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Enzimi imaju velike moguénosti primene u razlici-
tim granama industrije zahvaljujuci svojstvu da selek-
tivno katalizuju mnoge reakcije pod blagim uslovima,
daju¢i proizvod dobrog kvaliteta i u velikom prinosu.
Upotreba nativnih enzima ima brojne nedostatke (jedno-
kratna upotreba, nestabilnost, tesko izdvajanje enzima iz
reakcione smese i od proizvoda reakcije, zaostajanje en-
zima u finalnom proizvodu, denaturacija enzima prili-
kom uklanjanja viska enzima iz reakcione smese) zbog
¢ega su enzimski procesi jo$ uvek neekonomicni u pore-
denju sa hemijskim. Velika specifi¢nost, brzina reakcije,
netoksi¢nost i rastvorljivost u vodi su glavne prednosti u
odnosu na neorganske katalizatore, ali je njithova upo-
treba ograni¢ena zbog uskog intervala pH i temperature
u kojima su enzimi stabilni i aktivni [1].

Moguénost primene enzima se moze povecati i
unaprediti imobilizacijom enzima pre upotrebe pri cemu
se dobija stereospecifi¢an katalizator koji moze da se
upotrebi viSe puta, a po zavrSenoj reakciji izoluje iz sme-
Se filtracijom ili centrifugiranjem [2]. Enzimi se mogu
imobilisati na viSe nacina pri ¢emu se uspostavljaju he-
mijske veze ili nekovalentne interakcije izmedu mole-
kula enzima i ¢vrstog nosaca [3].

Savremena istrazivanja su orijentisana ka imobili-
zaciji enzima u prirodne i sintetske hidrogelove ¢ime su
obezbedeni blagi uslovi imobilizacije i zaStita enzima
unutar hidrogela od Stetnih uticaja iz spoljasnje sredine.
Pri imobilizaciji enzim se smesta u hidrogel ¢ije pore
moraju biti dovoljno velike da se omogu¢i difuzija mo-
lekula supstrata i proizvoda reakcije, a da pri tome en-
zim ostane u mrezi gela. limobilizaciju Cesto prate pro-
mene u enzimskoj aktivnosti, pH optimumu, stabilnosti
enzima, itd. Upravo te promene zavise od kombinacije
enzima i nosaca kao i uslova imobilizacije [4]. Kada se
enzim imobiliSe na temperaturno osetljiv polimer pro-
mene u konformaciji polimera znatno uti¢u na aktivnost
enzima kao i njegove dostupnosti supstratu [5].
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UTICAJ SASTAVA POLI(MA-IZOPROPILAKRILAMI-
DA-KO-ITAKONSKA KISELINA) HIDROGELA

NA AKTIVNOST IMOBILISANE

LIPAZE |Z Candida rugosa

U radu je ispitana imobilizacija lipaze iz Candida rugosa u pH- i temperaturno-oset-
ljive hidrogelove N-izopropilakrilamida i itakonske kiseline razlicitog sastava i pod
razlicitim uslovima. Aktivnost imobilisanog enzima je ispitana standardnom metodom
na emulziji maslinovog ulja. Pracena je kinetika otpustanja enzima iz hidrogelova.
Utvrdeno je da na aktivnost imobilisane lipaze utice nacin imobilizacije i sastav hidro-
gelova. Znacajan uticaj ima i temperatura na kojoj se izvodi imobilizacija, tako da se
sa promenom temperature menja i masa imobilisane lipaze kao i njena specificna ak-
tivnost. Ispitana su mehanicka svojstva i morfologija sintetisanih hidrogelova.

Mogucénosti primene imobilisanih enzima se stalno
uvecavaju. Eksperimentalna istrazivanja otkrivaju neo-
¢ekivane rezultate, bilo da je u pitanju izuzetan pad ili
¢ak porast aktivnosti enzima u poredenju sa nativnim
enzimom [6]. Poroznost, kao i ostala svojstva hidroge-
lova se lako mogu kontrolisati odgovaraju¢im izborom
monomera i uslova sinteze [7].

Tema ovog rada je imobilizacija lipaze iz Candida
rugosa u pH- 1 temperaturno-osetljive hidrogelove N-izo-
propilakrilamida i itakonske kiseline razli¢itog sastava.
Imobilizacija je izvedena na dva nacina, i to meSanjem
enzima sa komponentama reakcione smese pre izvode-
nja reakcije polimerizacije, pri ¢emu se enzim direktno
imobiliSe u toku formiranja hidrogela (in situ polimeri-
zacija) 1 bubrenjem prethodno sintetisanih hidrogelova u
rastvoru lipaze na 5 i 25 °C. Ispitan je uticaj sastava hi-
drogelova, postupka i uslova imobilizacije na aktivnost
imobilisanog enzima i kinetiku otpuStanja enzima iz hi-
drogela. Pored toga, kako su za primenu imobilisanih
enzima u reaktoru sa pakovanim slojem veoma vaZzna
mehanicka svojstva nosaca, u radu je ispitan uticaj sas-
tava i razli¢itih uslova sinteze na morfologiju i meha-
nicka svojstva hidrogelova. Poroznost hidrogelova doz-
voljava smestanje enzima unutar gela, ali i njegovo po-
tencijalno otpustanje brzinom koja zavisi od veli¢ine pora
i koeficijenta difuzije enzima kroz mrezu gela [8].

EKSPERIMENTALNI DEO

Reaktanti

Itakonska kiselina, IK, (Fluka), N-izopropilakril-
amid, NIPAM, (Acros), umreziva¢ N,N'-metilenbisakril-
amid, MBA, (Serva), inicijator kalijum-persulfat, KPS,
(Merck), ubrziva¢ kalijum-pirosulfat, KPyS (Merck), li-
paza iz Candida rugosa (Sigma). N-Izopropilakrilamid
je pre upotrebe preciséen u smesi benzen/n-heksan (35/75).
Ostali reaktanti su koris¢eni bez precisé¢avanja.

Sinteza kopolimera

Hidrogelovi poli(N-izopropilakrilamida-ko-itakonske
kiseline) (PNIPAM/IK) sa 4 mas% umrezivaca razli¢i-
tog sastava: 100/0, 95/5, 90/10 i 85/15 sintetisani su ko-
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polimerizacijom preko slobodnih radikala na 25 °C u at-
mosferi azota. Prvi broj u nazivu uzorka oznacava sa-
drzaj NIPAM-a, a drugi sadrzaj IK. Koncentracija inici-
jatora i ubrzivaca bila je 1 mas% racunato na pocetnu
smeSu monomera. Nakon sinteze hidrogelovi su iseceni
u diskove i potopljeni u destilovanu vodu kako bi se uk-
lonile neproreagovale materije. Voda je svakodnevno
menjana tokom Cetiri dana. Diskovi su osusSeni u vaku-
umu na sobnoj temperaturi do konstantne mase. Iz sa-
drzaja neproreagovalih materija utvrdeno je da je kon-
verzija skoro kompletna.

Imobilizacija enzima bubrenjem
kserogelova u rastvoru lipaze

Prethodno sintetisani hidrogelovi su potopljeni u
rastvor lipaze (1 mg lipaze na 1 ml rastvora ¢ija je pH
vrednost bila 6,00+0,01) i ostavljeni da bubre do ravno-
teze na 5 i 25 °C. Zapremina rastvora enzima po jednom
uzorku je iznosila 20 ¢cm®. Nakon dostizanja ravnotez-
nog stepena bubrenja rastvor je odliven u posebnu ¢asu
kako bi se odredio sadrzaj enzima, a uzorci su ostavljeni
da se suSe na 25 °C do konstantne mase. Suvim uzorci-
ma je izmerena masa da bi se odredio sadrzaj imobilisa-
nog enzima iz razlike masa kserogelova pre i nakon bu-
brenja u rastvoru enzima. Vrednosti masa imobilisanog
enzima date su u tabeli 1.

Sinteza kopolimera sa lipazom (in situ polimerizacija)

Sinteza uzoraka sa lipazom je izvedena pod istim
uslovima kao i sinteza uzoraka bez lipaze. Sadrzaj lipa-
ze u svim reakcijama polimerizacije bio je 20 mas% ra-
¢unato na sme$u monomera. Na osnovu sadrzaja nepro-
reagovalih materija utvrdeno je da je konverzija skoro
kompletna.

Karakterizacija

Bubrenje hidrogelova

Bubrenje hidrogelova sa i bez lipaze praceno je
gravimetrijski u destilovanoj vodi na 25 °C, a stepen bu-
brenja je ra¢unat prema sledecoj jednacini [9]:

q=WiW, )

gde je W, masa suvog uzorka, a W, masa nabubrelog
hidrogela u trenutku ¢.

Veli¢ina pora je izraunata iz rezultata bubrenja
primenom teorije ravnoteznog bubrenja [9]:

— \1/2
2C M.
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gde je 15 zapreminski udeo polimera u nabubrelom
stanju, M, molska masa osnovnih jedinica od kojih je
polimerni lanac sastavljen, M. molska masa polimernih
lanaca izmedu dve tacke umrezenja, C, = 11,7 je karak-
teristican odnos koji definiSe konformaciju polimera i kon-
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stantan je za dati sistem polimer-rastvarac, / duzina C—C
veze (1,54 A =1,54x107"" m).

Aktivnost enzima

Lipoliticka aktivnost enzima je odredena po Sigma
proceduri na emulziji maslinovog ulja i izraZzena u inter-
nacionalnim jedinicama. Jedna IU jedinica se definiSe
kao koli¢ina enzima koja je potrebna da pod odredenim
uslovima (pH 7,77 1 37 °C) oslobodi 1 pmol slobodnih
masnih kiselina u minuti. Aktivnost imobilisane lipaze
je izraZena po jedinici mase imobilizata (IU/g suvog
spraSenog uzorka) ili kao specificna aktivnost, SAg
(IU/mg enzima) koja se izracunava prema jednacini:

AIE (3)
m

enz

SAp =

gde je 4 aktivnost imobilisanog enzima, m.,, masa ve-
zanog enzima po gramu suvog sprasenog uzorka (mg,,/g).

Ispitivanje mehanickih svojstava hidrogelova

Mehanicka svojstva hidrogelova ispitivana su na
mehani¢kom spektrometru Rheometrics 605. KoriS¢ena
je geometrija paralelnih ploca pre¢nika 25 mm. Hidro-
gelovi su izlozeni konstantnom naponu na smicanje od
20% pri promeni frekvencije u intervalu od 0,1 do 100
rad/s. Odredivana su mehanicka svojstva hidrogelova na-
bubrelih do stanja ravnoteze u destilovanoj vodi na 25 °C.

Skenirajuca elektronska mikroskopija

Ispitivanja su izvedena na elektronskom mikrosko-
pu JEOL JSM-T20 Scanning Microscope. Pre SEM ana-
lize izvedena je liofilizacija hidrogelova. Kako bi se iz-
begle deformacije prilikom loma uzoraka, liofiliziran uzo-
rak je potopljen u te¢ni azot. Nakon toga na uzorak je
rasprSena legura zlato/platina (15/85) pod vakuumom
koriste¢i JEOL JEE-SS vakuum evaporator.

REZULTATI I DISKUSIJA

Poli(N-izopropilakrilamid), PNIPAM, je tempera-
turno-osetljiv hidrogel koji poseduje donju kriticnu tem-
peraturu rastvora (LCST) u vodi oko 34 °C. Na tempe-
raturama ispod LCST, PNIPAM hidrogelovi ispoljavaju
hidrofilnu prirodu jer dominiraju interakcije polimernih
lanaca sa molekulima vode, pa se usled hidratacije gru-
pa polimernog lanca uspostavljaju vodonic¢ne veze i hid-
rogelovi bubre. Sa porastom temperature iznad LCST
dolazi do raskidanja uspostavljenih vodoni¢nih veza,
polimerni lanci se skupljaju, voda se istiskuje iz gela,
tako da se gel kontrahuje, a stepen bubrenja opada. S
druge strane, na stepen bubrenja kopolimernih hidroge-
lova PNIPAM/IK pored temperature utice i sadrzaj ita-
konske kiseline. Dodatak malih koli¢ina itakonske kise-
line u PNIPAM hidrogel povecava hidrofilnost mreze i
bubrenje. Na slici 1 prikazan je uticaj sadrzaja itakonske
kiseline na bubrenje ispitivanih hidrogelova sintetisanih
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sa i bez lipaze. Poredenjem dobijenih rezultata utvrdeno
je da sa porastom sadrzaja itakonske kiseline raste ste-
pen bubrenja usled hidrofilnosti karboksilnih grupa iz
itakonske kiseline. Dodatak lipaze u reakcionu smesu
povecava stepen bubrenja jer je lipaza makromolekul
koji se ugraduje u gel gradec¢i vodonicne 1 jonske veze.
Stepen umreZenja u ovom slucaju je manji, pa gel ima
vecéu sposobnost bubrenja.
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Slika 1. Uticaj sadrzaja itakonske kiseline na stepen bubrenja
hidrogelova sintetisanih a) bez lipaze i b) hidrogelova sinte-
tisanih u prisustvu lipaze.

Figure 1. The effect of the itaconic acid content on the swelling
degree of the synthesized hydrogels (a) without lipase and
(b) hydrogels being synthesized in the presence of lipase.

Sadrzaj lipaze utice i na veli¢inu obrazovanih pora
u hidrogelovima. Prisustvo lipaze u reakcionooj smesi
pre reakcije polimerizacije uti¢e na formiranje vecih pora
u odnosu na hidrogelove sintetisane bez lipaze §to je po-
sledica formiranja manje pravilne mreze u prisustvu li-
paze. Takode, dodatak itakonske kiseline utice na velici-
nu formiranih pora. Sa porastom sadrzaja itakonske ki-

seline raste i ravnotezni stepen bubrenja, odnosno raste
veli¢ina pora hidrogela, usled uspostavljanja vodoni¢nih
veza izmedu itakonske kiseline i NIPAM-a — fizicko
umrezenje [10]. U tabeli 1 dat je ravnotezni stepen bu-
brenja, veli¢ina pora, koli¢ina imobilisane lipaze i speci-
ficna aktivnost imobilisane lipaze u ispitivanim hidroge-
lovima. Radi poredenja data je i specificna aktivnost slo-
bodne lipaze.

Poredenjem koli¢ina imobilisane lipaze utvrdeno je
da se vise enzima imobilise ukoliko se imobilizacija od-
vija bubrenjem uzorka u rastvoru lipaze. Takode je uo-
¢eno da koli¢ina imobilisane lipaze zavisi od sadrzaja
itakonske kiseline. Sa porastom sadrzaja kiseline raste
koli¢ina lipaze imobilisane u hidrogelu $to je u saglas-
nosti sa veli¢inom pora hidrogelova. Sa druge strane, pri-
kazani rezultati ukazuju da je najvecéa specificna aktiv-
nost imobilisane lipaze postignuta za uzorak sa 10 mas%
kiseline.

Postojanje optimalnog sadrzaja itakonske kiseline
sa aspekta aktivnosti imobilisanog enzima moze da bude
posledica razli¢ite veli¢ine pora hidrogelova pri razlici-
tim sadrzajima kiseline. Pri nekoj optimalnoj veli¢ini pora
enzimska reakcija ¢e se odvijati uz najmanja difuziona
ogranicenja i sterne smetnje. Isto tako, pri ve¢im sadrza-
jima itakonske kiseline od optimalnog moguce je da do-
lazi do stvaranja interakcija izmedu hidrofilnih grupa ki-
seline 1 enzima §to moZze da uti¢e na konformaciju en-
zima, odnosno na njegovu aktivnost.

Medutim, iako je vecéa koli¢ina imobilisane lipaze
ukoliko se imobilizacija izvodi bubrenjem hidrogela u
rastvoru lipaze, imobilisana lipaza sporije otpusta uko-
liko se imobilizacija odvija in situ polimerizacijom (sli-
ka 2a).

Ispitan je i uticaj temperature na imobilizaciju li-
paze bubrenjem hidrogela u rastvoru lipaze na 5 i 25 °C
(tabela 1). Poredenjem koli¢ina imobilisane lipaze u hi-
drogelu istog sastava, uoceno je da je manje lipaze imo-
bilisano ukoliko se imobilizacija odvija na vi$oj tempe-
raturi. Takode je utvrdeno i da je specifiéna aktivnost
imobilisane lipaze manja na 5 °C nego na 25 °C za
uzorke bez itakonske kiseline i uzorke sa malim sadr-
zajem itakonske kiseline, §to jasno pokazuje da i tempe-
ratura na kojoj se imobilie enzim, ali i maseni udeo
monomera u reakcionoj smesi pri sintezi kopolimera
ima velikog uticaja na krajnju specificnu aktivnost en-
zima. Na slici 2b prikazana je kinetika otpustanja lipaze
sa vremenom za uzorke 95/5 imobilisane metodom bu-
brenja prethodno sintetisanog hidrogela u rastvoru lipa-
ze na 5 i 25 °C. Kako se iz prikazanih rezultata moze
uociti, temperatura imobilizacije uti¢e i na kinetiku ot-
pustanja lipaze. Ukoliko se imobilizacija izvodi na vi$oj
temperaturi stabilnost imobilisane lipaze ¢e biti veca usled
mogucih dodatnih interakcija izmedu enzima i funkcio-
nalnih grupa kopolimera na vi$im temperaturama. Na 25 °C
prakti¢no nema otpustanja lipaze, $to se moze videti i iz
vrednosti konstante brzine otpustanja (0,0431 s™).
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Slika 2. Kinetika otpustanja lipaze sa vremenom: (a) imobilizacija lipaze za uzorak 95/5/4 izvedena primenom obe metode na 25 °C i

(b) imobilizacija lipaze izvedena bubrenjem hidrogelova u rastvoru lipaze na 5i 25 °C.

Figure 2. The release kinetic of lipase versus time: (a) immobilization of lipase for the sample 95/5/4 performed by both methods at

25 °C and (b) lipase immobilization performed by hydrogel swelling in lipase solution at 5 and 25 °C.

Tabela 1. Uticaj temperature na masu imobilisane lipaze u PNIPAM/IK hidrogelove
Table 1. The temperature effect on the mass of the immobilized lipase in PNIPAM/IK hydrogels

Uzorak M g kserogel> & 5°C 25°C

1M g1 imob. lipazes g SAIE: IU/mgenzim M st imob. lipazes g SAIEa II-I/rngenzim
85/15/4 0,0267 0,0081 0,0430 0,0059 0,0248
90/10/4 0,0275 0,0050 0,0903 0,0065 0,0192
95/5/4 0,0196 0,0056 0,0174 0,0028 0,0336
100/0/4 0,0195 0,0041 0,0192 0,0033 0,0263

Mehanicka analiza

Pri ispitivanju mehanickih svojstava hidrogelova,
pracena je zavisnost modula sacuvane energije u funk-
ciji frekvencije na 25 °C, a dobijeni rezultati prikazani
su na slici 3.
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Modul sacuvane energije je nezavisan od frekven-
cije za sve ispitivane uzorke. Poredenjem vrednosti mo-
dula za pojedine uzorke, zapaza se da sa porastom sadr-
zaja itakonske kiseline opada modul sacuvane energije,
odnosno hidrogelovi imaju slabija mehanicka svojstva.
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Slika 3. Modul sacuvane energije u funkciji frekvencije za uzorke sa 4 mas% umrezivaca bez lipaze (a) i sa 20 mas% lipaze (b) (in

situ polimerizacija) u destilovanoj vodi na 25 °C.

Figure 3. The shear storage moduli as a function of frequency for samples with 4 wt.% of the crosslinking agent without lipase (a)
and with 20 wt% of lipase (b) (in situ polymerization) in distilled water at 25 °C.
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Ovo je u skladu sa rezultatima bubrenja. Vece vrednosti
modula sacuvane energije su uocene kod uzoraka koji
imaju nizi stepen bubrenja. Isti trend je uocen i kod hi-
drogelova sa 20 mas% lipaze (slika 3b). Medutim, utvr-
deno je da su znatno slabija mehanicka svojstva dobi-
jena za uzorke sa lipazom u poredenju sa mehanickim
svojstvima hidrogelova sintetisanih bez lipaze. Takode
je uoceno da su vece razlike u mehanickim svojstvima
sa promenom sadrzaja kiseline, odnosno da porast ita-
konske kiseline iznad 5 mas% slabi u vecoj meri meha-
nicka svojstva uzoraka sa lipazom u odnosu na uzorke
sintetisane bez lipaze. Najbolja mehanicka svojstva su u
oba sluc¢aja dobijena za hidrogel bez itakonske kiseline.
Uzimajuéi u obzir aktivnost imobilisane lipaze, stepen
bubrenja i mehanicka svojstva ispitivanih hidrogelova,
moze se zakljuciti da je najbolje rezultate pokazao uzo-
rak 95/5/4.

SEM analiza

Na slici 4 prikazane su SEM mikrografije hidro-
gelova 95/5 sa i bez lipaze. SEM analiza je potvrdila da
ispitivani hidrogelovi imaju poroznu strukturu. Takode
se uocava da postoji razlika u veli¢ini pora, odnosno da
su vece pore dobijene za uzorak sa lipazom. Uticaj pri-
sustva lipaze na veli¢inu pora se moZe videti u tabeli 2

gde su date vrednosti za veli¢inu pora izraCunate pri-
menom teorije ravnoteznog bubrenja.

ZAKLJUCAK

U radu je ispitana imobilizacija lipaze iz Candida
rugosa u hidrogelove poli(N-izopropilakrilamid-ko-ita-
konska kiselina). Imobilizacija je izvedena na dva naci-
na, dodatkom enzima u reakcionu smesu pre izvodenja
reakcije polimerizacije i bubrenjem prethodno sintetisa-
nog gela u rastvoru lipaze. U oba slu¢aja odredene su
mase imobilisanih enzima i njihove specifiéne aktiv-
nosti. Utvrdeno je da se veca koli¢ina lipaze imobilise
ukoliko se imobilizacija izvodi bubrenjem hidrogela u
rastvoru lipaze, kao i da sadrzaj itakonske kiseline utic¢e
na masu imobilisane lipaze. Na imobilizaciju lipaze bu-
brenjem hidrogela u rastvoru lipaze utice i temperatura
na kojoj se izvodi imobilizacija. Sto je veca tempera-
tura, veca je koli¢ina imobilisane lipaze, kao i njena
specificna aktivnost. Utvrdeno je da specifi¢na aktivnost
imobilisane lipaze raste sa porastom sadrzaja itakonske
kiseline do 10 mas%, a sa daljim porastom sadrzaja ki-
seline opada bez obzira na nacin izvodenja imobiliza-
cije. Mehanicka svojstva hidrogelova slabe sa porastom
sadrzaja kiseline za sve ispitivane hidrogelove. Hidro-

(b)

Slika 4. SEM fotografije ispitivanih hidrogelova PNIPAM/IK 95/5 sa 4 mas% umreZivaca sa 20 mas% lipaze (a) i bez lipase (b).

“Bar” je 1 mm (70x).

Figure 4. SEM photographs of the investigated hydrogels PNIPAM/IK 95/5 with 4 wt% of the crosslinking agent with 20 wt.% of

lipase (a) and without lipase (b). Bar is 1 mm (70x).

Tabela 2. Ravnotezni stepen bubrenja, velicina pora i masa imobilisane lipaze na 25 °C. Specificna aktivnost slobodne lipaze je

0,600 IU/mg.

Table 1. The equilibrium swelling degree, the mesh size and the lipase immobilization mass at 25 °C. The specific activity of free

lipase is 0,600 IU/mg.

Uzorak In situ polimerizacija Bubrenje polimera u rastvoru enzima

9e 5 (um) Mimob.lip (g) SAig (IU/ mgenzima) 9e 5 (“m) Mimob.lip (g) SAig (IU/ mgenzima)
85/15/4 53,6 0,0435 0,0046 0,039 48,1 0,0353 0,0081 0,043
90/10/4 31,9 0,0244 0,0046 0,089 242 0,0134 0,0050 0,090
95/5/4 22,9 0,0094 0,0046 0,030 20,6 0,0092 0,0056 0,030
100/0/4 18,2 0,0091 0,0032 0,007 11,3 0,0050 0,0041 0,019
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gelovi sa lipazom pokazuju znatno slabija mehanicka
svojstva u poredenju sa hidrogelovima bez lipaze. SEM
analiza je pokazala da hidrogelovi imaju poroznu struk-
turu. Primenom teorije ravnoteznog bubrenja izraunata
je veli¢ina pora i utvrdeno da zavisi od sadrzaja ita-
konske kiseline i lipaze. Na osnovu veli¢ine pora hidro-
gelovi se mogu svrstati u mikroporozne.
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SUMMARY

THE INFLUENCE OF COMPOSITION OF POLY(N-ISOPROPYLACRYLAMIDE-CO-
-ITACONIC ACID) HYDROGEL ON IMMOBILIZED Candida rugosa LIPASE ACTIVITY

Nikola Z. Milasinovi¢, Melina T. Kalagasidis Krusi¢, Zorica D. KneZevié-Jugovi¢, Jovanka M. Filipovi¢

Faculty of Technology and Metallurgy, University of Belgrade, Karnegijeva 4, 11 000 Belgrade, Serbia

Scientific paper

The application of lipases as catalysts in chemical reactions has been de-
terred by the high cost of isolation and purification of enzymes, the insta-
bility of their structure when they are isolated from their natural environ-
ment, contamination of products with residual protein, their sensitivity to
process conditions, etc. These problems could be overcome using immobi-
lized lipases. Immobilization is achieved by fixing enzymes to or within
solid supports and as a result a heterogeneous system is obtained. The pre-
sent paper reports on the immobilization of Candida rugosa lipase in hyd-
rogels based on N-isopropylacrylamide and itaconic acid. Immobilization
of lipase is carried out by two different methods. In the first method, lipase
is added to the reaction mixture before polymerization and crosslinking (in
situ polymerization), while in the second method the synthetized hydrogels
are immersed in lipase solution and left to rich the equilibrium swelling.
The specific activities of the immobilized lipase were determined in both
cases and compared. The amount of the immobilized lipase is higher if the
immobilization is carried out by immersing hydrogel in lipase solution. It
was observed that in both cases lipase activity increases with an increase
of the itaconic acid content up to 10 wt% and thereafter decreases. From
the measurements of shear storage moduli (G") it was concluded that the
increase of the itaconic acid content decreases the mechanical properties of
the hydrogels. SEM analysis confirmed the highly porous structure of hyd-
rogels. It was found that greater pores were achieved when the enzyme
was immobilized by in situ polymerization. When the enzyme was immo-
bilized by in situ polymerization the itaconic acid content had not great
effect on the mass of the immobilized enzyme, except for the 100/0 sam-
ple. On the contrary, for the samples where the enzyme was immobilized
by swelling, the increase of the itaconic acid content increases the mass of
the immobilized enzyme. Concerning the activity of the immobilized lipa-
se, the swelling degree and mechanical properties of the investigated hyd-
rogels, the best results were performed by the 95/5 hydrogel sample.
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