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IMOBILIZACIJA ENZIMA NA NANOCESTICE SiO:
MODIFIKOVANE ORGANOSILANIMA

REZIME

U okviru ove teze, razvijeno je nekoliko procedura za hemijsku modifikaciju povrsine
pirogenih, neporoznih nanocestica silike (FNS) kako bi se na njihovu povrsinu uvele
razliite funkcionalne grupe. Prva procedura se sastojala od modifikacije povrSine
nanocCestica silike 3-aminopropiltrimetoksisilanom (APTMS-om) radi uvodenja
primarnih amino grupa na njihovu povrsinu. Dobijene amino-modifikovane nanocestice
silike (AFNS) su potom tretirane aktiviraju¢im agensom cijanuril-hloridom, $to je
rezurtiralo da se dobiju nanocestice silike (CCAFNS) sa reaktivnim atomima hlora na
povrsini koji mogu da formiraju kovalentnu vezu sa nukleofilnim grupama molekula
enzima. Druga primenjena procedura modifikacije povrsine nanocestica silike se sastojala
u primeni (3-glicidiloksipropil)trimetoksisilan (GOPTMS-a), pri ¢emu je dobijen nosac
(GFNS) sa velikom koncentracijom epoksi grupa (440-520 umol/g nanocestica) koje
omogucavaju kovalentnu imobilizaciju enzima.

Nakon toga, uticaj koji primenjena modifikacija ima na klju¢ne osobine imobilisanih
enzima (koncentracija imobilisanih proteina i aktivnosti, prinos imobilizacije proteina i
aktivnosti, vrste interakcija formiranih izmedu enzima i nanoCestica, termicka i
operativna stabilnost) analiziran je u slu¢ajevima imobilizacije lipaze iz Candida rugosa,
p-galaktozidaze iz Aspergillus oryzae i komercijalnih preparata proteaza (alkalaza i
Flavourzyme).

U slucaju imobilizacije lipaze na FNS, AFNS i CCAFNS nanocestice, koncentracija
imobilisanih proteina je rasla sa porastom koncentracije “ponudenih” proteina i dostigla
je maksimalne vrednosti od 108, 102, i 60 mg proteina po g nanocestica na FNS,
CCAFNS i AFNS, redom. Medutim, u zavisnosti od primenjenog nosaca razliCite
interakcije se uspostavljaju tokom imobilizacije. Na FNS i AFNS imobilizacija se
odigrava iskljucivo adsorpcijom, dok na CCAFNS nakon inicijalne adsorpcije molekuli
lipase se reorjentiSu kako bi doslo do formiranja kovalentnih veza izmedu amino grupa
enzima i hloridnih grupa CCAFNS nanocestica. Imobilisana lipaza na CCAFNS u 0,1 M

fosfatnom puferu ispoljila je najvecu koncentraciju imobilisane aktivnosti od 1320 1U/g.



Sa druge strane, lipaza kovalentno imobilisana na GFNS nanocestice u 1 M puferu imala
je koncentraciju imobilisane aktivnosti od 1500 IU/g i koncentraciju imobilisanih
proteina od 320 mg/g. Radi procene uticaja primenjene hemijske modifikacije povrsine
nanocestica silike, uporedene su termicka stabilnost i esterifikaciona aktivnost lipase
kovalentno imobilisane na GFNS i CCAFNS. Dobijeni rezultati su pokazali da ova dva
imobilisana preparata imaju slicnu termicku stabilnost, ali da u reakciji sinteze aroma
estra lipaza imobilisana na GFNS ima 2 puta vecu esterifikacionu aktivnost nego lipaza
imobilisana na CCAFNS.

Izmedu tri kori$¢ena nosaca nano-dimenzija (FNS, AFNS i CCAFNS), nosa¢ sa amino
grupama (AFNS) se pokazao kao najbolji za imobilizaciju p-galaktozidaze sa
koncentracijom imobilisanih proteina od 214 mg/g i koncentracijom imobilisane
aktivnosti od 2087 1U/g, iako je enzim imobilisan adsorpcijom. Kako se pokazalo da -
galaktozidaza imobilisana na AFNS ima najveéu aktivnost i termicku stabilnost
primenjena je u reakcijama sinteze galakto-oligosaharida (GOS) i galaktitol galaktozida.
Sa imobilisanom f-galaktozidazom na AFNS postignuta je produktivnost GOS-a od 90
g/l/h, ako se uporedi sa produktivnoséu od 30 g/1/h koju je ostvario slobodni enzim moze
se zakljuciti da je imobilizacijom ovog enzima na AFNS povecana selektivnost f-
galaktozidaze ka reakciji transgalaktozilacije $to je kljuéni faktor za njenu primenu u
sintezi GOS-a. Sli¢ni rezultati su dobijeni i tokom sinteze galaktitol galaktozida.

U finalnom delu ove teze, ispitivana je moguénost koris¢enja FNS, AFNS, CCAFNS i
GFNS nanocestica kao nosaa za imobilizaciju komercijalnih preparata proteaza
(alkalaza i Flavourzyme). Pokazano je da se maksimalna koncentracija imobilisanih
proteina od 22 mg/g dobija prilikom imobilizacije alkalaze na CCAFNS nanocestice, dok
je Flavourzyme manifestovao isti afinitet ka vezivanju na CCAFNS 1 AFNS nanocestice
(23,46 i 24,15 mg/g redom). Sa druge strane, maksimalna koncentracija imobilisane
aktivnosti (25 1U/g) je ostvarena prilikom kovalentne imobilizacije alkalaze na GFNS
nanoCestice u 1 M acetatnom puferu. Flavourzyme je maksimum koncentracije
imobilisane aktivnosti u reakciji hidrolize azokazeina (2,96 1U/g) i koncentracije
imobilisane egzo-peptidazne aktivnosti (22,84 1U/g) ispoljio prilikom imobilizacije na
CCAFNS. Posto su se alkalaza imobilisna na GFNS i Flavourzyme imobilisan na
CCAFNS pokazali kao nanobiokatalizatori sa najvecom aktivno$éu, primenjeni su u

reakciji hidrolize proteinskog izolata suncokretove sac¢me. Ispostavilo se da se



sukcesivnim koriS¢enjem imobilisane alkalaze na GFNS 1 Flavourzyme-a na CCAFNS

dolazi do najobimnije hidrolize.
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IMMOBILIZATION OF ENZYMES ON MODIFIED SiO2
NANOPARTICLES WITH ORGANOSILANES

ABSTRACT

In this thesis, different procedures for fumed nonporous silica nanoparticles (FNS)
chemical modification, in terms of introducing different functional groups on the support
surface, were developed. The first procedure consised of FNS surface modification with
3-aminopropyltrimethylsilane (APTMS) with purpose of introducing amino groups. The
obtained amino modified support (AFNS) was further subjected to modification with
cyanuric chloride (CC), and the obtained support (CCAFNS) resulted with reactive
aromatic chlorine group on the surface, which can easily form covalent bond with
nucleophilic groups of enzyme side chains. In the second procedure, FNS was chemically
modified with (3-glycidyloxypropyl)trimethoxysilane (GOPTMS), producing support
(GFENS) with great number of epoxy groups (440-520 pmol/g support) on the surface
which are responsible for easy covalent bond formation during the enzyme
immobilization.

Afterwards, the effects of modification on properties important for immobilized enzymes
utilization (immobilized protein and activity concentration, protein and activity
immobilization yield, type of established interactions, thermal and operational stability)
were analyzed for several enzymes, namely lipase from Candida rugosa, f-galactosidase
from Aspergillus oryzae and commercial protease preparations Alcalase and
Flavourzyme.

In case of immobilization of lipase on FNS, AFNS and CCAFNS, the amount of the
immobilized enzyme increased with increasing enzyme concentration achieving loadings
of 108, 60 and 102 mg per g support, respectively. However, the immobilization was
governed by different interactions. On FNS and AFNS immobilization was achieved
exclusively by adsorption, while on CCAFNS after the initial adsorption, lipase molecules
reoriented and covalent bonds were formed. The highest immobilized activity
concentration of 1320 1U/g was expressed when lipase was immobilized on CCAFNS in
0.1 M phosphate buffer.



On the other hand, lipase immobilized on the GFNS in 1 M buffer yielded the highest
immobilized activity concentration of 1500 I1U/g and the immobilized protein
concentration of 320 mg/g. To evaluate the prospects of introduced chemical
modifications, thermal stability and esterification activities of lipase immobilized on
GFNS and CCAFNS were compared. The results showed that preparations displayed
similar thermal stability, however, lipase immobilized on GFNS exhibited 2-folds higher
esterification activity in synthesis of aroma esters than CCAFNS preparations.

Among three used supports (FNS, AFNS and CCAFNS), the one with amino groups
(AFNS) exhibited the best S-galactosidase immobilized protein concentration of 214
mg/g support and the highest immobilized activity concentration of 2087 1U/g, although
achieved through adsorption. Since S-galactosidase immobilized on AFNS proved to
possess the highest activity and stability, it was applied in galacto-oligosaccharides
(GOS) and galactitol-galactoside synthesis. With AFNS--galactosidase GOS production
of 90 g/I/h was achieved as compared to 30 g/I/h by free p-galactosidase, meaning that
AFNS enhanced selectivity of f-galactosidase for transgalactosylation, which is crucial
advantage for its application in GOS production. Similar results were obtained in
galactitol galactoside synthesis.

Finaly, possibility of utilization FNS, AFNS, CCAFNS and GFNS for immobilization of
commercial protease preparations (Alcalase and Flavourzyme) was examined. It is
demonstrated that Alcalase immobilized on CCAFNS exhibited maximum immobilized
protein concentration of 22.75 mg/g, while Flavourzyme manifested the same affinity
towards attachment on CCAFNS and AFNS (23.46 and 24.15 mg/g). On the other hand,
the highest immobilized activity concentration (25 1U/g) Alcalase expressed on GFNS in
1 M acetate buffer. The maximum immobilized activity concentration in hydrolysis of
azocaseine (2.96 1U/g) and exo-peptidase activity concentration (22.84 1U/g)
Flavourzyme demostrated on CCAFNS. Since Alcalase immobilized on GFNS and
Flavourzyme immobilized on CCAFNS were nanobiocatalysts with highest activity, they
were applied in hydrolysis of sunflower protein isolate. It turned out that using
sequentially an Alcalase immobilized on GFNS and Flavourzyme immobilized on

CCAFNS provided the highest sunflower protein isolate hydrolysis yield.



Keywords: nanoparticles, silanization, immobilization, lipases, p-galactosidase,
protease, esterification, transgalactosylation, protein hydrolysates

Academic expertise: Engineering Technology

Major in: Biochemical Engineering and Biotechnology

UDC number: 615.355:620.3:666.19



Sadrzaj

1. Uvod 1
2. Teorijski deo 3
2.1. Imobilizacija enzima ------=-====m oo e e 3
2.1.1. Definisanje pojma ,,imobilizacija enzima* ---------------=---mmmmmmmm oo 3
2.1.2. Metode imobilizacije enzima 4
2.1.2.1. IZbor nosaga ================mmm oo 5
2.1.2.2. Podela metoda imobilizacije enzima 6
2.1.2.2.1. Kovalentna imobilizacija enzima 7
2.1.2.2.2. Adsorpcija enzima na ¢vrste nosace 8
2.1.3. Osobine imobilisanih enzima 9
2.2. Imobilizacija enzima na nosace nano-dimenzija --12
2.2.1. Prednosti i nedostaci upotrebe nosa¢a nano-dimenzija 12
2.2.2. VVrste nanodestica koje se koriste za imobilizaciju enzima 12
2.2.2.1. Nanocestice oksida metala 13
2.2.2.1.1. Magnetne nanocestice i superparamagnetne nanocestice 13
2.2.2.1.2. Nanocestice titanijum(IV)-oksida 15
2.2.2.1.3. Nanocestice cink(Il)-oksida 16
2.2.2.1.4. Ostali oksidi metala --- 17
2.2.2.2. Nanocestice silicijum-dioksida 17
2.2.2.3. Nanogestice zlata ==-=====n==mmmmmmmm oo e e eee 18
2.2.2.4. Cirkon nanocCestice ==============n=mmmmmom oo e eeee 19
2.2.2.5. NanOdijamant -=----=-=-mmm oo oo o 19
2.2.2.6. Nanografit 20
2.2.2.7. Hitozan NanoCestiCe=============mmmmmmmmm oo oo e e e 20

2.2.3. Uticaj nanostrukture ¢estica na aktivnost i stabilnost imobilisanog enzima 21

2.3. Neporozne nanocestice silike 23
2.3.1. Industrijski postupci sinteze nanocestica silike --- 23
2.3.1.1. Vlazan postupak sinteze nanocestica silike--=--=============mmmmmmmmem oo meeee 23
2.3.1.1.1. Sol-gel proCes-------=-mmmm oo 23

2.3.1.1.2. Sinteza talozenjem ---25



2.3.1.2. Termicki postupak sinteze nanocestica silike -----=---=========--mmmmmmmmmmocmmeee 25

2.3.1.2.1. Piro-hidrogenizacija -25
2.3.1.2.2. Plazma postupak --------=-=m-mmm oo 27
2.3.2. Poredenje fizickih karakteristika nanocestica silike 28
2.3.3. Pirogene nanocestice silike 28
2.3.3.1. Struktura 28
2.3.3.2. Karakterizacija -----------=-=-m-mmm oo 30
2.3.3.2.1. TEM analiza nanocestica silike 30
2.3.3.2.2. BET merenja nanocestica silike 31
2.3.3.2.3. TGA analiza nanocestica silike 33
2.3.3.2.4. FTIR analiza nanocestica silike 33
2.3.3.3. Svojstva i primena pirogenih nanocestica silike ---34
2.3.4. Svojstva pirogenih komercijalnih nanocestica silike-Aerosil 380-------------- 34
2.4. Hemijska modifikacija nanodestica silike ----------------------=-m-mrmmcmmemmo 36

2.4.1. Modifikacija fizickom adsorpcijom modifikatora na povrSinu nanocestica 37

2.4.2. Modifikacija kovalentnim vezivanjem organskih polimera na povrsinu

nanocestica 38
2.4.2.1. Modifikacija nanocestica ,,grafting” metodom -----=-==-======mmmmmmmmmmmmmeeee 38
2.4.2.1.1. Mehanizam reakcije silanizacije 40
2.4.2.1.2. Faktori koji uticu na reakciju silanizacije-------==============nmmmmmmmmmmmemmeee 43
2.4.2.2. In situ“ polimerizacija nanoCestica 44

2.4.2.2.1. Modifikacija nanocestica konvencionalnom slobodno-radikalskom

POlIMEriZACHjOM =====mm = m e 45

2.4.2.2.2. Modifikacija nanocestica kontrolisanom slobodno-radikalskom

POlIMEIIZACTJOM === mmm e e e e e 47
2.4.2.2.3. UV-indukovana polimerizacija 52
2.4.3. Modifikacija nanoc¢estica modifikujuéim reagensima 52
2.5. Imobilizacija enzima adsopcijom na neporozne nanocestice silike -------------- 53
2.5.1. Uticaj strukture nanocestica silike na adsorpciju enzima 53
2.5.2. Uticaj odnosa nanocestica silike /enzima na adsorpciju enzima --------------- 54

2.5.3. Uticaj pH i jonske jaCine rastvora na adsorpciju enzima na nanocestice silike

56




2.5.4. Uticaj strukture enzima na adsorpciju na nanocestice silike 57

2.6. Imobilizacija enzima na modifikovane neporozne nanocestice silike ----------- 59
2.6.1. Adsorpcija enzima na nanocestice silike modifikovane silanizacijom -------- 59

2.6.2. Kovalentna imobilizacija enzima na nanocestice silike modifikovane

SHANIZACTJOIM === oo e 60
2.6.2.1. Aktiviranje nanocestica silike modifikovanih silanizacijom 61
2.6.2.1.1. Aktivacija amino-modifikovanih nanocestica silike cijanuril-hloridom ------ 63

2.6.2.1.2. Aktivacija amino modifikovanih nanocestica silike uvodenjem aldehidne

grupe 65

2.6.2.1.3. Aktiviranje amino modifikovanih nanocestica silike uvodenjem karboksilne

grupe 68

2.6.3. Kovalentna imobilizacija enzima na nanocestice silike modifikovane ,,in situ«

POlIMEriZACHjOM === === 69

2.6.4. Kovalentna imobilizacija enzima na nanocestice silike tretirane

modifikujuéim reagensima 69
3. Materijali i Metode ----------m-mm oo 71
3.1. Materijali 71
3.2. Metode 73
3.2.1. Modifikacija nanocestica silike 73
3.2.1.1. Modifikacija nanocestica silike APTMS-0m-------=-=--m-mmmmmmmmmm oo 73
3.2.1.1.1. Odredivanje koncentracije amino grupa na povrsini modifikovanih

nanocCestica Silike ====-=========mmmm o m oo 73
3.2.1.2. Aktivacija cijanuril-hloridom amino-modifikovanih nanocestica silike -------- 74
3.2.1.3. Modifikacija nanocestica silike PAPMS-0m --=---======mmmmmmmmmmm oo 75
3.2.1.4. Modifikacija nanocestica silike GOPTMS-0m -------=-==mnmmmmmmmm oo 75
3.2.1.4.1. Odredivanje koncentracije epoksi grupa na povrsini modifikovanih

nanodlestica silike -----=========m==m==m == 75
3.2.2. Karakterizacija modifikovanih nanocestica silike 76
3.2.2.1. FTIR analiza -=-=-======n=n=ememmmmomem e e e e e e e 76
3.2.2.2. TGA analiza----=-====n=n=nmememmmm e e e e 77

3.2.3. Imobilizacija enzima -— 77



3.2.3.1. Imobilizacija lipaza na nanocestice silike -----==--======-mmmmmmmmmmm oo 77

3.2.3.2. Imobilizacija -galaktozidaza na nanocestice silike 77
3.2.3.3. Imobilizacija proteaza na nanocestice silike ---------=--====--m=-mm-mmmmemm oo 78
3.2.4. Odredivanje aktivnosti enzima 78
3.2.4.1. Odredivanje aktivnosti lipaze u hidrolizi p-nitrifenil palmitata ------------------ 78

3.2.4.2. Odredivanje hidroliticke aktivnosti f-galaktozidaze u hidrolizi o-nitrofenil-$-

galaktozida 80
3.2.4.3. Odredivanje hidroliticke aktivnosti proteaza u reakciji hidrolize azokazeina -- 81

3.2.4.4. Odredivanje hidroliticke aktivnosti proteaza u reakciji hidrolize L-leucin-p-

nitroanilida 82
3.2.5. Odredivanje sadrzaja proteina 83
3.2.5.1. Metoda PO L0 U ===-=-mmmmmmm e s oo oo o 83
3.2.5.2. Metoda po Bredfordu --- 84
3.2.6. Odredivanje termostabilnosti imobilisanih enzima 85
3.2.7. Odredivanje operativne stabilnosti imobilisanih enzima 85
3.2.7.1. Odredivanje operativne stabilnosti imobilisanih lipaza 85
3.2.7.2. Odredivanje operativne stabilnosti imobilisanih S-galaktozidaza---------------- 86
3.2.8. Sinteza aroma estara pomoc¢u imobilisanih lipaza 86
3.2.9. Sinteza galakto-oligosaharida pomoc¢u imobilisanih f-galaktozidaza -------- 86
3.2.9.1. HPLC analiza -----=-=-=mmm e oo oo 87
3.2.10. Sinteza galaktozida laktitola pomoc¢u imobilisanih #-galaktozidaza -------- 87
3.2.11. EleKtroforeza -------=-=-=-m-mmm oo 87
3.2.11.1. PoStupak rada----==-=-==nmmmmmm e o oo e 88
3.2.11.2. Detekcija proteinskih traka bojenjem srebrom --- 89
3.2.12. Hidroliza proteinskog izolata suncokretove sa¢me pomoc¢u imobilisanih

proteaza 90
3.2.12.1. Frakcionisanje suncokretove sacme 90
3.2.12.2. Hidroliza proteinskog izolata pomoc¢u imobilisanih proteaza 91
3.2.12.2.1. Ninhidrinska metoda 91
3.2.12.2.2. HPLC mMetoda ----=-==-===mmmmm e m o e e oo 92
4. Rezultati i diSKUSIja ==-==-====mm o oo e 93

4.1. Hemijska funkcionalizacija nanocestica silike --------------------=---oomcecme oo 93



4.1.1. Vrste i ciljevi hemijskih modifikacija 93

4.1.2. Optimizacija hemijske modifikacije nanocestica silike 95

4.1.2.1. Optimizacija uslova reakcije silanizacije amino-organosilanom i aktivacije

NAN0CEStICa S1liKE@==mmmmmmm e e e 95

4.1.2.1.1. Optimizacija uslova reakcije modifikacije nanocestica silike amino-

OFQaANOSH ANOM === = m oo e 96
4.1.2.1.2. Optimizacija uslova aktivacije amino-modifikovanih nanocestica silike ----- 98
4.1.2.2. Optimizacija uslova reakcije silanizacije nanocestica silike epoksi-

0rgaNOSH AN O === = m e e 100

4.1.2.3. Optimizacija uslova modifikacije nanocestica silike fenilamino-organosilanom

102
4.1.3. Karakterizacija funkcionalizovanih nanocestica silike 104
4.1.3.1. Karakterizacija amino-modifikovanih nanocestica silike 104
4.1.3.1.1. FTIR analiza modifikovanih nanocestic@------================mmmmmmmmmmmmmemeeee 104
4.1.3.1.2. TGA analiza modifikovanih nanocestica --------=================mmmmmmmmmmm oo 106
4.1.3.2. Karakterizacija epoksi-modifikovanih nanocestica silike 107
4.1.3.2.1. FTIR analiza epoksi-modifikovanih nanocestica silike 107
4.1.3.3. Karakterizacija nanocestica silike modifikovanih fenilamino-organosilanom 109
4.1.3.3.1. FTIR analiza fenilamino-modifikovanih nanocestica silike 109
4.2. Imobilizacija lipaze na funkcionalizovane nanocestice silike 110
4.2.1. Imobilizacija lipaze na amino-modifikovane nanocestice silike--------------- 110
4.2.1.1. Adsorpcija lipaze na nanocestice silike ----============mmmmmmmmmm oo 110
4.2.1.1.1. Adsorpcija lipaze na FNS 112
4.2.1.1.2. Adsorpcija lipaze na AFNS 116
4.2.1.1.3. Adsorpcija lipaze na CCAFNS nanocestice ----=-==============mmmmmmmmmmmmmeeume 119

4.2.1.1.4. Poredenje efikasnosti imobilizacije proteina na FNS, AFNS i CCAFNS ----122
4.2.1.2. Efikasnost imobilizacije enzimske aktivnosti lipaze na nanocestice silike ----124

4.2.1.2.1. Uticaj hemijske modifikacije nanosilike na imobilizaciju enzimske aktivnosti

124
4.2.1.2.2. Diskusija o mehanizmu imobilizacije lipaze na nanocestice silike ----------- 126
4.2.1.2.3. Desorpcija lipaze imobilisane na CCAFNS ---------=-mmmmmmmm s 130

4.2.1.2.4. Uticaj jonske jacine pufera na imobilizaciju lipaze na nanocestice silike---130



4.2.1.2.5. Poredenje karakteristika dobijenih nano-biokatalizatora 132
4.2.1.3. Stabilnost dobijenih nano-biokatalizatora -----------=-=======smmmmcm o 133

4.2.1.3.1. Ispitivanje termicke stabilnosti lipaze imobilisane na nanocestice silike----133

4.2.1.3.2. Ispitivanje operativne stabilnosti lipaze imobilisane na nanocestice silike -135

4.2.2. Imobilizacija lipaze na epoksi-modifikovane nanocestice silike -------------- 136
4.2.2.1. Uticaj jonske jacine pufera na proces imobilizacije lipaze 136
4.2.2.2. Uticaj koncentracije epoksi grupa na proces imobilizacije lipaze--------------- 139
4.2.2.3. Desorpcija lipaza imobilisanih na epoksi-modifikovane nanocestice ---------- 144

4.2.3. Poredenje aktivnosti i stabilnosti lipaza imobilisanih na funkcionalizovane

nanosilike 144

4.2.3.1. Poredenje aktivnosti imobilisane lipaze na razlicite nanocestice silike -------- 145

4.2.3.2. Poredenje termicke stabilnosti kovalentno imobilisane lipaze na CCAFNS i

GFNS 147
4.2.3.3. Poredenje operativne stabilnosti kovalentno imobilisane lipaze na CCAFNS i

GFNS 148
4.2.4. Primena lipaza imobilisanih na funkcionalizovane nanocestice silike u

reakcijama sinteze estara 149
4.2.4.1. Primena imobilisane CRL u sintezi amil-kaproata 149
4.2.4.2. Primena imobilisane CALB u sintezi estara vitamina C 151

4.3. Imobilizacija p-galaktozidaze iz A. oryzae na funkcionalizovane nanocestice
silike 156

4.3.1. Imobilizacija f-galaktozidaze na nanocestice silike modifikovane amino-

OFQaN0SH AN === 156
4.3.1.1. Efikasnost imobilizacije proteina f-galaktozidaze 157
4.3.1.2. Efikasnost imobilizacije aktivnosti f-galaktozidaze na nanocestice silike ----159
4.3.1.3. Poredenje kataliticke aktivnosti dobijenih nano-biokatalizatora ---------------- 163
4.3.1.4. Mehanizam imobilizacije f-galaktozidaze na nanocestice silike---------------- 164
4.3.1.5. Termicka stabilnost imobililisane f-galaktozidaze na nanocestice silike ------ 167

4.3.2. Primena imobilisanih g-galaktozidaza u sintezi biaktivnih galaktozida ----169
4.3.2.1. Sinteza galakto-oligosaharida katalizovana f-galaktozidazom imobilisanom na
AFNS NanoCestice =---=--==mmmmmmm oo oo oo e 169




4.3.2.2. Sinteza galaktitol-galaktozida katalizovana S-galaktozidazom imobilisanom na

AFNS nano€estice =---===mmmmmmmmmmmmm e e e e e 174
4.4. Imobilizacija proteaza na funkcionalizovane nanocestice silike ---------------- 178

4.4.1. Imobilizacija proteaza na nanocestice silike modifikovane amino-

OFQaAN0SH AN O === o= 180
4.4.1.1. Imobilizacija alkalaza na nanocestice silike--------==-===-===-mmmemmmmmmmm oo 181
4.4.1.1.1. Kinetika imobilizacije alkalaza na nanocestice silike 182
4.4.1.1.2. Efikasnost imobilizacije aktivnosti alkalaze na nanocestice silike------------ 183
4.4.1.2. Imobilizacija Flavourzyme-a na nanocestice silike 187
4.4.1.2.1. Kinetika imobilizacije Flavourzyme-a na nanocestice silike ------------------ 188

4.4.1.2.2. Efikasnost imobilizacije aktivnosti Flavourzyme-a na nanocestice silike ---191

4.4.1.3. Poredenje efikasnosti imobilizacije proteaza na nanocestice silike ------------- 195
4.4.2. Imobilizacija proteaza na epoksi-modifikovane nanocestice silike ----------- 196
4.4.2.1. Imobilizacija alkalaza na epoksi-modifikovane nanocestice silike ------------- 196
4.4.2.1.1. Uticaj jonske jacine pufera na imobilizaciju alkalaza 196

4.4.2.1.2. Efikasnost imobilizacije aktivnosti alkalaza na epoksi-modifikovane

nanocestice 199

4.4.2.1.3. Poredenje efikasnosti imobilizacije alkalaza na epoksi- i amino-modifikovane

nanocestice SIKE==-===mmmmmm e e e 201
4.4.2.2. Imobilizacija Flavourzyme-a na epoksi-modifikovane nanocestice silike-----203
4.4.2.2.1. Kinetika adsorpcije Flavourzyme-a na epoksi-modifikovane nanocestice silike
203

4.4.2.2.2. Efikasnost imobilizacije aktivnosti Flavourzyme-a na epoksi-modifikovane

nanocestice Silike----============= - 204

4.4.2.2.3. Poredenje efikasnosti imobilizacije Flavourzyme-a na epoksi- i amino-

modifikovane nanocestice silike 206
4.4.3. Primena imobilisanih proteaza u hidrolizi suncokretove sa¢éme -------------- 208
5. Zakljucak 214

6. Literatura 216




Doktorska disertacija | Katarina Banjanac

1. Uvod

Predmet istrazivanja ove doktorske disertacije je hemijska modifikacija SiO2 nanocestica
reakcijom silanizacije kako bi se dobili pogodni nosac¢i za imobilizaciju industrijski
vaznih enzima. Nanocestice SiO2 su atraktivni nosaci za imobilizaciju enzima jer, pored
velike specifi¢ne povrsine karakteristicne za sve nanocestice, imaju povrsinu koja se lako
moze modifikovati uvodenjem razli¢itih funkcionalnih grupa. Visedecenijsko istrazivanje
u oblasti imobilizacije enzima pokazalo da je efikasnost imobilizacije rezultat sloZzene
interakcije uticaja povrSine nosata za imobilizaciju, funkcionalnih grupa na povrsini
nosaca, uslova imobilizacije i strukture enzima. Posto se industrijski enzimi znacajno
razlikuju prema raspodeli funkcionalnih grupa na povrsini, izbor optimalnog nosaca za
imobilizaciju enzima nikako ne moze biti opStevazeéi, vec¢ je vrlo specifican proces koji
se optimizuje za svaki pojedina¢ni enzim. Osnovni cilj ove disertacije je da se izborom
optimalne metode modifikacije i uslova imobilizacije dobiju novi imobilisani enzimski
preparati koji ¢e u odnosu na postojece preparate imati povecanu katalitiCku aktivnost,
operativnu i termicku stabilnost i izmenjenu selektivnost, a efekti razli¢itih metoda
modifikacije i imobilizacije bi¢e analizirani u imobilizaciji vrednih industrijskih enzima
- lipaza, f-galaktozidaza i proteaza.

U ovoj disertaciji ¢e biti optimizovana hemijska modifikacija reakcijom silanizacije
neporozne pirogene nanosilike radi primene razli¢ito modifikovanih silika nanocestica
kao nosaca za imobilizaciju enzima sa idejom da se dobiju imobilisani enzimi povecane
aktivnosti i/ili stabilnosti. U pocetnim fazama istrazivanja bi¢e primenjena metoda
hemijske modifikacije (reakcija silanizacije) radi uvodenja novih funkcionalnih grupa na
povrsinu SiO2 nanocestica. Ove Cestice imaju silanolne grupe (-SiOH) na svojoj povrSini
Sto daje moguénost za koriS¢enje organosilana kao modifikujucih agenasa. Odigravanjem
hemijske reakcije izmedu silanolnih grupa na povrSini nanocestica i metoksi ili etoksi
grupa organosilana, koje su podlozne hidrolizi, dolazi do stvaranja -Si-O-Si- mostova §to
za rezultat ima uvodenje terminalnih funkcionalnih grupa na povrSinu nanocestica.
Organosilani mogu imati razli¢ite funkcionalne grupe kao S§to su hloridna, tiolna,
karboksilna, cijano ili amino, pri ¢emu ¢e u ovoj disertaciji biti kori$¢eni organosilani sa
amino 1 epoksi funkcionalnim grupama. Proces modifikacije ¢e biti optimizovan sa
aspekta postignute koncentracije amino-grupa i epoksi-grupa na povrsini nanocestica u

zavisnosti od duzine trajanja tretmana i koriS¢enog masenog odnosa nanocestica i
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odgovarajuceg organosilana. Nanocestice silike modifikovane amino-organosilanom bic¢e
primenjene kao nosa¢ pogodan za imobilizaciju enzima adsorpcijom, ali ¢e takode biti
dodatno modifikovane cijanuril-hloridom da bi se omogucila kovalentna imobilizacija
enzima. FTIR i TGA spektroskopijom ¢ée biti prouc¢avane strukturalne promene SiO2
nanocestica izazvane modifikacijom.

Nakon toga e biti optimizovana imobilizacija razli¢itih industrijskih enzima (lipaze, -
galaktozidaze i proteaze) kako na modifikovane tako i na nemodifikovane SiO>
nanocestice. Rezultati ovog dela disertacije ¢e dati doprinos u rasvetljavanju mehanizma
imobilizacije enzima 1 omoguciti izbor optimalnog nosaca za imobilizaciju svakog od
ispitanih enzima. U sklopu ovih ispitivanja bi¢e posmatrana operativna i termicka
stabilnost enzima imobilisanih na nemodifikovane i modifikovane SiO2 nanocestice i
uporedene sa stabilno$¢u slobodnog enzima. Nakon zavrSene optimizacije imobilizacije
1 odredivanja operativne i termicke stabilnosti, imobilisane lipaze najboljih karakteristika
¢e biti koriS¢ene u reakciji sinteze aroma estara i estara vitamina C, imobilisane j-
galaktozidaze u reakciji sinteze bioaktivnih galaktozida, dok ¢e imobilisane proteaze biti

kori$¢ene u hidrolizi proteinsog izolata suncokretove saéme.
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2. Teorijski deo

2.1. Imobilizacija enzima

Enzimi imaju sposobnost da katalisu kompleksne hemijske reakcije sa velikim stepenom
specifi¢nosti prema supstratu i malim prinosom nus-produkata sto je doprinelo njihovoj
sirokoj primeni u hemijskoj industriji, 1 to pre svega u proizvodnji finih hemikalija
(hemijska i farmaceutska industrija), prehrambenoj industriji kao i u analitici.> 2
Medutim, iako imaju izvrsne kataliticke osobine oni poseduju i osobine koje ogranicavaju
njihovu Siroku primenu u industrijskim procesima kao §to su nestabilnost, rastvorljivost,
mogucnost da dode do inhibicije supstratom ili proizvodima, njihova primena ponekad
zahteva fizioloske uslove tokom industrijskog procesa kao i prisustvo prirodnih supstrata
¢ime je suzen izbor postupaka u kojima mogu biti primenjeni.®® Pa tako u veéini slu¢ajeva
kako bi se omogucila njihova §ira primena na industrijskom nivou najpre njihove
mehanicke i fizicke osobine moraju biti poboljsane.
Postoji vise nacina da se pobolj$aju osobine enzima:

1. primenom tehnika molekularne biologije,

2. primenom razli¢itih imobilizacionih ili post-imobilizacionih tehnika,

3. i razvijanjem novih vrsta reaktora koji su u skladu sa potrebama enzimskog

procesa.
Kao rezultat primene ovih tehnika dobijaju se efikasniji industrijski procesi sa
biokatalizatorima koji se odigravaju u umerenim uslovima, dobijeni proizvodi su
,.prirodni®, a sam industrijski proces je ekonomski opravdan.® ©
Pored primene u industriji, enzimi se mogu koristiti i u dijagnostici, bioafinitetnoj
hromatografiji i pri konstukciji biosenzora.? -8
U daljem tekstu ¢e biti razmatrana moguénost poboljSanja osobina enzima primenom
razlicitih tehnika imobilizacije enzima kako bi se dobili biokatalizatori koje je moguce
koristiti u industrijskim procesima.
2.1.1. Definisanje pojma ,,imobilizacija enzima*

Imobilizacija enzima podrazumeva vezivanje enzima fizickim ili hemijskim putem na
povriinu nosaca ili ,,zarobljavanje* unutar strukture nosa¢a.® Imobilizacijom se &esto
dobija enzim povecane kataliticke aktivnosti i/ili stabilnosti u odnosu na slobodni enzim,
a omogucava se 1 olakSano izolovanje enzima iz reakcione smeSe i upotreba u vise

reakcionih ciklusa ¢ime se direktno smanjuje cena enzimskih procesa na industrijskom
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nivou.'® Na svojoj povrsini molekuli enzima imaju razli¢ite funkcionalne grupe kao §to
su nukleofilni aminokiselinski ostaci, hidrofobne oblasti, karboksilne grupe, oblasti sa
pozitivnim ili negativnim naelektrisanjem koje mogu da reaguju sa funkcionalnim
grupama razli¢itih materijala pri ¢emu ostvarene interakcije ili formirane hemijske veze
dovode do vezivanja enzima.!' Uopsteno gledano reklo bi se da je imobilizacija
jednostavan proces i1 da su svi moguci problemi ve¢ reSeni. Medutim pokazalo se da se
iako postoji puno opisanih metoda imobilizacije jo§ uvek odredeni fenomeni koji se pri
samom procesu desavaju nisu do kraja razjasnjeni. Zbog svega toga je imobilizacija i
dalje izazov i aktuelna tema u mnogim istrazivanjima. PoboljSanje postoje¢ih metoda i
reSavanje problema koji se javljaju tokom imobilizacije moguce je udruzivanjem vise
nau¢nih disciplina kao Sto su molekularna biologija, hemija proteina, nauka o
materijalima i hemijsko inzenjerstvo.

U dosada$njoj praksi za imobilizaciju enzima upotrebljavani su prvenstveno razliciti

konvencionalni nosaci ¢ije su dimenzije ve¢e od 300 um. Poslednjih godina sve vise se

kao nosaci za imobilizaciju enzima koriste prirodni ili sintetski nanomaterijali.

2.1.2. Metode imobilizacije enzima
Na stotine protokola o imobilizaciji enzima je razvijeno u poslednjih 30 godina. Sa
industrijske tacke glediSta, kako bi imobilisan enzim bio uspeSno primenjen u nekom
industrijskom procesu primenjena metoda imobilizacije enzima mora imati sledece
osobine!:
1. pre svega mora omoguciti da enzim postane stabilniji i otporniji prema
ekstremnim uslovima, kao §to su pH, temperatura 1 organski rastvaraci,
2. mora omoguciti da enzim moze biti upotrebljen u vise ciklusa,
3. mora biti jednostavna i ekonomski opravdana,
4. ne sme dovesti do znacajno smanjene aktivnosti i selektivnosti imobilisanog
enzima u odnosu na slobodni enzim.
Radi boljeg razumevanja problematike imobilizacije enzima u Tabeli 2.1. su sumirane
prednosti i mane samog postupka imobilizacije.
Prilikom odabira metode imobilizacije treba obratiti paznju na tri najvaznije komponente
,imobilisanog sistema‘® a to su enzim, nosac i interakcije formirane izmedu nosaca i
enzima. Kljuc¢ni koraci u dizajniranju imobilisanog enzima su izbor nosafa za

imobilizaciju i metode imobilizacije, koja zavisi od karakteristika i nosaca i enzima. Ova
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dva koraka su uvek isprepletena, a slozena interakcija nosaca, enzima i metode se evaluira
pracenjem razli¢itih karakteristika imobilisanih enzima definisanih u poglavlju 2.1.2.3.
Tabela 2.1. Prednosti i mane imobilizacije enzima.

Prednosti Mane

1. Mogucénost visestruke upotrebe | 1. Gubitak ili smanjenje aktivnosti enzima
biokatalizatora

2. LakSe odvajanje proizvoda 2. Pojava difuzionih limitacija

3. LakSa  manipulacija  tokom | 3. Dodatni troskovi
procesa

4. Vediizbor reaktora koji mogu biti
koriséeni

2.1.2.1. Izbor nosaca

Na osnovu strukture molekula enzima potrebno je prvo izabrati odgovarajuci nosac.
Idealan nosa¢ treba da ima osobine kao Sto su mehaniCka otpornost, hidrofobnost,
biokompatibilnost, otpornost prema mikrobioloskoj kontaminaciji, dostupnost i nisku
cenu.t3 14

Nosace mozemo klasifikovati kao neorganske (bentonit, silika, staklo, oksidi metala i
metali) i organske na osnovu njihovog prirode. Organske nosace moZzemo podeliti na
prirodne, kao $to su polisaharidi (celuloza, dekstran, agar, agaroza, hitin i alginat),
proteini (kolagen, albumin, kazein) i ugljenik i sintetske polimere (polistiren,
polimetilakrilat, poliakrilamid, poliamidi, vinil- i alil-polimeri).’

Nosaci mogu biti sintetisani u obliku zrna, membrana, vlakana, cevi ili kapsula razlicitih
veliCina.

Fizicke osobine nosaca kao $to su precnik Cestica, precnik pora, sposobnost bubrenja,
mehanicka jacina 1 otpornost prema visokim pritiscima ¢e odrediti uslove pod kojima se
imobilisan sistem moZe primeniti, tj. diktirae izbor reaktora kao 1 operativne uslove
samog procesa.

Konkretno veli¢ina Cestica i pora odreduju ukupnu povrsinu koja je dostupna enzimu za
vezivanje. Neporozni nosa¢i imaju manju povrsinu za vezivanje enzima, ali je zato
smanjena moguénost pojave difuzionih limitacija. Porozni nosaci imaju daleko veéu
povrsinu za vezivanje enzima, pored toga pore Stite enzim od spoljasnjih uticaja, medutim

mora se imati na umu da to ostavlja moguénost pojave difuzionih limitacija. Kako bi se



Doktorska disertacija | Katarina Banjanac

svela na minimum moguc¢nost pojave difuzionih limitacija nosa¢ mora imati kontrolisanu
raspodelu veli¢ine pora.®
Iz svega navedenog moze se zakljuciti da ne postoji univerzalni nosac koji ¢e odgovarati

svim enzimima i reaktorskim sistemima.

2.1.2.2. Podela metoda imobilizacije enzima
Izbor metode ¢e pre svega zavisiti od strukture samog enzima i njegove primene, ali i od
karakteristika nosaca kao §to su inertnost i biokompatibilnost, tj. nosa¢ ne sme uticati na
nativnu strukturu enzima. Na osnovu tipa veza koje se javljaju izmedu nosaca i enzima
metode za imobilizaciju enzima mozemo poseliti u dve kategorije: hemijske i fizicke
metode. Hemijske metode se zasnivaju na stvaranju bar jedne hemijske veze izmedu
molekula enzima i nosaca. U najveé¢em broju slucajeva one su irevezibilne. Irevezibilno
vezivanje enzima na nosa¢ znaci da on ne moze da se ,,sKine‘ sa nosaca a da ne dode do
naru$avanja njegove strukture a samim tim i njegove bioloske aktivnosti. Fizicke metode
se zasnivaju na nekovalentnim interakcijama izmedu molekula enzima i nosaca ili na
mehani¢kom smestanju enzima u odredeni deo prostora. Za ove metode imobilizacije je
karakteristiéno da enzimi nakon vezivanja na nosace mogu da se veoma jednostavno
uklone sa nosaca i ponovo koriste. Atraktivnost ovih metoda je u tome Sto se, kada opadne
aktivnost imobilisanih enzima, na nosa¢ mogu ponovo imobilisati ,,svezi® enzimi nakon
uklanjanja enzima koji je izgubio aktivnost. Sa ekonomskog stanovista ovo je jako
povoljno jer se Cesto deSava da u ukupnoj ceni imobilisanog sistema najvecu stavku
predstavlja upravo nosa¢. Takode, ove metode su pogodne za vezivanje enzima koji su
veoma nestabilni 1 osetljivi, ¢ime se proSiruje njithova primena kao biokatalizatora.
Uza podela metoda imobilizacije bi bila sledeca (slika 2.1.):

1. kovalentna imobilizacija enzima,

2. adsorpcija enzima na ¢vrste nosace,

3. zarobljavanje enzima,

4. mikroinkapsulacija,

5. ,,Cross-linking*.
Detaljnije ¢e biti opisane kovalentna imobilizacija enzima i adsorpcija enzima na ¢vrste
nosace jer ¢e samo ove dve grupe metoda biti primenjene u eksperimentalnom delu ove

disertacije.
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Slika 2.1. Sematski prikaz metoda imobilizacije enzima.

2.1.2.2.1. Kovalentna imobilizacija enzima

Imobilizacija enzima ovom metodom zasniva se na stvaranju kovalentnih veza izmedu
funkcionalnih grupa prisutnih na povrsini molekula enzima i funkcionalnih grupa
prisutnih na povrs§ini nosaca. Ovo je jedna od najvise koris¢enih metoda za imobilizaciju
enzima. Njena prednost je u ¢injenici da su kovalentne veze koje se formiraju stabilne i
jake ¢ime je onemoguceno ,,spiranje* enzima sa povrsine nosaca. Prilikom imobilizacije
enzima ovom metodom mora se voditi racuna da u stvaranju kovalentnih veza ne
ucestvuju aminokiselinski ostaci koji se nalaze u sklopu aktivnog centra enzima jer time
moze do¢i do smanjene aktivnosti enzima. Postoje dva nacina da se pospesi stvaranje
kovalentnih veza izmedu nosaca i enzima. Prvi nacin je da se povrSina nosac¢a modifikuje
kako bi se uvele funkcionalne grupe koje mogu da grade kovalentnu vezu sa
aminokiselinskim ostacima enzima. Proces modifikacije povrSine nosaa sastoji se
najcesSce od uvodenja elektrofilnih grupa na povrsinu nosaca koje onda mogu da reaguju
sa jakim nukleofilnim grupama enzima. Najces¢e koriSceni agensi za modifikaciju
povrsine nosaca su: epihlorhidrin, glutaraldehid, cijanogen-bromid, sulfonil-hlorid,
epoksidi i dr.}” 1 Aminokiselinski ostaci enzima koji najée$ée udestvuju u gradenju
kovalentnih veza su ostaci lizina (¢-amino grupe), cisteina (tiolne grupe), asparaginske i
glutaminske kiseline (karboksilna grupa). Kovalentne veze koje mogu da nastanu izmedu

enzima i nosaca su amidne, etarske, tioetarske i karbamidne.®
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Drugi nacin je da se modifikuje povrsina enzima kako bi se odgovarajuce grupe aktivirale
pri ¢emu bi bilo omoguéeno stvaranje kovalentnih veza sa nosatem. Cesto se primenjuje
oksidacija ugljenohidratne frakcije perjodatom kojom se stvaraju karbonilne grupe ili
akivacija amino grupa lizina karbodiimidom.

Za enzime Kkoji u svojoj strukturi sadrze puno cisteina, a samim tim i tiolnih grupa u
bo¢nim ostacima, karakteristi¢no je da se mogu imobilisati na nosace bogate tiolnim ili
tiosulfatnim grupama obrazuju¢i takozvane disulfidne mostove.!® lako je formirana veza
izmedu enzima i nosaca stabilna i kovalentna ona se moze lako raskinuti tretiranjem
imobilisanog enzima sa ditiotreitolom (DTT) ili nekim drugim kompetitivnim agensom

male molekulske mase koji poseduje tiolnu grupu.

2.1.2.2.2. Adsorpcija enzima na évrste nosace

1. Nespecifi¢na adsorpija-je najednostavniji na¢in vezivanja enzima koji se bazira
na stvaranju slabih veza i to vodoni¢nih veza, van der Waals-ovih sila i
hidrofobnih interakcija. Ovako vezan enzim se lako moze desorbovati sa nosaca
promenom uslova imobilizacije kao $to su jonska jacina ili polarnost rastvora, pH
ili temperatura.

2. Stvaranje jonskih veza-enzim se vezuje za nosa stvaranjem jonskih veza.
Najcesce se deSava u uslovima kada su enzim 1 nosa¢ suprotno naelektrisani.
Problem se mozZe javiti u slu¢ajevima kada su supstrat ili proizvod naelektrisani
usled interakcija sa naelektrisanim nosac¢em.

3. Hidrofobna adsorpcija-je vezivanje enzima stvaranjem hidrofobnih interakcija
izmedu hidrofobnih oblasti molekula enzima i hidrofobnog nosaca. Zavisi od
stepena hidrofobnosti kako enzima tako i1 nosafa. Na formiranje hidrofobnih
interakcija moZe se uticati podeSavanjem pH, jonske jacine i temperature.

4. Afinitetna adsorpcija-zasniva se na vezivanju molekula na oshovu
biokompatibilnosti. Ovo je veoma selektivna metoda koja se prvenstveno koristi
u bioseparacionom inZenjerstvu za izolovanje proteina. Medutim, ona je jako
skupa jer se na nosa¢ prvo mora vezati afinitetni ligand (kao Sto su npr. antitela,
koenzim, analog supstrata ili lektin) za koji se specificno moze vezati

odgovarajuci enzim.
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2.1.3. Osobine imobilisanih enzima

Osnovne osobine koje karakteriSu enzime su aktivnost, specifiénost (selektivnost) i
stabilnost.*

Odredivanje efikasnosti i relativne koli¢ina enzima u enzimskim preparatima vrsi se
merenjem aktivnosti enzima, odnosno brzine reakcije koju katalizuju. Kataliticka
aktivnost ustvari obezbeduje efikasan nacin da se dati enzim kvantativno 1 kvalitativno
odredi.!® Kako bi rezultati bili validni moraju se ispostovati odredena pravila i obezbediti
odgovarajuci uslovi tj. da se odrzavaju konstantni uslovi izvodenja reakcije kao sto su pH
1 temperatura. Pod tim uslovima izmerena aktivnost je proporcionalna koli¢ini datog
enzima. Za odredivanje aktivnosti enzima Kkoriste se razli¢ite metode:
spektrofotometrijske, hemijske, polarimetrijske, gasometrijske, viskozimetrijske,
radiohemijske, fluorimetrijske i dr. Koja ¢e metoda za odredivanje aktivnosti enzima biti
primenjena direktno zavisi od fizicko-hemijske promene koja se odigrava u toku
izvodenja reakcije. Vrednosti za aktivnost enzima se izrazavaju u enzimskim jedinicama
(na engl. Unit (U)). Pod jednom internacionalnom jedinicom podrazumeva se ona
koli¢ina enzima koja pod odredenim uslovima (pH i temperatura) za vreme od jednog
minuta katalizuje transformaciju jednog mikromola supstrata. Aktivnost enzima se moze
izrazavati kao ukupna aktivnost (U), aktivnost po jedinici mase enzimskog preparata
(U/mg) ili aktivnost po jedinici zapremine (U/ml). Cesto se u praksi odreduje i specifi¢na
aktivnost koja predstavlja broj jedinica aktivnosti po jednom miligramu proteina u
enzimskom preparatu.*®

Specifi¢nost enzima se ogleda u €injenici da od velikog broja mogucih reakcija katalizuju
samo jednu od njih. Pa tako jedan enzim moze da deluje na viSe razlicitih supstrata ali je
neophodno da se u njima nalaze ili odgovaraju¢e atomske grupe ili veze. Neki enzimi
kataliSu odredene tipove reakcija bez obzira na strukturu supstrata. Primer takvih enzima
su lipaze koje katalizuju hidrolizu estarskih veza u velikom broju supstrata ¢ija se
struktura razlikuje. Takode, postoje i enzimi ¢ija se specifi¢nost ogleda u ¢injenici da
isklju¢ivo deluju samo na jedan od dva moguca stereohemijska oblika supstrata. U
industriji se susrecu i osobine enzima kao §to su regiospecifi¢nost i enantiospecifi¢nost
koje se odnose se na sposobnost enzima da deluje na samo u jednom regionu supstrata
odnosno da deluje samo na jedan opticki izomer supstrata. Postoji vise teorija koje

objasnjavaju specifi¢nost enzima. Po FiSeru specifi¢nost enzima ka odredenom supstratu
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se moze objasniti geometrijskom komplementarno$¢u koja postoji izmedu molekula
enzima 1 molekula supstrata. Ko$land je dopunio FiSerovu teoriju tvrde¢i da
komplementarnost izmedu aktivnog mesta enzima i supstrata nije maksimalna, ve¢ da pri
vezivanju supstrata dolazi do konformacionih promena unutar molekula enzima nakon
¢ega njihova komplementarnost postaje potpuna. Koslandova teorija objaSnjava
specificnost dejstva enzima ali ne 1 sam mehanizam enzimske reakcije. Savremene teorije
koje se bave objasnjavanjem mehanizma reakcije pocivaju na cinjenici da pored
konformacionih promena u molekulu enzima dolazi i do konformacionih promena i u
molekulu supstrata.!® 2° Posto &esto prilikom imobilizacije dolazi do promene
konformacije enzima ili promene uslova u okolini aktivnog centra, imobilizacija enzima
se ponekad koristi kao efikasno sredstvo za promenu specifi¢nosti enzima, naro¢ito kada
se radi o sintezi zeljenog optickog izomera sa fizioloskim dejstvom.

Stabilnost enzima je veoma vaZna osobina i odnosi se na ¢injenicu da enzim ispoljava
svoju optimalnu aktivnost samo kada se nalazi u svojoj nativnoj konformaciji odnosno
onda kada se nalazi u svom prirodnom okruzenju. Delovanjem nekih rastvaraca ili
denaturanata kao i promenom fizic¢kih uslova moze da dode do denaturacije enzima Sto
direktno dovodi do gubitka aktivnosti enzima. Denaturacija podrazumeva promenu
konformacije molekula enzima usled raskidanja veza koje odreduju njegovu sekundarnu
i tercijarnu strukturu. Nativna konformacija enzima pri kojoj on ispoljava svoju aktivnost
je jedinstvena, dok denaturisan enzim koji pored toga §to je neaktivan moze zauzimati
vise razli¢itih konformacija. Pod ograni¢enim uslovima (uzan interval pH i temperature)
favorizovana je nativna konformacija.®

U industrijskim procesima enzim je podlozan dejstvu poviSenog pritiska, mehanickih sila
smicanja i hemijskih faktora (organski rastvaraci, deterdzenti i dr.) koje mogu dovesti do
njegove denaturacije, a time i do gubitka aktivnosti. Imobilizacijom enzima navedene
kljuéne osobine molekula enzima mogu biti promenjene §to u vecini sluc¢ajeva dovodi do
povecanja kataliticke aktivnosti i stabilnosti (temperaturni i pH profil).? 22 Kao i slu¢aju
slobodnog enzima i imobilisan enzim karakteriSu aktivnost, stabilnost 1 specificnost
(selektivnost).

Dakle, neophodno je definisati parametre na osnovu kojih se moze proceniti uspesnost
primenjene tehnike imobilizacije. U okviru ove disertacije bice praceni sledec¢i parametri

koji ¢e se koristiti za procenjivanje kvaliteta imobilisanih enzima:

10
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Koncentracija imobilisanih proteina (mg/g). Aktivnost i stabilnost imobilisanog
enzima zavise od koli¢ine imobilisanog enzima, narocito ako je koncentracija
imobilisanog enzima manja od one koja je potrebna za formiranje monosloja na
povrsini nosaca. Dokazano je da se maksimalna aktivnost imobilisanog enzima
adsorpcijom postize pri onoj koncentraciji imobilisanog enzima koja odgovara
monosloju. Treba napomenuti i da je koncentracija imobilisanog enzima
proporcionalna specifi¢noj povrSini neporoznih nosaca.

Prinos imobilizacije proteina (%) - parametar koji predstavlja odnos mase
imobilisanog enzima i mase slobodnog enzima na pocetku imobilizacije.
Koncentracija enzima u rastvoru na pocetku imobilizacije ima veliki uticaj na
obim imobilizacije enzima pa samim tim i na aktivnost imobilisanog enzima.
Koncentracija imobilisane aktivnosti (IU/g nosaca) - ukupna aktivnost
imobilisanog enzima po jedinici mase suvog nosa¢a unetog u imobilizaciju.
Prinos imobilizacije aktivnosti (%) - predstavlja odnos imobilisane aktivnosti i
aktivnosti slobodnog enzima na pocetku imobilizacije. Ovaj parametar
kvantativno pokazuje koliko je aktivnosti enzim zadrzao od pocetne aktivnosti u
toku samog postupka imobilizacije.

Produktivnost procesa (kg/IU) - predstavlja koli¢inu proizvedenog proizvoda po
jedinici aktivnosti enzima dajuc¢i Sveukupnu ocenu imobilisanog sistema.
Produktivnost procesa direktno zavisi od broja ciklusa u Sarznom sistemu ili
operativne stabilnosti imobilisanog enzima u kontinualnom sistemu.

Operativna stabilnost imobilisanih enzima se moZe odrediti primenom
imobilisanih preparata u viSe reakcionih ciklusa. Za svaki ciklus se odreduje
aktivnost imobilisanog enzima (IU/g) koja se poredi sa aktivno$¢u imobilisanog
enzima u nultom ciklusu. Pad aktivnosti tokom viSestuke upotrebe omogucava da

se proceni stabilnost dobijenog imobilisanog enzima.
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2.2. Imobilizacija enzima na nosac¢e nano-dimenzija

Nanomaterijali su proizvodi nanotehnologija, sastoje se od Cestica ¢ije su dimenzije
manje od 100 nm. Veliki je interes za primenu nanomaterijala u biomedicini kao
biosenzora, nosaca za lekove, DNK i enzime. 23

U poslednje vreme se za imobilizaciju enzima koriste materijali nano-dimenzija, $to je
posledica ¢injenice da se nauka o nanomaterijalima sve vise razvija i da je u svetu najveci
deo istrazivanja fokusiran upravo na sintezu ovog tipa materijala. Trenutno se u literaturi
moze pronac¢i nekoliko tipova nanomaterijala koji se koriste kao nosaci za imobilizaciju
enzima kao $to su npr. nanocevi, nanovlakna, nanocestice (porozne i neporozne),

nanokompozitni materijali, materijali dobijeni sol-gel transformacijama koji sadrze

Cestice nano-dimenzija i “single-enzyme” nanocestice.

2.2.1. Prednosti i nedostaci upotrebe nosaca nano-dimenzija
Upotreba nanomaterijala nudi mnoge prednosti zahvaljuju¢i pre svega njihovom malom
pre¢niku i fizickim karakteristikama (provodljivost i magnetne osobine). Prednost
primene nanomaterijala kao nosaca za imobilizaciju enzima u poredenju sa
imobilizacijom enzima na konvencionalne nosace Su:
1. lako se mogu sintetisati iz suspenzija koje imaju visok sadrzaj ¢vrste faze bez
primene toksi¢nih agenasa ili surfaktanata,
2. povrsina sintetisanih nanomaterijala je homogene strukture i tokom sinteze moze
se podesavati njihova veli¢ina,
3. manji uticaj difuzionih limitacija pri prenosu supstrata,
4. veliki kapacitet povrsine za vezivanje enzima.?*
Pokazalo se da primena nanomaterijala omogucava dobijanje imobilisanih enzima vece
aktivnosti, modifikovane selektivnosti i neuporedivo bolju stabilnost u poredenju sa
enzimima imobilisanim na konvencionalne nosace. Zbog svojih dobrih karakteristika
nanobiokatalizatori su nasli primenu u medicini, farmaciji, tekstilnoj industriji i dr.2* 2
Medutim, veliki troskovi, kompleksna procedura sinteze nanomaterijala kao i problem
separacije iz reakcionog medijuma su glavne prepreke za njihovu Siru primenu u

procesima na industrijskom nivou.

2.2.2. Vrste nanocestica koje se koriste za imobilizaciju enzima
Od svih navedenih tipova nanomaterijala, nanocestice imaju prednost jer su hemijski

stabilne, uniformne veli¢ine, dobro se disperguju u te¢nostima i jako su korisne u

12
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procesima veéih razmera.?® Zbog svojih hemijskih, fizi¢kih i bioloskih osobina imaju
prednost u odnosu na konvencionalne nosace. Na osnovu vrste materijala od koji su
napravljene mozemo ih klasifikovati u dve grupe:

1. Nanocestice koje sadrze neorganske elemente kao $to su metali ili oksidi metala
(npr. srebro, zlato, cirkonijum, poluprovodnici, Fez0s, SiO2, TiO2),

2. Nanocestice koje u svojoj strukturi sadrze organske molekule kao S$to su
ugljeni¢ne nanocevi, lipozomi ili razgranati organski polimerni molekuli
(dendrimeri).

Najcesée se nalaze u obliku sfere, cevi, vlakna, roga ili kaveza.?®
U daljem tekstu ¢e biti navedene i obja$njene one nanocestice koje su se dosad pokazale

kao znacajne u kontekstu imobilizacije enzima.

2.2.2.1. Nanocestice oksida metala

Nanocestice oksida metala su privukle jako veliku paznju zbog svojih optickih,
magnetnih i elektronskih osobina. Fizicko-hemijske osobine koje poseduju ove
nanocestice direkno zavise od njihove veli€ine i oblika. Ova vrsta nanocestica je pogodna
za primenu u katalizi kao nosaci za enzime, za pravljenje organskih dioda koje emituju
svetlost i uredaja koji sluze za skladiStenje elektrohemijske energije, u konstrukciji
bisenzora i dr. Imobilizacija enzima na nanoCestice oksida metala moze biti dobra
platforma za konstrukciju biosenzora sa viSe razli€itih strategija za itanje signala kao Sto

su elektrohemijska, kolorimetrijska, fluorometrijska i dr.?’

2.2.2.1.1. Magnetne nanocestice i superparamagnetne nanocestice

Magnetne nanocestice i superparamagnetne nanoc¢estice magnetita (Fe3Os), hematita (a-
Fe»03), vustita (FeO) i sintetiCkog maghemita (y-Fe203) su u skorije vreme pocele da se
koriste kao nosaci za imobilizaciju enzima zahvaljuju¢i svojim karakteristikama kao $to
je biokompatibilnost, velika specifi¢na povrsina, pokretljivost i male difuzione limitacije
pri prenosu mase. TEM Kkarakterizacija sfernih magnetnih nanocestica je prikazana na
slici 2.2. Koris¢enjem ovog tipa nanomaterijala mogu se smanjiti kapitalni i operativni
troskovi procesa proizvodnje jer se one lako odvajaju od reakcionog medijuma
koris¢enjem magnetnog polja pri ¢emu ne dolazi do njihove aglomeracije.?® Takode, one
mogu biti stabilizovane u reaktorima sa fluidizovanim slojem primenom spoljasnjeg
magnetnog polja.?® Imobilizacijom enzima na magnetne nanodestice omogucéava se

njihovo brzo izdvajanje iz reakcione smese i upotreba u vise ciklusa.?
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Do sada su na superparamagnetne nanoCestice uspe$no imobilisani: enzimi
(aminopeptidaze, lipaze, pektinaze, fosfataze, glukozo-oksidaze, glukozidaze, celulaze,
esteraze, laktat-dehidrogenaze i RNK polimeraze), antitela i lizozimi.® FeO nanogestice
su se pokazale kao dobar nosa¢ za imobilizaciju lipaza.®* Dodatno zbog osobina koje
poseduju, kao $to su pre svega biokompatibilnost i velika specifiéna povrSina, ove
nanocestice su se pokazale i kao jako dobre za koncentrovanje, odvajanje, prec¢is¢avanje

i identifikaciju odredenih molekula i éelija.?

Slika 2.2. TEM slika magnetnih nanocestica.*

Superparamagnetne nanocestice su nasle primenu i u medicini kako u dijagnostici tako i
u terapiji.>

Sa druge strane treba napomenuti da nemodifikovane magnetne nanocestice imaju
sklonost ka formiranju agregata, promeni magnetnih osobina usled oksidacije pri
kontaktu sa vazduhom i biodegradaciji kada su direktno izlozene uticaju bioloskih
materijala zbog Cega je modifikacija povrSine neophodna. Ovi problemi se mogu
prevazi¢i oblaganjem povrSine ovih Cestica pomocu malih organskih molekula, polimera,
surfaktanata i biomolekula ili stvaranjem tankog neorganskog filma na povrsini pomoc¢u
oksida ili sulfida metala. Dokazano je da se koris¢enjem inertne silike za stvaranje tankog
filma na povrSini superparamagnetnih Cestica poboljSava njihova hemijska stabilnost.
Dobijeni tanak film je bogat silanol grupama koje dalje mogu biti modifikovane u cilju
uvodenja grupa za kovalentno vezivanje razliCitih bioloskih struktura na povrSinu

superparamagnetnih ~ nanocestica. Ovakav  nafin  modifikacije  povrSine
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superparamagnetnih nanodestica su primenili Cui i sar.3* u svojim istrazivanjima pa su
tako Fe3O4 nanocestice prvo modifikovali sa tetraetilortosilanom (TEOS) kako bi uveli
silanol grupe na njihovu povrsinu, a potom su modifikovane nanocestice tretirali sa y-
aminopropiltrietoksisilanom (APTES). Kao rezultat dvostepene modifikacije dobijene su
Cestice sa amino grupama na povrsini. Ovako pripremljene magnetne nanocestice su

koristili za imobilizaciju lipaze.

2.2.2.1.2. Nanodestice titanijum(IV)-oksida

Nanocestice titanijum(IV)-oksida (TiO2) (slika 2.3.) su poznate po svojim
fotokatalitickim karakteristikama §to ih preporucuje za primenu u fotoelektrohemiji. Ova
njihova osobina je uspesno iskoriiéena za konstrukciju imunosenzora za a-fetoprotein.
TiO2 nanocestice pored dobrih mehanickih karakteristika i biokompatibilnosti izdvaja
sposobnost provodljivosti kiseoni¢nog jona. ldeja da se ove nanocestice koriste za
imobilizaciju enzima javila se kada su Kosnier i sar.% imobilisali glukoza-oksidazu i tako
napravili biosenzor za glukozu. Imobilizacijom askorbat-oksidaze na nanocestice TiO>
dobijen je biosenzor koji omogucava elektrohemijsko pracenje koncentracije vitamina C
u hrani i namirnicama na veoma jednostavan na¢in Koji se upravo zasniva na osobini ovih

Cestica da prenose jon kiseonika.®’

Slika 2.3. TEM karakterizacija TiO2 nanocestica.®
Bang i sar.>® su imobilisali lizozim izolovan iz jajeta na nanocestice TiO, i pokazali da
se time povecava i stabilizuje antimikrobna aktivnost ovog enzima prema bakteriji
Escherihia coli. Imobilizacijom alkalne proteaze na TiO2 nanocestice dolazi do znacajnog
povecanja pH i temperaturnog optimuma ovog enzima u odnosu na slobodni enzim. 4
Takode, alkalna proteaza imobilisana na TiO2 se moze iz reakcione smese lako izdvojiti

sedimentacijom ili blagim centrifugiranjem i uspesno koristiti tokom 4 ciklusa.
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Dokazano je da TiO2 nanocestice mogu da pomognu u regeneraciji enzima (konkretno na
ribonukleazi A i papapinu) koji su denaturisani usled tretmana visokim temperaturama.**
Denaturisani enzimi (koji su pozitivno naelektrisani tokom regeneracije) se
elektrostatiCkim interakcijama vezu za TiO2 nanocestice i nakon tretmana rastvorom soli
tokom 1 h dolazi do regeneracije strukture enzima i njihovog eluiranja sa povrsine nosaca.
Regenerisani enzimi su povratili skoro 100 % od svoje aktivnosti pre termickog tretmana.
Ova saznanja mogu biti znacajna u razvijanju nanobiokatalizatora kao i nanotoksikologije
jer u ovim disciplinama dominatnu ulogu imaju interakcije stvorene izmedu nanocestica
i proteina.

2.2.2.1.3. Nanocestice cink(Il)-oksida

Kao poluprovodnici nanocestice cink(I)-oksida (ZnO) imaju veoma vaznu ulogu u
optici, optoelektronici i konstrukciji senzora zbog svojih poluprovodnih, piezoelektri¢nih
i piroelektri¢nih osobina. TEM, SEM i HRTEM Karakterizacija sfernih i cevastih TiO>

nanocestica U rastvoru NaOH u metanolu je prikazana na slici 2.4.

nanocevi (d,e,f).*?

Ove nanocCestice ne samo da poseduju veliku specificnu povrSinu, dobru
biokompatibilnost 1 hemijsku stabilnost, ve¢ su 1 netoksicne, pokazuju dobru biomimetiku
1 sposobnost razmene elektrona S§to ih preporucuju kao izvanredan materijal za
konstrukciju biosenzora. Kao biokompatibilan materijal nanocestice ZnO imaju visoku

izoelektri¢nu tacku koja iznosi 9,5 $to ih ¢ini pogodnim za adsorpciju proteina sa niskim
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vrednostima za pl.** Do sada su uspes$no imobilisani pretezno elektrostatickim
interakcijama na ove nanocCestice slede¢i enzimi: glukoza-oksidaza, holin-oksidaza,
peroksidaza, tirozinaza, ksantin-oksidaza, laktat-oksidaza, urikaza i acetilholin-esteraza,
a kao rezultat imobilizacije ovih enzima konstruisani su biosenzori za glukozu, holesterol,

vodonik peroksid, fenolna jedinjenja, hemoglobin, ureu i uronsku kiselinu.?’

2.2.2.1.4. Ostali oksidi metala

Pored pomenutih oksida metala u literaturi se kao potencijalni nosac¢i za imobilizaciju
enzima jo$ pominju i nikI(I1)-oksid, mangan(l1)- i (111)-oksid, aluminijum(lIl)-oksid i dr.
Znadajno je napomenuti da su Ansari i sar** imobilisali S-galaktozidazu
iz Kluyveromyces lactis na konkavalinom A oblozene nanocestice Al2Os ¢ime su
povecali njen pH i temperaturni optimum, kao i operativnu stabilnost posto je ovako
imobilisana fS-galaktozidaza zadrzala 85 % od pocetne aktivnosti nakon 4 ciklusa.
Gunceva i sar.*® su kao nosa¢ za imobilizaciju lipase izolovane iz kvasca C. rugosa
koristili kalaj(I\V)-oksid. Njihovi rezultati su pokazali da se ovom imobilizacijom dobija

za 45 % aktivnija lipaza u odnosu na slobodnu lipazu.

2.2.2.2. Nanocestice silicijum-dioksida

Silika (SiOz2) nanocestice su privukle paznju zbog svoje strukture tj. zbog postojanja Si-
OH grupa na njihovoj povrsini. Silanol grupe omogucavaju laku modifikaciju povrSine
Cestica razlic¢itim bifunkcionalnim agensima. Nakon zavrSene modifikacije na povrSinu
silike mogu biti uvedene razli¢ite funkcionalne grupe kao Sto su amino, karboksilne,
aldehidne, tiolne i dr.

Nanocestice silike razli¢ite morfologije su komercijalno dostupne, ali se mogu sintetisati
i u laboratoriji. Koloidna silika se moze lako sintetisati po metodi koju su razvili Steber i
sar.* Po ovoj metodi sferne monodispergovane nanogestice silike razli¢itih dimenzija se
sintetiSu jednostavno i brzo hidrolizom tetraetilortosilana (TEOS), koji potom kondenzuje
sa silikatnom kiselinom u prisustvu amonijaka (katalizator).

Komercijalno dostupne nanocestice silike mogu biti u obliku agregata ili kao pojedinac¢ne
Cestice razlicitih veli¢ina (slika 2.5.). Najrasprostranjeniji industrijski postupak sinteze
ovih Cestica je piro-hidrogenizacija. Nanocestice dobijene ovim postupkom su amorfne i
nalaze se u obliku agregata. Takode, amorfne nanocestice silike mogu biti neporozne,
porozne 1 mezoporozne. Veli¢ina pora zavisice od uslova i1 naina sinteze. Porozna

nanosilika ima tac¢no definisan raspored 1 veli¢inu pora, veliku specificnu povrsinu po
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jedinici mase i dobru stabilnost. Mezoporozna silika ima pore veli¢ine od 2 do 15 nm

heksagonalne ili kubne geometrije.
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Slika 2.5. TEM slika: monodispergovanih silika nanocestica (levo) i agregata silika
nanocestica (desno).*’

Neporozne, amorfne SiO> nanocestice se mogu koristiti za inkapsulaciju enzima,

bakterija i malignih ¢éelija.*® Za imobilizaciju enzima koriste se jo§ porozne®® i

mezoporozne nanodestice silike®.

5152 medutim jo§ uvek

Silika je veoma cCesto kori§¢en materijal za imobilizaciju enzima,
nije doslo do njene primene na industrijskom nivou. Upravo njihova veli¢ina
onemogucava njihovu upotrebu u proto¢nim reaktorima, a ograni¢ava njihovu upotrebu

u $arznom sistemu.*®

2.2.2.3. Nanocestice zlata

Primena nanocestica zlata se zasniva na njihovim jedinstvenim osobinama, a posebno na
visokoj relativnoj gustini 6s orbitala u veoma malom atomskom radijusu. Upravo
jedinstvene osobine (male dimenzije, elektrohemijske osobine koje zavise od veli€ine
Cestica, biokompatibilnost 1 velika hemijska stabilnost) omogucéavaju primenu ovih
nanocestica u medicini i molekularnoj biologiji (one su netoksi¢ne i biokompatibilne kako
u in vivo tako i u in vitro uslovima) kao biosenzori, tumor markeri i “nosaci” lekova.>®
Jedna od najznacajnijih primena ovih nanocestica je u detektovanju prisustva HIV virusa
u krvi ljudi.® Nanocestice zlata su zbog svojih osobina pogodne za imobilizaciju
enzima.®™ °® Vegéina tehnika imobilizacije enzima na ove nanoCestice se zasniva na
formiranju Au-S kovalentne veze. %5758 Kako bi se dodatno povecéala biokompatibilnost
ovih Cestica i spreCilo stavaranje agregata njihova povrSina se moze modifikovati

organosilanima &ime je proSirena njihova primena kao nosaca za imobilizaciju enzima.*
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2.2.2.4. Cirkon nanocestice

Cirkon (ZrO.) je polimorfan materijal koji postoji u tri od temperature zavisne forme:
prizmati¢noj, tetragonalnoj i kupastoj. ZrO- je bioinertan, hemijski inertan i ima dobre
opticke 1 mehanicke karakteristike. Velika termicka 1 pH stabilnost cirkona preporucuje
ga za koriS¢enje kao nosaCa za imobilizaciju enzima, konstrukciju biosenzora i u
enzimskim reaktorskim sistemima. Samo nekoliko radova je objavljeno o upotrebi
cirkona kao nosaca za imobilizaciju enzima.®® U cilju konstrukcije biosenzora na ZrO-
nanodestice su imobilisane bilirubin-oksidaza, acetilholin-esteraza i glukoza-oksidaza.®
62 Konkretno nanodestice ZrO, presvucene slojem hitozana na koje je imobilisana
acetilholin-esteraza koriste se kao biosenzori za odredivanje koncentracije pesticida u
uzorcima povréa.®! Lipaze producenata C. rugosa i Pseudomonas cepacia su uspe$no

imobilisane na ove nano¢estice.®

2.2.2.5. Nanodijamant

Nanodijamant su najstabilnije nanocestice ugljenika sfernog oblika ¢iji pre¢nik ide do
najvise 5 nm. Jedna Cestica ima supermolekularnu strukturu i sastoji se od jednog
kristalnog dijamantskog jezgra koje je obavijeno funkcionalnim grupama (hidroksilne,
etarske, karbonilne grupe kao i amidne, cijano i nitro grupe) u vidu ,,omotaca“.
Funkcionalne gupe su hemijski vezane za dijamantsko jezgro i one odreduju osobine
povrsine nanodijamantne Cestice. Atomi ugljenika su pravilno rasporedeni u jezgru dok
je u omotacu njihov raspored nepravilan. U zavisnosti od na¢ina proizvodnje pored atoma
ugljenika u strukturi nanodijamanta mogu se na¢i i neki drugi atomi kao §to su Fe, K, Ca,
Ti, Zn, Pb 1 dr. PovrSina nanodijamanta je pogodna za adsorpCiju gasova kao §to su COz,
NO, CO i time se dodatno narusava struktura povrSine nanodijamanta. Ove nanocestice
teze da stavaraju agregate veli¢ine 1 do 200 pm. Agregacija se moZe spreciti
modifikacijom povrsine ovih nanodestica organosilanima ili tretmanom ultrazvukom.%
Nanodijamant poseduje fizicke osobine kao $to su tvrdoc¢a i dobra termicka provodljivost
koje omogucavaju njegovu Siroku primenu. PovrS§ina nanodijamnta predstavlja
jedinstvenu platformu za vezivanje biomaterijala. Dosada su na modifikovanu povrsinu
nanodijamanta uspesno imobilisani DNK, antigeni, citohrom ¢ i hormoni.®° Kruger i sar.®®
su objavili studiju u kojoj je nanodijamant koriS¢en kao nosac za kovalentnu imobilizaciju

enzima.
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2.2.2.6. Nanografit

Pored primene u elektronici i za proizvodnju poluprovodnika, grafit sa svojom velikom
specificnom povr$inom po jedinici mase, izuzetnom hemijskom i termickom stabilnoséu
I dobrom elektricnom provodljivos¢u moze se koristiti i kao nosac za bioloski materijal.
U skorije vreme pokrenuta su istrazivanja sa ciljem koriS¢enja grafita kao nosaca
biomolekula i lekova za leCenje tumora sa moguéno$cu da dolazi do njihovog otpustanja
na odgovaraju¢em mestu u organizmu. Treba napomenuti da za razliku od obi¢nog grafita
koji je hidrofoban, nanografit je hidrofilan jer na svojoj povrsini ima hidroksilne i
karboksilne grupe $to daje mogucnost njegove dobre disperzije u vodenim rastvorima.
Prisutne hidroksilne i karboksilne grupe, iako u malom procentu (maksimalno do 8 %),
su dovoljne da bi se enzimi vezali za povrsinu ovih Cestica elektrostatickim interakcijama
ili stvaranjem vodoni¢nih veza.®® Na nanografit do sada su uspe$no imobilisane

tirozinaza,% celulaza®® i p-galaktozidaza.?® %

2.2.2.7. Hitozan nanocestice

Hitozan je organski polimer koji u svojoj strukturi sadrzi terminalne hidroksilne i amino
grupe. Upravo zbog prisustva ovih grupa veoma se Cesto koristi za imobilizaciju
enzima.®® Za imobilizaciju se koriste razli¢ite geometrijske strukture hitozana kao $to su
prahovi, hidrogelovi, membrane, vlakna i dr.}® Tretiranjem hitozana razblazenim
kiselinama dobija se polimer sa NH3" jonima na povr$ini. Ovako formiran katjonski
polimer ima fizi¢ke i hemijske osobine koje ga razlikuju od prirodnih biljnih vlakana.
Zahvaljujuci osobinama kao §to su biodegrabilnost, biokompatibilnost i obnovljivost ima
Siroku primenu. Hemijskim 1 mehanickim modifikacijama moguce je izmeniti njegovu
strukturu. Pored svega toga, hitozan je komercijalno interesantan jer je jeftin, dobija se
deacetilovanjem hitina izolovanog iz ljustura raznih morskih zivotinja (kao $to su $koljke,
rakovi i dr.) i kao nus-produkt pri preradi morskih plodova.®

Upotreba hitozana u obliku sfernih nanocestica pre¢nika do 20 nm ima prednost u odnosu
na prirodni hitozan zbog njegove velike specificne povrSine po jedinici mase, vece
poroznosti i provodljivosti, boljih fotohemijskih i mehani¢kih osobina. Klajn i sar.” i
Biroisar.” su koristili hitozanske nanocestice za imobilizaciju g-galaktozidaze pri éemu
su dobili biokatalizator izvrsne aktivnosti i stabilnosti u poredenju sa slobodnim
enzimom. Biro i sar. su ¢ak poredili aktivnost dobijenog imobilisanog enzima na makro i

nanocestice hitozana i zakljucili da je imobilizacija na nanocestice mnogo efikasnija.
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Tang i sar.”?> su imobilisali neutralnu proteazu na hitozanske nanodestice pri ¢emu je
imobilisani preparat pokazao prinos aktivnosti od 84 %. Hitozan moze biti koris¢en u
obliku membrane sastavljene od nanovlakana za imobilizaciju lipaza.” Procesom
koagulacije magnetnih nanocestica u vodenom rastvoru hitozana dobijaju se hitozan-
magnetne nanocestice koje se takode mogu Koristiti za imobilizaciju enzima. Dokazano
je da nanocestice hitozana poseduju antibakterijsku aktivnost prema E.
coli, Saccharomyces choleraesuis, Saccharomyces typhimurium i Saccharomyces
aureus.”* Nanodestice hitozana presvucene polietilenglikolom su se pokazale kao

izvrstan nosa¢ za lekove i njihovo kontrolisano otpustanje.’®

2.2.3. Uticaj nanostrukture ¢estica na aktivnost i stabilnost imobilisanog enzima
Enzimi su proteini koji se sastoje od lanaca amino kiselina poredanih po odredenoj
sekvenci Sto direktno odreduje njihov oblik, strukturu i biolosku funkciju. Osnovne
jedinice sekundarne strukture enzima su a-heliks i S-ploce ¢iji trodimenzionalni raspored
predstavlja tercijarnu strukturu enzima.’® Nativna konformacija enzima direkno zavisi od
rasporeda i komplementarnosti hidrofobnih regiona kao i elektrostatickih interakcija koje
se formiraju, sa osnovnim termodinamickim uslovom da enzim tezi da zauzme
konformaciju sa najmanjim sadrzajem energije. U prisustvu Cestica dolazi do interakcija
izmedu povrsine Cestice i aminokiselinskih ostataka molekula enzima pri ¢emu se nativna
konformacija enzima narusava, u nekim slu¢ajevima to moze da dovede do gubitka
bioloske funkcije, a u nekim slu¢ajevima dolazi do stabilizacije molekula enzima. Kao
Sto vazi za Cestice milimetarskih pre¢nika, vazi i za nanoCestice da faktori kao Sto su
interakcije stvorene izmedu nosaca i enzima i uslovi imobilizacije (jonska ja¢ina rastvora,
pH, temperatura) imaju presudan uticaj kakvu ¢e konformaciju zauzeti enzim prilikom
vezivanja za nosa¢.”” Imobilizacijom se stabilizuje enzim, tj. vezivanjem za povrsinu
Cestica onemogucéava se spontana promena konformacije enzima karakteristicna za
vodene rastvore. Smanjenjem veli¢ine Cestica nosaca generalno se povecava efikasnost
imobilizacije. Sto su estice manje to je ve¢a povriina za vezivanje enzima dovodeéi do
povecane mase vezanih enzima po jedinici povrsine Cestica, a $t0 je opet U najvecem broju
sluc¢ajeva u vezi sa povecanjem aktivnosti.

Neka istrazivanja pretpostavljaju da se dobro dispergovane nanocestice pokazuju
Braunovo kretanje.”® Prema Anstajnovoj kineti¢koj teoriji pokretljivost i difuzivnost

nanocestica mora da bude manja u odnosu na slobodan enzim zbog njihove relativno vece
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veli¢ine. U slucaju kada je enzim vezan za nanocesticu pretpostavlja se da tokom same
katalize dolazi do spontanog pomeranja nanocestica i da je imobilisan enzim ustvari
inicijator kretanja nanodestica.”® Pa se na osnovu ovih teorija moZe objasniti znacajno
veca aktivnost imobilisanih enzima na nanocestice jer postoji direktna veza izmedu
pokretljivosti i katalitickog ucinka enzima.

Uticaj prisusutva nosac¢a nanometarskih dimenzija na stabilnost enzima je izucavana
imobilizacijom enzima na viSe razli¢itih nanomaterijala. Pracen je uticaj zakrivljenosti
povrsine nosaca na formirane interakcije izmedu enzima i nosaca §to je presudno uticalo
na stabilnost dobijenog imobilisanog sistema. Dokazano je da je uticaj koji zakrivljenost
nanomaterijala ima na strukturu i vezivanje enzima iskljuéivo zavisi od samog enzima.
Pa je tako na primeru adsorpcije ribonukleaze A na nanocestice silike dokazano da sa
poveéanjem velicine Cestica nanosilike dolazi do stabilizacije ovog enzima. Pretpostavlja
se da je zakrivljenost povrSine nosaca u ovom slucaju presudan faktor, jer je imobilizacija
ovog enzima na siliku u obliku plo¢e pokazala kao najbolja u kontekstu stabilnosti.?*
Suprotno ovom enzimu, imobilizacijom lipaze iz C. rugosa na magnetne nanocestice
povecala se njena stabilnost jer je upravo zakrivljenost povrSine nanocestica omogucila
formiranje veéeg broja kovalentnih veza koje su doprinele stabilizaciji enzima.3! Treba
napomenuti i da je recimo u slucaju peroksidaze izolovane iz soje tokom imobilizacije na
ugljeni¢ni nosa¢ nano-dimenzija u obliku Suplje sfere, u uslovima koji odgovaraju
denaturaciji ovog enzima, povecana njena stabilnost za razliku od imobilizacije na

grafitne nanoploce.”®
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2.3. Neporozne nanocestice silike
Medu neorganskim materijalima, silicijum-dioksid (silika) je materijal koji se vec
decenijama primenjuje u imobilizaciji industrijskih enzima zbog dobrih mehanickih i
termalnih karakteristika, biokompatibilnosti, velike otpornosti prema kontaminaciji i
organskim rastvaracima, kao i velike hidrofilnosti ovog materijala time i moguénosti
efikasne modifikacije uvodenjem odgovarajué¢ih supstituenata.® 8 Uglavnom se ove
imobilizacije izvode sol-gel transformacijama rastvora razli¢itih silana. Imobilisani
biokatalizator se dobija tako Sto u toku formiranja strukture gela enzim biva obuhvacen
novonastalom matricom. Tek u novije vreme razvijaju se postupci adsorpcije i kovalentne
imobilizacije enzima na Cestice Silike nano-dimenzija ¢iji je osnovni cilj dobijanje
imobilisanog biokatalizatora vece aktivnosti i stabilnosti.
2.3.1. Industrijski postupci sinteze nanocestica silike
Nanocestice silike su danas dostupne iz komercijalnih izvora i one obi¢no nalaze u obliku
praha ili koloida. Postoji veliki broj industrijskih postupaka sinteze nanocestica silike:
1. vlazan postupak (sol-gel procesi, talozenje),
2. termicki postupak (piro-hidrogenizacija, plazma).
2.3.1.1. Vlazan postupak sinteze nanocestica silike
2.3.1.1.1. Sol-gel proces
Sol-gel proces je najvise koris¢en industrijski postupak za dobijanje ¢istih nanoCestica
silike jer daje moguénost kontrole veli¢ine i morfologije dobijenih Cestica kroz
sistematski monitoring parametara procesa. Sol-gel proces se bazira se na kondenzaciji
silanol grupa, pri ¢emu se formiraju siloksan mostovi (Si-O-Si) koji su osnova strukture
silika nanocestica, §to je prikazano reakcijom:
=Si-OH + Si-OH — =Si-O-Si= + H20
Alkoksidi (Si(OR)s) kao $to su tetrahidroksisilan, tetraetoksisilikat, natrijum-silikat
hidrolizuju u prisustvu kiseline (HCI) ili baze (NH3) i nastaju silanoli, hidroliza je pracena
kondenzacijom koja se izaziva dodatkom elektrolita (soli amonijaka, Br, CI ili 1) ili
promenom pH rastvora pri ¢emu se formiraju primarne Cestice, daljim povezivanjem
hidrolizovanih monomera sa primarnim ¢esticama dolazi do njihovog rasta i nastanka
vecih Cestica (slika 2.6.). Uporedo primarne Cestice agregiraju stvarajuci dimere, trimere
tj. veCe Cestice (sekundarne Cestice). Na kraju oba ova uporedna procesa ili dovode do

nastanka sfernih Cestica ili silika gel mreze.
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Sol-gel proces

Hidroliza | Hidrolizovani monomeri

[Monomer (Si(OR);,)J — silanoli
(HCl ili NH,) (Si-(OH)y)

Kondenzacija
(NH,C1, NH,Br ili NH,])

(-Si-0-Si-)

rast primarnih Eesticlza/ Ngregacija primarnih estica

sferne dimeri, trimeri
v . . .
sekundarne cestice | | tetrameri, oktameri

{Primarne ‘éestice}

[

Slika 2.6. Sematski prikaz sinteze nanocestica silike sol-gel procesom.
PodeSavanjem uslova u kojima se odigrava sinteza uti¢e Se na to da li ¢e do¢i do
formiranja sfernih Cestica ili gela. MeSanje i tretiranje ultrazvukom takode mogu da
sprece stvaranje gela i dobijanje pojedinacnih sfernih Cestica. Dokazano je da prisustvo
Br i I jona smanjuje veli¢inu sintetisanih Cestica za oko 70 %. Nakon sinteze dobijeni
koloidni rastvor Cestica ili gel se susi u cilju $to bolje disperzije sintetisanih Cestica, a kao
rezultat nastaje fini beli prah. Razli¢iti nacini suSenja mogu biti primenjeni kao §to su npr.
suSenje nadkriticnim pritiscima, suSenje zamrzavanjem, suSenje rasprSivanjem ili toplim
vazduhom. SuSenje zamrzavanjem je pokazalo najbolje rezultate $to se tice kvaliteta i
fino¢e dobijenog praha.

Sol-gel postupkom se mogu dobiti ¢estice dimenzija od 5 do 2000 nm. Analizom ovako
sintetisanih Cestica utvrdeno je da je kod nanocestica od 5 nm viSe od polovine atoma Si

na povrsini §to zna¢i da one imaju vise od dve silanol-grupe na svojoj povrsini. Fizic¢ke i
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hemijske osobine silika nanocCestica direkno zavise od broja silanolnih grupa koje
poseduju na svojoj povrSini. Sa smanjenjem povrSine silika nanoCestica raste broj

prisutnih silanolnih grupa $to je direktno povezano sa specifi¢cnom povrsinom &estica.?

2.3.1.1.2. Sinteza taloZenjem
Istalozena silika se dobija dejstvom sumporne kiseline na Na-silikat, Sto je prikazano
reakcijom:
Na20ORSiO2 + H2SOs — RSiO2 + Na2SO4 + H20
gde je R-organo grupa.
Dobijena silika je u formi pojedinacnih Cestica, jer se tokom procesa izbegava geliranje.

Ovaj postupak se danas retko koristi u industrijskim uslovima.
2.3.1.2. Termicki postupak sinteze nanocestica silike

2.3.1.2.1. Piro-hidrogenizacija
Industijskim postupkom piro-hidrogenizacija dobijaju se pirogene nanocestice silike.
Ovaj postupak je otkriven jos 1940. godine, a dizajnirao ga je nau¢nik koji je tada radio
za firmu koja je danas u sklopu kompanije Evonik %, a danas je jedan od najveéih
proizvodaca pirogene silike. Pirogene nanocestice silike su u formi finog, amorfnog,
rastresitog belog praha.
Proces dobijanja se izvodi na visokim temperaturama i sastoji se od vise faza (slika 2.7.)%*:

1. U prvoj fazi se vrsi redukcija kvarca pri ¢emu se dobija silicijum.

2. Dobijeni silicijum tretira se hlorovodoni¢nom kiselinom ili elementarnim hlorom

i dobija se silicijum-tetrahlorid (SiCly).
3. Hidrolizom silicijum-tetrahlorida u plamenu Ha i O2, na temperaturama od 1200-
1500 °C dobija se silika, sto je prikazano reakcijom:
SiCla) + 2H2(g) + O2(g) — SiO2(s) + 4HCl(g)

Deo HCl isparava, a deo se adsorbuje na povrsini silike, stvarajuci tanak sloj, ¢ime se i
objasnjava njen blago kiseli karakter.
Paralelna oksidacija i hidroliza SiCls u plamenu se odigravaju u takozvanoj komori za
sagorevanje, tj. ,flame* reaktorima. Zadrzavanje Cestica u zoni reaktora gde je
temperatura najvisa je od 10 do 100 ms. Ovaj rezim je krucijalan za formiranje primarnih
sfernih Cestica, Cija veli¢ina varira u zavisnosti od uslova procesa (7-60 nm). Veli¢ina
dobijenih primarnih Cestica se moze kontrolisati podeSavanjem temperature procesa,

vremena zadrzavanja &estica u reaktoru, koncentracije prekursora i brzine hladenja.®®
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Treba napomenuti da je na nizim temperaturama u reaktoru dominantna hidroliza, dok se
oksidacija prekursora dominatno deSava u oblastima gde temperatura dostize svoj
maksimum. Hidroliza je ta koja odreduje precnik sintetisanih nanocestica. Nakon
formiranja primarnih cestica, one se dalje povezuju preko novostvorenih siloksan veza,
obrazuju¢i trodimenzionalni lanac (sinterovani agregati), veli¢ine 100-500 nm.
Hladenjem, agregati se povezuju stabilnim fizi¢ko-hemijskim vezama, obrazujuci
tetraedarsku strukturu sa makrocesticama, tzv. aglomerate, veli¢ine i do nekoliko

mikrona.

Industrijski proces sinteze pirogene nanosilike
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Slika 2.7. Sematski prikaz industrijskog postupka sinteze pirogenih silika nanocestica.
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Veli¢inu aglomerata je vrlo tesko utvrditi, jer zavisi od stepena aglomeracije koja je
uravnotezena disperzionim silama. Dobijeni agregati su stabilni, za razliku od aglomerata
koji su nestabilni na spoljasnjim uslovima. Izolovane sfericne Cestice ne postoje kod
pirogene silike.

Tokom industrijske sinteze pirogenih nanocestica silike veli¢ina Cestica i distribucija
primarnih Cestica, samim tim 1 specificna povrSina Cestica, zavisi od temperature i
temperaturnog gradijenta vazdusne struje u plamenu.®® &7

Koris¢enjem Ccistog kiseonika povecava se temperatura procesa, ubrzava se oksidacija
prekursora (SiCls) i olakSava se sinterovanje &estica.®® Kako je proces ograniten
difuzijom i agregacijom, veli¢ina Cestica u nastalom agregatu je ista kao veliina
prvobitnih Cestica, dok se sam agregat dalje razlikuje od ostalih agregata (odnosno
njihovih Cestica), koji nastaju u procesu. Pove¢anjem specifi¢ne povrsine, sa jedne strane,
smanjuje se prosecna veli¢ina primarnih Cestica, a sa druge strane, smanjuje se i raspodela
agregata.

Dokazano je i da prisustvo Na* i K* jona dovodi do smanjenja veli¢ine sintetisanih
primarnih Gestica ali ne i do smanjenja veli¢ine dobijenih agregata.8” Dodatkom ferocena
(Fe(CsHs)2) se moze smanjiti broj velikih agregata i povecati specificna povrSina
primarnih silika estica.’®

2.3.1.2.2. Plazma postupak

Plazma postupak sinteze silika nanocestica se sastoji u tome da se formiranje Cestica vrsi
u termickim plazma reaktorima. Termicke ili tople plazme se karakterisu velikom
gustinom elektrona od 10% do 10%% po m® i najéesée su napravljene od grafita. Kao gasovi
u ovim reaktorima se koriste azot i argon.® Vreme zadrzavanja &estica u plazma reaktoru
je oko 1 s. Nakon izlaska iz plazma reaktora Cestice se hlade i skupljaju u ciklonu.

Ovaj postupak sinteze silika nanocestica je joS uvek u fazi istraZivanja.
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2.3.2. Poredenje fizickih karakteristika nanocestica silike
Fizi¢ka svojstva razli¢itih tipova nanoCestica Silike (poroznost, veli¢ina i raspodela
Cestica), direktno zavise od nacina sinteze, a sumirane i prikazane su u Tabeli 2.2.

Tabela 2.2. Svojstva nanocestica silike dobijenih razlicitim postupcima.

Termicki postupci Viazni postupci
Karakteristike Pirogena Plazma Sol-gel IstaloZena
silika silika silika silika
Specificna povr§ina
(m?/g) 50-400 150-200 300-1000 60-300
Gustina kompaktnih
delova 90-120 120-150 90-160 160-200
(9/1)
pH
(5% rastvor) 3,6-4,3 3,5-4,2 4,0-7,5 6,5-7,5
Viaznost, %
<15 <2,0 5,0 6,0
Koncentracija silanol
grupa 2-4 2-3 4-8 8-10
(grupa/nm?)
Veli¢ina primarnih
Cestica 7-40 - - 10-30
(nm)
Prosecna velic¢ina
Cestica 0,8 4-8 4-10 1,5-10
(um)

2.3.3. Pirogene nanodestice silike
Ovaj tip silika nanocCestica bi¢e primenjen u eksperimentalnom delu doktorske disertacije

pa ¢e njegove karakteristike biti detaljnije analizirane u ovom delu rada.

2.3.3.1. Struktura

Pirogene nanocestice Silike se sastoje od nepravilno grupisanih tetraedara SiOg, rastresite
su i amorfne (slika 2.8.). Jedan atom silicijuma je okruzen sa 4 atoma kiseonika
formiraju¢i tako tetraedar u Cijem centru je atom silicijuma, dok se kiseonici nalaze u
uglovima tetraedra. Svaki od 4 atoma kiseonika daje po jedan elektron atomu silicijuma
¢ime on zaokruzuje svoju energetsku ljusku 1 postaje veoma stabilan. Medutim, po jo$
jedan elektron od svakog od 4 atoma kiseonika ostaje slobodan i oni mogu da ga daju jos
jednom atomu silicijuma i da se tako formiraju jos cetiri tetraedara. Grupisani tetraedri su
povezani atomima kiseonika. Citava mreza povezanih tetraedara &ini strukturu

nanocestica silike. Energija Si-O veze je dva puta veca od energije Si-Si veze i ve¢inom
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je kovalentne prirode pa je iz tog razloga favorizovano njeno stvaranje. Ugao Si-O-Si
mosta (veze) varira od 120 do 180°, a rastojanje izmedu Si 1 O atoma je oko 162 nm.
Nepopunjene 3d orbitale Si atoma omogucéavaju stvaranje veze sa atomima kiseonika jer
su u stanju da prihvate elektrone koje sa sobom donose atomi kiseonika. Ovo ima za
posledicu da je Si-O veza nesto krac¢a nego $to je o¢ekivano i moze se primetiti da je pn-
dn karakter dvostruke veze prisutan. Drugim re¢ima izostaje oekivana sp® hibridizacija
O-atoma jer su O-atomi u vecoj meri sp? hibridizovani, §to je osnovni razlog postojanja
Sirokog spektra uglova izmedu atoma u Si-O-Si vezi.?® Na osnovu ve¢ navedenih razloga
da je SiOs tetraedar ustvari jedna veoma rigidna i stabilna jedinica koja se moze

povezivati medusobno i tako stvarati sfere, prstenove, lance ili ploce.”*

Slika 2.8. 3D sematski prikaz Si-O-Si mostova.
U strukturi silike nanoc€estica moze do¢i do raskidanja Si-O-Si veza pri ¢emu je moguce
da se kiseonik veze za H-atom prisutne vode u toku procesa sinteze i da se tako nagradi

siloksan veza (Si-OH) (slika 2.9.).

H Vicinalna Geminalna

silanol grupa

Izolovana @& _____ %
#Silanol grupa

Povr$ina nanodestice silike

Slika 2.9. 3D prikaz povrsine nanocestice silike 1 vrste prisutnih silanol gupa.
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Uprkos ¢injenici da atomi kiseonika imaju manju elektronsku gustinu, jer su elektroni
privucéeni od strane Si-atoma, oni mogu biti protonovani tj. mogu vezati atom vodonika.
O-atom u Si-O-Si vezi se ponasa kao slaba Lewis-ova baza.%? Silanolne grupe koje se
nalaze na povrsini silika nanocestica su kiselije od odgovaraju¢ih komplementarnih
alkohola, i u Sirokom pH opsegu se nalaze deprotonovane. Silanolne grupe imaju
tendenciju da se ponaSaju kao donori protona prilikom gradenja vodoni¢nih veza.
Teorijski bi bilo mogucée i da se kiseonik iz prekinute Si-O-Si veze (Si-O-) veze za
kiseonikov atom drugog tetraedra pri ¢emu bi se nagradila Si-O-O veza, ali je dokazano
analizom strukture da se to ne deava, kao i §to je stvaranje Si-Si-Si veza jako retko.”
Od koncentracije silanol grupa prisutnih na povrs$ini zavisi reaktivnost silike. Postoje tri
vrste silanol grupa®: izolovane silanol grupe (85% od ukupnog broja silanol grupa),
geminalne silanol grupe (dve silanol grupe na jednom atomu Si) i vicinalne silanol grupe
(dve susedne silanol grupe, povezane vodoni¢nim vezama) (Slika 2.9.).

Kao $to je ve¢ naznaceno veliki je izazov da se postupkom piro-hidrogenizacije dobiju
neaglomerisane nanocestice silike, tj. sintetisati ih tako da se dobiju pojedinac¢ne sferne
Cestice ¢iji je precnik manji od 100 nm. Kako bi se utvrdio stepen aglomeracije kao i
struktura, veli¢ina i karaker povrSine dobijenih nanocestica najcesce se koriste sledece
tehnike: transmisiona elektronska analiza (TEM), BET merenja, termogravimetrijska
analiza (TGA), Furijerova (Fourier) transformaciona infracrvena spektroskopija
(FTIR).** Konkretno TEM analizom se moze utvrditi oblik i veli¢ina nanosilika estica.
FTIR i TGA omogucavaju odredivanje strukture samih nanocestica, odredivanje
prisustva kontaminacije i koncentracije prisutnih silanol grupa na povrsini nanocestica.
BET merenja daju mogucénost da se odredi specifi¢na povrsina nanocestica Silike.
2.3.3.2. Karakterizacija

2.3.3.2.1. TEM analiza nanocestica silike

TEM analiza se koristi za direktno slikanje nanocestica kako bi se kvantativno utvrdila
veli¢ina, oblik, prisustvo agregata, distribucija veli¢ina i morfologija nanocestica pomocu
visokorezolucionog transmisionog elektronskog mikroskopa. Granica uvecanja
mikroskopa odredena je talasnom duZinom koriS¢ene ,,elektronske svetlosti“. S obzirom
je talasna duzina ,elektronske svetlosti 10* puta manja od talasne duzine vidljive
svetlosti granica uvecanja posmatranih nanocestica elektronskim mikroskopom je

2000000 puta. Izvor elektrona je vlakno (termoelektronska emisija), elektroni se potom
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ubrzavaju na anodi (100 keV) i fokusiraju u kondenzorskom so¢ivu do odredenog
dijametra nakon ¢ega se usmeravaju na ispitivane nanocestice. Slika se formira na osnovu
rasejavanja elektrona na atomima i defektima posmatranih nanocestica. Elasti¢no
rasejanje elektrona je odgovorno za nastanak difrakcionih slika, dok neelasti¢no rasejanje
elektrona na nehomogenim delovima nanocestica (granicama cestica, defektima i dr.)
proizvodi lokalne prostorne varijacije u intenzitetu transmitovanog elektronskog snopa i
omoguéava dobijanje klasi¢ne elektronske transmisione slike nanodestica.*® Nanogestice
se pripremaju za analizu stanjivanjem sloja nanocestica do transparentne debljine
(debljina sloja manja od 200 nm) ili uzimanjem otiska sa povrsine nanoéestica (replika).%
Na slici 2.10. su uporedene TEM analizom nanocestice Silike dobijene razli¢itim
postupcima. Uporedene su strukture industrijski sintetisanih sfernih nanocestica silike
(637238 ALDRICH, 15 nm) i laboratorijski sintetisanih Steberovom metodom
nanodestica silike (50 i 100 nm).®” Slika 2.11. predstavlja uporednu TEM analiza
pojedina¢nih nanocestica silike (A) i formiranih aglomerata (B) dobijenih postupkom

piro-hidrogenizacije.%®

Slika 2.11. TEM analiza nanocestica silike: A) pojedinacne sferne cestice i B)

aglomerati nanocestica silike.%®

2.3.3.2.2. BET merenja nanocestica silike
Specifi¢na povrsina nanocestica (SA) se odredjuje pomoc¢u BET merenja. Ovu metodu su

razvili Brunauer, Emet i Teler 1938. godine snimajuci izotermnu adsorpciju monosloja
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azota na povrsini silike. Sustina ove tehnike je izucavanje veli¢ine koja pokazuje koji deo
gasa se adsorbovao na povrsini ispitivanih nanocestica. Adsorpcija gasa se meri tako Sto
se koristi uredaj ,,adsorpciona vaga“ kod koje se adsorbens (nanocestice) nalazi u
platinskoj posudi koja je okacena o spiralu od kvarcne niti. Adsorbat (azot) se nalazi na
dnu staklene cevi u kojoj se nalazi i spirala sa posudom. Spirala je kalibrisana tako da bilo
koja elongacija odgovara odredenoj masi. Princip metode je da se adsorbat zagreva
pomocu posebne peci i koli¢ina adsorbovanog gasa se direktno meri povecanjem mase
adsorbenta (istezanjem opruge). Merenja se vrSe za niz pritisaka da bi se dobila
adsorpciona izoterma (slika 2.12. (A)). Na osnovu odredene koli¢ine adsorbovanog gasa
moze se pomoc¢u Avogadrovog zakona izraunati koliko je to u stvari molekula. Kako je
poprecni presek jednog molekula gasa (azota) poznat moze se preracunati kolika je
povriina odnosno specifi¢na povrsina ispitivanih nanodestica. * Podaci koji se dobijaju
BET merenjem omogucavaju da se procene svojstva nanocestica kao §to su hemijska
aktivnost, meducesti¢no trenje, adsorpcija, kataliticka svojstva i kontaminacija.

Huang i sar. su na osnovu BET merenja odredili da nanocestice silike imaju veliku
specifiécnu povrsinu (SA) (od 50-400 m?%g), $to omoguéava dobru interakciju sa
medijumom tj. ima veliku reaktivnost. Na osnovu specifi¢ne povrsine nanocestica moze
se izraCunati pre¢nik primarnih nanocestica silike dp po formuli:

d, = 6/(pp * SA), gde je pp gustina nanodestica SiOz i koja iznosi 2,2 g/cm? (slika 2.12.
(B)).100

250
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Slika 2.12. Adsorpciona/desorpciona izotermna azota na nanocestice silike (A4).

Distribucija precnika nanocestica silike (B).*%
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2.3.3.2.3. TGA analiza nanocestica silike

Termogravimetrijska analiza (TGA) je metoda termalne analize koja se temelji na
merenju promene mase uzorka kao funkcije temperature ili kao funkcije vremena (pri
konstantnoj temperaturi). TGA je Siroko primenjivana metoda koja se Koristi za
karakterizaciju i identifikaciju materijala, odredivanje sastava uzorka, odredivanje udela
organskog rastvaraca u uzorku, nec¢istoca u uzorku (pepeo) i aditiva, kao i mehanizama i
kinetike razgradnje. Uredaj za termogravimetrijsku analizu u osnovi se sastoji od precizne
vage povezane s posudom za uzorak koja se nalazi unutar pecnice koja omogucuje
zagrevanje uzorka. Rezultati merenja prikazuju se grafikom zavisnosti mase od
temperature u slucaju da se tokom merenja menja temperatura ili zavisnost mase od
vremena ukoliko je temperatura prilikom merenja konstantna.

2.3.3.2.4. FTIR analiza nanocestica silike

Tehnika infracrvene spektroskopije sa Furijeovom (Fourier) transformacijom (FTIR)
koristi upadno zracenje Siroke spektralne oblasti (polihromatsko zracenje) za utvrdivanje
strukture materijala. Posle interakcije sa uzorkom u reflektovanom spektru je smanjen
intenzitet na onim talasnim duzinama koje uzorak apsorbuje. Apsorpcioni spektar se
dobija oduzimanjem spektra reflektovanog zraka od spektra referentnog zraka. Spektar
se dobija matematickim ras¢lanjivanjem polihromatskog zracenja na monohromatske
komponente i prikazivanjem u vidu frekvencija-intenzitet. Prednost ove tehnike nad
klasi¢énom tehnikom skanirajuée infracrvene spektroskopije je $to vreme snimanja koje
ukljucuje obasjavanje uzorka polihromnim snopom, i izracunavanje dijagrama intenzitet-
frekvencija (vreme snimanja) krece u intervalu 0,05 do 1s, pa se snimanje za kratko vreme
moze visestruko ponoviti i akumulacijom signala znatno smanjiti odnos signal/§um.?
FTIR analizom nanocestica sSilike se moze utvrditi njena struktura (slika 2.13.).
Literaturno je dokazano da se kristalna struktura nanosilika ¢estica pokazuje pik na 1088
cm™ koji predstavlja asimetri¢ne valencione vibracije prisutnih Si-O-Si grupa, dok pik na
815 cm! je posledica simetri¢nih valencionih vibracija istih ovih grupa. Ovo je uskladu
sa standardnim IR spektrom silike. Pik na 3500 cm™ na spektru silika nanogestica je dokaz
prisustva Si-OH grupa. Adsorbovana voda se moze detektovati na osnovu pika na 1635

cmt.80
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Slika 2.13. FTIR spektar nanocestica silike.*%®

2.3.3.3. Svojstva i primena pirogenih nanocestica silike
Pirogene nanocestice Silike su veoma privlacan materijal za primenu u biotehnologiji
zbog toga S§to je relativno jeftin, hemijski inertan, termostabilan i biokompatibilan.
Nanocestice silike su poslednjih dve decenije privukle veliku paznju zbog moguénosti
njihove primene u katalitickim i separacionim postupcima, U biomedicini kao biosenzori
I pogodan su materijal za adsorpciju razli¢itih biomolekula (proteini, peptidi, DNK,
antigeni-antitela).1%*1% Veli¢ina nanocestica silike je u opsegu od 10 do 100 nm. Stabilna
struktura ovih nanocestica omoguéava da one budu otporne prema mehani¢kom pritisku
i degradaciji. Takode, one imaju veliku specifiénu povrsinu (> 200 m? g1) §to omoguéava
vezivanje velike koli¢ine biomolekula. Poseduju izuzetnu stabilnost u rastvorima sa
visokom koncentracijom soli (npr. 0.15 M NaCl) pri pH>10,5.2%" Apsorbuju infracrvenu,
vidljivu 1 ultraljubicastu svetlost. Interaguju sa magnetnim poljem pri ¢emu funkcionalne
grupe silike unutar njene strukture zadrzavaju svoje originalne opticke 1 magnetne
osobine. Povrsina nanocestica Silike moze biti funkcionalizovana.

2.3.4. Svojstva pirogenih komercijalnih nanodestica silike-Aerosil 380
U ovoj disertaciji kori$¢ena je pirogena silika Aerosil 380 koja spada u grupu hidrofilnih
prahova SiOz i njena svojstva data su u Tabeli 2.3.1% Proizvodi je Aerosil (Esen,
Nemacka) koji je jedan od najveéih proivodaca pirogene silike na svetu, 2015. godine je
je ova kompanija ostvarila zaradu od 13 milijardi dolara.X®® Aerosil 380 je komercijalna
neporozna nanosilika koja ima specifi¢nu povrsinu od 380 m?/g (slika 2.14.). TEM slika
Aerosil 380 je prikazana na slici 2.14.
Primena pirogene silike Aerosil je raznovrsna: kao oja¢avajuce punjenje silikonskih guma
(oko 55 % upotrebe pirogene silike je za ove potrebe), kao osnovni agens (supstrat) za
boje 1 polimere, kao aditiv koji doprinosi jacanju polimera, kao boja 1 mastilo i dr.
Istalozena silika se koristi kao punilac za gume. Koristi se i u prehrambenoj industriji i

kozmetici kao gelirajuéi i suspendujuéi reagens u sklopu razli¢itih formulacija.t®
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Konkretno u kozmetici se koristi kako bi se povecala termicka stabilnost karmina. U
prehrambenoj industriji se koristi kao sastojak dehidriranih proizvoda u prahu kao §to su
npr. supe, zadini i osvezavajucéa pica.!!! Silika Aerosil ispunjava kriterujim &istoée za
upotrebu kao aditiva u hrani E551 u skladu sa regulativom Evropske Unije 231/2102.11?

Tabela 2.3. Svojstva komercijalne pirogene silike-Aerosil 380.1%

Gubitak  mase  pri

Osobine Aerosil 380 zagrevanju2h,1000°C < 2,5%
Ponasanje prema Hidrofilan pH 4 % suspenzija 3,6-4,3 %
vodi
Izgled beo prah Sadrzaj SiO2 99,8 %
BET specifi¢na 380 + 30 Safrzaj Al2O3 0,05 %
povrsina m?/g
Srednja veli¢ina 7nm Sadrzaj Fe203 0,003 %
precnika ¢estica
Nasipna gustina 50 g/dm?3 Sadrzaj TiO2 0,03 %
Sadrzaj vlage nakon <15% Sadrzaj HCI 0,025 %
2h, na 105 °C
Prosecna gustina 50
(9/h)
Cistoéa 99,8
(% sadrzaj SiO»)

s WO 10.¢

Slika 2.14. (A) TEM analiza pirogene silike Aerosil 380.1%° (B) 3D prikaz nanocestice

silike.
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2.4. Hemijska modifikacija nanocestica silike
Hemijskom modifikacijom povrSine nanocestica moze se posti¢i da se na jednostavan
nacin na njihovu povrsinu uvedu razlicite funkcionalne grupe kao $to su npr. aldehidne,
epoksidne, tiolne, amino, karboksilne i dr. Direktni pozitivni efekti hemijske modifikacije
povrsine nanocestica su:
1. veca moguénost vezivanja biomolekula od interesa,
2. sprecavanje aglomeracije 1 nespecificnog vezivanje izmedu nanocestica koje su
posledica njihovog malog hidrodinami¢kog radijusa i velike specifi¢ne povrsine,
3. poboljsavanje mehanic¢kih i fizickih osobina nanocestica ¢ime se prosiruje
mogucénost njihove primene.*®
Fizi¢ke, mehanicke i hemijske osobine dobijenih hemijski modifikovanih nanocestica ¢e
zavisiti od njihove primarne strukture (jezgra) kao i od formiranog filma modifikujuceg

agensa na njihovoj povrsini (slika 2.15.).

+1 1+ Potencijal
NE N povriine

Funkcionalnost
pm'r‘§ine
R (NH,, COOH, COH...)

_ ~ Gustina uvedenih
“? funkcionalnih grupa

Hidrofilni/Hidrofobni
balans

Slika 2.15. Faktori koji se mogu modifikovati pravilnim izborom tehnike i polimera za
modifikaciju povrsine nanocestica.
Povr$ina neorganskih nanocestica moze se funkcionalizovati:

1. organskim polimernim molekulima i to na dva nacina: formiranjem hemijskih
veza izmedu organskih polimera i nanocestica (kovalentno vezivanje) i fizickom
adsorpcijom organskih polimera na povr§inu neorganskih nanocestica.

2. modifikujuc¢im reagensima neorganskog ili organsko-neorganskog porekla koji se

vezuju za povrsinu nanocestica kako adsorbcijom tako i kovalentnim vezama.
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Izborom odgovaraju¢eg modifikatora i tehnike modifikacije moze se kontrolisati
potencijal, vrsta funkcionalnih grupa uvedenih na povrSinu nanocestica, gustina i debljina
dobijenog filma na povrsini nanocestica, kao i balans izmedu hidrofilnosti i hidrofobnosti
povrsine (Slika 2.15.).

U poslednje vreme, posvecena je velika paznja modifikovanju povrSine neorganskih
nanocestica metodama koje obuhvataju kovalentno vezivanje modifikatora posto to vodi
ka moguénosti stvaranja jacih interakcija izmedu modifikatora i nanocestica.

2.4.1. Modifikacija fizickom adsorpcijom modifikatora na povrS§inu nanocestica
Prilikom modifikacije povrSine neorganskih nanocestica fizickom adsorpcijom
molekulima organskih polimera ili modifikujucijih reagenasa dominantno se formiraju
slabe van der Valsove sile ili vodoni¢ne veze sa povrSinom nanocestica. S obzirom da su
formirane veze slabe i nestabilne, fizi¢ki adsorbovani molekuli organskih polimera ili
modifikuju¢ih reagenasa na povrSini nanocestica su termicki nestabilni i rastvorljivi.
Nestabilnost formiranog filma na povrsini nanocestica predstavlja glavnu manu ove
metode modifikacije ¢ime je ograni¢ena moguénost njene upotrebe. Radi poboljsanja
metode modifikacije fizickom adsorpcijom molekulima organskih polimera povrsine
nanocestica veoma cesto se koriste surfaktanti ili makromolekuli koji ¢e smanjiti
privlacne sile izmedu samih nanocestica i time omoguciti bolju adsorpciju polimera na
pojedinacne Cestice. U te svrhe se naj¢escée koriste oleinska i stearinska kiselina.
Konkretno, Grazdik i sar.* su modifikovali nanogestice silike  3-
aminopropiltrietoksisilanom (APTES) u metanolu i izobutilketonu. Oni su takode tretirali
nanocestice silike i oleinskom kiselinom u heksanu. FTIR i TGA analizom dobijenih
modifikovanih nanocestica pokazalo se da polarne grupe oleinske kiseline selektivno
adsorbuju na povrsinu nanocestica Silike formirajuéi pritom elektrostaticke interakcije
¢ime se smanjuju privlacne sile izmedu nanocestica silike onemogucéavajuci tako
stvaranje aglomerata izmedu nanocestica. Prilikom modifikacije sa APTES molekulima
bolje se pokazao izobutilketon kao rastvarac, jer su dobijene pojedinacne modifikovane
nanocestice dok su u metanolu nastali agregati nanocestica. Treba napomenuti da su i

APTES i oleinska kiselina u ovom slucaju adsorbcijom vezani za nanocestice silike.
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2.4.2. Modifikacija kovalentnim vezivanjem organskih polimera na povrsinu
nanocestica
Postoje dva glavna pristupa hemijskog vezivanja polimernih lanaca na povrsinu silike:
1. kovalentno vezivanje krajnjih funkcionalnih grupa organskih polimera na
povrsini, to jest "grafting” metod,
2. i,,insitu polimerizacija gde rast monomera startuje inicijacijom, pa se graftovani

polimer dobije sintezom polimera iz polaznog monomera oko nanocestica.

2.4.2.1. Modifikacija nano¢estica ,,grafting* metodom
Modifikacija povrsine nanocestica graftovanjem polimernih lanaca je kori$¢ena u vise
polja nanotehnologije. Ovaj proces je naSao primenu u:

1. sintezi biomaterijala za koje se mogu vezati ¢elije i kod kojih ¢elijska adhezija i

proliferacija mora biti unapredena radi bolje biokompatibilnosti,
2. U sintezi nosaca za kovalentnu imobilizaciju peptida i enzima, kao i za vezivanje
razli¢itih biomolekula kao $to su DNK, antitela, lipozomi i dr.

Nanocestice oksida metala (Al203, Fe304, SiO2, TiO2 i ZnO) imaju slobodne hidroksilne
grupe na svojoj povrsini koje se nalaze kao zavrseci kristalnih reSetaka koje ¢ine osnovnu
strukturu, tj. jezgro ovih nanocestica. Formiranjem vodoni¢nih veza izmedu ovih
hidroksilnih grupa i molekula vode dolazi do hidratacije povrSine nanocestica pri ¢emu
su molekuli vode organizovani u vise slojeva oko nanocestice. Polarnost 1 gustina
naelektrisanja jezgra Cestica diktira debljinu formiranog sloja vode oko nje. Upravo
hidroksilne grupe su u stanju da reaguju sa razli¢itim agensima kao $to su karboksilne
kiseline, sumporna 1 fosforna kiselina, kao 1 bifunkcionalni kuplujuéi agensi
(organosilani), omogucavajuéi time dobru podlogu za primenu razli¢itth metoda za
modifikaciju nanocestica. Medutim, reaktivnost povrSine nanocestica oksida metala
zavisi¢e od reaktivnosti katjona metala od kog je sastavljena, njegovog koordinacionog
broja i stepena oksidacije.
Bifunkcionalni kuplujuc¢i agensi, organosilani, se najces¢e koriste kao sredstva za
kovalentnu modifikaciju-,,grafting” metodom.!®® Struktura kuplujuéih agenasa moze se
predstaviti kao RSiX3 gde X predstavlja hidrolizibilnu grupu koja je etoksi ili metoksi
grupa, a R predstavlja organsko-funkcionalni deo ovih molekula (slika 2.16.).
Reakcija silanizacije je reakcija kojom se povrSina nanocestica oksida metala modifikuje

pomocu organosilana, kako u vodenoj sredini tako i u prisustvu organskih rastvaraca.
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Prilikom modifikacije povrSine nanocestica oksida metala organosilanima hidrolizibilna
grupa X reaguje sa hidroksilnom grupom na povrsini nanocestice pri ¢emu se odvaja
alkohol (metanol ili etanol), a stvara kovalentna veza izmedu organosilana i povrsine
nanocestice. Kao posledica kovalentnog vezivanja ovih agenasa razli¢ite terminalne
funkcionalne grupe organo grupa R bivaju uvedene na povrs$inu nanocestica. U zavisnosti
od vrste terminalne funkionalne grupe koju poseduje organosilan koris¢en prilikom
modifikacije moze se kontrolisati hidrofobnost, odnosno hidrofilnost povrSine dobijene
modifikovane nanocestice. U poslednje vreme ulaze se veliki trud kako bi se razvili
razli¢iti tipovi silanskih polimernih lanaca (R grupe organosilana), posebno onih koji
imaju slobodnu hloridnu, tiolnu, karboksilnu, cijano ili amino grupu upravo zbog

sposobnosti ovih grupa da vezu veée biomolekule od interesa (slika 2.16.).

Organosilan sa Organosilan sa Organosilan sa Organosilan sa Organosilan sa
amino tiolnom karboksilnom fenilamino hloridnom

funkcionalnom funkcionalnom funkcionalnom funkcionalnom funkcionalnom
grupom grupom grupom grupom grupom

p -"/ft_mkciona!na grupi—g

: Y E‘R
opéan.fki deo mnlekil[a w

L

R-organe funkeionalni kraj

Organosilan sa metoksi grupama Organosilan sa etoksi grupama

OPSTA FORMULA BIFUNKCIONALNOG KUPLUJUCEG AGENSA &
ORGANOSILANA

Slika 2.16. Sematski prikaz molekula organosilana.
Treba napomenuti da je reakcija silanizacije atraktivna pre svega zbog hemijske veze koja
se stvara izmedu povrSine silike 1 silana, kao 1 zbog ¢injenice da pri ovom procesu skoro
da ne dolazi do adsorpcije molekula silana na povrsinu §to je sluc¢aj kod sli¢nih vrsta

postupaka.
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Hemijska modifikacija reakcijom silanizacije nanocestica silike je proucavana
koris¢enjem aminosilana kakvi su npr. 3-aminopropiltrimetoksisilan (APTMS) i 3-
aminopropiltrietoksisilan (APTES) zbog znac¢ajnih pogodnosti koji ovi organosilani daju
u kontekstu razumevanja samog postupka modifikacije povrsine.*® 17 Prilikom
modifikacije silika nanoc¢estica aminosilanima, povrsina dobijenih modifikovanih silika
nanocCestica je bogata amino grupama koje su pre svega pogodne za dalju modifikaciju
zbog svoje reaktivnosti. Dalja modifkacija amino-modifikovanih nanocestica ima za cilj
da omoguc¢i kovalentno vezivanje biomolekula. Biomolekuli se na povrsinu bogatu amino
grupama mogu vezati isklju¢ivo adsorpcijom, pa otuda potreba za daljom modifikacijom.
2.4.2.1.1. Mehanizam reakcije silanizacije
Radi §to boljeg razumevanja mehanizma reakcije silanizacije uzet je primer modifikacije
nanocCestica silike 3-aminopropiltrimetoksisilanom (APTMS-om) u vodenoj sredini.
Stabilan monosloj aminosilana u obliku mreze formira se na povr$ini nanocestica silike u
tri korakall’ 18
1. U prvom koraku u prisustvu vode dolazi do hidrolize metoksi grupa APTMS-
a, kao rezultat nastaju silanoli i oslobada se alkohol (metanol). Na slici 2.17.

je prikazan prvi korak reakcije silanizacije.

L]

L
APTMS-silanol

Slika 2.17. Sematski prikaz prvog koraka reakcije silanizacije.

2. U drugom koraku dolazi do povratne reakcije kondenzacije izmedu dva
molekula APTMS-silanola pri ¢emu se formira oligomerni lanac APTMS-a

kao $to je prikazano na slici 2.18.
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Slika 2.18. Sematski prikaz drugog koraka reakcije silanizacije.

3. U trecem koraku silanolne grupe formiranih oligomernih lanaca APTMS-a
reaguju sa Si-OH grupama koje se nalaze na povrsini silika nanocestica
formirajuc¢i prvo vodoni¢ne veze, a potom dolazi do formiranja i kovalentnih
veza $to za posledicu ima formiranje monosloja APTMS-a u vidu lateralne
siloksan mreZe u kojoj su amino grupe orijentisane ka spolja u odnosu na

povrsinu silike (slika 2.19.).

. Monosloj
™ APTMS-a

Povriina 4
silika nanotestice B S -

APTMS-silanol

Nanodestica silike

_________________

Slika 2.19. Sematski prikaz treceg koraka reakcije silanizacije.

Treba napomenuti da, kada se reakcija silanizacije odigrava u organskom rastvaracu, ne
dolazi do formiranja oligomernih lanaca organosilana nego oni hidrolizuju pojedina¢no u
dodiru sa povrSinom gde postoji sloj fizi¢ki ili hemijski adsorbovane vode, jer u
organskom rastvaracu zbog odsustva molekula vode nije moguée da dode do hidrolize.

Nakon hidrolize dobijeni pojedinacni organosilanol vezuje se kovalentno za povrsinu
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silika nanocestica formiranjem siloksan veza. Dakle, moze se zakljuciti da se i hidroliza
i kondenzacija molekula organosilana u organskom rastvaracu desava isklju¢ivo na samoj
povrsini nanocestice silike. U zavisnosti od organskog kraja koris¢enog organosilana za
modifikaciju rastvara¢ moze, a i ne mora, biti potreban.
Mnogi eksperimentalni rezultati su, medutim, sugerisali da je ovo dosta upro$¢eno
objasnjenje po kome je sama reakcija Silanizacije idealizovana, dok je u realnosti sam
proces zapravo mnogo kompleksniji i osetljiv na uslove u kojima se odvija. Uticaj koji
uslovi reakcije (temperatura, prisustvo vode, rastvara¢ I vreme trajanja reakcije) imaju na
strukturu formiranog APTMS filma na povrs$ini nanocestica prou¢avan je pomoc¢u FTIR-
spektoskopije. Konkretno proucavana je struktura APTMS monosloja formiranog na
povrsini nanocestice prilikom odigravanja reakcije u anhidrovanom toluenu, a doslo se
do zakljucka da postoje najmanje tri vrste APTMS molekula u formiranom monosloju i
to:
1. Pojedina¢ni APTMS molekuli koji su hemijski vezani za povrsinu silike (slika
2.20. A).
2. APTMS molekuli kondenzovani sa drugim molekulom APTMS-a pri ¢emu
formiraju lanac koji je hemijski vezan za povrsinu silike (slika 2.20. B)
3. Fizi¢ki adsorbovani molekuli APTMS-a (slika 2.20. C).

A b H B C _‘
H
“"Q ; x ¥ "
@ M @ 9 ¢ Fizitki
) 11 Kovalentno vezani g adsurhm ani
-t preko Si-O-Si mostova 3 i APTMS
© ¥ : molckull

dinaéni APTMS molekuli
pq]e inatni mofekul molekuli

Kovalentno vezani
Pm rdina silika

H .
....... \ o | nanocestice
g PSR Lo

Slika 2.20. Sematski prikaz vrste APTMS molekula vezanih za povrSinu nanocestica
silike.
Najveci problem stvaraju adsorbovani molekuli APTMS-a koji narusavaju strukturu i
stabilnost monosloja formiranog na povrsini silike i oteZavaju imobilizaciju biomolekula.
Sonifikacijom modifikovanih nanocestica silika nakon zavrSene reakcije silanizacije
dolazi do desorpcije APTMS molekula i dobija se mehanicki stabilniji monosloj na
njihovoj povrsini.tt°
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2.4.2.1.2. Faktori koji uti¢u na reakciju silanizacije

Na sam proces silanizacije uticu mnogobrojni faktori, kao §to su broj grupa koje mogu
hidrolizovati u molekulu organosilana, temperatura, priroda rastvora u kome se proces
odvija, koli¢ina vode u toku reakcije, kao i vodeni film koji se moze formirati na povrsini
silike.

Uticaj vode na proces silanizacije

Vodeni film adsorbovan na povrsini silike i koli¢ina vode U reakcionoj smesi znacajno
utiCu na graftovanje, zbog cega je ova reakcija izvodena u dva razli¢ita rastvora. Dobijeni
podaci su poredeni kako bi se optimizovali uslovi pod kojima je najbolje da se izvodi ova
modifikacija. Silanizacija je radena u kiselom vodenom rastvoru (pH=3-5) i u
anhidrovanom toluenu upravo da bi se ogranicila koli¢ina nekovalentno vezanih
molekula silana i koli¢ina vode.%

Tretmanom u anhidrovanom toluenu dobija se homogenija i stabilnija povrSina sa znatno
manje nekovalentno vezanih molekula silana za razliku od graftovanja izvrSenog u
kiselom vodenom rastvoru. Ustanovljeno je da homogenost povrsine direktno zavisi od
koli¢ine vode na povrsini silike, tj. da se broj vezanih agregata silana znatno povecava $to
je veca hidratacija. Voda katalizuje reakciju kondenzacije izmedu dva molekula silana i
time dolazi do stvaranja agregata koji narusavaju homogenost povrsine.!°

Problem stvaranja agregata moze se resiti 1 dodavanjem 99 %-nog metanola, pri ¢emu ¢e
se ravnoteza u reakciji kondenzacije izmedu dva molekula silana pomeriti u suprotnom
smeru. Ipak 1 u anhidrovanom rastvoru na povrsini silike pojavice se odredena koli¢ina
vode, ali ova voda je potrebna jer katalizuje reakciju kondenzacije izmedu silike 1
hidrolizovanog silana. Povrsina silike je hidrofilna ako se silanizacija vrsi u kiseloj
sredini, dok je u anhidrovanoj sredini povrSina silike hidrofobna.

Pre reakcije silanizacije u kiselom vodenom rastvoru moze se izvesti priprema povrsine
silike kako bi se smanjila koli¢ina adsorbovane vode na njenoj povrSini. Ona se odvijau
tri koraka: CiS¢enje povrsine, hidroliza povrSine 1 suSenje. Proces ¢iS¢enja povrsine se vrsi
u kljucalim vodenim rastvorima metanola, dihlormetana i na kraju u rastvoru acetona.
Posto je koli¢ina adsobovane vode na povrsini silike ili vode prisutne tokom reakcije
silanizacije klju¢na za reakciju izmedu silana 1 silike, povrsina silike nakon c¢iS¢enja

hidrolizuje u kljucaloj vodi. Susenje se vrsi na temperaturi od 420 °C.
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Kada se silanizacija odigrava u anhidrovanom rastvoru priprema povrSine silike se
razlikuje. PovrSina se prvo ocisti acetonom, zatim se potopi u rastvor sumporne kiseline

i vodonik-peroksida ¢ime se smanjuje koli¢ina vezane vode na povrsini silike. !

Uticaj temperature na proces silanizacije

Proucavani su efekti koje povisena temperatura ima na sam proces silanizacije i rezultati
su pokazali da se izvodenjem ove reakcije na temperaturama iznad 70 °C poboljsava
organizacija strukture povrSine modifikovane silike i dolazi do jacanja horizontalne
polimerizacije tj. stvaranja Si-O-Si veza izmedu dva molekula APTMS-a nakon vezivanja
lanaca APTMS-a za povrsinu. Pokazalo se da je vezivanje lanaca APTMS-a na povrSinu
silike mnogo bolje na nizim temperaturama, jer na visokim temperaturama ne dolazi do
potpune hidrolize metoksi grupa, a samim tim ni do potpunog vezivanja APTMS i silike.
PoviSena temperatura takode stabilizuje jonski oblik NH2 grupe ¢ime se povecava

reaktivnost APTMS monosloja prema okolini ili u daljem tretmanu.'?

2.4.2.2. ,,In situ“ polimerizacija nanocestica

,In situ® polimerizacija ili povrSinski inicirana polimerizacija je kovalentan metod
modifikacije povrSine nanocestica koji ukljucuje koriséenje takozvanih inicijatora kao $to
su azo-, peroksidni i fotoinicijatori ili slobodni radikali. Specifi¢nost ove metode je i u
tome §to se polimerizacija odigrava direktno na povr$ini nanocestica, a ne u reakcionoj
smesi otuda 1 naziv povrsinski inicirana polimerizacija. Dobijene nanocestice na svojoj
povrsini imaju vezane polimerne lance u vidu vlakana koja su pokretljiva i slobodno §trée
ka okolini pa se takve modifikovane nanogestice jo§ nazivaju i polimerne ,,éetkice*. 1%
Za povrSinu nanocestice se prvo vezuje inicijator U vidu monosloja, nakon ¢ega se za njih
vezuju monomeri koji se koriste za modifikaciju. U sledecoj fazi dolazi do polimerizacije
aktiviranih monomera vezanih za povrSinu Cestica. Polimerni lanac raste u smeru
suprotnom od povrsine nanocestice kao §to je Sematski prikazano na slici 2.21. Nakon
zavrSene polimerizacije dolazi do kovalentnog vezivanja polimera za povrSinu
nanocestice. Pored inicijatora i monomera u reakcionu smesu je potrebno dodati i

katalizator kako bi doslo do rasta lanca polimera.'?2
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Slika 2.21. Sematski prikaz mehanizma ,, in situ* polimerizacije nanocestica.

Ovaj metod modifikacije se najceS¢e koristi kada je potrebno dobiti veliku gustinu
graftovanog polimera na povrSini nanocestica. Problem moZze nastati kada se dostigne
odredena gustina polimera na povrsini nanocestica jer, usled sternih smetnji koje nastaju
od susednih prethodno vezanih polimernih lanaca, nov lanac ne moze da pride samoj
povrsini Cestice. Ovaj metod je jednostavniji u odnosu na ,,grafting* metod i omogucava
bolju kontrolu vezivanja, kao i karakterizaciju polimernih lanaca pre vezivanja.*® Moguce
je dobiti film na povrsini Cestica koji je debeo i do 100 nm, §to je nemoguce kod ,,grafting*
metode. Kod ove metode nije zapazeno vezivanje polimernih lanaca adsorpcijom jer
nema polimerizacije van povr§ine nanocestica.

Tokom poslednje decenije ovaj metod modifikacije nanocestica je postao veoma
popularan, pa su tako razvijeni razli¢iti mehanizmi ,,in situ* polimerizacije monomera®:

1. konvencionalna slobodno-radikalska polimerizacija,

2. kontrolisana slobodno-radikalska polimerizacija u koju spadaju azot-oksidom
posredovana polimerizacija, polimerizacija transferom lanaca, prenos atoma
radikalskom polimerizacijom, Kkatjonska ili anjonska polimerizacija i
polimerizacija otvaranjem prstena,

3. UV-indukovana polimerizacija.

2.4.2.2.1. Modifikacija nanocestica konvencionalnom slobodno-radikalskom
polimerizacijom

Ovaj metod polimerizacije je jedan od najvise primenjivanih jer se moze koristiti za
polimerizaciju velikog broja monomera (sa razli¢itim funkcionalnim grupama) u Sirokom

opsegu reakcionih uslova. Najpogodniji je za modifikaciju nanocestica polarnim
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polimerima. Prvi su ovaj vid polimerizacije opisali i razvili Pruker i Rue.'?® Sastoji se iz
Cetiri faze: inicijacija, propagacija, terminacija i prenos lanca polimera na povrSinu
nanocestice. Inicijacija obuhvata nastanak slobodnih radikala i potom njihovu reakciju sa
monomerom. Kod ovog tipa polimerizacije kao inicijatori se najc¢es¢e koriste dijazo
derivati i peroksidi. Propagacija se deSava konstantnom adicijom radikala rastuceg
polimernog lanca na dvostruku vezu u monomeru. Terminacija nastaje kada dode do
reakcije izmedu dva aktivna radikala polimernih lanaca. | na kraju kada je polimerizacija
zavrsena dobijeni lanac se prenosi na povrs$inu nanocestica.

Primer modifikacije nanodestica silike ovom metodom je modifikacija polistirenom.'?*
Kao inicijator koristi se azo inicijator, kao monomer stiren Kkoji konvencionalnom
slobodno-radikalskom polimerizacijom gradi polistiren (slika 2.22.). Ovim postupkom
dobijene su modifikovane nanocestice sa velikom gustinom polimera na svojoj povrsini.
Jedini problem koji se javio pri koris¢enju ove metode je taj da nije doslo do vezivanja tj.
transfera svih lanca polimera na nanocestice silike i njihovog kovalentnog vezivanja za
povrsinu nego je doSlo do adsorpcije odredennog broja polistirenskih lanaca. Ovaj
problem je prevaziden ispiranjem modifikovanih nanocestica toluenom i

centrifugiranjem. Postupak ispiranja i centrifugiranja se ponavlja 5 do 10 puta.
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Slika 2.22. Sema kovalentnog vezivanja polistirena za nanocestice silike pomocéu azo-

inicijatora.'?*
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Polimeri sintetisani konvencionalnom radikalskom polimerizacijom imaju velike
molekulske mase kao i Siroku raspodelu masa i loSu kontrolu nad funkcionalnim
krajevima polimera. Ovi nedostaci se mogu prevazici koris¢enjem kontrolisane slobodno-

radikalske polimerizacije.

2.4.2.2.2. Modifikacija nanocestica kontrolisanom slobodno-radikalskom
polimerizacijom

Kontrolisanom slobodno-radikalskom polimerizacijom moze se modifikovati povrSina
silika nanocestica kori$¢enjem velikog broja polimera. Ovom polimerizacijom dobijaju
se dobro definisani polimeri sa pravilnom distribucijom molekulskih masa. Faza
terminacije polimerizacije je zanemarljiva ¢ime je smanjena moguénost dobijanja
polimera sa neodgovaraju¢im funkcionalnim krajem.!?®

U skorije vreme je po¢eo ovaj vid polimerizacije da se koristi za modifikaciju nanocestica
silike. Prednost ove modifikacije je u tome S§to inicijator, koji je vezan na povrsini
nanodestica silike, ¢ini mobilnu barijeru koja onemoguéava fazu terminacije.*?® Takode,
zbog velike specifi¢ne povrsine nanocestica Silike, vecina inicijatora se nalazi na povrsini,
¢ime je onemoguceno da slobodni aktivni radikali stvaraju problem prilikom
polimerizacije jer se polimerizacija isklju¢ivo odigrava na povrSini nanocestica Silike.
Tako je kod ovog tipa polimerizacije stvoren balans izmedu inicijacije i propagacije dok
je kod konvencionalne slobodno-radikalske polimerizacije uspostavljen balans izmedu
aktivacije i deaktivacije. Brzina inicijacije kod ove metode mora biti velika dok je brzina
propagacije mala $to dovodi do toga da se inicijacija svih lanaca deSava simultano i time
je moguce kontrolisati strukturu i molekulsku masu sintetisanih polimernih lanaca na
povrsini silika nanocestica.

Najvise proucavani primeri kontrolisane slobodno-radikalske polimerizacije su: azot-
oksidom posredovana polimerizacija (na engl. Nitroxide mediated radical
polymerization, (NMP)), polimerizacija prenosom fragmenata lanaca polimera (na engl.
Reversible addition fragmentation chain transfer, (RAFT)) i polimerizacija prenosom
atoma (na engl. Atom transfer radical polymerization, (ATRP)). Pri ¢emu ATRP ima

prednost u odnosu na ove druge dve polimerizacije jer je znatno jednostavnija.

Modifikacija nanocestica ATRP polimerizacijom
ATRP polimerizacija je uspe$no primenjena za modifikaciju nanocestica silike i zlata,*?’

kao i prilikom modifikacije nanocestica u obliku plocica i poroznih sfernih Cestica.
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Prilikom ove polimerizacije mogu se Koristiti razliciti vinil monomeri kao §to su npr.
stiren, akrilati i metakrilati, ali uz izuzetke kao $to su akrilamid, vinil hlorid i vinil estri.
Vrlo cesto se prilikom ATRP polimerizacije kao katalizatori koriste kompleksna
jedinjenja Cu(ll), Ni(ll) i Pd(11).1281%0 Kontrola polimerizacije se uspostavlja zahvaljujuci
reverzibilnoj reakciji aktivacije-deaktivacije izmedu rastué¢eg polimernog lanca i metalnih
kompleksa. Najvise se za ovaj tip polimerizacije koristi metil-metakrilat.*3! Sinteza
,cetkica® poli(metil-metakrilata) je izucavana elipsometrijom i dokazano je dase za 12 h
mogu sintetisati ,,Cetkice” debljine do 80 nm. Takode je dokazano i da debljina filma
polimera formiranog na povrsini nanocestica direktno zavisi od koncentracije inicijatora
u reakcionoj smesi. Sto je ve¢a koncentracija inicijatora deblji je sloj filma formiranog na
povrsini Cestica.

Na slici 2.23. je Sematski prikazana procedura modifikacije silika nanocestica
mehanizmom ATRP polimerizacije. Nanocestice silike su uspe$no modifikovane ATRP
polimerizacijom sa 2-(4-hlorosulfonilfenil)etiltrietoksisilanom u prisustvu Cu(l)
kompleksa.'32 Cu(I) kompleks je u ovom slucaju imao ulogu da deaktivira polimerizaciju.
Hedrik i sar.’*® su nanocestice silike modifikovali metil-metakrilatom u prisustvu Ni(ll)
kompleksa kao katalizatora.

Prilikom ove modifikacije kao inicijatori su kori§¢eni alkoksiamini i alkilhaloestri koji su
se pokazali kao mnogo bolji u odnosu na azo-inicijatore, jer su dobijeni polimeri
kontrolisane molekulske mase i strukture. Patern i sar.’®! su izudavali uticaj veli¢ine
nanocestica silike na ATRP polimerizaciju 1 dosli su do zakljucka da Cestice manje od
75 nm mogu biti vrlo lako modifikovane ovom metodom pri ¢emu se dobijaju polimeri
kontrolisane molekulske mase 1 velike gustine na povrSini silika nanoCestica. S druge
strane, pri modifikaciji nanocCestica silike vec¢ih od 300 nm je zapaZen nedostatak kontrole
nad polimerizacijom ¢ime su dobijeni polimeri Siroke raspodele molekulskih masa koji
su bili neravnomerno rasporedeni na povrSini nanocestica silike.

Zaokret u primeni ATRP polimerizacije za modifikaciju nanocestica silike su napravili
Karot i sar.* koji su uspesno graftovali stiren na povrsinu ovih nano¢estica. U njihovoj
metodi nanocestice silike su drzane u dimetil-acetamidu tokom modifikacije kako bi se
onemogucila agregacija nanocestica. Ova metoda se pokazala kao uspesna jer je dobijena
kontrolisana molekulska masa polimera i dobra distribucija polimera na povrsini

nanocestica.
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Slika 2.23. Sematski prikaz modifikacije nanocestica silike ATRP polimerizacijom.
Jo§ jedan od primera ,,in Situ“ polimerizacije ATPR mehanizmom je modifikacija
nanocestica silike pomocu nejonskog polimera poli(oksietilen-metakrilata) (POEM) i
jonskog polimera poli(stiren-sulfonske kiseline) (PSSA).%

Modifikacija se odigrava u tri koraka: prvo dolazi do aktivacije silanol grupa koje se
nalaze na povrSini nanocestica Silike, potom dolazi do supstitucije OH grupa CI- grupama
(drugi korak), da bi na kraju doslo do graftovanja polimera za povrSinu nanoCestice
polimerizacijom i to mehanizmom koji obuhvata prenos ATRP polimerizacijom.
Modifikacija nanocestica RAFT polimerizacijom

RAFT polimerizacijom se modifikuju nanocestice koriS¢enjem reagenasa koji sadrze
tiokarboniltio grupu (S=C-S) za koju je vezana slobodno-radikalska grupa (R) koja
omogucava reiniciranje polimerizacije i jo$ jedna grupa (Z) koja moze da aktivira C=S
vezu za adiranje radikala (slika 2.24.)*°. RAFT reagensi kakvi su ditioestri ili

tritiokarbonati su u stanju da kontrolisu polimerizaciju monomera kao $to su stiren, metil-
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akrilat i metil-metakrilat. Ditiokarbamati se koriste za kontrolu polimerizacije vinil-

acetata i N-vinilkarbazola.*®

Struktura RAFT reagensa
S

c
R—S'/J ‘\\Z

Slobodno radiKalska grupa Grupa koja aktivira C=5 vezu|
koja mozZe da zapoéne za adiciju radikala
polimerizaciju

Slika 2.24. Opsta struktura RAFT reagensa.
Mehanizam RAFT polimerizacije se sastoji iz vise koraka (slika 2.25.)1®:
1. Inicijacija i propagacija obuhvataju vezivanje radikala inicijatora za monomer i
stvaranje propagacionog radikala 1 (Pn°®).
2. Propagacioni radikal se potom adira na RAFT reagens 1 pri ¢emu nastaje RAFT
reagens radikal 2 koji se odmah razlaze na RAFT reagens 3 i radikal R°®.
3. Radikal R® ponovo inicira reakciju formirajuéi propagacioni radikal 2 (Pm°®).
4. U finalnom koraku se uspostavlja ravnoteza izmedu propagacionog radikala 1 i 2
I RAFT reagensa 3. Ravnoteza se mora brzo uspostaviti kako bi verovatnoca rasta
svih lanaca bila podjednaka sto ¢e dovesti do stvaranja polimernih lanaca ta¢no
definisane molekulske mase.
5. Terminacija obuhvata reakciju izmedu propagacionih radikala 1 i 2 pri ¢emu
nastaje polimer koji se moze vezati za nanocesticu.
RAFT polimerizacija ima prednost u odnosu na ATRP polimerizaciju jer dozvoljava
kori$éenje Sireg spektra monomera pre svega se to odnosi na vinil-acetat. Za vinil- acetat
je dokazano da ga nije moguce polimerizovati ATRP mehanizmom. Ovaj vid
polimerizacije se intenzivno koristi za sintezu blok kopolimera, cikli¢nih polimera i
zvezdastih polimera.t®’
Postoji samo nekoliko radova u kojima je opisana modifikacija silika nanocestica RAFT
polimerizacijom. Pre svega nanoCestice silike su uspeSno modifikovane
polimetilmetakrilatom i poli(N,N-dimetilakrilamidom) RAFT polimerizacijom pri ¢emu

je koris¢en ditiobenzoat kao RAFT agens.'®
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Slika 2.25. Sematski prikaz mehanizma RAFT polimerizacije.
Dobijene ,,Cetkice™ silika nanocestica nakon 12 h i 48 h na 90 °C su imale debljinu filma
polimera na povrsini od 28 nm 1 11 nm, redom. U poredenu sa ATRP polimerizacijom,
gde su koriS¢eni isti polimeri 1 inicijator s tim da je dodat ligand Cu(I)Br kompleks, ova
metoda je dosta sporija jer je ATRP polimerizacijom na 110 °C za 1,5 h dobijena ista

debljina polimernog filma na povrsini nanodestica silike.3®

Modifikacija nanocestica NMP polimerizacijom

Azot-oksid posredovana polimerizacija ima isti mehanizam kao ATRP polimerizacija
osim §to za nju nije potreban katalizator jer se inicijacija polimerizacije vr$i zagrevanjem.
Ova polimerizacija se odigrava posredstvom azot-oksid radikala. Ovi radikali mogu da
reverzibilno reaguju sa rastu¢im lancem polimera, ali nisu u stanju da iniciraju
polimerizaciju. Inicijatori se obi¢no prave termickom razgradnjom azo- ili peroksidnih

inicijatora u prisustvu monomera i azot-oksida.
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Bartolom i sar.1*

Su uspesno ovom metodom modifikovali nanocestice silike
alkoksiaminima koji su kovalentno vezani za povrsinu ovih nanocestica. Ovo je ujedno i
jedini pokusaj modifikacije silika nanocestica ovom metodom.
Blomberg i sar.!*! su primenom NMP polimerizacije uspeli da sintetisu Suplje nanodestice
koje se mogu Koristiti kao nosaci za lekove modifikacijom silika nanocestica sa stirenom
pomocu etoksiamintrihlorosilana kao inicijatora. Dobijene su ,,Cetkice® sa polistirenom
koje imaju Supljo jezgro pogodno za smestanje bioaktivnih substanci, jer je uklonjeno
jezgro koju su Cinile nanocestice silike fluorovodoni¢nom kiselinom.
2.4.2.2.3. UV-indukovana polimerizacija
Kim i sar.%? su u svojoj studiji predstavili metod ,,in situ* graftovanja polimera metil-
metakrilata pomoc¢u UV aktivacije. Polimerizacija metil-metakrilata (MMA\) je inicirana
UV radijacijom. Ovako inicirana polimerizacija je veoma brza i efikasna. Slobodne OH
grupe su mesta na koja ¢e biti vezani UV aktivirani polimeri. Polimerizacija se odigrava
na svakoj Cestici pojedina¢no. Zapazeno je znacajno povecanje precnika Cestica usled
polimerizacije koja se dogada na njihovoj povrsini. Pa se moze reéi da je to ujedno i jedna
od mana ovog nac¢ina modifikacije silika nanocestica.
Sin i sar. su povrsinu silika nanocestica sintetisanih Steberovom metodom modifikovali
sa poli(etilen glikol) metakrilatom (PEGMA) i poli(propilen glikol) metakrilatom
(PPGMA). Ovi polimeri su graftovani za povrSinu silika nanocestica UV-
fotopolimerizacijom. Kao rezultat dobijene su sferne nanocestice sa malim prinosom
mase, hidrofobnog karaktera i smanjenom sposobno$¢u da adsorbuju vodu, kao i sa
smanjenom elektricnom provodljivoscu.

2.4.3. Modifikacija nanocestica modifikuju¢im reagensima
Metoda modifikacije pomocu modifikujuc¢ih agenasa obuhvata kori$¢enje reagenasa koji
reaguju sa hidroksilnim grupama na povrsini silika nanocestica pri ¢emu se kovalentno
vezuju za nju. NajCeS¢e se koriste kao modifikujuéi agensi toluen-2,4-diizocijanid

(TDI),1*3 glicidilfenil etar (GPE),** epihlorhidrin,* glutaraldehid i cijanogen-bromid.
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2.5. Imobilizacija enzima adsopcijom na neporozne nanocestice
silike

U poglavlju 2.2. su navedene sve vrste neorganskih nanocestica koje su do sada uspesno
kori§¢ene za imobilizaciju enzima. Medu njima veliku prednost zbog svojih fizickih i
hemijskih karakteristika imaju nanocestice silike. U dosadasnjoj praksi se pokazalo da
su nemodifikovane nanocestice silike veoma dobar materijal prvenstveno za adsorpciju
razli¢itih biomolekula. UopSteno gledano pri adsorpciji biomolekula na ovaj tip
nanocCestica dolazi do stvaranja nekovalentnih interakcija izmedu terminalnih silanol
grupa koje se nalaze na povrsini silika nanocCestica i funkcionalnih grupa prisutnih u
biomolekulu. Dominatno se formiraju elektrostaticke interakcije i vodoniéne veze koje
nastaju zahvaljuju¢i prisutnim grupama i njihovom naelektrisanju na povrSini kako
biomolekula tako i silike.*
Najveci izazov pri adsorpciji enzima na ¢vrste nosace je da se identifikuje 1 predvidi
mehanizam koji kontrolise stvaranje interakcija izmedu enzima i nosaca. Mehanizam
stavaranja interakcija zavisi od temperature, koncentracije, jonske jagine i pH.'*® Kako
enzimi poseduju ogromnu hemijsku i fizicku raznovrsnost, za ocekivati je da bude vise
znacajnih mehanizama stvaranja interakcija izmedu enzima i nosaca.
Zbog svih ovih navedenih razloga u daljem tekstu ¢e biti razmatrani faktori koji uti¢u na
adsorpciju razli¢itih enzima na nanocestice silike sa posebnim osvrtom na neporozne
nanocCestice silike sintetisane piro-hidrogenizacijom (pirogene nanocestice silike).
Adsorpcija enzima na nanocestice silike u vodenoj sredini je veoma kompleksna i zavisi
od vise faktora:

1. morfologije i koncentracije nanocestica,

2. strukture i koncentracije enzima koji adsorbuje,

3. pH sredine u kojoj se deSava adsorpcija,

4. jonske jacine vodenog rastvora.

2.5.1. Uticaj strukture nanocestica silike na adsorpciju enzima

Kao sto je veé receno u poglavlju 2.3., pirogena neporozna nanosilika je amorfan materijal
koji se sastoji od neporoznih sfera nanodimenzija koje poseduju veliku specificnu
povrsinu i pokazuju veliki afinitet ka adsorpciji organomolekula u vodenoj sredini.
Medutim, problem se javlja zbog ¢injenice da pojedinacne nanocestice silike stvaraju

agregate koji imaju i do 10 puta veéi preénik $to ima za posledicu smanjenu povrSinu za
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vezivanje enzima. Neki autori tvrde da se za formiranje agregata zasluzne vodoni¢ne i
elektrostati¢ke interakcije koje nastaju izmedu pojedinaénih Cestica. Drugi autori ipak
misle da se agregacija primarnih Cestica vrsi preko Si-O-Si veza. Pomo¢u SEM i TEM
mikroskopije tesko je utvrditi tacan nain formiranja agregata. Ono S$to je precizno
utvrdeno je da broj i karakteristike intermolekulskih veza izmedu primarnih estica u
agregatima zavisi od temperature i frekvencije sudara izmedu primarnih Cestica. Nac¢in
formiranja agregata ima znac¢ajan uticaj na interakcije izmedu nanocestica silike i polarnih
jedinjenja kao §to su voda, polimeri, proteini, surfaktanti i rastvara¢i.l® Koncentrovane
vodene suspenzije nanocestica Silike, koje najceS¢e sadrze njihove agregate razlicitih
veli¢ina, su stabilne i ne gube sposobnost adsorpcije.
Hemijska modifikacija, imobilizacija polimera i dodavanje surfaktanata i alkohola u
koncentrovanu vodenu suspenziju nanocestica silike mogu dovesti do promena u
formiranim vodoni¢nim vezama izmedu primarnih nanoCestica i preraspodele
naelektrisanja na povrSini agregata Sto opet dovodi do bolje disperzije primarnih Cestica
u suspenziji ili osuSenim suspenzijama-prahovima. Prahovi dobijeni od Cestica na koje su
adsorbovani proteini, celuloza, lekovi i dr. molekuli imaju veliku primenu u medicini i
biotehnologiji.*® 147 148
Stabilnost agregata primarnih Cestica raste sa opadanjem precnika primarnih Cestica 1
veoma je vazan faktor za adsorpciju enzima. Enzimi se vezuju na spoljasnju povrSinu
agregata ¢iji je precnik unutra$njih kanala izmedu Cestica manji od pre¢nika molekula
enzima. Kapacitet adsorpcije (mg proteina po m? povrsine Cestica) smanjuje se sa
smanjenjem specifi¢ne povrsine nanocestica silike (Sa) zbog smanjenja koncentracije
dostupnih SiOH grupa na povrsini Cestica jer su one glavna mesta za adsorpciju enzima.
Koncentracija SiOH grupa se kreée od 2 do 5 pmol/m? u zavisnosti od Sa nanogestica
silike.**” Treba napomenuti da na povrsini nanocestica silike postoje tri vrste silanol grupa
koje se razlikuju po hemijskoj reaktivnosti i ponasanju pri adsorpciji enzima. Vicinalne
grupe silanol grupe, kojih 1 ima najvise, stvaraju najace interakcije 1 najvaznije su za
adsorpciju molekula na povr$inu nanocestica silike.

2.5.2. Uticaj odnosa nanocestica silike /enzima na adsorpciju enzima
Dosadasnja istrazivanja su pokazala da $to je veci zapreminski procenat nanocestica Silike
u uzorcima znacajno je veca verovatnoca stvaranja jakih interakcija izmedu enzima i

nanocCestica silike u odnosu na enzim-enzim interakcije. Medutim, u uzorcima sa
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zapreminskim procentom nanocestica Silike preko 95 % prevelika je povrS§ina nanocestica
silike koja je dostupna enzimima da se za nju veZu, pa postoji moguénost stvaranja
prejakih i viSestrukih interakcija §to ima za posledicu deaktivaciju molekula enzima (slika
2.26.).

Adsorpcija enzima na nanocestice silike

Zapreminski procenat
nanogestica 99 %4

Zapreminski procenat Zapreminski procenat
nanocestica 45 049 nanocestica 95 %4
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1. Velika prekrivenost povriine 1. Umerena prekrivenost 1. Mala prekrivenost povrSine Cestica.
Cestica. povriine festica. 2. Velika povrsina za vezivanje enzima.
. Gusto pakovanje enzima i stvaranje 2. Dominantne interakeije 3. Moguéa pojava viSestrukih
interakeija izmedu molekula enzima.  izmedu festica i enzima.  interakcija enzima sa festicama.
3. Moguénost straranja viSe slojeva
enzima.

pEEEEE .
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Slika 2.26. Sematski prikaz modela vezivanja enzima pri razlicitim udelima nanocestica
silike.

Za uspesnu adsorpciju enzima potrebno je utvrditi optimalnu koli¢inu nosaca koju treba
ponuditi odredenoj koli¢ini enzima. U skladu sa prethodno iznetim €injenicama, moZe se
zakljuciti da je maksimum postignute kataliticke aktivnosti u direktnoj korelaciji sa
koli¢inom vezanog enzima u situacijama kada je prekrivenost povrSine nanocestica
enzimom umerena.

U slucajevima kada je prekrivenost povrSine nanocCestica enzimom mala javlja se
mogucénost stvaranja viSestrukih veza izmedu enzima i nosaca §to moze dovesti do
konformacionih promena enzima, a time i do gubitka kataliticke aktivnosti. Jedan od
nacina da se $to viSe molekula enzima zadrzalo u aktivnoj konformaciji nakon adsorpcije
je povecanje prekrivenosti povrSine nanoc¢estica molekulima enzima.

Kada je prekrivenost povrSine nanocestica silike veoma velika najéeS¢e dolazi do
stvaranja viSe slojeva enzima na povrsini Cestica Sto dovodi do limitacija u prenosu mase,
a samim tim 1 do smanjenja kataliticke aktivnosti enzima.

Prethodno iznete tvrdnje su potkrepljene prilikom imobilizacije lipaze iz Candida

antartica (CAL B) na nanocestice silike. Dokazano je da CAL B adsorbuje tako §to se
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molekuli enzima gusto pakuju na povr$ini nanocestica silike §to omogucava da se njihova
nativna struktura i kataliticka aktivnost sacuva. Kada su molekuli CAL B veoma udaljeni
jedan od drugog na povrsini silike dolazi do znaCajnog pada u katalitickoj aktivnosti
dobijenih imobilizata.'!*

Treba napomenuti da postoje i enzimi kojima ne odgovara gusto pakovanje na povrsini
silika nanocestica jer dolazi do interakcija izmedu susednih molekula enzima $to ima za

posledicu gubitak kataliticke aktivnosti. Primer takvog enzima je subtilizin Carlsberg.*®

2.5.3. Uticaj pH i jonske jacine rastvora na adsorpciju enzima na nanocestice silike
Na ja¢inu elektrostati¢kih interakcija uti¢e naelektrisanje povr$ine nanocestica silike i
samog enzima. Kada je pH veci od 4 silanol grupe teze da budu deprotonovane pa je
povrsina silike negativno naelektrisana. Kako se povecava pH sve veci deo silanol grupa
je deprotonovan i samim tim je koncentracija negativnog naelektrisanja na povrSini sve
veéa.14®

Pa tako ako je povrsina enzima pri nizim pH pozitivno naelektrisana do¢i ¢e do formiranja
jakih privla¢nih elektostati¢kih interakcija izmedu enzima i nanosilika ¢estica. Na slici
2.27. je prikazan uticaj pH na jacinu formiranih elektrostatickih interakcija izmedu CAL
B i nanocestica silike.

Moze se zapaziti da sa povecanjem pH dolazi do smanjenja jaCine elektrostatickih
interakcija $to je direktna posledica ¢injenice da molekuli CAL B na vi§im pH postaju
negativno naelektrisani i da dolazi do nastanka odbojnih sila izmedu molekula enzima i
negativno naelektrisanih nanocestica Silike.

Uticaj koji pH ima na adsorpciju izuCavan je i prilikom imobilizacije a-amilaze na
nanocestice silike.’® Doglo se do zaklju¢ka da i ovom enzimu odgovara negativno
naelektrisana povrS§ina nanocestica silike pa je imobilizacija vrSena pri pH 5,5.
Pracenjem kinetike imobilizacije, dokazano je da se a-amilaza vezuje veoma brzo za
povrsinu silika nanocCestica 1 da se ve¢inom formiraju jake elektrostaticke interakcije
izmedu pozitivno naelektrisanih grupa enzima i1 negativho naelektrisane povrSine

nanocestica Silike.

56



Doktorska disertacija | Katarina Banjanac

e X Sy =
Ty TEgee-
jacina
elektrostatickih
interakcija
A ¢ ¢ o 0" o
e fii . o 0"
A &”\\'}"-” g M\,.\‘"""/ o
Jo—s o o5t -~ “o—x -1
L 2 L & 2 SRR S0,
§ oA m o oA o T
[T s 1% R
et l!l o \I -0 " -0 -
H
pH 4 pH78 pH9,5
ispod plI iznad pl iznad pI

Slika 2.27. Sematski prikaz naelektrisanja povrsine silike i CAL B u zavisnosti od pH.

Dobijena adsorbovana o-amilaza se pokazala kao dobar sastojak formulacija
deterdzenata, posto je pokazala vecu efikasnost pri ¢is¢enju u odnosu na slobodan enzim.
Takode, adsorpcijom a-amilaze na nanocestice silike doslo je i do povecanja stabilnosti
deterdzentnih formulacija. Negativna strana imobilizacije ovog enzima na nanocestice
silike je to $to je imobilizacija povecala osetljivost enzima na ostale sastojke koji ¢ine
formulacije deterdZenata.
2.5.4. Uticaj strukture enzima na adsorpciju na nanocestice silike
Enzimi se obi¢no imobilisu preko amino grupe (terminalne a- i - lizina), karboksilne
grupe, sulfhidrilne grupe cisteina, imidazolne grupe histidina, hidroksilne grupe serina i
treonina ili fenolnog jezgra tirozina.
Od svih nabrojanih grupa najveci broj enzima adsorbuje preko amino grupa lizina. Postoji
vise razloga kojima se to moze objasniti:
1. poseduju dobru reaktivnost,
2. lizin je amino kiselina koja je vrlo retko odgovorna za kataliticku aktivnost
enzima,
3. protonovana amino grupa moZze graditi elektrostaticke interakcije sa nosacima,
4. veliki broj ostataka lizina se nalazi na povrsini molekula $to ih ¢ini dostupnim za
formiranje interakcija sa nosacem.
Treba napomenuti da su e-amino grupe lizina jako bazne i da se samim tim u

nedisociranom obliku nalaze samo pri pH od 9 do 10 $to je veoma ¢esto podrucje pH u
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kojem vecina enzima nije stabilna. Protonovan oblik ovih amino grupa je zanemarljive
reaktivnosti. Terminalne a-amino grupe imaju nizi pKa (priblizno oko 7-8) pa se u
nedisociranom obliku nalaze u Sirem pH opsegu od ¢-amino grupa. Dovoljno je da mali
procenat amino grupa bude u nedisociranom obliku da se ostvare interakcije sa nosa¢em.
Karboksilne grupe su takode u velikom procentu prisutne u molekulima enzima, one
mogu graditi vodoni¢ne veze ili elektrostatiCke interakcije sa OH grupama nanocestica
silike.

Fenolna, imidazolna i tiolna grupa su prisutne u molekulima enzima u malom procentu
tako da nemaju dominantnu ulogu prilikom adsorpcije enzima. Hidroksilne grupe mogu

graditi vodoni¢ne veze sa hidroksilnm grupama nanocestica silike.
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2.6. Imobilizacija enzima na modifikovane neporozne
nanocestice silike

2.6.1. Adsorpcija enzima na nanocestice silike modifikovane silanizacijom
Metoda modifikacije povrSine nanocestica Silike reakcijom silanizacije se najvise
primenjuje pa je i najbolje prouCena. Prilikom modifikacije nanocestica silike
organosilanima koji poseduju aminopropil funkionalnu grupu (kao S§to su npr. 3-
aminopropiltrimetoksisilan (APTMS) i 3-aminopropiltrietoksisilan (APTES)) usled
reakcije izmedu Si-OH grupa nanocestica i aminosilana dolazi do uvodenja amino grupa
na povrsinu ovih cestica. Popularnost aminosilana kao modifikuju¢ih agenasa lezi u
¢injenicama da su: lako dostupni, jeftiniji u odnosu na druge komerijalno dostupne silane
i u reaktivnosti uvedene amino grupe na povrsini nanodestica.’®! 1z ugla imobilizacije
enzima uvedene amino grupe omogucavaju vezivanje enzima uglavnom adsorpcijom
(slika 2.28.). Medutim njihov znacaj se ogleda u ¢injenici da one imaju klju¢nu ulogu u
velikom broju procedura kojima se aktivira amino-modifikovan nosa¢ kako bi se

omogucila kovalentna imobilizacija enzima.

Bifunkcionalni kuplujudi agens COOH gy
amino-organosilan N
HaN COON o NHy "t
f NH, NH, .
si HaN 5 NH, NHZ"'eiektroslaticke
o™ | Soch, ? NH, SH interakeije
CH. i OH
S
H /_LJ\ y Imobilizacija

Modifikacija povr¥ine
reakcijom silanizacije

‘ocH, enzima

Nanovestice silike Amino-modifikovane Imobilisan enzim adsorpcijom na
nanotestice silike amino-modifikovane
nanovtestice silike

Slika 2.28. Sematski prikaz modifikacije silika nanocestica amino organosilanom i
imobilizacije enzima adsorpcijom.
Fenil-trialkoksisilani  (kao Sto je npr. komercijalno dostupan trimetoksi(2-
fenilpropil)silan) se takode mogu koristiti za modifikaciju nanocestica silike kako bi
se povecala hidrofobnost nanocestica 1 time omogucilo bolje vezivanje enzima

adsorpcijom stvaranjem hidrofobnih interakcija (slika 2.29.).1%2
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Slika 2.29. Sematski prikaz modifikacije nanocestica silike fenil organosilanom i

imobilizacija enzima hidrofobnom adsorpcijom.

2.6.2. Kovalentna imobilizacija enzima na nano¢estice silike modifikovane
silanizacijom

Kovalentna imobilizacija enzima na ¢vrste nosace se zasniva na stvaranju najmanje jedne
hemijske veze izmedu funkcionalnih grupa enzima i ¢vrstog nosaca. Pri ¢emu nije
pozeljno da dode do stvaranja hemijskih veza izmedu aminokiselinskih ostataka koji su
esencijalni za katalitiCku aktivnost enzima i nosaca. Metode kovalentnog vezivanja
enzima su obi¢no sloZene, zametne, skupe 1 sastoje se 1z najmanje dve faze: modifikacije
i/ili aktivacije nosaca i imobilizacije enzima na nosac.

Postoje oganosilani koji poseduju funkcionalne grupe koje omoguéavaju kovalentno
vezivanje enzima bez dodatne aktivacije modifikovanih nanocestica. Primeri takvih

silana su epoksipropil-trialkoksisilani i merkaptopropil-trialkoksisilani (slika 2.30.

2.31.).1%8
Blfunkcwna.lm kupluguél agens COON (o0
epoksi-organosilan NH; ‘ -
coon
o
OH -
o Coor COOH \ OF

Q kovalentna

by

NH, NH

/

kovalentna veza

o]

Modifikacija povr¥ine
reakcijom silanizacije
enzima

Nano¥estice silike Epoksi-modifikovane Kovalentno imobilisan enzim na
nanotestice silike epoksi-modifikovane
nanotestice silike

Slika 2.30. Sematski prikaz modifikacije nanocestica silike epoksi-organosilanom.
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Slika 2.31. Sematski prikaz modifikaCije nanocestica silike merkapto-organosilanom.
Kovalentna imobilizacija enzima na modifikovane nanocestice.
Silanizacijom nanocestica silike epoksi-silanom dolazi do uvodenja epoksi grupa na
njihovu povrsinu kao $to je prikazano na slici 2.30. Uvedene grupe su jako reaktivne zbog
¢ega nije potrebna dodatna aktivacija ve¢ se preko njih enzimi mogu direktno kovalentno

vezati.

Modifikacijom silika nanocestica merkaptopropil-silanom dolazi do uvodenja tiolnih
grupa na njihovu povrsinu. Dobijene nanocestice su izrazito hidrofobne i pogodne su za
kovalentno vezivanje enzima koji u svom molekulu poseduju veliki broj cisteina.
Uvodenje tiolnih grupa na povrSinu silika nanocestica moze biti postignuto 1 njthovom
modifikacijom aminosilanom da bi potom modifikovane nanocestice bile aktivirane N-
acetilnomocistein tiolaktonom.™® Ovako dobijene modifikovane nanocestice Su

hidrofilne, za razliku od onih dobijenih modifikacijom merkaptosilanom.

2.6.2.1. Aktiviranje nanocestica silike modifikovanih silanizacijom

Mali je broj funkcionalnih grupa koje mogu biti uvedene postupkom hemijske
modifikacije na povrSinu nanocestica koje su toliko reaktivne da se moze odmah pristupiti
kovalentnoj imobilizaciji enzima na takve nanocestice. Usled toga veoma retko je moguce
koristiti modifikovane nanocestice direktno za imobilizaciju enzima stvaranjem
kovalentnih veza, ve¢ se pre imobilizacije pristupa aktivaciji enzima ili modifikovanih
nanocCestica. Postupci aktivacije enzima su veoma zametni i mogu dovesti do njegove
denaturacije pa je to glavni razlog Sto se mnogo ¢eS¢e modifikovane nanocestice pre

kovalentnog vezivanja hemijski obraduju aktivatorima i modifikujué¢im agensima.
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Kao $to je prethodno navedeno, nanocestice na ¢iju povrsinu su uvedene epoksidne,
tiolne i aldehidne grupe se mogu direktno Kkoristiti za kovalentnu imobilizaciju enzima,
tj. uvedene grupe su dovoljno reaktivne da mogu graditi kovalentnu vezu sa
funkcionalnim grupama prisutnim u molekulima enzima.

Generalno aktivacija modifikovanih nanocestica se sastoji u tretiranju povrSine
nanoCestica koje sadrze grupe koje ne mogu da grade kovalentnu vezu sa
funkcionalnim grupama enzima reagensima koji omoguéavaju uvodenje reaktivnih
elektrofilnih grupa na njihovu povrsinu.'® Funkcionalne grupe koje se nalaze na
povrSini molekula enzima su vec¢inom nukleofilnog karaktera ili, ako i nisu,
podesavanjem pH imobilizacije mogu postati. U vecini sluc¢ajeva brza imobilizacija
enzima sa velikim prinosom vezanog enzima po jedinici mase nanocestica se odigrava
pri pH od 6 do 9. Najvise se koriste fosfatni puferi, dok TRIS pufer (koji sadrzi
tris(hidroksimetil)aminometanu) treba izbegavati zbog prisustva primarnih amino
grupa koje se mogu takmiciti sa amino grupama enzima pri vezivanju za nanocestice.
Takode, mora se obratiti paznja i na ¢injenicu da je pri visokim pH vrednostima
hidroksilna grupa (OH") takode nukleofil pa se moze umesto enzima vezati za
elektrofilnu grupu uvedenu na povrsinu silika nanocéestica. Stoga se mora napraviti
kompromis prilikom izbora pH za imobilizaciju izmedu ocuvanja elektrofilnosti
uvedenih grupa na nanocestice i potrebne nukleofilnosti funkcionalnih grupa enzima
koje ucestvuju u formiranju kovalentnih veza enzima sa nanocesticama.

Kada se koriste relativno nereaktivne elektrofilne modifikovane nanocestice pogodno
je koristiti rastvor za imobilizaciju ¢ija je pH veca od 8, sa druge strane reaktivne
elektrofilne modifikovane nanocestice zahtevaju da pH bude oko 6 ili manja jer ¢e u
tim slucajevima jako mali ali dovoljan procenat neprotonovanih ostataka lizina biti
prisutni u molekulu enzima za reakciju sa elektrofilnim grupama prisutnim na povrsini
nanodestica.!® 1%

Najrasprostranjenije nukleofilne funkcionalne grupe u molekulima enzima su amino
grupe koje su ujedno i najznacajnije za vezivanje sa elektrofilnim grupama prisutnim
na povrsini nanocestica.**®

e-Amino grupe lizina su veoma bazne i nalaze se u nedisosovanom obliku samo u
baznoj sredini na pH ve¢im od 9 $to nije uvek u saglasnosti sa stabilno$¢u enzima. S

druge strane reaktivnost protonovanih amino grupa je zanemarljiva. Terminalne o-
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amino grupe imaju nize pKa vrednosti od 7-8 pa se njihovo uceS$¢e u reakciji sa
elektrofilnom grupom nosaca moze prosiriti i na neutralne pH vrednosti, problem je
Sto ove grupe nisu uvek izlozene na povrsini molekula enzima nego se ve¢inom nalaze
u njegovoj unutras$njosti. Sre¢om kako je veé receno na pH vrednostima oko 6 i jako
mali udeo neprotonovanih amino grupa moze biti dovoljan za reakciju sa elektrofilnim
grupama nosaca.

Hidroksilne grupe serina su takode nukleofilne i mogu reagovati sa uvedenim
elektrofilnim grupama. Karboksilne grupe iako prisutne u znac¢ajnoj meri nisu dovoljno
reaktivne, i da bi se koristile moraju biti aktivirane.>> 16

U daljem tekstu ¢e biti sumirane najvaznije procedure aktivacije povr$ine Silanizacijom
modifikovanih nanocestica silike. Fokus ¢e biti na molekulskom mehanizmu i
operativnim uslovima procedure aktivacije silanizacijom modifikovanih nanocestica
silike.

2.6.2.1.1. Aktivacija amino-modifikovanih nanocestica silike cijanuril-hloridom
Uvedene amino grupe silanizacijom na povrSinu modifikovanih Cestica mogu biti
tretirane 2,4,6-trihlor-1,3,5-triazinom (cijanuril-hlorid) (slika 2.32.). Ovako aktivirana
povr§ina nanocestica silike ¢e omoguciti laksu kovalentnu intramolekulsku imobilizaciju
enzima, pri ¢emu se moze dobiti znatno stabilniji 1 aktivniji enzim.

Povecanje aktivnosti imobilisanog enzima, u odnosu na slobodan enzim, moze biti
posledica povoljne promene konformacije enzima pri vezivanju, kao i ¢injenice da se
imobilizacijom enzima smanjuje mogucnost grupisanja molekula enzima u reakcionoj
smesi koje dovodi do nepotpunog iskoris¢enja njihove kataliti¢ke aktivnosti.*>’
Cijanuril-hlorid ima tri slobodna atoma hlora koje se lako mogu supstituisati reagensima
sa razli¢itim nukleofilnim grupama, u prisustvu hidrohlorid akceptora (najces¢e natrijum-
karbonata, narijum-bikarbonata, natrijum-hidroksida i amina), zbog ¢ega su ovi reagensi
veoma pogodni za dobijanje mono-, di-, i tri- supstituisanih 1,3,5-triazina (slika 2.33.).
Supstitucija atoma hlora moze biti kontrolisana temperaturom kako bi se vrsila postupna
supstitucija. Na osnovu dosadasnjih saznanja supstitucija jednog atoma hlora se vrsi na
temperaturi od -5°C do 0°C (slika 2.33. (A)), dva na temperaturi od 30°C do 50°C (slika
2.33.(B)), atri na temperaturi od 90° do 100°C slika 2.33. (C)).1*®

Nacin na koji ¢e se vrsiti supstitucija takode zavisi 1 od strukture nukleofila, sternih

smetnji, supstituenata prisutnih u s-triazinskom prstenu, kao i od prirode rastvora u kome
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se vrsi supstitucija. Kontrolom pre svega temperature, vremena, i uslova reakcije,
supstitucija atoma hlora u cijanuril-hloridu razli¢itim supstituentima moze se postici

odgovaraju¢im redom.

Bifunkcionalni kuplujuci agens Aktiviajudi agens
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Slika 2.32. Sematski prikaz aktivacije cijanuril-hloridom amino-modifikovanih
nanocestica Silike. Poredenje nacina imobilizacije enzima na siliku-, amino-
modifikovane i cijanuril-hloridom aktivirane amino-modifikovane nanocestice silike.
Izborom temperature reakcije aktivacije amino-modifikovanih silika nanocestica od 0 °C
omogucava se da nukleofilne amino grupe koje se nalaze na povrsini modifikovanih silika
nanocestica u prisustvu cijanuril-hlorida reaguju sa atomima hlora ovog jedinjenja, i da
pri tome nastanu odgovaraju¢i monosupstituenti. Dobijeni nosa¢ je pogodan za

kovalentnu imobilizaciju enzima jer poseduje slobodne atome hlora s-triazinskog prstena
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koji mogu da reaguju sa nukleofilnim grupama molekula enzima kao Sto je prikazano na
slici 2.33. Odigravanje reakcije aktivacije na viS$im temperaturama nije pogodno jer bi
nastali di- i trisupstituisani derivati koji imaju jedan odnosno nijedan atom hlora u svojoj
strukturi koji bi bio u stanju da reaguje sa nukleofilnim grupama enzima i nagradi
kovalentnu vezu ¢ime bi bilo otezano kovalentno vezivanje enzima usled sternih smetnji
u slucaju disupstituisanih derivata, a potpuno onemoguceno u slucaju tri supstituisanih

derivata.®®
Cl

(A) /]\ N NH,
N7 "N Mono-supstitucija )\
L, -
o SN el (-5°C do 0°C) /L J\ +HCl
S

2,4,6-trihlor-1,3,5-triazin
(cijanuril-hlorid) Monosupstituisan 1,3,5-triazin

(B) el

A 1

Di-supstitucija

2 - N N
c:/k /L R ( 30°C do 50°C) ) N)\NJ\Q +2 HCl
2

2.4,6-trihlor-1,3,5-triazin

(cijanuril-hlorid) Disupstituisan 1,3,5-triazin
©)
cl
X
N7 "N Tri-supstitucija N

| + 3 NH3 - N
Cl/k\N)\m (90°Cdo100°C) | I +3HC
H,N~ °N” “NH,
2.4,6-trihlor-1,3,5-triazin
(cijanuril-hlorid) Trisupstituisan 1,3,5-triazin

Slika 2.33. Mehanizam supstitucije cijanuril-hlorida.

2.6.2.1.2. Aktivacija amino modifikovanih nanocestica silike uvodenjem aldehidne
grupe
Postoje tri na¢ina funkcionalizacije povrSine nanocestica Silike koje imaju za cilj

uvodenje aldehidne grupe.'®® Na slici 2.34. su $ematski prikazane sve tri metode koje se
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sastoje iz dva stupnja. U prvom stupnju dolazi do reakcije silanizacije izmedu nanocestica
silike i organosilana  (y-hlorpropiltrietoksisilan ~ (CPTES)-metoda I,  3-
aminopropiltrietoksisilan (APTES)-metoda Il i viniltrietoksisilan (VTES)-metoda I11.
Nakon prvog stupnja modifikovane Cestice bivaju aktivirane uvodenjem aldehidne grupe.
Kao aktiviraju¢i agensi se koriste p-hidroksibenzaldehid, etilenglikol acetal i etilen
aldehid. Uvedene aldehidne grupe su veoma reaktivne prema amino grupama enzima

¢ime se omogucava kovalentno vezivanje.

METODA 1 NI,
v ['()UIF“
H. .0
c* H._ __N
g e . . .. . . o - [

Modifikacija silanizacijom Aktivacija Imobilizacija
Cesti ilik s . . kovalentna
nanotestice silike modifikovane enzima veza
cl ¢l pano¥estice silike !
o]
H__ O

o 3 /N

OOH SH
. NH
Si 3 Si
[ ] VAN ‘\ I\
HO OH Hszco/ \\ocu,cr-l3 000 o 90 NH, 0/0 o}
OCH,CH, _ @ OH - 0

gama-hlorpropiltrietoksisilan p-hidroksibenzaldehid

nanofestica (CPTES) N1
silike '
METODA I oo
I\

NH

et e PR H e
Modifikacija silanizacijom Aktivacija o ~c7° [Imobilizacija  H- . Kkovalentna
nanovestice silike modifikovane {cHg (CHy, ~ Cnzima veza
NH, i, manofestice silike [ (Qrate
NH NH NH

/Sf\ H3C><CH3 ? ? 00H SH si
HO si l\ l\ Nt AN
HO OH H;HZCO/ \\OCH;CH:‘ o 00 ° 0/ O/ *‘ 0/0 o]
e ion D Q-9 Q
- -

3-aminopropiltrietoksisilan etilen glikol acetal

1|anr‘)5‘estica (APTES)
silike
METODA 111
Modifikacija silanizacijom Aktivacija Imobilizacija
nanotestice silike modifikovane CHZ——CH)— enzima CHZ*GH)‘
CHz  panotestice silike "
(ch? (/ H < nml

Si OQOH
o N1,
Ho HY on HaHzco/ \\ocnzcw3 0/(JJ\0 “2C=CH4/< o/c‘)\o \‘ O/(L\O
\d OCH,CH; _ @ H \

viniltrietoksisilan etilen aldehid
nanotestica (VTES)
silike

Slika 2.34. Sematski prikaz metoda aktivacije uvodenjem aldehidne grupe silanizacijom
modifikovanih nanocestica silike.

TEM mikroskopija je pokazala da postoji razlika u strukturi izmedu nanocestica dobijenih

na ova tri nac¢ina. Modifikovane nanosilika ¢estice dobijene metodom 11 II imaju sli¢nu

strukturu, dok nanocestice dobijene metodom III imaju duzu ,,nozicu* kojom je uvedena

aldehidna grupa vezana za povrsinu ¢estice. Za kovalentnu imobilizaciju pogodnija je §to

duza ,,nozica“ zbog lakSeg prenosa supstrata i proizvoda. Uvodenjem aldehidnih grupa
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metodom Il stvara se pogodna mikrookolina za imobilizaciju enzima, a posebno za
imobilizaciju pankreasne lipaze (PL).1%°

Pankreasna lipaza koja je kovalentno imobilisana na ove nanocestice pokazuje visoku
hidroliticku aktivnost i termostabilnost. Smatra se da je to posledica ¢injenice da je velika
koli¢ina ovog enzima vezana za nosac jer se na njegovoj povrsini nalazi velika koli¢ina
reaktivnih aldehidnih grupa. Na povrsini Cestica se formira monosloj lipaza koje su
odvojene od same povrsine nosaca dugackom ,,nozicom* ¢ime je obezbeden laksi prilaz
supstrata aktivnom mestu pankreasne lipaze.1®°

Amino-modifikovane  nanocestice  silike  dobijene  silanizacijom  pomocu
tetraetilortosilana (TEOS) i 3-aminopropiltrietoksisilana (APTES) mogu biti tretirane sa
glutaraldehidom (slika 2.35.).

APTEST D~ Fuzim '@
00
ot X . -
. " - 4 - - $
bl Nanocestice " . 5"

p silike l CA - ¢
»

- -
- 8 " e + " &
.- - -
" ol o2
4 ® Bi.ca s 78s -
L — — . o
2 B o o
L * s .
B o RSl
-
4 & - o

Slika 2.35. SEM slika nanocestica silike 20 (A), 100(C) i 200 (E) nm. SEM slike
modifikovanih nanocestica silike (B, D, F). Imobilizacija insulinaze adsorpcijom,

kovalentnom imobilizacijom i ,, cross linking *“ imobilizacijom (levo).14

Kao rezultat tretmana dobijene su nanosilika Cestice sa slobodnim aldehidnim grupama
jer su primarne amino grupe uvedene silanizacijom reagovale sa glutaraldehidom. Ovako
sintetisan nosa¢ je koriS¢en za kovalentnu imobilizaciju insulinaze. Insulinaza (EC
3.2.1.7) izolovana iz plesni Aspergillus niger pripada grupi glukozidnih hidrolaza, ¢ija je
uloga da razlaze insulin na fruktozu 1 glukozu. Industrijski je zna€ajna jer se koristi za
dobijanje visoko koncentrovanih fruktoznih sirupa.*

Ostaci lizina koji pripadaju nekatalitickom domenu (N-domen) insulinaze su reagovali sa
slobodnim aldehidnim grupama nosaca $to je dovelo do vezivanja enzima u aktivhom

obliku. Dobijena imobilisana insulinaza je pokazala vecu aktivnost i termostabilnost u
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odnosu na slobodnu i1 nekovalentno vezanu insulinazu. Takode, nema pada u aktivnosti
njenim kori$éenjem tokom sedam ciklusa.#

Giliker i sar.!®! su nanocestice silike modifikovane amino-organosilanom da bi ih potom
aktivirali glutaraldehidom i tako omogudili kovalentno vezivanje lakaze izolovane iz
Coriolopsis polyzona. Ovako imobilisan enzim je pokazao izuzetnu selektivnost ka
hidrolizi bisfenola A, fenolnog jedinjenja koje utie na rad endokrinih Zlezda, pa je
njegova razgradnja jako znacajna. Razvijena je i analiticka metoda za detektovanje

dobijenih jedinjenja hidrolizom bisfenola A.

2.6.2.1.3. Aktiviranje amino modifikovanih nanocestica silike uvodenjem karboksilne
grupe

Nanocestice silike se modifikuju amino organosilanom
(trimetoksisililpropildietilentriaminom, (MPDETA)) da bi povrSina nanosilike nakon
zavrSene silanizacije bila bogata slobodnim primarnim alifati¢énim amino grupama.
Dobijene amino-modifikovane nanocestice silike se potom tretiraju anhidridom ¢ilibarne
kiseline i dobijaju se nanocestice sa slobodnim karboksilnim grupama. Karboksilovane
nanocestice su kori§¢ene za kovalentnu imobilizaciju glutamat-dehidrogenaze (GDH) i

laktat-dehidrogenaze (LDH) (slika 2.36.).

OH MPDETA DI Ve ik
OH -s'/o %
N P\/\\‘H/\N",
ot ot  anhidrid ilibarne
kiseline
o Cenzim)
OKNHENCOON =1 . @/*"
~“NH-C C
g coom -

Slika 2.36. Sematski prikaz imobilizacije enzima na amino-modifikovane nanocestice
silike aktivirane anhidridom cilibarne kiseline.
Oba enzima!® katalizuju oksidoredukcione reakcije, pri &emu GDH koristi glutamat kao
supstrat, a LDH koristi laktat. GDH i LDH imobilisane na amino-modifikovane
nanocCestice Silike koje su aktivirane cilibarnom kiselinom mogu se koristiti kao
biosenzori. Kako bi proverili stabilnost potencijalnog biosenzora one su ostavljene u PBS
puferu pH=6,8 tokom dve nedelje. Oba imobilizata su zadrzala 93% svoje pocetne

aktivnosti nakon dve nedelje, posle ¢ega je doslo do njihove denaturacije.
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2.6.3. Kovalentna imobilizacija enzima na nanocestice silike modifikovane ,,in situ*
polimerizacijom

Povrsina nanocestica Silike moze biti modifikovana i hemijskom polimerizacijom

koris¢enjem glicidil metakrilata u prisustvu azo-inicijatora. Kao rezultat ove modifikacije

142 sy lipazu

dobijaju se nanocestice silike sa epoksidnim grupama na povrSini. Kim i sar.
izolovanu iz Mucor javanicus imobilisali na ovako modifikovane nanocestice silike i
dobili da se za 20 h na povrSinu Cestica moze vezati 18,9 mg/g lipaze. Epoksidne grupe
uvedene na povrsinu silika nanocestica mogu reagovati sa amino, tiolnim i fenolnim
grupama molekula lipaze.

Lipaza imobilisana kovalentnim vezama preko epoksidnih grupa je pokazala za 21 %
vecu aktivnost u odnosu na lipazu koja je vezana adsorpcijom na nanocestice silike.
Izucavan je i efekat promene pH na aktivnost imobilisane lipaze na epoksi-modifikovane
nanocestice silike. Imobilisana lipaza iz M. javanicus je pokazala vecu aktivnost i
stabilnost u Sirem pH opsegu u odnosu na slobodan enzim i enzim imobilisan
adsorbcijom. Ovo su objasnili pretpostavkom da je kovalentna imobilizacija preko
epoksidnih grupa stabilisala vezane molekule enzima i time onemoguéila njihovu

denaturaciju usled promene pH.

2.6.4. Kovalentna imobilizacija enzima na nanocestice silike tretirane

modifikujuéim reagensima

Cijanogen- i cijanuril-halidi se veoma Cesto koriste za modifikaciju nanocestica silike

zbog njihove sposobnosti da reaguju sa silanol grupama prisutnim na povrsini silika

nanocestica pri ¢emu dolazi do gradenja Si-O-C mosta ili veze izmedu ovih reagenasa i

povrsine nanocestica. Od cijanogen halida najéesce se koristi cijanogen-bromid jer je ovo

jedinjenje od svih cijanogen-halida najmanje toksi¢no i eksplozivno.

Modifikacija nanocestica silike cijanogen-halidima se vr$i u veoma baznoj sredini (pH

10-11) na temperaturi od 4 °C.%

Dobijene modifikovane Cestice imaju kratku ,,nozicu* Sto moze stvarati problem prilikom

koriS¢enja ovih Cestica kao nosaca za imobilizaciju enzima.

Uvedene C=N grupe mogu graditi kovalentnu vezu sa amino grupama enzima pri ¢emu

se stvara se stvara imido-karbonatna kovalentna veza usled izrazite elektrofilnosti

ugljenikovog atom C=N grupe.
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I imidokarbonat moze reagovati sa amino-grupama enzima. Ovakav nac¢in imobilizacije
enzima veoma &esto podleze hidrolizi jer je stvorena Si-O-C veza veoma nestabilna.*’

Stabilni imobilisani enzim se dobijaju iskljuéivo ako se ostvari viSetackasta kovalentna

imobilizacija.
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3. Materijali i metode
3.1. Materijali

U ovoj doktorskoj disertaciji tokom eksperimentalnog rada kori$éeni su:
+ Biokatalizatori:
e Lipaza iz kvasaca Candida rugosa i Candida antartica proizvodi
kompanije Sigma Aldrich, St. Louis, SAD.
e f-galaktozidaza iz plesni Aspergillus oryzae proizvod kompanije Sigma
Aldrich, St. Louis, SAD.
e Proteaza iz Bacillus licheniformis i plesni Aspergillus oryzae proizvidaca
Novozymes, Bagsvard, Danska.
+ Komercijalni nosa¢ nano-dimenzija za imobilizaciju enzima:
e Pirogena silika Aerosil 380 (Evonik Industries, Essen, Nemacka).
+ Bifunkcionalni kupluju¢i agensi za modifikaciju pirogene silike:

o (3-glicidiloksipropil)trimetoksisilan (GOPTMS) proizvodaca Fluka

Analytical, SAD.

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

e trimetoksi(2-fenilpropil)silana) (PAPMS)  proizvodaca  Fluka
Analytical, SAD.

+ Aktivirajuéi agens za aktiviranje amino-modifikovanih nanocestica silike:
e hlortriazin (cijanuril-hlorid) proizvodaca Fluka Analytical, SAD.
+ Puferi:
e Za pripremu rastvora lipaze kori$¢en je natrijum-fosfatni pufer pH 7, 0,1
I 1 M. Pufer je pripremljen meSanjem rastvora soli NaHPO4+12H20 i
NaH2PO42H20 u odgovarajuc¢oj razmeri. Soli Na:HPO412H20 i
NaH2PO4¢2H2>0 proizvodi su kompanije Centrohem (Stara Pazova,
Srbija).
e Zapripremu rastvora S-galaktozidaze koriséen je 0,1 M acetatni pufer pH
4,5 koji je pripremljen meSanjem siréetne kiseline i soli Na-acetata u

odgovarajucoj razmeri. Na-acetat je proizvod kompanije Sigma, St. Luis
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SAD, dok je siréetna kiselina proizvod kompanije Zorkafarm, Sabac,
Srbija.

Za pripremu rastvora proteaza korisc¢en je pufer pH 7,5 koji je pripremljen
mesanjem 10 mM Na.acetata i 5 mM Ca-acetata u odgovarajucoj razmeri.

Obe soli su proizvodi kompanije Sigma, St. Luis SAD.

+ Ostale hemikalije i uredaji koji su kori§¢eni tokom eksperimentalnog rada:

Na>COs (Sigma Aldrich, St. Luis, SAD),

Kalijum, natrijum-tartarat (Lach-Ner, Neratovice, Ceska),
CuSO4-5H,0 (Zorka Pharma, Sabac, Srbija),

Folinov reagens (ABCR GmbH & Co, Karlsruhe, Nemacka),
Coomassie briljantno plavo G-250 (Fluka analitical, SAD),
H3POy4 i etanol (Zorka Pharma, Sabac, Srbija),

p-nitrofenil palmitat (p-NPP) (Sigma Aldrich, St. Luis, SAD),
Natrijum-dodecil sulfat (SDS) (Sigma Aldrich, St. Luis, SAD),
Triton X-100 (Sigma Aldrich, St. Luis, SAD),
2-amino-2-hidroksimetil-propan-1,3-diol (TRIS) (Sigma Aldrich, St.
Luis, SAD),

o-nitrofenil-g-galaktozid (o-NPG) (Sigma Aldrich, St. Luis, SAD),
Azokazein (Fulka analitical, SAD),

Trihlorsir¢etna kiselina (TCA) (Sigma Aldrich, St. Luis, SAD),
Albumin iz govedeg seruma (Sigma Aldrich, St. Luis, SAD),
Epihlorhidrin (Sigma Aldrich, St. Luis, SAD),

HBr (Zorka Pharma, Sabac, Srbija),

L-leucin-p-nitoanilid (Sigma Aldrich, St. Luis, SAD),
Ninhidrin (Sigma Aldrich, St. Luis, SAD),

Dimetilsulfoksid (DMSO) (Sigma Aldrich, St. Luis, SAD),
Analiti¢ka vaga, Mettler AJ100, (Mettler Toledo, Svajcarska),
Centrifuga, MiniSpin eppendorf, (Eppendorf, SAD),

Magnetna mesalica (IKA, SAD),

Roler mikser (Stuart, Pariz, Francuska),
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e UV-spektrofotometar, Ultrospec™ 3300 pro, (Biochrom Ltd, Frajburg,
Nemacka),

e Vakuum susnica (Binder Inc., Njujork, SAD),

e Peristalticka pumpa, PLP 33, (behr Labor-Technik GmbH, Dizeldorf,
Nemacka),

e Termostat sa orbitalnim meSanjem, IKA KS 4000i (Control, Staufen,

Nemacka).
3.2. Metode

3.2.1. Modifikacija nanocestica silike
Modifikacija pirogenih neporoznih nanocestica Silike radena je sa tri razli¢ita silana, 3-
aminopropiltrimetoksisilan (APTMS), trimetoksi(2-fenilpropil)silan) (PAPMS) i (3-
glicidiloksipropil)trimetoksisilan (GOPTMS).
3.2.1.1. Modifikacija nanocestica silike APTMS-om
U cilju odredivanja odgovarajue koli¢ine organosilana potrebnog za modifikaciju
nanodestica Silike varirani su razli¢iti maseni odnosi nanocestica silike i APTMS-a i to
1:0,25; 1:0,5; 1:0,75; 1:1i 1:5.
Za sve masene odnose primenjena je ista procedura modifikacije:
U balon od 50 ml odmereno je na anlitickoj vagi 300 mg silika nanocestica i potom dodata
preracunata zapremina APTMS-a (za maseni odnos 1:0,25 dodato je 0,295 ml APTMS-
a; za 1:0,5 0,590 ml APTMS-4a; za 1:0,75 0,885 ml APTMS-g; za 1:1 1,18 ml APTMS-a
i za 1:5 5,9 ml APTMS-a). Potom je u balon dodato 36 ml toluena, 50 pl trietilamina i
dovoden je azot. Reakcija modifikacije je izvodena na sobnoj temperaturi u trajanju od
48 h i uz meSanje na magnetnoj mesalici pri brzini od 600 o/min. Nakon zavrSene
modifikacije, amino-modifikovana silika je filtrirana, ispirana sa 3 puta po 5 ml toluena
i podvrgnuta ultrazvuku u trajanju od 5 min kako bi se uklonio neproreagovali
organosilan. Precis¢ena amino-modifikovana silika je potom susena 24 h u vakuum
susnici na 40 °C. Dobijene APTMS-om modifikovane nanocestice silike su ¢uvane u
eksikatoru do upotrebe.
3.2.1.1.1. Odredivanje koncentracije amino grupa na povr§ini modifikovanih
nanocestica silike
Koncentracija amino grupa na povrsini APTMS-om modifikovanih nanocestica silike je
odredivana titracijom.
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Primenjena je sledeca procedura: 10 mg modifikovanih nanocestica je rastvoreno u 10
mM rastvoru HCl uz meSanje u trajanju od 30 minuta. Nakon toga, nanocestice su
odvojene centrifugiranjem na 6000 obrtaja/10 minuta i prikupljeno je 10 ml supernatanta.
Supernatant je potom titrisan standardizovanim 10 mM rastvorom NaOH u prisustvu
fenoftaleina kao indikatora.

Na osnovu utroSene zapremine rastvora NaOH prilikom titracije APTMS-om
modifikovanih nanocestica silike racuna se molarna koncentracija amino grupa na
njihovoj povrsini. Dobijena vrednost predstavlja broj amino grupa u jedinicama povrsine
(nm?) na povriini nanocestice izradunate na osnovu gustine silike (2.2 g/ml) i povrsine

nanodestice (100 nm?).

3.2.1.2. Aktivacija cijanuril-hloridom amino-modifikovanih nanocdestica silike
Modifikovane nanocestice silike APTMS-om pri masenom odnosu nanocestica i
APTMS-a 1:1 aktivirane su cijanuril-hloridom. Amino grupe koje se nalaze na povrsini
ovih Cestica reagovace sa atomima hlora s-triazin prstena cijanuril-hlorida, pri ¢emu
dolazi do reakcije supstitucije. Pri ovoj reakciji mora se voditi raCuna da nastanu mono-
supstituenti, jer je kod di-supstituenata oteZan prilaz enzima preostalom atomu hlora i
time je onemoguéeno njihovo vezivanje za nosa¢. Radi optimizacije uslova ove reakcije
varirani su razli¢iti maseni odnosi modifikovanih nanocestica APTMS-om i cijanuril-
hlorida i to 1:0.5; 1:1 i 1:5, reakcija je takode za sve masene odnose izvodena na dve
temperature, 0 °C i 25 °C.

Za sve masene odnose i obe temperature primenjena je sledeca procedura: U balon od 50
ml stavljeno je 200 mg APTMS-om modifikovanih silika nanocestica, odgovaraju¢a masa
cijanurilhlorida (0,1 g za maseni odnos modifikovanih nanocestica i cijanuril-hlorida
1:0,5; 0,25 g za maseni odnos 1:0,5; 1 1 g za maseni odnos 1:1), odgovaraju¢a koli¢ina
acetona (7 ml, 14 ml i 70 ml, redom) i 50 pl trietiamina. Za svaki maseni odnos
modifikovanih nanocestica i cijanuril-hlorida pripremljene su reakcione smese u
duplikatu pri ¢emu je jedna stavljena na 0 °C, a druga na 25 °C tokom 2 h na pri brzini
obrtaja mesalice od 400 o/min. Nakon zavrSetka reakcije aktivacije, aktivirani amino-
modifikovani nosaci su izdvojeni na vakuum filtru i isprani tri puta sa po 5 ml acetona
potom suseni u vakuum sus$nici na 40 °C tokom 24 h. Dobijene cijanuril-hloridom

APTMS-om modifikovane nanocestice silike su ¢uvane u eksikatoru do upotrebe.
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3.2.1.3. Modifikacija nanocestica silike PAPMS-om

U balon od 50 ml odmereno je na anlitickoj vagi 300 mg silika nanocestica i potom dodata
preracunata zapremina PAPMS-a tako da maseni odnos FNS:PAPMS bude 1:1. Zatim je
u balon sipano 36 ml toluena, 50 ul trietilamina i dovoden je azot. Reakcija modifikacije
je izvodena na sobnoj temperaturi u trajanju od 48 h i uz mesanje na magnetnoj mesalici
pri brzini od 600 o/min. Nakon zavrSene modifikacije, modifikovana silika je filtrirana,
ispirana sa 3 puta po 5 ml toluena i podvrgnuta ultrazvuku u trajanju od 5 min kako bi se
uklonio neproreagovali organosilan. PreciS¢ena modifikovana silika je potom suSena 24
h u vakuum susnici na 40 °C. Dobijene PAPMS-om modifikovane nanocestice silike su

cuvane u eksikatoru do upotrebe.

3.2.1.4. Modifikacija nano¢estica silike GOPTMS-om

Radi optimizacije koli¢ine potrepnog organosilana za modifikaciju silika nanocestica
variran je maseni odnos izmedu nanocestica silike i GOPTMS-a (1:1, 1:2, 1:4 i 1:20), kao
i duzina trajanja reakcije modifikacije (1-24 h). Za svaki maseni odnos primenjena je
slede¢a procedura:

U balon od 50 ml je stavljeno po 300 mg silika nanocestica i preracunata koli¢ina silana
(0d 0,250 do 1,9 mL). Potom je dodato 36 ml toluena, 50 pl trietilamina i dovoden je azot.
Reakcija modifikacije je izvodena na sobnoj temperaturi uz meSanje na magnetnoj
mesalici pri brzini 600 o/min u trajanju od 1-24 h. Nakon zavrsenih reakcija modifikacija,
dobijene GOPTMS-om modifikovane nanocestice silike su filtrirane, ispirane sa 3 puta
po 5 ml toluena i podvrgnute ultrazvuku u trajanju od 5 min kako bi se uklonio
neproreagovali organosilan. Prec¢is¢ene GOPTMS-om modifikovane nanocestice silike
su dispergovane u etanolu i potom susene u vakuum su$nici na 40 °C tokom 24 h.
Dobijene GOPTMS-om modifikovane nanocestice silike su potom ¢uvane u eksikatoru

do upotrebe.

3.2.1.4.1. Odredivanje koncentracije epoksi grupa na povr§ini modifikovanih
nanocestica silike

Koncentracija epoksi grupa na povrsini GOPTMS-om modifikovanih nanocestica silike
je odredivana titracijom sa HBr/CH3COOH rastvorom (6 ml 45% HBr u 250 ml of
CH3COOH). Prvo je napravljena standardna kriva tako $to je u 6 erlenmajera stavljeno
20 ml benzena i 10 ml glacijalne siréetne kiseline, 1 potom je dodato nekiliko kapi 1 %

kristalviolet boje. U erlenmajere je odmereno redom po 200, 400, 600, 800 i 1000 pumol
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99,9 % epihlorhidrina. Sesti elrenmajer je koris¢en kao blank uzorak. Svih 6 rastvora je
titrisano sa HBr/CH3COOH rastvorom pomoc¢u mikrobirete dok se boja ne promeni iz
bledo roze u bledo zelenu. Zapremina rastvora HBr potroSena za titraciju ovih uzoraka je

koriS¢ena za pravljenje standardne krive (slika 3.1).

5 y = 0.0049x
R2=1

UtroSena zapremina rastvora
HBr/CH;COOH

0 200 400 600 800 1000 1200
pmol epihlorhidrina

Slika 3.1. Standardna kriva za odredivanje koncentracije uvedenih epoksi grupa na

povrsinu nanocestica Silike.

Za odredivanje uvedenih epoksi grupa na nanocestice kori§¢ena je ista procedura samo je
u erlenmajere stavljano po 100 mg GOPTMS-om modifikovanih nanocestica. Na osnovu
nagiba standardne krive i zapremine utrosenog rastvora prilikom titracije GOPTMS-om
modifikovanih nanocestica odredena je koli¢ina epoksi grupa prisutnih na povrSini

modifikovanih Cestica. Dobijena vrednost predstavlja broj epoksi grupa po g nanocestica

(umol/g).

3.2.2. Karakterizacija modifikovanih nanocestica silike
3.2.2.1. FTIR analiza
Modifikovane nanocestice kao i ne modifikovane nanocestice silike su analizirane FTIR
spektroskopijom. FTIR spektari su dobijeni pomoéu BOMEM (Hartmann & Braun)
spectrofotometra na sobnoj temperaturi. U avanu je usitnjen i pomesan KBr sa 1 maseni
% svakog uzorka, dobijeni prah je potom stavljen u kalup i presovan pomocu hidrauli¢ne
prese. Kao rezultat presovanja dobijena je transparentna tableta koja je potom analizirana.

FTIR spektar je sniman izmedu 400 and 4000 cm ™ pri rezoluciji od 4 cm™'.
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3.2.2.2. TGA analiza
Termogravimetrijska analiza (TGA) je radena pomoc¢u SDT Q-600 simultanog DSC-
TGA uredaja. TGA spektri su dobijeni zagrevanjem uzoraka od 25 °C do 600 °C pri brzini
zagrevanja od 10 °C / min. Zagevanje uzoraka se odigrava u inertnoj atmosferi pri brzini
protoka azota od 0,1 dm®min.

3.2.3. Imobilizacija enzima
3.2.3.1. Imobilizacija lipaza na nanocestice silike
Imobilizacija  lipaze na nemodifikovane (FNS), amino-modifikovane (AFNS) i
cijanurilhloridom aktivirane amino-modifikovane nanocestice silike (CCAFNS)
izvodena pod istim uslovima nezavisno od toga koja nanocestica je koriS¢ena.
Pripremljen je pocetni rastvor lipaze u odgovaraju¢em fosfatnom puferu (0,1 ili 1 M, pH
7) koncentracije 3 mg/ml. Suspenzija nanocestica Silike i rastvor lipaze pomesani su u
ependorficama tako da se dobije unapred definisana inicijalna koncentracija proteina po
gramu cCestica. Ispitana je imobilizacija pri ponudenim koncentracijama proteina 5,7; 57,
228, 570 i 1140 mg/g nosaca. Pripremljeni su uzorci za tacke na 0,25; 0,5; 1,2,3,41i5h
za svaku koli¢inu ponudenih proteina. Svi uzorci su inkubirani na 25 °C i sa meSanjem
(13 000 o/min). Nakon isteka predvidenog vremena, uzorci su centrifugirani i uziman je
uzorak supernatanta za odredivanje zaostale aktivnosti lipaze. Dobijene vrednosti
poredene su sa pocetnom aktivno$cu lipaze (aktivnost poc¢etnog rastvora lipaze (1U/ml))
1 na taj nacin je dobijena kriva pada aktivnosti lipaze u supernatantu. Izdvojeni imobilizat
je ispran sa 3 puta po 1 ml pufera koji je kori$¢en za imobilizaciju, zatim osuSen u vakuum
susnici na 40 °C tokom 2 h i kori$¢en za ispitivanje aktivnosti suvog imobilizata.
Imobilizacija lipaza na epoksi-modifikovane nanocestice silike (GFNS) je radena po
upravo opisanoj proceduri za FNS, AFNS i CCAFNS. S tim da je pravljena suspenzija
nanocestica i rastvora lipaze tako da ponunudeni proteini po gramu nanocestica budu 600
mg/g. I ova imobilizacija je radenaiu 0,1 i 1 M fosfatnom puferu pH 7.
3.2.3.2. Imobilizacija p-galaktozidaza na nanocestice silike
Imobilizacija p-galaktozidaze na nemodifikovane (FNS), amino-modifikovane (AFNS)
i cijanurilhloridom aktivirane amino-modifikovane (CCAFNS) nanocestice silike je
izvedena tako $to je prvo pripremljen rastvor ovog enzima u acetatnom puferu (0,1 M i
pH 4,5) koncentracije 5 mg/ml. Suspenzija nanocestica i rastvor p-galaktozidaze

pomeSani su u ependorficama tako da se dobije unapred definisana inicijalna
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koncentracija proteina po gramu Cestica. Ispitana je imobilizacija pri ponudenoj
koncentraciji proteina: 83, 113, 230 i 435 mg/g . Pripremljeni su uzorci za tacke na 1, 3
i 5 h. Svi uzorci su inkubirani na 25°C uz mesanje (13 000 o/min). Nakon predvidenog
vremena, uzorci iz ependorfa su centrifugirani radi odvajanja Cestica nosaca sa
imobilisanim enzimom od supernatanta. Potom je izdvojeni imobilizat ispran sa 3 puta
po 1 ml pufera koji je kori$¢en za odredivanje aktivnosti imobilisanog enzima. AKtivnost
[-galaktozidaze je odredivana i u odvojenim supernatantima i poredena sa aktivno$éu

pocetnog rastvora S-galaktozidaze kako bi se dobila kriva pada aktivnosti u supernatantu.

3.2.3.3. Imobilizacija proteaza na nanocestice silike
Imobilizacija komercijalne proteaze iz Aspergillus oryzae (Flavourzyme) i proteaze iz
Bacillus licheniformis (Alcalase) izvodene su na: nemodifikovane (FNS), amino-
modifikovane (AFNS) i cijanurilhloridom aktivirane amino-modifikovane nanosilika
Cestice (CCAFNS) pod istim uslovima nezavisno od toga koja nanocCestica je kori$éena.
U ependorfe je odmereno po 2 mg nanocestica i dodato je po 1 ml razblazenog rastvora
proteaze (Flavourzyme ili Alcalase) koncentracije 0,05 mg/ml koji je napravljen u 10
mM natrijum-acetatnom puferu i 5mM kalcijum-acetatu (pH 7,5). Pripremljeni su uzorci
zatacke na 1, 3 i 5 h. Svi uzorci su inkubirani na 25 °C i sa me$anjem (400 o/min). Nakon
isteka predvidenog vremena, uzorci su centrifugirani i uziman je uzorak supernatanta za
odredivanje aktivnosti proteaze. Dobijene vrednosti poredene su sa po¢etnom aktivno$éu
proteaza (aktivnost pocetnog rastvora proteaza) i na taj nacin je dobijena kriva pada
aktivnosti proteaza u supernatantu. Izdvojeni imobilizat centrifugiranjem je ispran sa 3
puta po 1 ml pufera koji je koriS¢en za imobilizaciju (10 mM natrijum-acetatni pufer i 5
mM kalcijum-acetat (pH 7,5)) i potom je kori¢en za ispitivanje aktivnosti imobilizata.
Imobilizacija proteaza na epoksi-modifikovane nanocestice silike (GFNS) je radena po
upravo opisanoj proceduri za FNS, AFNS i CCAFNS. S tim da je ova imobilizacija je
radena i u 0,01 i1 M Na-acetathom puferu pH 7,5.

3.2.4. Odredivanje aktivnosti enzima
3.2.4.1. Odredivanje aktivnosti lipaze u hidrolizi p-nitrifenil palmitata
Hidroliticka aktivnost lipaze, kako slobodne (u supernatantu) tako i imobilisane,
ispitivana je u reakciji hidrolize p-nitrofenil palmitata (p-NPP). Odredivanje aktivnosti
lipaze zasniva se na hidrolizi p-nitrofenil palmitata do p-nitrofenola i palmitinske kiseline

(slika 3.2.). p-Nitrofenol je jedinjenje sa apsorpcionim maksimumom na 410 nm, a
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promena apsorbance (time 1 koncentracije ovog jedinjenja) koristi se za odredivanje

aktivnosti enzima.

o}
o)J\(m-l;,)ﬁ_c,.;3 OH

H
lipaza . + CH
- H3C_( ZH
0
NO, NO,
p-nitrofenil palmitat p-nitrofenil  palmitinska Kiselina
(p-NPP) (420 nm)

Slika 3.2. Hidroliza p-nitrofenil palmitata katalizovana lipazom.

Rastvor supstrata je pripreman tako $to je 0,0378 g p-NPP, 0,017 g natrijum-dodecil
sulfata (SDS) i 1,0 g Tritona X-100, rastvoreno u normalnom sudu od 100 ml. Ova smesa
je zagrevana 15 minuta na 65 °C u vazdu$nom termostatu, dobro je izmeSana i ohladena
na sobnu temperaturu. Do upotrebe je Cuvana na 4°C. Pre same upotrebe pripremljen je
supstrat tako §to je napravljen rastvor supstrata posmesan sa TRIS-HCI puferom
koncentracije 0,1 mol/l (pH 8,2) u odnosu 1:1.

Prilikom ispitivanja aktivnosti slobodne lipaze, aktivnosti supernatanta u plasti¢nu kivetu
za spektrofotometar odmereno je 50 ul uzorka i dopunjeno supstratom do ukupno 1 ml.
Kiveta je potom postavljena u spektrofotometar i merena je apsorbanca na 410 nm na
svakih trideset sekundi, tokom 2 minuta. Na osnovu izmerenih vrednosti apsorbance
odredena je vrednost AA/At iz koje je kasnije preracunata hidroliticka aktivnost
slobodnog enzima i enzima u supernatantu odvojenom nakon zavrsene imobilizacije po
formuli:

dA V, 100000
X X —-
dt "V, €x1000

gde je As-hidroliticka aktivnost enzima (slobodnog ili u supernatantu) (IU/ml), R-
razblaZenje, Vu-ukupna zapremina (ml), Ve-zapremina uzorka (ml), e=1500 1/mol, dA/dt-
promena apsorbance.

Da bi se ispitala koncentracija imobilisane aktivnosti, u plasticnu kivetu je odmereno 1
mg suvog imobilizata i dodato je 2 ml supstrata, zatim je ubaceno magnetno zrno. Kiveta
je stavljana na magnetnu mesSalicu (1000 o/min). Kiveta je potom prenosena u

spektrofotometar na svakih 30 s i merena je apsorbanca na 410 nm tokom 2 minuta. 1z
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izmerenih vrednosti apsorbance odredena je vrednost AA/At iz koje je kasnije preracunata
koncentracija imobilisane aktivnosti enzima na imobilizatu po formuli:

A =R ><d_Axﬁ>< 1000000

' dt = m, &x1000

gde je Ai-koncentracija imobilisane aktivnosti (1U/g), R-razblazenje, Vu-ukupna
zapremina (ml), me-masa suvog imobilizata (g), €=1500 I/mol, dA/dt- promena
apsorbance.
Prinos imobilizacije aktivnosti je racunat po formuli:

Prinos imobilizacije aktivnosti (%)

( aktivnost slobodnog enzima — aktivnost u supernatantu nakon imobilizacije)
B aktivnost imobilisanog enzima

x 100
(3.1)

3.2.4.2. Odredivanje hidroliticke aktivnosti f-galaktozidaze u hidrolizi o-nitrofenil-
p-galaktozida

Hidroliticka aktivnost p-galaktozidaze, kako slobodne (u supernatantu) tako i
imobilisane, ispitivana je u reakciji hidrolize o-nitrofenil-g-galaktozida (0-NPG).
Odredivanje aktivnosti f-galaktozidaze zasniva se na hidrolizi o-nitrofenil-f-galaktozida
do o-nitrofenola i p-galaktozida (slika 3.3.). o-nitrofenol je jedinjenje sa apsorpcionim
maksimumom na 410 nm, a promena apsorbance (time i koncentracije ovog jedinjenja)

koristi se za odredivanje aktivnosti enzima.
NO, NO,
HO
beta-galaktozidaza

o
-

o-nitrofenil-beta-galaktozid o-nitrofenil beta-D-galaktozid
(420 nm)

Slika 3.3. Hidroliza o-nitrofenil-g-galaktozida katalizovana f-galaktozidazom.
Rastvor supstrata je pripreman tako $to je 0,015 g ONPG-a rastvoreno u 5 ml acetatnog
pufera (0,1 M i pH 4,5).

Prilikom ispitivanja aktivnosti slobodne p-galaktozidaze i aktivnosti ovog enzima u
supernatantima odvojenim nakon zavrSene imobilizacije u plastiénu kivetu za

spektrofotometar odmereno je 50 ul supernatanta ili pocetnog rastvora enzima i
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dopunjeno supstratom do ukupno 1 ml. Kiveta je potom postavljena u spektrofotometar i
merena je apsorbanca na 410 nm na svakih trideset sekundi, tokom 2 minuta. 1z dobijenih
vrednosti odredena je vrednost AA/At iz koje je kasnije preracunata hidroliticka aktivnost
slobodnog enzima i enzima u supernatantu po formuli:

A =Rxd—AxEx1000000

s dt =V, &£x1000

gde je As-aktivnost enzima (slobodnog ili u supernatantu) (1U/ml), R-razblazenje, Vu-
ukupna zapremina (ml), Ve-zapremina uzorka (ml), €=1357 I/mol, dA/dt- promena
apsorbance.
Da bi se odredila koncentracija imobilisane aktivnosti f-galaktozidaze, u plasti¢nu kivetu
je odmereno 1 mg imobilizata i 2 ml supstrata, zatim je uba¢eno magnetno zrno. Kiveta
je stavljana na magnetnu mesalicu (1000 o/min). Kiveta je potom prenoSena U
spektrofotometar na svakih 30 s i merena je apsorbanca na 410 nm. Na osnovu izmerenih
apsorbanci koncentracija imobilisane aktivnosti je racunata po formuli:

Al:Rxd_A)(ﬁ)(lOOOOOO

' dt = m, &x1000
gde je Ai-koncentracija imobilisane aktivnosti (1U/g), R-razblazenje, Vu-ukupna
zapremina (ml), me-masa suvog imobilizata (g), €=1357 Il/mol, dA/dt- promena

apsorbance. Prinos imobilisane aktivnosti je racunat po formuli 3.1.

3.2.4.3. Odredivanje hidroliticke aktivnosti proteaza u reakciji hidrolize azokazeina
Za odredivanje hidroliti¢ke aktivnosti komercijalnih preparata proteaza (Flavourzyme i
Alcalase) koris¢ena je metoda po kojoj se kao supstrat koristi azokazein. Kazein je
fosfopolipeptidni lanac koji se dobija iz mleka dobija taloZenjem kiselinama,
isoljavanjem ili ultracentrifugiranjem. Azokazein je kazein hemijski modifikovan
sulfanilnom kiselinom. Hidrolizom ovakvog kazeina, dolazi do otpustanja azo boje u
reakcionu smesu §to se detektuje pracenjem apsorbance na 440 nm u alkalnoj sredini
(slika 3.4.).

Reakcija se izvodi tako $to se 150 pl uzorka (pocetnog rastvora enzima ili supernatanta)
ili 2 mg nanocestica pomesa sa 300 pl 2% (w/v) rastvora azokazeina u 50mM Tris-HCI
puferu pH 9 u ependorfici. Reakciona smesa se inkubira na 30 °C u trajanju od 30 minuta.
Nakon toga, reakcija se zaustavlja dodatkom 1200 ul 10% (w/v) rastvora trihlorsiréetne
kiseline (TCA).
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proteaze . . Ses
» Aminokiseline

Slika 3.4. Hidroliza azo-kazeina katalizovana proteazama.

Ovako pripremljene ependorfice sa reakcionim smeSama se ohlade u ledenom kupatilu
10 minuta kako bi se pospesilo uklanjanje precipitata, nakon ¢ega se njihov sadrzaj
centrifugira 10 minuta pri brzini od 12 000 o/min. Dekantovan supernatant (600 pl)
pomesa se sa 700 ul 1 M NaOH i meri se apsorbancija na 440 nm u odnosu na slepu
probu.
Slepa proba se priprema tako §to se umesto rastvora enzima rastvoru azokazeina dodaje
destilovana voda u istoj koli¢ini (150 pl). Ovoj smesi se odmah dodaje i rastvor
trihlorsiréetne kiseline i ovako pripremljena slepa proba se odmah ostavlja da se ohladi i
dalje tretira kao uzorak.
Jedinica proteoliticke aktivnosti definisana je kao koli¢ina enzima potrebna za promenu
apsorbancije od 1, na 440 nm u kiveti duzine 1 cm pri gore opisanim uslovima.
Prinos imobilizacije aktivnosti je ra¢unat po formuli 3.1.

3.2.4.4. Odredivanje hidroliticke aktivnosti proteaza u reakciji hidrolize L-

leucin-p-nitroanilida
Za odredivanje hidroliticke aktivnosti komercijalnih preparata proteaza Flavourzyme
kori$éena je i metoda po kojoj se kao supstrat koristi L-leucin-p-nitroanilid (L-LPNA)
(slika 3.5).

o NO,
CH; NH
3 2 Proteaze H3C OH +
H,;C HN—@—NOZ +H,0
0] H3C NHZ
NH,

L-leucin-p-nitroanilid L-leucin  p-nitroanilid

Slika 3.5. Hidroliza L-leucin-p-nitroanilida pomocu proteaza.
Rastvor supstrata se priprema tako §to se prvo pripremi 50 mM rastvor L-leucin-p-

nitroanilida u metanolu. Ovaj rastvor se potom razblazi do 24 mM dodavanjem 50 mM
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TRIS-HCI pufera pH 8. Ovako pripremljen rastvor L-LPNA se koristi za odredivanje
proteoliticke aktivnosti proteaza.

Reakciona smeSa se priprema Sipanjem u Kivetu 2,95 ml rastvora L-LPNA i 0,05 ml
pocetnog rastvora enzima ili supernatanta, ili dodavanjem 2 mg imobilisanog enzima.
Pripremljena reakciona smeSa se inkubira 5 minuta na 30 °C, nakon ¢ega se meri
apsorbanca na 405 nm.

Slepa proba se pravi na isti nacin kao reakciona smesa stim da se umesto enzima dodaje
0,05 ml pufera.

Jedinica proteoliticke aktivnosti je definisana kao koli¢ina enzima potrebna da hidrolizuje
1 umol 24 mM rastvora L-LPNA do L-leucina i p-nitroanilida po minuti na pH 8 i
temperaturi od 30 °C.

Proteoliticka aktivnost slobodnog enzima ili supernatanta u reakciji L-LPNA se

preracunava po formuli:

__ Apsorbanca (405 nm)+*3

, gde je 3-ukupna zapremina reakcione
9,9 x0,1

Aktivnost (%)

smese, €-9,9 i 0,1-ukupna zapremina analiziranog uzorka rasrvora enzima.
Proteoliticka aktivnost imobilisanog enzima (1U/mg) u reakciji hidrolize L-LPNA se
preracunava po istoj formuli s tim da se umesto 0,1 ml uzorka koristi 2 mg imobilisanog

enzima.

3.2.5. Odredivanje sadrzaja proteina
3.2.5.1. Metoda po Loriju
Za odredivanje proteina metodom po Loriju pripremljeni su:

1. 2 %-ni rastvor NaCOs u 0,1 M NaOH (rastvor A),

2. 1 %-ni rastvor CuSO4-5H20 u destilovanoj vodi (rastvor B),

3. 2 %-ni rastvor kalijum, natrijum-tartarata u destilovanoj vodi (rastvor C).
Mesanjem 1 ml rastvora A sa 1 ml rastvora B i dopunjavanjem do 100 ml rastvorom C
dobijen je rastvor D. Rastvor D se priprema neposredno pre upotrebe.

Standardna kriva je odredena pre prvog merenja. Napravljena su standardna razblazenja
osnovnog rastvora BSA (albumin iz govedeg seruma) koncentracije 1 mg/ml dobijenog
rastvaranjem 10 mg BSA u 10 ml destilovane vode. Uzorci su pripremljeni tako §to su
mikropipetom odmerene zapremine 0,1-0,5 ml osnovnog rastvora BSA, a zatim su

dopunjeni do ukupno 1 ml zapremine destilovanom vodom. U svaki uzorak je dodato po
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2 ml rastvora D, a nakon 10 min stajanja 1 0,2 ml Folinovog reagensa, nakon cega su
uzorci vorteksirani i ostavljeni da odstoje tokom 45 min. Odredivanjem apsorbanci na
500 1 720 nm dobijene su vrednosti pomoc¢u kojih je konstruisana standardna kriva.

Za ispitivanje uzorka nepoznate koncentracije proteina (rastvora slobodnog enzima i
supernatanata odvojenih nakon zavrSene imobilizacije) primenjena je sledeca procedura:
U epruvetu je odmeren 1 ml uzorka i dodato je 2 ml rastvora D. Nakon 10 min stajanja,
uzorku je dodato 0,2 ml Folinovog reagensa, uzorak je vorteksiran i ostavljen da stoji 45
min. Nakon isteka ovog vremena izmerena je apsorbanca na 500 i 720 nm, pa je na bazi

dobijenih vrednosti i nagiba standardne krive odreden sadrzaj proteina u uzorku.

3.2.5.2. Metoda po Bredfordu

Za odredivanje proteina metodom po Bredfordu, koncentrovana boja je pripremljena tako
§to je 100 mg Coomassie brilliant blue G-250 (CBB G-250) rastvoreno u 50 ml 95 %
etanola, a zatim je dodato 100 ml fosforne kiseline i voda do ukupne zapremine od 200
ml. Da bi se dobio Bredfordov reagens, u 100 ml koncentrovane boje se dodaje 400 ml
destilovane vode. Ovako pripremljen Bredfordov reagens neophodno je profiltrirati tri
puta i Cuvati u tamnoj boci, pri emu se ostaje stabilan 2-3 nedelje.

Kako bi se odredila koncentracija proteina u uzorku, 20 ul rastvora (poéetnog rastvora
enzima ili supernatanta) je odmereno u plasticnu kivetu, a tome je dodat Iml
Bredfordovog reagensa. Nakon 5 minuta spektrofotometrijski se odreduje apsorbanca na
595 nm.

Koncentracija proteina se preraCunava pomocu standardne krive, koja je pre prvog
merenja dobijena sa rastvorom BSA definisane koncentracije na isti nacin kao Sto je
opisano u metodi po Loriju.

Koncentracija imobilisanih proteina na nanocestice (mg/g nosaca) i prinos imobilizacije

proteina (%) su racunati po formulama:
A - . . mg “
Koncentracija imobilisanih proteina (7 nosaca)

koncentracija unetih proteina — koncentracija proteina u supernatantu nakon imobilizacije

masa nosaca

. . . » . koncentracija imobilisanih proteina
Prinos imobilizacije proteina (%) = — - - x 100
koncentracija unetih proteina
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3.2.6. Odredivanje termostabilnosti imobilisanih enzima

Da bi se odredila stabilnost imobilisanih enzima na povecanoj temperaturi pripremljeni
su, po prethodno opisanim postupcima, odabrani imobilizati:

1. lipaze na FNS, AFNS, CCAFNS i GFNSu 0,1 M i1 M fosfatnim puferima (pH

7),

2. p-galaktozidaze na FNS, AFNS i CCAFNS u 0,1 M acetatnom puferu pH 4,5
Za sve imobilizate je koriS¢ena ista procedura:
U vise ependorfa je odmereno po 1 mg imobilisanog enzima i suspendovano u 1 ml
odgovarajuceg pufera. Ependorfi su potom stavljeni u termostatirano vodeno kupatilo na
odgovarajucu temperaturu (55 °C u sluéaju lipaze i 60 °C u slucaju f-galaktozidaze).
Uzorci su uzimani u odredenim vremenskim intervalima da bi se odredila njihova
aktivnost. Neposredno pre uzimanja uzorka suspenzija je na kratko izmeSana na
magnetnoj meSalici da bi se dobio reprezentativan uzorak.
Nakon hladenja uzorka odredena je aktivnost imobilizata pomocu p-nitrofenil palmitata
za imobilisane lipaze ili pomocéu o-nitrofenil-S-galaktozidaza za imobilisane p-
galaktozidaze po prethodno definisanim metodama u poglavljima 3.2.4.1. i 3.24.2., a
dobijeni rezultati predstavljeni su kao relativha aktivnost (procentualno u odnosu na
aktivnost pre izlaganja povisenoj temperaturi).

3.2.7. Odredivanje operativne stabilnosti imobilisanih enzima

3.2.7.1. Odredivanje operativne stabilnosti imobilisanih lipaza
Operativna stabilnost imobilisane lipaze na FNS, AFNS, CCAFNS i GFNS je testirana
u reakciji hidrolize p-nitrofenil palmitata. Tokom jednog ciklusa 4 mg imobilisanog
enzima je inkubirano sa 2 ml supstrata u trajanju od minut uz meSanje na magnetnoj
mesalici (600 o/min). Nakon toga reakciona smesa je centrifugirana na 13000 o/min 2
minuta kako bi se reakcioni medium odvojio od imobilisanog enzima. Aktivnost
imobilisanog enzima u svakom ciklusu je odredivana merenjem absorbance odvojenog
reakcionog medijuma na 410 nm. Imobilisan enzim koji je odvojen od supernatanta je
opran sa 2 ml TRIS-HCI pufera i potom koris¢en u narednom ciklusu na isti nacin.
Dobijena aktivnost imobilisanog enzima u svakom ciklusu je predstavljena kao relativna

aktivnost u odnosu na nulti ciklus.
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3.2.7.2. Odredivanje operativne stabilnosti imobilisanih #-galaktozidaza

Operativna stabilnost s-galaktozidaze imobilisane na AFNS (pri koncentraciji ponudenih
proteinima od 230 mg/g tokom 3 h u 0,1 M acetatnom puferu pH 4,5) je testirana na 50
°C u sintezi galakto-oligosaharida. Reakciona smesa je sadrzala 100 mg imobilisanog
enzima i rastvor laktoze koncentracije 400 g/l u 0,1 M acetatnom puferu pH 4,5. Nakon
svakog ciklusa (ciklus je trajao 1 h) koli¢ina sintetisanih galakto-oligosaharida je utvrdena
HPLC metodom. Imobilisan enzim je odvojen od reakcione smeSe centifugiranjem na

13000 rpm 3 minuta i ponovo kori§¢en na isti nacin.

3.2.8. Sinteza aroma estara pomoc¢u imobilisanih lipaza
Sinteza aroma estara je izvodena u balonima (50 ml) u koje je odmereno 5 ml izooktana,
ekvimolarne konentracije amil alkohola i kapronske kiseline (2,5 x 107> mol), 5 uL vode
i 50 mg suvog imobilisanog enzima. Baloni su potom stavljeni u vodeno kupatilo na
temperaturu od 45 °C tokom 24 h uz mesanje brzinom od 150 rpm. Reakcija je prekinuta
dodavanjem smeSe smesa etanola i dietil etra (1:1) nakon 24 h. Koli¢ina sintetisanog estra
je odredena titracijom reakcione smeSe sa 0,1 M NaOH u prisustvu fenoftaleina kao
indikatora. Na osnovu zapremine utrosenog NaOH za neutralizaciju zaostale kiseline u
reakcionoj smesi moze se izracunati koli¢ina utroSene kiseline za sintezu estara. Koli¢ina
sintetisanog estra je proporcionalna koli¢ini utroSene kiseline prilikom sinteze estra.
3.2.9. Sinteza galakto-oligosaharida pomo¢u imobilisanih #-galaktozidaza

Reakcija sinteze galakto-oligosaharida (GOS) je izvedena u balonima (50 ml) koji su
stavljeni u termosejker na 200 rpm i 50 °C tokom 8 h. Reakciona smesa se sastojala od
rastvora laktoze koncentracije 400 g/l u 0,1 M acetatnom puferu pH 4,5 i 100 mg
imobilisanog enzima. Ovi reakcioni uslovi su primenjeni posto je u okviru doktorske
disertacije koja je je izvedena na Katedri za biohemijsko inzenjerstvo i biotehnologiju
optimizovana ova reakcija i utvrdeno da su to optimalni uslovi.’®! Prilikom izvodenja
reakcije sa slobodanim enzimom njegova koncentracija je podeSena da odgovara
aktivnosti imobilisane p-galaktozidaze (200 1U mereno u hidrolizi o-NPG-a). Uzorci su
uzimani u odredenim vremenskim intervalima i reakcija je prekidana zagrevanjem uzetih
uzoraka na 100 °C tokom 10 minuta kako bi se inaktivirao enzim. Potom su uzorci
razblazeni 10 puta dejonizovanom vodom, centrifugirani i analizirani pomo¢u HPLC-a.
Paralerno, kontrolni uzorci bez enzima su pripremljeni i tretirani na isti nacin, nakon

analize produkti reakcije nisu detektovani u njima.

86



Doktorska disertacija | Katarina Banjanac

3.2.9.1. HPLC analiza

Za kvantativnu analizu uzoraka dobijenih u reakciji sinteze GOS-a kori$¢en je Dionex
Ultimate 3000 Thermo Scientific HPLC system. Odredivanje GOS-ova je izvedeno na
ugljeni¢noj koloni (Hyper REZ XP Carbohydrate Ca?*, 300 mm x 7.7 mm, 8 um) na 80
°C. Dejonizovana voda je koris¢ena kao mobilna faza za brzinom eluacije od 0,6 ml/min
tokom analize. Detekcija proizvoda reakcije je izvedena pomoc¢u Detection RI detektora

RefractoMax 520. Svi dobijeni podaci su obradeni pomoc¢u Chromeleon softvera.

3.2.10. Sinteza galaktozida laktitola pomocu imobilisanih #-galaktozidaza
Reakcije sinteze galaktozida laktitola pomocu slobodnog enzima i imobilisanog na AFNS
su izvedene u $lifovanim erlenmajerima na vazdusnoj tresilici na 150 o/min i 45 °C.
Reakciona smeSa se sastojala od laktoze (koncentracije 200 mM), galaktitola
(koncentracije 1,4 M), NaCl (koncentraije 1 M) koji su rastvoreni u 5 ml acetatnog pufera
(pH 4,5). U reakcionu smesu je potom dodato 0,2 mg/ml slobodnog enzima ili 5 mg
imobilisanog enzima. Reakcija je trajala 4,7 h. Reakcija je prekinuta kuvanjem 10 minuta
na 100 °C, uzorci su adekvatno razblazeni, centrifugirani i zatim analizirani koriscenjem

HPLC metode (opisanoj u poglavlju 3.2.9.1).

3.2.11. Elektroforeza

Natrijum dodecilsulfat poliakrilamid gel elektroforeza (SDS-PAGE) je koris¢ena za
detektovanje enzima koji ¢ine komerijalni preparat proteaza-Flavourzyme kao i enzima u
supernatantima odvojenim nakon imobilizacije ovog preparata na FNS, AFNS i CCAFNS
nanocesice.

Princip elektroforeze se sastoji u tome da natrijum dodecilsulfat (SDS), koji je anjonski
deterzent, vezuje za sebe molekule proteina svojim hidrofobnim ,,repom®. Negativno
naelektrisanje SDS-a uslovljava medusobno odbijanje tako da se proteini relativno lako
odvajaju. U proseku na svake dve aminokiseline molekula proteina se vezuje po jedan
molekul SDS-a. Vezivanje SDS-a uslovljava razvijanje proteina u izduzeni polipeptidni
lanac. Na ovaj nacun postize se odvajanje proteina. Svi proteini su prekriveni SDS-om pa
su jako negativno naelektisani. Zato se ovi ,.kompleksi* kre¢u ka pozitivnoj elektrodi koz
poliakrilamidni gel. Manji molekuli se kre¢u brZe 1 za isto vreme putuju dalje od vec¢ih
molekula. Na kraju elektroforeze proteini su razdvojeni u diskretne trake po opadajucoj
molekulskoj masi od mesta nanoSenja do kraja gela. Bojenjem organskim bojama ili

srebrom omogucéava se da se po pojedinacnoj traci proteina detektuje od 0,5 pg do 0,5
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ng proteina. Struktura poliakrilamidnog gela je prikazana na slici 3.6, a na slici 3.7. je

prikazana Sematizovana klasi¢na kada u kojoj se izvodi vertikalna SDS elektroforeza.
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Slika 3.7. Sematski prikaz elektroforeze.

3.2.11.1. Postupak rada

Dezaerisani gel za razdvajanje (sastav dat u Tabeli 3.1.) je sipan izmedu ploc¢a. Nakon
sipanja rastvora gela za razdvajanje povrsina je nadslojena rastvorom 2-butanola u vodi.
Kada se polimerizacija gela za razdvajanje zavrsila sipan je dezaerisani rastvor gela za
koncentrovanje (sastav dat u Tabeli 3.1.). U rastvor ovog gela je stavljen ,,cesalj”. Kada
je polimerizacija gornjeg gela zavrSena izvaden je Cesalj, a u nastale ,,bunarc¢ice’ su uneti
uzorci. Uzorci (preparat Flavourzyme, supernatanti odvojeni nakon imobilizacije na FNS,
AFNS i CCAFNS) su pripremljeni tako $to je 50 ul uzorka rastvoreno u puferu za obradu

uzoraka. Sastav pufera za obradu uzoraka je dat u Tabeli 3.2.
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Tabela 3.1. Priprema gradijentnih gelova.

Rastvori Gel za razdvajanje Gel za koncentrovanje
(10 %) (4 %)
1. Monomerni rastvor 10 ml 0,4 ml
(30 % akrilamida, 2,7 %
bisakrilamida i voda)
2. Tris pufer 7,5ml -
(1,5M, pH 8,8)
3. Tris pufer - 0,75 ml
(0,5M pH 6,8)
4. Voda 12,5 ml 1,8 ml
5. TEMED 10 pl 8 ul
| Dezaeracija 5-10 minuta
6. SDS (10 % m/V) 0,3ml 30 pl
7. APS (10 % m/V) 0,15 ml 15 pl
Finalna zapremina 30 ml 3mi

Tabela 3.2. Priprema pufera za obradu uzoraka.

Sastav pufera za obradu uzoraka Koli¢ina
0,0625 M 0,5 M Tris pufer pH 6,8 9,38 mi
10 % Glicerol 7,5ml
2% SDS 159
0,002 % Brom fenil plavo 1,5ml
Voda 21,25 ml
5 % p-merkaptoetanol 3,75 ml

Kada je pustena elektroforeza voltaza je drzana konstantnom (80 V) dok uzorci nisu ush
u gel za razdvajanje, a potom je povisSavana se od 150 do 400 V do kraja rada.
Kalibracijom gela (4/10 % koncentrovani odnosno razdvajajuéi gel) proteinima poznatih
masa formira se standardna kriva. Za standardnu krivu je koris¢en komercijalni marker.
3.2.11.2. Detekcija proteinskih traka bojenjem srebrom

Proteini na gelu su detektovani bojenjem srebrom. Nakon zavrSene elektroforeze gel je
pazljivo prenet u staklenu posudu i ispran destilovanom vodom. Gel je prvo fiksiran a

potom ispiran. Postupak fiksiranja i ispiranja je dat u Tabeli 3.3.
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Tabela 3.3. Procedura bojenja gelova srebrom.

Rastvori Vreme (minuti)

1. Ispiranje destilovanom vodom 1

2. 50 % metanol, 20 % TCA, 2 % CuCl; 15

3. 10 % etanol, 5 % sircéetna kiselina 10

4. 0,01 % KMnO4 10
Ispiranje destilovanom vodom 1

5. 10 % etanol, 5 % siréetna kiselina 10

6. 10 % etanol 10
Ispiranje 2 puta destilovanom vodom 1

7. Destilovana voda 10

8. 0,1% AgNO3 10
Ispiranje destilovanom vodom 20 sekundi

9. 10 % K>CO3 1

10. 2 % K2COs3, 0,01 % formaldehid Do pojave traka

11. 10 % etanol, 5 % siréetna kiselina 20 sekundi
Ispiranje destilovanom vodom 20 sekundi

12. Cuvanje u 0,02 % K,COs neograni¢eno

Nakon zavrSenog bojenja gel sa razdvojenim proteinskim je snimljen digitalnom

kamerom.

3.2.12. Hidroliza proteinskog izolata suncokretove sa¢me pomoc¢u imobilisanih

proteaza

3.2.12.1. Frakcionisanje suncokretove sa¢me

Frakcionisanje suncokretove sa¢me je izvedeno u destilovanoj vodi, pri ¢emu dolazi do
odvajanja tri frakcije: lignocelulozne (LF), tecne frakcije (TF) i taloga. Procesom
sedimentacije dolazi do formiranja taloga, dok LF isplivava na povrsinu TF frakcije kao
najlaksa komponenta. Potom je mehanicki odvojena LF frakcija. Razdvajanje TF frakcije
1 taloga je uradeno dekantovanjem. Dobijen talog je frakcija bogata proteinima i nekim
nerastvornim komponentama suncokretove sa¢me. Kako bi se proteini odvojili od

nerastvornih jedinjenja, odnosno preveli u rastvoran oblik, pristupljeno je alkalnoj
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ekstrakciji. Talog je suspendovan u destilovanoj vodi i potom tretiran koncentrovanim
NaOH (30 %) do uspostavljanja pH vrednosti od 10,5. Pri ovoj pH vrednosti svi proteini
se nalaze u rastvorenom obliku tj. proteini su iz taloga presli u formiranu te¢nu fazu.
Tecna faza se od taloga odvaja dekantovanjem. Potom se proteini suspendovani u te¢noj
fazi kiselom precipitacijom izdvajaju iz rastvora podeSavanjem njegove pH na
izoelektri¢nu tacku proteina suncokretove saéme koja ima vrednost 4,3. Novodobijeni
talog predstavlja proteinski izolat sunokretove sa¢me. Frakionisanjem suncokretove
sa¢me dobijen je proteinski izolat koji ima 1, 98 % suve materije i pH vrednost 4,3. Zatim
je izvrSena neutralizaija proteinskog izolata 0,1 M fosfatnim puferom pH 7,5 u
zapreminskom odnosu 1:1. Dobijen proteinski izolat je imao pH 7 nakon neutralizacije i

sadrzaj suve materije 1 %.

3.2.12.2. Hidroliza proteinskog izolata pomoc¢u imobilisanih proteaza

Hidroliza dobijenog proteinskog izolata (pH 7) je radena pomocu imobilisane alkalaze na
GFNS nanocestice u 1 M puferu, imobilisanog Flavourzyme-a na CCAFNS nanocestice
u 0,01 M puferu kao i kombinacijom ova dva imobilisana preparata. U tri erlenmajera je
sipano po 20 ml proteinskog izolata i 30 mg alkalaze u dva erlenmajera i 35 mg
Flavourzyme-a u treci erlenmajer. Reakcija je izvodena na 50 °C tokom 8 h. U jedan od
dva erlenmajera sa 20 mg alkalaze je nakon 2 h od pocetka reakcije dodato i 35 mg
Flavourzyne-a imobilisanog na CCAFNS.

U toku vremena (1, 2, 3, 4, 6 i 8 h) uzimani su uzorci iz sve tri reakcione smese i potom
kuvani 10 minuta na 90 °C kako bi se prekinula reakcija. Potom su uzorci analizirani
ninhidrinskom metodom i na HPLC-u kako bi se utvrdio sadrzaj proteina i aminoliselina

dobijenih hidrolizom pomoc¢u ovih imobilisanih enzima.

3.2.12.2.1. Ninhidrinska metoda

Potrebni reagensi: Ninhidrinski reagens je napravljen tako $to je prvo rastvoreno 80 m
SnCl,-2H20 u 50 ml citratnog pufera (0,2 M; pH 5), a 0,5 g ninhidrina je rastvoreno u 10
ml DMSO-a. Jednake zapremine ova dva rastvora su pomesane neposredno pre upotrebe.
Rastvor PEG-a je napravljen rastvaranjem 1,2 ml PEG 6000 u 10 ml destilovane vode.
Postupak: 100 ul 10 puta razblazenog uzorka reakcione smese (uzimanih u toku trajanja
reakcije iz sva tri erlenmajera) pomesa se sa 100 ul rastvora PEG u ependorfu. Zatim se
doda 1000 pl ninhidrinskog reagensa i smesa se zagreva u termosejkeru na 80 °C tokom

10 min. Ependorf se zatim ohladi i doda se 1000 ul ddH20O. Smesa se potom prebaci u
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kivetu i meri se apsorbanca spektrofotometrijski na 570 nm. Koncentracija aminokiselina
se preracunava pomocu standardne krive, koja je pre prvog merenja dobijena sa vodenim

rastvorom arginina definisane koncentracije (slika 3.8.).
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Slika 3.8. Standardna kriva za ninhidrinsku metodu.

3.2.12.2.2. HPLC metoda

Za kvantativnu analizu uzoraka dobijenih u reakciji hidrolize proteinskog izolata pomoc¢u
imobilisanih enzima kori$¢en je Dionex Ultimate 3000 Thermo Scientific (Voltam, SAD)
HPLC sistem sa reverzno faznom kolonom Hypersil gold C18, 150 mm x 4,6 mm.
Detekcija proizvoda vrena je UV detektorom na 210 nm. KoriSéen je gradijentni sistem
sa dve mobilne faze: vodeni rastvor 0,1 M trifluorsir¢etne kiseline (mobilna faza A) i
acetonitril (mobilna faza B). Brzina eluacije mobilnih faza je bila 1 ml/min tokom cele
analize, a kolona je termostatirana na 30 °C. Mobilne faze su dovodene u kolonu slede¢im
redosledom: u prvih 10 minuta samo mobilna faza A, potom je od 10 do 45 minuta
uspostavljen rastic¢i linearni gradijent od 0 do 100 % po mobilnoj fazi B, 1 u poslednjih 5

minuta opadajuci linearni gradijent od 100 % do 0 % takode po mobilnoj fazi B.
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4. Rezultati i diskusija

4.1. Hemijska funkcionalizacija nanocestica silike

4.1.1. Vrste i ciljevi hemijskih modifikacija
U sklopu ove doktorske disertacije, komercijalne, pirogene, neporozne nanocestice silike
Aerosil® 380 (FNS) su koridéene kao polazni materijal za dizajniranje $to adekvatnijih
nosaca za imobilizaciju enzima. Na osnovu specifikacije dobijene od proizvodaca ovih
nanodestica, one imaju pre¢nik 7 nm i specifi¢nu povrsinu od 380 m?g1.1% Mali pre¢nik
i velika specificna povrsina koje daju moguénost da se velika koli¢ina enzima veze na
njihovu povrsinu, uz osobine kao §to su netoksicnost i biokompatibilnost predstavljaju
glavne razloge za kori$¢enje ovih nanocestica.
Optimalna raspodela i vrsta reaktivnih funkcionalnih grupa na povr$ini nosaca definise
tip interakcija koje ¢e biti formirane izmedu nosaca i molekula enzima (adsorpcija ili
kovalentna imobilizacija) i predstavlja jedan od najbitnijih izazova prilikom dizajna
nosa¢a. U mnogim slu¢ajevima nosa¢, kao §to su npr. nanocestice silike (FNS), ne
poseduju adekvantne funkcionalne grupe koje bi omogucile odgovarajuce interakcije sa
molekulima enzima pa hemijska modifikacija postaje imperativ.
Imobilizacija enzima adsorpcijom zasniva se na slabim privlacnim silama izmedu
molekula enzima i1 ¢vrstog nosaca. Osnovne vrste interakcija koje se uspostavljaju izmedu
enzima 1 nosaca su dipol-dipol interakcije, disperzne sile, elektrostaticke interakcije,
vodonicne veze 1 hidrofobne interakcije. Fizicko-hemijske karakteristike enzima i nosaca,
kao 1 postojanje reaktivnih funkcionalnih grupa na enzimu i nosa¢u odreduju koja ¢e od
ovih interakcija dati veci doprinos pri interakciji.
Kako se enzimi na nanocestice silike mogu vezati isklju¢ivo nespecifi¢cnom adsorpcijom
razvijene su dve procedure modifikacije povrSine nanocestica silike reakcijom
silanizacije ¢iji je cilj uvodenje funkcionalnih grupa (amino i fenilamino grupa) koje ¢e
omoguciti specifi¢nije vezivanje enzima adsorpcijom.
Prva procedura se zasniva na modifikaciji reakcijom silanizacije povrsine nanocestica
silike koris¢enjem 3-aminopropiltrimetoksisilana (APTMS-a) radi uvodenja na njihovu
povrsinu primarnih amino grupa. Na amino-modifikovane nanocestice silike (AFNS)
enzimi se mogu vezati adsorpcijom 1 to pre svega formiranjem -elektrostatickih
interakcija. Sustina drugog primenjenog nacina modifikacije povrSine nanocestica

silike pomocu trimetoksi(2-fenilpropil)silana) (PAPMS-a) je da se na njihovu povrSinu
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uvedu fenilamino grupe. Osnovna ideja uvodenja fenilamino grupa na povrSinu ovih
nanocestica je da se poveca hidrofobnost povrSine nanocestica silike, 1 time omoguci
bolje vezivanje enzima adsorpcijom stvaranjem hidrofobnih interakcija.

Ipak kako je krajnji cilj dobijanje modifikovanih nanocestica koje ¢e dati mogucnost
stvaranja jakih kovalentnih veza sa enzimima, a kako ni amino ni fenilamino
modifikovane nanocCestice t0 ne omogucavaju, amino-modifikovane nanocestice su
tretirane  aktivirajuéim  reagensom  cijanuril-hloridom.  Aktiviranjem  amino-
modifikovanih nanocestica silike cijanuril-hloridom dobijaju se nanocestice sa slobodnim
atomima hlora koje omogucavaju formiranje kovalentne veze sa amino grupama
prisutnim na povrsini molekula enzima. Aktivacija amino-modifikovanih nosaca je
veoma cesto koriS¢ena procedura za uvodenje funkcionalnih grupa na povrsinu nosaca
koje sa enzimima mogu da formiraju kovalentne veze. Kao aktivirajuci reagensi se
najéesée koriste epihlorhidrin, glutaraldehid i dr.}* U literaturi postoje podaci o
procedurama koris¢enim za modifikaciju nanocestica silike amino-organosilanima kakvi
su 3-aminopropiletoksisilan i 3-aminopropiltrimetilsilani* ali ne postoje podaci da je
primenjivana procedura aktiviranja amino-modifikovanih nanocestica silike cijanuril-
hloridom.

Nakon ispitivanja mogu¢nosti kovalentne imobilizacije enzima na cijanuril-hloridom
aktivirane nanocestice silike pokusano je da se jednostavnijom procedurom modifikacije
na povrsinu silika nano€estica uvedu grupe koje mogu isto tako da omoguce kovalentno
vezivanje enzima. Izbor je pao na kuplujuéi bifunkcionalni reagens (3-
glicidiloksipropil)trimetoksisilan (GOPTMS) tj. organosilan koji poseduje epoksi grupe
na jednom svom kraju 1 koji se moze iskoristiti da u jednostepenom postupku modifikacije
nanocestica silike na njihovu povrsinu budu uvedene veoma reaktivne epoksidne grupe.
Generalno, modifikacija povrSine nosaca uvodenjem epoksidnih grupa na njihovu
povrsinu je jedna od najkoriS¢enijih metoda zbog Cinjenica da epoksidne grupe poseduju
veliku stabilnost na neutralnoj pH, veliku reaktivnost i mogué¢nost formiranja kovalentnih
veza sa razli¢itim grupama enzima kao §to su amino, hidroksilne i tiolne.%? 8 |z tog
razloga ove grupe se primenjuju u imobilizaciji enzima. Postoje konvencionalni nosaci
(Eupergit® C, Eupergit® C 250 L, Sepabeads)!®3-1% sa epoksidnim grupama na povrsini

koji se uspesno koriste za imobilizaciju enzima.
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4.1.2. Optimizacija hemijske modifikacije nanocestica silike
U prvom delu ove studije, istrazivanja su fokusirana na optimizaciju uslova modifikacije
povrSine nanocestica silike reakcijom silanizacije pomocu razli¢itih organosilana
(APTMS, GOPTMS i PAPMS) kako bi se dobile nanocestice Sto boljih fizicko-hemijskih
osobina znacajnih za njihovu primenu u imobilizaciji enzima. Tokom optimizacije uslova
modifikacije kao model enzim je kori$¢ena lipaza iz C. rugosa (CRL).
Generalno, lipaze (triacilglicerol-acil hidrolaze, E.C. 3.1.1.3.) su enzimi koji kataliSu
reakciju hidrolize triacilglicerola do slobodnih masnih kiselina, diacilglicerola,
monoacilglicerola i glicerola. Imaju sposobnost i da kataliSu reakcije esterifikacije,
transesterifikacije i interesterifikacije u sredinama sa malim sadrzajem vode. Lipaza
izolovana iz kvasca C. rugosa je jedna od industrijski najkorisc¢enijih i najproucavanijih
lipaza posto je jeftina i lako dostupna.®® 167 20.188 CR| se koristi za sintezu estara koji su
nasli primenu u farmaceutskoj, kozmetickoj 1 prehrambenoj industriji, proizvodnji
biodizela i deterdzenata.!®®1™* Sve navedene ¢&injenice preporucuju CRL da bude
imobilisana u ovoj studiji.
Lipaza je uporedo imobilisana kako na nemodifikovane nanocestica silike tako i na
modifikovane 1 odredivan je efekat koji modifikacija ima na osobine imobilisanog enzima
koje su znac¢ajne za njegovu upotrebu pracenjem sledecih izlaznih veli¢ina: koncentracije
imobilisanih proteina (mg/g nosaca), koncentracije imobilisane aktivnosti (IU/g nosaca),
prinosa imobilizacije proteina (%) i prinosa imobilizacije aktivnosti (%). Dobijeni
rezultati su iskoris¢eni za formiranje hipoteze o vrsti interakcija formiranih izmedu
enzima i nanocestica Silike. Na osnovu dobijenih vrednosti parametara imobilizacije i
karakterizacije imobilisanih preparata izabrani su optimalni uslovi pod kojima bi trebalo
modifikovati nanocestice silike kako bi se dobili pogodni nosaci za imobilizaciju enzima.
4.1.2.1. Optimizacija uslova reakcije silanizacije amino-organosilanom i aktivacije
nanocestica silike
Uslovi reakcije modifikacije nanocestica silike amino-organosilanom (APTMS-om) i
kasnije aktivacije amino-modifikovanih nanocestica silike cijanuril-hloridom su

optimizovani sa ciljem dobijanja imobilisane lipaze sto boljih katalitickih karakteristika.
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4.1.2.1.1. Optimizacija uslova reakcije modifikacije nanocestica silike amino-
organosilanom

Na osnovu pregleda literature bifunkcionalni kuplujuéi reagens organosilan APTMS je
izabran za modifikaciju povrsine nanocestica silike izmedu vise modifikujucih agensa
zbog ¢injenice da poseduje aminopropil grupu na jednom kraju molekula i tri hidrazibilne
metoksi grupe na drugom Kraju.

Modifikacijom nanocestica silike APTMS-om dolazi do reakcije izmedu silanol grupa
prisutnih na povrsini silika nanocestica i hidrazibilnih grupa molekula APTMS pri cemu
nastaju Si-O-Si veze, $to kao rezultat ima da na nanocestice silike bivaju uvedene

slobodne primarne amino grupe (Sema 4.1.).
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Sema 4.1. Sematski prikaz modifikacije nanocestica silike (FNS) amino-organosilanom
APTMS-om.
Uvedene amino grupe predstavljaju pogodne funkcionalne grupe za imobilizaciju enzima
adsorpcijom (formiranjem elektrostatickih interakcija, vodoni¢nih veza i dr.) ili se mogu
koristiti za dalju hemijsku modifikaciju jedinjenjima koja ¢e omoguciti kovalentno
vezivanje enzima. Iz ovih razloga je potrebno odrediti koli¢inu uvedenih amino grupa na
povrsinu amino-modifikovanih nanocestica silike.
Koncentracija amino grupa na povrsini nanocestica Silike direktno zavisi od koncentracije
amino-organosilana upotrebljenog prilikom modifikacije. Da bi se odredila adekvatna
koli¢ina amino-organosilana potrebna za modifikaciju, odredena koli¢ina nanocestica
silike (300 mg) je modifikovana pri pet razli¢itih koncentracija APTMS-a (izrazeno u
masenim odnosima FNS:APTMS 1:0,25; 1:0,5; 1:0,75; 1:1 i 1:5). Reakcija modifikacije
je izvedena na 25 °C tokom 48 h u inertnoj atmosferi, a ovi uslovi su izabrani na osnovu

dostupnih literaturnih podataka.}’>"* Nakon zavr$ene modifikacije je odredena
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koncentracija amino grupa metodom opisanom u poglavlju 3.2.1.1.1., a dobijeni rezultati

su prikazani naslici 4.1.
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Slika 4.1. Odredivanje koncentracije amino grupa na povrsini APTMS-om
modifikovanih nanocestica silike.

Koncentracija amino grupa uvedenih na povrsinu FNS nanocestica linearno raste sa
porastom koli¢ine koris¢enog APTMS-a za modifikaciju do masenog odnosa
FNS:APTMS 1:1. Najvise grupa (4,58 umol/mg) je uvedeno na FNS povrsinu kada je
koris¢en ovaj maseni odnos. Upotreba pet puta vece koncentracije APTMS-a nije dovela
do povecéanja koncentracije amino grupa na povrSini FNS nanocestica, pa je ustanovljeno
da je optimalni maseni odnos za modifikaciju silika nanocestica 1:1. U daljim
eksperimentima bice koris¢ene amino-modifikovane nanocestice silike dobijene pri
masenom odnosu FNS:APTMS 1:1, pa ¢e se termin AFNS odnositi na amino-
modifikovane nanocestice silike sintetisane pri masenom odnosu FNS:APTMS 1:1 na 25
°C tokom 48 h u inertnoj atmosferi.

Dostupni konvencionalni nosaci za imobilizaciju enzima sa amino grupama na povrsini
imaju u proseku oko 1-2 umol/mg amino grupa, $to je skoro upola manje od dobijenih
amino-modifikovanih silika nanocestica (AFNS). Izuzetak su Cestice silike dimenzija 5
um modifikovane amino-organosilanom koje u odnosu na AFNS nanocestice (dimenzija

7 nm) imaju ¢ak 1000 puta veéu koncentraciju amino grupa na svojoj povrsini.t”
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4.1.2.1.2. Optimizacija uslova aktivacije amino-modifikovanih nanocestica silike

Dobijene APTMS-om modifikovane nanocestice silike (AFNS) poseduju na svojoj
povrsini veliku koncCentraciju amino grupa koje mogu biti tretirane aktivirajuéim
reagensima radi uvodenja grupa sa kojima enzimi mogu formirati kovalentnu vezu na
odredenom rastojanju od povrSine Cestice. U ovom delu istraZivanja kao aktivirajudi
reagens koriSc¢en je cijanuril-hlorid (CC). Cijanuril-hlorid u svom molekulu poseduje tri
slobodna atoma hlora u polozaju 2, 4 i 6 s-triazinskog prstena, koja se lako mogu
supstituisati amino grupama. Prilikom modifikacije AFNS nanocestica sa CC-om
slobodne amino grupe ovih Cestica ¢e reagovati sa atomima hlora cijanuril-hlorida kao
rezultat dobijaju se aktivirane nanocestice silike (CCAFNS) koje na svojoj povrSini
poseduju slobodne atome hlora s-triazinskog prstena koji nisu uéestvovali u reakciji sa

amino grupama AFNS nanocestica (Sema 4.2.).

Sema 4.2. Aktivacija amino-modifikovanih nanocestica silike (AFNS) cijanuril-hloridom.
Dobijene aktivirane nanocestice silike, preko preostalih atoma hlora s-triazinskog prstena,
mogu graditi kovalentne veze sa amino grupama molekula enzima. Nacin na koji ¢e se
vrsiti aktivacija AFNS zavisi i od strukture nukleofila, sternih smetnji, supstituenata
prisutnih u s-triazinskom prstenu, kao i od prirode rastvora u kome se vrsi aktivacija.
Kontrolom temperature, vremena reakcije i masenih odnosa AFNS i cijanuril-hlorida, u
reakciji aktivacije moze se posti¢i monosupstitucija atoma hlora u cijanuril-hloridu amino
grupama, a da se pri tome izbegne stvaranje disupstituenata jer je potrebno da Sto vise
atoma hlora ostane slobodno kako bi moglo da dode do imobilizacije enzima. e-Amino
grupe lizina na povrsini molekula enzima mogu da supstituisu slobodan atom hlora koji
je uveden na povrsinu aktiviranih nanocestica cijanuril-hloridom i formiraju kovalentnu

vezu izmedu enzima 1 aktiviranih nanocestica. Pri tome se formira stabilna amidna veza
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1 molekul enzima je odvojen od povrsSine nanocestice ,,nozicom* ¢ija je duzina veca od 2
nm.

Iz ovih razloga su optimizovani uslovi aktivacije cijanuril-hloridom amino-
modifikovanih nanocCestica silike variranjem temperature reakcije aktivacije i masenog
odnosa izmedu amino-modifikovanih nanocestica i cijanuril-hlorida. Cilj je da se dobiju
aktivirane nanocestice sa optimalnom koncentracijom atoma hlora za vezivanje molekula
enzima.

Reakcija aktivacije cijanuril-hloridom je izvedena na dve temperature (0 °C i 25 °C) za
tri masena odnosa AFNS i cijanuril-hlorida (1:0,5; 1:1 i 1:5) kako bi se utvrdile optimalne
vrednosti ovih parametara za aktivaciju AFNS nanocestica. Na sve dobijene derivate
AFNS aktivirane cijanuril-hloridom imobilisana je lipaza. Dobijeni rezultati za
imobilizaciju lipaze na aktivirane AFNS derivate su prikazani na slici 4.2.
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Slika 4.2. Poredenje uticaja uslova reakcije aktivacije (temperature i masenog odnosa)
AFNS cijanuril-hloridom na koncentraciju imobilisane aktivnosti (A) i koncentraciju
imobilisanih proteina (B) vezane lipaze. Eksperimentalni uslovi imobilizacije lipaze: 5,7
mg/g ponudenih proteina, 0,1 M fosfatni pufer pH 7; temperatura 25 °C; vreme 3 h.
Imobilisana lipaza ima ubedljivo najvecu koncentraciju imobilisane aktivnosti (83 1U/g
nanocestica) kada je kori§¢en maseni odnos AFNS nanocestica i cijanuril-hlorida 1:5, a
reakcija aktivacije izvodena na temperaturi od 0 °C (slika 4.2 (A)). Pri ostalim masenim
odnosima i temperaturama koncentracije imobilisane aktivnosti lipaze su ujednacene u

opsegu od 50-60 TU/g nanocestica.
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Koncentracija imobilisanih proteina takode je najveca kada se reakcija aktivacije izvodi
na 0 °C pri masenom odnosu 1:5 i iznosi 3,78 mg proteina/g nanocestica $to je gledano
iz ugla prinosa imobilizacije proteina 70 % (slika 4.2. (B)). Temperatura od 25 °C se
pokazala kao neodgovarajuca po svim dobijenim parametrima imobilisane lipaze. Moze
se pretpostaviti da je razlog sto je u odredenoj meri doslo do formiranja disupstituenata
izmedu cijanuril-hlorida i amino grupa AFNS nanocestica, pa je imobilizacija lipaze na
ove aktivirane derivate AFNS-a otezana sternim smetnjama.>’

Na osnovu ovih rezultata dolazi se do zaklju¢ka da se pri masenom odnosu 1:5 i
temperaturi od 0 °C dobijaju aktivirane nanocestice silike sa atomoma hlora na povrsini
koje omogucavaju vezivanje lipaze u aktivnoj konformaciji. U narednim eksperimentima

bice koris¢ene CCAFNS nanocestice dobijene pod ovim uslovima.

4.1.2.2. Optimizacija uslova reakcije silanizacije nanocestica silike epoksi-
organosilanom

Povr$ina nanocestica silike je modifikovana epoksi-organosilanom (GOPTMS), koji je
bifunkcionalni reagens sa tri metoksi grupe na jednom kraju i organofunkcionalnom
grupom 3-glicidiloksipropil na drugom kraju, u jednostepenom postupku kako je
prikazano na Semi 4.3. Metoksi grupe reaguju za silanol grupama koje se nalaze na
povrsini nanocestica silike ¢ime se dobija uniformna, stabilna i1 funkcionalizovana
povrsina nanocestica silike sa terminalnim epoksidnim gupama (GFNS) raspoloZivim za
formiranje kovalentne veze sa enzimima.

Radi razvitka efikasne procedure modifikacije nanocestica silike GOPTMS-om
prouCavan je uticaj vremena trajanja reakcije modifikacije na koli¢inu uvedenih
epoksidnih grupa. Za potrebe definisanja optimalne koncentracije epoksidnih grupa na
povrsini GFNS nanocestica, na dobijene razlic¢ite GFNS derivate imobilisana je lipaza
radi odredivanja uticaja koncentracije uvedenih epoksidnih grupa na koncentraciju
imobilisane aktivnosti enzima. Imobilizacija lipaze je radena u 0,1 M fosfatnom puferu
pH 7.9

Prvo je ispitivan uticaj vremena modifikacije na koncentraciju uvedenih epoksi grupa na
povrsinu FNS. Vreme trajanja modifikacije je varirano od 1 do 24 h, a rezultati su
predstavljeni na slici 4.3. (A). Dobijene koncentracije uvedenih epoksi gupa su varirale
od 440 do 1000 pmol/g nanocCestica i odredene su metodom titracije pomocu

HBr/CH3COOH opisanom u poglavlju 3.2.1.4.1.
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Sema 4.3. Jednostepena procedura modifikacije nanocestica silike GOPTMS-om.
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Slika 4.3. Uticaj vremena modifikacije povrsine FNS nanocestica GOPTMS-om na
koncentraciju uvedenih epoksi grupa (4). 3D prikaz medusobnog uticaja tri faktora
(sive kuglice): vremena modifikacije (1 h, 4 h i 24 h), koncentracije uvedenih epoksi

grupa i koncentracije imobilisane aktivnosti lipaze (B). Crvene tacke predstavljaju

uticaj koncentracije uvedenih grupa na koncentraciju imobilisane aktivnosti enzima,

dok plave predstavljaju uticaj vremena modifikacije na koncentraciju uvedenih grupa.
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Evidentno je da sa povecanjem vremena modifikacije koli¢ina uvedenih epoksi grupa
raste. Vecina grupa je uvedena u prvih 4 h modifikacije dok produzenje trajanja
modifikacije na 24 h nije znacajno doprinelo povecanju koncentracije epoksi grupa
uvedenih na povrSinu modifikovanih nanocestica. Bitno je napomenuti da su dobijene
koncentracije epoksi grupa znacajno vece od koncentracija epoksi grupa na
konvencionalnim epoksi nosad¢ima kakvi su npr. Eupergit 4 i Sepabeads.*!

Medutim, kljuéni parametar za izbor odgovarajuéeg derivata GFNS je koncentracija
imobilisane aktivnosti (IU/g) lipaze na GFNS derivat. Pa su tako izabrana tri
reprezentativna derivata GFNS dobijena modifikacijom FNS nanocestica GOPTMS-om
u trajanju od 1 h, 4 h i 24 h na koje je imobilisana CRL kako bi se utvrdio uticaj
koncentracije uvedenih epoksi grupa na koncentraciju imobilisane aktivnosti lipaze.
Dobijeni rezultati (slika 4.3. (B)) indikuju da je, u pogledu koncentracije imobilisane
aktivnosti lipaze, modifikacija nosaca duza od 1 h i koncentracija grupa veca od 450
umol/g neefektivna. Skoro tri puta veca koncentracija imobilisane aktivnosti je dobijena
prilikom imobilizacije na nanocestice modifikovane 1 h, iako je na njima koncentracija
epoksi grupa upola manja nego na nanocesticama koje su modifikovane 4 h i 24 h.
Ovakav rezultat se moZe objasniti ¢injenicom da visoke koncentracije reaktivnih epoksi
grupa na povrSini nosac¢a pospesuju ,,multi-point kovalentnu imobilizaciju koja u
odredenim slucajevima doprinosi stabilnosti imobilisanog enzima, ali u nekim
slucajevima moze da dovede do nezeljenih konformacionih promena u molekulima
enzima $to dovodi do smanjenih koncentracija imobilisane aktivnosti enzima.> 1% 13 Za
dalje eksperimente je izabrano da je optimalno vreme modifikacije nanocestica silike

GOPTMS-om 1 h.

4.1.2.3. Optimizacija uslova modifikacije nanocestica silike fenilamino-
organosilanom

Posto se lipaze karakteriSu velikim afinitetom prema hidrofobnim nosa¢ima, u poredenju
sa drugim enzimima, modifikacija nanocestica silike trimetoksi(2-fenilpropil)silanom)
(PAPMS-om) je radena u smeru povecanja hidrofobnosti njihove povr§ine uvodenjem
odgovarajucih funkcionalnih grupa. Organosilan PAPMS ima hidrofobnu fenilamino
grupu na jednom svom kraju i tri hidrazibilne metoksi grupe na drugom kraju. Nakon
modifikacije nanocestica silike na njithovu povrSinu su uvedene fenilamino grupe (Sema

4.4.). Za fenilamino grupu se hidrofobnim interakcijama mogu vezati molekuli enzima.
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Adsorpcija stvaranjem hidrofobnih interakcija sa nosatem je jedna od najkoriS¢enijih
tehnika za imobilizaciju pre svega lipaza.l’® Usled hidrofobne prirode dela molekula
lipaze koji okruzuje aktivno mesto i ,,poklopca“ koji ga prekriva, lipaza adsorbuje na
nosace stvaranjem hidrofobnih interakcija u ,,otvorenoj“ konformaciji zbog cega je
aktivnija od slobodnog enzima.*”’

Reakcija modifikacije nanocestica silike PAPMS-om je izvedena na isti na¢in kao i
modifikacija pomo¢u APTMS-a. Kori$¢en je maseni odnos FNS:PAPMS 1:1, reakcija je

trajala 48 h i izvodena je u inertnoj atmosferi.
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Sema 4.4. Procedura modifikacije nanocestica silike PAPMS-om.
Adekvatnost  dobijenih  fenilamono-modifikovanih  nanocestica pod  ovim
eksperimentalnim uslovima za primenu u imobilizaciji enzima je proverena
imobilizacijom lipaze u 0,1 M i 1 M puferu (pH 7) pri ¢emu je odredivan najvazniji
parametar imobilizacije koncentracija imobilisane aktivnosti (slika 4.4.).

Dobijene vrednosti za koncentraciju imobilisane aktivnosti lipaze na PAPMS-om
modifikovane nanocestice su uporedenje sa koncentracijama imobilisane aktivnosti
dobijenim prilikom imobilizacije lipaze na nanocestice silike modifikovane APTMS-om
radi procene kakav uticaj stepen hidrofobnosti modifikovane povrSine nanocestica silike
ima na mehanizam adsorpcije lipaze.

Najvecu koncentraciju imobilisane aktivnosti od 490 IU/g ima lipaza na nanocesticama
modifikovanim PAPMS-om u 1 M puferu. U 0,1 M puferu koncentracija imobilisane
aktivnosti iznosi 300 1U/g. Veca koncentracija imobilisane aktivnosti lipaze u 1 M se
moze objasniti ¢injenicom da se pri velikoj jonskoj jacini favorizuje stvaranje hidrofobnih

interakcija dok su elektrostati¢ke interakcije suzbijene.
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Slika 4.4. Koncentracija imobilisane aktivnosti lipaze na PAPMS-FNS i AFNS.
Eksperimentalni uslovi imobilizacije: 0,1 i 1 M fosfatni pufer pH 7; inicijalna
koncentracija proteina 500 mg/g; vreme 3 h.

S obzirom da je cilj modifikacije nanocestica silike PAPMS-om uvodenje fenilamino
grupa radi uspostavljanja hidrofobnih interakcija izmedu lipaze i ovih nanocestica
ostvarene vece koncentracije imobilisane aktivnosti na FNS-PAPMS nanocesticama u
odnosu na AFNS potvrduju da lipaza ima veéi afinitet ka hidrofobnim nosa¢ima kao i da

primenjena modifikacija pospesuje imobilizaciju lipaze u aktivnoj konformaciji.

4.1.3. Karakterizacija funkcionalizovanih nano¢estica silike
4.1.3.1. Karakterizacija amino-modifikovanih nanocdestica silike
4.1.3.1.1. FTIR analiza modifikovanih nanocestica
Nakon optimizacije uslova modifikacije i aktivacije, struktura nemodifikovanih (FNS),
amino-modifikovanih (AFNS) i cijanuril-hloridom aktiviranih amino-modifikovanih
(CCAFNS) nanocestica silike je analizirana FTIR spektroskopijom. Poredenjem FTIR
spektara modifikovanih nanocestica sa nemodifikovanim moguce je utvrditi da li su na
povrsinu nanocestica uspe$no uvedene amino, odnosno hloridne grupe. Takode, snimljen
je i FTIR spektar imobilisane lipaze na CCAFNS kako bi se utvrdilo da li je doslo do
stvaranja kovalentnih veza izmedu ovih nanocestica i enzima. Dobijeni FTIR spektri su
prikazani na slici 4.5.
Spektar nemodifikovanih nanocestica silike prikazan na slici 4.5. (A) ima sve
karakteristi¢ne apsorpcione trake. Apsorpciona traka koja se javlja na 3431 cm™ sa

prevojem na 3426 cm™ i apsorbciona traka na 946 cm su posledica valencionih vibracija
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OH grupa molekula vode. Apsopcioni maksimum na 1620 cm™ nastao je usled
deformacionih vibracija adsorbovanih molekula vode na povrsini FNS. Veoma izrazena,
jaka i $iroka apsorpciona traka na 1140 cm™ sa prevojem na 1190 cm, traka na 801 i
traka na 472 cm? su posledica asimetri¢nih valencionih, simetri¢nih valencionih i

deformacionih vibracija Si-O-Si grupe, redom.1™*

A) -
(B)

| | | | | I |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Talasna duzina (1/cm)

Slika 4.5. FTIR spektri: nemodifikovanih nanocestica silike (FNS) (A), amino-
modifikovanih nanocestica silike (AFNS) (B), cijanuril-hloridom aktiviranih amino-
modifikovanih nanocestica silike (CCAFNS)(C) i imobilisane CRL na CCAFNS (D).

Ako uporedimo spektre (A) i (B) prikazane naslici 4.5. moze se uociti promena na spektru
AFNS (B) koja jasno ukazuje da je doSlo do pojave funkcionalnih grupa molekula
APTMS-a na povrsini FNS nanocestica nakon modifikacije. Absorpcione trake na 3421
i 1635 cm™ su posledica valencionih vibracija NH2 grupa. Dve nove apsorpcione trake na
1560 i 1490 cm™ poti¢u od NH2 deformacionih vibracija i indikacija su prisustva
slobodnih amino grupa na povrsini amino-modifikovanih silika nanodestica.®!
Apsorpcioni maksimum na 2930 cm™ nastao je od C-H simetri¢nih valencionih vibracija.

Takode, apsorpcioni maksimum na 1386 cm™ nastao je od vibracija Si-C veze. Sve ove
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apsorpcione trake koje su prisutne na AFNS spektru (4.5. (B)) potvrduju da je
modifikacija povrSine nanocestica Silike APTMS-om uspesna i da su dobijene AFNS
nanocestice prekrivene slobodnim amino grupama.

Spektar cijanuril-hloridom aktiviranih  amino-modifikovanih nanocestica silike
(CCAFNS) je prikazan na slici 4.5. (C). Na ovom spektru se moze videti odsustvo traka
koje su karakteristi¢ne za prisustvo slobodnih amino grupa, a koje su bile prisutne na
AFNS spektru (4.5. (B)) pa se moze reci da je aktivacija cijanuril-hloridom pod prethodno
optimizovanim uslovima bila uspesna i da su amino grupe nagradile monosupstituisane
derivate s-triazinskog prstena. Prisustvo s-triazinskog prstena na povrSini CCAFNS
nanocestica je potvdeno apsorpcionom trakom na 1608 cm™ koja je nastala usled
valencionih vibracija C=N grupa vezanog cijanuril-hlorida.'”® Apsorpcione trake
valencionih vibracija C-Cl veze cijanuril-hlorida se oéekuju na 1100-1050 cm™, ali zbog
prisustva jako Siroke apsorpcione trake koja nastaje usled valencionih vibracija Si-O-Si
grupa na ovom spektru se ne vide.

Kako bi ustanovili da li je doslo do kovalentne imobilizacije CRL na CCAFNS snimljen
je spektar koji je prikazan na slici 4.5. (D). Spektar 4.5. (D) jasno pokazuje da je lipaza
vezana za povrsinu CCAFNS i to trakama na 1647 i 1576 cm™ koje su nastale usled
valencionih vibracija C=0 veze (amidna | traka) i deformacionih vibracija NH grupa

(amidna Il traka) peptidnih grupa enzima.

4.1.3.1.2. TGA analiza modifikovanih nanocestica

Uspesnost modifikacije i aktivacije nanocCestica Silike je potvrdena i TGA analizom.
Dobijeni rezultati su prikazani na slici 4.6.

TGA krive koje su prikazane na slici 4.6., a odnose se na FNS i AFNS razlikuju se
neznatno u temperaturnom opsegu od 350 do 550 °C, gubitak mase od 9,8 % je nastao
usled dekompozicije aminopropil grupa uvedenih na povrSinu FNS nanocestica nakon
modifikacije APTMS-om."®

TGA kriva CCAFNS nanocestica, pored ve¢ pomenutog gubitka mase od 9,8 % u
temperaturnom opsegu od 300 do 550 °C, pokazuje i znacajan gubitak mase od 21,7 %
na temperaturi od 100 do 350 °C koji je posledica dekompozicije cijanuril-hlorida na
povr§ini AFNS nanodestica uvedenog nakon reakcije aktivacije. Cinjenica da se

dekompozija vezanog cijanuril-hlorida desava sporije i na vi§im temperaturama u odnosu
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na slobodan cijanuril-hlorid potvrduje da je veza izmedu cijanuril-hlorida i amino grupa

enzima formirana.®
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Slika 4.6. TGA analiza FNS, AFNS i CCAFNS nanocestica.
Interesantno je jo$ zapaziti da je prisustvo kompleksnih interakcija u ovako heterogenom
sistemu 1 usled velikog uticaja povrSine silika nanocestica na s-triazinski prsten vezanog
cijanuril-hlorida dovelo do pojave visestepenog degradacionog mehanizma prilikom
TGA analize.

4.1.3.2. Karakterizacija epoksi-modifikovanih nanocestica silike

4.1.3.2.1. FTIR analiza epoksi-modifikovanih nanocestica silike

Uspesnost modifikacije nanocestica silike epoksi-organosilanom je takode analizirana
FTIR spektroskopijom. Poredenjem FTIR spektara epoksi-modifikovanih nanocestica sa
nemodifikovanim moguce je utvrditi da li su na povrSinu nanocestica uspes$no uvedene
epoksi grupe (slika 4.7.). Takode, snimljen je i FTIR spektar imobilisane lipaze na GFNS
kako bi se utvrdilo da li je doslo do stvaranja kovalentnih veza izmedu ovih nanocestica
I enzima.

Na prvom spektaru koji je predstavljen na slici 4.7. 1 koji je indenti¢an spektru (A) na slici
4.5. nalaze se sve karakteristicne apsorpcione trake za nemodifikovane nanocestice silike
(apsorpciona traka na 1050 cm™, traka na 804 cm™ i traka na 543 cm™).17

Ako uporedimo spektre nanocestica silike 1 epoksi-modifikovanih nanocestica silike

(drugi spektar prikazan na slici 4.7.) moZze se uociti da nema promena na spektru GFNS
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u odnosu na FNS spektar, §to jasno ukazuje da FTIR analiza nije adekvatna metoda za
analizu uspesnosti epoksi-modifikacije nanocestica silike.
Na osnovu literaturno dostupnih podataka poznato je da se karakteristi¢ne apsorbcione

trake koje indikuju prisustvo slobodnih epoksi grupa pojavljuju na 915 cm™ i 3050 cm-
1181

FNS

GFNS

GFNS-CRL

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
. 1
Talasna du#ina (cm )

Slika 4.7. FTIR spektri nanocestica silike, epoksi-modifikovanih nanocestica silike
(GENS) i lipaze imobilisane na nanocestice silike.

Apsorpciona traka na 915 cm™ je posledica deformacionih vibracija C-O grupa, dok je
traka na 3050 cm! posledica valencionih vibracija C-H grupa koje ¢ine epoksidni prsten.
Medutim, zbog veoma Siroke trake na 1100 cm™, koja je posledica prisustva Si-O-Si
grupa u osnovi strukture nanodestica silike, traka na 915 cm™ karakteristi¢na za epoksi
grupe je preklopljena i ne moze se videti na GFNS spektru. Takode, traka na 3050 cm™
je veoma malog intenziteta i najéesce je preklapljena jakom trakom OH grupa prisutnih
na povrsini silika nanocestica.

Dodatno je snimljen spektar imobilisane lipaze na GFNS nanocestice koji je prikazan kao
tre¢i na slici 4.7. Ovaj spektar jasno pokazuje da je lipaza vezana za povrSinu GFNS kao
i na povrsinu CCAFNS (slika 4.5. (D)) i to trakama na 1653 i 1576 cm™ koje su nastale
usled valencionih vibracija C=0 veze (amidna | traka) i deformacionih vibracija NH

grupa (amidna Il traka) peptidnih grupa enzima.
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4.1.3.3. Karakterizacija nanocestica silike modifikovanih fenilamino-organosilanom

4.1.3.3.1. FTIR analiza fenilamino-modifikovanih nanocestica silike

Nakon reakcije modifikacije PAPMS-om struktura dobijenih nanocestica je prouc¢avana
FTIR-spektroskopijom (slika 4.8.).

Na spektru prikazanom na slici 4.8. se vide karakteristicne apsorbcione trake za strukturu
silika nanodestica (1087, 810, i 465 cm™) koje su prisutne i na spektru nemodifikovanih
nanodestica silike prikazanom na slikama 4.5. i 4.7. Trake na 1602 cm™ i 1512 cm™ se
javljaju kao posledica asimetri¢nih i simetri¢nih valencionih vibracija sp? hibridizovanih
ugljenikovih atoma fenilnog jezgra, dok je traka na 694 cm™ posledica deformacionih

vibracija ovih ugljenikovih atoma.
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Slika 4.8. FTIR spektar feniamino-modifikovanih nanocestica silike.

Ove tri karakteristi¢ne apsorpcione trake dokaz su prisustva monosupstituisanog fenilnog
jezgra na povrSini PAPMS-om modifikovanih nanocestica silike. Apsorbcione trake na
2922 i 2844 cm! su posledica asimetri¢nih odnosno simetriénih deformacionih vibracija
sp® hibridizovanih ugljenikovih atoma propil grupa preko kojih je fenilamino grupa
vezana za povr§inu nanodestica silike. % Siroka apsorbciona traka na 3412 cm™ govori o
prisustvu slobodnih amino grupa vezanih za fenilno jezgro.'®® Na osnovu analize FTIR
spektra PAPMS-om modifikovanih silika nanoCestica moze se konstatovati da je
modifikacija bila uspe$na i da su na povrSinu ovih nanocestica uvedene slobodne

fenilamino grupe.
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4.2. Imobilizacija lipaze na funkcionalizovane nanocestice silike

4.2.1. Imobilizacija lipaze na amino-modifikovane nanocestice silike

Nakon optimizacije uslova reakcije modifikacije APTMS-om i aktivacije amino-
modifikovanih silika nanocestica cijanuril-hloridom kao i karakterizacije dobijenih
modifikovanih nanocestica pristupljeno je optimizaciji imobilizacije lipaze kako na
nemodifikovane tako i na modifikovane nanocestice silike (Sema 4.5.).

Optimizacija imobilizacije lipaze je izvedena variranjem pocetne koncentracije proteina
(izraZzene po g nanoCestica) kao i variranjem jonske jacine pufera koji je koriSéen za
imobilizaciju. Prac¢eni su parametri imobilizacije: koncentracija imobilisanih proteina
(mg/g nanocestica), koncentracija imobilisane aktivnosti (IU/g), prinos imobilizacije
proteina (%), prinos imobilizacije aktivnosti (%) i specifi¢na aktivnost imobilisane lipaze
(IU/mg proteina)) u toku vremena. Imobilizacija je izvodena na temperaturi od 25 °C u
fosfatnom puferu pH 7 po proceduri koja je opisana u poglavlju 3.2.3.1.
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Sema 4.5. Sematski prikaz imobilizacije lipaze na FNS, AFNS i CCAFNS nanocestice.

4.2.1.1. Adsorpcija lipaze na nanocestice silike

Prvo je analiziran proces adsorpcije lipaze na modifikovane i nemodifikovane
nanoCestice silike pra¢enjem koncentracije imobilisanih proteina. Primenjene su
jednacine koje opisuju kinetiku procesa adsorpcije, kao i adsorpcione izoterme U cilju
boljeg razumevanja procesa imobilizacije lipaze na FNS, AFNS i CCAFNS, procene
stepena imobilizacije u vremenu kao i radi definisanja prirode imobilizacionog procesa.
Kinetika adsorpcije u sistemu tecno-¢vrsto moze biti pod kontrolom nekoliko nezavisnih

procesa kao Sto su spoljasnja difuzija, unutrasnja difuzija, hemijska reakcija i dr.

110



Doktorska disertacija | Katarina Banjanac

Za odredivanje kinetike adsorpcije lipaze na FNS, AFNS i CCAFNS nanocestice dobijene
vrednosti za koncentraciju imobilisane lipaze su fitovane reakciono/difuzionim
kinetickim modelom pseudo-prvog reda Kkoji pretpostavlja da je brzina adsorpcije
proporcionalna broju slobodnih mesta za vezivanje na adsorbatu. Ovaj model se moze

184 i njen nelinearni oblik glasi:

qr = q.(1 —e~at) (4.1)

gde je ge-ravnotezna koncentracija adsorbovanog enzima (mg/g), q-koncentracija

opisati na osnovu Lagergrenove jednacine

adsorbovanog enzima u bilo kojem vremenu t, ki-konstanta brzine adsorpcije pseudo-
prvog reda (1/min) i t-vreme trajanja adsorpcije (min).

Primenljivost ovog modela na eksperimentalne podatke je procenjivana na osnovu
koeficijenta korelacije R? i prose¢ne relativne greske (na engl. Average relative error

(ARE)) koja je ra¢unata po formuli:

ex
q; P_qgeo
ex
a; "

100 <N

ARE (%) = , (4.2)

gde je N-ukupan broj uzoraka, g®, qi* su eksperimentalne odnosno teorijske
koncentracije imobilisanog enzima na nanocestice (mg/g).

Sto je vrednost koeficijenta korelacije veéa, tj. bliza jedinici, a vrednost proseéne relativne
greSke manja, to je slaganje bolje, odnosno moze se reéi da se adsorpcija odigrava po
matematickom modelu sa najvi§im koeficijentom korelacije.

Nosaci koji se koriste za imobilizaciju imaju limitiranu povrSinu na koju mogu da se
adsorbuju enzimi. Koncentracija imobilisanih proteina zavisi od veli¢ine molekula
enzima, specifi¢ne povrsine nosaca i broja aktivnih mesta za vezivanje enzima. PovrSina
dostupna proteinu za vezivanje i ravnotezno ponasanje sistema te¢no-¢vrsto zavise od
fizickih 1 strukturnih karakteristika nosaca koji se koristi za imobilizaciju (kao $to su npr.
poroznost, specificna povrsina, veli¢ina pora i dr.) kao i od fizickih i hemijskih
karakteristika enzima.

Iz ovih razloga nakon utvrdivanja kinetike adsorpcije, ispitivani su ravnotezni parametri
adsorpcije lipaze na FNS, AFNS i CCAFNS nanocestice i ,fitovani“ pomocu
Langmirovog (Langmuir) i Frojndlihovog (Freundlich) modela za adsorpcionu izotermu.
Modeli adsorpcionih izotermi mogu da pruze uvid da li dolazi do promena na povrsini

cestica tokom modifikacije.
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Langmirova izoterma se bazira na pretpostavci da postoji taéan broj aktivnih mesta koja
su homogeno rasporedena na povrSini adsorbata za koje mogu da se vezu molekuli
adsorbensa. Ova aktivna mesta imaju isti afinitet ka adsorpciji monomolekulskog sloja i
ne postoji interakcija izmedu adsorbovanih molekula. Drugim re¢ima, prema ovom
modelu na povrs$ini adsorbenta postoji tatno odreden broj mesta za vezivanje molekula
lipaze pri cemu dolazi do formiranja monomolekulskog sloja enzima na njihovoj povrsini.
Nelinearni oblik Langmirove jednacine glasi 18:

__ qmbCe
¢ 1+4pc,’

(4.3)

gde je (e-ravnotezna koncentracija imobilisanih proteina (mg/g), Ce-ravnotezna
koncentracija proteina preostalin u rastvoru (mg/l), gm—maksimalni kapacitet za
formiranje kompletnog monosloja enzima na povrSini nanoCestica pri uspostavljenoj
ravnotezi (mg/g) i b-Langmirova ravnotezna konstanta (1/mg).

Dodatno, na osnovu separacionog koeficijenta (RL) izvedenog na osnovu Langmirovog

modela i koji glasi 1%:
1

Ry,

gde je Co-pocetna koncentracija proteina (mg/ml), moze se utvrditi da li je adsorpcija
favorizovana, nefavorizovana, irevezibilna ili reverzibilna. Ako su vrednosti za R >1
takva adsorpcija je nefavorizovana i revezibilna, a ako je O<R_ <1 adsorpcija je
favorizovana i ireverzibilna.

Frojndlihov model izoterme je empirijski model koji opisuje adsorpciju enzima na
heterogenu povrSinu nosaca kroz formiranje viSe slojeva molekula enzima i pogodan je

za veci opseg pocetnih koncentracija adsorbata.
Frojndlihov model je definisan jednacinom!®°:

qe = KeCJ" (4.5)
gde je Qge-ravnotezna koncentracija imobilisanih proteina (mg/g), Ks-konstanta koja
opisuje kapacitet adsorpcije na heterogeni nosa¢, 1/n- predstavlja raspodelu aktivnih
mesta na nosacu, Ce-ravnotezna koncentracija molekula lipaze u rastvoru (mg/l).
4.2.1.1.1. Adsorpcija lipaze na FNS
Uticaj koji pocetna koncentracija proteina (mg/g nanocestica) ima na Kinetiku vezivanja

lipaze na FNS nanocestice predstavljen je na slici 4.9. (A).
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Koncentracija imobilisanih proteina raste konstantno do pocetne koncentracije proteina
od 570 mg/g nanocCestica. Dalje povecanje do 1140 mg/g nanocestica ne dovodi do
znacajnog povecanja koncentracije imobilisanih proteina po g nanocestica. Adsorpcija
enzima je veoma brza jer se veci deo enzima (od 70-90 %) vezao za prvih 15 minuta na
povrSinu FNS nanocestica (slika 4.9. (A)). Maksimumi koncentracije imobilisanih
proteina su dostignuti najkasnije nakon 45 minuta od pocetka imobilizacije, dok posle
toga dolazi do uspostavljanja ravnoteze izmedu imobilisanih i preostalih rastvorenih

molekula enzima.
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Slika 4.9. Kinetika vezivanja lipaze na FNS nanocestice (A). Krive nastale nakon
,, fitovanja ““ dobijenih eksperimentalnih rezultata za kinetiku imobilizacije lipaze na
FNS nanocestice kinetickim modelom pseudo-prvog reda (B). Eksperimentalni uslovi
imobilizaije: pocetna koncentracija poteina: 5,7; 57, 228, 5701 1140 mg /g
nanocestica; 0,1 M fosfatni pufer pH 7; vreme 0-5 h.

Uzrok ovakvom odvijanju procesa imobilizacije lipaze na FNS nanocestice leZzi u
¢injenici da na pocetku procesa imobilizacije postoji velika koncentracija enzima u
rastvoru 1 velika slobodna specificna povr§ina nanocestica za vezivanje enzima S§to
povoljno uti¢e na brzinu procesa koji se u ovoj pocetnoj fazi pretezno odvija pod
difuzionom kontrolom. Zasi¢enjem povrSine nanocestica enzimima sa vremenom
smanjuje verovatnocu vezivanja enzima, a samim tim i ukupnu brzinu adsorpcije enzima
na nanocestice.
Dobijene eksperimentalne vrednosti za kinetiku vezivanja lipaze na ove nanocestice su

,fitovane” kinetickim modelom pseudo-prvog reda (jednacina 4.1.). Krive nastale
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,.fitovanjem* su prikazane na slici 4.9. (B), dok su kineti¢ki parametri dobijeni na osnovu
ovog modela prikazani u Tabeli 4.1.

Prilikom upotrebe kinetickog modela pseudo-prvog reda vrednosti koeficijenta korelacije
(R?) za sve pocetne koncentracije proteina kre¢u u opsegu od 0,9363 do 0,9980 $to govori
0 dobrom poklapanju ovog modela sa dobijenim eksperimentalnim vrednostima za
koncentraciju imobilisanih proteina u toku vremena (Tabela 4.1).

Tabela 4.1. Kineticki parametri imobilizacije lipaze na FNS.

FNS Kinetic¢ki model pseudo-prvog
reda
Pocetna
koncentracija k1 Qe R? ARE
proteina | (1/min) | (mg/g) (%0)
(mg/g)
57 0,1577 3,52 0,9980 | 1,48
57 0,1430 30,91 | 0,9966 | 0,05
228 0,1085 67,60 | 0,9363 | 0,56
570 0,1447 100,19 | 0,9632 | 0,27
1140 0,1768 108,42 | 0,9596 | 0,29

Teorijske ravnotezne vrednosti koncentracije imobilisanih proteina (qe, mg/g) koje se
dobijaju primenom kinetickog modela pseudo-prvog reda su bliske ostvarenim
ravnoteznim vrednostima za koncentraciju imobilisanih proteina sa razlikom od 1-10 %
za sve pocetne koncentracije proteina.

Na osnovu vrednosti R? i ARE prikazanih u Tabeli 4.1. moze se zakljuéiti da adsorpcija
lipaze na FNS nanoCestice odgovara kinetickom modelu pseudo-prvog reda Ssto
podrazumeva da je raspodela molekula lipaze na povrsini FNS nanocestica homogena i
da je adsorpija kontrolisana spoljasnjom difuzijom enzima do povr$ine nanocestica.
Dobijeno slaganje sa kinetickim modelom pseudo-prvog reda prilikom adsopcije lipaze
na FNS je u skladu sa drugim studijama u kojima je lipaza imobilisana fizickom
adsorpcijom preko slabih van der Valsovih sila i vodoniénih veza na razli¢ite ¢estice. 8
188 U cilju utvrdivanja koja adsorpciona izoterma najbolje opisuje adsorpciju lipaze na
FNS nanocestice primenjena su dva modela izotermi Langmirova i Frojndlihova (slika
4.10. ((A) i (B)).
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Slika 4.10. Langmirova izoterma (A) i Frojndlihova izoterma (B) za adsorpciju lipaze
na FNS nanocestice.

Vrednosti za parametre Langmirovog modela izoterme (gm 1 b) iznose 132,97 mg/g
odnosno 12,65 I/mg. Sto zna¢i da maksimalni kapacitet FNS nanodestica za formiranje
monosloja lipaza na njihovoj povrsini iznosi 132,97 mg po g nanocestica. Prilikom
primene ovog modela dobijena je visoka vrednost koeficijenta korelacije (R?=0,9984),
dok je pri ,,fitovanju* Frojndlihovim modelom vrednost dobijenog koeficijenta korelacije
dosta manja i iznosi R?=0,903.

Dakle, moze se usvojiti da se imobilizacija lipaze na FNS odigrava u skladu sa
Langmirovim modelom, tj. lipaza se imobilise na FNS putem fizi¢ke adsorpcije pri cemu
dolazi do formiranja monosloja molekula lipaze na njihovoj povrsini. Izvedeni zakljucci
su u skladu sa literaturnim podacima koji objasnjavaju adsorpciju lipaze na viSe razlicitih
nosa¢a upravo po ovom modelu u vidu monosloja.® ¥ S obzirom da u slucaju
adsorpcije lipaze na FNS nanocestice za sve pocetne koncentracije proteina R ima
vrednost oko nule, moZzemo zakljuciti da je adsorpcija lipaze na ove nanocestice
favorizovana i irevezibilna.

Sumiranjem prethodno iznetih tvrdnji moze se re¢i da se imobilizacija lipaze na FNS
nanocestice odigrava u skladu sa kinetickim modelom pseudo-prvog reda i da se
maksimumi koncentracije imobilisanih proteina dostizu 45 minuta od pocetka
imobilizacije nakon cega dolazi do uspostavljanja ravnoteze izmedu imobilisanih
molekula enzima i preostalih molekula u rastvoru. Lipaza se favorizovano na FNS cestice
imobiliSe fizickom adsorpcijom. Maksimalna koncentracija imobilisanh proteina od 108
mg/g se dostize pri pocetnoj koncentraciji proteina od 1140 mg/g, a maksimalni kapacitet

FNS nanocestica za vezivanje molekula lipaze iznosi 132, 97 mg/g.

115



Doktorska disertacija | Katarina Banjanac

4.2.1.1.2. Adsorpcija lipaze na AFNS

Nakon izucavanja kinetike imobilizacije lipaze na FNS nanocestice proucavana je
kinetika imobilizacije na amino-modifikovane FNS nanocestice (AFNS). Uticaj pocetne
koncentracije proteina na kinetiku imobilizacije lipaze na AFNS nanocestice
predstavljena je na slici 4.11.(A).

Kao i u sluc¢aju imobilizacije lipaze na FNS nanocestice i prilikom imobilizacije lipaze na
AFNS nanocestice koncentracija imobilisanih proteina raste konstantno sa porastom
inicijalne koncentracije proteina do 570 mg/g nanocestica (slika 4.11. (A)). Povecanje
pocetne koncentracije proteina do 1140 mg/g nanocCestica dovodi do povecanja
koncentracije imobilisanih proteina po g nanocestica od svega 5 %. Kinetika imobilizacije
lipaze na AFNS nanocestice ima isti trend kao i pri imobilizaciji na FNS nanocestice §to
znaci da se oko 90 % proteina veze u prvih 15 minuta, dok se ravnoteza uspostavlja nakon

45 minuta od pocetka imobilizacije.
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Slika 4.11. Kinetika vezivanja lipaze na AFNS (A). Krive nastale nakon ,, fitovanja
dobijenih eksperimentalnih rezultata za kinetiku imobilizacije lipaze na AFNS
nanocestice modelom pseudo-prvog reda (B). Eksperimentalni uslovi imobilizaije:
pocetna koncentracija poteina: 5,7; 57, 228, 570 i 1140 mg /g nanocestica; 0,1 M
fosfatni pufer pH 7; vreme 0-5 h.

Isprekidane krive na slici 4.11. (B) su nastale kao rezultat ,,fitovanja“ eksperimentalnih
vrednosti za koncentraciju imobilisanih proteina modelom pseudo-prvog reda. Dobijeni

parametri modela su prikazani u Tabeli 4.2.
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Prilikom upotrebe kinetickog modela pseudo-prvog reda za ,.fitovanje* eksperimentalnih
rezultata kinetike imobilizacije lipaze na AFNS nanocCestice vrednosti koeficijenta
korelacije (R?) za sve pocetne koncentracije proteina krecu se u opsegu od 0,977 do
0,9988 sto govori 0 dobrom poklapanju ovog modela sa dobijenim eksperimentalnim
vrednostima za koncentraciju imobilisanih proteina u toku vremena.

Tabela 4.2. Kineticki parametri imobilizacije lipaze na AFNS.

AFNS Kineticki model pseudo-prvog
reda
Pocetna
koncentracija k1 Je R? ARE
proteina (1/min) | (mg/g) (%)
(mg/g)
5,7 4,15 2,83 0,987 11
57 0,277 13,8 0,977 2,6
228 2,51 26,21 | 0,9988 | 0,08
570 0,191 55,9 0,996 | 0,01
1140 0,176 60,03 | 0,9988 | 0,01

Teorijske vrednosti za ravnotezne koncentracije imobilisanih proteina (ge, mg/g) koje se
dobijaju primenom ovog kinetickog modela se razlikuju od eksperimentalnih vrednosti
za 1 %. Prose¢na relativna greSka (ARE) ima vrednosti od 0,01 do 1 %. Na osnovu
vrednosti za R? i ARE moze se re¢i da adsorpcija lipaze na AFNS nanodestice odgovara
kinetickom modelu pseudo-prvog reda.

Imobilizacija lipaze na AFNS nanoCestice na osnovu modela pseudo-prvog reda
podrazumeva da je homogena distribucija molekula enzima na povrSini AFNS
nanocCestica kao i1 da je kontrolisana difuzijom molekula enzima do povrSine AFNS
nanocestica. Kao 1 u slu¢aju FNS nanocestica, lipaza se na AFNS nanocestice imobiliSe
putem fizicke adsorpcije.

Langmirova i Frojndlihova izoterma za adsorpciju lipaze na AFNS nanocestice je
prikazana na slici 4. 12. (A) odnosno (B).

Vrednosti Langmirovih parametara gm i b iznose 80,26 mg/g odnosno 3,26 I/mg.

Koeficijent korelacije za ovaj model ima vrednost od 0,954.
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Primenjen je i Frojndlihov model izoterme (slika 4.12. (B)), na osnovu koga se dobija da
je maksimalni kapacitet AFNS nanocestica za vezivanje lipaze 66,58 mg/g, a vrednost
koeficijenta 1/n iznosi 0,53. Koeficijent 1/n se odnosi na distribuciju i energetsku jac¢inu

aktivnih mesta na povrsini amino-modifikovanih nanocestica.
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Slika 4.12. Langmirova izoterma (A) i Frojndlihova izoterma (B) za adsorpciju lipaze
na AFNS nanocestice.

Koeficijent korelacije za ovaj model ima vecu vrednost od 0,985 u odnosu na vrednost
koeficjient korelacije za Langmirov model (0,954) pa se moze konstatovati da je bolje
slaganje eksperimentalnih vrednosti sa Frojndlihovim modelom. Znaci da se adsorpcija
lipaze na AFNS nanocestice odigrava u skladu sa Frojndlihovim modelom.

Ako dobijene rezultate za adsorpciju lipaze na AFNS uporedimo sa rezultatima dobijenim
za adsorpciju lipaze na FNS koje se odvijaju po istom kinetickom modelu uocava se da
FNS nanocestice imaju 2 puta veci teorijski kapacitet za vezivanje ovog enzima kao i da
je ostvarena maksimalna koncentracija imobilisanih proteina dva puta manja $to znaci da
postoje razlike u mehanizmu adsorpcije lipaze na ove dve vrste nanoCestica. Mora se
istaci da je povrSina FNS nanocestica homogena za razliku od AFNS nanocestica koje
nakon modifikacije pored uvedenih amino grupa imaju i neproreagovale silanol grupe.
Verovatno je ovo i glavni razlog sto Frojndlihov model koji dobro opisuje nosace sa
heterogenom povrsinom odgovara vise od Langmirovog modela u slu¢aju imobilizacije
na AFNS nanocestice. Mehanizam adsorpcije lipaze na FNS 1 AFNS nanocestice bice
diskutovan u poglavlju 4.2.1.2.2.

Na osnovu svih prethodno izloZenih rezultata mozemo zakljuciti da se imobilizacija

lipaze na AFNS nanocestice odigrava u skladu sa kinetickim modelom pseudo-prvog reda
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1 da se maksimumi koncentracije imobilisanih proteina dostizu 45 minuta od pocetka
imobilizacije nakon ¢ega dolazi do uspostavljanja ravnoteze izmedu imobilisanih
molekula enzima i preostalih molekula u rastvoru. Maksimalna koncentracija imobilisanh
proteina od 60,03 mg/g se dostize pri inicijalnoj koncentraciji proteina od 1140 mg/g.
4.2.1.1.3. Adsorpcija lipaze na CCAFNS nanocestice

Na isti nac¢in kao u prethodna dva slucaja analizirana je i imobilizacija proteina na
CCAFNS. Iako je ovaj nosac konstruisan sa osnovnom namenom da omoguci kovalentnu
imobilizaciju enzima, mora se oCekivati da ¢e se proteini bar delimi¢no i adsorbovati
posto su na povrSini nosaca 1 neproreagovale primarne amino grupe, sekundarne amino
grupe preko kojih je formirana veza sa cijanuril-hloridom i neproreagovale silanolne
grupe (Sema 4.5.). Kao i za FNS i AFNS nanocestice kinetika imobilizacije lipaze na
CCAFNS je izucavana variranjem inicijalne koncentracije proteina (mg/g) i dobijeni
rezultati su prezentovani naslici 4.13. (A). Sa povec¢anjem pocetne koncentracije proteina
raste i koncentracija imobilisanih proteina na CCAFNS nanocestice (slika 4.13. (A)). S
tim da povecanje poc¢etne koncentracije proteina iznad 570 mg/g dovodi do poveéanja

koncentracije imobilisanih proteina za manje od 5 %.
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Slika 4.13. Kinetika imobilizaije lipaze na CCAFNS nanocestice (A). Krive nastale
nakon ,, fitovanja ““ dobijenih eksperimentalnih rezultata za kinetiku imobilizacije lipaze
na CCAFNS nanocestice modelom pseudo-prvog reda (B). Eksperimentalni uslovi
imobilizaije: pocetna koncentracija poteina: 5,7; 57, 228, 5701 1140 mg /g

nanocestica; 0,1 M fosfatni pufer pH 7; vreme 0-5 h.
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Kako bi odredili kineticki model imobilizacije lipaze na CCAFNS nanocestice dobijene
eksperimentalne vrednosti su ,,fitovane* modelom pseudo prvog reda (jednacina 4.1.).
Prikazane isprekidane krive na slici 4.13. (B)) su nastale kao rezultat , fitovanja“
eksperimentalno dobijenih vrednosti za koncentraciju imobilisanih proteina modelom
pseudo-prvog reda. Dobijeni parametri modela su predstavljeni u Tabeli 4.3.
,,Fitovanjem* krivih koncentracija imobilisanih proteina-vreme sa kinetikom pseudo-
prvog reda dobijaju se koeficijenti korelacije od 0,938 do 0,996. Ravnoteza izmedu
imobilisanih proteina i preostalih proteina u rastvoru se uspostavlja 45 minuta od pocetka
imobilizacije. Ravnotezne koncentracije imobilisanih proteina predvidene modelom i
eksperimentalno dobijene koncentracije imobilisanih proteina se razlikuju za manje od 5
% (Tabela 4.3.). Kako se i prose¢na relativna greska (ARE) krece u opsegu 0,14-1,66
mozemo reci da je poklapanje eksperimentalnih vrednosti za koncentracije imobilisanih
proteina sa vrednostima dobijenim nakon ,fitovanja“ kinetikom pseudo-prvog reda
zadovoljavajuce. ZakljuCak je da se imobilizacija lipaze na CCAFNS nanocestice
odigrava u skladu sa kinetikom pseudo-prvog reda.

Tabela 4.3. Kineticki parametri imobilizacije lipaze na CCAFNS.

CCAFNS Kineti¢ki model pseudo-prvog
reda
Koncentracija
ponud_enih k1 Je R? AR
proteina (1/min) | (mg/g) E

(mg/g) (%)
5,7 2,62 3,28 0,938 0,5
57 0,418 16.69 0,976 | 0,14
228 0,137 45,96 0,984 | 1,66
570 0,09 95,63 0,993 | 0,04
1140 0,0925 102,25 0,996 | 0,15

Takode, i za imobilizaciju lipaze na CCAFNS ispitivano je koji model adsorpcione
izoterme najviSe odgovara eksperimentalno dobijenim vrednostima. Langmirova i

Frojndlihova izoterma za adsorpciju lipaze na CCAFNS su prikazane na slici 4.14.
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Kao 1 u slucaju adsorpcije lipaze na AFNS nanocestice i u ovom slucaju se pokazalo da
Langmirov model ne odgovara vezivanju lipaze (slika 4.14. (A)). Koeficijent korelacije
za ovaj model iznosi 0,96. Drugim rec¢ima lipaza se za CCAFNS nanocestice ne vezuje u
potpunosti fizickom adsorpcijom u vidu monosloja. Na slici 4.14. (B) je prikazan
Frojndlihov model adsorpcione izoterme za vezivanje lipaze na CCAFNS, na osnovu
koga je dobijeno da je vrednost maksimalnog kapaciteta (Kf) CCAFNS nanocestica 115,1
mg/g, a da je vrednost konstante 1/n 0,597. Koeficijent korelacije za ovaj model iznosi

0,996 sto je zadovoljavajuée slaganje eksperimentalnih vrednosti sa ovim modelom.
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Slika 4.14. Langmirova izoterma adsorpcije lipaze na CCAFNS nanocestice (A).
Frojndlihova izoterma adsorpcije lipaze na CCAFNS nanocestice (B).

Namece se zakljuCak da se imobilizacija lipaze na CCAFNS nanocestice odigrava
mehanizmom hemijske adsorpcije 1 da se pri tom formira viSe slojeva enzima na povrsini
ovih nanocestica. Pregledom dostupne literature pronadeno je jo§ primera imobilizacije
lipaze po Frojndlihovom modelu za adsorpcionu izotermu i to na heterogeni nosa¢ EP-
100 8 j na glutaraldehidom aktivirane hitozan &estice.'®® Jo§ je znacajno ista¢i da je
imobilizacija lipaze na CCAFNS po Frojndlihovom modelu u skladu sa rezultatima za
imobilizaciju lipaze na nosace aktivirane cijanuril-hloridom koje su objavili u svojoj
studiji Moreno i sar.'*® U ovoj studiji je dokazano da se na cijanuril-hloridom aktivirane
nosace imobilizacija enzima odigrava mehanizmom hemijske adsorpcije i to formiranjem
vise slojeva enzima na njihovoj povrsini.

Na kraju se moze zakljuciti da se imobilizacija lipaze na CCAFNS nanocestice odigrava
u skladu sa kinetickim modelom pseudo-prvog reda i da se maksimumi koncentracije

imobilisanih proteina dostizu 45 minuta od pocetka imobilizacije nakon ¢ega dolazi do
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uspostavljanja ravnoteze izmedu imobilisanih molekula enzima i preostalih molekula u
rastvoru. Lipaza se favorizovano na CCAFNS cestice imobiliSe hemijskom adsorpcijom.
Maksimalna koncentracija imobilisanh proteina od 102 mg/g se dostize pri inicijalnoj
koncentraciji proteina od 1140 mg/g.

4.2.1.1.4. Poredenje efikasnosti imobilizacije proteina na FNS, AFNS i CCAFNS

Najveci kapacitet od 108,42 mg/g za vezivanje lipaze imaju nemodifikovane nanocestice
silike, dok najmanji imaju amino-modifikovane nanocestice silike od 60,03 mg/g (slika
4.15. (A)). Drasticno smanjenje kapaciteta nosaca nakon modifikacije ukazuje na
promenu mehanizma imobilizacije enzima. O¢igledno je da se modifikacijom menja

naelektrisanje povrsine nosaca (Sema 4.5.).
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Slika 4.15. Kapacitet FNS, AFNS i CCAFNS nanocestica za vezivanje lipaze (A). Prinos
imobilizacije proteina na FNS, AFNS i CCAFNS nanocestice (B).
Visoka koncentracija amino grupa na povrsini nosaca (slika 4.1.), verovatno ometa
formiranje interakcija izmedu grupa na povrsini enzima i preostalih nemodifikovanih
silanolnih grupa silike koje su bile klju¢ne za imobilizaciju na FNS. Pored toga, uvodenje
amino grupa, koje su u uslovima imobilizacije disosovane, nesporno dovodi do veceg
uticaja elektrostatickih uticaja (privlacnih ili repulzivnih) na efikasnost imobilizacije.
Potrebno je napomenuti da se Cesto deSava da koncentracija imobilisanih proteina nije
proporcionalna dobijenim koncentracijama imobilisane aktivnosti enzima jer njihova
specifi¢na aktivnost zavisi od mikrookoline, orijentacije, konformacione fleksibilnosti i

koncentracije imobilisanog enzima, pa ¢e =zakljuci o uticaju modifikacije na
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imobilizaciju lipaze biti upotpunjeni analizom koncentracija imobilisanih aktivnosti
enzima.

Prinos imobilizacije proteina na FNS, AFNS i CCAFNS, kao $to je i o¢ekivano, opada sa
poveéanjem pocetne koncentracije proteina (slika 4.15. (B)). Znacaj ovog parametra u
optimizaciji imobilizacije enzima zavisi od cene enzima i brzine imobilizacije. Ukoliko
se imobiliSe skup enzim, mali prinos imobilizacije proteina ukazuje na neophodnost
ponovne imobilizacije enzima iz supernatanta ako je neophodna ili visoka koncentracija
imobilisanih proteina ili aktivnosti. S druge strane, ni sporo dostizanje visokog prinosa
pri malim koncentracijama proteina nije poZeljno resenje jer nakon duzeg perioda moze
do¢i do znacajnog smanjenja aktivnosti enzima u rastvoru.

Najveéi prinos imobilizacije proteina je utvrden za lipazu imobilisanu na FNS koji raste
od 9,5 % do 61,5 % sa smanjenjem ,,ponudene* koncentracije proteina. Isti trend je
primecen i pri imobilizaciji na modifikovane nosace, a maksimalne vrednosti prinosa
imobilizacije proteina su 57,54 % na CCAFNS i 49,64 % na AFNS.

Dobijeni rezultati sugeriSu da hemijski modifikovane nanocestice silike imaju dobre
Sanse za primenu u imobilizaciji enzima s obzirom da su ostvareni kapaciteti za vezivanje
lipaze znacajno veci u odnosu na veliki broj studija u kojima su za imobilizaciju kori§¢eni
konvencionalni nosa¢i. 1%

U studiji koju su objavili Li i sar.!® lipaza imobilisana na polistirenske nosace sa porama
veli¢ine od 14,7 do 314 nm, maksimum od 25,2 mg/g imobilisane lipaze je postignut
prilikom imobilizacije na Cestice sa porama veli¢ine 14,7 nm ¢ija je ukupna specifi¢na
povrsina iznosila 745 m?/g Cestica. Na &estice sa veli¢inom pora od 314 nm i specificnom
povr§inom od 19,3 m?/g vezalo svega 16,4 mg/g enzima.

Ako ovaj rezultat uporedimo sa FNS, AFNS 1 CCAFNS nanocesticama ¢ija specifi¢na
povrsina iznosi 380 m?/g vidimo da je na njih imobilisano 5 puta vise proteina. U studiji
Minovske i sar.?%? imobilisano je 15,7 mg lipaze iz C. rugosa na siliku veli¢ine 0,1 mm
Sto znaci da je na AFNS imobilisano 4, na FNS 7 i na CCAFNS 8 puta viSe enzima.
Prlainovi¢ i sar. 1* su ostvarili prilikom imobilizacije CRL na Sepabeads® EC-ER sli¢ne
koncentracije imobilisanih proteina (oko 100 mg/g) kao §to su dobijene prilikom
imobilizacije ovog enzima na nanocestice silike koris¢ene u ovoj doktorskoj disertaciji.
Pored toga Sto su ovi rezultati potvrdili podobnost FNS, AFNS i CCAFNS nanocestica

za koriS¢enje kao nosaca za imobilizaciju enzima oni su jo$§ jednom istakli prednost
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nanocestica u odnosu na Cestice ve¢ih dimenzija, a to je pre svega odsustvo difuzionih
limitacija koje se javljaju prilikom imobilizacije enzima u pore i veca povrsina dostupna
enzimu za vezivanje.

U studijama koje se odnose na prouc¢avanje imobilizacije enzima na nanomaterijale samo
u nekoliko slu¢ajeva su dobijene vrednosti koncentracije imobilisanih proteina veée nego
pri imobilizaciji lipaze na FNS, AFNS i CCAFNS i one su iznosile oko 250 mg/g
nosaca.'®? 1% U vec¢ini drugih studija vrednosti su zna¢ajno manje ili sli¢ne ostvarenim
vrednostima na nanodestice silike i iznose od 37,6 do 129 mg/g nosac¢a, 3! 163-165 195

Ipak i pored svih do sada iznetih ¢injenica, za potpunu evaluaciju primenjivosti ovih
nanocCestica kao nosaca za imobilizaciju lipaze i optimizaciju procesa imobilizacije
potrebno je ispitati kakav uticaj koncentracija imobilisanih proteina ima na koncentraciju

imobilisane aktivnosti lipaze.

4.2.1.2. Efikasnost imobilizacije enzimske aktivnosti lipaze na nanocestice silike

Ispitivan je uticaj pocetne koncentracije proteina i tipa nanocestica silike na osnovne
parametre koji karakteriSu efikasnost imobilizacije enzimske aktivnosti: koncentraciju
imobilisane aktivnosti (IU/g) i specificnu aktivnost (IU/mg proteina) dobijenih
imobilisanih preparata. Koncentracija imobilisane aktivnosti CRL je odredivana u

reakciji hidrolize p-nitrofenil palmitata na nacin opisan u poglavlju 3.2.4.1.

4.2.1.2.1. Uticaj hemijske modifikacije nanosilike na imobilizaciju enzimske

aktivnosti

Efikasnost imobilizacije enzimske aktivnosti lipaze iz C. rugosa na FNS, AFNS i
CCAFNS uporedena je na slici 4.16.

Za razliku od koncentracije imobilisanih proteina, moze se primetiti da koncentracija
imobilisane aktivnosti lipaze ima suprotan trend, pa je tako najbolji rezultat postignut u
imobilizaciji na CCAFNS, dok je najmanja aktivnost ovog enzima imobilisana na FNS
iako se na FNS vezalo najvise proteina (108,42 mg/g). Moze se primetiti i da
koncentracija imobilisane aktivnosti lipaze na sve tri vrste nanocestica raste sa porastom
,ponudene” koncentracije proteina do 228 mg/g, dok pri viSim vrednostima nema
znacajnih promena u koncentraciji imobilisane aktivnosti enzima. S druge strane,
specifi¢na aktivnost opada na sva tri nosac¢a u celom opsegu koncentracija proteina (slika
4.16. (B)), $to upucuje na zakljucak da, iako raste koncentracija imobilisanih proteina na

nanocestice, sve manji je udeo enzima vezanih u aktivnoj konformaciji jer je moguce da
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je dosSlo do interakcija izmedu susednih molekula enzima zbog njihovog gustog
pakovanja na povrSini nanocestica (slike 4.9., 4.11. i 4.13.).

1z ugla svih pracenih parametara imobilizacije (koncentracije imobilisanih proteina (slika
4.15. (A)), koncentracije imobilisane aktivnosti (slika 4.16. (A)) i specifi¢ne aktivnosti
(slika 4.16. (B))) moze se zakljuciti da se najefikasnija imobilizacija na FNS, AFNS i
CCAFNS nanocestice odigrava sa ,,ponudenih® 228 mg proteina po g nanocestica. Kako
sa povecanjem ponudenih proteina iznad ove vrednosti koli¢ina imobilisanih proteina
raste, a koncentracija imobilisane aktivnosti stagnira ukupno rezultuju¢i padom
specificnih aktivnosti za 50 %, znaci da se sa povecanjem koncentracije ponudenih
proteina iznad 228 mg/g ve¢ ostvarena koli¢ina aktivno vezanih molekula lipaze na FNS,
AFNS i CCAFNS ne menja.
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Slika 4.16. Uticaj inicijalne koncentracije proteina na aktivnost (A) i specificnu
aktivnost (B) imobilisane lipaze na FNS, AFNS i CCAFNS. Eksperimentalni uslovi
imobilizacije: inicijalne koncentracije proteina 5,7, 57, 228, 570 i 1140 mg/g; 0,1 M
fosfatni pufer pH 7; vreme imobilizacije 3 h.
1z svih navedenih razloga u narednim eksperimentima bice koriS¢eni imobilisani preparati

dobijeni pri inicijalnoj koncentraciji proteina od 228 mg/g.

U cilju dalje optimizacije imobilizacije lipaze na FNS, AFNS i CCAFNS pracen je uticaj
vremena imobilizacije na koncentraciju imobilisane aktivnosti i specificnu aktivnost
lipaze (slika 4.17.).
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Najvecu koncentraciju imobilisane aktivnosti od 1320 IU/g je ispoljila lipaza imobilisana
na CCAFNS nakon 3 h od pocetka imobilizacije. lako se najvise lipaze imobilisalo na
FNS, koncentracija imobilisane aktivnosti je najmanja i iznosi oko 155 IU/g nanocestica.
Koncentracija imobilisane aktivnosti CRL na AFNS nanocestice dostize maksimum
nakon 45 minuta od pocetka imobilizacije i iznosi 422 IU/g nanocestica.

U prvih 45 minuta koncentracija imobilisane aktivnosti lipaze na CCAFNS ima
podjednaku vrednost kao na AFNS, da bi nakon 1 h doslo do postepenog skoka
koncentracije imobilisane aktivnosti na CCAFNS do maksimalne vrednosti od 1320 1U/g

koliko je iznosila koncentracija imobilisane aktivnosti nakon 3 h.
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Slika 4.17. Uticaj vremena na koncentraciju imobilisane aktivnosti lipaze imobilisane
na FNS, AFNS i CCAFNS. Eksperimentalni uslovi imobilizacije: ponudena
koncentracija proteina 228 mg/g; 0,1 M, fosfatni pufer pH 7; vreme 0-5 h.

4.2.1.2.2. Diskusija 0 mehanizmu imobilizacije lipaze na nanocestice silike

Ogromne razlike u koncentraciji imobilisane aktivnosti dobijenih imobilisanih preparata
ukazuju da se mehanizmi imobilizacije razlikuju i da imaju veliki uticaj na konformaciju
i orijentaciju enzima na povrsini nosaca. Na nanocestice silike lipaza se moze vezati
isklju¢ivo adsorpcijom i to formiranjem slabih Van der Waals-ovih interakcija,

vodoniénih veza i elektrostatickih interakcija (Sema 4.5.).° CRL je globularni
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glikoprotein sa 31 kiselim, 18 baznih i 7 nepolarnih aminokiselinskih ostataka na povrsini
sa izoelektritnom tackom pl 4,65 (slika 4.18.).1% Molekul lipaze je na pH 7 negativno
naelektrisan jer su dominantni kiseli aminokiselinski ostaci negativno naelektrisani
(glutaminska 1 asparaginska aminokiselina, pKa <5; crveno obojeni segmenti na slici
4.18.). Kako je na pH 7 povrSina nanocestica Silike takode znacajno negativno
naelektrisana moze se zakljuCiti da se izmedu lipaze i FNS nanocestica javljaju

dominantno odbojne elektrostaticke interakcije.
(A) , | (B)

Slika 4.18. Raspored kiselih, baznih, polarnih i neporarnih aminokiselinskih ostataka na
povrsini molekula lipaze. Kiseli aminokiselinski ostatci su obojeni crveno, bazni plavo,
polarni belo i nepolarni crno. Frontalni pogled na molekul lipaze (A). Rotiran molekul
lipaze za 180 °C u x-y ravni (B). 3D struktura je dobijena pomocu Pymol-a i na osnovu
podataka iz banke proteina (na engl. Protein Data Bank, PDB). PDB broj za CRL je
1CRL.
Medutim, niposto se ne sme zanemariti moguénost reorijentisanja molekula enzima kako
bi doSlo do stvaranja lokalizovanih privlacnih elektrostati¢kih interakcija izmedu
pozitivno nelektrisanih aminokiselinskih ostataka lizina, arginina i histidina (pKa lizina i
arginina je >9,5) molekula lipaze (plavo obojeni segmenti na slici 4.18.) i negativno
naelektrisane povrSine FNS nanocestica. Vodoni¢ne veze se stvaraju izmedu polarnih
aminokiselinskih ostataka koje se nalaze u blizini aktivnog centra mlekula CRL (belo
obojeni segmenti na slici 4.18.) i nedisosovanih Si-OH grupa na povrsini silika
nanocestica.
Sumiranjem ovih ¢injenica moZemo zakljuciti da su formirane privlaéne elektrostaticke

interakcije kao i formirane vodoni¢ne veze odgovorne za imobilizaciju lipaze na FNS §to
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je rezultiralo da se velika koli¢ina enzima (67,6 mg/g) veZe za povrSinu ovih nanocestica.
Neproporcionalno mala koncentracija imobilisane aktivnosti (155 1U/g) lipaze na FNS u
odnosu na veliku koncentraciju imobilisanog enzima se moze objasniti da upravo
vodonic¢ne veze koje se stvaraju izmedu hidrofilne povrsine silika nanocestica i molekula
lipaze mogu da dovedu do naruSavanja a-heliksa molekula enzima $to dovodi do gubitka
aktivnosti.t®’

Modifikacija FNS nanocestica APTMS-om je izmenila fizicko-hemijske osobine
povrsine nanocestica pa iako je na FNS vezano dva puta vise proteina (slika 4.15.) lipaza
imobilisana na AFNS je ispoljila tri puta ve¢u koncentraciju imobilisane aktivnosti (slika
4.16.) $to je ukupno rezultiralo Sest puta ve¢om specificnom aktivnoséu (IU/mg) (slika
4.16. (B)). Uzimajuéi u obzir da su pri pH 7 amino-modifikovane nanocestice silike
pozitivno naelektrisane, dominantne interakcije koje se javljaju prilikom imobilizacije
lipaze su privlaéne elektrostaticke interakcije izmedu negativno naelektrisanih
aminokiselinskih ostataka molekula enzima i pozitivno naelektrisane povrSine
nanocCestica. Na slici 4.18. zapaZa se da se najveci deo negativno naelektrisanih grupa
nalazi na strani molekula enzima suprotnoj od aktivnog centra (segmenti molekula lipaze
obojeni crveno naslici 4.18. (B)) dok je njihova prisutnost na frontalnoj strani molekula,
gde je aktivni centar, mnogo manja (slika 4.18. (A)). Zato se moze pretpostaviti da je
prilikom imobilizacije aktivni cenar ostao okrenut ka spolja u odnosu na povrsinu Cestica
Sto je omogucilo laksi prilaz supstrata aktivnom centru, a samim tim i ve¢u aktivnost (422
IU/g) ovako imobilisanih molekula lipaze.

CCAFNS je nosac¢ konstruisan sa osnovnom namenom da se omoguci kovalentna
imobilizacija molekula lipaze zasnovana na reakciji izmedu amino grupa koje se nalaze
na povrsini molekula enzima i reaktivnih atoma hlora s-triazinskog prstena vezanog
cijanuril-hlorida za povrS§inu CCAFNS nanocestica (Sema 4.5.). Najaktivniji
biokatalizatori su dobijeni upravo prilikom imobilizacije lipaze na CCAFNS nanocestice,
ali se moze primetiti da je dostizanje maksimalne aktivnosti bilo znacajno sporije. Lipaza
imobilisana na FNS i AFNS nanocestice je ispoljila maksimalnu koncentraciju
imobilisane aktivnosti i maksimalnu koncentraciju imobilisanih proteina nakon 45 minuta
od pocetka imobilizacije, dok je aktivnost lipaze imobilisane na CCAFNS nastavila da

raste i nakon §to je uspostavljena ravnoteza izmedu vezanih molekula enzima i preostalih
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u rastvoru (slika 4.17.). Maksimum koncentracije imobilisane aktivnosti lipaza je dostigla
nakon 3 h od pocetka imobilizacije na CCAFNS.

Moze se postaviti hipoteza da u prvoj fazi dolazi do adsorpcije molekula lipaze na
CCAFNS nanocestice nakon ¢ega se formiraju kovalentne veze izmedu ve¢ adsorbovanih
molekula lipaze i CCAFNS nanocestica. Prilikom adsorpcije lipaze na CCAFNS, pored
elektrostatickih interakcija sa sekundarnim amino grupama nastalim formiranjem veze sa
cijanuril-hloridom ili neproreagovalim primarnim amino grupama (Sema 4.5.), moguce
su i hidrofobne interakcije izmedu hidrofobnih segmenata molekula enzima (crno obojeni
segmenti na slici 4.18.) i hidrofobnih s-triazinskih prstena cijanuril-hlorida prisutnih na
povrsini CCAFNS nanocestica. Poznato je da je okolina aktivnog centra molekula lipaze
bogata hidrofobnim aminokiselinskim ostatcima i da dolazi do pomeranja polipeptidnih
lanaca (,,poklopca) koji prekrivaju aktivno mesto kada je lipaza adsorbovana na
hidrofobnu povr§inu pri ¢emu molekuli lipaze zauzimaju aktivhu konformaciju

(takozvanu ,,otvorenu konformaciju®) (slika 4.19.).168

Aktivni
centar

Hidrofobne regije

Primarne amino grupe
lizina i arginina
Slika 4.19. Otvorena konformacija molekula CRL. Molekul lipaze sa frontalne strane
(levo) i rotiran molekul lipaze za 180 °C u x-y ravni (desno). 3D struktura je dobijena
pomocu Pymol-a i na osnovu podataka iz banke proteina (na engl. Protein Data Bank).
PDB broj za CRL je 1CRL.
Moze se pretpostaviti da nakon adsorpcije lipaze u aktivnoj konformaciji (prva faza na
krivoj za CCAFNS slika 4.17.) dolazi do postepenog reorijentisanja molekula kako bi
doslo do formiranja kovalentne veze izmedu primarnih amino grupa prisutnih na povrsini
molekula lipaze i slobodnih sekundarnih i tercijarnih atoma hlora cijanuril-hlorida

vezanog za povrsinu CCAFNS (faza dva na krivoj za CCAFNS na slici 4.17.). Nakon
129



Doktorska disertacija | Katarina Banjanac

stvaranja kovalentnih veza molekuli enzima ostaju fiksirani na povrsini CCAFNS u
aktivnoj konformaciji pri ¢emu je omogucen slobodan pristup molekulima supstrata

aktivnom centru enzima.

4.2.1.2.3. Desorpcija lipaze imobilisane na CCAFNS

Kako bi testirali ovu hipotezu izvedena je desorpcija molekula lipaze sa CCAFNS
nanocestica u razli¢itim fazama imobilizacije. Desorpcija je izvrSena tako $to Su preparati
dobijeni imobilizacijom lipaze na CCAFNS nakon 1 h, 1,5 hi 5 h tretirani 1 M CaCly i
Tritonom X-100 kako bi se uklonili adsorbovani molekuli enzima i procenili udeli
kovalentno vezanih molekula enzima. Lipaza imobilisana na CCAFNS tokom 1 h nakon
tretmana sa CaCly i Tritonom X-100 je zadrzala samo 9,6 % pocetne koncentracije
imobilisane aktivnosti (izmerene koncentracije imobilisane aktivnosti pre tretmana) §to
znaci da se tokom prvog sata skoro sav enzim vezao adsorpcijom. Nakon imobilizacije
od 1,5 h zadrzana koncentracija imobilisane aktivnosti nakon desorpcije je 35,6 %, a
nakon 5 h se popeo na ¢ak 72,5 % $to govori da su ve¢ nakon jednog sata od pocetka
imobilizacije pocele da se desavaju konformacione promene adsorbovanih molekula i da
enzimi inicijalno vezani adsorpcijom na kraju petog sata imobilizacije bivaju vezani
jakim kovalentnim vezama za CCAFNS. Ovaj eksperiment je definitivho dokazao da se
imobilizacija lipaze na CCAFNS odigrava u dve faze i da je znacajan broj adsorbovanih
molekula enzima uspostavio kovalentne veze sa CCAFNS nanocesticama. Takode,
potvrdeno je da dobro slaganje rezultata imobilizacije proteina sa adsorpcionom
izotermom nije iznenadujuce jer se pre formiranja kovalentne veze izmedu proteina i
nosaca odigrava adsorpcija proteina koja je u skladu sa zakonitostima koje opisuju ovu
povrsinsku pojavu.

4.2.1.2.4. Uticaj jonske jac¢ine pufera na imobilizaciju lipaze na nanocestice silike
Imobilizacija enzima u puferima velike jonske jaine je jedna od najkoriS¢enijih strategija
za povecavanje aktivnosti i/ili stabilnosti imobilisanih enzima jer se tada pospesuje
stvaranje hidrofobnih interakcija 1 kovalentnih veza zahvaljuju¢i suzbijanju
elektrostati¢kih interakcija.’

Radi utvrdivanja uticaja jonske jacine pufera na koncentraciju imobilisane aktivnosti i
prinos imobilizacije aktivnosti lipaze imobilisane na FNS, AFNS i CCAFNS,
imobilizacija lipaze na ove nanocestice radena je u 0,1 M i 1 M fosfathom puferu pH 7
(slika 4.20.).
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Lipaza imobilisanana FNS, AFNS i CCAFNS u 1 M puferu je ispoljila nize koncentracije
imobilisane aktivnosti u odnosu na enzim imobilisan u 0,1 M puferu. Povecanje jonske
jacine pufera smanjuje adsorpciju preko elektrostatickih interakcija pa nize koncentracije
imobilisane aktivnosti enzima na FNS i AFNS u odnosu na dobijene koncentracije
imobilisane aktivnosti u 0,1 M puferu jasno pokazuju da su ove interakcije kljucne za
imobilizaciju lipaze na ove nanocestice. Smanjenje koncentracije imobilisane aktivnosti
je najuocljivije kod imobilizacije lipaze na AFNS gde se koncentracija imobilisane
aktivnosti smanjila sa 422 1U/g u 0,1 M puferu na 262 [U/g u 1 M puferu, $to je jasan
znak da elektrostaticke interakcije dominiraju prilikom imobilizacije lipaze na AFNS.
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Slika 4.20. Uticaj jonske jacine na koncentraciju imobilisane aktivnosti (A) i prinos
imobilizacije aktivnosti (B) lipaze imobilisane na FNS, AFNS i CCAFNS.
Eksperimentalni uslovi imobilizacije: inicijalna koncentracija proteina 228 mg/g; 0,1 i
1M fosfatni pufer (pH 7); vreme 0-5 h.

Interesantno je zapaziti da vrednosti za koncentracije imobilisane aktivnosti lipaze
imobilisane na AFNS i FNS u 1 M puferu iznose 250 odnosno 110 1U/g, a za prinos
imobilizacije aktivnosti 9,91 1,2 %, redom. Pa se moze zakljuéiti da je modifikacija FNS

nanocestica sa APTMS-om doprinela imobilizacionom kapacitetu FNS nanocestica samo
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kroz omogucavanje formiranja privlac¢nih elektrostatickih interakcija izmedu enzima 1
nanocestica.

Imobilizacija lipaze na CCAFNS u 1 M puferu dala je znatno vece koncentracije
imobilisane aktivnosti (920 IU/g) i vec¢i prinos imobilizacije aktivnosti (17 %) u odnosu
na FNS i AFNS c¢ime je potvrdeno da je aktivacija cijanuril-hloridom doprinela
imobilizacionom kapacitetu FNS nanocestica omoguc¢ujuci da se formiraju kovalentne
veze izmedu enzima i nanocestica.

Takode, kako lipaza ima afinitet ka hidrofobnim nosa¢ima, moguce je da je prisutnost
hidrofobnih funkcionalnih grupa na povrsini CCAFNS nanocestica doprinela stabilizaciji
strukture imobilisanog enzima sto je imalo za posledicu da aktivnost ovih imobilisanih
enzima bude veca.

4.2.1.2.5. Poredenje karakteristika dobijenih nano-biokatalizatora

Sumirane karakteristike lipaze imobilisane na FNS, AFNS i CCAFNS u 0,1 M fosfatnom
puferu (pH 7) su predstavljene u Tabeli 4.4.

Tabela 4.4. Poredenje parametara imobilizacije lipaze u 0,1 M fosfatnom puferu
(pH 7) na FNS, AFNS i CCAFNS pri inicijalnoj koncentraciji proteina od 228

mg/g. Imobilizacija trajala 3 h.

Prinos Koncentracija  Specifi¢na Prinos
imobilizacije  imobilisane aktivnost  imobilizacije
Nanocestice proteina aktivnosti (1U/'mg aktivnosti
(%) (1U/g) proteina) (%)
FNS 30,1 155,2 2,44 1,02
AFNS 12,02 422,16 16,31 9,91
CCAFNS 21,45 1320 30,87 18,07

Na osnovu parametara imobilizacije koji su praceni mozemo zakljuciti da je dobijen
imobilisan enzim najboljih karakteristika prilikom imobilizacije lipaze na CCAFNS
nanocestice. Lipaza imobilisana na CCAFNS je pokazala ubedljivo najve¢u koncentraciju
imobilisane aktivnosti (1320 IU/g), specifi¢nu aktivnost od 30, 87 IU/mg proteina i prinos
imobilizacije aktivnosti od 18,07 % pa se moze konstatovati da su nanocestice sa
uvedenim reaktivnim atomima hlora s-triazinskog prstena najbolji izbor za imobilizaciju
lipaze koja se vezuje preko povrsinskih amino grupa. Prilikom kovalentne imobilizacije

lipaze na CCAFNS dobija se 2 i 15 puta veca specificna aktivnost odnosno procenat
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vezane aktivnosti u odnosu na adsorpciju lipaze na nanocestice sa amino, odnosno silanol
grupama na povrsini (AFNS i1 FNS).

Imobilizacija molekula lipaze je najpovoljnija ako se desava formiranjem kovalentne
veze sa amino grupama aminokiselinskih ostataka na povr$ini molekula enzima $to je
potvrdeno i prilikom imobilizacije ovog enzima u 1 M fosfatnom puferu pH 7 (Tabela
4.5.) jer su najbolje vrednosti parametara imobilizacije (koncentracija imobilisane
aktivnosti, specificna aktivnost i prinos imobilizacije aktivnosti) ostvarene prilikom
imobilizacije ovog enzima na CCAFNS nanocestice.

Tabela 4.5. Poredenje parametara imobilizacije lipaze u 1 M puferu (pH 7) na FNS,
AFNS i CCAFNS pri inicijalnoj koncentraciji proteina od 228 mg/g. Imobilizacija je

trajala 3 h.
Prinos Koncentracija  Specifi¢na Prinos
imobilizacije  imobilisane aktivnost imobilizaije
Nanodestice proteina aktivnosti (1U/mg aktivnosti
(%) (1U/g) proteina) (%)
FNS 29,59 117 1,79 0,83
AFNS 10,04 262,54 11,46 3,38
CCAFENS 20,93 920 16,84 16,66

4.2.1.3. Stabilnost dobijenih nano-biokatalizatora
Za kompletnu procenu Kkatalitickog potencijala novog biokatalizatora neophodna je
evaluacija njegove stabilnosti zbog ¢ega su ispitane termicka i operativna stabilnost

dobijenih lipaza imobilisanih na razli¢ite nanocestice silike.

4.2.1.3.1. Ispitivanje termicke stabilnosti lipaze imobilisane na nanocestice silike
Nakon optimizacije imobilizacije lipaze na nanocestice silike ispitana je termicka
stabilnost svih dobijenih imobilisanih preparata i slobodnog enzima na 55 °C. Dobijeni
rezultati su prikazani na slici 4.21.

Lipaza imobilisana na CCAFNS nanocestice u 0,1 M i 1 M puferu je zadrzala 42 %
odnosno 28 % od pocetne aktivnosti nakon inkubacije na 55 °C tokom 72 h.

Polu-Zivot je vreme za koje koncentracija imobilisane aktivnosti enzima padne na 50 %
u odnosu na pocetnu koncentraciju aktivnosti tokom tretmana visokom temperaturom, pa
su polu-zivoti svih imobilisanih preparata na temperaturi od 55 °C prikazani u Tabeli 4.6.
U poredenju sa slobodnom lipazom polu-zivot lipaze imobilisane na CCAFNS u 1 M

puferu se povecao 48 puta, a 36 puta kada je imobilizacija izvedena u 0,1 M puferu. Na
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osnovu ovih rezultata moze se zakljuciti da je imobilizacijom lipaze na CCAFNS
znacajno povecana termicka stabilnost imobilisanog enzima.

Dokazano je da je stabilnost imobilisanog enzima proporcionalna broju kovalentnih veza
formiranih izmedu enzima i nosaca jer se tako poveéava rigidnost molekula enzima.®
Povecanjem rigidnosti molekul enzima teze podleze denaturaciji usled tretmana

toplotom.

140 4 —&— slobodna lipaza

—/— CCAFNS; 1 M pufer
—O—AFNS; 1 M pufer
—{F—FNS; 1 M pufer

—&— CCAFNS; 0,1 M pufer
—8— AFNS; 0,1 M pufer
—— FNS; 0,1 M pufer
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0 ) + # 1 WH ) T 1 T 1
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Slika 4.21. Termicka stabilnost lipaze imobilisane na FNS, AFNS i CCAFNSu 0,111 M
puferu.
Tabela 4.6. Polu-Zivot slobodne i imobilisane lipaze na FNS, AFNS i CCAFNS prilikom
tretmana na 55 °C.

t2 (h)
Vrsta 0,1 M pufer 1 M pufer
nanocestice
FNS 3 15
AFNS 10 5
CCAFNS 55 70
CRL 1,5 -

Kako jedino CCAFNS nanocestice nude mogucnost formiranja kovalentnih veza i
dobijeni imobilisani preparati na CCAFNS su pokazali najveéu termi¢ku stabilnost na 55
°C u odnosu na sve ispitivane imobilisane preparate.

Krive inaktivacije lipaze imobilisane adsorpcijom na FNS i AFNS u 0,1 M i 1 M puferu

su veoma sli¢ne (slika 4.21.), a polu-zivoti imobilisane lipaze na ove nanocestice krecu
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se u opsegu od 3 hdo 15 h (Tabela 4.6.). S obzirom da lipaza imobilisana na FNS i AFNS
nije pokazala znacajno povecanje termicke stabilnosti u odnosu na slobodan enzim, moze
se zakljuciti da imobilizacija lipaze na ove dve vrste nanocCestica nije dovela do
spre¢avanja denaturacije enzima zastitom specifiénog mesta.%

Skok aktivnosti u pocetnoj fazi odradivanja termicke stabilnosti je primecen samo kod
CCAFNS derivata. Fernandez i sar.’®® su primetili da hidrofobne interakcije izmedu
enzima i nosa¢a mogu biti pospeSene na visim temperaturama, $to ima za posledicu
povecéanje stabilnosti imobilisanog enzima do odredene granice. Dodatna aktivacija
imobilisane lipaze na CCAFNS u 0,1 i 1 M puferu u prvih 30 minuta inkubacije na 55 °C
moze Se objasniti prisustvom hidrofobnog s-triazinskog prstena cijanuril-hlorida vezanog
za povr$inu CCAFNS i uspostavljanju dodatnih hidrofobnih interakcija sa hidrofobnim
segmentima molekula lipaze. Kao rezultat ovih dodatnih interakcija doslo je do povecanja
aktivnosti imobilisanih lipaza na CCAFNS u 0,1 i 1 M puferu na 55 °C u pocetnoj fazi

tretmana.

4.2.1.3.2. Ispitivanje operativne stabilnosti lipaze imobilisane na nanodestice silike
Kljuéni parametar koji preporucuje primenu odredenog imobilisanog preparata je
moguénost njegove viSestruke upotrebe pa je analizirana operativna stabilnost svih
dobijenih imobilisanih preparata na 25 °C u reakciji hidrolize p-nitrofenil palmitata.
Nakon 9 ponovljenih ciklusa lipaza imobilisana na CCAFNS u 0,1 M puferu zadrzala je
10 % pocetne aktivnosti, dok je imobilisan preparat dobijen u 1 M puferu zadrzao ¢ak 38
% pocetne aktivnosti ¢ime je jo$§ jednom potvrdena efikasnost kovalentne imobilizacije
lipaze (slika 4.22.).

Za razliku od lipaze imobilisane na CCAFNS, lipaza imobilisana na FNS i AFNS su ve¢
tokom prve ponovne upotrebe izgubile 90 % inicijalne aktivnosti verovatno zbog slabih i
nestabilnih veza koje su formirane izmedu enzima i ovih nanocestica $to je dovelo do
spiranja enzima sa ovih nanocestica.

Sumiranjem svih predstavljenih rezultata vezanih za imobilizaciju lipaze na nanocestice
silike moze se zakljuciti prvenstveno da koriS¢ene nanocestice silike imaju veliki
potencijal za primenu u imobilizaciji enzima imajuéi u vidu ostvarene kapacitete za
vezivanje lipaze koji su znatno veci u odnosu na druge nanocestice koje se koriste za

imobilizaciju enzima.
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Slika 4.22. Opeativna stabilnost CRL imobilisane na CCAFNS u 0,1 M i 1 M puferu.
Aktivacija amino-modifikovanih silika nanocestica dala je moguénost kovalentnog
imobilisanja enzima $to je rezultiralo dobijanjem imobilisanih preparata dobrih
koncentracija imobilisane aktivnosti, ali i povecane termicke i operativne stabilnosti.

S obzirom da je lipaza iz C. rugosa koris¢ena kao enzim-model za optimizaciju uslova
modifikacije i aktivacije nanocestica Silike i da su dobijene nanocCestice dale dobre
rezultate za imobilizaciju ovog enzima u narednim poglavljima bi¢e optimizovana i
analizirana moguénost imobilizacije komercijalne f-galaktozidaze (A.oryzae) i
komercijalnih preparata proteaza (Flavourzyme i Alcalase) na ove nanocestice.

4.2.2. Imobilizacija lipaze na epoksi-modifikovane nanocestice silike
U ovom delu doktorske disertacije bi¢e prouc¢avan mehanizam vezivanja lipaze na epoksi-
modifikovane nanocestice silike (GFNS) 1 uporeden sa mehanizmom koji je ustanovljen
prilikom imobilizacije ovog enzima na amino-modifikovane (AFNS) i cijanuril-hloridom
aktivirane amino-modifikovane nanocestice silike (CCAFNS). Takode, uticaj koji
formirane interakcije izmedu epoksi-modifikovanih nanocestica silike i lipaze imaju na
termi¢ku 1 operativnu stabilnost dobijenog imobilisanog preparata bice izucavan i
uporeden sa rezultatima dobijenim kada su koriS¢ene AFNS i CCAFNS nanocestice.
4.2.2.1. Uticaj jonske jacine pufera na proces imobilizacije lipaze
U cilju odredivanja optimalnih uslova imobilizacije lipaze na FNS nanocestice

modifikovane GOPTMS-om (GFNS), proucavan je uticaj jonske jacine fosfatnog pufera
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upotrebljenog u imobilizaciji na koncentraciju imobilisanih proteina i koncentraciju
imobilisane aktivnosti lipaze (slika 4.23.).

U ispitivanje procesa imobilizacije lipaze na GFNS derivat je uklju¢en 1 M pufer iz
razloga $to visoka jonska jacina moze da pospesi kovalentnu imobilizaciju suzbijanjem
elektrostaticke adsorpcije. lako u reakciji modifikacije uc€estvuje vecina silanol grupa
nanocestica, odredeni deo ovih hidrofilnih negativno naelektrisanih grupa ostaje netaknut
i dostupan da se za njih enzim veze elektrostatickim interakcijama preko pozitivno
naelektrisanih e-amino grupa lizina kada se imobilizacija izvodi u puferima niskih jonskih
jacina.

Prilikom imobilizacije lipaze na GFNS nanocestice dobijena je 1,5 puta veca
koncentracija imobilisanih proteina u puferu manje jonske ja¢ine. Imajuéi u vidu da suu
puferu velike jonske jacine elektrostaticke interakcije suzbijene nije iznenadujuce da se
na GFNS nanocestice vezalo manje proteina, tj. maksimalno se vezalo 322 mg proteina

po g nanocestica (slika 4.23.).

1400
&g Koncentracija imobilisanih proteina
1200. (mg/g)
%/ Koncentracija imobilisane aktivnosti
(U/g)
10004
800
600-]
400
200
i
- ] .
0,1 M 1M

Jonska jacina fosfatnog pufera

Slika 4.23. Uticaj jonske jacine pufera na koncentraciju imobilisanih proteina i
koncentraciju imobilisane aktivnosti lipaze prilikom imobilizacije na GFNS

nanocestice. Eksperimentalni uslovi imobilizacije: inicijalna koncentracija ptoteina 600
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mg/g; 0,1 i 1 M fosfatni pufer pH 7; vreme 3 h. Eksperimentalni uslovi modifikacije
FNS nanocestica: maseni odnos FNS/GOPTMS 1:1; vreme 1 h.

Sto se ti¢e koncentracije imobilisane aktivnosti sa slike 4.23. se vidi da je koncentracija
imobilisane aktivnosti u 1 M puferu 10 puta ve¢a u odnosu na ostvarenu koncentraciju
imobilisane aktivnosti u 0,1 M puferu. Stoga, moze se zakljuéiti da imobilizacija lipaze u
uslovima koji pospeSuju kovalentno vezivanje omogucava da se dobije aktivniji
imobilisan enzim, verovatno zahvaljuju¢i ¢injenici da molekuli enzima prilikom
imobilizacije u 1 M puferu zauzimaju povoljniju konformaciju i orijentaciju Sto dovodi
do povecanja aktivnosti.
Postignuta bolja koncentracija imobilisane aktivnosti lipaze na GFNS u 1 M puferu moze
biti objasnjena i ¢injenicom da nakon modifikacije povrSina silika nanocestica postaje
hidrofobnija, a kako se u 1 M puferu pospesuju hidrofobne interakcije moguce je da su
imobilisani enzimi dodatno stabilizovani i ovim interakcijama §to se direktno odrazilo na
postignutu koncentraciju imobilisane aktivnosti.
Takode bi trebalo pomenuti da pri velikim koncentracijama imobilisanih proteina moze
da dode do difuzionih limitacija i sternih smetnji prilikom prilaza supstrata aktivnim
mestima imobilisanih enzima $to dovodi do smanjene aktivnosti kao §to se desilo
prilikom imobilizacije lipaze na GFNS u 0,1 M puferu.
Na osnovu pregleda literature, moze se pretpostaviti da se imobilizacija enzima na nosace
sa epoksi grupama na povrsini odigrava u dva koraka jer je formiranje kovalentne veze
sa epoksi grupama spor proces (Sema 4.6.).
Prvo dolazi do adsorpcije enzima formiranjem hidrofobnih 1i/ili elektrostati¢kih
interakcija, nakon ¢ega dolazi do formiranja kovalentnih veza izmedu adsorbovanih
enzima i epoksi grupa u njihovoj okolini.® Kako su u slu¢aju imobilizacije enzimau 1 M
puferu elektrostaticke interakcije suzbijene, a hidrofobne pospeSene, molekuli lipaze se
verovatno na GFNS nanodestice prvo adsorbuju formiranjem hidrofobnih interakcija® da
bi potom doslo do formiranja kovalentnih veza izmedu amino, hidroksilnih i tiolnih grupa

prisutnih u molekulu CRL i epoksi grupa GFNS nanocestica (Sema 4.6.).
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Sema 4.6. Imobilizacija lipaze na GOPTMS-om modifikovane nanocestice silike.

4.2.2.2. Uticaj koncentracije epoksi grupa na proces imobilizacije lipaze

Radi kompletnije optimizacije procesa imobilizacije lipaze, uticaj koncentracije epoksi
grupa je ispitan tako §to su sintetisana 4 GFNS derivata i primenjena u imobilizaciji lipaze
u 1l M puferu.

U ovom poglavlju ¢e fokus biti na pronalaZzenju optimalnog masenog odnosa
FNS/GOPTMS koyji je potrebno Kkoristiti prilikom modifikacije silika nanocestica da bi se
dobio nosa¢ sa uniformnom prekriveno$¢u povrsine epoksi grupama. Broj uvedenih
epoksi grupa pri razli¢itim kori§¢enim masenim odnosima FNS/GOPTMS je dat u Tabeli
4.7.

Povecanje upotrebljene koncentracije GOPTMS-a za modifikaciju FNS nanocestica

dovodi do smanjenja koncentracije epoksi grupa uvedenih na povrSinu FNS (Tabela 4.7.).

139



Doktorska disertacija | Katarina Banjanac

Tabela 4.7. Uticaj masenog odnosa FNS/GOPTMS na koncentraciju uvedenih epoksi
grupa na povrSinu modifikovanih silika nanocestica (GFNS). Modifikacija FNS
nanocestica trajala 1 h pri svim masenim odnosima FNS/GOPTMS.

Koncentracija epoksi grupa

Nanocestica (umol/g nosaca)
FNS 0

GFNS(1:1)

(maseni odnos FNS/GOPTMS=1:1) 560
GFNS(1:2)

(maseni odnos FNS/GOPTMS=1:2) 520
GFNS(1:4)

(maseni odnos FNS/GOPTMS=1:4) 440
GFNS(1:20)

(maseni odnos FNS/GOPTMS=1:20) 360

Ovaj rezultat je u skladu sa objavljenim studijama koje su se bavile optimizacijom
reakcije silanizacije u kojima je zapazeno da visoke koncentracije organosilana mogu da
dovedu do reakcije polimerizacije izmedu samih molekula organosilana pri ¢emu nastaju
oligomeri, umesto da dode do reakcije kondenzacije izmedu hidrazibilnih grupa
organosilana i silanol grupa &estica silike.? Nastali oligomeri se vezuju na povrsinu &estica
silike formiraju¢i veliku polimernu mreZu sa smanjenom koncentracijom slobodnih
epoksi grupa, a samim tim i sa smanjenim brojem mesta na koja se mogu vezati proteini
prilikom imobilizacije.”® Ovako dobijene &estice silike nemaju uniformnu i stabilnu
povrsinu ¢ime je jo§ dodatno otezano vezivanje enzima.

Kako bi utvrdili koji je od ¢etiri sintetisana GFNS derivata najpogodniji za imobilizaciju
lipaze pracena su dva najznacajnija parametra imobilizacije (koncentracija imobilisanih
proteina (mg/g nanocestica) 1 koncentracija imobilisane aktivnosti (IU/g) u toku 5 h.
Paralelno je prac¢ena i imobilizacija lipaze na nemodifikovane nanocestice silike kako bi
se procenio efekat koji modifikacija sa GOPTMS-om ima na kapacitet ovih nanocestica
za vezivanje enzima (slika 4.24.).

Koncentracija imobilisanih proteina i koncentracija imobilisane aktivnosti lipaze na sva
cetiri GFNS derivata 1 FNS raste u toku vremena 1 dostizu maksimum nakon 3 h od

pocetka imobilizacije (slika 4.24. (A)).
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Slika 4.24. Proces imobilizacije lipaze na cetiri GFNS derivata i FNS: koncentracija

imobilisanih proteina (A) i koncentracija imobilisane aktivnosti (B). Eksperimentalni
uslovi imobilizacije: inicijalna koncentracija proteina 600 mg/g; 1 M fosfatni pufer pH

7; vreme 0-5 h.

Adsorpcija lipaze na FNS je bila brza jer se ve¢ u prvih sat vremena vezalo 85 % od
ukupno imobilisanih proteina. Sto se tice GFNS derivata, kovalentna imobilizacija lipaze
odigrava se nesto sporije 1 nakon jedan sat u proseku je vezano na sve derivate oko tre¢ine
kapaciteta koji je dostignut tek nakon 3 h. Posle toga na svim kori§¢enim nanocesticama
dolazi do naglog pada koncentracije imobilisanih proteina od 5-20 %, u zavisnosti od
koriS¢ene nanocestice.
Najveca koncentracija imobilisanih proteina (430 mg/g nanocestica) je postignuta kada
je lipaza imobilisana na FNS nanocestice (slika 4.24. (A)). Na derivate GFNS(1:1),
GFNS(1:2) 1 GFNS(1:4) se imobilisalo oko 300 mg enzima po g nanocestica, dok se na
derivat GFNS(1:20) imobilisalo najmanje enzima, oko 200 mg/g. Odnosno, iz aspekta
prinosa imobilizacije proteina, 71 % inicijalne koncentracije proteina se imobilisalo na
FNS, oko 50 % na GFNS(1:1), GFNS(1:2) i GFNS(1:4), dok se 33 % imobilisalo na
GFNS(1:20) (slika 4.25.).
Na osnovu prezentovanih rezultata moze se zakljuciti da modifikacija FNS nanocestica
GOPTMS-om delom redukuje kapacitet modifikovanih nanocestica za vezivanje lipaze,

verovatno jer visoka koncentracija epoksi grupa na povrSini nosaca ometa formiranje
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interakcija izmedu grupa na povrSini enzima i preostalih nemodifikovanih silanolnih

grupa silike koje su bile klju¢ne za imobilizaciju na FNS.

" Procenat vezane aktivnosti
[ |Procenat vezanih proteina
Slika 4.25. Poredenje prinosa imobilizacije aktivnosi i proteina na razlicite GFNS
derivate i nemodifikovane nanocestice silike.

Medutim, koncentracije imobilisanih proteina koje su dobijene na svim GFNS derivatima
su 1 dalje mnogo vece od koncentracija koje su dobijene prilikom imobilizacije ovog
enzima na druge epoksi-cestice,!* 17 18 290 pa se moze re¢i da modifikovane GFNS
nanocestice imaju dobar potencijal za primenu u imobilizaciji enzima.

Sa druge strane, ako se analiziraju koncentracije imobilisane aktivnosti lipaze na GFNS
derivate i FNS (slika 4.24. (B)), moze se videti da je imobilisana lipaza na GFNS derivate
pokazala drasticno vece aktivnosti u odnosu na lipazu imobilisanu na FNS. Lipaza
imobilisana na FNS ima koncentraciju imobilisane aktivnosti od samo 200 1U/g, dok
lipaza imobilisana na GFNS derivate ima aktivnosti od 1286 do 1576 1U/g. Sa svim GFNS
derivatima maksimalne vrednosti koncentracije imobilisane aktivnosti su postignute 3 h
od pocetka imobilizacije nakon Cega je doSlo do pada aktivnosti proporcionalno padu
koncentracije imobilisanih proteina. Kod primene FNS, koncentracija imobilisane
aktivnosti se nije promenila nakon treceg sata imobilizacije uprkos padu koncentracije
imobilisanih proteina. Prilikom analize prinosa imobilizacije aktivnosti (slika 4.24.)
uocava se da su imobilisani enzimi na GFNS derivate dali iste rezultate (oko 4 %), dok je

na FNS imobilisano 10 puta manje aktivnosti.
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Imobilisan enzim ima najvece koncentracije imobilisane aktivnosti (1495 i 1576 1U/g)
kada su kao nosaci koris¢eni GFNS(1:4) 1 GFNS(1:2) derivati sa srednjim vrednostima
koncentracija epoksi grupa (440 i 520 pumol/g) (slika 4.26.). Najverovatnije je da su pri
ovim koncentracijama epoksi grupa na povrsini GFNS derivata one pravilno rasporedene
po povrsini ¢ime su smanjene neZeljene interakcije izmedu vezanih molekula enzima i
drugih grupa prisutnih na povrSini modifikovanih nanocestica. Znacajno nize
koncentracije imobilisane aktivnosti (oko 1300 1U/g) dobijene su prilikom imobilizacije
na derivat GFNS(1:20) sa najmanjom koncentracijom epoksi grupa (360 pmol/g) i derivat

GFNS(1:1) sa najve¢om koncentracijom epoksi grupa (560 pumol/g).

GFNS(1:2)

1600+ GFNS(1:4)

1400+ GrNs(1:20) GFNS(1:1)

*.0.0.0.0.9
OO
hreteleleted

Koncentracija imobilisane
aktivnosti

Séﬁ 4210
Koncentracija epoksi grupa
(umol/g nosaca)

Slika 4.26. Uticaj koncentracije epoksi grupa na koncentraciju imobilisane aktivnosti
lipaze prilikom imobilizacije na GFNS derivate. Eksperimentalni uslovi imobilizacije:
inicijalna koncentracija proteina 600 mg/g; 1 M fosfatni pufer pH 7; vreme 3 h.

Na derivatu GFNS(1:20) sa koncentracijom epoksi grupa od 360 pmol/g veliki deo silanol
grupa ostaje nemodifikovan i imajuci u vidu i kratku nozicu epoksi linkera kovalentno
vezani enzimi mogu da reaguju sa tim silanol grupama $to direktno uti¢e na strukturu
imobilisanog enzima. S obzirom da dolazi do pada koncentracije imobilisane aktivnosti
enzima ocito je da ove interakcije nepovoljno uti¢u na sekundarnu strukturu imobilisanih
molekula lipaza.?’! Najveéa koncentracija epoksi grupa (560 pmol/g) omoguéuje da dode
do ,,multi-point* kovalentne imobilizacije koja isto tako u nekim slucajevima moze da

dovede do nezeljene deformacije sekundarne strukture enzima i do gubitka aktivnosti.
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4.2.2.3. Desorpcija lipaza imobilisanih na epoksi-modifikovane nanocestice
Sumirajuci sve prethodno iznete tvrdnje, postavljena je hipoteza da se imobilizacija lipaze
na GOPTMS-om modifikovane nanocestice silike prvo deSava adsorpcijom preko
elektrostatickih ili hidrofobnih interakcija, a da potom dolazi do formiranja kovalentnih
veza izmedu nukleofilnih grupa molekula enzima i epoksi grupa modifikovanih
nanoCestica (Sema 4.6.). Kako bi testirali da li je ova hipoteza ta¢na, izveden je
eksperiment u kome su preparati dobijeni imobilizacijom lipaze na ¢etiri GFNS derivata
tretirani 1 M CaCl, i Tritonom X-100, radi desorpcije nekovalentno imobilisanih
molekula enzima. Dobijeni rezultati su pokazali da su svi imobilisani enzimi nakon
tretmana sa CaCl, i Tritonom X-100 zadrzali oko 40 % od pocetne koncentracije
imobilisane aktivnosti, $to upucuje na zaklju¢ak da je oko 60 % enzima adsorbovano na
povrsinu GFNS derivata formiranjem hidrofobnih i elektrostatickih interakcija, a 40 % je
formiralo kovalentne veze sa epoksi grupama GFNS derivata. Ovo znaci da se sa
povecanjem kolicine GOPTMS-a koja je koriS¢ena za modifikaciju nije povecao udeo
kovalentno vezanih enzima, verovatno zato $to je broj mesta za vezivanje na povrsini
GFNS derivata limitiran.

Sumiranjem svih iznetih rezultata i zaklju¢aka moze se konstatovati da je GFNS derivat
GFNS(1:2) najpogodniji za imobilizaciju lipaza. lako se derivat GFNS(1:4) pokazao kao
najbolji u pogledu koncentracije imobilisane aktivnosti radi ekonomske efikasnosti
postupka modifikacije i imobilizacije izabran je derivat (GFNS(1:2)) za ¢iju je pripremu
bila potrebna duplo manja koli¢ina GOPTMS-a, a pri ¢emu je imobilisan enzim pokazao

za svega 10 % manju koncentraciju imobilisane aktivnosti.

4.2.3. Poredenje aktivnosti i stabilnosti lipaza imobilisanih na funkcionalizovane
nanosilike
Jasno je na osnovu svih prethodno izloZenih rezultata da primenjena dva postupka
modifikacije silika nanocestica kojima su na povrSinu ovih nanocestica uvedene razlicite
grupe - amino i hloridne u prvom postupku, (Sema 4.7. B) i epoksi grupe u drugom
postupku (Sema 4.7. A) - promovisu formiranje kovalentnih interakcija izmedu lipaze i
dobijenih modifikovanih nanocestica. Kako bi potpuno procenili uspesnost kovalentne
imobilizacije lipaze na nanoCestice silike dobijene pomocu ova dva postupka neophodno
je uporediti njihove katalitiCke osobine (koncentraciju imobilisane aktivnosti, termic¢ku

stabilnost i operativnu stabilnost).
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Sema 4.7. Uporedni prikaz koriséenih metoda modifikacije nanocestica silike i

kovalentne imobilizacije CRL na modifikovane nanocestice silike.

4.2.3.1. Poredenje aktivnosti imobilisane lipaze na razli¢ite nanocestice silike

Prvo je poredena koncentracija imobilisane aktivnosti lipaze imobilisane na FNS, AFNS,
CCAFNS i GFNS (GFNS(1:2)) kako bi se procenilo koji od ovih imobilisanih preparata

je moguce primeniti u sintezi estara na industrijskom nivou.

CCAFNS 1 GFNS su se pokazali efikasniji najmanje 4 puta Sto se ti¢e koncentracije

imobilisane aktivnosti u odnosu na FNS i AFNS nanocestice na koje je ovaj enzim
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imobilisan adsorpcijom. Sumirani rezultati koncentracija imobilisanih aktivnosti
dobijenih reprezentativnih imobilisanih preparata su prezentovani na slici 4.27.

Prilikom imobilizacije enzima tezi se razvitku metode koja ¢e omogucditi kovalentnu
imobilizaciju enzima s obzirom da ovaj nadin imobilizacije omogucava dobijanje
imobilisanih enzimskih preparata povecane stabilnosti i/ili aktivnosti. Formirane
kovalentne veze izmedu enzima i nosata omogucavaju da ne dode do spiranja enzima
prilikom njegove viSestruke upotrebe, pospesuju rigidnost strukture molekula vezanih

enzima ¢ime oni postaju otporni na tretman visokim temperaturama i tako omogucavaju

Siru primenu imobilisanih enzima u industriji.
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Slika 4.27. Poredenje koncentracije imobilisane aktivnosti lipaze: imobilisane
adsorpcijom na FNS i AFNS tokom 1 h u 1 M fosfatnom puferu pri inicijalnoj
koncentraciji proteina od 228 mg/g; kovalentno imobilisane na GFNS(1:2) i CCAFNS
tokom 3 h u 1 M fosfatnom puferu pri inicijalnoj koncentraciji proteina od 600 mg/g

odnosno 228 mg/g.

1z svih ovih razloga veoma je zna€ajno da su primenjene modifikacije nanocestica silike
omogucile kovalentnu imobilizaciju lipaze, a da nisu dovele do inaktivacije enzima (Sto
je Cesta pojava tokom kovalentne imobilizacije).?%? Bas suprotno, doslo je do zna¢ajnog
povecanja koncentracije imobilisane aktivnosti u odnosu na rezultate dobijene prilikom
adsorpcije na FNS i AFNS (slika 4.27.).
Uocava se da je koncentracija imobilisane aktivnosti na GFNS(1:2) 1495 1U/g skoro
duplo veca od koncentracije imobilisane aktivnosti na CCAFNS (890 [U/g) u 1 M

fosfatnom puferu. Kako se ove dve modifikacije ne razlikuju u duzini linkera, uzrok
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razlike u koncentraciji imobilisane aktivnosti ne moze biti u formiranim interakcijama
izmedu enzima 1 ovih nanocestica nego je verovatno posledica u razlicitoj hemiji
formiranja kovalentnih veza. Na oba nosaca lipaza se vezuje preko amino grupa prisutnih
na povrsini molekula enzima. Medutim, velika je verovatnoca da postoji razlika u
konformaciji vezanih molekula enzima i da su one povoljnije u slucaju vezivanja na
epoksi-modifikovane nanocestice silike, $to je dovelo do manjih sternih smetnji pri
prilazu supstrata aktivnom centru a posledi¢no do veéih aktivnosti.

Prema tome iz ugla koncentracije imobilisane aktivnosti najefikasniji imobilisani preparat
se dobija kovalentnom imobilizacijom lipaze u 1 M fosfathom puferu na epoksi-
modifikovane nanocestice silike (GFNS(1:2)).

4.2.3.2. Poredenje termicke stabilnosti kovalentno imobilisane lipaze na CCAFNS i
GFNS

Opste je poznato da kovalentna imobilizacija najéeS¢e doprinosi stabilnosti imobilisanih
enzima, a kako bi ustanovili da li je to ta¢no u sluc¢ajevima kovalentne imobilizacije lipaze
na GFNS i CCAFNS izvedena je serija eksperimenata u kojima je prouCavan uticaj
temperature na stabilnost dobijenih imobilisanih preparata (slika 4.28.). Dobijena
termicka stabilnost kovalentno imobilisanih lipaza na GFNS 1 CCAFNS je uporedena sa

termic¢kom stabilno§¢u adsorpcijom vezane lipaze na FNS.

120 —m— GFNS(1:2)
—&— CCAFNS
—&— FNS

-

o

o
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Slika 4.28. Ispitivanje termicke stabilnosti imobilisane lipaze na FNS, GFNS i CCAFNS
na 55 °C. CRL je imobilisana na FNS, GFNS i CCAFNS u 1 M fosfatnom puferu 1 h za
FNS, 3 h za CCAFNS i GFNS.
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Na osnovu prikazanih rezultata na slici 4.28. vidi se da su kovalentno imobilisani enzimi

na GFNS i CCAFNS pokazali znacajno vecu stabilnost nego prilikom adsorpcije na

silike ¢ime je potvrdena teza da kovalentnom

nemodifikovane nanocestice
imobilizacijom dolazi do stabilizacije molekula imobilisanih enzima u odnosu na one
vezane adsorpcijom. 2% Nakon inkubacije u trajanju od 24 h lipaza adsorbovana na FNS
zadrzala je 28 % od pocetne koncentracije imobilisane aktivnosti, dok je lipaza
kovalentno imobilisana na CCAFNS i GFNS zadrzala 68 % odnosno 65 % pocetne
aktivnosti.

Moze se jo§ zakljuCiti da nema znaCajne razlike u termickoj stabilnosti kovalentno
imobilisanih enzima na CCAFNS 1 GFNS jer su formirane kovalentne veze u oba slucaja
jednako stabilizovale strukturu imobilisanog enzima ne dozvoljavaju¢i da dode do njenog
naruSavanja prilikom tretmana toplotom.

4.2.3.3. Poredenje operativne stabilnosti kovalentno imobilisane lipaze na CCAFNS

i GFNS
Nakon ispitivanja termicke stabilnosti ispitivana je i operativna stabilnost kovalentno

imobilisanih preparata (slika 4.29.).
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Slika 4.29. Operativna stabilnost imobilisane lipaze na FNS, GFNS i CCAFNS. CRL
imobilisana na FNS u 1 M fosfatnom puferu tokom 1 h; na GFNS(1:2) i CCAFNSu 1 M

puferu tokom 3 h.
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S obzirom da je operativna stabilnost jos jedna od znacajnih karakteristika imobilisanih
enzima koja definiSe moguénost njihove primene na industrijskom nivou.

Dobijeni rezultati za operativnu stabilnost su potvrdili kao i u slucaju temicke stabilnosti
da je kovalentno imobilisana lipaza mnogo stabilnija u odnosu na adsorbovanu lipazu na
FNS. Lipaza imobilisana na FNS je izgubila 83 % aktivnosti ve¢ nakon prve ponovne
upotrebe dok je imobilisana na GFNS 1 CCAFNS zadrzala 35 % aktivnosti nakon 9
ponovljenih upotreba (slika 4.29.).

Na kraju se moze zakljuciti da oba imobilisana preparata, lipaza imobilisana na CCAFNS
kao i lipaza imobilisana na GFNS(1:2) u 1 M puferu, imaju visoke koncentracije
imobilisane aktivnosti i visoku termicku i operativnu stabilnost $to ukazuje na dobru
perspektivu njihove primene na idustrijskom nivou.

Naredni eksperimenti izvedeni u sklopu ove doktorske disertacije ¢e se odnositi na

primenu kovalentno imobilisanih preparata u sintezi estara.

4.2.4. Primena lipaza imobilisanih na funkcionalizovane nanocestice silike u

reakcijama sinteze estara

4.2.4.1. Primena imobilisane CRL u sintezi amil-kaproata

Posto je kovalentno imobilisana lipaza na GFNS i CCAFNS pokazala izuzetnu aktivnost
u reakciji hidrolize u vodenoj sredini, u cilju evaluacije primenjivosti ovih imobilisanih
preparata u reakciji sinteze estara, dva najbolja imobilisana preparata lipaza su koriS¢ena
u sintezi amil-kaproata. Sinteza amil-kaproata je izabrana zbog njegove primene u
industriji hrane kao vestac¢ka aroma voéa.?%*

Biljke imaju sposobnost da sintetiSu, akumuliraju 1 oslobadaju isparljiva i neisparljiva
organska jedinjenja koja se ponaSaju kao arome zbog interakcija koje ostvaruju sa
receptorima za miris i ukus ¢oveka. Ove supstance malih molekulskih masa derivati su
masnih kiselina, amino kiselina i ugljenih hidrata koje formiraju zasi¢ene, nezasicene,
linearne, razgranate i ciklicne estre ili etre. Aroma supstance izolovane iz biljaka
komercijalno su jako znacajne jer se Koriste u industriji hrane, farmaceutskoj i hemijskoj
industriji kao arome, lekovi, pesticidi i sirovine.?®* Zbog male zastupljenosti aroma
jedinjenja u njihovim prirodnim izvorima (biljkama), mnogi od prirodno izolovanih
aroma jedinjenja su zamenjeni njihovim hemijski sintetisanim analozima ve¢ krajem
proslog veka. Pored toga, ¢injenica da se danas u svetu tezi da supstance koje se koriste

u industriji hrane, farmaceutskoj i kozmetic¢koj industriji budu prirodne je jo$ jedan od
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razloga da se hemijska sinteza aroma jedinjenja zameni enzimskom sintezom. Aroma
jedinjenja koja su sintetisana enzimskom sintezom se smatraju prirodnim i mogu u
potpunosti zameniti aroma supstance izolovane iz prirodnih izvora.?® Aroma estri
razlicitih alkohola i karboksilnih kiselina imaju znacajnu ulogu u proizvodnji aromati¢nih
supstanci koje se koriste za poboljSanje organoleptickih svojstava razli¢itih proizvoda.
Amilkaproat se koristi u proizvodima kao veStacka aroma voca i to u proizvodima sa
ukusom ananasa, jabuke i krugke.?%

Prilikom izvodenja sinteze amil-kaproata koriS¢ene su ekvimolarne koncentracije amil
alkohola i kapronske kiseline i izooktan kao rastvarac.'®® Reakcija je trajala 24 h, a
esterifikacione aktivnosti lipaze imobilisane na GFNS (u 1 M puferu tokom 3 h i na
derivat GFNS(1:2)) i CCAFNS (u 1 M puferu tokom 3 h) su uporedene sa

esterifikacionom aktivno$cu slobodne lipaze (Sema 4.8.).
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Sema 4.8. Sematski prikaz sinteze aroma estra pomocu imobilisane i slobodne lipaze.
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U sve reakcione smeSe je stavljena koliCina enzima koja obezbeduje istu pocetnu
koncentraciju hidroliticke aktivnosti (33 IU/ml) jer se na taj nacin omogucava adekvatna
procena specifi¢nosti lipaze prema reakciji esterifikacije.

Dobijeni rezultati su pokazali da je lipaza imobilisana na GFNS imala dva puta ve¢u
esterifikacionu aktivnost sa maksimalnom konverzijom od 52 % nakon 24 h u poredenju
sa konverzijom od 25 % lipaze imobilisane na CCAFNS, dok je slobodna lipaza pokazala
konverziju od 10 % Sto znaci da su oba imobilisana preparata mnogo efikasnija u reakciji
esterifikacije u odnosu na slobodnu lipazu (Tabela 4.8.).

Ocigledno je i da vrsta primenjene modifikacije nanocestica silike ima uticaj na
specifi¢nost imobilisane lipaze, s obzirom da je lipaza imobilisana na GFNS derivat
pokazala dva puta vecu aktivnost u reakciji esterifikacije. Verovatno je ovakav rezultat
posledica vece hidrofobnosti GFNS u odnosu na CCAFNS, posto se reakcija sinteze
estara odigrava u mikrovodenoj sredini jer prisustvo vode u reakcionoj smesi promovise
povratnu reakciju hidrolize estara.

Tabela 4.8. Sinteza amil-kaproata katalizovana lipazom imobilisanom na GFNS i
CCAFNS. Vreme reakcije esterifikacije 24 h.

Biokatalizator Konverzija (%)
GFNS-CRL 52
CCAFNS-CRL 25
CRL 10

Zato je od velikog znacCaja za visoku efikasnost u esterifikaciji da hidrofilnost nosaca bude
Sto manja jer se time smanjuje verovatnoca zadrzavanja vode u mikrookolini enzima i
omogucavaju veci prinosi proizvoda.

Imobilisana lipaza na GFNS pored velike hidroliticke aktivnosti, termicke 1 operativne
stabilnosti, ima i poboljSane osobine za sintezu estara u organskoj sredini $to je jako bitno
jer se imobilisane lipaze mnogo koriste za sinteze razlicitih fizioloski aktivnih estara u

organskim rastvara¢ima.?

4.2.4.2. Primena imobilisane CALB u sintezi estara vitamina C

Osnovni cilj imobilizacije CAL B na nanocestice silike je primena dobijenih imobilisanih
preparata ovog enzima u reakciji sinteze askorbil-estara, posto CRL ne pokazuje aktivnost
u ovoj reakciji.2% Optimalni uslovi za imobilizaciju CRL na FNS, CCAFNS i GFNS
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nanocestice koji su definisani u prvom delu ove doktorske disertacije su iskoris¢eni kao
osnova za imobilizaciju Candida antartica lipaze B (CAL B). U odnosu na sintezu
alifati¢nih aroma estara, ova reakcija je specifi¢na jer se, zbog hidrofilnosti vitamina C,
primenjuju polarni organski rastvaraci u kojima je CRL nestabilna.

Konkretno, poku$ana je sinteza liposolubilnog biokompatibilnog antioksidanta askorbil-
oleata, a imobilizacija je izvedena na sve nanocestice po slede¢oj proceduri: na 10 mg
nanocestica je stavljeno 20 pl te¢nog enzimskog preparata i 980 pl fosfatnog pufera (50
mM ili 1 M, pH 7).2% Imobilizacija je trajala od 1 do 3 h na 25 °C. Dobijene maksimalne
vrednosti za koncentracije imobilisanih proteina i imobilisane aktivnosti imobilisanih
preparata su predstavljene u Tabeli 4.9. Inicijalna koncentracija proteina prilikom
imobilizacije CAL B na sve nanocCestice je iznosila 24,68 mg/g nanocestica.
Pretpostavka je da se CAL B na FNS vezala adsorpcijom u maloj koli¢ini (svega 28 % od
ponudenih proteina) jer je doSlo do dominatnog razvijanja odbojnih elektrostatickih
interakcija izmedu hidrofilne negativno naelektrisane povrSine silika nanocestica i
negativno naelektrisanih molekula CAL B pri ovim eksperimentalnim uslovima (pl za
CAL B je 6).27

Tabela 4.9. Parametri imobilizacije CAL B na nanocestice silike.?%

Koncentracija Koncentracija

Uslovi imobilisanih imobilisane
Vrsta nanocestica imobilizacije proteina aktivnosti CALB
(mg/g nanocestica) (1U/g)
FNS 50 mM pufer, 1 h 7 360,1
CCAFNS 1 M pufer, 3 h 16 1518,6
GFNS 1 M pufer, 3 h 9,5 138,75

Odredeni mali udeo molekula se orijentisao tako da su izolovane pozitivno naelektrisane
amino grupe na povrSini molekula CAL B uspostavile privlatne elektrostaticke
interakcije. U skladu sa malom koli¢inom vezanih proteina dobijena je proporcionalno
mala koncentracija imobilisane aktivnosti CAL B na FNS nanodestice od 360 1U/g.
Prilikom imobilizacije CAL B na CCAFNS doslo je do uspostavljanja kovalentnih veza
izmedu hloridnih grupa s-triazinskog prstena vezanog cijanuril-hlorida za povrsinu

nanocestica 1 amino grupa molekula CAL B. Ocito je da se CAL B vezao u aktivnoj
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konformaciji na ove nanocestice s obzirom na visoke vrednosti ostvarene koncentracije
imobilisane aktivnosti i prinosa imobilizacije proteina od 65 %. Kovalentnom
imobilizacijom CALB na GFNS nanocestice u 1 M puferu dobijena je najmanja
koncentracija imobilisane aktivnosti od samo 138,75 mg/g, pri ¢emu je i prinos
imobilizacije proteina na ovim nanocesticama iznosio svega 38 %. MozZe se pretpostaviti
da su uspostavljenje interakcije izmedu vezanih CAL B molekula i GFNS nanocestica
orjentisale enzime tako da je onemogucen prilaz supstrata aktivnom centru. Skoro duplo
veée koncentracije imobilisanih proteina na CCAFNS nego na GFNS govore da ovoj
enzim ima mnogo veéi afinitet za formiranje interakcija sa hloridnim grupama CCAFNS
nanocestica nego sa epoksidnim grupama.

Nakon karakterizacije imobilisanih preparata oni su primenjeni u sintezi askorbil-oleata
radi ispitivanja njihove esterifikacione aktivnosti. Reakcija sinteze askorbil-oleata je
izvedena na 60 °C, sa 0,135 M vitamina C, 0,2 % (w/v) lipaze, oleinskom kiselinom u

visku (8:1) 1 0,018 % (v/v) vode i acetonu kao rastvaracu (Sema 4.9.).2%8

OH ~
L-askorbil-oleat

Vitamin C Oleinska kiselina H,0

Sema 4.9. Reakcija sinteze L-askorbil-oleta katalizovana CAL B-om.

Dobijeni rezultati su pokazali da je reakcija CAL B imobilisana na FNS i CCAFNS dala
podjednake prinose ovog estra (9,9 odnosno 10,2 mM) iako je koncentracija imobilisane
aktivnosti CAL B na CCAFNS bila 5 puta veca od one koja je ostvarena na FNS (Tabela
4.10.).

Ako uporedimo ove prinose sa prinosima koji su literaturno dostupni oni su duplo manji
od prinosa ostvarenih sa komercijalnim preparatom CAL B Novozymes 435 2% ili jednaki
onim prinosima koji su ostvareni sa CAL B imobilisanom na Eupergit C 250 L i Purolite
A 109.206

Medutim, najveca esterifikaciona aktivnost je dobijena sa CAL B-om imobilisanim na
GFNS (18,22 mM) bez obzira §to je ovaj preparat imao najmanju koncentraciju

imobilisane hidroliti¢ke aktivnosti.
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Tabela 4.10. Sinteza L-askorhil-oleata katalizovana imobilisanom CAL B.

Biokatalizator Prinos estra (mM)
FNS-CAL B 9,9
CCAFNS-CAL B 10,2
GFNS-CAL B 18,22

Ovi rezultati su uskladu sa pretpostavkom iznetom u prethodnom poglavlju, pa se
definitivno moze zakljuciti da reakciji sinteze estara puno vise odgovara da se lipaza (bez
obzira na poreklo) imobilise na manje hidrofilan nosac jer je kod njih manje vezane vode
na povrsini nosaca i samim tim je pospesena reakcija esterifikacije.

U cilju potpunijeg sagledavanja potencijala nanosilike u reakcijama esterifikacije u
dodatnom eksperimentu je izvrSena imobilizacija CAL B na nanocestice silike
modifikovane fenilamino-organosilanom (PAPMS), koji je izrazito hidrofoban (Sema
4.10.).

Optimizacija uslova modifikacije nanocestica silike PAPMS-om, kao i karakterizacija
dobijenih fenil-amino modifikovanih nanocestica je opisana u poglavljima 4.1.2.3. i
4.1.2.6.

: hidrofobne
o interakcije

Sema 4.10. Sematski prikaz modifikacije silika nanocestica fenilamino-organosilanom i
imobilizacije CAL B na fenilamino modifikovane silika nanocestice.

Prilikom imobilizacije CAL B na fenilamino-modifikovane nanocestice silike u 50 mM

puferu tokom 1 h ostvarena je koncentracija imobilisanih proteina od 13 mg/g i

koncentracija imobilisane aktivnosti od 1200,2 1U/g.
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Uslovi reakcije sinteze askorbil estra su bili identi¢ni kao u sintezi estara sa ostalim
nanocesticama.

U reakciji sinteze askorbil-oleata ovaj imobilisani preparat je dao prinos estra od 23,4
mM sto je duplo vise od imobilisanih CAL B na hidrofilne nanocestice silike i cijanuril-
hloridom aktivirane amino-modifikovane nanodestice silike (CCAFNS).2% U odnosu na

GFNS nanocestice dobijeni prinos ovog imobilisanog preparata je za 20 % veéi (Tabela
4.10.).
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4.3. Imobilizacija g-galaktozidaze iz A. oryzae na

funkcionalizovane nanocestice silike
S-Galaktozidaza (f-D-galaktozid galaktohidrolaza, E.C.3.2.1.23) je enzim koji katalise
raskidanje terminalnih, neredukuju¢ih pS-galaktozidnih veza u razli¢itim molekulima
galaktozida. Osnovni prirodni supstrati ovog enzima su laktoza, disaharidi (alolaktoza i
galaktobioza) i polimeri galaktoze (galaktani). 6!
S-Galaktozidaza se ve¢ dugo Kkoristi u industriji i primenjuje se za hidrolizu laktoze,
pri ¢emu se molekul laktoze razlaze na molekul glukoze i molekul galaktoze. Na ovaj
nacin se smanjuje koncentracija laktoze, i pojatava se sladak ukus dobijenog
proizvoda, $to pogoduje osobama koje su intolerantne na laktozu. Primenom p-
galaktozidaze u prehrambenoj industriji poboljsava se digestibilnost, tehnoloske i
senzorne karakteristike konditorskih proizvoda, kondenzovanih i zaledenih mle¢nih
proizvoda, reSava se problem prerade i odlaganja surutke koja nastaje kao nus-produkt u
proizvodnji sireva.?%% 210
U poslednje vreme veliku paznju je privukla sposobnost ovog enzima da katalizuje
kineti¢ki kontrolisanu reakciju transgalaktozilacije pri kojoj se galaktozni deo molekula
prenosi na alternativni akceptor (Seceri, alkoholi ili aromati¢ni glukozidi) pri
odgovaraju¢im uslovima (visok sadrzaj laktoze, visoke temperature, mala koli¢ina
prisutne vode).?'! 212 Galaktozidi dobijeni reakcijom transgalaktozilacije su fizioloski
aktivni i mogu se koristiti kao prebiotici.?!3 214
Sirok je spektar moguénosti primene $-galaktozidaze na industrijskom nivou koje nisu u
potpunosti iskoris¢ene zbog njene male stabilnosti. Jedna od alternativa da se problem
male stabilnosti ovog enzima prevazide je imobilizacija. Do sada je pokusano da se /-

galaktozidaza imobilise razli¢itim metodama koje ukljucuju adsorpciju,?*® kovalentno

216 «217

vezivanje,2® | cross linking“?!’ i inkapsulaciju'®! kori$¢enjem razli¢itih neorganskih

materijala, sintetskih i prirodnih polimera.1% 44 210,218

4.3.1. Imobilizacija #-galaktozidaze na nanocestice silike modifikovane amino-
organosilanom
U okviru ovog poglavlja bi¢e prou¢avan mehanizam imobilizacije komercijalne f-
galaktozidaze izolovane iz plesni A. oryzae na nemodifikovane nanocestice silike (FNS),
amino-modifikovane nanocestice silike (AFNS) kao i na cijanuril-hloridom aktivirane

nanocestice silike (CCAFNS), pri razlic¢itim uslovima (pH, vreme trajanja imobilizacije,
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inicijalne koncentracije proteina), a sve u cilju da se dobije Sto aktivniji i/ili stabilniji
imobilisan enzim. Krajnji cilj je dobijanje imobilisanih preparata koji bi mogli biti
primenjeni u reakciji sinteze bioaktivnih galaktozida. Smatrano je da epoksi-
modifikovane nanoCestice (GFNS), koje su takode Kori$¢ene za imobilizaciju lipaze, nisu
adekvatni nosaci za imobilizaciju p-galaktozidaze. U prilog ovoj tvrdnji doprinose
istrazivanja koja su objavljena u sklopu doktorske disertacije koja je radena na Katedri za
biohemijsko inZenjerstvo i biotehnologiju i u kojoj je izmedu ostalog izuCavana i
imobilizacija p-galaktozidaze na epoksi makrocestice Eupergit C, Eupergit C 250 L i
epoksi-modifikovan epihlorhidrinom Purolite A 109.%! Dobijena aktivnost imobilisane

A. oryzae f-galaktozidaze na ove epoksi-nosace je zanemarljivo mala.

4.3.1.1. Efikasnost imobilizacije proteina #-galaktozidaze

Posto je kinetika imobilizacije proteina detaljno proucena u imobilizaciji lipaze iz C.
rugosa, u pocetnom delu istraZivanja imobilizacije f-galaktozidaze analiziran je uticaj
inicijalne koncentracije proteina (mg/g nanocCestica) na koncentraciju imobilisanih
proteina (mg/g nanocestica) i prinos imobilizacije proteina (%) nakon 3 h imobilizacije
(slika 4.30.), kako bi odredili kapacitete za vezivanje f-galaktozidaze na FNS, AFNS i
CCAFNS nanocestice (Sema 4.11.). Imobilizacija f-galaktozidaze na FNS, AFNS i
CCAFNS izvedena je pri cetiri razli¢ite inicijalne koncentracije proteina (83, 113, 230 i
435 mg/g nosaca). Metodologija imobilizacije kao i metodologija odredivanja
koncentracije imobilisanih proteina opisane su u poglavljima 3.2.3.2. 1 3.2.5.2.
Analizom dobijenih rezultata koji su prikazani na slici 4.30. (A) uocava se da
koncentracija imobilisanih proteina raste sa porastom “pocetne” koncentracije proteina
do 230 mg/g, dok dalje povecanje na 435 mg/g nije dovelo do povecanja koncentracije
imobilisanih proteina prilikom imobilizacije na sve tri vrste nanocestica. Moze se
zakljuciti da je maksimalni kapacitet za vezivanje f-galaktozidaze na FNS nanocestice
113 mg/g nanoCestica, 214 mg/g na AFNS nanocestice 1 127 mg/g za CCAFNS
nanocestice.

Ostvarene vrednosti za koncentraciju imobilisanih proteina na FNS, AFNS i CCAFNS
nanoCesticama prevazilaze literaturno dostupne vrednosti koje su dobijene prilikom
imobilizacije ovog enzima na FesO4-hitozan nanocestice i kalcijum-hloridom aktivirane

fibrinogen nano&estice.?!6: 219: 220
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Sema 4.11. Imobilizacija f-galaktozidaze na nemodifikovane (FNS), amino-

modifikovane (AFNS) i cijanuril-hloridom aktivirane amino-modifikovane (CCAFNS)

nanocestice Silike.
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Slika 4.30. Uticaj inicijalne koncentracije proteina na: koncentraciju imobilisanih

proteina (A) i prinos imobilizacije proteina (B) prilikom imobilizacije -galaktozidaze

na FNS, AFNS i CCAFNS.. Eksperimentalni uslovi imobilizacije: inicijalna
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koncentracija proteina: 83, 113, 230 i 435 mg/g; 0,1 M acetatni pufer pH 4,5; vreme
imobilizacije 3 h.

Dodatno, FNS, AFNS i CCAFNS nanocestice poseduju veéu povrSinu dostupnu za
vezivanje f-galaktozidaze u poredenju sa konvencionalnim nosa¢ima $to je dovelo do
toga da kapaciteti za vezivanje -galaktozidaze ovih nanocestica budu znacajno veéi od
kapaciteta estica kao $to su npr. Purolite, Dilute A568 i Eupergit C 250L 212 215,221
Ako analiziramo efikasnost vezivanja f-galaktozidaze na FNS, AFNS i CCAFNS u
kontekstu prinosa imobilizacije proteina moze se videti da su se pri inicijalnoj
koncentraciji proteina od 83 mg/g na povrSinu AFNS vezali skoro svi ponudeni proteini
(97,82 %) (slika 4.30. (B)). Visok prinos imobilizacije proteina (91 %) pri vi$oj vrednosti
inicijalne koncentracije proteina (230 mg/g nanoCestica) govori da se efikasna
imobilizacija i dalje odigrava. Medutim dalje povecanje inicijalne koncentracije proteina
na 435 mg/g se pokazalo kao neopravdano posto dolazi do pada prinosa imobilizacije
proteina na 52 %.
Prilikom imobilizacije f-galaktozidaze na FNS i CCAFNS sli¢an trend je uocljiv kao i
pri imobilizaciji na AFNS s tim da je efikasnost imobilizacije ne$to manja. Prinos
imobilizacije proteina za FNS i CCAFNS nanocestice iznosi 58,06 % odnosno 71,96 %
pri najmanjoj inicijalnoj koncentraciji proteina (83 mg/g). Pri najvecoj inicijalnoj
koncentraciji proteina za obe vrste nanocCestica prinos imobilizacije proteina pada na 30
%.
Poredenjem imobilizacije S-galaktozidaze i lipaze na FNS, AFNS i CCAFNS uocava se
da prilikom imobilizacije oba enzima na FNS dobijaju sli¢ne vrednosti za maksimalnu
koncentraciju imobilisanih proteina i one iznose 113 za p-galaktozidazu odnosno 108
mg/g za lipazu. Medutim prilikom imobilizacije ovih enzima na AFNS i CCAFNS
nanocestice 70 % odnosno 20 % veci afinitet je ispoljila S-galaktozidaza u odnosu na
lipazu. Dakle, p-galaktozidaza je ostvarila najvecu koncentraciju imobilisanih proteina na
AFNS, a lipaza na FNS. Razlika u afinitetu pri vezivanju ova dva enzima na FNS, AFNS
i CCAFNS je posledica razli¢ite strukture molekula ova dva enzima.

4.3.1.2. Efikasnost imobilizacije aktivnosti p-galaktozidaze na nanocestice silike
lako se pokazalo da su kapaciteti FNS, AFNS i CCAFNS nanocestica izvrsni, kako bi u

potpunosti procenili podobnost ovih nanocestica za imobilizaciju S-galaktozidaze uticaj
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inicijalne koncentracije proteina na koncentraciju imobilisane aktivnosti g-galaktozidaze
i prinos imobilizacije aktivnosti mora biti analiziran (slika 4.31.).

Koncentracija imobilisane aktivnosti enzima na FNS, AFNS i CCAFNS je odredivana u
reakciji hidrolize o-nitrofenil-f-galaktozida po proceduri opisanoj u poglavlju 3.2.4.2.,
dok je prinos imobilizacije aktivnosti prera¢unat po formuli 3.1.

Za sve tri vrste ispitivanih nanocestica koncentracija imobilisane aktivnosti ima isti trend
kao koncentracija imobilisanih proteina, $to zna¢i da sa povecanjem inicijalne
koncentracije proteina do 230 mg/g i koncentracija imobilisane aktivnosti enzima raste.
Pri najvecoj inicijalnoj koncentraciji proteina (435 mg/g) uocava se pad koncentracije
imobilisane aktivnosti od 20 % za imobilisan enzim na AFNS, dok je pad koncentracije
imobilisane aktivnosti enzima na FNS i CCAFNS ¢ak 40 % (slika 4.31.).

A) 22
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E 20007 - AFNS
180071 ] CCAFNS
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Prinos imobilizacije aktivnosti
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Koncentracija imobilisane aktivnost

83 113 230 | 435 " 230 435
Inicijalna koncentracija proteina Inicijalna koncentracja proteina
(mg/g nanotestica) (mg/g nanoestica)

Slika 4.31. Uticaj inicijalne koncentracije proteina na koncentraciju imobilisane
aktivnosti (A) i prinos imobilizacije aktivnosti (B) prilikom imobilizacije g-
galaktozidaze na FNS, AFNS i CCAFNS nanocestice. Eksperimentalni uslovi
imobilizacije: inicijalna koncentracija proteina 83, 113, 230 i 435mg/g; 0,1 M
acetatni puffer pH 4,5; vreme 3 h.

Ovi padovi u koncentraciji imobilisane aktivnosti pri najvisoj inicijalnoj koncentraciji
proteina mogu se objasniti ¢injenicom da su pri visokim koncentracijama imobilisanih
proteina enzimi gusto pakovani na povr$ini nanocestica pa moze da dode do njihove
aglomeracije, a samim tim i do gubitka aktivnosti.® Takode, sterne smetnje koje mogu
nastati izmedu susednih funkcionalnih grupa nosaca i enzima mogu onemoguciti difuziju

supstrata i tako dovesti do smanjenih koncentracija imobilisane aktivnosti enzima.??
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Ovaj fenomen je uocen i pri imobilizaciji f-galaktozidaze na jonoizmenjvacku smolu
Duolite A568.2%

Potrebno je naglasiti da su postignute koncentracije imobilisane aktivnosti p-
galaktozidaze na AFNS od priblizno 2100 IU/g oko 70, 7 i 4 puta veée u odnosu na
dobijene vrednosti prilikom imobilizacije f-galaktozidaze na Purolite A109 212, mezo-,
makro porozne glioksil-silika ¢estice i glioksil-agarozu, redom.??® U sludajevima
imobilizacije S-galaktozidaze na nosace nano-dimenzija, vrednost od 2100 1U/g je dva
puta veéa u odnosu na dobijenu vrednost prilikom imobilizacije f-galaktozidaze na
magnetne nanodestice na bazi grafena.??*

Najveci prinosi imobilizacije aktivnosti su ostvareni prilikom imobilizacije p-
galaktozidaze na AFNS nanocestice i krec¢u se od 11 %, koliko je ostvareno pri inicijalnoj
koncentraciji proteina od 83 mg/g, do 57 % pri inicijalnoj konentraciji od 230 mg/g.
Shodno padu koncentracije imobilisane aktivnosti koja se deSava pri 435 mg/g doslo je
do pada i prinosa imobilizacije aktivnosti na 24 %. Prinosi imobilizacije aktivnosti na
FNS i CCAFNS nanocesticama su veoma sli¢ni i kre¢u se u opsegu od 6 do 15 %.

Moze se zakljuciti na osnovu izlozenih ¢injenica da su FNS, AFNS i CCAFNS pogodni
nosaci za imobilizaciju A. oryzae f-galaktozidaze. Sumirajuéi prezentovane rezultate iz
konteksta koncentracije imobilisanih proteina i koncentracije imobilisane aktivnosti
enzima dolazi se do zakljucka da se najbolji rezultati dobijaju kada se imobilizacija vrsi
pri inicijalnoj koncentraciji proteina od 230 mg/g nanocestica.

Radi detaljnije optimizacije procesa imobilizacije p-galaktozidaze na FNS, AFNS i
CCAFNS pracena je promena koncentracije imobilisane aktivnosti (IU/g) i koncentracije
imobilisanih proteina (mg/g) tokom 5 h (slika 4.32.).

Rezultati koji su prikazani na slici 4.32., ukazuju da AFNS, od sve tri vrste nanocestica,
ima najprikladniju funkcionalnu grupu za imobilizaciju p-galaktozidaze iz oba aspekta,
koncentracije imobilisanih proteina i koncentracije imobilisane aktivnosti dobijenog
imobilisanog preparata. Prou¢avanjem kinetike vezivanja f-galaktozidaze vidi se da se
na AFNS vezalo oko 50 % ukupne koli¢ine imobilisanih enzima u prvih sat vemena, dok
je tada dostignut maksimum koncentracije imobilisanih proteina na FNS (103,7 mg/qg) i
CCAFNS (129,18 mg/g).
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Slika 4.32. Uticaj vremena na promenu koncentracije imobilisane aktivnosti (A) i
koncentracije imobilisanih proteina (B) tokom imobilizacije -galaktozidaze na FNS,
AFNS i CCAFNS nanocestice. Eksperimentalni uslovi imobilizacije: inicijalna
koncentracija proteina 230 mg/g; 0,1 M acetatni pufer pH 4,5; vreme 0-5 h.
Maksimum koncentracije imobilisanih proteina od 211,24 mg/g na AFNS je dostignut
nakon 3 h od pocetka imobilizacije. Isti trend ima i koncentracija imobilisane aktivnosti
sa maksimumom od 2087 IU/g nakon 3 h od pocetka imobilizacije za imobilisan enzim
na AFNS, dok su maksimumi koncentracije imobilisane aktivnosti f-galaktozidaze na
FNS i CCAFNS dostignuti nakon 1 h i iznose 629 IU/g odnosno 658 1U/g (slika 5.32.

(B)).

“Fitovanjem” rezultata za koncentraciju imobilisanih proteina kinetikom pseudo-prvog
reda (isprekidane krive na slici 4.32. (A)) dobija se da su ravnotezne koncentracije
imobilisanih proteina postignute nakon 1 h na FNS i CCAFNS nanocesticama i iznose
107,65 i 128,78 mg/g. Razlike u odnosu na eksperimentalne rezultate za koncentraciju
imobilisanih proteina su manje od 1 %. Pa se moZe usvojiti da se f-galaktozidaza na FNS
i CCAFNS vezuje kinetikom pseudo-prvog reda. Sto se ti¢e imobilizacije f-galaktozidaze
na AFNS nanocestice “fitovanjem” sa modelom pseudo-prvog reda pokazalo je da se
ravnotezna koncentracija imobilisanih enzima uspostavlja tek nakon 5 h i iznosi 202, 7
mg/g. Razlika izmedu eksperimentalno dobijene vrednosti za koncentraciju imobilisanih
proteina nakon 3 h se od teorijske vrednosti dobijene po modelu razlikuje za 7 %. Pa se

moze usvojiti i da se imobilizacija i na AFNS odigrava po modelu pseudo-prvog reda.
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4.3.1.3. Poredenje kataliti¢ke aktivnosti dobijenih nano-biokatalizatora

Sumirane karakteristike imobilisane p-galaktozidaze na FNS, AFNS i CCAFNS su
predstavljene u Tabeli 4.11.

Moze se primetiti da su svi pradeni parametri imobilizacije najbolji kada je S-
galaktozidaza imobilisana na amino-modifikovane nanocestice silike (AFNS) (Tabela
4.11.).

Prilikom imobilizacije p-galaktozidaze na AFNS ostvareni su prinosi imobilizacije
proteina od 91 % i aktivnosti od 57 % $to je rezultiralo da imobilisan enzim ima specifi¢nu
aktivnost od 9 IU/mg proteina. Prinosi imobilizacije aktivnosti su 5 puta ve¢i prilikom
imobilizacije na AFNS u odnosu na FNS 1 CCAFNS dok je specificna aktivnost skoro
duplo veca nego na FNS i CCAFNS.

Tabela 4.11. Poredenje parametara imobilizacije [-galaktozidaze na FNS, AFNS i
CCAFNS pri pH 4,5 i ponudenim proteinima od 230 mg/g. Imobilizacija trajala 3 h za
CCAFNS, a1l hzaFNSiAFNS.

Koncentracija Prinos Konentracija Prinos Specifi¢na
Imobilisanih imobilizacije imobilisane imobilizacije aktivnost
Nanocestice proteina proteina aktivnosti aktivnosti (1IU/mg
(mg/g nosaca) (%) (1U/g) (%) proteina)
FNS 107 45 629 10 3)
AFNS 211 91 2087 52 9
CCAFENS 129 56 658 14 5

Zakljucak koji se namece na osnovu ovih rezultata je da je mnogo povoljnija imobilizacija
p-galaktozidaze ako se desava preko karboksilnih grupa molekula enzima nego preko
amino grupa. Ova tvrdnja je u skladu sa zakljuécima koji su izvedeni prilikom
imobilizacije p-galaktozidaze na Purolite A109 koji je jonoizmenjivacka smola sa
primarnim amino grupama na povrsini.?*?

U skladu sa ovim saznanjima imobilizacija f-galaktozidaze na epoksi-modifikovane
nanocestice silike (GFNS) je smatrana neracionalnom s obzirom da bi u slucaju

imobilizacije na ove Cestice imobilizacija i§la prvenstveno preko amino grupa molekula

ovog enzima.
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4.3.1.4. Mehanizam imobilizacije #-galaktozidaze na nanocestice silike

Imobilizacija na AFNS se verovatno pretezno odigrava preko privlac¢nih elektrostatickih
interakcija izmedu primarnih amino grupa AFNS nanocestica 1 karboksilnih
funkcionalnih grupa (asparaginske i glutaminske kiseline) koje se nalaze na povrSini
molekula S-galaktozidaze (Sema 4.11.). Bazni aminokiselinski ostaci (lizina i arginina)
koji se nalaze na povrSini molekula f-galaktozidaze smanjuju mogucnost imobilizacije
jer su u uslovima u kojim se odigrava imobilizacija pozitivno naelektrisani pa neminovno
dolazi do odbojnih elektrostatickih interakcija izmedu njih i povr§ine AFNS.

Posto su grupe koje ucestvuju u formiranju privlacnih i odbojnih interakcija slabe baze i
kiseline, pH pri kome se vrsi imobilizacija ima znacajan uticaj pa je iz tog razloga uraden
dodatni eksperiment u kome je ispitan uticaj pH na imobilizaciju p-galaktozidaze na
AFNS.

Dobijeni rezultati su prikazani u Tabeli 4.12. i pokazuju da je najefikasnija imobilizacija
ovog enzima na AFNS u acetatnom puferu pH 5. Uticaj koji pH ima na imobilizaciju
moze se objasniti ¢injenicom da su enzimi skloniji da reaguju sa pozitivno naelektrisanim
funkcionalnim grupama nosaca ako su oni sami globalno negativno naelektrisani, a §to se
desava pri pH vrednostima vi$im od njihove pl. f-galaktozidaza iz A. oryzae ima pl oko
4,6.%% Medutim, ukupno povrsinsko naelektrisanje molekula enzima nije jedini faktor
koji uti¢e na efikasnost adsorpcije enzima preko elektrostatickih interakcija, ve¢ raspored
naelektrisanih aminokiselinskih ostataka u molekulu enzima takode utice na efikasnost
adsorpcije elektrostatickim interakcijama tako $to diktira orijentaciju adsorbovanih
molekula na povrSini nosaca.

Tabela 4.12. Uticaj pH na efikasnost imobilizacije f-galaktozidaze na AFNS.
Eksperimentalni uslovi imobilizacije: inicijalna koncentracija proteina 230 mg/g; 0,1 M

acetatni puffer; vreme 3 h.

pH Koncentracija imobilisane
acetatnog pufera aktivnosti
(1U/g)
4 1350
4,5 2087
5 2284
6 921
7 466
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Posto je povrSina AFNS nanocestica pozitivno naelektrisana na svim ispitivanim pH
vrednostima moze se pretpostaviti da raspored negativno naelektrisanih aminokiselinskih
ostataka na povrsini enzima kao i osobine aminokiselinskih ostataka u njihovoj okolini
dovode do velikih odstupanja u efikasnosti imobilizacije pri razli¢itim pH vrednostima.

Kako bi uticaj koji pH ima na imobilizaciju f-galaktozidaze bio §to bolje objasnjen na
slici 4.33. je prikazan molekul A. oryzae f-galaktozidaze sa rasporedom aminokiselinskih

ostataka koji su bitni za adsorpciju na povrsinu AFNS nanocestica.

Slika 4.33. 3D prikaz molekula A. oryzae f-galaktozidaze. Aminokiseline ¢iji bocni
ostatci imaju amino grupe su plavo obojeni, karboksilne grupe crveno obojeni i
hidrofobne grupe sivo obojeni. Frontalna strana molekula (A). Rotiran molekul p-
galaktozidaze za 180 ° u x-y ravni (B). 3D struktura A.oryzae f-galaktozidaze je
dobijena pomocéu Pymol-a i podataka iz banke proteina (ha engl. Protein Data Bank).
PDB broj za ovaj enzim je 41UG.

Prema dostupnim literaturnim podacima o pK vrednostima jonizuju¢ih grupa u
molekulima proteina prosec¢ne pKa vrednosti asparaginske i glutaminske kiseline su oko
4, ali pKa pojedina¢nih molekula ovih kiselina varira od 1 do 9 u zavisnosti od sredine u
kojoj se nalaze.??6?2° Naime, pK vrednosti karboksilnih grupa rastu u hidrofobnoj okolini,
a to je narocito izrazeno ako se karboksilne grupe nalaze delimi¢no ili potpuno zarobljene
u unutrasnjosti molekula proteina. U prisustvu pozitivno naelektrisanih grupa pKa

vrednosti karboksilnih grupa opadaju.?%°
Ako primenimo ove Cinjenice na imobilizaciju f-galaktozidaze na AFNS mozemo
pretpostaviti da karboksilne grupe koje se nalaze na povrsini molekula f-galaktozidaze

na suprotnoj strani od aktivnog centra okruZzene velikim brojem amino grupa (slika 4.33.
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(B)) imaju pKa vrednosti manje od 4 sto znaci da su naclektrisane pri svim ispitivanim
pH vrednostima. Samim tim je neminovno da dode do stvaranja privla¢nih
elektrostati¢kih interakcija izmedu ovih negativno naelektrisanih karboksilnih grupa i
pozitivno naelektrisanih amino grupa AFNS nanocestica. Privla¢ne elektrostaticke
interakcije izmedu enzima i AFNS nanocestica ¢e se uspostaviti samo u slucaju kada je
molekul enzima orjentisan tako da se imobilizacija deSava na strani molekula enzima koja
je suprotna u odnosu na aktivni centar.

Medutim, u okolini aktivhog centra koncentracija karboksilnih grupa je ve¢a nego amino
grupa, a njihova okolina je zna¢ajno hidrofobnija $to dovodi do povecanja njihovih pKa
vrednosti iznad prose¢ne vrednosti (pKa 4). Ovo implicira da karboksilne grupe u okolini
aktivnog centra postaju naelektrisane samo pri pH vecoj od 5. Pri pH vrednostima ve¢im
od 5 adsorpcija ¢e se desiti usled uspostavljanja privlaénih elektrostatickih intrakcija
izmedu karboksilnih grupa koje se nalaze u okolini aktivnog centra molekula enzima.
Adsorpcija ¢e biti dodatno olaksana zbog odsustva odbojnih sila usled male koncentracije
pozitivno naelektrisanih amino grupa (slika 4.33. (A)). Kako se ove karboksilne grupe
nalaze u okolini aktivnog centra prilikom adsorpcije preko njih molekul enzima ¢e biti
orijentisan stranom na kojoj se nalazi aktivni centar ka povrs§ini AFNS nanocestice. Kao
posledica ovakve orijentacije dolazi do stvaranja sternih smetnji prilikom prilaska
supstrata aktivnom centru sto direkno uti¢e na smanjenje aktivnosti imobilisanog enzima.
Iz tog razloga koncentracija imobilisane aktivnosti f-galaktozidaze na AFNS opada sa
porastom pH vrednosti aetatnog pufera jer koncentracija imobilisane aktivnosti pH 5 ona
najveca i iznosi 2284 1U/g, pri pH 6 iznosi 921 1U/g , a dok pri pH 7 iznosi svega 466
IU/g.

Sumiranjem svih prethodno iznetih tvrdnji, moze se zakljuciti da se imobilizacija S-
galaktozidaze na AFNS nanocestice pri pH 4,5 dominatno odigrava adsorpcijom
stvaranjem privlaénih elektrostatickih interakcija izmedu negativno naelektrisanih
karboksilnih grupa koje se nalaze na povrsini molekula enzima nasuprot aktivnom centru
i pozitivno naelektrisanih amino grupa AFNS nanocestica. Stvorene interakcije orijentisu
molekul enzima tako da je olaksan pristup supstrata aktivnom centru sto je rezultiralo
visokim vrednostima aktivnosti imobilisanog enzima (2087 1U/g).

Suprotno od AFNS nanocestica, FNS su negativno naelektrisane na pH 4,5, pa prilikom

imobilizacije S-galaktozidaze dolazi do formiranja privlacnih elektrostatickih interakcija
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izmedu pozitivno naelektrisanih amino grupa u okolini aktivnog centra i negativno
naelektrisanih silanol grupa FNS nanocestica. U ovom sluc¢aju adsorpcija se desava preko
grupa prisutnih u okolini aktivnog centra sto dovodi do otezanog pristupa supstrata
aktivnom centru. Kao rezultat ovakvog formiranja veza koncentracija imobilisane
aktivnosti f-galaktozidaze na AFNS je tri puta ve¢a u odnosu na koncentraciju
imobilisane aktivnosti (629 1U/g) koja je dobijena prilikom imobilizacije na FNS.

Ipak trebalo bi naznaciti da pored elektrostati¢kih interakcija izmedu molekula enzima i
nanocestica mogu biti formirane i hidrofobne interakcije, slabe Van der Waals-ove sile i
vodoni¢ne veze. Njihov doprinos je znacajan jer stabilisu konformaciju adsorbovanih
molekula na ove nanocestice preko dominantnih elektrostatickih interakcija. Takode,
vazno je imati u vidu da se enzim na AFNS vezuje na vecoj udaljenosti od povr$ine nosaca
jer je amino grupa uvedena na propilnoj ,,nozici* modifikujuéeg agensa.

Imobilizacija f-galaktozidaze na CCAFNS nanocestice dominantno se desava stvaranjem
kovalentnih veza izmedu amino grupa molekula enzima lokalizovanih na njegovoj
povrsini i slobodnih atoma hlora s-triazinskog prstena cijanuril-hlorida vezanih na
povrsinu CCAFNS nanocestica. Moze se pretpostaviti da su formirane veze orijentisale
imobilisan enzim na takav nacin da je aktivni centar ostao blokiran za prilaz supstrata.
Kao rezultat koncentracija imobilisane aktivnosti f-galaktozidaze na AFNS je skoro tri
puta vec¢a od aktivnosti imobilisanog enzima na CCAFNS, a skoro indenti¢na ostvarenoj

koncentraciji imobilisane aktivnosti na FNS.

4.3.1.5. Termicka stabilnost imobililisane #-galaktozidaze na nanocdestice silike

Radi ispitivanja mogucnosti primene imobilisane f-galaktozidaze na industrijskom
nivou, termicka stabilnost f-galaktozidaze imobilisane na FNS, AFNS, i CCAFNS
najboljih karakteristika (Tabela 4.11.) je prou¢avana na 60 °C.

Dobijeni rezultati (slika 4.34.) jasno pokazuju da je najveca stabilnost postignuta za enzim
imobilisan na AFNS. f-galaktozidaza imobilisana na AFNS i CCAFNS zadrzala je 72 %
odnosno 35 % inicijalne koncentracije imobilisane aktivnosti (koncentracija imobilisane
aktivnosti pre termickog tretmana) nakon 12 h od pocetka inkubacije na 60 °C. Termicka
stabilnost p-galaktozidaze imobilisane na FNS ne razlikuje se mnogo od termicke
stabilnosti slobodnog enzima (slika 4.34.).

Polu-zivoti imobilisanog enzima na AFNS i CCAFNS iznose 30 h odnosno 10 h, dok je
polu-zivot slobodnog enzima svega 1 h na 60 °C (Tabela 4.13.) .
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lako je ocekivano da kovalentno vezana f-galaktozidaza na CCAFNS bude mnogo
stabilnija od adsorbovane na AFNS, manja stabilnost kovalentno vezanog enzima na
CCAFNS govori da je mali broj interakcija formiran izmedu amino grupa lizina molekula
enzima i hloridnih grupa CCAFNS nanocestica. Na primerima kovalentno imobilisane S-
galaktozidaze na glioksil-agarozu i hitozanom prekrivene magnetne nanocestice je
dokazano da prisustvo amino grupa lizina kao i broj formiranih kovalentnih veza imaju

glavni uticaj na stabilnost dobijenog imobilisanog enzima 230231
110
100
90+
80

—a— NS
—8—AFNS
—&—CCAFNS
—&—slobodan enzim

704
60+
50+
401
30

Relativna aktivnost (%)

204
104

Vreme inkubacije na 60 °C (h)

Slika 4.34. Termicka stabilnost -galaktozidaze imobilisane na FNS, AFNS i CCAFNS

nanocestice na 60 °C.

Tabela 4.13. Polu-zZivoti imobilisane f-galaktozidaze na 60 °C.

Vrsta nanocestice tw2 (h)
FNS 7
AFNS 10
CCAFNS 30
Slobodan enzim 1

Losija termicka stabilnost S-galaktozidaze imobilisane na CCAFNS u odnosu na
adsorbovanu na AFNS potvrduju ovu tvrdnju. Ocigledno je da je imobilizacija p-
galaktozidaze na AFNS povecala rigidnost molekula enzima uz prethodno konstatovanu

povecanu aktivnost. Velika verovatnoca je da je mesto na kome zapocinje prirodan proces
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denaturacije molekula enzima uspostavljanjem elektrostatickih interakcija sa povrSinom
AFNS zasti¢eno.

Sumiranjem svih prethodno iznetih rezultata moze se zakljuciti da je najefikasnija
imobilizacija f-galaktozidaze ostvarena adsorpcijom na AFNS. Dobra termicka stabilnost
ovog imobilisanog preparata proSiruje moguénost njegove primene na industrijskom

nivou, pa ¢e ovaj preparat biti ispitan u sintezi bioaktivnih galaktozida.

4.3.2. Primena imobilisanih g-galaktozidaza u sintezi biaktivnih galaktozida
Poslednjih godina posvecuje se velika paznja pozitivnim efektima koje funkcionalna
hrana ima na ljudsko zdravlje. Mnogobrojna istrazivanja su upravo posvecena sintezi
novih proizvoda koji ¢e imati poboljSane fizoloske i fizicko-hemijske karakteristike. /-
galaktozidaza, iako je prvenstveno hidroliticki enzim, pokazala je da pod specifi¢nim
uslovima ima sposobnost da katalizuje reakciju transgalaktozilacije (prenos galaktozne
jedinice na jedinjenje koje sadrzi slobodnu hidroksilnu grupu) S§to je omogudilo
proizvodnju velikog broja fizioloSki aktivnih galaktozida kao S§to su galakto-

oligosaharidi, laktuloza i laktitol, kao i njihovi strukturni analozi.??% 232-2%

4.3.2.1. Sinteza galakto-oligosaharida katalizovana g-galaktozidazom imobilisanom
na AFNS nanodestice

Galakto-oligosaharidima (GOS) se, od svih biaktivnih galaktozida ¢iju sintezu moze da
kataliSe p-galaktozidaza, posvecuje najviSe paznje zbog izvanrednih osobina koje
poseduju. GOS-ovi predstavaljaju raznoliku grupu ugljenih hidrata sastavljenih od
nekoliko galaktozidnih 1 obi¢no jedne terminalne glukozne jedinice, razli€itih
molekulskih masa, strukture i osobina koje zavise od porekla enzima i primenjenih uslova
reakcije sinteze.'6!

GOS su nedigestibilna jedinjenja sa velikim prebiotickim potencijalom posto
omogucavaju selektivnu proliferaciju pozeljnih bakterija crevne mikroflore dok palarelno
suzbijaju njihovu aktivnost.?** 27 Shodno tome nekoliko pozitivnih efekata po ljudsko
zdravlje se moze pripisati konzumiranju galakto-oligisaharida, kao $to su poboljsanje
varenja laktoze, poboljSane adsorpcije minerala, smanjenje serumskog holesterola,
inhibicija rasta patogenih crevnih vrsta, smanjenje rizika nastanka kancera creva i
poboljsanje imunog sistema.?** 27 Zbog njihove termicke stabilnosti i stabilnosti u kiseloj

sredini, male slatko¢e 1 kalorijske vrednosti i znacajnog doprinosa senzornim
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karakteristikama koriste se kao komponente formulacija za bebe, mle¢nih proizvoda,
osvezavajuéih pi¢a i hrane za Zivotinje. 21> 237

lako je proizvodnja GOS-a dosada dobro proucena i uspostavljena pomoc¢u slobodnih f-
galaktozidaza, nestabilnost i nemoguénost ponovne upotrebe slobodnih enzima limitira
sintezu ovih jedinjenja u industrijskim uslovima pa se moguénost kori§¢enja imobilisanih
enzima nametnula kao reSenje. Do sada je za sintezu GOS-a primenjeno vise imobilisanih
preparata f-galaktozidaze kao §to su, S-galaktozidaza imobilisana adsorpcijom na
Purolite A109,2*2 polivinil alkohol,?!* magnetne polisiloksan-polivinil ¢estice,® celit, >
polietilenska vlakna?® i kovalentno imobilisana na hitozan®® i glioksil agarozu.?*’ 23
Postoji samo par studija koje su se bavile proizvodnjom GOS-ova pomoc¢u imobilisane /-
galaktozidaze na nosace nano-dimenzija, 1% 197,216

Posto su se amino-modifikovane nanocestice silike koje su kori§¢ene u sklopu ove
doktorske disertacije pokazale kao najbolje medu svim testiranim nanocesticama, -
galaktozidaza imobilisana na AFNS tokom 3 h i u 0,1 M acetatnom puferu pH 4,5 je
testirana u reakciji biokonverzije laktoze u galakto-oligosaharide (Sema 4.12.).

Reakcija biosinteze GOS-ova je izvedena na 50 °C i pri koncentraciji laktoze od 400 g/l
posto je u sklopu doktorske disertacije izvedene na Katedri za biohemijsko inzenjerstvo i
biotehnologiju dokazano da su to optimalni uslovi.!6!

Tokom enzimske konverzije laktoze, dve kompetitivne reakcije se odigravaju, hidroliza i
transgalaktozilacija (Sema 4.12.). Prvo p-galaktozidaza katalizuje hidrolizu g-(1—4)
glikozidne veze u molekulu laktoze i kao rezultat formira se enzim-galaktozil kompleks.
Reakcija hidrolize ¢e se odigrati ako se molekuli vode ponaSaju kao akceptori galaktozil
jedinice 1 kao krajnji produkti formirace se glukoza i galaktoza.

Reakcija sinteze GOS-ova ¢e se odigrati pomocu reakcije trangalaktozilacije $to znaci da
¢e enzim, umesto da prenese galaktozil jedinicu na hidroksilnu grupu molekula vode,
preneti ovu jedinicu na drugi molekul laktoze. Generalno, intenzivna transgalaktozilacija
se odigrava u koncentrovanim rastvorima laktoze (>200 g/1) jer takvi rastvori sadrze
mnogo vise molekula laktoze u odnosu na molekule vode $to dovodi do povecanja
produkcije GOS-ova.?** U kasnijim fazama reakcije i molekuli GOS mogu da budu

galaktozil-akceptori pa dolazi do nastajanja GOS vece molekulske mase.
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Sema 4.12. Reakcija sinteze galakto-oligosaharida katalizovana S-galaktozidazom
imobilisanom na AFNS.

Za adekvatnu procenu afiniteta prema transgalaktozilaciji imobilisane S-galaktozidaze na
AFNS sinteza je izvedena i sa slobodnim enzimom tako §to su i u sluéaju slobodnog
enzima kao 1 u slufaju imobilisanog koriS¢ene jednake inicijalne koncentracije
hidroliticke aktivnosti (10 IU/ml).

Reakciona smesa tokom reakcije sinteze GOS-ova pomocu slobodnog i imobilisanog
enzima na AFNS je analizirana na HPLC-u kako bi se proizvodi reakcije precizno
razdvojili i detektovali. Dobijeni hromatogram je prikazan na slici 4.35. Sa hromatograma
se vidi da su u smesi prisutni proizvodi reakcije transgalaktozilacije GOS3 1 GOS4 ¢ija
koncentracija u toku vremena raste, s tim da je koncentracija GOS3 nesto veca s obzirom
da on prvi nastaje, a kasnije se trosi za sintezu GOS4. Prisutni su takode 1 proizvodi
hidrolize glukoza i galaktoza u mnogo manjoj meri u odnosu na GOS3 i GOSA4.
Prilikom sinteze ukupnih GOS-ova pomo¢u imobilisanog enzima uoc¢ava se velika brzina
njihove produkcije tokom prvog sata sa maksimumom od 91 g/l (slika 4.36. (A)), za to
vreme slobodan enzim je sintetisao oko 69 g/l da bi maksimum od 90,9 g/l dostigao tek
nakon 3 h (4.36. (B)). Ocito je da enzim imobilisan na AFNS ima bolji kataliti¢ki afinitet

ka sintezi GOS-a u odnosu na slobodan enzim.
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Slika 4.35. Hromatogram sinteze galakto-oligosaharida katalizovana f-galaktozidazom

imobilisanom na AFNS.
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Slika 4.36. Sinteza ukupnih GOS-ova (crvene krive) i konverzija laktoze (plave krive)
toku vremena katalizovana imobilisanom [-galaktozidazom (A) i slobodnim enzimom
(B). Zelene kuglice predstavljaju sumiran uticaj sva tri faktora (vreme reakcije,
koncentraciju sintetisanog GOS-a i konverziju laktoze).

Maksimalna koncentracija ukupnih GOS-ova za imobilisan enzim se postize pri
konverziji laktoze od 56 %, dok je sa slobodnim enzimom maksimalna vrednost ukupnih
GOS-ova 0d 90,9 g/l dostignuta pri konverziji laktoze od 50 % (plave krive naslici 4.36.).
Imajuéi u vidu mali pre¢nik (7 nm) 1 neporoznu strukturu AFNS nanocestica prilikom
koriS¢enja imobilisanog enzima mozZe se konstatovati da nema limitacija pri prenosu mase

u toku sinteze GOS-a. Takode, imobilisan enzim je pokazao veée procente konverzije
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laktoze Sto je veoma bitno za sa ekonomske taCke gledista, jer se olakSava separacija
proizvoda.

U cilju analiziranja toka biokonverzije laktoze pomocu imobilisanog enzima na AFNS,
izucavana je promena koncentracija ucesnika reakcije (glukoza, galaktoza, laktoza GOS3
i GOS4) u toku vremena (slika 4.37.).

Na osnovu rezultata prikazanih na slikama (4.36. i 4.37.) moze se zaklju¢iti da se uporedo
odigravaju hidroliza i transgalaktozilacija tokom prvog sata trajanja reakcije
biokonverzije laktoze pomoc¢u imobilisanog enzima pri ¢emu je brzina konverzije laktoze
200 g/l/h. Ipak dominantna je reakcija transgalaktozilacije posto je imobilisan enzim na
AFNS produkovao 76 g/l glukoze, 64,8 g/l GOS3 1 22,73 g/l GOS4 §to znaci da je
produkcija GOS-a bila 1,3 puta ve¢a u odnosu na produkciju glukoze. Dominantnost
transgalaktozilacije je takode potvrdena veéim nagibom krive produkcije glukoze u
poredenju sa krivom produkcije galaktoze jer se galaktoza trosi za sintezu GOS-a.
Nakon tri sata, krive produkcije glukoze i galaktoze postaju sli¢éne dok koncentracije
GOS3 i GOS4 polako padaju sugerisuéi da reakcija hidrolize polako postaje dominantna
nad reakcijom transgalaktozilacije.

Ako se produktivnost od 90 g/I/h f-galaktozidaze imobilisane na AFNS u reakciji sinteze
ukupnih GOS-ova, uporedi sa rezultatima dobijenim u prethodno objavljenim studijama
koje su se bavile produkcijom GOS-a pomoc¢u imobilisane S-galaktozidaze moze se
zakljuciti da je ona znacajno veca. Produktivnost p-galaktozidaze imobilisane na AFNS
je skoro 3 puta veca u odnosu na ostvarenu produktivnost od 38,66 g/lI/h S-galaktozidaze
imobilisane na genipin “cross-linked” hitozan &estice. ?!3 Takode, p-galaktozidaza
imobilisana na AFNS je pokazala 15 puta veéu produktivnost (g sintetisanog GOS-
a/gramu nosaca/h) u odnosu na istu koli¢inu imobilisane f-galaktozidaze na Purolite
A109. 212

Jedna od glavnih prednosti koriS¢enja imobilisanih enzima u industriji je moguénost
njihove visestruke upotrebe §to dovodi do toga da ukupan industrijski proces postane
ekonomski isplativiji, iz tog razloga ispitivana je mogucnost viSestruke upotrebe
imobilisane S-galaktozidaze na AFNS u reakciji sinteze GOS-ova. Imobilisan preparat je

pokazao sposobnost upotrebe u 4 ciklusa bez znacajnog gubitka aktivnosti.
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Slika 4.37. Promena koncentracija laktoze, glukoze, galaktoze, GOS3 i GOS4 utoku
vremena. Sinteza je katalizovana imobilisanom [-galaktozidazom na AFNS.
Nakon petog ciklusa imobilisan enzim na AFNS je izgubio 50 % od svoje pocetne
aktivnosti Sto je verovatno posledica gubitka odredene koli¢ine imobilisanog preparata
tokom njegove separacije centrifugiranjem i ponovnog vracanja u reakcionu smesu.

Tokom ponovne upotrebe spiranje enzima sa AFNS nanocestica nije detektovano.
Odsustvo limitacija pri prenosu mase, visoka produktivnost pri sintezi GOS-a
kombinovano sa povecanom termi¢kom i operatvnom stabilno$¢u namecu zakljucak da

[S-galaktozidaza imobilisana na AFNS ima dobre prospekte za primenu u industriji.

4.3.2.2. Sinteza galaktitol-galaktozida katalizovana g-galaktozidazom imobilisanom
na AFNS nanodestice

Tokom poslednje decenije, vecina istrazivanja je bila fokusirana isklju¢ivo na produkciju
fizioloski aktivnih galakto-oligosaharida, medutim u poslednje vreme sve vise paznje se
posvecuje razvitku novih f-galaktozil derivata i to pre svega derivata Sec¢ernih alkohola.
Ovi derivati Secernih alkohola predstavljaju unapredenu alternativu GOS-ima s obzirom
da njihove fizioloske i hemijske osobine imaju sli¢an beneficijalni efekat na zdravlje ljudi
1 zivotinja, a pogodnije organolepticke ili fizicko-hemijske karakteristike. f-Galaktozil
derivati Secernih alkohola imaju sposobnost da uti¢u na mikrofloru intestinalnog trakta

c¢oveka, dokazano je da su sposobni da indukuju antagonisticku aktivnost mle¢no-
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kiselinskih bakterija prema patogenima i da mogu biti koriS¢eni kao anti-hepaticni
encefalopatni agens.?** ?*! Njihova izrazena stabilnost na visokim temperaturama i malim

pH vrednostima omoguéava primenu u industriji hrane za ljude i Zivotinje.?4% 241

Do sada je sintetisano nekoliko galaktozida $ecernih alkohola i to pre svega manitola,?*!
sorbitola,?*° laktitola,*° eritrola®'® i glicerola.??

U ovom delu doktorske disertacije bice predstavljena sinteza novog galaktozil derivata
Secernog alkohola galaktitola pomocu slobodne f-galaktozidaze i p-galaktozidaze
imobilisane na AFNS nanocestice. Na osnovu pregleda dostupne literature ustanovljeno
je da do sada nije pokuSana sinteza p-galaktozil derivata galaktitola (dulcitola).
Galaktitol-galaktozid je izabran za sintezu zbog mogucnosti da se dobije smeSa
potencijalnih prebiotika (galakto-oligosaharida i galaktitol-galaktozida) poboljsanih
fizoloskih karakteristika.

Ova reakcija je jo§ kompleksnija od sinteze galakto-oligosaharida posto se odigravaju
sinteza GOS-a, sinteza galaktitol-galaktozida i hidroliza laktoze zbog nekoliko mogucih
galaktozil-akceptora (Sema 4.13.).

Akceptori galaktazil jedinice  Proizvodi

% Gi a.’akm nhgmahandr
B Lakto‘,a
Glukoza
y Galaktozil- galakmol
4 w Galaktltal
B -—
"
|
Laktoza 0

\ Galaktoza

Enzim-supstrat kompleks

Sema 4.13. Sematski prikaz reakcije sinteze galaktitol-galaktozida.
U ovom radu je ispitana moguénost primene f-galaktozidaze imobilisane na AFNS u
sintezi galaktitol-galaktozida. Prethodno su u istrazivanjima na Katedri za BIB
optimizovani klju¢ni faktori sinteze ovog jedinjenja primenom metode odzivnih povrSina
u reakciji sa slobodnim enzimom?*?, pa je u ovoj disertaciji sinteza izvedena u optimalnim
uslovima. Optimalni parametri za postizanje maksimalnog prinosa galaktitol-galaktozida
(9/1) su koncentracija laktoze 200 mM, molski odnos galaktitola i laktoze 7:1,
koncentracija NaCl 1 M i vreme reakcije 4,7 h. NaCl se dodaje kako bi se suzbila hidroliza

1 time pospesila transgalaktozilacija.
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Izvedeni su eksperimenti sa slobodnim i enzimom imobilisanim na AFNS nanocestice
jednakih hidroliti¢kih aktivnosti (2 IU/ml). Uzimajuci u obzir kompleksnost reakcije

sinteze reakcione smeSe su analizirane na HPLC-u po metodi za detekciju Secera

(poglavlje 3.2.9.1.) (slika 4.38.).
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Slika 4.38. Hromatogram reakcione smese nakon 4,7 h. Kao katalizator je koriséena

imobilisana f-galaktozidaza na AFNS.
Prilikom analize dobijenog hromatrograma reakcione smese svi dobijeni pikovi su jasno
razdvojeni $to znaci da je primenjena metoda odgovarajuéa i detektovana su dva klju¢na
proizvoda galaktitol-galaktozid i GOS ¢ime je potvrdena uspesnost sinteze galaktitol-
galaktozida. U reakcionoj smesi su prisutni i proizvodi hidrolize glukoza i galaktoza (slika

4.38.). Rezultati sinteze sa slobodnim i imobilisanim enzimom su uporedeni na slici 4.39.
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Slika 4.39. Sinteza galaktitol-galaktozida pomocu slobodnog enzima i imobilisanog na
AFNS. Exprimentalni uslovi imobilizacije: 0,1 M acetatni pufer pH 4,7; vreme 3 h;

inicijalna koncentracija proteina 230 mg/g.
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Maksimumi dobijenih koncentracija galaktitol-galaktozida su jednaki i iznose 21 g/l za
slobodan enzim i 18,03 g/l za imobilisan enzim, ali je vreme za koje je postignut
maksimum potpuno razli¢ito. Produktivnost (g/l/h) imobilisanog enzima ima vrednost od
9 g/l/h, dok u slucaju slobodnog enzima ona iznosi 4,42 g/l/h. Naime, vreme za koje je
imobilisan enzim postigao maksimalni prinos je dva puta kra¢e u odnosu na slobodan
enzim implicirajuci da je imobilizacijom enzima na AFNS sinteza galaktitol-galaktozida
ubrzana. I u ovom slucaju kao i u slucaju sinteze GOS-ova katalizovanih f-
galaktozidazom imobilisanom na AFNS nema limitacija prilikom prenosa mase §to je
jako zmacajno za potencijalnu primenu ovog imobilisanog preparata u industrijskoj
proizvodnji bioaktivnih galaktozida.

Sumiranjem izlozenih rezultata mozemo zakljuditi da se f-galaktozidaza imobilisana na
amino-modifikovane nanocestice silike pri uslovima koji su definisani kao optimalni
moze uspeSno primeniti u reakcijama sinteze bioaktivnih galaktozida jer je
imobilizacijom na ove nanocestice njena tranzgalaktizaciona aktivnost poboljSana u

odnosu na slobodan enzim.
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4.4, Imobilizacija proteaza na funkcionalizovane nanocestice
silike

S obzirom da su se FNS, AFNS i CCAFNS nanocestice pokazale kao dobri nosaci za
imobilizaciju lipaze iz C. rugosa i f-galaktozidaze iz A. oryzae, ispitivana je i mogucnost
imobilizacije komercijalnih proteaza Flavourzyme® i Alcalase® kompanije Novozymes.
Proteaze i peptidaze (E.C.3.4) su enzimi koji katalizuju hidrolizu peptidne veze u
molekulima proteina i/ili peptida. One katalizuju hidrolizu molekula proteina do peptona,
polipeptida, dipeptida, pa sve do slobodnih aminokiselina.?*
Klasifikacija proteaza se moze izvrsiti na osnovu vise kriterijuma kao S§to su pozicija
peptidne veze u molekulu proteina na koju deluju, struktura aktivnog centra i mehanizam
delovanja, kao i pH vrednost pri kojoj deluju. Proteaze se dele na egzopeptidaze i
endopeptidaze na osnovu pozicije peptidne veze u molekulu proteina koju hidrolizuju.
Egzopeptidaze deluju na krajevima peptidnih lanaca odvajajuci postepeno pojedinacne
aminokiseline i na taj nacin skra¢uju lance peptida. Hidroliza proteina moze specifi¢no
zapoCeti sa N-terminalnog kraja (aminopeptidaze) ili C-terminalnog kraja
(karboksipeptidaze) pri ¢emu dolazi do otcepljivanja pojedina¢nih aminokiselina, di- i
tripeptida. Endopeptidaze hidrolizuju peptidne veze u unutrasnjosti molekula proteina i
razlazu proteine na peptide manje molekulske mase. Na osnovu mehanizma delovanja
proteoliti¢ki enzimi se mogu klasifikovati u Cetiri grupe: serinske proteaze, cisteinske
proteaze, aspartatne proteaze i metalo-protaeaze.®
Proteaze imaju Siroku primenu u industriji i to pre svega u proizvodnji hrane i industriji
detergenata,*3?*° pa se tako npr. u industriji mleka i mle¢nih proizvoda dodaju kako bi
izazvale kolagulaciju mleka prilikom proizvodnje sira. Koriste se i za tretman surutke,
koja nastaje kao nus-produkt tokom ove proizvodnje, radi dobijanja funkcionalnih
napitaka (npr. specijalna mleka za bebe). Primenjuju se i u proizvodnji hleba i peciva
kako bi se organolepticka svojstva ovih proizvoda poboljsala, skratilo vreme fermentacije
i delimi¢no hidrolizovao nerastvorni protein gluten prisutan u pseni¢nom bragnu.?*
Parcijalnom hidrolizom glutena, menjaju se fizicka svojstva testa pa ono postaje mekse 1
lakse za manipulaciju.#
Intenzivno se koriste i u farmaceutskoj industriji za proizvodnju preparata namenjenih
poboljsanju varenja kod osoba koje pate od insuficijencije egzokrinog pankreasa®*’ i

krema kao $to su keratoliti¢ki preparati za tretman koze koja je prekrivena oziljcima.?*8
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Poslednjih godina sve veca paznja se posvecuje dobijanju hidrolizata proteina biljnog
(soja, zitarice) ili Zivotinjskog (surutka, meso, riba, jaja) porekla na industrijskom
nivou.?*® Oni su glavni sastojci razli¢itih specijalizovanih formulacija za ishranu i
nutritivnih suplemenata. Kako bi se dobili hidrolizati proteina pozeljnih organoleptickih
svojstava koriste se specifi¢ne proteaze. Gorak ukus je Cesta nuspojava hidrolize proteina,
a uzrok je prisustvo hidrofobnih aminokiselina na krajevima novonastalih peptida i
ostataka prolina u sredini peptidnih lanaca. Proteinski hidrolizati Zzeljenih karakteristika
se mogu dobiti pazljivim izborom aminopeptidaza i/ili karboksipeptidaza specificnim
prema hidrofobnim aminokiselina kako bi se redukovala gorcina.

Alcalase® ili alkalaza (EC 3.4.21.62.) je komercijalni preparat alkalnih proteaza izolovan
iz bakterije Bacillus licheniformis. Spada u grupu ekstracelularnih serin-endopeptidaza
koje napadaju peptidnu vezu nukleofilnim delovanjem serinskog centra. pH optimum
alkalaze je 8, a izoelektri¢na tacka 9,4. Temperaturni optimum ovog enzima se kreé¢e od
30-65 °C. Koristi se za hidrolizu i nativnih i denaturisanih proteina, stereoselektivnu
hidrolizu amino-estara, a kataliSe i reakcije transesterifikacije i transpeptidizacije. Glavna
komponenta ovog preparata je subtilizin.?*

Flavourzyme® (EC 3.4.11.1.) je komercijalni preparat proteaza izolovan iz plesni A.
oryzae u kojem je ekstracelularna leucin-aminopeptidaza najvaznija komponenta. Ovaj
preparat poseduje i endo- i egzo-peptidaznu aktivnost pa katalizuje raskidanje peptidne
veze na N-terminalnom kraju peptida i proteina, kao i hidrolizu peptidnih veza u sredini
peptidnih lanaca. Moze da hidrolizuje amide i metil estre aminokiselina. pH optimum
ovog enzima se kreée u opsegu od 5-7, a temperaturni optimum od 50-55 °C.%!

Najveéi problem koji se javlja prilikom kori§éenja proteaza na industrijskom nivou je
autoliza i denaturacija molekula proteaza ¢ime se smanjuje efikasnost njihove primene.
Imobilizacija moze da predstavlja dobro resenje da se sprece ove pojave. Pored toga
imobilizacijom mogu da se dobiju stabilniji enzimski preparati koji su otporni na
denaturaciju prilikom koriS¢enja u bioreaktorima.

Do sada je alkalaza uspesno imobilisana metodom umrezavanja na glioksil-agarozu,
agarozu modifikovanu glutaraldehidom ili cijanogen-bromidom.?® Dobijeni imobilisani
preparati su pokazali visoku stabilnost i primenjeni su u hidrolizi kazeina na 80 °C gde
su pokazali i do dva puta vecu aktivnost u odnosu na slobodan enzim. Just i sar. su

imobilisali alkalazu na glioksil-agaroza gel i primenili u hidrolizi leblebije (vrsta slanog
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pasulja). Dobijena imobilisana alkalaza se pokazala 24 puta stabilnijom i 51 % aktivnijom
od slobodne aklalaze. Dobijeni proteinski izolat leblebije je imao bolje senzorne
karakteristike u odnosu na izolat proteina dobijen standardnom hemijskom metodom
izolacije.’®® Alkalaza je jos imobilisana adsorpcijom na prirodne polimerne makrodestice
kao §to su natrijum-alginat i hitozan,'®% 1% inkapsulacijom u kserogelove formirane
umrezavanjem metiltrimetoksisilana, dietildietoksisilana i tetraetoksisilana.!”® Alkalaza
kovalentno imobilisana na akrilne makroporozne Cestice je primenjena u sintezi
dipeptida.t™ Sto se ti¢e nosata nano-dimenzija za imobilizaciju alkalaze koriiéene su
FesOs-hitozan nanodestice i poli(akrilnonitrilna) nanovlakna. 6’ 172

Pregledom dostupne literatura pronadeno je jako malo podataka o imobilizaciji
Flavourzyme-a. Komercijalni preparat Flavourzyme se sastoji od endo- i egzopeptidaza
pa su Just i sar.?>? za adsorpciju ovog preparata proteaza koristili dva jonoizmenjivaca
kako bi odvojili frakcije sa endo- i egzo-proteaznom aktivno$c¢u. Nakon toga su odvojeno
imobilisali endopeptidaznu frakciju i neprecis¢en preparat na glioksil-agarozu kako bi
uporedili razliku u hidrolizi proteina. Dobijeni rezultati su pokazali da se mnogo bolji
prinosi dobijaju kada se koristi imobilisan neprecis¢en Flavourzyme, ali i da je moguce
Koristiti imobilisanu endo-aktivnu frakciju odvojeno. Ce i sar.?® su kovalentno
imobilisali preparat na glutaraldehidom aktiviran komercijalni nosa¢ Lewatit R258-K.,
dok su Hansupalak i sar.?® takode kovalentno imobilisali ovaj enzim na hitozan.
Flavourzyme je uspesno inkapsuliran u sferne nanolipozome pre¢nika 187 nm koji su

pripremljeni metodom zagrevanja bez prisustva deterdzenata i rastvaraca.?>*

4.4.1. Imobilizacija proteaza na nanocestice silike modifikovane amino-
organosilanom
Imobilizacija alkalaze i Flavourzyme-a na FNS, AFNS i CCAFNS nanocestice je
izvedena u 10 mM Na-acetatnom puferu (pH 7,5) na 25 °C po proceduri opisanoj u
poglavlju 3.2.3.3. (Sema 4.14.). Tok imobilizacije je pracen odredivanjem koncentracije
imobilisanih proteina (mg/g nanocestice), koncentracije imobilisane aktivnosti (IU/g) u
reakciji hidrolize azokazeina i L-leucin-p-nitroanilida, prinosa imobilizacije proteina i

aktivnosti, kao i specificne aktivnosti (IU/mg proteina).
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Sema 4.14. Sematski prikaz imobilizacije alkalaze na FNS, AFNS i CCAFNS

nanocestice.

4.4.1.1. Imobilizacija alkalaza na nanocestice silike

Na osnovu preliminarnih eksperimenata koji su izvedeni na Katedri za biohemijsko
inzenjerstvo i biotehnologiju zakljuéeno je da je optimalna koncentracija ,,ponudenih®
proteina za imobilizaciju alkalaza na konvencionalne nosace (Purolite, Eupergit C i 250L
(¢ija je struktura prikazana na slici 4.40.)) 25 mg/g kao i da je optimalan pH 7,5 pa je
imobilizacija alkalaza na nanocestice silike izvedena pri ovim uslovima. Treba
napomenuti da veée koncentracije proteina nisu bile pogodne za primenu u
eksperimentima sa konvencionalnim nosa¢ima jer dolazi do pada proteoliti¢ke aktivnosti
u supernatantu kao posledice autokatalizovane hidrolize enzima. Ovo je primeceno i u

preliminarnom eksperimentu sa nanoc¢esticama.

Purolite A109 Eupergit C

Kopolimer
metakrilamida,
N.N'- metilen-
bis(akrilamida) i
moenomera sa

polistiren-divinil benzen

Makroporozni
sa primarnim amino grupamal

Slika 4.40. Struktura Purolite A 109 i Eupergit C.
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4.4.1.1.1. Kinetika imobilizacije alkalaza na nanocestice silike

Kinetika vezivanja alkalaza na FNS, AFNS i CCAFNS nanocestice tokom 5 h je
prikazana na slici 4.41. Dobijene eksperimentalne vrednosti za promenu koncentracije
imobilisanih proteina u toku vremena su ,fitovane* kinetikom pseudo-prvog reda
(isprekidane krive na slici 4.41.). Uocava se da alkalazi najvise odgovaraju CCAFNS
nanocestice iz ugla maksimalne koncentracije imobilisanih proteina jer se na njih vezalo
22,75 mg/g, sto je 2 puta vise nego Ste se imobilisalo na nemodifikovane (FNS) i amino-
modifikovane (AFNS) nanocestice silike. Dodatno se zapaza da je vezivanje alkalaze
nesto sporije i da se maksimum koncentracije imobilisanih proteina dostize 3 h nakon
pocetka imobilizacije prilikom imobilizacije alkalaze na AFNS i CCAFNS, dok na FNS
je to tek nakon 5 h. Za 1 h se na CCAFNS nanocestice vezalo 90 %, dok se na FNS i
AFNS nanocestice se vezalo svega 50 % od ukupne koncentracije imobilisanih proteina.
U poredenju sa lipazom i p-galaktozidazom kod kojih je maksimum dostignut ve¢ nakon
45 minuta odnosno 1 h od pocdetka imobilizacije kinetika adsorpcije alkalaze na ove

nanocestice je dosta sporija.

25
_____ A
204
154
=g
f oy

Koncentracija imobilisanih proteina
(mg/g)

104 ,
! —l— FNS
—8— AFNS
54 —&A— CCAFNS
— — Fitovana kriva adsorpcije na FNS
— — Fitovana kriva adsorpcije na AFNS
0 == Fitovana klriva adsorplciie na CC,IL\FNS
0 1 2 3 4 5
Vreme (h)

Slika 4.41. Uticaj vremena imobilizacije na koncentraciju imobilisanih proteina (mg/g
nanocestica) prilikom imobilizacije alkalaze na FNS, AFNS i CCAFNS. Isprekidane
krive na slici predstavljaju kineticki model pseudo-prvog reda. Eksperimentalni uslovi
imobilizacije: inicijalna koncentracija proteina 25 m/g; 10 mM Na-acetatni pufer (pH
7,5); vreme 0-5 h.

Ravnotezne koncentracije imobilisanih proteina na FNS, AFNS i CCAFNS dobijene
primenom kinetickog modela pseudo-prvog reda odgovaraju ekperimentalnim
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vrednostima za maksimalne koncentracije imobilisanih proteina i iznose 13.97, 11,92 i
22,77 mglg, redom. Treba napomenuti da se koeficijenti korelacije za ,.fitovanje*
kinetike adsorpcije na FNS, AFNS i CCAFNS kinetikom pseudo-prvog reda krecu u
opsegu 0,993-1, sto govori o dobrom poklapanju sa ovim modelom i da se imobilizacija
alkalaze definitivno odigrava kinetikom pseudo-prvog reda.

Ako analiziramo koncentraciju imobilisanih proteina u pogledu prinosa imobilizacije
proteina (slika 4.42.) uocljivo je da na se nakon 3 h na CCAFNS vezalo maksimalnih
91,03 % od ,,pocetne koncentracije proteina dok se najmanje vezalo na AFNS, svega 45
%. Prinos imobilizacije proteina na FNS nanocestice bio je 54 %.

100 FNS
AFNS
CCAFNS

80 1

Prinos imobilizacije proteina
%)

1

5

Vremg(h)
Slika 4.42. Ostvareni prinosi imobilizacije proteina (%) prilikom imobilizacije alkalaza
na FNS, AFNS i CCAFNS. Eksperimentalni uslovi imobilizacije: inicijalna
koncentracija proteina 25 m/g; 10 mM Na-acetatni pufer (pH 7,5); vreme 0-5 h.
Poredenjem rezultata za koncentraciju imobilisanih proteina i prinosa imobilizacije
proteina ostvarenih na FNS i AFNS sa rezultatima koje su dobili Fereira i sar.?® koji su
alkalazu imobilisali na nemodifikovane i amino-modifikovane makroporozne silika
Sestice (pre¢nika 30 pm i specifiéne povriine od 50 m?/g) dobija se da je 6 puta vise
enzima imobilisano na FNS i AFNS kao i da je efikasnost imobilizacije u pogledu prinosa

imobilizacije proteina duplo veca.

4.4.1.1.2. Efikasnost imobilizacije aktivnosti alkalaze na nanocestice silike
Koncentracija imobilisane aktivnosti (IU/g) na FNS, AFNS i CCAFNS je ispitivana u

reakcijama hidrolize azokazeina po metodi koja je opisana u poglavlju 3.2.4.3.
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Analizom krivih predstavljenih na slici 4.43. primecuje se da najvecu koncentraciju
imobilisane aktivnosti (19,6 1U/g) ima alkalaza imobilisana na FNS nakon 3 h od pocetka
imobilizacije iako je za to vreme na ove nanocestice vezano svega 13,7 mg/g enzima
(slika 4.41.).

Maksimalna koncentracija imobilisane aktivnosti na FNS nakon 3 h je skoro 4, odnosno
10 puta veca u odnosu na maksimalne koncentracije imobilisanih aktivnosti alkalaza na
AFNS i CCAFNS (5,51 2,3 IU/g, redom). Treba naglasiti da iako je na CCAFNS
imobilisana najve¢a koncentracija enzima (22,77 mg/g) dobijena koncentracija

imobilisane aktivnosti najmanja i iznosi svega 2,3 1U/g.

—m—FNS
201 —e—AFNS
—A— CCAFNS

Koncentracija imobilisane aktivnosti

0 1 2 3 4 5
Vreme (h)

Slika 4.43. Koncentracija imobilisane aktivnosti alkalaza na FNS, AFNS i CCAFNS
odredena u reakciji hidrolize azokazeina. Eksperimentalni uslovi imobilizacije:
inicijalna koncentracija proteina 25 m/g; 10 mM Na-acetatni pufer (pH 7,5); vreme 0-5
h.

Na osnovu svega navedenog moze se izvesti zaklju¢ak da se imobilizacija alkalaza
adsorpcijom na FNS nanocestice pokazala kao najefikasnija u pogledu koncentracije
imobilisane aktivnosti $to je parametar od klju¢nog znaaja za primenu imobilisanog

enzima.

Najmanja koncentracija imobilisane aktivnosti alkalaze na CCAFNS (slika 4.43.) pri

najvecoj koncentraciji imobilisanih proteina (slika 4.41.) moze biti rezultat progresivne

inaktivacije imobilisanih enzima koja nastaje zbog distorzije strukture molekula enzima

usled stvaranja dodatnih interakcija izmedu enzima i nanocestica ili ¢ak izmedu susednih

molekula enzima zbog njihovog gustog pakovanja na povriini nanocestica.> Molekuli
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enzima teze da maksimiziraju kontakt sa povrSinom nosaca $to Cesto dovodi do
naruSavanja njihove trodimenzionalne strukture rezultiraju¢i gubitkom aktivnosti.
Takode je moguce da su razlike u efikasnosti imobilizacije enzima na nanocestice silike
posledica razliCitih orijentacija enzima pa ¢e biti analiziran uticaj strukture povrSine
enzima.

Alkalaza je komercijalni preparat koji se dominantno sastoji od serinske proteaze
izolovane iz B. licheniformis.?®® Radi prou¢avanja mehanizma imobilizacije struktura
serinske proteaze (subtilizin) je predstavljena na slici 4.44. Kataliti¢ki centar ovog enzima
se sastoji od tri aminokiseline, a to su histidin, asparaginska kiselina i serin. Molekulska

masa subtilizina u aktivnoj konformaciji iznosi 27 kDa.

Slika 4.44. 3D struktura molekula alkalaze (subtilizin) izolovane iz Bacillus
licheniformis. Aminokiseline ¢iji boc¢ni ostaci imaju amino grupe su obojeni plavo,
karboksilne grupe u crveno i hidrofobne grupe u sivo. Aktivni centar je obojen
narandzasto. Frontalna strana molekula alkalaze (A). Rotacija molekula alkalaze za
180 ° u x-y ravni (B). PDB broj za subtilizin je 4YUG.

Pretpostavka je da se alkalaze dominantno vezuju na CCAFNS formiranjem kovalentnih
veza izmedu g-amino grupa lizina prisutnih na povrsini molekula alkalaze i hloridnih
grupama s-triazinskog prstena cijanuril-hlorida vezanog za povrsinu CCAFNS. Takode,
moze doc¢i i do stvaranja hidrofobnih interakcija izmedu hidrofobnih grupa molekula

alkalaze i hidrofobnog s-triazinskog prstena.

S obzirom da se skoro sve amino grupe prisutne na povrsini molekula alkalaze (plavo
obojeni delovi molekula alkalaze na slici 4.44. (B)) nalaze na strani molekula suprotnoj
u odnosu na polozaj aktivnog centra, da bi doslo do formiranja kovalentnih interakcija

enzim treba da se orijentise tako da su ove amino grupe okrenute ka povrSini nanocestica.
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Kako je imobilisana alkalaza na CCAFNS ispoljila najmanju koncentraciju imobilisane
aktivnosti, pri ¢emu je ostvaren najveci prinos imobilizacije proteina na CCAFNS (91
%), moguce je da su padu koncentracije imobilisane aktivnosti na CCAFNS doprinele i
interakcije izmedu susednih enzima vezanih za nosa¢ naruSavajuci trodimenzionalnu
strukturu vezanih molekula enzima sto je dovelo do njihove inaktivacije. Potvrda
nepovoljnog vezivanja alkalaze na CCAFNS nanodestice je jako mala vrednost specifi¢ne
aktivnosti imobilisane alkalaze od svega 0,1 1U/mg proteina (Tabela 4.14.).

Tabela 4.14. Specificne aktivnosti alkalaze imobilisane na FNS, AFNS i CCAFNS.

Specificna aktivnost

Vrsta nanocestica alkalaze
(1U/mg proteina)
FNS 1,4
AFNS 0,46
CCAFNS 0,1

Isti fenomen, da koncentracija imobilisane aktivnosti nije proporcionalna koncentraciji
imobilisanih proteina, zapazen je i prilikom kovalentne imobilizacije alkalaze na
glutaraldehidom i cijanogen-bromidom modifikovanu agarozu.?’

Analizom mehanizma imobilizacije alkalaze na FNS nanocestice male koncentracije
imobilisanih proteina (13,7 mg/g) se mogu objasniti ¢injenicom da su pod ovim
eksperimentalnim uslovima molekuli alkalaze globalno negativno naelektisani, a kako su
i FNS nanocestice negativno naelektrisane dolazi do dominantnog nastanka odbojnih
elektrostati¢kih interakcija izmedu molekula enzima i nanocestica silike.

Medutim, kako se na povrsini molekula alkalaze nalazi osam pozitivno naelektrisanih e-
amino grupa lizina prisutnih u molekulu alkalaze pri ¢emu su skoro sve na strani molekula
suprotnoj u odnosu na aktivni centar (slika 4.44. (B)), pretpostavka je da je u toku
imobilizacije ipak doslo do nastanka lokalizovanih privlacnih elektrostatic¢kih interakcija
izmedu ovih amino grupa i negativno naelektrisanih silanol grupa. Nakon vezivanja
molekula preko ovih amino grupa on je orijentisan tako da je pristup supstrata aktivnom
centru olaks$an $to je rezultiralo da se dobiju najvece koncentracije imobilisane aktivnosti
(19,6 1U/g) za alkalazu imobilisanu na FNS. Specifi¢na aktivnost alkalaze imobilisane na
FNS iznosi 1,4 TU/mg Sto znaci da je skoro 10 puta veca u odnosu na CCAFNS derivat

(Tabela 4.14.). Treba napomenuti jos i da je moguce da su izmedu nedisosovanih silanol
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grupa na povrsini silike i funkcionalnih grupa prisutnih na povrSini molekula alkalaze
doslo do formiranja vodoni¢nih veza koje su stabilizovale zauzetu konformaciju molekula
enzima prilikom imobilizacije preko amino grupa.

U vedini studija koje su se bavile imobilizacijom alkalaza, imobilisan enzim je pokazivao
dobru aktivnost i/ili stabilnost samo u sluc¢ajevima kada je imobilizacija iSla preko e-
amino grupa lizina molekula alkalaze kao $to je slucaj i prilikom imobilizacije ovog
enzima na FNS.2>

Iako je bilo za ocekivati, kao §to se desilo u slucajevima imobilizacije lipaze 1 f-
galaktozidaze, da ¢e uvodenje amino grupa na povrSinu FNS nanocestica omoguditi
dobijanje aktivnijeg imobilisanog enzima u odnosu na FNS nanocestice to se u ovom
slu¢aju nije desilo jer je koncentracija imobilisane aktivnosti alkalaze na FNS skoro 4
puta veca od imobilisane na AFNS. Formiranjem privla¢nih elektrostati¢kih interakcija
izmedu pozitivno naelektrisanih amino grupa AFNS nanocCestica i negativno
naelektrisanih karboksilnih grupa na povrs$ini molekula alkalaze, koje se nalaze u okolini
aktivnog centra (crveno obojeni delovi molekula alkalaze na slici 4.44. (A)), vecina
molekula enzima se orjentisala tako da je otezan prilaz supstrata aktivnom centru §to Se
odrazilo na koncentraciju imobilisane aktivnosti alkalaze na AFNS. Specifi¢na aktivnost
ovog imobilisanog preparata iznosi svega 0,46 1U/mg (Tabela 4.14.), $to znaci da je tri
puta manji udeo enzima vezanih u aktivnoj konformaciji u odnosu na imobilizaciju ovog
enzima na FNS.

Sumirajuéi prethodno iznete ¢injenice od svih analiziranih nanocestica za imobilizaciju
alkalaze najpogodnije su nemodifikovane nanocestice silike na koje se alkalaza imobilise
adsorpcijom preko privla¢nih lokalizovanih elektrostatickih interakcija izmedu amino
grupa molekula enzima 1 negativno naelektrisanih silanol grupa FNS nanocestica.
Ocigledno je da za dobijanje aktivnih imobilisanih preparata alkalaza mora da se
imobilise uspostavljanjem veza sa nosa¢em preko povrsinskih e-amino grupa lizina.
4.4.1.2. Imobilizacija Flavourzyme-a na nanocestice silike

Nakon imobilizacije alkalaze proucavana je moguénost imobilizacije komercijalnog
preparata proteaza Flavourzyme na FNS, AFNS i CCAFNS nanocestice. Prilikom

imobilizacije Flavourzyme-a primenjeni su isti uslovi kao i za alkalazu.
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4.4.1.2.1. Kinetika imobilizacije Flavourzyme-a na nanocestice silike

Kao i u slu¢aju imobilizacije alkalaze, prvo je prac¢ena kinetika adsorpcije i prinos
imobilizacije proteina na sve tri vrste primenjenih nanocestica. Dobijeni rezultati su
prikazani na slici 4.45.

Maksimumi koncentracije imobilisanih proteina dostignuti su ve¢ nakon 1 h na AFNS i
CCAFNS (24,15 i 23,46 mg/g nanocestica, redom), dok se na FNS imobilisalo upola
manje proteina (12,69 mg/g nanocestica) (slika 4.45.). Kinetika adsorpcije Flavourzyme-
a na FNS, AFNS i CCAFNS je “fitovana” kinetickim modelom pseudo-prvog reda
(isprekidane krive na slici 4.45. (A)).
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Slika 4.45. Kinetika adsorpcije Flavourzyme-a na FNS, AFNS i CCAFNS nanocestice
(A). Prinos imobilizacije proteina (B). Eksperimentalni uslovi imobilizacije: inicijalna
koncentracija proteina 25 mg/g; 10 mM Na-acetatni puffer (pH 7,5); vreme 0-5 h.
Analizom dobijenih rezultata za prinos imobilizacije proteina zapaza se da se na AFNS i
CCAFNS vezalo oko 96 % pocetne koncentracije proteina dok se na FNS vezalo svega

50 % (slika 4.45. (B)).

Ako uporedimo ove rezultate sa rezultatima za alkalazu uocava se da se ista koli¢ina
enzima vezala u oba slu¢aja na FNS, dok je vezivanje Flavourzyme-a favorizovano i na
AFNS $to nije bio slucaj sa alkalazom. Ostvarene koncentracije imobilisanih proteina na
FNS, AFNS i CCAFNS su i do 10 puta veée u odnosu na komercijalne makroporozne
nosace kao $to su npr. staklene Cestice, silika gel, Dianion HP20 i SP206 na koje je

Flavourzyme imobilisan.??
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Mozemo rec¢i da FNS, AFNS i CCAFNS nanocestice imaju dobar potencijal za primenu
u imobilizaciji Flavourzyme-a u kontekstu koncentracije imobilisanih proteina i prinosa
imobilizacije proteina. Medutim potrebno je dalje ispitati kako su ostvarene koncentracije
imobilisanih proteina na ove nanocestice uticale na koncentraciju aktivnosti imobilisanih
enzima.

Posebno treba naglasiti da komerijalni preparat proteaza Flavourzyme dobijen gajenjem
submerznim postupkom pod neutralnim uslovima A. oryzae soja ATCC 42149/RIB 40
ustvari predstavlja smesu vise enzima koji imaju endo- i egzo-peptidaznu aktivnost. Merz

i sar. 28

su koriS¢enjem masene spektroskopije i elektroforeze identifikovali i izolovali iz
komercijalnog preparata Flavourzyme-a osam enzima koji su predstavljeni u Tabeli 4.15.
Tabela 4.15. Indentifikacija enzima koji cine komercijalni preparat Flavourzyme
masenom spektroskopijom i na osnovu proteinske baze podataka UnitProtkB.®

UniProKB Molekulska

Enzim Skracenica indentifikacija masa EC broj
(kDa)
1. leucin
aminopeptidaza LAPA Q2U1F3 32,5 3.4.11.
A
2. leucin
aninopeptidaza LAP2 Q2ULM2 51,9 3.4.11.
I
3. dipeptidil
proteaza DPP4 Q2UH35 85,1 3.4.14.5.
v
4. dipeptidil
proteaza DPP5 Q9Y8E3 78,6 3.4.14.
\Y
5. neutralna
proteaza NP1 Q2U1G7 42,4 3.4.24.
|
6. neutralna
proteaza NP2 P46076 19,0 3.4.24.39.
1
7. alkalna
proteaza | ALP1 P12547 29,0 3.4.21.63.
8. a-amilaza
Atip3 AMY3 POC1B4 52,5 3.2.1.1.
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Kako bi ustanovili eventualnu selektivnost imobilizacije razli¢itih proteaza iz ovog
komercijalnog preparata, izvedeno je elektroforetsko razdvajanje ovog preparata po
metodi opisanoj u poglavlju 3.2.11, a dobijeni rezultati su prikazani na slici 4.46.

U preparatu Flavourzyme pojavljuju se tri proteinske trake ¢ije molekulske mase iznose
oko 55, 36 i 28 kDa (4.46. (A)). Na osnovu podataka iz baze UniProKB monomerna
molekulska masa leucin aminopeptidaza Il (LAP2) iznosi 51,9 kDa (Tabela 4.15.), pa
mozemo zakljuciti da proteinska traka na 55 kDa (slika 4.46. (A)) odgovara leucin
aminopeptidazi Il. Nesto veca molekulska masa od 55 kDa moze se objasniti ¢injenicom
da ovaj enzim podleZze procesu glikolizacije koji se odigrava na aminokiselinskim
ostacima na poziciji 224, 307, 341, 402, 424 i 458. Zato ukupna molekulska masa ovog
enzima u nativnoj konformaciji moze biti od 60 do 100 kDa. Deglikolizacijom Blinkovski
i sar.? su dokazali da molekulska masa ovog enzima iznosi oko 56 kDa §to je u skladu

sa molekulskom masom koju je dobijena.

(A) (B)

Supernatanti

FNS FNS FNS AFNS AFNS AFNS CCAFNS CCAFNS CCAFNS
1h 3h §h 1h 3h Sh 1h 3h Sh
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Slika 4.46. Elektroforegram preparata Flavourzyme. Proteinske frakcije su bojene
srebrom pri cemu su koriséeni proteinski markeri u opsegu od 10-250 kDa (A).
Elektroforeza supernatanata dobijenih nakon imobilizacije u trajanjuod 1, 3i5h
Flavourzyme-a na FNS, AFNS i CCAFNS (B).
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Dokazano je da nativna konformacija leucin aminopeptidaze A (LAPA) ima molekulsku
masu od 36,8 kDa §to indikuje da je ovo monomerni enzim.?®° Proteinska traka na slici
4.46. (A) koja odgovara molekulskoj masi od 36 kDa ustvari predstavlja leucin
aminopeptidazu A (LAPA).

Proteinska traka na 28 kDa (slika 4.46. (A)) odgovara alkalnoj proteazi | (ALP1) jer se
na osnovu dostupnih literaturnih podataka zna da njena molekulska masa iznosi 29
kDa.?!

Dakle, komercijalan preparat proteaza Flavourzyme koji je koris¢en u sklopu ove
doktorske disertacije ustvari predstavlja smeSu dve proteaze sa egzo-peptidaznom
aktivno$¢u LAPA i LAP1 i jedne proteaze sa endo-peptidaznom aktivno$¢u ALPL.

U cilju proucavanja afiniteta ova tri enzima ka vezivanju na FNS, AFNS i CCAFNS
nanocCestice, uradena je -elektroforeza supernatanata odvojenih nakon zavrSetka
imobilizacije (1 h, 3 hi5 h) Flavourzyme-a na FNS, AFNS i CCAFNS nanocestice (slika
4.46. (B)).

Rezultati dobijeni elektroforezom supernatanata su u skladu sa rezultatima dobijenim za
kinetiku adsorpcije Flavourzyme-a predstavljenim na slici 4.45. (A). U supernatantima
dobijenim nakon imobilizacije Flavourzyme-a na AFNS i CCAFNS ne postoje proteinske
trake ni za jedan od enzima sto je i bilo za o¢ekivati s obzirom da su prilikom imobilizacije
na ove nanocestice ostvareni prinosi imobilizacije proteina od 96 %. Stoga, prilikom
imobilizacije LAPA, LAP1 i ALP1 ne postoji razlika u afinitetu za vezivanje na AFNS i
CCAFNS nanocestice. Selektivnost se mogla o¢ekivati jedino u imobilizaciji na FNS jer
se 50 % od inicijalne koncentracije proteina vezalo na povrSinu nanocestica. Medutim,
elektroforegrami superantanta tokom svih 5 h koliko je pra¢ena imobilizacija ne pokazuju
lako uocljive razlike u intenzitetu proteinskih traka za sva tri enzima koji Cine
Flavourzyme (LAPA, LAP1 i ALP1), §to ukazuje na zakljucak da ne postoje velike

razlike u afinitetu ovih enzima prema FNS.

4.4.1.2.2. Efikasnost imobilizacije aktivnosti Flavourzyme-a na nanocestice silike

S obzirom da Flavourzyme sadrzi proteaze sa endo- i egzo-peptidaznom aktivnoscu,
koncentracija imobilisane aktivnosti Flavourzyme-a na FNS, AFNS i CCAFNS
nanocestice je odredivana u reakcijama hidrolize dva supstrata: azokazeina i L-leucin-p-
nitroanilida. Alkalna proteaza I ((E.C. 3.4.21.63.), poznata i kao orizin, elastaza i

aspergilopeptidaza B) pripada proteazama serinskog tipa sa endo-peptidaznom
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aktivnoséu. Ima pH optimum na 7, dok je temperaturni optimum na 50 °C.%® Aktivnost
ove proteaze se odreduje u reakciji hidrolize azokazeina. Leucin aminopeptidaze LAPA
i LAP1 (EC 3.4.11) su proteaze sa egzo-peptidaznom aktivno$¢éu. Za odredivanje
koncentracije aktivnosti ovih proteaza se koristi specifi¢ni supstrat sinteticki L-leucin-p-
nitroanilid. pH optimum ovih proteaza je oko 8, dok je optimalna temperatura na 60 °C.2%
Pracena je promena koncentracije imobilisane aktivnosti u hidrolizi azokazeina, kao i
egzo-peptidazne aktivnosti Flavourzyme-a imobilisanog na nanocestice silike u toku 5 h
(slika 4.47.).
Koncentracija imobilisane aktivnosti Flavourzyme-a imobilisanog na sve tri vrste
nanocestica U hidrolizi azokazeina dostize maksimum nakon 3 h od pocetka imobilizacije
i dalje stagnira u toku vremena. Moze se videti da imobilisan Flavourzyme ima najvecu
koncentraciju imobilisane aktivnosti od 2,96 1U/g nakon 3 h od pocetka imobilizacije na
cijanuril-hloridom aktiviranim amino-modifikovanim nanocesticama (CCAFNS).
Dobijena najveca koncentracija imobilisane aktivnosti na CCAFNS je u skladu sa
koncentracijom imobilisanih proteina s obzirom da su se na CCAFNS vezali skoro svi
inicijalno ponudeni proteini.
A 32 (B) 25
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Koncentracija imobilisane aktivnosti
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Slika 4.47. Promena koncentracije imobilisane aktivnosti u reakciji hidrolize
azokazeina (A) i egzo-peptidazne aktivnosti (B) tokom imobilizacije Flavourzyme-a na
FNS, AFNS i CCAFNS nanocestice. Eksperimentalni uslovi imobilizacije: inicijalna

koncentracija proteina 25 mg/g; 10 mM Na-acetatni pufer (pH 7,5); vreme 0-5 h.
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Jasno je uocljivo i da su koncentracije imobilisane aktivnosti na FNS i AFNS podjednake
i kre¢u se u opsegu 0,1 nakon 1 h do 0,9 IU/g nakon 3 h. Kada se ovi rezultati uporede sa
prinosima imobilizacije proteina (slika 4.45), ocigledno je da se imobilizacija na AFNS
odigrava na nacin koji ne pogoduje ocuvanju aktivnosti enzima. lako su koncentracije
imobilisanih proteina na AFNS i CCAFNS sli¢ne, aktivnost derivata dobijenog sa
CCAFNS je trostruko veca.

Analizom dobijenih rezultata za koncentraciju imobilisane egzo-peptidazne aktivnosti u
reakciji hidrolize L-leucin-p-nitroanilida Flavourzyme-a na FNS, AFNS i CCAFNS (slika
4.47. (B)) uocava se da je opet najveca koncentracija imobilisane aktivnosti na CCAFNS
nanocesticama od 22,84 1U/g. Ponovo, iako je ha AFNS nanocesticama ostvarena ista
koncentracija imobilisanih proteina kao na CCAFNS (oko 24 mg/g), koncentracija
imobilisane egzo-peptidazne aktivnosti je tri puta ve¢ca na CCAFNS nego na AFNS.
Koncentracija imobilisane egzo-peptidazne aktivnosti je najmanja na FNS i iznosi svega
3,09 1U/g, sto znaci da je ostvarena koncentracija imobilisane egzo-peptidazne aktivnosti
na CCAFNS 8 puta veca u odnosu na FNS. Namece se zakljucak da su formirane
interakcije izmedu molekula enzima (LAPA i LAP1), koji poseduju egzo-peptidaznu
aktivnost, i CCAFNS omogucile vezivanje ovih enzima u aktivnoj konformaciji.

Za definitivnu procenu efikasnosti imobilizacije na razliite nosace neophodno je
poredenje specificnih aktivnosti. U skladu sa prethodno iznetim rezultatima za
koncentraciju imobilisane aktivnosti, CCAFNS nanocestice pokazuju i najvece specificne
aktivnosti (Tabela 4.16.). Ostvarene najvece vrednosti za prinos imobilizacije aktivnosti
prilikom imobilizacije na CCAFNS govore da su uspostavljene interakcije izmedu ALP1,
LAPA i LAP1 i ovih nanocestica omogucile vezivanje ovih enzima na nacin da je pristup
supstrata aktivnim centrima ovih enzima olaksan. Kao rezultat dobijene su i najvece
specifi¢ne aktivnosti prilikom imobilizacije ovih enzima na CCAFNS, a obzirom na
vaznost egzo-peptidazne funkcije ovog enzima, od velikog je znacaja da je naroCito
izrazena razlika upravo kod specifiéne egzo-peptidazne aktivnosti (Tabela 4.16.).
Izuzetno mali prinosi imobilizacije obe vrste aktivnosti (3,3 i 9,5 %) na FNS nanocestice
govore da se nespecificna adsorpcija ALP1, LAPA i LAP1 odvija sa konformacijom koja
je rezurtirala sa malim specifi¢cnim aktivnostima od 0,07 i 0,25 1U/mg proteina (Tabela
4.16.).
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Takode, jos jednom se pokazalo da velika kolicina imobilisanih enzima, kao sto se desilo
prilikom imobilizacije Flavourzyme-a na AFNS, ne mora da dovede do proporcionalno
velikih aktivnosti. Fenomen da sa porastom mase vezanih proteina dolazi do pada
aktivnosti je zapazen i prilikom imobilizacije Flavourzyme-a na Lewatit R258 K
makroporozne &estice veli¢ine 50 mm i specifiéne povrsine 50 m?/g sa benzilamin
funkcionalnim grupama na povrsini.?>?

Pretpostavka je da je ovakvo ponasanje posledica cinjenice da uvedene amino grupe na
povrsinu FNS nanocestica koje nisu ostvarile adekvatne interakcije sa molekulima
enzima mogu stavarati dodatne interakcije sa ve¢ vezanim molekulima enzima i time
dovesti do narusavanja njihove trodimenzionalne strukture $to ima za posledicu da dolazi
do njihove inaktivacije.

Dodatno, velika je verovatnoca i da je usled velikih koli¢ina vezanih enzima na AFNS
doslo do otezanog prilaza supstrata aktivnom mestu enzima §to je opet dovelo do
smanjenih aktivnosti imobilisanih enzima na ove nanocestice.

Tabela 4.16. Poredenje parametara imobilizacije enzima preparata Flavourzyme-a na
FNS, AFNS i CCAFNS nanocestice. Eksperimentalni uslovi imobilizacije: 25 mg/g

nanocestica; 10 mM acetatni pufer pH 7,5; vreme 3 h.

Koncentracija Prinos Specifi¢na
imobilisane imobilizacije aktivnost
Koncentracija Prinos aktivnosti aktivnosti (IU/mg
imobilisanih | imobilizacije (1U/g) (%) proteina)

Vrsta proteina proteina
Eestica (mg/q) (%) Endo- | Egzo- | Endo- | Egzo- | Endo- | Egzo-
akt. akt. akt. akt. akt. akt.
FNS 12,15 50 092 | 309 | 3,3 95 | 0,07 | 0,25
AFNS 24,07 96 09 | 833 | 35 | 145 | 0,03 | 0,34
CCAFNS 23,57 95,5 2,95 (2284 | 15 46 0,12 | 0,96

Treba napomenuti da se enzimi koji ¢ine preparat Flavourzyme vezuju na AFNS preko
nekovalentnih interakcija izmedu amino grupa AFNS-a i aminokiselinskih ostataka
molekula enzima sto u ovom slucaju nije dalo povoljne rezultate u kontekstu aktivnosti.
Specifi¢na aktivnost enzima sa endo-peptidaznom aktivno$¢u iznosi 0,03 IU/mg, dok je

0,3 IU/mg za enzime sa egzo-peptidaznom aktivnosc¢u, Sto znaci da se deset puta veci
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udeo enzima Kkoji ispoljavaju egzo-peptidaznu aktivnost se vezao u aktivnoj konformaciji

na AFNS nanocestice (Tabela 4.16.).

Na kraju mozemo zakljuciti da su komercijalnom preparatu Flavourzyme iz konteksta
svih prac¢enih parametara imobilizacije najvise odgovarale CCAFNS nanocestice.

4.4.1.3. Poredenje efikasnosti imobilizacije proteaza na nanocestice silike
Poredenjem rezultata dobijenih za imobilizaciju komercijalnih preparata Flavourzyme i
alkalaze mozemo zakljuciti da je iz aspekta koncentracije imobilisane aktivnosti najbolje
rezultate dala imobilizacija alkalaze na hidrofilne nemodifikovane nanocestice silike
(FNS), dok su se za Flavourzyme najbolje pokazale cijanuril-hloridom aktivirane amino-
modifikovane silika nanocestice (CCAFNS). U oba slu¢aja najvise proteina se imobilisalo

za CCAFNS.
Radi uporedne analize efikasnosti imobilizacije Flavourzyme i alkalaze na FNS, AFNS i

CCAFNS, na slici 4.48. su prikazani uporedni rezultati za prinos imobilizacije proteina

(%) i prinos imobilizacije aktivnosti (%) odredene u hidrolizi azokazeina.
(B)

$
ije

()

[
mobilizac
aktivnosti (%)

I CCAFNS

Slika 4.48. Poredenje prinosa imobilizacije proteina alkalaze i Flavourzyme-a prilikom
imobilizacije na FNS, AFNS i CCAFNS nanocestice (A). Poredenje prinosa
imobilizacije aktivnosti alkalaze i Flavourzyme-a imobilisanih na FNS, AFNS i

CCAFNS (B).

Tokom imobilizacije alkalaze i Flavourzyme-a na FNS nanocestice dobijeni su skoro
identi¢ni prinosi imobilizacije proteina od 54 odnosno 50 %. Alkalaze pokazuju najveci
prinos imobilizacije aktivnosti (41,42 %) prilikom imobilizacije na nemodifikovani

nosac, Sto je 14 puta vise nego u sluc¢aju imobilizacije Flavourzyme-a na FNS.
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Ipak, najveci kapacitet vezivanja pokazuje CCAFNS, jer su prinosi imobilizacije proteina
gotovo jednaki i iznose 90 % odnosno 95 %. Skoro identican prinos imobilizacije
aktivnosti postoji (15 %) i kod alkalaza i kod Flavourzyme-a prilikom imobilizacije na
iste ove nanocestice.

Naslici 4.48. (B) je uocljiv znacajan pad u prinosu imobilizacije aktivnosti za oba enzima
prilikom imobilizacije na AFNS.

Na kraju mozemo zakljuciti da se oko 50% imobilisanih proteina u slucaju alkalaze
pokazalo kao optimalan za dobijanje visokih vrednosti za koncentraciju imobilisane
aktivnosti enzima. Pove¢anjem prinosa imobilizacije proteina u slu¢aju alkalaze dovelo
je do znagajnog pada aktivnosti, kao $to je slugaj prilikom imobilizacije na CCAFNS. Sto
se tice Flavourzyme-a procenat imobilisanih proteina od oko 95 % na CCAFNS se
pokazao kao optimalni za dobijanje najveCeg prinosa imobilizacije aktivnosti. Treba
napomenuti da su i alkalaza i Flavourzyme-a pokazali indentic¢an afinitet ka kovalentnom
vezivanju na CCAFNS, gledano iz ugle prinosa imobilizacije aktivnosti. Prilikom
adsorpcije na AFNS, dva puta ve¢i prinosi imobilizacije aktivnosti su ostvareni za
alkalazu pri ¢emu se dva puta manje proteina imobilisalo na ove nanocestice u odnosu na
Flavourzyme-a kod koga je trend obrnut.

4.4.2. Imobilizacija proteaza na epoksi-modifikovane nanocestice silike
Izucavana je i pogodnost primene epoksi-modifikovanih nanocestica silike (GFNS) kao
nosaca za imobilizaciju komerijalnih preparata proteaza Flavourzyme i alkalaze. Treba
napomenuti da pregledom literature nisu pronadeni podaci o imobilizaciji alkalaza i

Flavourzyme-a na nosace sa epoksi grupama na povrsini.
4.4.2.1. Imobilizacija alkalaza na epoksi-modifikovane nanocestice silike

4.4.2.1.1. Uticaj jonske jac¢ine pufera na imobilizaciju alkalaza

U cilju odredivanja optimalnih uslova imobilizacije alkalaza na FNS nanocestice
modifikovane GOPTMS-om (GFNS), kao i procene adekvatnosti ovih nanocestica kao
nosaca za imobilizaciju ovog komercijalnog preparata proteaza, ispitivan je uticaj jonske
jacine Na-acetatnog pufera upotrebljenog tokom imobilizacije na koncentraciju
imobilisanih proteina i koncentraciju imobilisane aktivnosti (slika 4.49.).

U puferu manje jonske jacine, prilikom imobilizacije alkalaze na GFNS nanocestice

dobijena je 2 puta veca koncentracija imobilisanih proteina nego u puferu vece jonske
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jacine. Verovatno zbog suzbijenih elektrostatickih interakcija u u 1 M puferu na GFNS

nanocestice vezalo se svega 9 mg/g nanocestica (slika 4.49.).

24 4 V%% Koncentracija imobilisanih proteina
22 - (mgig)

222 Koncentracija imobilisane aktivnosti
(1IUig)

ol , _
0.01 M 1M

Slika 4.49. Uticaj jonske jacine Na-acetatnog pufera na koncentraciju imobilisanih
proteina i koncentraciju imobilisane aktivnosti alkalaze na GFNS nanocestice.
Eksperimentalni uslovi imobilizacije: inicijalna koncentracija proteina 25 mg/g; 0,11 1
M Na-acetatni pufer; vreme 3 h.

Suprotno od ostvarenog trenda za koncentraciju imobilisanih proteina, koncentracija
imobilisane aktivnosti u 1 M puferu je 20 puta veca u odnosu na ostvarenu koncentraciju

imobilisane aktivnosti u 0,01 M puferu.

Namece se zaklju¢ak da imobilizacija alkalaze u uslovima koji pospesuju kovalentno
vezivanje (1 M pufer) omogucava da se dobije aktivniji imobilisan enzim verovatno zbog
¢injenice da molekuli enzima prilikom imobilizacije zauzimaju konformaciju i
orijentaciju koje dovode do povecéanja aktivnosti. Trebalo bi napomenuti da pri velikim
koncentracijama imobilisanih proteina moze da dode do difuzionih limitacija i sternih
smetnji prilikom prilaza supstrata aktivnim mestima imobilisanih enzima §to rezultira
smanjenjem aktivnosti kao sto se desilo u sluc¢aju imobilizacije alkalaze na GFNS u 0,01
M puferu. Uspesnija imobilizacija na GFNS nanocestice u 1 M puferu je u skladu sa
rezultatima koji su dobijeni i prilikom imobilizacije lipaze na iste ove nanocestice, pa
mozemo zakljuciti da generalno visoka jonska jaCina pospesuje imobilizaciju enzima u
aktivnoj konformaciji na epoksi-modifikovane nanocestice silike.

Kako bi detaljnije proudili proces imobilizacije alkalaze na GFNS nanocestice u 1 M

puferu, praceni su najvazniji parametri imobilizacije (koncentracija imobilisanih proteina,
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koncentracija imobilisane aktivnosti, prinos imobilizacije proteina, prinos imobilizacije
aktivnosti i specifi¢na aktivnost) u toku vremena (slike 4.50., 4.51. i Tabela 4.17.).

Tokom imobilizacije alkalaze na GFNS nanocestice koncentracija imobilisanih proteina
raste u toku vremena da bi maksimum od 9 mg/g dostigla nakon 5 h (slika 4.50.). Gledano
iz ugla prinosa imobilizacije proteina maksimum od svega 36 % je postignut takode nakon
5 h. Ravnotezna koncentracija imobilisanih proteina na GFNS dobijena primenom
kinetickog modela pseudo-prvog reda odgovara vrednosti koja je eksperimentalno
dobijena i iznosi 9,66 mg/g (isprekidana kriva na slici 4.50.). Koeficijent korelacije za
,fitovanje* kinetike adsorpcije na GFNS kinetikom pseudo-prvog reda ima visoku
vrednost od 0,990, Sto ukazuje da je poklapanje sa ovim modelom dobro i da se
imobilizacija alkalaze definitivno odigrava kinetikom pseudo-prvog reda na GFNS

nanocestice.

10
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Slika 4.50. Promena koncentracije imobilisanih proteina (crne kuglice) i prinosa
imobilizacije proteina (stubici) u toku vremena prilikom imobilizacije alkalaze na GFNS
nanocestice. Isprekidane krive na slici predstavijaju kineticki model pseudo-prvog reda.
Eksperimentalni uslovi imobilizacije: inicijalna koncentracija proteina 25 m/g; 1 M Na-

acetatni pufer (pH 7,5); vreme 0-5 h.
U poredenju sa drugim nosacima na koje je alkalaza dosada imobilisana, maksimum
koncentracije imobilisanih proteina od 9 mg/g koliko je ostvareno u sluc¢aju imobilizacije

na GFNS je jednaka ostvarenoj koncentraciji prilikom imobilizacije na amino-
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modifikovane porozne &estice silika pre¢nika 5 um,?*® dok je 115 mg alkalaze vezano za
1 gsuvog kserogela silike §to je 12 puta vise nego na GFNS nanodestice.?*

Ako uporedimo ostvarene koncentracije imobilisanih proteina prilikom kovalentne
imobilizacije alkalaze na CCAFNS nanocCestice sa rezultatima ostvarenim prilikom
kovalentne imobilizacije na GFNS uocavamo da je 2,5 puta viSe enzima vezano na
CCAFNS u odnosu na GFNS. Treba imati na umu da je imobilizacija alkalaze na
CCAFNS izvodena u 0,01 M puferu koji pogoduje vezivanju enzima formiranjem i
elektrostatiCkih interakcija naspram 1 M pufera u sluc¢aju imobilizacije na GFNS gde su
one suzbijene, ¢ime se mogu objasniti manje koncentracije imobilisanih proteina na
GFNS.

4.4.2.1.2. Efikasnost imobilizacije aktivnosti alkalaza na epoksi-modifikovane
nanocestice

Ipak, kako bi do kraja procenili pogodnost GFNS nanocestica za koris¢enje kao nosaca
za imobilizaciju alkalaze proucavane su i koncentracije imobilisane aktivnosti kao i
prinos imobilizacije aktivnosti tokom 5 h (slika 4.51). Koncentracija imobilisane

aktivnosti alkalaze na GFNS je ispitivana u reakciji hidrolize azokazeina.
30
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Slika 4.51. Promena koncentracije imobilisane aktivnosti (crne kuglice) i prinosa
imobilizacije aktivnosti (stubici) u toku vremena prilikom imobilizacije alkalaze na
GFNS nanocestice u 1 M puferu.

Analizom krive predstavljene na slici 4.51. zapaza se da koncentracija imobilisane

aktivnosti raste u toku vremena da bi maksimum od 25 1U/g dostigla nakon 3 h. Daljim
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produzenjem imobilizacije do 5 h nije doslo do promena u koncentraciji imobilisane
aktivnosti, iako je koncentracija imobilisanih proteina porasla sa 7 mg/g koliko je iznosila
nakon 3 h na 9 mg/g (slika 4.50.). Prinosi imobilizacije aktivnosti nakon 1, 31 5 h su
veoma sli¢ni 1 iznose oko 16 %, Sto znaci da je povecanje koncentracije imobilisanih
proteina za skoro 50 % izmedu 1. i 3. sata dovelo do povecanja koncentracije imobilisane
aktivnosti od svega 1 %. Ako se analiziraju specifi¢ne aktivnosti (Tabela 4.17.) moze se
zapaziti da je najveca specificna aktivnost dobijena nakon 1 h, da bi nakon toga pala za
35 %.

Na osnovu ovih rezultata mozemo zakljuciti da se nakon 1 h vecina enzima vezala u
aktivnoj konformaciji i da svako dalje povecanje koncentracije imobilisanih proteina
dovodi do smanjenja specifi¢ne aktivnosti alkalaze na GFNS nanocestice tj. ne doprinosi
znacajno povecanju aktivnosti dobijenog imobilisanog preparata.

Tabela 4.17. Specificna aktivnost alkalaze imobilisane na GFNS nanocestice u 1 M Na-
acetatnom puferu.

Specificna aktivnost

GFNS nanocestice (1U/mg proteina)
1h 5,75
3h 3,57
5h 2,7

Dokazano je na primeru lipaze u poglavlju 4.2.2.1., da se imobilizacija enzima na epoksi-
modifikovane nanocestice odigrava u dve faze. U prvoj fazi dolazi do adsorpcije enzima
formiranjem hidrofobnih interakcija, nakon ¢ega dolazi do formiranja kovalentnih veza
izmedu amino grupa prisutnih na povr$ini adsorbovanih molekula enzima i epoksi grupa
u njithovoj okolini pa se moZe pretpostaviti da se 1 imobilizacija alkalaze odigrava po

istom mehanizmu (Sema 4.15.).
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Sema 4.15. Sematski prikaz imobilizacije alkalaze na epoksi-modifikovane silika

nanocestice.

4.4.2.1.3. Poredenje efikasnosti imobilizacije alkalaza na epoksi- i amino-

modifikovane nanodestice silike
Naime, u sklopu ove doktorske disertacije izucavana je kovalentna imobilizacija alkalaze

na dve vrste nanoCestica (GFNS i CCAFNS), kao i adsorpcija na FNS i AFNS
nanocestice. Sumirane karakteristike alkalaze imobilisane na FNS, AFNS, GFNS i
CCAFNS su prikazane u Tabeli 4.18. Na osnovu rezultata prikazanih u Tabeli 4.18. se
vidi da je koncentracija imobilisane aktivnosti alkalaza na GFNS 10 puta ve¢a u odnosu

na CCAFNS iako se na GFNS vezalo 3 puta manje enzima. Adsorpcija alkalaze
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formiranjem lokalizovanih elektrostati¢kih interakcija izmedu €-amino grupa enzima i
silanol grupa FNS nanocestica je ispoljila 22 % manju koncentraciju imobilisane
aktivnosti pri koncentraciji imobilisanih proteina od 13,7 mg/g u odnosu na kovalentnu
imobilizaciju na GFNS pri 7 mg/g.

Tabela 4.18. Poredenje karakteristika imobilisane alkalaze na FNS, AFNS, CCAFNS i
GFNS. Eksperimentalni uslovi imobilizacije: inicijalna koncentracija proteina 25 mg/g;
Na-acetatni pufer 0,01 M pufer za FNS, AFNS i CCAFNS; i 1 M za GFNS. Vreme 3 h.

Koncentracija Koncentracija Prinos
Vrsta imobilisane imobilisanih Specifi¢na imobilizacije
nanocestice aktivnosti proteina aktivnost proteina

(1U/g) (mg/g) (1U/mg) (%)
FNS 19,6 13,7 14 54
AFNS 55 11,5 0,46 45
CCAFNS 2,3 22,75 0,1 91
GFNS 25 7 3,57 28

Imobilizacijom alkalaza na CCAFNS nanocestice jo§ jednom se pokazalo da velike
koncentracije imobilisanih proteina (22,75 mg/g, odnosno 91 %) ne moraju uvek da znace
1 da ¢e se dobiti velike vrednosti za koncentraciju imobilisane aktivnosti. OCito je da
uspesna kovalentna imobilizacija alkalaza preko e-amino grupa lizina koje se nalaze na
povrsini ovih molekula zahteva da postoji rastojanje izmedu susedno vezanih molekula
enzima kako bi molekuli enzima mogli pravilno da se orjentiSu za uspostavljanje
odgovarajucih interakcija sa grupama na povrsini nosaca.

Gusto pakovanje alkalaza na povr$ini nosaca dovodi do interakcija izmedu susednih
molekula enzima ¢ime dolazi do njihove inaktivacije. Potvrda ovih tvrdnji su i vrednosti
za specificnu aktivnost koja je u slu¢aju GFNS nanocestica ¢ak 35 puta veca nego u
slu¢aju CCAFNS nanocestica. Ovako velika razlika u specificnoj aktivnosti je
iznenadujuca ako se uzme u obzir da imobilizacija na oba nosaca treba da se odigrava
preko dela molekula enzima bogatog amino grupama (slika 4.43.) pa se o¢ekuje da na oba
imobilisana preparata enzim ima jednaku orijentaciju.

Velika razlika u specifi¢noj aktivnosti ukazuje na znacaj nekovalentnih interakcija

izmedu enzima i drugih grupa na nosacu koje mogu da uti¢u na njegovu konformaciju.
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Takode, moguce je da se pri imobilizaciji javlja ,,viSetackasto* formiranje kovalentnih
veza koje takode moze da deformiSe konformaciju enzima.

4.4.2.2. Imobilizacija Flavourzyme-a na epoksi-modifikovane nanocestice silike
Nakon $to su se epoksi-modifikovane nanocestice silike pokazale kao dobri nosaci za
imobilizaciju komercijalnog preparata proteaza alkalaza, pokusana je i imobilizacija

komercijalnog preparata Flavourzyme na ove nanocestice.

4.4.2.2.1. Kinetika adsorpcije Flavourzyme-a na epoksi-modifikovane nanocestice
silike

Kinetika adsorpcije i prinos imobilizacije proteina Flavourzyme-a na GFNS nanocestice
u0,01 MilM Na-acetatnom puferu (pH 7,5) pracena je tokom 5 h (slika 4.52.).
Maksimumi koncentracije imobilisanih proteina dostignuti su nakon 5 h na GFNS u 0,01
M i 1 M puferu i iznose 2,6 i 5 mg/g nanocestica, redom (slika 4.52. (A)). Kinetika
adsorpcije Flavourzyme-a na GFNS u 0,01 M i 1 M puferu je “fitovana” kinetickim
modelom pseudo-prvog reda (isprekidane krive na slici 4.52. (A)).

Koncentracija imobilisanih proteina postignuta prilikom imobilizacije Flavourzyme-a na
GENS u 1 M puferu je 2,5 puta veéa nego u 0,01 M puferu. U oba pufera adsorpcija je
bila spora i maksimumi su dostignuti tek nakon 5 h. Prinosi imobilizacije proteina se u
0,01 M puferu kre¢u u opsegu od 4-10 %, dok su prinosi u 1 M puferu nesto ve¢i i idu do
20 % nakon 5 h (slika 4.52. (B)).

Imobilizacijom alkalaza na GFNS nanocestice u 1 M puferu postignute vrednosti
koncentracije imobilisanih proteina su bile 2 puta vec¢e u odnosu na Flavourzyme, dok je
vreme za koje je dostignut maksimum identi¢no.

Iz konteksta koncentracije imobilisanih proteina i prinosa imobilizacije proteina moze se
zakljuciti da epoksi-modifikovane nanocestice nemaju odgovaraju¢u hemiju povrsine za
vezivanje Flavourzyme-a.

Medutim, kako se u slu¢aju imobilizacije alkalaze na GFNS nanocestice pokazalo da su
male koncentracije imobilisanih proteina dale visoke vrednosti koncentracije imobilisane
aktivnosti potrebno je i u slucaju Flavourzyme-a ispitati kakve su koncentracije
imobilisanih aktivnosti kao 1 prinos imobilizacije aktivnosti na GFNS pre donoSenja
finalnog zakljuc¢ka da 1li su GFNS nanocestice adekvatne za imobilizaciju ovog

komercijalnog preparata proteaza.
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Slika 4.52. Kinetika adsorpcije Flavourzyme-a na GFNS nanocestice (A). Prinos
imobilizacije proteina Flavourzyme-a na GFNS nanocestice (B).Eksperimentalni uslovi
imobilizacije: inicijalna koncentracija proteina 25 mg/g; 0,01 M i 1 M Na-acetatni
pufer (pH 7,5); vreme 0-5 h.

4.4.2.2.2. Efikasnost imobilizacije aktivnosti Flavourzyme-a na epoksi-modifikovane
nanocestice silike

Dakle, kako komercijalni preparat proteaza Flavourzyme sadrzi proteazu ALP1 koja
ispoljava endo-peptidaznu aktivnost i dve proteaze LAPA i LAP1 sa egzo-peptidaznom
aktivno$c¢u koncentracija imobilisane aktivnosti Flavourzyme-a na GFNS nanocestice u
0,01 M i 1 M Na-acetatnom puferu odredivana je u reakcijama hidrolize dva supstrata:
azokazeina i L-leucin-p-nitroanilida. Promena koncentracije obe imobilisane aktivnosti
Flavourzyme-a na epoksi-modifikovanim nanocesticama silike je pracena tokom 5 h
(slika 4.53.).

Imobilisan Flavourzyme na GFNS u 0,01 M odnosno 1 M puferu nakon 1 h nije imao
aktivnost Sto je 1 nije iznenadujuce s obzirom da se za to vreme na GFNS nanocestice
vezalo svega 4 % i 7 % inicijalno ponudenih proteina. U oba pufera koncentracija obe
imobilisane aktivnosti dostize maksimum nakon 3 h, nakon ¢ega dolazi do blagog pada

aktivnosti (slika 4.53. (A) i (B)).
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Slika 4.53. Promena koncentracije imobilisane aktivnosti u reakciji hidrolize
azokazeina (A) i koncentracije imobilisane egzo-peptidazne aktivnosti (B) Flavouzyme-a
na GFNS nanocesticama. Eksperimentalni uslovi imobilizacije: inicijalna koncentracija

proteina 25 mg/g; 0,01 M i 1 M Na-acetatni pufer (pH 7,5); vreme 0-5 h.
Najveca koncentracija imobilisane aktivnosti u hidrolizi azokazeina od 0,8 1U/g je
dobijena na GFNS nanocesticama kada je imobilizacija izvodena u 1 M puferu (slika 4.53.
(A)), 1 u skladu je sa koncentracijom imobilisanih proteina s obzirom da se na GFNS u
ovom puferu vezalo najvise proteina (5 mg/g) (slika 4.52. (A)). U 0,01 M puferu ostvarena
aktivnost je upola manja nego u 1 M puferu.

Uocava se da je i najveca koncentracija imobilisane egzo-peptidazne aktivnosti od 4 1U/g
postignuta u 1 M puferu. U 0,01 M puferu maksimum egzo-peptidazne aktivnosti je
iznosio 1,5 IU/g (Tabela 4.19.).

Tabela 4.19. Poredenje parametara imobilizacije enzima preparata Flavourzyme-a na
GFNS nanocestice. Eksperimentalni uslovi imobilizacije: 25 mg/g nanocestica; 10 mM i

1 M acetatni pufer (pH 7,5); vreme 3 h.

Koncentracija Prinos Specifi¢na

imobilisane imobilizacije aktivnost

Koncentracija Prinos aktivnosti aktivnosti (I1U/mg

imobilisanih imobilizacije (1U/g) (%) proteina)

GFNS proteina proteina Endo- | E

- gzo- | Endo- | Egzo- | Endo- | Egzo-

(mg/g) (%) akt. | akt. akt. | akt. akt. akt.

0,01 M 2,5 10 0,4 15 1,2 14 | 0,16 | 0,6
pufer

1M 4,5 18 0,8 4 2,4 7 0,17 | 0,66
pufer
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Dakle, i sa stanovista postignutih prinosa imobilizacije aktivnosti mozemo zakljuciti da
za imobilizaciju Flavourzyme-a na GFNS 1 M pufer adekvatniji jer je ostvareni prinos

aktivnosti 2, odnosn 5 puta veéi, nego u 0,01 M puferu (Tabela 4.19.).

4.4.2.2.3. Poredenje efikasnosti imobilizacije Flavourzyme-a na epoksi- i amino-
modifikovane nanocestice silike
Poredenjem rezultata za koncentraciju imobilisanih proteina na GFNS u 10 mM puferu
sa rezultatima koji su ostvareni prilikom imobilizacije ovog enzima na FNS, AFNS i
CCAFNS, zapaza se¢ da je afinitet Flavourzyma za imobilizaciju na FNS, AFNS i
CCAFNS u 10 mM puferu 6, 9 1 10 puta veéi, redom, kao i da su maksimumi
koncentracije imobilisanih proteina na ove nanocCestice dostignuti 1,6 puta brze (slika
4.54.).
Prinosi imobilizacije proteina na FNS, AFNS i CCAFNS su mnogo ve¢i (idu do 96 %)
nego na GFNS (10 %). Imobilizacijom Flavourzyme-a na GFNS u 1 M puferu ostvarena
je 2 puta veca koncentracija imobilisanih proteina nego u 10 mM puferu, medutim to je i
dalje visestruko manje u odnosu na FNS, AFNS i CCAFNS nanocestice.
| analizom ostvarenih aktivnosti u reakciji hidrolize azokazeina i egzo-peptidaznih
aktivnosti dobijenih imobilisanih preparata moze se konstatovati da CCAFNS
nanoCestice u odnosu na sve ostale koriS¢ene nosace imaju najadekvatniju hemiju
povrsine za vezivanje svih enzima preparata Flavourzyme-a (Slika 4.55.).
Ostvarene aktivnosti u hidrolizi azokazeina Flavourzyme-a na FNS, AFNS i GFNS (1 M)
se ne razlikuju znacajno i iznose oko 0,9 1U/g. Najmanju aktivnost ima imobilisani
Flavourzyme na GFNS nanocestice u 10 mM puferu. Prinos imobilizacije aktivnosti je
cak 6,5 puta ve¢i na CCAFNS nego na GFNS(1 M).

Najmanje egzo-peptidazne aktivnosti su ostvarene prilikom imobilizacije na FNS i
GFNS (10 mM). Dok je prinos imobilizacije egzo-peptidazne aktivnosti ubedljivo najveci
(46 %) prilikom imobilizacije na CCAFNS, dok na GFNS iznosi svega 7 % odnosno 1,2
% (Tabela 4.16. 1 4.19.).

Iz svih prezentovanih rezultata moze se zakljuciti da je imobilizacija Flavourzyme-a na
CCAFNS najefikasnija iz aspekta svih pracenih parametara imobilizacije. Takode,
mozemo zakljuc€iti i da GFNS nanocestice nisu adekvatne za primenu u imobilizaciji

Flavourzyme-a s obzirom na male prinose imobilizacije proteina i aktivnosti.
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Slika 4.54. Poredenje koncentracije imobilisanih proteina i prinosa imobilizacije
Flavourzyme-a na FNS, AFNS, CCAFNS i GFNS nanocestice. Eksperimentalni uslovi
imobilizaije: inicijalna koncentracija proteina 25 mg/g; 10 mM i 1 M Na-acetatni pufer;
vreme 3 h za FNS, AFNS i CCAFNS, aza GFNS 5 h.
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Slika 4.55. Poredenje koncentracije imobilisane aktivnosti ostvarene u reakciji hidrolize
azokazeina i egzo-peptidazne aktivnosti Flavourzyme-a na FNS, AFNS, CCAFNS i
GFNS nanocestice. Eksperimentalni uslovi imobilizaije: inicijalna koncentracija
proteina 25 mg/g; 10 mM i 1 M Na-acetatni pufer; vreme 3 h za FNS, AFNS i CCAFNS,
aza GFNS 5 h.
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4.4.3. Primena imobilisanih proteaza u hidrolizi suncokretove saéme
Sve vec¢i porast ljudske populacije i smanjenje prirodnih resursa za ishranu doveo je do
usmeravanja istrazivanja ka upotrebi novih resursa za ljudsku ishranu kao §to su npr.
otpadne sirovine nastale prilikom prerade zitarica u industrijskim postupcima.
Suncokret je najznacajnija uljarica koja se koristi kao sirovina za proizvodnju jestivog
ulja. Najve¢i proizvodac¢i suncokreta su Rusija, Argentina, Francuska, SAD, Kina i
Spanija.?®? Suncokretova saéma je glavni nus-produkt koji nastaje prilikom industrijskog
postupka ekstrakcije ulja iz suncokretovog semena. Suncokretova saéma sadrzi u proseku
oko 30 % proteina pa moZe predstavljati dobar izvor proteina za ishranu ljudi.?®3
Kako bi mogli da se Koriste proteini suncokretove sa¢me za ishranu potrebno je
frakcionisati suncokretovu saému radi smanjenja sadrzaja nepozeljnih komponenata
(rastvorni Seceri, polifenoli, i masti) koje smanjuju hemijsku i nutritivnu vrednost
proteina. Prisustvo rastvorljivih Secera i masti je nepozeljno jer oni mogu da reaguju sa
proteinima (Majlardova reakcija) $to dovodi do smanjenja sadrzaja esencijalnih
aminokiselina (lizin, triptofan i metionin).2%
Fenoli lako podlezu oksidaciji do hinona koji opet podlezu transformaciji do polimera
koji daju braon boju finalnom proizvodu.?®® Takode, lignocelulozna vlakna koja
predstavljaju glavnu komponentu suncokretove sa¢me pored proteina moraju biti
uklonjeni kako bi se obogatio finalni proteinski proizvod.
Do sada je publikovano nekoliko metoda za frakcionisanje suncokretove sacme i
dobijanje koncentrovanih proteinskih izolata.?®62%¢ Ve¢ina njih ukljucuje koriséenje
organskih rastvaraca (etanol), soli i/ili redukujucih reagenasa i izoelektri¢ne precipitacije.
Medutim, najcesce se koristi postupak koji su razvili Parado i sar., a koji se sastoji od
sedimentacije/flotacije i izolektri¢ne percipitacije. 2%° Ovaj postupak ne iziskuje upotrebu
organskih rastvaraca vec se suncokretova sa¢ma disperguje u vodi. Nakon frakcionisanja
suncokretove sa¢me ovim postupkom dobijen proteinski izolat je bogat proteinima (iznad
90 %) i ima mali sadrzaj rastvorljivih $ecera, masti, fenola i lignoceluloznih vlakana.?4®
Proteinski izolati dobijeni frakcionisanjem suncokretove sa¢me imaju slican sastav
aminokiselina kao i suncokretovo seme pre industrijskog procesa ekstrakcije ulja. Lizin,
valin 1 izoleucin su aminokiseline koje su najviSe podlozne degradaciji tokom postupka
ekstrakcije ulja pa se moze desiti da proteinski izolati imaju neznatno smanjen sadrzaj

ovih aminokiselina.?’® Ali proteinski izolati imaju relativno visok sadrzaj aminokiselina
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kao $to su metionin i cistein (oko 5 g na 100 g sirovih proteina) pa su vrlo pogodni za
primenu u ljudskoj ishrani.?*°

Dodatno, proteinski izolati suncokretove saCme imaju visok sadrzaj arginina (oko 11,6 g
na 100 g sirovih proteina) pa se mogu Koristiti kao izvori ove aminokiseline u ishrani
ljudi.?*®

Arginin je polu-esencijalna aminokiselina koja ucestvuje u nekoliko biohemijskih
procesa u organizmu ljudi.?’! Ljudi mogu da je sinteti$u ali ne postoji kompenzatorni
mehanizam u sluc¢aju nedostatka ove aminokiseline pa se unosom ove aminokiseline kroz
hranu moze nadoknadititi njen nedostatak.

Relativno visok sadrzaj histidina koji se smatra esencijalnim za razvoj dece je jo$ jedna
potvrda da proteinski izolati suncokretove saéme predstavljaju znacajan proizvod koji se
moze koristiti u ishrani ljudi.?’

Takode, iz proteinskih izolata mogu se enzimskim procesima dobiti hidrolizati
poboljsanih funkcionalnih svojstava koji se mogu Koristiti kao aditivi u prehrambenoj
industriji 1 za proizvodnju suplementa visokih nutritivnih vrednosti.

Pregledom literature pronadena su dva nacina dobijanja proteinskih enzimskih hidrolizata
suncokretove saéme i t0 pomoc¢u keraza (serinske proteaze izolovane iz Streptomyces
fradiae) i kombinacijom dva komercijalna preparata proteaza alkalaze i Flavourzyme-
9,249

Finalni proteinski hidrolizati dobijeni pomocu keraza su tamni, gorki koncentrati proteina
koji sadrze visok sadrzaj nedigestibilnih komponenti. Dok proteinski hidrolizati alkalaze
i Flavourzyme-a su bele boje, nemaju gorak ukus i imaju mali sadrzaj nedigestibilnih
komponenti pa se mogu primeniti npr. u proizvodnji energetskih pica.

U sklopu ovog istrazivanja koriS¢en je proteinski izolat suncokretove saCme dobijen
postupkom koji je optimizovan na Katedri za BIB. 2"® Postupak dobijanja proteinskog
izolata suncokretove sa¢me je prikazan na Semi 4.16., a detaljno je opisan u poglavlju

3.2.12.1.
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Sema 4.16. Postupak dobijanja proteinskog izolata suncokretove sacme.

Tabela 4.20. Sadrzaj sirovih proteina u cvrstim frakcijama dobijenim razdvajanjem

suncokretove saéme.273

Koncentracija  VlaZnost Koncentracija proteina

Uzorak proteina (%) u suvoj materiji
(%) (%)
Suncokretova 34,31 8,45 37,5
sacma
Lignocelulozna 4,5 75,53 18,4
frakcija
Chrsti ostatak 4,9 87,73 40
Proteinski izolat 2,36 97,08 80,8

Proteinski izolat je vrlo vredan proizvod, pa dodatno unapredenje postupka razdvajanja
moze da se postigne poboljSanjem funkcionalnih svojstava hidrolizom imobilisanim
preparatima alkalaze i Flavourzyme-a koji su pokazali najbolje karakteristike u

prethodnom delu istrazivanja (karakteristike imobilisanih enzima su date u Tabeli 4.21.).
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Hidroliza proteinskog izolata suncokretove sacme je izvedena pomocu alkalaze
imobilisane na GFNS u 1 M puferu, Flavourzyme-a imobilisanog na CCAFNS u 0,1 M
puferu i kombinacijom ova dva imobilisana preparata tako sto je nakon 2 h od pocetka
reakcije sa imobilisanom alkalazom na GFNS dodat imobilisan Flavourzyme na
CCAFNS.

Tabela 4.21. Karakteristike imobilisanih enzima koris¢enih u reakciji hidrolize

suncokretove sacme.

Koncentracija Koncentracija imobilisane
Imobilisan enzim imobilisanih proteina aktivnosti
(mg/g) (1U/g)
GFNS-alkalaza, 7 25
0,1 M pufer
CCAFNS-Flavourzyme, 23,57 22,8
1 M pufer

Prilikom primene alkalaze imobilisane na GFNS ostvaren je maksimalni prinos proizvoda
1,539 meq arginina/l proteinskog izolata nakon 8 h, medutim treba naglasiti da je
hidroliza i$la brzo i da je 90 % ukupnog ostvarenog prinosa postignut ve¢ nakon 1 h od

pocetka reakcije hidrolize (slika 4.56.).
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. T 1 T 1 1
0 2 4 6 8
Vreme (h)

Slika 4.56. Hidroliza proteinskog izolata suncokretove sacme katalizovana
imobilisanom alkalazaom na GFNS, imobilisanim Flavourzyme-om na CCAFNS i
kombinacijom ova dva imobilisana preparata (imobilisan preparat Flavourzyme-a

dodat u rekcionu smesu nakon 2 h).
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U slucaju reakcije sa imobilisanim Flavourzyme-om na CCAFNS hidroliza je tekla nesto
sporije ali sa konstantnim porastom prinosa proizvoda do 8 h. Maksimalni ostvareni
prinos imobilisane alkalaze je 1,7 puta ve¢i od maksimalnog ostvarenog prinosa sa
imobilisanim Flavourzyme-om (slika 4.56.).

Dodatkom imobilisanog Flavourzyme-a u reakcionu smeSu nakon 2 h trajanja hidrolize
sa imobilisanom alkalazom dolazi do naglog rasta prinosa proizvoda u prvih sat vremena
za 0,6 meq/I proteinskog izolata da bi nakon 8 h prinos bio 2,5 meq arginina/l proteinskog
izolata.

Ovakav rezultat ukazuje da je hidroliza proteinskog izolata imobilisanom alkalazom
povecala broj N-terminalnih mesta za egzo-peptidaznu aktivnost imobilisanog
Flavourzyme-a pa je aktivnost imobilisanog Flavourzyme-a porasla 3 puta u odnosu na
prvi sat hidrolize kada je koris¢en samo imobilisan Flavourzyme.

Hidroliza proteinskog izolata sa kombinacijom ova dva imobilisana preparata se pokazala
kao najbolja jer je ostvareni prinos veci za 1,5 1 3 puta u odnosu na primenu imobilisane
Alkalaze ili imobilisanog Flavourzyme-a, redom.

Uzimajuéi u obzir kompleksnost reakcije hidrolize, reakcione smeSe dobijene nakon
osmocasovne hidrolize katalizovane imobilisanom alkalazom i Flavourzyme-om su
analizirane na HPLC-u po metodi za detekciju proteina (poglavlje 3.2.12.2.2.) (slika
4.57.).

Na osnovu hromatograma prikazanih na slici 4.57. vidi se da je u odnosu na proteinski
izolat suncokretove sacme €iji je hromatogram prikazan na slici 4.57. (A) doslo do pojave
novih pikova ¢ime je potvrdeno razlaganje proteina ve¢ih molekulskih masa prisutnih u
proteinskom izolatu na viSe proteina manjih molekulskih masa u svim analiziranim
reakcionim smesama (slika 4.57. (B), (C) 1 (D)).

Najintenzivnija hidroliza proteinskog izolata se odigrala prilikom upotrebe samo
imobilisane alkalaze na GFNS nanocestice 1 kombinacijom imobilisanih preparata
alkalaze i Flavourzyme-a sto je u skladu sa rezultatima dobijenim primenom ninhidrinske
metode.

Na kraju se moze zakljuciti da kovalentno imobilisana alkalaza i Flavourzyme imaju
Sanse za primenu u reakciji hidrolize proteinskog izolata suncokretove sa¢me radi

dobijanja enzimskog proteinskog hidrolizata visokih nutritivnih vrednosti.
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Slika 4.57. Hromatogrami proteinskog izolata suncokretove sacme (A) i reakcionih

smesa nakon 8 h hidrolize kada su kao katalizatori korisceni: imobilisana alkalaza na

GFNS nanocestice (B), imobilisan Flavourzyme na CCAFNS nanocestice (C) i

kombinacija ova dva imobilisana preparata (D).

213



Doktorska disertacija | Katarina Banjanac

5. Zakljucak

Na osnovu rezultata eksperimenata izvedenih u okviru ove doktorske disertacije
mogu se izvesti slede¢i zakljucci:

1. Optimizacijom reakcije modifikacije povrsine neporoznih pirogenih nanocestica
silike (FNS) amino-organosilanom (APTMS-om) ustanovljeno je da se pri
masenom odnosu FNS:APTMS=1:1 na 25 °C tokom 48 h i u inertnoj atmosferi
dobija najveca koncentracija amino grupa (4,58 pumol/mg) na povrsini amino-
modifikovanih nanocestica silike (AFNS).

2. Optimalni uslovi za reakciju aktivacije cijanuril-hloridom (CC) amino-
modifikovanih nanocestica silike (AFNS) su: maseni odnos AFNS:CC 1:5, vreme
1 hitemperatura 0 ° C.

3. Optimizacijom modifikacije povrSine nanocCestica silike epoksi-organosilanom
(GOPTMS-om) dobijeno je da su optimalni uslovi rekcije modifikacije 1 h na 25
°C u inertnoj atmosferi. Variranjem koncentracije upotrebljenog epoksi-
organosilana za modifikaciju nanocestica silike utvrdeno je da se najvece
koncentracije imobilisane aktivnosti lipaze iz C. rugosa dobijaju kada se
koncentracije uvedenih epoksi grupa na povrSinu epoksi-modifikovanih
nanocestica silike (GFNS) kre¢u u opsegu od 440 do 520 umol/g.

4. Najvazniji zakljucak ove disertacije je da izbor tipa hemijske modifikacije
nanosilike za primenu u imobilizaciji direktno zavisi od vrste enzima:

a. U imobilizaciji lipaza je dokazano da se najefikasnija imobilizacija
odigrava formiranjem kovalentnih veza izmedu enzima i hloridnih,
odnosno epoksi grupa prisutnih na povrsini CCAFNS 1 GFNS nanocestica.

b. U imobilizaciji p-galaktozidaze primeéen je drugaéiji trend pa se
imobilisani enzim najveée aktivnosti dobija formiranjem privla¢nih
elektrostatickih interakcija izmedu negativno naelektrisanih karboksilnih
grupa prisutnih na povrsSini molekula enzima i pozitivno naelektrisanih
amino grupa prisutnih na povrs§ini AFNS nanocestica.

c. U imobilizaciji proteaza opet je primeceno da su pogodni nosaci koji
omogucuju formiranje kovalentnih veza sa enzimom. Imobilisana alkalaza
najvece aktivnosti je dobijena formiranjem kovalentnih veza izmedu

molekula enzima i epoksi grupa GFNS nanocestica u 1 M puferu. S druge
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strane, enzimima koji ¢ine komercijalni preparat Flavourzyme najvise za
vezivanje u kontekstu imobilisane aktivnosti odgovaraju CCAFNS

nanocestice.

5. Odabrani preparati imobilisane lipaze su primenjeni u sintezi estara.

Ustanovljeno je da vrsta primenjene modifikacije nanocestica silike uti¢e na
afinitet imobilisane lipaze prema esterifikaciji, s obzirom da je lipaza imobilisana
na GFNS derivat pokazala dva puta veéu aktivnost u reakciji esterifikacije u
odnosu na CCAFNS derivat. Dodatno povecanje esterifikacione aktivnosti lipaze
B producenta C. antarctica (CAL B) u reakciji sinteze askorbil-oleata postignuto
je prilikom imobilizacije na fenilamino-modifikovane nanocestice (PAPMS-
FNS). Najmanju esterifikacionu aktivnost je imala lipaza imobilisana na FNS
nanocCestice posto reakciji sinteze askorbil-oleata puno vise odgovaraju enzimi
imobilisani na hidrofobne nosace.

Prilikom primene imobilisane p-galaktozidaze u reakciji sinteze bioaktivnih
galaktozida (galakto-oligosaharida (GOS) i galaktozida-galaktitola) konstatovano
je da imobilisan enzim na AFNS nanocestice ima bolji afinitet ka sintezi
galaktozida u odnosu na slobodan enzim. Takode, imobilisan enzim na AFNS je
pokazao vece procente konverzije laktoze $to je veoma bitno sa ekonomske tacke
gledista, jer se olakSava separacija proizvoda.

KoriS¢enjem imobilisane alkalaze na GFNS nanocestice 1 imobilisanog
Flavourzyme-a na CCAFNS nanocestice u reakciji hidrolize proteinskog izolata
suncokretove sa¢me utvrdeno je da se najintenzivnija hidroliza proteinskog izolata

odigrava prilikom sukcesivne upotrebe oba ova imobilisana preparata.
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ApYrvx nuua.

MoTnuc pokTopaHpa

Y Beorpaay, / f ok Lo/ 7
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Mpunor 2.

MU3jaBa 0 UICTOBETHOCTU WITaMMNaHe U eNieKTPOHCKe
Bep3uje JOKTOpPCKOr paaa

Vime v npeaume aytopa 71<A TAIPU A gﬁ’ HAAH A

Bpoj uHaekca %0 38 /20 /5

CTyamjcku nporpam ShoxEriud ko UpaaERCTb v Blo TEX#ono w24

Hacnos paaa MA/oﬁfﬂﬂﬁyf%hf,é— B A HAHANQ YETUBE FH0 2
CR Y fUKOBAYUE OF 7;#@_(«/\ AH-UNA

MeHTOp 7 o £ Jhi/- =36 FA O Nt U 1?096*7 Aﬂfk@(#ﬂ%
LA TP UMHHOPU A

MNotnucanw/a M’Ta’ﬁf’ U g—#vv’v#-x}—d_/

W3jaerbyjem Aa je wramnana Bepanja MO JOKTOPCKOT Paaa UCTOBETHA eNeKTPOHCKO]
Bepauju kojy cam npejao/na 3a objasroMeare Ha noprtany [AurutanHor
penosutopujyma YHuBep3auteta y Beorpagy.

[lossorbasam na ce ofjase MOjM NMUYHW Nojaun BesaHu 3a Aobujarbe akapemckor
3Batba AOKTOpa Hayka, Kao LTO Cy MMe W Npesume, roanHa U MecTo pofiewa v AatyMm
oabpaHe paga.

OBM NWYHM nogauuM Mory ce o06jaBuTW Ha MpEXHUM CcTpaHuuama aurutande
BUBNMOTEKE, Y eNEKTPOHCKOM KaTanory vy nybnukauwjama YHusepautetay Beorpagy.

MoTnuc pokTopaHaa

Y Beorpaay, WMo8, ZLoA7.

Z s iscpisenes 7@«?7;&#6\
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Mpunor 3.

U3jaBa o kopuwhery

Oenawhyjem YhusepauteTcky Gubnuoteky ,Ceetosap Mapkosuh® Aa y Ourutantun
penoauTopujym YHusepauteta y Beorpagy yHece Mojy AOKTOPCKY avcepraumjy noa
HacnoBoMm:

//Hoo/f(ﬂ-u:&#'/// UIA— EFHBUNY P frAHAHO (E CTU 4E
51 0p  ttopu by ko BAHE o Pl Ao CURHAHNUTFA

Koja je mMoje ayTopcKo Aeno.

[vcepTaumjy ca CBUM Npunosuma npejao/na cam y enekTpoHCcKOM chopmaty norogHoM
3a TpajHO apxuBupar-e.

Mojy AOKTOPCKY AucepTauujy noxparseHy y [urutanyu penosuTopujym YHusepauteta
y Beorpagy Mory Aa KOpUcTe CBU KOju NOLITYjy oapenbe cagpxaHe y onabpaHom Tuny
nuueHue KpeatusHe sajeanuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oany4uo/na.

1. AytopcTso
2. AyTOpCTBO - HeKomMepLujanHo
@ AyTOpCTBO — HekoMepumjanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpPCTBO — HEKOMepLWjanHo — AenuTy NoA UCTUM ycnosuma
5. Aytopcteo — 6e3 npepage
6. AyTOpPCTBO — AENUTU NOA UCTUM yCrioBumMa

(MonuMO fAa 3a0KPYXXWUTE Camo jeAHy OA LIECT NOHyNeHWUX nuueHUM, kpartak onuc
NULEHUM AaT je Ha nonefiuHu nucTa).

MoTnuc aoKkTopaHaa

y Beorpaay, _// g 048, Jo /7

z?é/tmwyzr iz 25






