  su odredeni primenom teéne hromatografije-masene
spektrometrije i gasne hromatografije-masene spektormetrije (LC-MS i GC-MS): Thermo Scientific
Accela /TSQ Quantum Access MAX trostruki kvadrupol HPLC-MS sistem sa protokom mobilne
faze ((A: H0 0,1 % HCOOH, 5 mM HCOONH4 and B: MeOH 0.1 % HCOOH, 5 mM
HCOONH34) od 0,3 ml/min. Gradijent mobilne faze: 100 % A za 0,5 min, sledi 70 % B 7 min, 100
% B 9 min. Parametri instrumenta: masena detekcija vrSena je u opsegu 50-1000 m/z, HESI,
negativna jonizacija, napon spreja 3700 V, temperature upariva¢a 270°C i temperatura kapilare
300°C. Injekciona zapremina je iznosila 10 pL, dok je separacija izvodena na Thermo Scientific
Accucore aQ, 100 x 2.1 mm, 2.6 pm koloni. Rezultati su analizovani pomocu softvera Thermo
Xcalibur 2.2. Poluisparljive organske materije su ispitane GC-MS analizom, koriste¢i Varian CP-
3800 GC sa autosemplerom with Saturn 2200 MS i CP-8200cx (Varian Inc., Palo Alto, CA, USA).
Sistem je opremljen sa injektorom i sa bez razdvajanja na temperaturi 280°C. Temperaturni
program za razdvajanje analita: od 60 °C do 300 °C brzinom 8°C/min, i zadrZzavanjem od 10 min.
Protok gasa 1 mL/min. Za identifikaciju proizvoda razgradnje boje AV109, 1 uL uzorka je
analiziran na koloni FactorFour (VF-5ms) 30 m x 0,25 mm ID, FT 0.25 pm. MS analiza je izvrSena
u modu elektronske jonizacija 70 eV, sa masenom detekcijom u opsegu 45-450 m/z.
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10.11. Odredivanje hemijske potrosnje kiseonika u uzorku pre i nakon
biorazgradnje AV109 boje katalizovane peroksidazom iz sojinih ljuspica i
krompirovih ljuski

U cilju odredivanja kvaliteta i toksicnosti rastvora boje nakon enzimskog tretmana, odredena je
hemijska potroS$nja kiseonika (HPK metar, Hanna Instruments). Odredivanje je vrS$eno
modifikovanom dihromatnom metodom (Metoda 410.4 EPA, Odredivanje HPK poluautomatskom
kolorimetrijom). U vijalu sa unapred pripremljenim reagensom (H193754C-25) dodaje se 0,2 mL
uzorka pod uglom 45°, zatvara, mesa pazljivo inverzijom i zagreva 2h na 150 °C. Slepa proba sadrzi
boja, vodonik-peroksid i denaturisan enzim. Nakon zagrevanja, vijale se hlade do 120°C, mesaju
opet inverzijom i hlade do sobne temperature. Na aparatu, bira se program za odredivanje HPK i
postavlja se vijala u HPK metar. Ocitana vrednost se izrazava u mg/L kiseonika (O2). Uzorak pre
enzimskog tretmana sa peroksidazom iz sojinih ljuspica sadrzi 30 mg/L AV109, 0,2 mM H20: i
0,21 IU/mL denaturisane peroksidaze, a uzorak pre enzimskog tretmana sa peroksidazom iz
krompirovih ljuski sadrzi 150 mg/L AV109, 1 mM H20:2 i 0,8 IU/mL denaturisane peroksidaze.
Uzorci nakon enzimskog tretmana sadrze iste komponente, samo sa aktivnim enzimom, a HPK je
ispitana 3 min vremena zadrzavanja sa peroksidazom iz sojinih ljuspica i krompirovih ljuski. Slepa
proba sadrzi pufer, vodonik-peroksid i enzim.
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11 Rezultati i diskusija

11. Biorazgradnja antrahinonske boje peroksidazom izolovanom iz
otpadnog materijala u Sarznom reaktoru

Razvoj nauke i tehnologije u velikoj meri je doprineo primeni enzima u svim oblastima i granama
industrije. Primena enzima se direktno povezuje sa preciS¢enim enzimskim preparatima. Medutim,
postupak izolovanja i pre¢iS¢avanja enzima obuhvata razne tehnike koje zahtevaju potrosnju velikih
koli¢ina reagenasa i vremena, a neretko se dogodi da u toku preciS§¢avanja enzim izgubi deo svoje
aktivnosti. Postupak kao $to je tretman obojenih otpadnih voda ne zahteva primenu enzimskih
preparata visokog stepena Cistoce pa je sa tim u vezi u ovoj doktorskoj disertaciji koriS¢en otpadni
materijal za dobijanje sirovog ekstrakta enzima koji je pod odgovaraju¢im uslovima skladisten i
kori$¢en u takvom, neprecis¢enom obliku u konkretnoj reakciji. U okviru ove doktorske disertacije
izvrSena je selekcija nekoliko sorti soje 1 krompira koje se gaje na teritoriji Republike Srbije sa
ciljem pronalazenja one koja je bogatiji izvor peroksidaze. Tako je, nakon ekstrakcije peroksidaze
po metodi opisanoj u potpoglavlju 10.1.1. izolovana peroksidaza i utvrdena njena aktivnost
kori$¢enjem metode opisane u potpoglavlju 10.1.2. Dobijene vednosti nedvosmisleno ukazuju na to
da je soja sorte Lela (65 IU/mL) bogatija peroksidazom u poredenju sa Laura (18 IU/mL), Lidija
(0,2 IU/mL), Olga (0,1 1U/mL), Selena (3,4 IU/mL). Ispitivane sorte krompira Memfis, Arizona i
Esme su pokazali aktivnost peroksidaze: 0,5, 1,6 1 0,8 IU/mL.

Na osnovu navedenih rezultata, odabrana je otpadni materijal soje sorte Lela i krompira sorte
Arizona koji ¢e se koristiti za izolovanje peroksidaze.

11.1. Biorazgradnja antrahinonske boje peroksidazom izolovanom iz celog
Zrna soje u Sarznom sistemu

11.1.1. Optimizacija pH i vremena kontakta biorazgradnje AV109 boje peroksidazom iz
celog zrna soje u §arZnom sistemu

pH vrednost za utvrdivanje aktivnosti oksidoredukujuéih enzima koris¢enjem standardnog supstrata
uglavnom nisu u dobroj korelaciji sa optimalnim pH vrednostima za biorazgradnju sinteti¢kih
tekstilnih boja. Objasnjenje za ovakvo ponaSanje enzima se nalazi u ¢injenici da su tekstilne boje
izuzetno kompleksnih hemijskih struktura u kojima se nalaze razli¢ite jonizujuée grupe koje su
razli¢ito nalektrisane u zavisnosti od uslova sredine. Nacin na koji ¢e se vezati supstrat za aktivno
mesto enzima dodatno zavisi od naelektrisanja aminokiselinskih ostataka u strukturi aktivnog centra
enzima. Na slici 11, prikazan je uticaj pH na biorazgradnju boje AV109 katalizovanu peroksidazom
iz celog zrna soje. Moze se zakljuciti da je peroksidaza iz celog zrna soje aktivna u opsegu pH 3-5,
pri ¢emu je postignut stepen biorazgradnje od 37,82 + 0,81 % na pH 3, 51,35 + 0,75 % na pH 4,0,
dok je na pH 5,0 zabelezena biorazgradnja od 24,22 + 0,56 %. lako postoje literaturni navodi da se
u jako kiseloj sredini oslobada gvozde iz porfirinskog jezgra i na taj nacin inaktivira enzim,
evidentno je da do toga nije doslo u ovom slucaju. Takode, u ovom istrazivanju je utvrdeno da na
pH vrednostima iznad 5 (5-9), nije moguce izvesti reakciju biorazgradnje pomenute boje
peroksidazom iz celog zrna soje. Ukoliko se dobijeni rezultati uporede sa literaturnim navodima,
jasno je da postoje sli¢nosti u ponasanju kada se radi o peroksidazama poreklom iz biljaka koje
katalizuju biorazgradnju sinteti¢kih, antrahinonskih boja. Tako su Sekuljica i saradnici koristili
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peroksidazu iz korena rena za biorazgradnju iste boje, AV109 [91]. U ovom istrazivanju je utvrdeno
da se maksimum biorazgradnje AV109 boje katalizovane peroksidazom iz rena postize na pH 4,
dok se na ostalim pH vrednostima iznad 4, stepen biorazgradnje znacajno smanjuje. Dalja
optimizacija uslova biorazgradnje AV109 boje katalizovane peroksidazom iz celog zrna soje u
Sarznom reaktoru izvedena je na pH 4.

Paralelno sa optimizacijom pH, utvrdeno je i vreme kontakta, ta¢nije vreme trajanja reakcije
biorazgradnje. Nakon 30 minuta, reakcija se znacajno usporava, preciznije povecanje biorazgradnje
je neznacajno. Shodno dobijenim rezultatima, 30 minuta je vreme neophodno za postizanje
maksimalne biorazgradnje 51,35 + 0,75 % katalizovane peroksidazom iz celog zrna soje.
Peroksidaza iz otpadnog materijala soje je koriS¢ena za obezbojavnje azo boje Direktno plavo 2
[195]. Za 240 min je postignuto obezbojavanje od 50%.
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Slika 11. Uticaj pH na biorazgradnju boje AV109 peroksidazom iz celog zrna soje (reakcioni
uslovi: koncentracija boje 30 mg/L, koncentracija vodonik-peroksida 0,1 mM, koncentracija enzima
0,1 1U, temperatura 22-25°C)

11.1.2. Optimizacija po¢etne koncentracije enzima za biorazgradnju AV109 boje
peroksidazom iz celog zrna soje u SarZznom sistemu

Ekonomicnost postupka u kome se koriste enzimski preparati se znacajno povecava ukoliko se
pazljivo utvrde uslovi, tacnije pocetna koncentracije enzima neophodna za izvodenje ciljane
reakcije. Preciznije, neophodno je utvrditi optimalnu - minimalnu koncentraciju enzima da bi se
postigla maksimalna biorazgradnja AV109 boje.

54



U cilju odredivanje optimalne enzimske koncetracije za biorazgradnju AV 109, broj dodatih jedinica
peroksidaze iz celog zrna soje u reakcionu smesSu je varirana U opsegu 0,1 — 0,4 1U. To odgovara
koncentraciji enzima 0,002 — 0,008 1U/mL (Slika 12).
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Slika 12. Zavisnost biorazgradnje AV109 od koncentracije peroksidaze iz celog zrna soje (uslovi:
pH 4, koncentracija boje 30 mg/L, koncentracija vodonik-peroksida 0,1 mM, temperatura 25°C)

Sa povecanjem koncentracije enzima ne dolazi do znatne promene u biodegradaciji AV109. Kad je
koris¢ena 0,1 1U (0,002 1U/mL), dobijeni procenat biodegradacije je bio 58,31 + 1,15 %. Kalsum
(Kalsoom) i sar. su koristili sojinu peroksidazu za degradaciju diazo boje Tripan plavo.
Koris¢enjem 40 1U/mL su postigli 57,8% biodegradaciju nakon 10 minuta [196]. U odnosu na
koncentraciju peroksidaze potrebnu za degradaciju antrahinoncke boje AV109, ovo je znatno veca
koncentracija enzima Takode, Altahir (Altahir) i sar. su koristili sirovu sojinu peroksidazu za
degradaciju dve kisele azo boje Kiselo oranz 7 i Kiselo crno 2 [197]. Za degradaciju od 95% obe
boje pri njihovoj koncentraciji od 0,5 mM, bilo je potrebno 3h i koncentracija enzima 1,2 1U/mL.
Za degradaciju antrahinonske boje Lanaset plavo 2R od 95% je bilo potrebno 10 min i
koncentracija komercijalne peroksidaze od 14,9 IU/mL komercijalne peroksidaze. Koris¢enjem
komercijalnog preparata peroksidaze iz rena postignut je veci procenat degradacije boje za krace
vreme trajanja reakcije u odnosu na reakciju sa peroksidazom dobijenom iz celog zrna soje koja ima
jednostavniji nacin dobijanja i nizu cenu koStanja.
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11.1.3. Optimizacija po¢etne koncentracije vodonik-peroksida za biorazgradnju AV109 boje
peroksidazom iz celog zrna soje u $arZnom sistemu

Smatra se da velika koncentracija vodonik-peroksida moze da deluje inhibitorno na enzim i da utice
na znaCajno smanjenje biorazgradnje boje. Uticaj pocetne koncentracije vodonik-peroksida na
stepen biorazgradnje antrahinonske boje AV109 je ispitan u opsegu 0,01-1 mM, a dobijeni rezultati
su prikazani na Slici 13. Rezultati prikazani na Slici 13 nedvosmisleno ukazuju da pocetna
koncentracija vodonik-peroksida u opsegu 0,1-1 mM ne utie znacajno na biorazgradnju.
Preciznije, pri nizim pocetnim koncentracijama vodonik-peroksida (0,01 mM) postignut je nizi
stepen biorazgradnje (28 %), dok je sa 1 mM vodonik-peroksida procenat biorazgrdanje trostruko
veéi, 77,51 £ 1,23 %. Moze se zakljuciti da nedovoljna kao i prevelika koncentracija vodonik-
peroksida moze biti ogranicavajuéi faktor reakcije. Silva (Silva) i sar. su dosli do istog saznanja na
primeru boje Remazol plavo R (RBR) [110]. Silva i sar. su optimizovali postupak biorazgradnje
RBR boje i utvrdili da se maksimalna biorazgradnja postize pod slede¢im uslovima: peroksidaza iz
soje aktivnosti 70,4 IU/mL, koncentracija boje 40 mg/L, pH 6 i koncentracija vodonik-peroksida
100 mM.
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Slika 13. Zavisnost biorazgradnje AV109 iz celog zrna soje od koncentracije vodonik-peroksida
(uslovi: pH 4, koncentracija boje 30 mg/L, koncentracija enzima 0,1 IU, temperatura 25°C)

Eksperimentalno dobijeni odnos koncentracije vodonik-peroksida i antrahinonske boje AV109
znacajno se razlikuje od teorijski predvidenih vrednosti. Teorijske vrednosti su zasnovane na
mehanizmu delovanja oksidoreduktaze. VVodonik-peroksid je kosupstrat koji moze biti i aktivator,
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ali 1 inhibitor ako je u visku. Stehiometrijski koeficijent vodonik-peroksida je 0,5. Medutim, u
praksi ova vrednost se potpuno razlikuje. U sluéaju boje AV109, maksimalna efikasnost
peroksidaze iz celog zrna soje je postignuta kada je odnos pocetnih koncentracija vodonik-
peroksida i antrahinonske boje AV109 bio 20. lako se eksperimentalna vrednost razlikuje od
teorijske, grupa autora je doSla do jako slicnog rezultata [198]. U navedenom istrazivanju ista grupa
autora je koristila sirovi ekstrakt peroksidaze iz soje za biorazgradnju boje metil oranz. U ovom
istrazivanju je utvrdeno da je optimalan odnos vodonik-peroksida i boje, metil oranza, 22. Moguce
objasnjenje za znatno povecanu koncentraciju vodonik-peroksida u odnosu na teorijsko predvidanje
moze biti prisustvo drugih oksidoreduktivnih enzima koji se mogu na¢i u sirovom ekstraktu enzima.
Na primer, askorbat peroksidaze i katalaze su sastavni deo biljnog tkiva soje i takode mogu da
reaguju sa vodonik-peroksidom.

Sa druge strane, u reakciji biorazgradnje AV109 boje nije zabelezeno formiranje taloga, Sto se moze
objasniti stvaranjem intermedijera koji su dobro rastvorni u vodi. Samim tim, povecana
koncentracija vodonik-peroksida potrebna za biorazgradnju AV109 boje moze se pripisati
paralelnim degradacionim ciklusima, gde formirani intermedijeri iz prvog ciklusa degradacije
nastavljaju degradaciju u slede¢em ciklusu. Peroksidaza katalizuje oksidaciju novih molekula
supstrata, kao i nastalih intermedijera. To je moguéi razlog za postojanje velike razlike izmedu
teorijske i stvarne koli¢ine vodonik-peroksida potrebne za biodegradaciju [199].

11.1.4. Optimizacija koncentracije boje za biorazgradnju AV109 peroksidazom iz celog zrna
soje u SarZznom sistemu

Poznato je da sintetiCke boje vrlo €esto deluju inhibitorno na aktivnost enzima. Shodno tome,
koncentracija supstrata boje, je bitan parametar koji je potrebno optimizovati. Na Slici 14a
prikazana je zavisnost biorazgradnje AV109 u vremenu za razliCite koncentracije boje.
Koncentracija boje je varirana u opsegu 10-100 mg/L, a maksimalan procenat biorazgradnje je
postignut pri koncentraciji boje 40 mg/L iznosi 66,81 + 1,28 %.
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Slika 14. a) Zavisnost biorazgradnje AV109 peroksidazom iz celog zrna soje od vremena za
razlicite koncentracije boje (uslovi: pH 4, koncentracija vodonik-peroksid 1 mM, koncentracija
enzima 0,1 U, temperatura 25°C). b) Uticaj koncentracije boje AV109 na biorazgradnju (uslovi:
pH 4, koncentracija vodonik-peroksida 1 mM, koncentracija enzima 0,1 U, temperatura 25°C)

Sa povecanjem koncentracije boje dolazi do smanjene biorazgradnje. Pri koncentraciji boje od 100
mg/L, procenat biorazgradnje je 21,18 + 2,12 %, S§to ukazuje na mogucu inhibiciju, a to je i
evidentno sa Slike 14b. Mandujano (Mandujano) i sar. su ispitivali mogucnost degradacije azo boje
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pomocu sojine peroksidaze [195]. Uspesno su razgradili 70 % boje koncentracije 40 mg/L napH 5 i
reakcionoj temperaturi 40°C, i koncentraciji enzima 15 IU/mL.

11.1.5. Optimizacija temperature za biorazgradnju AV109 boje peroksidazom iz celog zrna
soje u SarZznom sistemu

Budu¢i da celokupni proces bojenja zahteva u nekom trenutku zagrevanje na visokim
temperaturama, u otpadnim tokovima tekstilne industrije belezi se znacajan porast temeprature. Za
tretman obojenih otpadnih voda pozeljno je pronaéi enzim koji je aktivan 1 stabilan u Sirokom
temperaturnom opsegu. Uticaj temperature na biorazgradnju antrahinonske boje AV109 je ispitan
na 25, 38 i 50°C i dobijeni rezultati su prikazani na Slici 15. Ostali parametri reakcije koji su bili
konstantni su utvrdeni u prethodnom istrazivanju 1 to: optimalan pH 4,0; optimalna koncentracija
boje 40 mg/L, optimalna koncentracija enzima 0,1 IU i optimalna koncentracija vodonik-peroksida
ImM. Peroksidaza se pokazala kao termostabilan enzim, ¢ija aktivnost je nepromenjena ¢ak i na
temperaturi do 70°C [200]. Medutim, peroksidaza iz celog zrna soje, koris¢ena u ovoj disertaciji,
nije pokazala aktivnost na temperaturama iznad 60°C. Do sli¢nog zakljucka su dosli i Vatanabi
Watanbe) i sar., koji su izolovali sojinu peroksidazu koja je imala temperaturni optimum na 30°C
[201]. Optimalna temperatura reakcione smeSe na kojoj peroksidaza iz celog zrna soje ima najveéu
aktivnost iznosi 38°C, a postignut stepen biorazgradnje antrahinonske boje je AV109 81,88 + 2,18
%.
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Slika 15. Uticaj temperature na biorazgradnju boje AV109 peroksidazom iz celog zrna soje
(uslovi: pH 4, koncentracija vodonik-peroksida 1 mM, koncentracija enzima 0,1 1U, koncentracija
boje 40 mg/L)
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11.1.6. Utvrdivanje kinetickih parametara u reakciji biorazgradnje AV109 boje katalizovane
peroksdazom iz celog zrna soje u SarZznom reaktoru

Poznavanje kinetike enzimski katalizovanih reakcija daje tacan uvid u enzimsku reakciju S$to
olakSava optimizaciju i izvodenje konkretne reakcije. Pracenjem kinetike enzimske reakcije
dobijaju se informacije o afinitetu enzima prema supstratu Sto je od velikog znacaja prilikom
prevodenja procesa sa laboratorijskog na industrijski nivo. Kinetika biorazgradnje AV109 boje
peroksidazom iz biljnih izvora, tanije peroskidazom iz rena je detaljno ispitana od strane Sekuljice
I saradnika [91]. Naime, pazljivim ispitivanjem uticaja pocetne koncentracije boje i vodonik-
peroksida, a zatim modelovanjem dobijenih eksperimentalnih podataka sa matematickim modelima
dvo-supstratnih reakcija izveden je zakljucak da se ova reakcija odvija po ping-pong mehanizmu,
preciznije mehanizmu dvosupstratnih reakcija koje ukljucuju postojanje inhibicije supstratom.

Longu (Longu) i sar. su takode ispitivali mehanizam delovanja peroksidaze iz rena [202]. U
pocetku, dolazi do vezivanja vodonik-peroksida za porfirinsko jezgro enzima, ta¢nije za hem-Fe®",
$to dovodi do stvaranje intermedijernog jedinjenja (EI). EI se redukuje pomocu supstrata (boje) i
formira se slede¢e intermedijerno jedinjenje EIl. EII se ponovo redukuje sa slede¢im molekulom
supstrata. Na ovaj nacin enzim se ponovo vrac¢a u svoju nativnu formu. Do formiranja neaktivnog
kompleksa enzima i supstrata/proizvoda je moguce ako uslovi reakcije nisu optimizovani. U cilju
odredivanja vrste kinetickog modela koji najbolje opisuje reakciju biorazgradnje AV109 boje
katalizovanu peroksidazom iz celog zrna soje varirana je koncentracija boje i vodonik-peroksida,
dok su ostali uslovi reakcije odrzavani konstantnim. Dobijeni eksperimentalni podaci su fitovani
matematickim modelom kinetike koja ne ukljuéuje inhibiciju i matematickim modelom koji
ukljuCuje inhibiciju bojom i vodonik-peroksidom (Tabela 6). Slika 16a ukazuje na to da
koncentracija vodonik-peroksida nema negativan uticaj na biorazgradnju antrahinonske boje
AV109. Sa slike se jasno vidi da ispitivani opseg pocetnih koncentracija vodonik-peroksida nema
inhibitorni uticaj na enzim, $to potvrduje i vrednost faktora korelacije, R? = 0,9981. Kad se
eksperimentalne vrednosti obrade pomo¢u modela sa inhibicijom, faktor korelacije je manji R? =
0,9603 sto predstavlja jo§ jedan dokaz da vodonik-peroksid ne izaziva inhibiciju peroksidaze iz
celog zrna soje u ispitivanom opsegu. Poredenjem vrednosti Mihaelis-ove konstante za peroksidazu
iz rena i celog zrna soje, ¢iji su vrednosti Km= 0,1091 mM za peroksidazu iz celog zrna soje i Km=
0,2356 mM za peroksidazu iz rena, moze se zakljuciti da peroksidaza iz celog zrna soje ima veci
afinitet ka vodonik-peroksidu [91].
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Slika 16. a) Uticaj inicijalne koncentracije vodonik-peroksida na inicijalnnu brzinnu reakcije pri
konstantnoj koncentraciji boje 0,048 mM. Eksperimentalni podaci su obradeni modelima sa
inhibicijom - crvena linija i bez inhibicije - crna linija. b) Uticaj inicijalne koncentracije boje
AV109 na inicijalnnu brzinnu reakcije pri konstantnoj koncentraciji vodonik-peroksida od 1 mM.
Eksperimentalni podaci su obradeni modelima sa inhibicijom - crna linija i bez inhibicije - crvena
linija

Sto se ti¢e boje, njen inhibitorni uticaj je lako uoéljiv. Ako se uporede Km vrednosti za peroksidazu
iz rena, Km=0,2374 mM i peroksidazu iz celog zrna soje (Km=0,0052 mM za peroksidazu iz celog
zrna soje), moze se zakljuciti da peroksidaza iz celog zrna soje ima vec¢i afinitet ka boji. Ipak, kad se
uporede konstante inhibicije, boja AV109 ima veéi inhibitorni uticaj na peroksidazu iz celog zrna
soje nego na peroksidazu iz rena. Ki boje za peroksidazu iz celog zrna soje iznosi 7,1234-10° mM, a
Ki za peroksidazu iz rena je 0,008 mM. Sa Slike 16b se jasno vidi da se matematicki model bez
inhibicije bojom ne poklapa sa dobijenim ekperimentalnim vrednostima.

Tabela 6. Vrednosti kinetickih parametara dobijenih modelovanjem prema ping pong bi-bi
mehanizmu bez inhibicije H20> i sa inhibicijom AV109 bojom za peroksidazu iz celog zrna soje

H20:
Vmaxs MM/Min - K2%7% mm K202 Mm K292 mMm R2
15,7880 0,0246 0,1091 / 0,9981

Inhibicija bojom

Vimax, MM/min K7 mMm K202 mm K% mMm R2
14,3210 0,0052 0,0011 7,1234 x 10°° 0,9203
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11.2. Biorazgradnja antrahinonske boje peroksidazom izolovanom iz sojinih
ljuspica u SarZnom sistemu

11.2.1. Optimizacija pH i vremena kontakta biorazgradnje AV109 boje peroksidazom iz
sojinih ljuspica u Sarnom sistemu

Altahir i sar. su potvrdili znacaj optimizacije pH vrednosti rastvora u kome se odigrava reakcija
biorazgradnje katalizovana peroksidazama iz biljnih izvora. Naime, pomenuta grupa saradnika je
ispitivala biorazgradnju dve azo boje katalizovanu peroksidazom iz sojinih ljuspica. lako je u
pitanju kataliza biorazgradnje istim enzimom zabeleZen je razli¢it pH optimum za dve ispitivane
boje, §to potvrduje znacajan uticaj pH na naelektrisanje jonizujucih grupa u moleuklu boje. [197].
Sa Slike 17 se moze videti da je biorazgradnja antrahinonske boje AV109, Kkatalizovana
peroksidazom iz sojinih ljuspica moguca samo u rastvoru pufera, pH 4,0 i iznosi 46,00 + 3,34 %. Sa
druge strane, prethodnim istrazivanjem je potvrdeno da je peroksidaza iz celog zrna soje aktivna u
Sirem opsegu pH, pH 3-5. Najverovatniji razlog ovakvog ponaSanja peroksidaze iz sojinih ljuspica
se pripisuje ¢injenici da se u sojinim ljuspicama nalazi samo jedan izoenzim. [203]. U toku
utvrdivanja optimalnog pH za reakciju biorazgradnje AV109 boje peroksidazom iz sojinih ljuspica
usvojen je jo$ jedan parametar, a to je vreme kontakta od 30 min.
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Slika 17. Uticaj pH na biorazgradnju boje AV109 na sobnoj temperaturi peroksidazom iz sojinih
ljuspica (reakcioni uslovi: koncentracija boje 30 mg/L, koncentracija vodonik-peroksida 0,1 mM,
koncentracija enzima 0,2 1U)

61



11.2.2. Optimizacija pocetne koncentracije enzima za biorazgradnju AV109 boje
peroksidazom iz sojinih ljuspica u SarZznom sistemu

U cilju ispitivanja uticaja koncentracije enzima na biorazgradnju boje AV109, broj jedinica
peroksidaze iz sojinih ljuspica je variran u opsegu 0,1 — 1 IU, §to odgovara koncentraciji 0,002 —
0,02 1U/mL. Rezultati su prikazani na Slici 18. Stepen biorazgradnje raste proporcionalno sa
poveéanjem koncentracije peroksidaze. Maksimalna biorazgradnja od 54,32 + 1,11% je postignuta
sa 1 IU peroksidaze iz sojinih ljuspica. Koncentracija peroksidaze iz sojinih ljuspica potrebna za
biorazgradnju boje do slicnog procenta za isto vreme, je znatno veca u poredenju sa peroksidazom
iz celog zrna soje (0,1 1U). Mogu¢i razlog za ovakvog ponaSanja ekstrakata je prisustvo jedne
izoforme peroksidaze u sojinim ljuspicama, za razliku od peroksidaze iz celog zrna soje kod koje je
prisutno vise njih.
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Slika 18. Zavisnost biorazgradnje AV109 od koncentracije peroksidaze iz sojinih ljuspica (uslovi:
pH 4, koncentracija boje 30 mg/L, koncentracija vodonik-peroksida: 0,1 mM, temperatura: 25°C)
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11.2.3. Optimizacija pocetne koncentracije vodonik-peroksida za biorazgradnju AV109 boje
peroksidazom iz sojinih ljuspica u $arZznom sistemu

Vodonik-peroksid ima funkciju aktivatora peroksidaze, ¢ija mala koncentracija moze biti
ogranicavajuc¢i faktor reakcije, dok koncentracija u visku moze uticati inhibitorno na reakciju.
Koncentracija vodonik-peroksida je varirana u opsegu 0,01-1 mM, a dobijeni rezultati su prikazani
na Slici 18. Sa Slike 19, moze se zakljuciti da sa povecanjem koncentracije vodonik-peroksida
dolazi do smanjenje stepena biorazgradnje. Optimalna koncentracija vodonik-peroksida u reakciji
biorazgradnje antrahinonske boje AV109 peroksidazom iz sojinih ljuspica je 0,01 mM, gde je
postignuti stepen biorazgradnje 54,32 + 1,11 %. Ciong (Chiong) i sar. uspeli su da uklone 81,5 %
boje metil oranz peroksidazom iz sojinih ljuspica sa 2 mM H20; §to je 20 puta veca koncentracija
od koncentracije vodonik-peroksida koris¢ena za degradaciju AV109 [198]. U poredenju sa
peroksidazom iz celog zrna soje (optimalna H20. koncentracija 1 mM), peroksidaza iz sojinih
ljuspica zahteva mnogo manje vodonik-peroksida, ali je i procenat biorazgradnje manji. Moguce
objasnjenje je da u celom zrnu soje nalazi VviSe izoformi peroksidaze koje pokazuju razlicito
ponasanje u prisustvu povecanih koncentracija vodonik-peroksida, dok se u ekstraktu iz sojinih
ljuspica nalazi samo jedna izoforma, nakon ¢ije inaktivacije ne postoji moguénost biorazgradnje.
Budu¢i da se radi o sirovom, nepre¢iS¢enom ekstraktu, postoji mogucnost da se vodonik-peroksid
trosi 1 od strane ostalih prisutnih enzima.
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Slika 19. Zavisnost biorazgradnje AV109 peroksidazom iz sojinih ljuspica od koncentracije
vodonik-peroksida (uslovi: pH 4, koncentracija boje 30 mg/L, koncentracija peroksidaze 1 I1U,
temperatura 25°C)
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11.2.4. Optimizacija poc¢etne koncentracije boje za biorazgradnju AV109 peroksidazom iz
sojinih ljuspica u SarZnom sistemu

U cilju ispitivanja uticaja antrahinonske boje AV109 na biorazgradnju, koncentracija boje je
varirana u opsegu 10-100 mg/L. Rezultati su prikazani na Slici 20. Koncentracija boje s kojom je
postignut maksimalni stepen biorazgradnje peroksidazom iz sojinih ljuspica je 10 mg/L. Takode,
jasno se vidi sa Slike 19 da biorazgradnja opada sa pove¢anjem pocetne koncentracije boje iznad 10
mg/L. Tacnije, pri pocetnoj koncentraciji boje od 10 mg/L ostvarena je biorazgradnja od 60,39 +
2,49 %, dok je pri pocetnoj koncentraciji boje od 100 mg/L ostvarena biorazgradnja 12,06 + 1,19 %.
Altahir i sar. su koristili komercijalni sirovi ekstrakt peroksidaze iz sojinih ljuspica za
obezbojavanje dve azo boje Kiselo crno 2 i Kiselo oranz 7. Postigli su 95% degradacije boje nakon
3hsa 1,2 IU/mL za obe boje i 1,5 mM vodonik-peroksida u reakciji obezbojavanja Kiselo oranz 7, a
1,25 mM vodonik-peroksida u reakciji obezbojavanja Kiselo crno 2 [197]. Druga grupa istrazivaca,
Marc¢is (Marchis) i sar, su ispitivali razgradnju boje Remazol tirkizno plavo G133 komercijalnom
peroksidazom [204]. Nakon 4h, procenat biodegradacije je bio 96 % pri koncentraciji enzima od
2,06-:10* mM enzima, koncentraciji boje od 200 mg/L i koncentraciji vodonik-peroksida od 0,1
mM. Sa druge strane, Silva i sar. su ispitivali moguc¢nost razgradnje nekoliko boja: Drimaren plavo
X-3RL, Drimaren plavo X-BLN, Drimaren rubinol X-3RL i Drimaren plavo CL-R peroksidazom iz
rena [71]. Pri koncentraciji boje od 120 mg/L i kori§¢enjem 3,5 U/mL i 0,55 mM vodonik-peroksida
postignuta je biodegradacija u opegu 77-99 %. Vreme kontakta za boje Drimaren plavo X-3RL i
Drimaren plavo CL-R je samo 5 min, dok je za ostale 1h. Sekuljica i sar. su ispitivali razgradnju
dve antrahinonske boje: kiselo plavo 225 i AV109 komercijalnom peroksidazom iz rena [91].
Koris¢enjem 0,15 IU/mL enzima postignuto je 94,7 % razgradnje boje AV109, i 89,36 %
razgradnje boje Kiselo plavo 225. Vreme kontakta degradacije boje AV109 je bilo 15 min na pH 4,
a koncentracija boje 30 mg/L i koncentracija vodonik-peroksida 0, 4 mM. Vreme kontakta za
Kiselo plavo 225 je bilo 32 min na pH 5, 30 mg/L koncentracije boje i 0,04 mM vodonik-peroksida.
Moze se zakljuciti da su komercijalni preparati enzima efikasniji pri  ve¢im pocetnim
koncentracijama boje. Veci stepen biorazgradnje AV109 boje je postignut pri ve¢im pocetnim
koncentracijama boje, 40 mg/L i iznosi 66,81 + 1,28 %, kad je koriS¢ena peroksidaza iz celog zrna
soje.
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Slika 20. Zavisnost biorazgradnje AV109 peroksidazom iz sojinih ljuspica od koncentracije boje
(uslovi: pH 4, koncentracija peroksidaze 1 IU, koncentracija vodonik-peroksida 0,01 mM,
temperatura: 25°C)

11.2.5. Optimizacija temperature za biorazgradnju AV109 boje peroksidazom iz sojinih
ljuspica u $SarZnom sistemu

Uticaj temperature na biorazgradnju antrahinonske boje AV109 je ispitivan u opsegu 25 — 70°C.
Rezultati su prikazani na Slici 21, gde se moze videti da je maksimalni stepen biorazgradnje od
66,12 + 2,51 % na temperaturi od 38°C. Na temperaturi od 60°C je postignuta biorazgradnja od
38,13 £ 2,12 %, dok je na 70°C procenat biorazgradnje bio 33,17 + 2,45 %.
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Slika 21. Zavisnost biorazgradnje AV109 peroksidazom iz sojinih ljuspica od temperature (uslovi:
pH 4, koncentracija peroksidaze 1 1U, koncentracija vodonik-peroksida 0,01 mM, koncentracija
boje 10 mg/L)

U poredenju sa peroksidazom iz celog zrna soje, ¢ija je aktivnost jednaka nuli na temperaturi iznad
60°C, peroksidaza iz sojinih ljuspica se pokazala kao stabilnija na vi$im temperaturama. To ukazuje
da je pomenuta peroksidaza iz sojinih ljuspica pogodnija za industrijsku upotrebu.

11.3.1. Optimizacija pH i vremena kontakta biorazgradnje AV109 boje peroksidazom iz
krompirovih ljuski u §arznom sistemu

Odredivanje optimalne pH vrednosti za biorazgradnju antrahinonske boje AV109 peroksidazom je
od ogromne vaznosti za sam proces S$to potvrduju literaturno dostupni podaci sa jedne strane, i
rezultati prethodno prikazani u ovoj disertaciji sa druge strane. Ukoliko pH reakcione smeSe ne
odgovara naelektrisanju boje 1 enzima, reakcija nee moci da se odigra. Optimizacija pH za
biorazgradnju AV109 boje katalizovanu peroksidazom iz krompirovih ljuski je izvrSena na nacin
opisan u potpoglavlju 10.2.1, a dobijeni rezultati su prikazani na Slici 22.
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Slika 22. Uticaj pH na biorazgradnju boje AV109 na sobnoj temperaturi peroksidazom iz
krompirovih ljuski (reakcioni uslovi: koncentracija boje 30 mg/L, koncentracija vodonik-peroksida
0,1 mM, koncentracija enzima 0,2 1U)

Sa Slike 22, se moze videti da je peroksidaza iz krompirovih ljuski aktivha u opsegu pH 3-5, sa
maksimalnim procentom biorazgradnje od 50,53 + 3,88 % na pH 4. Dobijeni rezultat je u
saglasnosti sa ve¢ prikazanim rezutatima koji se odnose na borazgradnju AV109 boje peroksidazom
iz sojinih ljuspica i celog zrna soje. Sa Slike 23 se uocava jasan rastuci trend biorazgradnje do 40-0g
minuta reakcije. Povecanjem vremena kontakta peroksidaze iz krompirovih ljuski i AV109 boje, ne
dolazi do znaajnog porasta biorazgradnje, tacnije primetno je zasi¢enje enzima supstratom i
zaravnjenje krive biorazgradnje. Shodno navedenom, usvojeno je vreme reakcije 50 min pri kojem
se postize ~ 50 % biorazgradnje. U poredenju sa peroksidazama iz celog zrna soje i sojinih ljuspica,
gde je reakcija biorazgradnje boje AV109 trajala 30 min, reakcija biorazgradnje AV109 boje
katalizovana peroksidazom iz krompirovih ljuski je sporija.
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Slika 23. Utvrdivanje optimalnog vremena kontakta za biorazgradnju AV109 boje peroksidazom iz
krompirovih ljuski (uslovi: pH 4, koncentracija boje 30 mg/L, koncentracija vodonik-peroksida 0,1
mM, koncentracija enzima 0,2 1U, temperatura 25°C)

11.3.2. Optimizacija poc¢etne koncentracije enzima za biorazgradnju AV109 boje
peroksidazom iz krompirovih ljuski u SarZznom sistemu

Optimizacija po€etne koncentracije enzima za biorazgradnju antrahinonske boje AV109 ispitana je
variranjem aktivnosti peroksidaze iz krompirovih ljuski u opsegu 0,1-1 IU, §to odgovara pocetnoj
koncentraciji enzima 0,002-0,02 1U/mL. Sa Slike 24 se moze videti da stepen biorazgradnje raste sa
povecanjem koncentracije enzima, sve do jednog trenutka gde koncentracija enzima viSe nema
uticaj na biorazgradnju. Najveci stepen biorazgradnje od 57,35 + 2,12 % je postignut pri aktivnosti
enzima 0,6 1U (0,012 IU/mL). Dalje povecanje koncentracije enzima iznad 0,012 IU/mL ne uti¢e na
biorazgradnju boje AV109. Mogu¢i razlog za ovo je nedovoljna koli¢ina vodonik-peroksida u
reakciji. Peroksidaza koristi vodonik-peroksid kao elektron-akceptor da bi katalizovala reakciju
oksidacije. Ako je koncentracija vodonik-peroksida niska, onda ne dolazi do aktivacije enzima, a s
tim je i biorazgradnja zanemarljivo mala.
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Slika 24. Zavisnost biorazgradnje AV109 od koncentracije peroksidaze iz krompirovih ljuski u
Sarznom sistemu (uslovi: pH 4, koncentracija boje 30 mg/L, koncentracija vodonik-peroksida 0,1
mM, temperatura 25°C)

Kada se uporede rezultati optimizacije, jasno je da se biorazgradnja AV109 boje od 58,31 + 1,15 %
postiZze sa 0,1 IU peroksidaze iz celog zrna soje, dok je za pribliZzno isti stepen biorazgradnje, 57,35
+ 2,12 %, iste boje potrebno uneti u sistem 0,6 IU peroksidaze iz krompirovih ljuski. Poredenjem
efikasnosti peroksidaze iz sojinih ljuspica i krompirovih ljuski, jasno je da se sa 1 1U peroksidaze iz
sojinih ljuspica postize biorazgradnja od 54,32 + 1,11 % $to je losiji rezultat u poredenju sa 57,35 +
2,12 % biorazgradnje AV109 boje, postignute sa 0,6 IU peroksidaze iz krompirovih ljuski.

69



11.3.3. Optimizacija po¢etne koncentracije vodonik-peroksida za biorazgradnju AV109 boje
peroksidazom iz krompirovih ljuski u $arZnom sistemu

Uticaj poc¢etne koncentracije vodonik-peroksida na biorazgradnju antrahinonske boje AV109 ispitan
je variranjem koncentracije vodonik-peroksida u opsegu 0,1-1 mM, a dobijeni rezultati su prikazani
na Slici 25. Povecanjem Kkoncentracije vodonik-peroksida dolazi do smanjenje stepena
biorazgradnje, kao $to se moze videti sa Slike 25.
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Slika 25. Uticaj pocetne koncentracije vodonik-peroksida na biorazgradnju  AV109 boje
peroksidazom iz krompirovi ljuski u Sarznom sistemu (uslovi: pH 4, koncentracija boje 30 mg/L,
koncentracija peroksidaze 0,6 1U, temperatura 25°C)

Optimalna koncentracija vodonik-peroksida za biorazgradnju AV109 boje peroksidazom iz
krompirovih ljuski je 0,01 mM, najveci stepen biorazgradnje 57,35 + 2,12 %. Hidalgo (Hidalgo) i
sar. su ispitivali oksidaciju Domalan boje koje predstavljaju kombinaciju antrahinonskih i azoik
jedinjenja [205]. Koristili su sirovu peroksidazu iz sofiva. Za razgradnju zelene Domalan boje je
bilo potrebno 0,3 mM vodonik-peroksida, dok su koncentracije vodonik-peroksida iznad 1 mM
delovale inhbitorno na reakciju. Optimalna koncentracija vodonik-peroksida u reakciji
biorazgradnje AV109 peroksidazom iz rena je 0,4 mM [91]. Inhibitorni efekat se moze zabeleZiti
kad je koncentracija vodonik-peroksida iznad 0,6 mM. U reakciji biorazgradnje katalizovanoj
peroksidazom iz sojinih ljuspica bilo je potrebno 0,1 mM vodonik-peroksida dok je u slucaju
biorazgradnje AV109 boje katalizovane peroksidazom iz celog zrna soje bilo potrebno 1,0 mM
vodonik-peroksida.
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11.3.4. Optimizacija po¢etne koncentracije boje za biorazgradnju AV109 peroksidazom iz
krompirovih ljuski u $arZznom sistemu

U cilju ispitivanja uticaja boje na biorazgradnju AV109 katalizovanu peroksidazom iz krompirovih
ljuski, njena koncentracija je varirana u opsegu 10— 100 mg/L. Rezultati su prikazani na Slici 26. Sa
slike se moze videti da je maksimalni stepen biorazgradnje od 65,11 + 1,59 % postignut pri
koncentraciji boje od 40 mg/L.

~1
]

o)
=}
|

[
)

I
e

8]
<
|

% Biodegradacije

3]
[}
l

10 20 30 40 50 60 70 80

Koncentracija boje (mg/L)

Slika 26. Uticaj pocetne koncentracije boje na biorazgradnju AVI09 boje katalizovanu
peroksidazom iz krompirovih ljuski (uslovi: pH 4, koncentracija peroksidaze 0,6 1U, koncentracija
vodonik-peroksida 0,01 mM, temperatura 25°C)

Povecanjem koncentracije boje vec¢e od 40 mg/L, stepen biorazgradnje opada da bi za koncentraciju
boje od 100 mg/L on bio 38,13 + 2,11 %. Vujci¢ i sar. su ispitivali degradaciju vise razli¢itih boja
peroksidazom iz rena [206]. Medu ispitivanim bojama se nalazi i antrahinonska boja Remazol
brilijantno plavo. U ovoj studiji je postignuta biorazgradnja 91 % boje za 60 min, pri pocetnoj
koncentraciji boje od 100 mg/L. Sa peroksidazom iz sojinih ljuspica (1 1U) je postignuta razgradnja
od 60,39 £ 2.49 % boje (10 mg/L). Kada je koris¢ena peroksidaza iz celog zrna soje (0,1 TU), stepen
biorazgradnje boje (40 mg/L) je bio 66,81 £ 1,28 %. Postignuti rezultati ukazuju da je stepen
biorazgradnje AV109 boje koris¢enjem sva tri enzima, u opsegu 60 — 67 %. Medutim, koncentracija
enzima se razlikuje drasti¢no: za istu reakciju je potrebno skoro dvostruko veéa koncentracija
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peroksidaze iz krompirovih ljuski nego peroksidaze iz celog zrna soje, kao i skoro dvostruko veca
koncentracija peroksidaze iz sojinih ljuspica nego peroksidaze iz krompirovih ljuski.

11.3.5. Optimizacija temperature za biorazgradnju AV109 boje peroksidazom iz krompirovih
ljuski u $arZnom sistemu

Imajuéi u vidu temperaturnu osetljivost enzima i moguénost njihove ireverzibilne inaktivacije na
poviSenim temperaturama ispitan je uticaj ovog faktora na efikasnost peroksidaze iz krompirovih
ljuski. Efikasnost peroksidaze iz krompirovih ljuski u reakciji biorazgradnje AV109 boje ispitivana
je na razli¢itim temperaturama u opsegu 25—70°C. Rezultati su prikazani na Slici 27. Optimalna
temperatura na kojoj je postignuta maksimalna biorazgradnja od 72,78 + 3.13 % je 50°C. Na
temperaturama iznad 50°C, tacnije na 60 i 70°C, stepen biorazgradnje primetno opada. lako je
optimalna temperatura za peroksidazu iz sojinih ljuspica bila 38°C, ova peroksidaza je pokazala
zadovoljavajucu stabilnost na temperaturi od 70°C, za razliku od peroksidaze iz krompira, koja je
uspela da obezboji 21,15 + 2,016 % AV109 na toj temperaturi. Peroksidaza iz celog zrna soje nije
pokazala nikakvu aktivnost ve¢ na temperaturi od 60 °C.

% Biorazgradnja

Temperatura (°C)

Slika 27. Uticaj temperature na biorazgradnju AV109 boje peroksidazom iz ljuse krompira (uslovi:
pH 4, koncentracija peroksidaze 0,6 1U, koncentracija vodonik-peroksida 0,01 mM, koncentracija
boje 40 mg/L)
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11.3.6. Kinetika biorazgradnje AV109 boje katalizovane peroksidazom iz sojinih ljuspica i
krompirovih ljuski u $arZznom reaktoru

Utvrdivanje kinetickih parametara je od vitalnog znaCaja za izvodenje enzimskog procesa na
industrijskom nivou. U sluc¢aju biorazgradnje AV109 boje, razmatrane u ovoj doktorskoj disertaciji
ispitana je pocetna kinetika biorazgradnje katalizovana peroksidazom iz sojinih ljuspica i iz
krompirovih ljuski u pogledu kinetickih parametara za oba supstrata, boju i vodonik-peroksida.
Eksperimentalni postupak analize kinetike biorazgradnje je opisan u potpoglavlju 10.2.6. Dobijene
eksperimentalne vrednosti su fitovane odgovarajuéim matematickim modelom dvosupstratnih
reakcija koriS¢enjem Origin Pro 8.5 programskog paketa, a dobijeni rezultati su prikazani na Slici
28-29 i u Tabeli 7-8.

Sa slike 28 se moze videti da vodonik-peroksid razli¢ito uti¢e na aktivnost peroksidaze iz
krompirovih ljuski i sojinih ljuspica. Naime, vrednosti kineti¢kih parametara za vodonik-peroksid
prikazani u Tabeli 7, dokazuju da se reakcija biorazgradnje AV109 boje katalizovana peroksidazom
iz krompirovih ljuski odigrava po Ping Pong Bi-Bi mehanizmu, odredenije inhibicijom supstratom
(R?=0,9918). Za razliku od peroksidaze iz krompirovih ljuski, peroksidaza iz sojinih ljuspica je
pokazala dobro slaganje sa modelom bez inhibicije. Poredenjem vrednosti Mihaelisove konstante za
vodonik-peroksid u oba slucaja, tacnije u slucaju kada je koris¢ena peroksidaza izolovana iz
krompirovih ljuski za biorazgradnju (K,Zzo2 = 7,52:10° mM) i sojinih ljuspica (K,‘Zzo2 =0,2276
mM), evidentno je da peroksidaza iz sojinih ljuspica ima ve¢i afinitet prema vodonik-peroksidu
nego peroksidaza iz krompirovih ljuski. Manji afinitet peroksidaze iz krompirovih ljuski prema
vodonik-peroksida se moze objasniti ¢injenicom da je peroksidaza iz krompirovih ljuski inihibirana
vodonik-peroksidom (K; = 0,03905 mM). Peroksidaza iz celog zrna soje ¢ija Mihaelisova konstanta

za H20: (K,ﬁzo2 = 0,1091 mM), je isto pokazala dobro slaganje sa modelom bez inhibicije.
Peroksidaza iz celog zrna soje ima veéi afinitet prema vodonik-peroksidu od peroksidaze iz
krompirovih ljuski, a manji od peroksidaze iz celog zrna soje.
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Slika 28. Uticaj vodonik-peroksida na pocetnu brzinu reakcije pri konstantnoj koncentraciji boje na
reakciju biorazgradnje AV109 boje katalizovane peroksidazom iz krompirovih ljuski (koncentracija
boje 0,0485 mM) i reakciju biorazgradnje AV109 boje katalizovane peroksidazom iz sojinih
ljuspica (koncentracija boje 0,0121 mM). b) Uticaj koncentracije boje na pocetnu brzinu reakcije
pri konstantnoj koncentraciji vodonik-peroksida, 0,01 mM za obe peroksidaze.

Tabela 7. Vrednosti kinetickih parametara dobijenih modelovanjem prema ping pong bi-bi
mehanizmu bez inhibicije H20- za peroksidazu iz sojinih ljuspica, sa inhibicijom H20- za
peroksidazu iz krompirovih ljuski

Inhibicija vodonik-peroksidom

Vmax K2 mM K22 mm K27, mMm R?
Peroksidaza iz 1,326 2,553x10® 7,52x10° 0,03095 0,9918
krompirovih ljuski
Peroksidaza iz 0,9881 0,2531 0,2276 / 0,9845
sojinih ljuspica
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Za razliku od vodonik-peroksida, boja se pokazala kao inhibitor oba enzima (Slika 29). Ipak, stepen
inhibicije nije isti. To se moze videti preko konstante inhibicije: 1,034:10° mM za peroksidazu iz
krompirovih ljuski i 5,488 -10°® mM za peroksidazu iz sojinih ljuspica. Ovo ukazuje na to da
peroksidaza iz krompirovih ljuski ima veci afinitet prema boji. Boja takode deluje inhibitorno na
peroksidazu iz celog zrna soje, ¢ija je konstanta inhibicije 7,1234 -10° mM. U poredenju sa
komercijalnom peroksidazom iz rena, boja AV109 ima veéi inhbitorni uticaj na peroksidazu iz
sojinih ljuspica i krompirovih ljuski [91]. U Tabeli 8 su date vrednosti kineti¢kih parametara nakon
fitovanja odgovaraju¢im matematickim modelom dvosupstratnih reakcija za inhibicijom AV1009.

—®— peroksidaza sojinh ljuspica
—&— peroksidaza iz krompirovih ljuski

~~
= ,
= N
s =
3 T
B3 .
< T
£ 1T R
£ | e e In
= 24 I/ -
< |/ ~—®.
= . g X —
~— |/ —
2 I/ o
4 [ —
=) I —
& P
1.5

0 '* T T T T T T T T : T d T

0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 0,14

Koncentracija boje (mM)

Slika 29. Uticaj koncentracije boje na pocetnu brzinu reakcije pri konstantnoj koncentraciji
vodonik-peroksida, 0,01 mM za obe peroksidaze.

Tabela 8. Vrednosti kinetickih parametara dobijenih modelovanjem prema Ping Pong Bi-Bi
mehanizmu bez inhibicije vodonik-peroksida za peroksidazu iz sojinih ljuspica, sa inhibicijom
vodonik-peroksida za peroksidazu iz krompirovih ljuski i sa inhibicijom AV109 za obe peroksidaze

Inhibicija vodonik-peroksidom

Vmax K24 mM Ko, mM KT mM R?
Peroksidaza iz 2,573 2,365x10%  3,652x107° 1,034x10° 0,9901
krompirovih ljuski
Peroksidaza iz 4,311 3,223x10*  3,691x10° 5,488x10° 0,9881
sojinih ljuspica
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11.4. Stabilnost peroksidaze iz krompirovih ljuski i sojinih ljuspica tokom skladi$tenja

Rezultati prikazani u ovoj doktorskoj disertaciji ukazuju na veliki potencijal primene peroksidaze iz
otpadnog materijala, krompirovih ljuski i sojinih ljuspica. Shodno tome, postoji potreba za
utvrdivanjem stabilnosti pomenutih enzima, ta¢nije za ispitivanjem da li i u kom procentu enzim
gubi aktivnost ukoliko se skladisti na 4°C. Dobijeni rezultati su prikazani na Slici 30. Sa Slike 30 se
moze videti da se aktivnost peroksidaze iz krompirovih ljuski ne menja znacajno u toku 5 nedelja,
kada se sirov ekstrakt cuva na 4°C. Nakon 5 nedelja skladiStenja na 4°C sirovi ekstrakt je korisé¢en
za biorazgradnju AV109 boje i zabeleZen je neznatan pad u biorazgradnji, svega 2%, Sto znaci da je
peroksidaza iz krompirovih ljuski stabilna kao te¢ni preparat i ima potencijala za industrijsku
upotrebu. Sa druge strane, uoCava se da je peroksidaza iz sojinih ljuspica drasticno izgubila
aktivnost nakon nedelju dana skladistenja na 4°C, kad je postignuta biorazgradnja od 7,81 %. Dalje
skladistenje peroksidaze iz sojinih ljuspica na 4°C je dovelo do potpunog gubitka aktivnosti. Ovo
pokazuje da skladiStenje peroksidaze iz sojinih ljuspica na ovoj temperaturi u formi tecnog
preparata nije pogodno.

100 L \L S L,J P
80
—
=X
S
2 60
5
S
=
s
)
o 40
=]
=
m
20 . peroksidaza iz krompirove ljuske
peroksidza iz sojinih ljuspica
L
0 e e T ---------- ° .
0 1 2 3 4 5

Vreme skladistenja (nedelja)

Slika 30. Stabilnost peroksidaze iz krompirovih ljuski i sojinih ljuspica tokom skladistenja na 4 °C.

11.5. Ispitivanje stabilnosti enzima u sinteti¢koj otpadnoj vodi

Obojena otpadna voda, osim boje, sadrzi i razlicite soli koji poti¢u iz celokupnog procesa bojenja.
Da bi se ispitala efikasnost biorazgradnje u realnom sistemu, pripremljena je sinteticka otpadna
voda na naéin opisan od strane Jasena i Solca (Yaseen, Scholz) [207] i ispitana je biorazgradnja
AV109 boje pod optimalnim uslovima. Rezultati su prikazani na Slici 31b. Evidentno je da je
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efikasnost peroksidaze iz sojinih ljuspica u biorazgradnji AV109 boje zna¢ajno smanjenja kada se u
reakcionoj smesi nalaze komponente karakteristicne za otpadne vode tekstilne industrije kao Sto su
benzoati, nitrati, natrijum-hlorid i sl. Negativan uticaj komponenata otpadnih voda se reflektuje u
smanjenju stepena biorazgradnje. Razlog za to moze biti prisustvo jona metala koji imaju
inhibitorno dejstvo, ili prisustvo benzoil grupe koja se moze vezati za aktivni centar enzima i na taj
nacin izazvati inhibiciju [208]. Za razliku od peroksidaze iz sojinih ljuspica, peroksidaza iz
krompirovih ljuski se pokazala stabilnom i efikasnom u sistemu koji imitira uslove realnih otpadnih
tokova tekstilne indutrije. Naime, sa Slike 31a, se moze videti da prisustvo razli¢itih soli u
reakcionoj smesi uopste ne utice na stepen biorazgradnje.
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Slika 31. Uticaj simulirane otpadne vode na biorazgradnju AV109 boje katalizovane peroksidazom
iz a) krompirovih ljuski i b) sojinih ljuspica

12. Biorazgradnja antrahinonske boje peroksidazom izolovanom iz otpadnog
materijala u kontinualnom sistemu

Nakon ispitivanja u Sarznom sistemu, vrSena su ispitivanja u kontinualnom mikroreaktorskom
sistemu. Mikroreaktori pokazuju vecu efikasnost procesa zbog prednosti u odnosu na $arzni sistem:
bolje mesanje, bolji prenos mase i toplote, kori§¢enje manje koli¢ina reagenasa. Smanjena potro$nja
reagenasa je od izuzetnog znacaja za zivotnu sredinu, jer to znaci da se smanjuje otpad i primena
ovakvog sistema se moze opisati kao Cistija proizvodnja. U cilju poboljsanja enzimski katalizovane
razgradnje boje AV109, koris¢en je mikroreaktorski sistem, a od enzima peroksidaze iz
krompirovih ljuski i sojinih ljuspica.

12.1. Biorazgradnja antrahinonske boje peroksidazom iz sojinih ljuspica u kontinualnom
sistemu

Nakon ispitivanja uticaja glavnih parametara za biorazgradnju boje AV109 peroksidazom iz sojinih
ljuspica u Sarznom sistemu, utvrdeni su optimalne vrednosti pH, koncentracije enzima, vodonik-
peroksida, boje, kao i optimalna temperatura. U reakcionoj smesi zapremine 50 mL, na pH 4, sa |
IU i 0,01 mM vodonik-peroksida je postignuto 66,12 + 2.51 % razgradnje boje (10 mg/L) na
temperaturi 38°C. Zbog ve¢ navedenih prednosti kontinualnog sistema, ispitana je moguénost i
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efikasnost razgradnje boje u mikroreaktoru. U prethodnim istraZzivanjima je utvrdeno da je pH 4
optimalna vrednost za razgradnju boje AV109 peroksidazom. Budué¢i da parametri kao $to su
koncentracija enzima, vodonik-peroksida i boje, ne uticu na pH vrednost reakcije, jer naelektrisanje
aminokiselinskih ostataka sa aktivnog centra enzima zajedno sa naelektrisanjem boje diktiraju pH
vrednost na kojoj se izvodi reakcija, pH 4 je uzeta kao konstantna vrednost za eksperimente u
kontinualnom sistemu.

12.1.1. Optimizacija pocetne koncentracije enzima za biorazgradnju AV109 boje
peroksidazom iz sojinih ljuspica u kontinualnom sistemu

Izolacija enzima iz poljoprivrednog otpada doprinosi odrzivosti procesa. Takode, ekstrakcija
enzima iz poljoprivrednog otpada primenom jednostavnih metoda omogucava lak transfer i razvoj
tehnologije. Ipak, optimizacija koncentracije enzima je od vaznosti za efikasnost i ekonomsku
opravdanost procesa. Uticaj pocéetne koncentracije enzima, peroksidaze iz sojinih ljuspica na
biorazgradnju AV109 boje u kontinualnom sistemu je ispitivan variranjem koncentracije enzima u
opsegu 0,05-0,6 IU/mL. Rezultati su dati na Slici 32. Sa Slike 32 se moze videti da stepen
biorazgradnje raste sa povecanjem koncentracije enzima do 3 min. Dalje povec¢avanje koncentracije
enzima iznad 0,2 IU/mL ne uti¢e na stepen biorazgradnje. U skladu sa prikazanim rezultatima,
usvojena je optimalna koncentracija enzima od 0,2 IU/mL, sa kojom je postignuta maksimalna
biorazgradnja od 88,39 + 0,58 %. Reakcija biorazgradnje AV109 boje u kontinualnom sistemu
zapremine 1,17 mL je trajala 3 min, pa se moze zakljuciti da je optimalno vreme zadrzavanja boje u
pomenutom sistemu 3 min. Produzenje vremena zadrZavanja ne uti¢e na promenu biorazgradnje
AV109 boje u datom kontinualnom sistemu.
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Slika 32. Uticaj pocetne koncentracije enzima na biorazgradnju AVI109 boje peroksidazom iz
sojinih ljuspica u kontinualnom sistemu (uslovi: pH 4, koncentracija boje 30 mg/L, koncentracija
vodonik-peroksid: 0,2 mM, temperatura 25°C, d=0,5 mm, L=6m)

Kosta (Costa) i sar. su ispitivali degradaciju 2,4,6- trihlorfenola komercijalnom peroksidazom iz
soje u mikroreaktorskom sistemu [209]. Pomenuta grupa istrazivaca je ispitivala biorazgradnju
2,4,6- trihlorfenola u kontinualnom sistemu zapremine 0,250 mL. Utvrdeno je da je potrebno vreme
zadrzavanja od 6 min da bi se postigla biorazgradnja 2,4,6- trihlorfenola od 90 %. lako su Kosta i
sar. koristili komercijalnu peroksidazu za degradaciju 2,4,6- trihlorfenola, jedinjenja strukturno
jednostavnijeg nego AV109 boja, utvrdeno je da je potrebno 2 puta duze vremena zadrZzavanja u
reaktoru ~ 5 puta manje zapremine.

12.1.2. Optimizacija po¢etne koncentracije vodonik-peroksida za biorazgradnju boje AV109
peroksidazom iz sojinih ljuspica u kontinualnom sistemu

Uspesnost reakcije biorazgradnje AV109 boje katalizovane peroksidazom iz sojinih ljuspica u
velikoj meri zavisi od koli¢ine vodonik-peroskida koji se nalazi u sistemu, kao Sto je pokazano u
poglavlju 11. Efikasnost enzima u Sarznom i kontinualnom sistemu se u velikoj meri razlikuje, pa je
sa tim u vezi, ispitan uticaj vodonik-peroksida na efikasnost peroksidaze iz sojinih ljuspica u
kontinualnim uslovima biorazgradnje AV109 boje. U cilju optimizacije koncentracije vodonik-
peroksida varirana je njegova koncentracija u opsegu 0,04—1 mM. Rezultati su prikazani na Slici
33. Sa Slike 33 se moze videti da je na niskim koncentracijama vodonik-peroksida, efikasnost
reakcije mala, jo§ odredenije postiZze se manji stepen biorazgradnje od 21,64 + 0,33 %. U opsegu
pocetnih koncentracije vodonik-peroksida od 0,2—1 mM stepen biorazgradnje AV109 boje je skoro
nepromenjen i iznosi 87,99 £+ 0,19-88,73 £ 1,23 %. Usvojena optimalna koncentracija vodonik-
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peroksida je 0,2 mM. Kosta i sar. su utvrdili da je optimalna koncentracija vodonik-peroksida za
biorazgradnju 2,4,6-trihlorfenola komercijalnom peroksidazom iz soje 0,3 mM S§to ukazuje na
prili¢no dobro slaganje rezultata dobijenih u ovoj doktorskoj disertaciji sa dostupnim literaturnim
navodima.
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Slika 33. Uticaj pocetne koncentracije vodonik-peroksida na biorazgradnju AV109 peroksidazom
iz sojinih ljuspica u kontinualnom sistemu (uslovi: pH 4, koncentracija boje 30 mg/L, koncentracija
peroksidaze 0,2 1U/mL, temperatura 25°C, d=0,5 mm, L=6 m)

12.1.3. Optimizacija koncentracije boje za biorazgradnju AV109 peroksidazom iz sojinih
ljuspica u kontinualnom sistemu

Koncentracija boje se pokazala kao znacajan faktor koji uti¢e na reakciju biorazgradnje u Sarznom
sistemu. Veca koncentracija boje u sistemu moZe dovesti do inhibicije enzima a tako i do neuspe$ne
reakcije $to je evidentno u potpoglavlju 11.2.4. Koncentracija boje je varirana u opsegu 10-120
mg/L. Rezultati su prikazani na Slici 34, gde se uocava pad stepena biorazgradnje sa porastom
koncentracije boje. Ocigledno je da boja ima jak inhibitorni uticaj na biorazgradnju. Optimalna
koncentracija boje je 10 mg/L, a postignuti stepen borazgradnje je 95,13 + 2,77 %. Kada se uporedi
uticaj koncentracije boje na procenat biorazgradnje u kontinualnom i Sarznom sistemu, moze se
zakljuciti da je u kontinualnom sistemu povecana efikasnost. Naime, pri pocetnoj kocentraciji boje
od 10 mg/L u Sarznom sistemu je postignuta biorazgradnja od 60,39 £ 2,49 % §to je znatno manje
nego u kontinualnom sistemu, 95,13 + 2,77%. Takode, u Sarznom sistemu pri pocetnoj koncentraciji
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boje od 60 mg/L stepen biorazgradnje je bio 21,61 + 2,33 %, dok je u kontinualnom sistemu pri
istim uslovima ostvarena biorazgradnja od 76,66 * 1,32 %.
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Slika 34. Uticaj pocetne koncentracije boje na biorazgradnju boje AVI109 peroksidazom iz sojinih
ljuspica u kontinualnom sistemu (uslovi: pH 4, koncentracija vodonik-peroksida 0,2 mM,
koncentracija peroksidaze 0,2 1U/mL, temperatura 25°C, d=0,5 mm, L=6 m)

12.1.4. Optimizacija precnika reaktora za biorazgradnju boje AV109 peroksidazom iz sojinih
ljuspica u kontinualnom sistemu

Geometrija reaktora uti¢e na njegove performanse §to znaci da utiCe i na efikasnost procesa.
Geometrijski parametri od znacaja su duzina i precnik reaktora. Za optimizaciju su koriséeni
reaktori pre¢nikom 0,5 mm i duzine 2,5, 6 i 15 m. Shodno tome, njihova zapremina je bila 0,5, 1,17
1 3 mL. Takode, vrSena je optimizacija biorazgradnje u mikroreaktoru pre¢nikom 0,8 mm i duzine
1, 2,316 m, zapremine 0,5, 1,17 i 3 mL. Rezultati su prikazani na Slici 35. Sa slike 35, ve¢i uticaj
pre¢nika na uspeh biorazgradnje se moze zabeleziti kod reaktora sa prec¢nikom 0,5mm. Liu (Liu) i
sar. su kroz niz razli€itih primera pokazali da se otpor prenosa mase moze smanjiti smanjenjem
prec¢nika mikroreaktora [210]. Kada je prec¢nik bio 0,5 mm i duzina 2,5 m postignut je 91,03 £ 0,42
% biodegradacije koji se povecava do 95,48 = 0,41 % sa reaktorom duzine 6 m. Dalje povecavanje
duzine reaktora dovodi do pada stepena biodegradacije. Razlika u biodegradaciji je mala, ali
dovoljna da se uoci da je optimalna duzina 6m (precnik 0,5 mm). Daji¢ 1 sar. su ispitivali
mogucénost razgradnje boje Reaktivnho oranz 16 u mikroreaktoru sa NaOCIl. Deo njihovog
ispitivanja ukljuc¢io optimizaciju veli¢ine pre¢nika gde su koristili reaktore sa pre¢nika od 0,25 mm i
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0,5 mm. Razlika u razgradnji boje Reaktivno oranz 16 je bila minimalna: 88,8 i 86,4 % [211].
Uticaj duzine mikroreaktora se moze bolje uociti kod dvofaznih sistema. Grupa istrazivaca sa
Univerziteta Nagoja u Japanu ispitivala je hidrolizu benzil-hlorida u te¢no-te¢nom sistemu u
mikroreaktorskom sistemu [212]. Za ispitivanje uticaja duzine reaktora koristili su dva reaktora
duzine 50 i 153 cm. Razliku su uocili pri duzim vremenima zadrzavanja, gde se jasno vidi da je
konverzija benzil-hlorida uspesnija u reaktoru duzine 153 cm. Zakljucili su da za isto vreme
zadrzavanje, veci protok u reaktoru od 153 cm povoljno utice na povecanje prinosa reakcije.
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Slika 35. Uticaj duzine i precnika mikroreaktora na razgradnju AVI109 peroksidazom iz sojinih
ljuspica u kontinualnom sistemu (uslovi: pH 4, koncentracija vodonik-peroksida 0,2 mM,
koncentracija peroksidaze 0,2 1U/mL, koncentracija boje 10 mg/L, temperatura 25°C)
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12.2. Biorazgradnja antrahinonske boje peroksidazom iz krompirovih ljuski U
kontinualnom sistemu

12.2.1. Optimizacija po¢etne koncentracije enzima za biorazgradnju AV109 boje
peroksidazom iz krompirovih ljuski u kontinualnom sistemu

Optimalna koncentracija peroksidaze iz krompirovih ljuski je odredena variranjem iste u opsegu
0,2-1 IU/mL. Sa Slike 36 se moze videti da se sa povecanjem koncentracije enzima, povecava i
stepen biorazgradnje. Pri pocetnoj koncentraciji peroksidaze od 0,8 IU/mL iz krompirovih ljuski
postignuto je 66,13 £ 0,99 % biorazgradnje, a sa 1 IU/mL 62,81 £ 0,37 %. Shodno tome, usvojena
je optimalna koncentracija peroksidaze od 0,8 IU/mL. U toku utvrdivanja optimalne koncentracije
peroksidaze iz krompirovih ljuski zabelezeno je da se promene u stepenu biorazgradnje desavaju za
vreme zadrzavanja u reaktoru < 3 min. Kada je vreme zadrzavanja ve¢e od 3 min ne beleze se
znacajne promene u sistemu u pogledu procenata biorazgradnje, pa je za optimalnu koncentraciju
enzima od 0,8 IU/mL usvojeno vreme zadrzavanja u kontinualnom sistemu od 3 min. Ukoliko se
uporedi efikasnost peroksidaze iz krompirovih ljuski (0,8 IU/mL; 66,13 = 0,99 % biorazgradnje) i
peroksidaze iz sojinih ljuspica (0,2 IU/mL; 88,39 £ 0,58 % biorazgradnje) u kontinualnom sistemu
u kome je vreme zadrzavanja reaktanata 3 min, evidentno je da se sa manje jedinica aktivnosti
peroksidaze iz sojinih ljuspica postiZze znacajno veci stepen biorazgradnje.
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Slika 36. Uticaj pocetne koncentracije peroksidaze iz krompirovih ljuski na biorazgradnju AV109

boje u kontinualnom sistemu (uslovi: pH 4, koncentracija boje: 30 mg/L, koncentracija vodonik-
peroksida: 0,2 mM, temperatura: 25°C, d=0,5 mm, L=6m)
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12.2.2. Optimizacija po¢etne koncentracije vodonik-peroksida za biorazgradnju boje AV109
peroksidazom iz krompirovih ljuski u kontinualnom sistemu

Da bi se ispitao uticaj vodonik-peroksida na peroksidazu iz krompirovih ljuski u kontinualnom
sistemu varirana je po¢etna koncentracija kosupstrata u opsegu 0,1-1 mM i rezultati su prikazani na
Slici 37. Sa Slike 37 se moze videti da sa porastom koncentracije vodonik-peroksda raste i stepen
biorazgradnje. Pri pocetnoj koncentraciji vodonik-peroksida 0,1 mM, postize se relativno nizak
stepen biorazgradnje 43,77 £ 0,46 %. Dalje povecnje pocetne koncentracije vodonik-peroksida do 1
mM ima izrazito pozitivan efekat na biorazgradnju, pa je zabelezeno uklanjanje 72,66 £ 2,99 %
boje iz rastvora. Ova koncentracija vodonik-peroksida se pokazala kao optimalna. Vazno je
naglasiti da nije uocena inhibicija peroksidom u kontinualnom sistemu u oba slucaja: i kad je
koris¢ena peroksidaza iz sosjinih ljuspica, i kad je koriS¢ena peroksidaza iz krompirovih ljuski. U
Sarznom sistemu, vodonik-peroksid je pokazao izraZeni inhibitorni uticaj na peroksidazu iz
krompirovih ljuski. Moze se zakljuciti da je moguée zaobi¢i glavno ograni¢enje industrijske
primene enzimske razgradnje boje koriS¢enjem mikroreaktora. PoboljSanje procesa razgradnje boje
u mikroreaktoru se odnosi na odsustvo enzimske inhbicije zbog velike koncentracije vodonik-
peroksida.
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Slika 37. Uticaj pocetne koncentracije vodonik-peroksida na biorazgradnju AV109 boje u
kontinualnom sistemu (uslovi: pH 4, koncentracija boje 30 mg/L, koncentracija peroksidaze 0,8
IU/mL, temperatura 25°C, d=0,5 mm, L=6 m)
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12.2.3. Optimizacija koncentracije boje za biorazgradnju AV109 peroksidazom iz
krompirovih ljuski u kontinualnom sistemu

Koncentracija boje, kao jedan od najbitnijih faktora koji uti¢u na biorazgradnju boje, varirana je u
opsegu 10-150 mg/L. Rezultati su prikazani na Slici 38. Sa Slike 38 se moze videti da pove¢anjem
koncentracije boje, raste i stepen biorazgradnje. Peroksidaza iz krompirovih ljuski je zadrzala svoju
aktivnost i kad je koncentracija boje bila 150 mg/L. To je ujedno i koncentracija AV109 s kojom je
postignut najveéi stepen biorazgradnje 75,71 £+ 1,33 %. Stepen razgradnje postignut u kontinualnom
sistemu sa peroksidazom iz sojinih ljuspica iznosi 95,13 + 2,77 % razgradnje AV109 koncentracije
10 mg/L za vreme zadrzavanja 3 min. UKoliko se razgradnja boje predstavi njenom masom, onda sa
peroksidazom iz sojinih ljuspica razgradeno 9,5 mg boje, a sa peroksidazom iz krompirovih ljuski
113,6 mg boje, $to je znatno vise. De S& (De S&) i saradnici su ispitivali razgradnju boja Rodamin B
i metilensko plavo fotokatalizom pomoc¢u TiO2 u mikroreaktoru [213]. Postigli su 97 % degradacije
boje za vreme zadrzavanja od 1h. Koncentracija boja koje su koristili je 5 mg/L, §to je 30 puta
manja koncentracija boje nego $to je peroksidaza iz krompirovih ljuski uspela da razgradi u
mikroreaktoru.
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Slika 38. Uticaj pocetne koncentracije boje na biorazgradnju AV109 boje u kontinualnom sistemu
(uslovi: pH 4, koncentracija vodonik-peroksida 1 mM, koncentracija peroksidaze 0,8 1U/mL,
temperatura 25°C, d=0,5 mm, L=6 m)
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12.2.4. Optimizacija veli¢ine pre¢nika mikroreaktora za biorazgradnju boje AV109
peroksidazom iz krompirovih ljuski u kontinualnom sistemu

U cilju ispitivanja uticaja veli¢ine pre¢nika i duzine mikroreaktora na biorazgradnju antrahinonske
boje peroksidazom iz krompirovih ljuski, kori$¢eni su mikroreaktori pre¢nika 0,5 mm i duzine 2,5,
6 1 15 m. Shodno tome, njihova zapremina je bila 0,5, 1,17 i 3 mL. Takode, vrSena je optimizacija
biorazgradnje u mikroreaktorima pre¢nika 0,8 mm i duzine 1, 2,3 i 6 m, zapremine 0,5, 1,17 i 3 mL.
Rezultati su prikazani na Slici 39. Sa Slike 39, se moze uoditi da pre¢nik mikroreaktora ima
znacCajan uticaj na biorazgradnju. U mikroreaktoru duzine 6 m 1 precnika 0,5 mm stepen
obezbojavanja je 76,95 + 1,64 %, dok u mikroreaktoru od 6 m duzine i pre¢nika 0,8 mm stepen
obezbojavanja znatno opada na 43,38 £ 1,08 %. KoriS¢enjem mikroreaktora pre¢nika 0,5 mm i
duzine 2,5 m i 15 m biodegradacija je 62,9 + 1,85 % 1 63,36 + 1,23 %. U reaktorima prec¢nika 0,8
mm, stepen biodegradacije je u opsegu 43,38 — 47,82 % za reaktore duzine 1, 2,5 i 6 m. MozZe se
zakljuciti da geometrija reaktora utice na stepen razgradnje boje i da se najbolji rezultati postizu u
reaktoru pre¢nika 0,5 mm i duzine 6 m. Enal (Onal) i saradnici su ispitivali moguénost
hidrogenacije nezasi¢enih aldehida u mikroreaktoru. Zakljucili su da poveéanjem prec¢nika U opsegu
0,5-1 mm, dolazi do smanjenje efikasnosti reakcije [214].
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Slika 39. Uticaj duzine i precnika mikroreaktora na razgradnju AVI109 peroksidazom iz
krompirovih ljuski u kontinualnom sistemu (uslovi: pH 4, koncentracija vodonik-peroksida 1 mM,
koncentracija peroksidaze 0,8 1U/mL, koncentracija boje 150 mg/L, temperatura 25°C)
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13. Imobilizacija peroksidaze iz sojinih ljuspica u obliku umreZenih enzimskih
agregata u Sarznom sistemu

Imobilizacija predstavlja jednu od nezamenljivih tehnika kada je u pitanju povecanje stabilnosti
enzima i otvaranje puta ka primeni enzima sa laboratorijskog na industrijski nivo. Imobilizacijom je
moguce pored povecanja stabilnosti, olakSati izdvajanje enzima od proizvoda reakcije, Sto znaci
ponovnu upotrebu enzima u novom procesu, kao i zna¢ajno smanjenje troSkova upotrebe enzima.
Imobilizacija se najces¢e odvija vezivanjem enzima u odredenom prostoru ili za odredeni nosa¢. U
novije vreme, razvijen je novi pristup koji sve vise privlaci paznju istrazivaca, a to je imobilizacija
bez primene nosaca. Naime, u ovoj tehnici imobilizacije koriste se strukturna svojstva enzima,
ta¢nije prisustvo odredenih grupa i reagensa za umrezavanje.

Imobilizacija enzima u obliku umrezenih enzimskih agregata odvija se u dve faze:
1. taloZenje enzima pomocu soli ili organskih rastvaraca,

2. umrezavanje enzima.

13.1. Oksidacija pektina

U potrazi za ekoloSkom alternativom umreZzivaca kao Sto je toksic¢ni glutaraldehidi modifikovani su
prirodni polimeri kao $to su: pektin, hitozan, polilizin, dekstran i sl. [215]. U ovoj disertaciji
kori$éen je oksidovani pektin kao umreziva¢. Vrsena je oksidacija pektina perjodatnom kiselinom.
Oksidacija je potvrdena odredivanjem sadrzaja aldehidnih grupa DNPH metodom i FT-IR analizom
(Slika 40). Sadrzaj aldehidnih grupa u nativnom pektinu je 0,0253 mmol/g, dok je u oksidovanom
0,0468 mmol/g. Duplo ve¢i sadrzaj aldehidnih grupa u oksidovanom pektinu ukazuje na uspesnu
oksidaciju. Sli¢ne rezultate su dobili Gupta (Gupta) i sar. u njihovim eksperimentima
funkcionalizacije pektina [192].
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Slika 40. FT-IR spektar a) nativnog i b) oksidovanog pektina

Potvrda za uspe$nu oksidaciju pektina je pojava trake na 1715,926 cm™ koja odgovara dialdehidnim
grupama dobijenim perjodatnom oksidacijom polisaharida. Pojava trake na 1627,695 cm™ moze se
povezati sa slobodnim COO grupama u oksidovanom pektinu. Takode, intenzitet karakteristicne
trake izmedu 3200 — 3550 cm™, koja se odnosi na valentnu vibraciju hidroksilne grupe je znatno
smanjen kod oksidovanog pektina. Perojodatnom oksidacijom pektina, dolazi do oksidacije
vicinalnih diola vezanih za C2 i C3 anhidro D-glukopiranoznog prstena pektina i dobijanje
dialdehidne strukture. To znaci da je u oksidovanom pektinu prisutan manji broj hidroksilnih grupa,
Sto pokazuje FT-IR analiza, §to je u saglasnosti sa dosadasnjim literaturnim podacima [192].

13.2. Uticaj taloZnog reagensa na imobilizaciju peroksidaze iz sojinih ljuspica

Kao $to je ve¢ navedeno, imobilizacija enzima u obliku umreZenih agregata se sastoji iz dve faze.
Prva faza svakako podrazumeva koncentrovanje enzima i to tehnikom talozenja. TaloZenje moze da
se izvodi solima ali i organskim rastvaracima, a izbor zavisi od uticaja taloznog reagensa pre svega
na aktivnost Zeljenog enzima u talogu. Sa tim u vezi, u ovoj doktorskoj disertaciji ispitan je uticaj
nekoliko taloznih reagenasa: amonijum-sulfat, etanol, 2-propanol i aceton. Rezultati su prikazani na
Slici 41.
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Slika 41. Uticaj taloznog reagensa na specificnu aktivnost i na prinos aktivnosti peroksidaze iz
sojinih ljuspica imobilisane u obliku umrezenih enzimskih agregata. 1P—2-propanol, EtOH—etanol,
AC-aceton, AS—amonijum-sulfat (temperatura 4°C, vreme [h, odnos talozni reagens: enzimski
ekstrakt 1:3)

Sa Slike 41 se moze videti da se amonijum-sulfat pokazao kao najpogodniji talozni reagens. Iako je
prinos aktivnosti priblizno jednak, koris¢enjem amonijum-sulfata kao taloznog reagensa zabelezena
je znacajno veca specificna aktivnost peroksidaze u talogu u poredenju sa talogom dobijenim nakon
taloZzenja acetonom. Naime, specifiéna aktivnost peroksidaze iz sojinih ljuspica u talogu nakon
dodatka amonijum-sulfata iznosi 142,5 + 1,16 1U/mg sa prinosom aktivnosti 125,42 + 1,31 %. Sa
druge strane, specificna aktivnost peroksidaze iz sojinih ljuspica u talogu nakon dodatka acetona
iznosi 86,43 + 1,29 IU/mg sa prinosom aktivnosti 84,33 = 1,19 %. O¢igledno je da je amonijum-
sulfat taloZio znacajno manji sadrzaj proteina iz ekstrakta, dok je aceton talozio dosta drugih
proteina 1 manje peroksidaze. Kad se uporede organski rastvaraci, moZe se zabeleziti da sa
smanjenjem polarnosti taloznog reagensa, raste i negativni uticaj rastvaraca. Polarni organski
rastvaraci taloZze enzime na taj na¢in Sto uklanjaju molekule vode sa povrSine enzima i vezuju ih
oko molekula organskog rastvara¢a. Sto je sloj vode oko enzima manji, to je lakse da se enzim
istalozi pomocu privlacne elektrostaticke sile. Mesljivi organski rastvara¢i smanjuju dielektri¢nu
konstantu vode, Sto omogucéava agregaciju enzimskih molekula [216].

Reman (Rehman) i sar. su imobilisali lipaze u obliku CLEA. U tim eksperimentima su ispitivali
uticaj taloznih reagenasa kao $to su: aceton, amonijum-sulfat, etanol, 2-propanol i terc-butanol.
Kori$¢enjem amonijum-sulfata su dobijeni najbolji rezultati [217]. Pored ostalih faktora, na
aktivnost imobilizata uti¢u talozni reagens i izvor enzima. Naime, post-translatorne modifikacije
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enzima variraju u zavisnosti od njegovog porekla. To zna¢i da je glikozilacija enzima, koja
ucestvuje u formiranju prostorne konformacije enzima i utiCe na oligomerizaciju, stabilnost
rastvorljivost i aktivnost enzima, razli¢ita kod enzima iz razli¢itih izvora. Pretpostavlja se da glikani
koji se nalaze na povrSini enzima reaguju sa taloznim reagensima pri ¢emu moze do¢i do razli¢itog
pakovanja i konformacije enzima [218], [219]. Razli¢ito ponaSanje enzima pri taloZenju u
zavisnosti od porekla, moZe se pronaéi u istrazivanjem Sekuljice i sar [220]. Za imobilizaciju
peroksidaze iz rena u obliku umrezenih enzimskih agregata, ispitivan je uticaj nekoliko taloznih
reagenasa: acetona, 2-propanola i amonijum-sulfata. Kao najpogodniji talozni reagens pokazao se
aceton. U ovom slucaju, amonijum-sulfat se pokazao kao najbolji izbor taloznog reagensa, pa je
usvojen kao talozni reagens u narednoj fazi istrazivanja.

13.3. Uticaj koncentracije umrezivac¢a na imobilizaciju peroksidaze iz sojinih
ljuspica u obliku umreZenih enzimskih agregata

Nakon odabira najpogodnijeg reagensa za talozenje, ispitivan je uticaj umrezivac¢a na aktivnost
imobilisane peroksidaze. Za imobilizaciju peroksidaze u obliku umrezenih enzimskih agregata
koriS¢en je oksidovani pektin. Oksidovani pektin sadrzi dialdehidne grupe koje se kovalentno
vezuju za amino grupe enzima formirajuéi Sifove baze. Nedovoljna koncentracija umreZivada moze
dovesti do malog stepena imobilizacije. Sa druge strane, velika koncentracija umrezivaca moze
uticati negativno na aktivnost enzima. Velika koncentracija umreziva¢a znaci i1 veliki broj
kovalentnih veza izmedu enzima i pektina, Sto povecava rigidnost enzima i uti¢e negativno na
njegovu fleksibilnost. Takode, moze do¢i do sternih smetnji, a postoji i ve¢a moguénost da dode do
vezivanja amino-grupe prisutne u aktivnom centru enzima $to dovodi do onesposobljavanja
enzimskih molekula za katalizu. U cilju odredivanja optimalne koncentracije umrezivaca, varirana
je koncentracija oksidovanog pektina za imobilizaciju peroksidaze iz sojinih ljuspica u opsegu 0,5—
2 %, i utvrden je njen uticaj na aktivnost enzima, kao i na efikasnost imobilizacije. Rezultati su dati
na Slici 42.
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Slika 42. Uticaj koncentracije umrezZivaca na efikasnost imobilizacije i na specificnu aktivnost
peroksidaze iz sojinih ljuspica. (temperatura 4 °C, vreme 24h uz konstantno mesanje)

Sa Slike 42 se moze videti da specificna aktivnost peroksidaze raste sa porastom koncentracije
umrezivaca sve do jednog trenutka kad se belezi drasti¢an pad aktivnosti od 159 + 1,09 IU/mg na
14,51 £ 1,15 TU/mg. Moze se zakljuciti da veca koncentracija umrezivaca deluje negativno na
aktivnost enzima. Efikasnost imobilizacije raste sa povecanjem koncentracije pektina od 87,36 *
1,08 % do 97,20 + 1,19 %. Kao optimalna koncentracija umreZzivaca je odabrana ona od 1,5% za
sledece eksperimente.
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13.4. Optimizacija procesnih parametara biorazgradnje AV109 boje
peroksidazom iz sojinih ljuspica imobilisanom u obliku umreZenih
enzimskih agregata u SarZznom sistemu

13.4.1. Optimizacija pH vrednosti i vreme kontakta biorazgradnje AV109 boje peroksidazom
iz sojinih ljuspica imobilisanom u obliku umreZenih enzimskih agregata u SarZznom
sistemu

Promena optimalne pH vrednosti nakon imobilizacije enzima je Cesta pojava [221], [222]. Razlog
za ovo su konformacione promene enzima kao rezultat promene u jonizaciji bo¢nih lanaca amino
kiselina u mikrookolini aktivnog centra enzima. Zato je ovaj parametar od vaznosti i optimizacija je
neophodna. Uticaj pH vrednosti na biorazgradnju AV109 boje peroksidazom iz sojinih ljuspica
imobilisanom u obliku umrezenih enzimskih agregata je prikazana na Slici 43.
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Slika 43. Uticaj pH na biorazgradnju boje AV109 na sobnoj temperaturi CLEA peroksidazom iz
sojinih ljuspica (reakcioni uslovi: koncentracija boje 30 mg/L, koncentracija vodonik-peroksida 0,1
mM, koncentracija enzima 0,2 1U)

Sa Slike 43 se moze videti da je optimalna pH vrednost za biorazgradnju AV 109 boje peroksidazom
imobilisanom u obliku umrezenih enzimskih agregata, 3. U eksperimentima sa slobodnom
peroksidazom iz sojinih ljuspica optimalna pH vrednost je bila 4. Ujedno to je bila jedina pH na
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kojoj je enzim pokazivao aktivnost, $to ukazuje na prisustvo jednog izoenzima peroksidaze. CLEA
imobilizacijom, optimalna pH je pomerena na 3, ali enzim pokazuje aktivnost i na pH 4.
Imobilizacijom, prosiruje se pH opseg na koji je peroksidaza aktivna, $to omogucava njenu
upotrebu u tezim uslovima. Takode, ispitivano je i vreme kontakta biorazgradnje boje AV109
imobilisanom peroksidazom iz sojinih ljuspica u Sarznom sistemu. Vreme potrebno za
biorazgradnju iznosi 20 min. U Sarznom sistemu sa slobodnom peroksidazom iz sojinih ljuspica,
reakcija je trajala 30 min. Moze se uociti da imobilizacija uti¢e pozitivno 1 na vreme reakcije.

13.4.2. Optimizacija koncentracije enzima za biorazgradnju boje AV109 peroksidazom iz
sojinih ljuspica imobilisanom u obliku umreZenih enzimskih agregata u SarZznom
sistemu

Za odredivanje optimalne koncentracije imobilisane peroksidaze u obliku umreZzenih enzimskih
agregata za biorazgradnju boje AV109, varirana je aktivnost enzima u sistemu u opsegu 0,1-1 IU.
Rezultati su dati na Slici 44. Sa Slike 44 se moze videti da je razlika u stepenu biorazgradnje mala
87,99 £ 1,26-90,41 + 1,28 % kad je aktivnost enzima 0,4-1 IU. Budu¢i da izolacija enzima kao i
njegova imobilizacija zahtevaju odredeno vreme optimizacije uslova i1 troskove, a stepen
biorazgradnje se razlikuje za 2%, kao optimalna vrednost usvojena je aktivnost peroksidaze od 0,4
IU. U reakciji biorazgradnje boje AV109 slobodnom peroksidazom iz sojinih ljuspica u SarZznom
sistemu, optimalna aktivnost enzima je bila 1 IU, gde je bila potrebna 2,5 puta veéa koncentracija
enzima nego kad je peroksidaza imobilisana u obliku umrezenih enzimskih agregata.

100

Biorazgradnja (%)

Vreme (min)

Slika 44. Zavisnost biorazgradnje boje AV109 od koncentracije imobilisane peroksidaze iz sojinih
ljuspica u obliku umrezenih enzimskih agregata (uslovi: pH 3, koncentracija boje 30 mglL,
koncentracija vodonik-peroksida 0,1 mM, temperatura 25°C)
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13.4.3. Optimizacija koncentracije vodonik-peroksida za biorazgradnju AV109 boje

peroksidazom iz sojinih ljuspica imobilisanom u obliku umreZenih enzimskih agregata u
Sarznom sistemu

U cilju odredivanja optimalne koncentracije vodonik-peroksida u reakciji biorazgradnje boje
AV109 katalizovane peroksidazom imobilisanom u obliku umrezenih enzimskih agregata,
koncentracija vodonik-peroksida je varirana u opsegu 0,1-0,8 mM. Rezultati su dati na Slici 44.
Zabelezen je najveli stepen biorazgradnje od 71,49 + 1,46 % pri pocetnoj koncentraciji vodonik-
peroksida od 0,2 mM. Povecanjem koncentracije vodonik-peroksida iznad 0,2 mM, stepen
bioragradnje se ne menja znatno. Koncentracija vodonik-peroksida od 0,2 mM predstavlja
optimalnu koncentracija za biorazgradnju boje AV109 CLEA imobilisanom peroksidazom iz
sojinih ljuspica. U poredenju sa slobodnom peroksidazom iz sojinih ljuspica u Sarznom sistemu, gde
je optimalna koncentracija vodonik-peroksida bila 0,01 mM, moze se zakljuciti da je CLEA
imobilisanoj peroksidazi potrebno 20 puta vise vodonik-peroksida za degradaciju AV109 nego
slobodnoj peroksidazi. Do sliénog zaklju¢ka su dosli Sekuljica i sar. kad su ispitivalji oksidaciju
AV109 imobilisanom peroksidazom iz rena u obliku umrezenih enzimskih agregata [223]. CLEA
imobilisana peroksidaza iz rena je pokazala vecu otpornost na velike koncentracije vodonik-
peroksida. Zbog toga, optimalna koncentracija vodonik-peroksida bila je 1 mM za imobilisanu

peroksidazu, dok je za slobodnu peroksidazu iz rena optimalna vodonik-peroksida koncentracija je
bila 0,4 mM.
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Slika 45. Uticaj pocetne koncentracije vodonik-peroksida na biorazgradnju boje AV109

peroksidazom iz sojinih ljuspica imobilisanom u obiku umrezenih enzimskih agregata (uslovi: pH 3,
koncentracija boje 30 mg/L, koncentracija peroksidaze 0,4 1U, temperatura 25°C)
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13.4.4. Optimizacija koncentracije boje za biorazgradnju AV109 CLEA imobilisanom
peroksidazom iz sojinih ljuspica u SarZnom sistemu

Nakon odredivanje optimalnih vrednosti pH, koncentracije enzima i vodonik-peroksida, ispitivan je
i uticaj koncentracije boje na stepen biorazgradnje AV109 imobilisanom peroksidazom iz sojinih
ljuspica u obliku umrezenih enzimskih agregata. Koncentracija boje je varirana u opsegu 10-100
mg/L. Rezultati su prikazani na Slici 46. Maksimalni stepen biorazgradnje — 85,71 + 1,45 % je
postignut pri pocetnoj koncentraciji boje 10 mg/L. Povecanjem koncentracije boje, stepen
biorazgradnje opada. Pri pocetnoj koncentraciji boje od 100 mg/L, procenat biorazgradnje boje
AV109 imobilisanom peroksidazom iz sojinih ljuspica u obliku umrezenih enzimskih agregata
iznosi 42,1 + 1,61%. Bilal (Bilal) i sar. su dosli do slicnog zaklju¢ka kad su ispitivali moguénost
obezbojavanje metil oranza peroksidazom iz rena imobilisanom u poliakrilamidnom gelu [224].
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Slika 46. Uticaj pocetne koncentracije boje na biorazgradnju boje AVI109 peroksidazom iz sojinih
ljuspica imobilisanom u obliku umreZenih enzimskih agregata (uslovi: pH 3, koncentracija
peroksidaze 0,4 IU, koncentracija vodonik-peroksida 0,2 mM, temperatura 25°C)

Pri ispitivanje uticaja koncentracije boje na reakciju obezbojavanja, zakljueno je da imoblisana
peroksidaza pokazuje bolje rezultate kad je koncentracija boje niska, optimalno 10 mg/L. U reakciji
biorazgradnje AV109 slobodnom peroksidazom iz sojinih ljuspica usvojena optimalna
koncentracija boje je takode 10 mg/L. Medutim, primecuje se znatni rast u stepenu biorazgradnje
kad je koriS¢ena imobilisana peroksidaza: 60,39 + 2,49 % biodegradacije sa slobodnom
peroksidazom, a sa imobilisanom 85,71 * 1,45 % kad je koncentracija boje 10 mg/L. Znatni porast
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biorazgradnje je zabelezan i kad je koncentracija boje 100 mg/L. Sa slobodnom peroksidazom je
postignuto 12,06 £ 1,19 % biorazgradnje, da bi se sa CLEA peroksidazom povecao za 30 %. Ovo
ukazuje na to da imobilizacija uti¢e na povecanje stabilnosti enzima, preciznije da se umrezavanjem
peroksidaze postize to da enzim zadrzi dobar deo svoje aktivnost i kad je koncentracija boje znatno
povecana. Povecanje stabilnosti enzima u prisustvu veée koncentracije boje omogucava njegovu
potencijalnu primenu za industrijske potrebe.

13.5.5. Operativna stabilnost peroksidaze iz sojinih ljuspica imobilisane u obliku umrezenih
enzimskih agregata

Operativna stabilnost imobilisane peroksidaze je parametar koji ukazuje na to da li je imobilizacija
ekonomski opravdana, pored ostalog. Moguénost viSekratne upotrebe imobilizata pospesuje
efikasnost procesa i od krucijalnog je znacaja za industrijsku primenu. U tom cilju, ispitivana je
operativna stabilnost imobilisane peroksidaze iz sojinih ljuspica u obliku umrezenih enzimskih
agregata u reakciji biorazgradnje boje AV109 u Sarznom sistemu pod optimalnim uslovima.
Rezultati su dati na Slici 47. Do tre¢eg cikluca CLEA imobilisana peroksidaza iz sojinih ljuspica je
zadrZala 91,55 + 1.59 % svoje aktivnosti. Nakon treceg ciklusa, zadrZana aktivnost je naglo opala
na 31,79 = 1.57 %. Dahili (Dahili) i sar. su ispitivali oksidaciju 2,4-dihlorfenola pomocu
peroksidaze iz rena imobilisane na nosa¢ — ¢estice poli(mle¢ne-ko-glikolne kiseline) [225]. Nakon 4
ciklusa imobilisani preparat je zadrzao vise od 30% aktivnosti, s tim da je nosa¢ adsorbovao znatnu
koli¢inu supstrata. Pad aktivnosti se moze pripisati akumulaciji proizvoda i intermedijera reakcije
oko aktivnog centra enzima i smanjenjem kataliticke efikasnosti enzima u narednim ciklusima.
Drugi moguci razlog je spiranje enzima iz agregata. Druga grupa istraziva¢i, Dzou (Xhou) i sar., su
imobilisali peroksidazu iz rena, glukozu oksidazu i njihovu kombinaciju u obliku magnetnih
umrezenih enzimskih agregata [226]. Imobilisani preparati koris¢eni su u reakciji obezbojavanja
boje Direktno crno 38. Umrezeni agregati peroksidaze koje sadrze magnete su zadrzali 50,81 %
svoje aktivnosti nakon 8 konsekutivnih ciklusa.
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Slika 47. Operativna stabilnost imobilisane peroksidaze iz sojinih ljuspica u obliku umrezenih
agregata (uslovi: pH 3, koncentracija boje 10 mg/L, aktivnost enzima 0,4 1U, koncentracija vodonik
peroksida 0,2 mM, temperatura 25°C)

13.6.1. Uticaj taloZnog reagensa na imobilizaciju peroksidaze iz krompirovih ljuski u obliku
umreZenih enzimskih agregata

Za ispitivanje uticaja taloZznog reagensa na imobilizaciju peroksidaze iz krompirovih Iljuski
koriS¢eni su: 2-propanol, etanol, aceton i amonijum sulfat. Rezultati su dati na Slici 48. Sa Slike 48
se moze videti da se amonijum-sulfat pokazao kao najbolje sredstvo za taloZenje, sa prinosom
aktivnosti 58,32 + 1,61%. Aceton je slabije talozio peroksidazu, dok zadrzana aktivnost peroksidaze
kad su kori$¢eni etanol i 2-propanol kao taloZna sredstva je najmanja i iznosi 23,73 + 1,66 1 23,29 +
1,63 %. Specifi¢na aktivnost je najveca kad je koriS¢en amonijum-sulfat kao talozno sredstvo 1,24 +
0,09 TU/mg. Kad je taloZenje vrSeno acetonom, specificna aktivnost je iznosila 0,83 £ 0,08 1U/mg.
Kao najslabija sredstva za talozenje su se pokazali da su 2-propanol i etanol sa specificnom
aktivnoscu 0,55 £ 0,02 IU/mg i 0,53 + 0,05 IU/mg. Amonijum-sulfat se takode pokazao kao
najpogdonije sredstvo za taloZenje peroksidaze iz sojinih ljuspica sa prinosom aktivnosti 125,42 +
1,31 %.
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Slika 48. Uticaj taloznog reagensa na specificnu aktivnost i prinos aktivnosti nakon taloZenja
peroksidaze iz krompirovih ljuski taloznim reagensima IP-2-propanol, EtOH—etanol, AC—aceton,
AS—amonijum-sulfat (temperatura 4°C, vreme 1k, odnos taloznog reagensa. enzimski ekstrakt 1:3)

13.6.2. Uticaj koncentracije umreZivaca na aktivnost peroksidaze iz krompirovih ljuski
imobilisane u obliku umreZenih enzimskih agregata

Koncentracija pektina je varirana u opsegu 0,1-2 % u cilju odredivanja optimalne koncentracije
umrezivaca. Imobilizacija je trajala 24 h, na 4°C uz konstantno mesanje. Rezultati su dati na Slici
49. Sa Slike 49 se moze jasno videti da je optimalna koncentracija pektina 0,1 %, gde je postignuta
specifi¢na aktivnost 0,735 £+ 0,08 IU/mg. Povecanjem koncentracije pektina na 0,5, 1, 1,51 2 %,
specifi¢na aktivnost opada na 0,54 + 0,07, 0,50 + 0,09, 0,447 + 0,051 0,435 = 0,07 IU/mg. Isti trend
opadanja sa povecanjem koncentracije pektina je zabelezen kod aktivnosti imobilizata. Aktivnost
imobilisanog preparata peroksidaze iznosi 15,18 + 0,58 1U/g kad je koncentracija pektina 0,1 %. Sa
povecanjem koncentracije umrezivaca na 0,5 %, aktivnost imobilizata drasticno opada na 4,49 +
0,47 1U/g. Dalji porast koncentracije pektina na 2 % doprinosi jo§ znacajnijem padu aktivnosti
imobilisane peroksidaze, 1,06 + 0,39 IU/g. Ista zavisnost izmedu aktivnosti i koncentracije
umrezivaca je zabelezana i u slu¢aju imobilizacije peroksidaze iz sojinih ljuspica. Kumar (Kumar) i
sar. su takode zakljucili da manja koncentracija umrezivaca doprinosi boljoj aktivnosti enzima
[227]. U ovim istrazivanjima je koriS¢en je glutaraldehid za umrezavanje lakaze koja je
upotrebljena za obezbojavanje dve trifenilmetanske boje Kiselo ljubicasto i Bazno crveno, i dve
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Slika 49. Uticaj koncentracije umreZivaca na specificnu aktivnost peroksidaze iz sojinih ljuspica.
(temperatura 4°C, vreme 24h uz konstantno mesanje)

13.6.3. Optimizacija pH i vremena kontakta biorazgradnje boje AV109 peroksidazom iz
krompirovih ljuski imobilisane u obliku umreZenih enzimskih agregata u SarZznom
sistemu

U cilju odredivanja pH vrednosti pri kojoj je biorazgradnja boje AV109 CLEA peroksidazom iz
krompirovih ljuski maksimalna, pH reakcione smese je varirana u opsegu 2—6. Rezultati su dati na
Slici 50. Sa Slike 50 se moze videti da je optimalna pH 3. U poredenju sa slobodnom peroksidazom
iz krompirovih ljuski, pH vrednost je promenjena. Optimalna pH vrednost za slobodnu peroksidazu
iz krompirovih ljuski u reakciji oksidacije boje AV109 je bila 4. Ista pojava se moze zabeleziti i kod
peroksidaze iz sojinih ljuspica. Imobilisana peroksidaza iz krompirovih ljuski u obliku umrezenih
enzimskih agregata je pokazala aktivnost i na pH 5, sa stepenom biorazgradnje 15 %. Nakon 70 min
biorazgradnje nije uocena znacajna razlika u stepenu biorazgradnje, pa je ovo vreme usvojeno za
slede¢e eksperimente kao optimalno vreme kontakta. KoriS¢enjem imobilisane peroksidaze iz
krompirovih ljuski vreme biorazgradnje AV109 boje u Sarznom sistemu je povecano, (70 min) u
poredenju sa vremenom reakcije katalizovane slobodnom peroksidazom iz krompirovih ljuski (50
min) u istoj konfiguraciji bioreaktora, Sto je jasan pokazatelj da postoje izvesne sterne smetnje,
nastale nakon imobilizacije, koje oteZavaju pristup supstrata enzimu.
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Slika 50. Uticaj pH na biorazgradnju boje AV109 na sobnoj temperaturi CLEA peroksidazom iz
krompirovih ljuski (reakcioni uslovi: koncentracija boje 30 mg/L, koncentracija vodonik-peroksida
0,1 mM, koncentracija enzima 0,2 1U)

13.6.4. Optimizacija koncentracije enzima za biorazgradnju boje AV109 peroksidazom iz
krompirovih ljuski imobilisane u obliku umreZenih enzimskih agregata u $arZznom
sistemu

Koncentracija enzima optimizovana je variranjem aktivnosti enzimskog imobilizata u opsegu 0,1-1
IU. Rezultati su dati na Slici 51. Povecanjem aktivnosti enzima do 0,8 IU, raste i stepen
biorazgradnje. Razlika u stepenu biorazgradnje boje AV109 kad je aktivnost enzima 0,8 i 1 1U
skoro i ne postoji 34,17 £ 1,52 % i 34,24 + 1,48 %, redom. Usvojena optimalna aktivnost enzima
koja ¢e biti koriS¢ena u narednim eksperimentima je 0,8 IU. Za biorazgradnju AV109 slobodnom
peroksidazom iz krompirovih ljuski u Sarznom sistemu bilo je potrebno 0,6 IU enzima. Ovo je joS$
jedan pokazatelj nastanka sternih smetnji nakon imobilizacije, jer je u istoj konfiguraciji reaktora,
potrebno uneti vise jedinica aktivnosti imobilisane peroskidaze u poredenju sa slobodnom da bi se
postigao Zeljeni stepen biorazgradnje, Sto nije bio slucaj sa peroksidazom iz sojinih ljuspica.
Imaju¢i u vidu da je enzim izolovan iz otpadnog materijala jednostavnom metodom, povecanje
koncentracija enzima da bi se odigrala reakcija je i dalje opravdana.
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Slika 51. Uticaj pocetne koncentracije peroksidaze iz krompirovih ljuski imobilisane u obliku
umrezenih enzimskih agregata na biorazgradnju boje AVI109 boje u Sarznom sistemu (uslovi: pH 3,
koncentracija boje 30 mg/L, koncentracija vodonik-peroksida 0,1 mM, temperatura 25°C)

13.6.5. Optimizacija koncentracije vodonik-peroksida za biorazgradnju boje AV109
peroksidazom iz krompirovih ljuski imobilisane u obliku umreZenih enzimskih
agregata u SarZnom sistemu

Koncentracija vodonik-peroksida je varirana u opsegu 0,1-1 mM u reakciji biorazgradnje boje
AV109 imobilisanom peroksidazom iz krompirovih ljuski u obliku umrezenih enzimskih agregata u
Sarznom sistemu. Rezultati su dati na Slici 52, gde se moze videti da je najveci stepen biorazgradnje
postignut sa koncentracijom vodonik-peroksida od 0,4 mM — 52,86 + 1,56 %. Povecanjem
koncentracije vodonik-peroksida iznad 0,4 mM, procenat biorazgradnje opada, odnosno veca
koncentracija vodonik-peroksida deluje inhibitorno. U reakciji biorazgradnje boje AV109
slobodnom peroksidazom iz krompirovih ljuski optimalna koncentracija vodonik-peroksida je bila
0,01 mM. lako je vodonik-peroksid mali molekul, moguée je da umrezivanjem dolazi do
zaklanjanja aktivnog centra enzima, pa je pristup do istog otezan. Zbog toga je potrebna veca
koncentracija vodonik-peroksida za postizanje najveéeg stepen biorazgradnje. Sli¢an zakljucak se
moze izvesti i kad je biorazgradnja boje AV109 Kkatalizovana slobodnom i imobilisanom
peroksidazom iz sojinih ljuspica. Za biorazgradnju boje AV109 slobodnom peroksidazom je bilo
potrebno 0,01 mM, dok je sa imobilisanom bilo potrebno 0,2 mM.
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Slika 52. Uticaj pocetne koncentracije vodonik-peroksida na biorazgradnju boje AV109 boje
peroksidazom iz krompirovih ljuski imobilisane u obliku umrezenih enzimskih agregata u Sarznom

sistemu (uslovi: pH 3, koncentracija boje 30 mg/L, koncentracija peroksidaze 0,8 1U, temperatura
25°C)

13.6.6. Optimizacija koncentracije boje za biorazgradnju boje AV109 peroksidazom iz

krompirovih ljuski imobilisane u obliku umreZenih enzimskih agregata u $arznom
sistemu

U cilju odredivanja optimalne vrednosti koncentracije boje u reakciji razgradnje boje AV109
imobilisanom peroksidazom iz krompirovih ljuski u obliku umrezenih enzimskih agregata u
Sarznom sistemu, koncentracija boje je varirana u opsegu 10-100 mg/L. Rezultati su dati na Slici
53. Sa Slike 53 se moze videti da je najveci stepen biorazgradnje 82,2 + 1,65 % postignut kad je
koncentracija boje 10 mg/L. Sa povecanjem koncentracije boje do 100 mg/L stepen biorazgradnje
opada na 13,06 £ 1,53 %. Optimalna koncentracija boje kad je kori$¢ena slobodna peroksidaza iz
krompirovih ljuski u istoj rekaciji je 40 mg/L i postignuti stepen biorazgradnje 65,11 £ 1,59 % i
vreme kontakta 50 min. CLEA imobilisana peroksidaza iz krompirovih ljuski je uspela da razgradi
52,49 + 1,49 % boje za 70 min kad je pocetna koncentracija bila 40 mg/L. Ovo ukazuje na oteZanu
difuziju supstrata kao i da dolazi do nakupljanje intermedijera, pa se sama reakcija odvija sporije.

Imajuéi u vidu da se umrezeni enzim moze koristiti vise puta za katalizu, njegova imobilizacija je i
dalje opravdana.
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Slika 53. Zavisnost biodegradacije AV109 CLEA imobilisanom peroksidazom iz krompirovih ljuski
od koncentracije boje (uslovi: pH 3, koncentracija peroksidaze 0,8 1U, koncentracija vodonik-
peroksida 0,4 mM, temperatura 25°C)

13.6.7. Operativna stabilnost peroksidaze iz krompirovih ljuski imobilisane u obliku
umreZenih enzimskih agregata

Operativna stabilnost CLEA imobilisane peroksidaze ispitana je biorazgradnjom boje AV109 pod
optimalnim uslovima u viSe uzastopnih ciklusa. Nakon zavrsetka reakcije, imobilizat je izdvajan iz
reakcione smese filtracijom, ispiran puferom i kori§¢en u novom ciklusu biorazgradnje. Sve dok je
CLEA peroksidaza pokazivala aktivnost, postupak je ponavljan. Rezultati su dati na Slici 54. U
drugom ciklusu imobilisani preparat je zadrzao 70,54 + 1,58 % od pocetne aktivnosti, dok je u
treCem ciklusu zabelezen drasti¢ni pad na 19,66 + 1,64 % pocetne aktivnosti. U poredenju sa
operativnom stabilnoS¢u CLEA peroksidaze iz sojinih ljuspica, gde se drasticni pad aktivnosti
pojavio u Cetvrtom ciklusu, moze se zakljuciti da je stabilnost oba preparata skoro ista. Imajuci u
vidu da ova vrsta imobilizacije ukljucuje kovalentne veze medu enzima i umrezivaca bez nosaca,
relativno slaba, losa mehanicka stabilnost imobilisanog preparata je ocekivana.
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Slika 54. Operativna stabilnost imobilisane peroksidaze iz krompirovih ljuski u obliku umrezenih
agregata (uslovi: pH 3, koncentracija boje 10 mg/L, aktivnost enzima 0,8 IU, koncentracija vodonik
peroksida 0,4 mM, temperatura 25°C)

13.7. Imobilizacija peroksidaze iz sojinih ljuspica i krompirovih ljuski
umrezavanjem u kontinualnom sistemu

Pored toga §to imobilizacija enzima u kontinualnim sistemima omogucéava njihovu visekratnu
upotrebu, prednost imobilisanih preparata je jednostavno razdvajanje proizvoda reakcije Sto
smanjuje mogucénost inhibicije enzima proizvodom. UmreZzavanje enzima na zidovima
mikroreaktora je relativno jednostavan i ne previse zahtevan proces kojim dobija se stabilan sistem
sa slabom moguénos$cu ,,curenja” enzima [228]. Imaju¢i u vidu da je biodegrdadacija AV109
ekoloski opravdan proces koji se zasniva na principima cirkularne ekonomije, upotreba toksi¢nih
reagenasa kao $to su glutaraldehid, paraformaldehid ili p-benzohinon nije prihvatljiva. Zbog toga, u
ovoj disertaciji se, kao umreziva¢ koristi oksidovani pektin. Pektin je prirodni polisaharid ¢ijom
oksidacijom se uvode aldehidne grupe u njegovu strukturu. Kovalentnim vezivanjem NH2 — grupa
enzima i CHO — grupa pektina dolazi do formiranja Sifovih baza. Na ovaj naéin, enzim je umreZen
dovoljno ¢vrsto da ne dolazi do curenja imobilizata, a imobilizacija je dovoljno fleksibilna da su
sterne smetnje i ograni¢enja prenosa mase minimalne. U slede¢em delu disertacije ispitivan je uticaj
umrezivaca i enzima na aktivnost imobilizata, kao i operativna stabilnost umrezenih peroksidaza.
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13.7.1. Optimizacija koncentracije umrezivaca za imobilizaciju peroksidaze iz sojinih ljuspica
u kontinualnom sistemu

Uticaj koncentracije umrezivaca na imobilizaciju peroksidaze iz sojinih ljuspica u kontinualnom
sistemu je ispitivan variranjem koncentracije oksidovanog pektina u opsegu 0,05 — 1 %. Rezultati su
prikazani na Slici 55. Sa slike se moze videti da porastom koncentracije umrezivaca raste i koli¢ina
vezanih enzima. Kako raste efikasnost imobilizacije, aktivnost enzima opada od 11,7 pumol/min na
9,8 umol/min. Najverovatnije dolazi do formiranja viSe slojeva umrezivaca i enzima, pa dolazi do
sternih smetnji. Najveca aktivnost peroksidaze je zabelezana kad je koncentracija oksidovanog
pektina najmanja (0,05%). Do slicnog zakljuc¢ka su dosli Loret (Lioret) i sar. kad su imobilisali
lakazu u cevnom mikroreaktoru glutaraldehidom i paraformaldehidom [229]. Koristili su
mikroreaktor duzine 13 c¢m i precnika 0,5 mm za umrezavanje lakaze na zidovima PTFE cevnog
reaktora, koji je kasnije upotrebljen za biotransformaciju anti-inflamatornih jedinjenja. Njihov
zakljucak je bio da povecanje koncentracije umrezivaca dovodi do smanjenja aktivnosti imobilisane
lakaze. Na osnovu dobijenih rezultata, za dalji rad usvojena je koncentracija pektina od 0,05 %.

I Eiikasnost imebilizacije (%)
Aktivnost (pmol/min)

26,6

1,7 11,6
9,8
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Koncentracija pektina (%)

Slika 55. Uticaj koncentracije oksidovanog pektina na aktivnost peroksidaze iz sojinih ljuspica i na
efikasnost imobilizacije. (Uslovi: 60 IU/mL (0,5 mg/mL) sirovi ekstrakt peroksidaze, 108,8 min
vreme zadrzavanja, temperatura 25°C)

105



13.7.2. Optimizacija koncentracije peroksidaze iz sojinih ljuspica za umreZavanje u
kontinualnom sistemu

U cilju odredivanja optimalne koncentracije enzima za imobilizaciju na zidovima mikroreaktora,
koncentracija peroksidaze je varirana u opsegu 0,1-0,5 mg/mL. Rezultati su dati na Slici 56. Sa
slike se moze videti da kad je koris¢ena koncentracija enzima od 0,25 mg/mL, aktivnost enzima je
11,3 pmol/min i povecava se minimalno na 11,7 umol/min kad je koncentracija enzima dvostruko
veéa (0,5 mg/mL). Efikasnost imobilizacije je porasla sa 3,96% na 14,97 % povecanjem
koncentracije enzima od 0,25 mg/mL na 0,5 mg/mL. Budu¢i da se sa ve¢om koncentracijom enzima
za imobilizaciju neznatno povecava aktivnost imobilisane peroksidaze, usvojena optimalna
koncentracija peroksidaze iz sojinih ljuspica je 0,25 mg/L (30 IU/mL).
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Slika 56. Uticaj koncentracije peroksidaze iz sojinih ljuspica na aktivnost enzima i na efikasnost

imobilizacije. (Uslovi: 0,05 % oksidovanog pektina, 108,8 min vreme zadrzavanja, temperatura 25
OC)
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13.7.3. Operativna stabilnost imobilisane peroksidaze iz sojinih ljuspica u kontinualnom
sistemu u reakciji biodegradacije AV109

Mogucénost visekratne upotrebe je jedan od razloga zbog kojeg su imobilisani enzimi atraktivni za
komercijalnu upotrebu. Na slici 57 je data operativna stabilnost peroksidaze iz sojinih ljuspica
imobilisane na zidovima mikroreaktora oksidovanim pektinom. Moze se videti da je peroksidaza
zadrzala 80 % svoje aktivnosti u 6 uzastopnih ciklusa biodegradacije AV109. Nakon desetog
ciklusa efikasnost opada na 65 + 2,03 %. Moguce objasnjenje je da se nakon svakog ciklusa, menja
mikrookolina enzima §to dodatno uti¢e na konformaciju enzima i dovodi do smanjenja aktivnosti
imobilizata [230]. Kalsum i sar. su imobilisali peroksidazu iz soje u poliakrilamidnom gelu [231].
Imobilisani preparat je koriS¢en za degradaciju diazo boje gde je efiksanost uklanjanja boje bila
60% nakon Sestog ciklusa.

Zadrzana aktivnost (%)

Ciklus (broj)

Slika 57. Operativna stabilnost imobilisane peroksidaze iz sojinih ljuspica u cevnom mikroreaktoru
(uslovi: pH 4, koncentracija boje 10 mg/L, aktivnost enzima 11,7 pmol/min, koncentracija vodonik
peroksid: 0,2 mM, temperatura 25°C)
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13.8.1. Optimizacija koncentracije umreZivaca za imobilizaciju peroksidaze iz krompirovih
ljuski u kontinualnom sistemu

Uticaj koncentracije umrezivaca na imobilizaciju peroksidaze iz krompirovih ljuski u kontinualnom
sistemu je ispitivan variranjem koncentracije oksidovanog pektina u opsegu 0,05-1 %. Rezultati su
prikazani na Slici 58. Sa slike se moze videti da povecanjem koncentracije oksidovanog pektina
raste i efikasnost imobilizacije od 32,44 do 69,40 %. Aktivnost enzima, pak, opada sa 19,7 na 15,8
pumol/min. Moze se zakljuciti da umreziva¢ ima isti uticaj na aktivnosti peroksidaze iz sojinih
ljuspica i krompirovih ljuski, sa jednom razlikom $to je kod peroksidaze iz krompirovih ljuski
efikasnost imobilizacije 2,5 puta veca. Janat i Jang (Jannat i Yang) su ispitivali moguénost
imobilizacije sirove proteaze i katalaze na unutra$njosti cevnog reaktora [232]. Kao umrezivaé su
koristili dekstran polialdehid, a kao reaktor tajgon cev (Tygon®), §to predstavlja polimerni
kompozit fleksibilne, biokompatibilne i glatke cevi. Nakon imobilizacije, ispitivali su uticaj
umrezivaca i dosli do istog zakljucka, da poveéanjem koncentracije dekstran polialdehida, dolazi do
smanjenje aktivnosti enzima. Moguce objasnjenje je da dolazi do blokiranja aktivnog centra enzima
usled velike koncentracije umrezivaca. Za dalji rad je usvojena je koncentracija oksidovanog
pektina od 0,05 %.

I Efikasnost imobilizacije (%)
Aktivnost (umol/min)

49,9
19,7 163 158
0,05 0,5 1

Koncentracija pektina (%)

Slika 58. Uticaj koncentracije oksidovanog pektina na aktivnost peroksidaze iz krompirovih ljuski i
na efikasnost imobilizacije. (Uslovi: sirovi ekstrakt peroksidaze 2 IU/mL (0,8 mg/mL), vreme
zadrzavanja 108,8 min, temperatura 25°C)
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13.8.2. Optimizacija koncentracije peroksidaze iz krompirovih ljuski potrebne za
umrezavanje u kontinualnom sistemu

U cilju odredivanja optimalne koncentracije enzima za imobilizaciju na zidovima mikroreaktora,
koncentracija peroksidaze je varirana u opsegu 0,2-0,8 mg/mL. Rezultati su dati na Slici 59, gde se
moze videti da poveéanjem koncentracije enzima opada koli¢ina vezanih proteina. Sa druge strane,
aktivnost enzima raste sa 4,2 na 19,7 umol/min. Kad se uporede obe peroksidaze, iz sojinih ljuspica
I krompirovih ljuski, moze se videti da za istu koncentraciju enzima od 0,5 mg/mL aktivnost
imobilizata je skoro ista: 11,7 pumol/min za peroksidazu iz sojinih ljuspica i 10,4 pmol/min za
peroksidazu iz krompirovih ljuski. Medutim postoji uocljiva razlika u efikasnost imobilizacije:
14,9% za peroksidazu iz sojinih ljuspica i 58,4% za peroksidazu iz krompirovih ljuski. Ve¢a masa
vezanih proteina se moze objasniti preko strukture enzima. Umrezavanje nastaje preko slobodne
aldehidne grupe oksidovanog pektina i amino-grupa ostataka lizina, pa se moze predpostaviti da je
broj ostataka lizina ve¢i kod peroksidaze iz krompirovih ljuski nego kod peroksidaze iz sojinih
ljuspica.
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Slika 59. Uticaj koncentracije peroksidaze iz krompirovih ljuski na aktivnost enzima i na efikasnost
imobilizacije. (Uslovi: koncentracija oksidovanog pektina: 0,05 %, vreme zadrzavanja: 108,8 min,
temperatura: 25°C)
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13.8.3. Operativna stabilnost imobilisane peroksidaze iz krompirovih ljuski u kontinualnom
sistemu u reakciji biodegradacije AV109

Operativna stabilnost imobilizata je ispitana u 10 uzastopnih ciklusa. Pracenje stabilnosti je vrSeno
biodegradacijom boje AV109 u cevnhom mikroreaktoru na cijim zidovima je imobilisana
peroksidaza iz krompirovih ljuski. Nakon svakog ciklusa, ispira se mikroreaktor acetatnim puferom
0,05 M, pH 4. Rezultati su dati na Slici 60. Sa Slike 60 se moze videti da je enzim zadrzao 35,56 +
0,79 % svoje aktivnosti nakon 10-og ciklusa. U poredenju sa operativnom stabilno$¢u peroksidaze
iz sojinih ljuspica, gde je imobilizat zadrzao 65,22 + 2,03 % svoje aktivnosti nakon 10-og ciklusa,
moze se zakljuciti da peroksidaza iz sojinih ljuspica ima veéi potencijal za viSekratnu upotrebu.
Panti¢ i sar. su imobilisali peroksidazu iz rena u tiramin-alginatnim mikroperlama [233]. Osim
peroksidaze, dodali su glukozu i glukozu oksidazu za unutrasnje stvaranje vodonik-peroksida.
Imobilisani preparat je primenjen za uklanjanje fenola iz vodenog rastvora. Nakon 4 ciklusa
peroksidaza iz rena je zadrzala vise od 60% svoje aktivnosti. Janatova i Jangova imobilisana
proteaza u tajgon cevi je zadrzala 73% svoje aktivnosti nakon 6 ciklusa, kad su ispitivali enzimsku
hidrolizu kazeina [232].

100 =

o0
<
1

[N
(=]
|

N
fe)]
1

Zadrzana aktivnost (%)
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Slika 60. Operativna stabilnost imobilisane peroksidaze iz krompirovih ljuski u cevnom
mikroreaktoru (uslovi: pH 4, koncentracija boje 150 mg/L, aktivnost enzima 11,7 pmol/min,
koncentracija vodonik-peroksida 0,2 mM, temperatura 25°C)
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14. Skenirajuca elektronska mikroskopija

U cilju dalje karakterizacije imobilisanog enzima iz otpadnog materijala, izvrSeno je snimanje
imobilisanog enzimskog preparata skenirajucom elektonskom mikroskopijom (Slika 61). Na slici je
prikazana PTFE cev pre i nakon imobilizacije pri razli¢itim uveéanjima. Jasno se vidi da je povrSina
cevi drugacija nakon imobilizacije 1 da je umrezavanje enzima uspe$no. Moze se uociti da je
povrsina cevi pre imobilizacije glatka, bez ikakvih neravnina ili pukotina. Nakon imobilizacije,
formiranjem polimerne membrane koja se sastoji iz umrezivaca i enzima, povrsina cevi postala je
hrapava sa puno agregata nehomogene distribucije. Sli¢ni rezultati su dobijeni imobilizacijom
pektinaze [234].

‘ " :
** < A :

SEM HV: 5.0 kV WD: 6.57 mm ! MIRA3 TESCAN SEM HV: 5.0 kV WD: 7.07 mm

View fleld: 4.30 mm Det: SE View field: 4.63 mm Det: SE
SEM MAG: 44 x Date(m/dly): 07/21/21 SEM MAG: 41 x  Date(m/dly): 07/21/21

-
SEM HV: 5.0 kV WD: 6.85 mm | | MIRA3 TESCAN SEM HV: 5.0 kV WD: 7.00 mm
View fleid: 187 ym Det: SE View field: 6.32 pm Det: SE
SEM MAG: 1.02 kx Date(m/dly): 07/21/21 SEM MAG: 30.0 kx Date(m/dly): 07/21/21

Slika 61. SEM slike PTFE cevi A) pre imobilizacije, 44x uvecanje i imobilisana peroksidaza
umrezavanjem oksidovanim pektinom na unutrasnjim zidovima PTFE cevi B) 40x uvecanje, C)
1000x uvecanje i D) 30000x uvecéanje
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15. Hemijska potroSnja kiseonika

Hemijska potrosnja kiseonika je parametar koji ukazuje na kvalitet ispitivane vode. Za potrebe ove
disertacije, ispitana je hemijska potroSnja kiseonika pre i1 nakon enzimskog tretmana u
mikroreaktoru sa peroksidazom iz sojinih ljuspica i krompirovih ljuski.

Vrednost potrosnje kiseonika za uzorak pre enzimskog tretmana peroksidazom iz sojinih ljuspica
iznosi 653 mg O>/L, a vrednost uzorka nakon tretmana je 92 mg O2/L.

Uzorak pre enzimskog tretmana peroksidazom iz krompirovih ljuski je pokazao 1852 mg OJ/L, a
nakon enzimskog tretmana 362 mg O>/L.

Dobijene vrednosti ukazuju na poboljSanje kvaliteta vode nakon tretmana i smanjenje potroSnje
kiseonika. Enzimska degradracija AV109 se pokazala kao efikasno sredstvo za oksidaciju boja i
precis¢avanje obojenih otpadnih voda [235].

16. LC-MS i GC-MS analiza proizvoda biorazgradnje antrahinonske AV109
boje peroksidazom iz krompirovih ljuski i sojinih ljuspica u kontinualnom
sistemu

Da je biodegradacija AV109 peroksidazom izolovanom iz otpadnog materijala efikasan i ekoloski
prihvatljiv nac¢in uklanjanja boja iz otpadnih voda, potvrdeno je i LC-MS i GC-MS analizom
degradacionih proizvoda. LC-MS analizom utvrden je mehanizam razgradnje boje AV109. Od
masenog sprektra i m/z vrednosti, pretpostavljena je molarna masa i struktura intermedijera, data u
Tabeli 9. Na osnovu dobijenih rezultata utvrdeno je prisustvo 6 meduproizvoda. Intermedijeri su
obelezeni oznakama M1 do M6, a njihovi spektri su dati na Slikama 62-69. Biorazgradnja boje
poCinje stvaranjem intermedijera (M1) N-(3((4-amino-9,10-diokso-9,10-dihidroantracen-1-
il)Jamino)-2,4,6-trimetilfenil)propionamid sa m/z 428,83 i r=11,9 min i (M2) 2-(butil)-5-
hidroksibenzensulfonske kiseline sa r=9,73 min i m/z 254,96. Raskidanjem veze izmedu imino-
grupe i C3’ u molekulu intermedijera (M1) nastaju 1,4-bis(hidroksiamino)antracen-9,10-dion (M3),
r=9,00, m/z 293,93) i 2,4,6-trimetilanilin (M4) (r=5.47 min, m/z 135,85). Daljom razgradnjom
intermedijera M3 nastaju intermedijeri (M5) benzen-1,2-dikarboksilna kiselina (r+=13,29 min, m/z
165,18) i cikloheksa-1,3-dien (M6) (r:=10,95 i m/z 80,00). Stvaranje benzen-1,2-dikarboksilne
kiseline (ftalne kiseline) pri enzimskoj razgradnji boja sa antrahinonskom grupom je u skladu sa
dostupnim literaturnim podacima. Sli¢an rezultat je dobijen nakon identifikacije biorazgradnje
Kiselo plavo 129 katalizovane lakazom i biorazgradnje boje Reaktivno plavo 5 katalizovane
peroksidazom iz gljive Thanatephorus cucumeris Dec 1 [236], [237]. Osim biorazgradnje
antrahinonskih boja katalizovanim peroksidazama klase II, ftalna kiselina, odnosno benzen-1,2-
dikarboksilna kiselina se pojavljuje i kao proizvod otvaranja antrahinonskog prstena tokom
biorazgradnje ovih boja peroksidazama klase III, ta¢nije ren peroksidaza [154]. Sulfatni jon je
identifikovan na retencionom vremenu od 0,75 min sa m/z 218,74, i Br~ na retencionom vremenu
od 0,85 min sa m/z 103,87 i 202,78. Liu i sar. su potvrdili prisustvo proizvoda razgradnje male
mase, dok su istrazivali degradaciju antrahinonske boje Alizarin crveno pomocu hloroperoksidaze
[238]. Potvrdili su i da je dejstvo peroksidaza iz agroindustrijskog otpada dovelo do fragmentacije
boje AV109 na nekoliko manjih nusproizvoda. Stavise, nestanak boje je direktno povezan sa
razgradnjom strukture hromofora. U skladu sa identifikovanim proizvodima biorazgradnje boje
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AV109 katalizovane peroksidazama koje potiCu iz industrije prerade soje i krompira, put

biorazgradnje je dat na Semi 5.

Tabela 9. Intermedijeri biorazgradnje AV109 boje identifikovani LC-MS i GC-MS analizom

Molekulska formula

C26H27N303 (M1)

CsHs04S (M2)

C1aH10N204 (M3)

CoH11NO2 (M4)

CgHsO4 (MD5)

CeHs (M6)

m/z
428 84

254,92

293,93

135,85

165,18

80,00

Pretpostavljena struktura
O HN
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IV Zakljucak

Uspesnost biodegradacije antrahinonske boje peroksidazom izolovanom iz otpadnog materijala u
razli¢itim sistemima ukazuje na potencijal ekoloski prihvatljivog i ekonomski znacajnog procesa za
komercijalnu upotrebu. Na osnovu dobijenih rezultata izvedeni su slede¢i zakljucci:

Peroksidaza iz otpadnog materijala koriséena u reakciji biodegradacije AVI109 u Sarznom sistemu
kao slobodan enzim

e Peroksidaze izolovane iz razliitog otpadnog materijala — krompirovih ljuski i sojinih
ljuspica su uspe$no razgradile boju AV109

e Nakon utvrdivanje optimalnih uslova za delovanje peroksidaze iz celog zrna soje: pH 4,
vreme kontakta: 30 min, koncentracija enzima: 0,1 IU, koncentracija vodonik-peroksida: 0,1
mM, koncentracija boje: 40 mg/L i temperatura: 38°C, postignuta je razgradnja od 81,88 +
2,18 % boje AV109 peroksidazom iz celog zrna soje

e Nakon utvrdivanje optimalnih uslova za delovanje peroksidaze iz sojinih ljuspica: pH 4,
vreme kontakta: 30 min, koncentracija enzima: 1 1U, koncentracija vodonik-peroksida: 0,01
mM H20,, koncentracija boje: 10 mg/L boje pH 4, i temperatura: 38°C, postignuta je
razgradnja od 72,78 + 3,13 % AV109 peroksidazom iz sojinih ljuspica

e Nakon utvrdivanje optimalnih uslova za delovanje peroksidaze iz krompirovih ljuski: pH 4,
vreme kontakta: 50 min, koncentracija enzima: 0,6 IU enzima, koncentracija vodonik-
peroksida: 0,01 mM, koncentracija boje: 40 mg/L i temperatura: 50°C, postignuta je
razgradnja od 66,12 + 2,51 % AV109 peroksidazom iz krompirovih ljuski

e Pomocu Ping Pong Bi-Bi modelom ispitani su inhibitorni uticaji boje i vodonik-peroksida na
peroksidaze iz celog zna soje, krompirovoh ljuski i sojinih ljuspica

e Na osnovu dobijenih vrednosti kinetickih konstanti utvrdeno je da boja ima inhibitorni uticaj
na sve tri peroksidaze, dok je uticaj inhibicije vodonik-peroksida manje izraZzen

Peroksidaza iz otpadnog materijala koriséena u reakciji biodegradacije AVI09 u obliku umreZenih
enzimskih agregata u Sarznom sistemu

e Imobilizacija peroksidaze iz sojinith ljuspica 1 krompirovih ljuski u obliku umrezenih
enzimskih agregata je uspeSno izvrSena

e Kao umreZivac, koriS¢en je oksidovani pektin koji je bezbedan za okolinu
e Amonijum-sulfat se pokazao kao najbolje sredstvo za talozenje

e Koncentracija oksidovanog pektina od 0,5% je optimalna za umreZavanje peroksidaze iz
sojinih ljuspica
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Dobijeni umrezeni agregati peroksidaze iz sojinih ljuspica uspes$no su razgradili 85,71 *
1,45 % boje, pod optimalnim uslovima: pH 3, imobilizata 0,4 1U, koncentracija vodonik-
peroksida 0,2 mM, koncentracija boje 10 mg/L

Ispitana je operativna stabilnost imobilisane peroksidaze iz sojinih ljuspica. Nakon 4-og
ciklusa zadrzana aktivnost je iznosila 31,57 + 1,79%

Za umreZavanje peroksidaze iz krompirovih ljuski koriS¢ena je koncentracija pektina od
0,1%

Optimalni uslovi razgradnje AV109 peroksidazom iz krompirovih ljuski u obliku umrezenih
enzimskih agregata su: pH 3, 0,8 IU imobilizata, 0,4 mM vodonik-peroksida, 10 mg/L boje.
Postignuti stepen razgradnje je iznosio 82,2 + 1,65 %

Ispitana je operativna stabilnost imobilisane peroksidaze iz krompirovih ljuski. Nakon
treceg ciklusa zadrzana aktivnost je iznosila 19,66 + 1,64 %

Peroksidaza iz otpadnog materijala koriscena u reakciji biodegradacije AV109 u kontinualnom
sistemu kao slobodan enzim

Upotreba peroksidaze iz otpadnog materijala u cevnom PTFE mikroreaktoru za
biodegradaciju antrahinonske je pokazala poboljSane performanse u odnosu na Sarzni
sistem.

Primenom koncentracijskih protoka: 0,2 IU/mL peroksidaze iz sojinih ljuspica, 0,2 mM
vodonik-peroksida, 10 mg/L boje, pH 4, vreme zadrzavanja 3 min, preénik mikroreaktora
0,5 mm i duzina mikroreaktora 6 m, uspesno je razgradeno 95,48 + 0,41 % AV109.

Pomocu peroksidaze iz krompirovih ljuski postignuta je biodegradacija od 76,95 + 1,64 % u
mikroreaktoru, pod optimalnim uslovima: pH 4, koncentracija peroksidaze 0,8 1U/mL,
koncentracija vodonik-peroksida 1 mM, koncentracija boje 150 mg/L, vreme zadrzavanja 3
min, pre¢nik mikroreaktora 0,5 mm i duzina mikroreaktora 6 m.

Umrezena peroksidaza iz otpadnog materijala koriséena u reakciji biodegradacije AVI09 u
kontinualnom sistemu

Izvrsena je imobilizacija peroksidaze iz krompirovih ljuski i sojinih ljuspica umrezavanjem
na unutras$njim zidovima cevnog mikroreaktora pomocu oksidovanog pektina.

Imobilizacijaa je potvrdena SEM analizom

Za immobilizaciju peroksidaze iz sojinih ljuspica u cevnom mikroreaktoru koriS¢ena je
koncentracija pektina od 0,05%

Optimalna koncentracija peroksidaze iz sojinih ljuspica je 30 IU/mL

Ispitivanjem operativne stabilnosti umrezene peroksidaze iz sojinih ljuspica u
mikroreaktoru, utvrdeno je da peroksidaza iz sojinih ljuspica zadrzala 65,22 = 2,03 % svoje
aktivnosti nakon 10 ciklusa

Za imobilizaciju peroksidaze iz krompirovih ljuski na unutra$njim zidovima mikroreaktora
koriS¢ena je koncentracija pektina od 0,05%
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e Koncentracija peroksidaze iz krompirovih ljuski od 2 1U/mL se pokazala kao optimalna

e Nakon 10 ciklusa upotrebe za biorazgradnju boje AV109, umreZzene peroksidaze iz
krompirovih ljuski u mikroreaktoru, enzim je zadrzao 35,56 £ 0,79 % od svoje pocetne
aktivnosti

Proizvodi degradacije

e LC/MS-GC metodom je izvrSena analiza proizvoda razgradnje. Na osnovu dobijenih
rezultata utvrdeno je prisustvo 6 meduproizvoda.

Hemijska potrosnja kiseonika

e HPK analizom utvrdeno je smanjenje vrednosti potrosnje kiseonika 80,4 % u reakciji sa
peroksidazom iz krompirovih ljuski u kontinualnom sistemu, i 85,9 % u reakciji sa
peroksidazom iz sojinih ljuspica. Ovo ukazuje da biodegradacijom ne dolazi do stvaranja
sekundarnih zagadujucih jedinjenja koja su toksi¢nija od same boje.
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obpasay uzjase o aymopcmasy

N3jaBa 0 ayTopcTBY

Hme u npe3ume ayropa

bpoj unnekca

H3jaBibyjem

J1a je JOKTOPCKa AucepTalnja moJi HaclIOBOM

® pe3yiTaT CONCTBEHOI UCTPAKUBAUKOT PAJa;

e Jla qucepTaiyja y MeJIMHU HU y JCeIOBUMA HUje Omila MpeiokKeHa 3a CTHIIAkE Ipyre
JUIUIOME MpeMa CTYAM]CKUM IporpaMuMa JIpyruX BUCOKOIIKOJICKUX YCTaHOBA;

e J1a Cy pe3yiTaTh KOPEKTHO HAaBEJCHU U

e Jla HUCAM KpIIKO/JIa ayTopcKa MpaBa U KOPUCTUO/JIa UHTEJIEKTYaJIHy CBOJUHY JAPYTUX
JULIA.

IMornmce ayropa

VY beorpany,
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obpaszay uzjase o UCMOBEMHOCIU WIMAMRAHE U eleKMPOHCKe gep3uje O0KMOpCKo2 paod

M3jaBa 0 HCTOBETHOCTH IITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3Hje JOKTOPCKOT
pana

Nwme u npe3ume ayropa

bpoj unnekca

Cryaujcku nporpam

Hacnos pana

MenTop

W3jaBipyjeM Ja je mramiana Bep3uja MOT JIOKTOPCKOT pajia MCTOBETHA CIIEKTPOHCKO] BEP3UjU
KOjy caM mpejao/ia paad MmoxpamuBama y JHruTajiHOM peno3uTopujyMy YHHUBepP3HTETa y
Beorpany.

Jlo3BoJbaBam ja ce 00jaBe MOjU JTMYHH MOJIAll BE3aHU 3a J0OH]jamhe aKaJeMCKOT Ha3HBa JOKTOpa
HayKa, Kao IIITO Cy UMe U TIPe3nMe, TOJIMHA U MECTO pol)ema U 1aTyM o0paHe pasa.

OBM JNMYHM TOJAIM MOry ce 00jaBUTH Ha MpPEKHUM CTpaHHIlamMa JAWTUTallHEe OubinoTeke, y
€JIEKTPOHCKOM KaTaJIory U 'y myOiinkanujama Y HuBepsurteTa y beorpany.

Hornuc ayropa

VY beorpany,
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obpaszay uzjase o kopuutherny

N3jaBa o0 kopumhemwy

Osnamhyjem YHuBep3uTeTcky Oubmuorexky ,,CBero3ap MapkoBuh nma y JlururaaHu
peno3uTopujyM YHUBEp3UTeTa y beorpany yHece MOjy JOKTOPCKY TUCEPTAIIN]Y IO HACTIOBOM:

KOja je MOje ayTOPCKO JEO.

JlucepTaiyjy ca CBUM MPUIIO3UMa MPEAA0/Ia caM y eIeKTPOHCKOM (opMaTy MOTOIHOM 32 TPAjHO
apXUBHUPABE.

Mojy IOKTOpCKY IUCepTalujy MOoXpameHy y JIUruTaiHOM perno3uTopujymy YHHUBEp3UTETa Y
beorpagy m IOCTYIIHY y OTBOPEHOM TMPHUCTYIy MOTY Ja KOPHUCTE CBH KOjH IOIITY]y oxapeade
caapkane y onabpanom tumy auienne Kpearusne 3ajequuiie (Creative Commons) 3a Kojy cam ce
OJUTYy4HO/TIa.

Aytopctso (CC BY)
Aytopctso — Hekomepirjaaao (CC BY-NC)
AytopctBo — HekoMepijainHo — 0e3 npepaaa (CC BY-NC-ND)

1
2
3
4, AyTOpCTBO — HEKOMEPIHjaTHO — aenuTh 1o uctuM yciaouma (CC BY-NC-SA)
5 AyrtopcTBo — 6e3 npepaza (CC BY-ND)

6

AyrtopcTBo — aenutu moa uctuM ycrnosuma (CC BY-SA)

(MonuMo /1a 3a0Kpy»KUTE caMo jeIHy oJ1 miecT moHyheHux nuiennu. Kparak onuc JumeHmm je
CacTaBHHU JICO OBE H3jaBe).

IMoTrnuce ayropa

VY beorpany,
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1. AyropcTrBo. Jlo3BoJpaBaTe yMHOXKAaBame, AUCTPHOYIIM]Y M jaBHO CaOoMINTaBamke Jeia, U
npepajie, ako ce HaBejIe UMe ayTopa Ha HauuH ojjpel)eH oj] cTpaHe ayTopa WU J1aBaolia JUIICHIIE,
YaKk ¥ y komepijainae cBpxe. OBo je Hajcia0001HU]a 01 CBUX JTUIICHIIH.

2. AyTopcTBO — HeKoMepuHjajHo. J[o3BoJbaBaTe yMHOXKaBamwe, AUCTPUOYIH]Yy W jaBHO
caolIITaBame Jiela, U Ipepajie, ako ce HaBee UMe ayTopa Ha HauuH onpeleH ox cTpaHe ayTopa
WM 1aBaona juueHne. OBa JUIEHIA He 103B0JbaBa KOMEpIHjaliHy yrnoTpeOy aena.

3. AyTOpCTBO — HeKOMepUHjaJIHO — 0e3 npepajaa. [[o3BospaBaTe YMHOXKABAWKE, TUCTPUOYIIN]Y
Y jaBHO CaOMIITaBame Jeia, 0e3 mpoMeHa, MPeoOIMKOBaka WIH YIOTpeOe 1ea y CBOM Iy, aKo
Ce HaBeJIe MMe ayTopa Ha HA4MH ojipel)eH o1 cTpaHe ayTopa WiH JaBaolna JuieHie. OBa TuieHma
HE JI03BOJbaBa KOMEpIIMjaTHy yHnoTpeOy nena. Y OAHOCY Ha CBE OCTalie JIMIICHIIE, OBOM
JUIIEHIIOM ce OorpaHny4aBa Hajeehu 0OMM mpaBa Kopulthemwa aena.

4. AyTOpCTBO — HEKOMEpPUHUjaJTHO — JAeJUTH MOJ HCTUM YyciaoBuMma. Jlo3BosbaBate
YMHO)KaBame, TUCTPUOYINjy U jJaBHO CAOMILITABAkE JeNa, U IPepaje, ako ce HaBele MMe ayTopa
Ha HaYWH oJjpel)eH o] CTpaHe ayTopa WM JAaBaolla JUIEHIIE U aKO Ce Mpepaaa TUCTPUOyHpa 1o
UCTOM WJIHM CIMYHOM JimieHnoM. OBa JHIeHIIa He /J03B0OJhaBa KOMEPLHUjaIHY yIoTpedy aena u
npepaja.

5. AyropcrBo — 06e3 mnpepana. Jlo3BosbaBaTe YMHOXKaBame, JIUCTPUOYIH]y U jaBHO
caomITaBame Jena, 0e3 mpoMeHa, MPeoOINKOBamba WIN YIOTpede nena y CBOM ey, ako ce
HaBeJle M€ ayTopa Ha HauuH oJpeheH o] cTpaHe ayTopa MM JaBaoua JuueHne. OBa JuIeHna
JI03BOJbaBA KOMEPLMjAIHY YHOTpeOy aena.

6. AyTopcTBO — JA€JIMTH MO MCTHM YcJa0BHMA. J[03BOJbaBaTe yMHOXKaBame, AUCTPHOYIU]Y U
JAaBHO caoIIlITaBame JeNla, U Mpepajie, ako ce HaBeJe UMe ayTopa Ha HauuH ojapeheH ox cTpaHe
ayTopa WIM JaBaolla JIMIIEHIIE W aKO ce Ipepaja JUCTpUOyHpa MOJ HCTOM MM CIUYHOM
muneHoM. OBa JHIEHIIa J103BOJbaBa KOMEpLHUjalHy yHoTpeOy aena u mpepana. Cnuyna je
co(hTBEpPCKHM JIMILIEHIIaMa, OJJHOCHO JIMLIEHI[aMa OTBOPEHOT KOJa.

144



OIIEHA M3BEIITAJA O ITPOBEPY OPUTMHAJTHOCTH JIOKTOPCKE
TINCEPTALINJE

Ha ocnoBy IlpaBuiHrKa O MOCTYNKY MPOBEPE OPUTMHAIHOCTH JTOKTOPCKHX JUCEpTaluja Koje ce
Opane Ha YHuUBep3uteTy y beorpany m Hamaza y u3Bemrajy u3 mporpama iThenticate xkojum je
M3BpIIIEHA MMPOBEpPa OPUTUHATHOCTH JTOKTOPCKE J¥cepTaluje ,,bruopasrpaama aHTpaxXuHOHCKE 00je
MEPOKCHUIa30M HW30JIOBAHOM W3 OTIAIHOT MaTepHjajia y IIAp)KHOM M KOHTHHYaJTHOM CHUCTEMY",
ayropa Munuiie CBero3apeBuh, KOHCTaTyjeM Ja yTBpheHo moaynapame Tekcta usHocu 13%. OBaj
CTEIICH MOJyJApPHOCTH IOCIEAUIA j€ ONIITHX MECTa, OAHOCHO YNOTpeOe CTPYYHHX TEPMUHA U
nojiaTaka Koju ce TH4dy oOpaljeHe Teme, Kao W HaBohema AepHUHUIMja PA3TUYUTHX IIOjMOBA H
o0jalilema HapamMerapa KOjU ce Haja3e y pejalyjamMa HaBeJeHWM Y Te3M. 3HadajaH [eo
MOJyJAPHOCTH CE€ OJHOCH Ha IHMTHUPaHy IJUTepaTypy, Ouorpadujy KaHAumaTa Kao W H3jaBe
KaH/I1/1aTa.

Ha ocHoBy cBera usHeror, a y ckiagy ca ujgaHoM 8. ctaB 2. IIpaBuiHHMKa O MOCTYNKY IpoBepe
OPUTMHAIIHOCTH JIOKTOPCKHMX JucepTanmja Koje ce Opane Ha YHuBep3utery y beorpany,
U3jaBJbyjeM Jla M3BEILUTa] yKa3yje Ha OPUTMHAIHOCT JOKTOPCKE AMCepTaluje, T€ ce MPONUCAHU
MOCTYIaK MPUIIPEME 32 EHY 010paHy MOKE HACTAaBUTH.

21.02.2022. MenTop

Hyman Mujun



