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Izvod

Nanocevi poseduju veliki potencijal primene u raznim oblastima nauke i inZenjerstva. Velika
mehanicka ¢vrstoca, odlicna termicka i elektri¢na provodljivost, veliki odnos povrsine prema
zapremini i minimalna difuziona ogranicenja Cine ih idealnim nosacima za imobilizaciju bio-
molekula kao S$to su proteini, antigeni, antitela, vitamini, hormoni, antibiotici i dr. U ovom
radu opisane su tehnika adsorpcije i kovalentnog vezivanja enzima na nemodifikovane, oksi-
dovane i amino funkcionalizovane ugljeni¢ne nanocevi. Takode je opisan uticaj povrsine
ugljeni¢nih nanocevi na strukturne promene enzima, kao i na promene u pogledu aktivnosti i

stabilnosti.
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Poslednjih decenija nanomaterijali, zbog jedinstve-
nih svojstava koja poseduju i Sirokog spektra mogué-
nosti primene, privlac¢e veliku paznju u mnogim oblas-
tima nauke i inZenjerstva. Mogu biti u vidu vlakana, Zi-
ca, Sipki, cevi, spirala ili prstenova. Ugljeni¢ne nanocevi
(CNT) od njihovog otkri¢a 1991. godine [1], pa do danas
jedan su od najproucavanijih materijala. Zbog svojih
nanodimenzija, velike mehanicke cvrstoée, hemijske
stabilnosti, termicke i elektri¢ne provodljivosti nanocevi
se koriste za proizvodnju biosenzora [2-4], skladistenje
vodonika [5] i kao ,nosaci“ lekova [6]. Takode se pri-
menjuju u avio, tekstilnoj, elektronskoj kao i mnogim
drugim industrijama [7-10]. Dele se na jednoslojne ug-
lieni¢ne nanocevi (eng. single walled carbon nanotubes
— SWCNT), dvoslojne ugljeni¢ne nanocevi (eng. double
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walled carbon nanotubes — DWCNT) i viSeslojne uglje-
nicne nanocevi (eng. multi walled carbon nanotubes —
MWCNT) (slika 1). Uvid u njihovu strukturu omogu-
¢avaju savremeni mikroskopi kao $to su transmisioni
elektronski (TEM), skenirajuci elektronski (SEM) i mikro-
skop atomskih sila (AFM).

CNT se mogu dobiti slede¢im tehnikama: 1) elek-
triénim praznjenjem [11], 2) hemijskom depozicijom iz
parne faze (CVD) [12] i 3) laserskom ablacijom (LA)
[13,14].

Enzimi su bioloski katalizatori. Veoma su raznovrsni
i sposobni da katalizuju razlicite reakcije. Velika speci-
ficnost prema supstratu, kao i sposobnost da katalizuju
samo odredenu reakciju omogucavaju razdvajanja ra-
cemskih smesa i dobijanje opticki Cistih jedinjenja [16].

Slika 1. Molekularni prikaz SWCNT (gore levo) i MWCNT (gore desno) sa tipicnim TEM mikrografima ispod [15].
Figure 1. Molecular presentations of SWCNT (top left) and MWCNT (top right) with typical transmission electron micrographs
(below) [15]. (Reprinted with permission from Oxford University Press).
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Medutim, visoka cena, nedovoljna stabilnost i nemo-
guénost ponovnog koriséenja ograniCavaju upotrebu
nativnih enzima kao katalizatora. Imobilizacija enzima
je efikasan nacin da se, u odredenoj meri, prevazidu
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ova ogranicenja. Prva istraZivanja o imobilizaciji enzima
pojavila su se pocetkom druge polovine dvadesetog
veka. Od tada pa do danas imobilisani sistemi nasli su
Siroku primenu u mnogim industrijskim granama i ko-
riste se za dobijanje razli¢itih proizvoda [17-19]. Da li
¢e imobilisani enzim naci prakticnu primenu u najvecoj
meri zavisi od upotrebljenog nosaca [20]. Potrebno je
da ima veliki kapacitet vezivanja enzima, da bude he-
mijski i mikrobioloski stabilan, da omogudi lako izdva-
janje imobilizata iz reakcione smese, itd.

Sirok dijapazon materijala, organskog ili neorgans-
kog porekla, do sada je upotrebljavan kao nosa¢ za
imobilizaciju razli¢itih enzima [21-34]. Poslednjih go-
dina nanomaterijali postaju sve interesantniji u ovoj
oblasti i veliki broj biomolekula je vezivan za nanocevi
[35], nanocestice [36,37] i nanovlakna [38-40]. Svojs-
tva, kao $to su maksimalna povrsina po jedinici mase,
minimalna difuziona ograni¢enja, maksimalna koli¢ina
vezanog enzima i visoka mehanicka stabilnost, koje na-
nocevi poseduju, ¢ine ih idealnim nosadima. Osim toga,
duZina nanocevi omogucdava njihovo lako odvajanje jed-
nostavnom filtracijom, a to je svojstvo koje ostali nano-
materijali ne poseduju.

Glavni tehnicki problem za prakti¢nu primenu uglje-
ni¢nih nanocevi u biomedicini i biotehnologiji je nedos-
tatak rastvorljivosti u vodenoj sredini. Moguénost he-
mijske modifikacije i funkcionalizacije njihove povrsine
omogucava povecanje diperzibilnosti CNT u vodi, a ti-
me i primenu u fizioloSkom okruzenju. Pored disperzije
oksidacijom pomocu kiselina, nekovalentne disperzije
pomoc¢u povrsinski aktivnih materija ili polimera, i
funkcionalizacije hidrofilnim polimerima, modifikacija
bioloskim i bioaktivnim vrstama, kao $to su ugljeni
hidrati, nukleinske kiseline i proteini, predstavljaju
nacine kojima se povecava rastvorljivost CNT [41].

Cilj ovog rada je da se sumira dosadasnji napredak
upotrebe ugljeni¢nih nanocevi kao nosaca za imobili-
zaciju enzima, kao i da se predoce odredeni nedostaci i
prednosti kako adsorpcije tako i kovalentnog vezivanja.

Tabela 1. Enzimi imobilisani adsorpcijom na ugljeni¢ne nanocevi
Table 1. Enzymes immobilized by adsorption onto carbon nanotubes

IMOBILIZACIJA ENZIMA ADSORPCIJOM NA
UGLJENICNE NANOCEVI

Adsorpcija enzima, pa i ostalih proteina, na ugljenic-
ne nanocevi je relativno jednostavan i jeftin nacin imo-
bilizacije pri kojem ne dolazi do hemijske promene pro-
teina i narusavanja jedinstvenih svojstava nanocevi (sli-
ka 2). Medutim, veliki problem pri projektovanju procesa
predstavlja relativno mala stabilnost tako nastalih
imobilizata zbog moguée desorpcije proteina sa nosaca.

Tsang i saradnici su pre petnaestak godina prvi ob-
javili moguénost da se mali proteini kao Sto su metalo-
tionein, citohrom C i Flaktamaza mogu adsorbovati na
unutrasnje i spoljasnje strane ugljeni¢nih nanocevi
[42,43]. Od tada je adsorpcija razli¢itih proteina raz-
matrana u velikom broju radova [44-67] i razvijene su
razli¢ite tehnike adsorpcije. Pregled enzima imobilisa-
nih adsorpcijom na nanocevi dat je u tabeli 1.

Slika 2. Fizicka adsorpcija enzima na ugljenicne nanocevi.
Figure 2. Physical adsorption of enzymes around CNTs.

[Laktamaza, kao prvi kori$éeni enzim, adsorbovana
je i na nemodifikovane i na oksidovane nanocevi [43].
IstraZivanja su pokazala da je veéa aktivnost enzima
(19%) zadrZana u slucaju adsorpcije na oksidovanu po-
vrsinu. Ovo je najverovatnije posledica stvaranja vodo-
ni¢nih veza karboksilnih grupa CNT sa polarnim amino-
kiselinskim grupama enzima koje uti¢u na o¢uvanje struk-
ture aktivnog centra. Nemodifikovana povrSina CNT
znatno je hidrofobnija pa interakcije sa nepolarnim ami-
nokiselinskim ostacima enzima dovode do strukturnih
promena i inaktivacije.

Elektricna svojstva CNT cine ove materijale pogod-
nim za proizvodnju biosenzora. Radi toga veliki broj na-
ucnika uspesno je adsorbovao glukozo-oksidazu (GOx)

Enzim Referenca Masa vezanog enzima (ug enzima mg_1 CNT) Relativna aktivnost imobilizata, %
Amiloglukozidaza 60 564 -
o-Himotropsin 50 673 1
Citohrom C 42,43, 45, 67 - -
Glukozo oksidaza 46, 47, 63, 64 - -
o-Glukozidaza 48 - -
[Glukozidaza 51 630 20
Peroksidaza iz rena 57, 66 2250 98
Peroksidaza iz soje 50 575 28
Hidrogenaza 59 - -
[Laktamaza 43 - 19
Lipaza 55, 58, 61 53,9 42
Lizozim 52 - -
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[46,47,63,64]. Azamian i saradnici su utvrdili da se po-
sredstvom CNT znacajno povecava prenos elektrona
izmedu GOx i elektrode i da se fizickim vezivanjem, bilo
na nemodifikovane ili oksidovane nanocevi, zadrzava
zadovoljavajuca aktivnost enzima [46]. Kasnije su Wang
i saradnici utvrdili da se imobilizacijom GOx znatno po-
boljsava njena stabilnost i da je imobilisani enzim na-
kon mesec dana skladistenja zadrzao 96,3% pocetne
aktivnosti [47].

Od velikog znacaja za aktivnost i stabilnost adsorbo-
vanog enzima je uticaj povrsine ugljeni¢nih nanocevi na
njegovu strukturu. Interakcije izmedu povrsine CNT i
enzima mogu biti veoma snazne. Pretezno su hidro-
fobne [52,55], kao posledica polarnih i aromati¢nih
aminokiselinskih ostataka, zatim mogu biti elektrosta-
ticke [51], kao i vodoni¢ne veze [54]. Karajanagi i sa-
radnici su bili prvi koji su proucavali uticaj povrsine CNT
na strukturu i aktivnost enzima [50]. Adsorbovali su
strukturno i funkcionalno razli¢ite enzime (a~himotrip-
sin, CT i peroksidazu iz soje, SBP) i utvrdili da je, kada
enzim i CNT dodu u kontakt, adsorpcija spontana, da
prati krivu prividnog zasi¢enja i da se gotovo maksimal-
na moguca koli¢ina enzima (575 ug SBP mgf1 CNTi 673
ug CT mgf1 CNT) adsorbuje ve¢ posle jednog minuta.
Medutim, FTIR spektroskopija je pokazala da postoje
znatajne promene u sekundarnoj strukturi (e~heliks i &
-nabrane ploce) Sto ima za posledicu veliki gubitak en-
zimske aktivnosti, od 99% za CT i 72% za SBP. Ove re-
zultate je interesantno uporediti za rezultatima do kojih
su, nesto kasnije, dosli Palwai i saradnici [57]. Oni su
adsorbovali peroksidazu iz rena, HRP, pri ¢emu je ve-
zano 2250 pg HRP mg_1 CNT uz 98% zadrzane bioloske
aktivnosti. Ove razlike mogu biti posledica razli¢itih teh-
nika adsorpcije koje su primenjene, ali i razlika u karak-
teristikama samih enzima.

Hidroliti¢ki enzimi, kao Sto su lipaze, uspesno su ad-
sorbovane na ugljeni¢ne nanocevi [55,58,61]. Shah i sa-
radnici [58] ustanovili su da je lipaza iz Candida rugosa
nakon adsorpcije na CNT, u prisustvu govedeg seruma
albumina zadrzala 97% bioloske aktivnosti, dok su Pav-
lidis i saradnici [61] adsorpcijom lipaze na funkcionali-
zovane CNT, pored aktivnog, dobili i izuzetno stabilan
imobilizat. Struktura aktivnog centra i specifican meha-
nizam delovanja lipaza omogucavaju imobilizaciju na
ugljieni¢ne nanocevi ne samo u vodenim rastvorima,
vec i u organskim rastvarafima i jonskim te¢nostima.
Najnovija istrazivanja [62] pokazuju da se adsorpcijom
u jonskim tecnostima na sobnoj temperaturi aktivnost
imobilisane lipaze u odnosu na aktivnost nativne lipaze
moZze povecdati Cak 6 puta.

IMOBILIZACIJA ENZIMA NA UGLJENICNE NANOCEVI
KOVALENTNIM VEZIVANJEM

Nedostatak jakih vezivnih sila moZe dovesti do de-
sorpcije molekula enzima sa povrsine nosaca. Na taj na-

¢in dolazi do gubitka mase vezanog enzima i smanjenja
stabilnosti imobilisanog preparata. Da bi se reSio ovaj
problem enzim se za povrsinu ugljeni¢nih nanocevi ve-
zuje stvaranjem pravih hemijskih veza. S obzirom na
hemijsku inertnost CNT, bilo kakva kovalentna imobili-
zacija zahteva prethodnu hemijsku modifikaciju radi
uvodenja funkcionalnih grupa na njihovu povrsinu. Naj-
ceS¢e su to karboksilne grupe zbog lakoce njihovog
uvodenja i moguénosti vezivanja sa amino grupama en-
zima. Kontrolom reaktanata i/ili reakcionih uslova moze
se kontrolisati poloZaj i gustina karboksilnih grupa na
povrsini CNT, $to se moZe iskoristiti za kontrolisanje
poloZaja i gustine vezanog enzima [68]. Univerzalni na-
¢in za kovalentno vezivanje enzima na oksidovane na-
nocevi je aktivacija diimidom. N-etil-N"-(3-dimetil-ami-
nopropil)karbodiimid (EDC) sa karboksilnim grupama
CNT formira visoko reaktivni i nestabilni intermedijer
koji sa amino grupom enzima formira stabilnu amidnu
vezu. IstraZivanja su, kao i u sluéaju adsorpcije, zapo-
Cela vezivanjem proteina, poput albumina, streptavi-
dina i feritina, kada su Huang i saradnici [69] objavili da
posredstvom EDC-a dolazi do njihovog vezivanja. Me-
dutim, u nedostatku kontrolnih eksperimenata ne mo-
Ze se sa sigurnoscéu tvrditi da se radi isklju¢ivo o ko-
valentnoj imobilizaciji. Lee i saradnici su nakon toga
imobilisali peroksidazu i TEM i AFM mikrografima jasno
potvrdili uspesnost vezivanja [70]. Utvrdili su da doda-
tak 10 mM EDC povecava efikasnost vezivanja za oko
20%, kao i da je, kada se on koristi, aktivnost imobili-
sanog enzima veca za oko 3 puta. Takode su utvrdili da
dolazi do znacdajnog prosirenja pH optimuma, pa tako
imobilisana peroksidaza, za razliku od nativne peroksi-
daze koja je najaktivnija na pH 7, maksimalnu aktivnost
ispoljava u Sirokom pH opsegu od 4-9.

Da bi se povecala stabilnost nastalog intermedijera i
sprecile intermolekulske interakcije EDC sa karboksil-
nim grupama proteina, imobilizacija se vrsi u prisustvu
N-hidroksisukcinimida (NHS) ili njegovog sulfo derivata
(sulfo-NHS), u proceduri u dva koraka, kao Sto je pri-
kazano na Semi 1. Za kovalentnu imobilizaciju enzima
na CNT uglavnom se koristi ova tehnika [60,71-76].
Asuri i saradnici [71,74] objavili su da se 172 ug SBP,
168 ug subtilizina, 203 pg lipaze i ¢ak 1300 pug HRP
moZe vezati na 1 mg CNT. Da bi dokazali da se radi o
kovalentnom vezivanju kontrolne eksperimente su ra-
dili u odsustvu EDC/NHS i utvrdili da je procenat nespe-
cificnog vezivanja manji od 5%. Takode su ispitali uticaj
kovalentnog vezivanja na sekundarnu strukturu enzima,
pri ¢emu je CD (cirkularni dihroizam) spektroskopija po-
kazala da je nakon imobilizacije zadrzano oko 50-70%
nativne strukture. Kovalentna imobilizacija u ovom slu-
¢aju pozitivno je uticala na termalnu i operacionu sta-
bilnost i stabilnost pri skladistenju. Poluvreme Zivota se,
na primer, za lipazu produzilo 14 puta, dok je imobili-
sana SBP nakon stote upotrebe u Sarznom reaktoru
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Sema 1. Sematski prikaz vezivanja proteina za oksidovane CNT pomocu EDC u prisustvu NHS.
Scheme 1. Schematic presentation of conjugation of proteins to carboxylated CNT using EDC in the presence of NHS.

zadrzala ¢ak 70% aktivnosti, isto koliko je zadrzala i na-
kon 30 dana skladistenja.

Kovalentnom imobilizacijom amiloglukozidaze na
ugljeni¢ne nanocevi dolazi do narusavanja stukture i ve-
likog gubitka aktivnosti nativnhog enzima (97%). Ovakve
promene u strukturi i aktivnosti mogu se objasniti for-
miranjem amidnih veza. Zbog toga su Cang-Rong i sa-
radnici [60] pokusali da zamene poloZaj grupa kako bi
sam proces imobilizacije imao Sto manji uticaj na aktiv-
nost enzima (Sema 2).

Pre procesa imobilizacije modifikovali su i enzim i
oksidovane CNT. Oksidacijom pomocu perjodata uveli
su karbonilne grupe na povrsinu enzima, a karboksilne
grupe na povrsini ugljeni¢nih nanocevi modifikovali u
amino grupe. Ispostavilo se da je ovim metodom doslo

do znacdajnog povedanja aktivnosti (56%), ali da se ve-
zala manja kolic¢ina enzima, 142 pg amiloglukozidaze po
1 mg CNT. Medutim, u ovom slucaju se mora uzeti u
obzir funkcionalizacija ugljeni¢nih nanocevi u vise ko-
raka i pretpostavka da se sve prisutne karboksilne gru-
pe nisu modifikovale u amino grupu.

Alonso-Lomillo i saradnici su pri imobilizaciji hidro-
genaze imali nesto drugadiji pristup [77]. Najpre su na
povrsini ugljeni¢nih nanocevi, jakim -7 interakcijama,
formirali mono sloj 4-nitrofenil grupa, a nitro grupe su
u slede¢em koraku redukovali u amino grupe. Dalje su
imobilizaciju, stvaranjem amidnih veza izmedu karbok-
silnih grupa enzima i amino grupa sa povrsine CNT, vr-
$ili pomodéu EDC/NHS, kao $to je ranije opisano.

ﬁdm i

Sema 2. Kovalentno vezivanje oksidovanog enzima na amino finkcionalizovane ugljeni¢ne nanocevi.
Scheme 2. Covalent immobilization of oxidized enzyme on amino-functionalized carbon nanotubes.
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Ono $to je bitno napomenuti, i Sto predstavlja pred-
nost u odnosu na veoma jednostavnu tehniku adsorp-
cije, jeste povecanje termalne, operacione i stabilnosti
pri skladistenju u sluéaju kovalentnog vezivanja za po-
vréinu CNT (tabela 2). Cak i u slu¢aju velikog gubitka
aktivnosti ova tehnika ima prednost jer pruza moguc-
nost ponovnog koriséenja imobilizata.
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Tabela 2. Enzimi imobilisani kovalentnim vezivanjem na ugljeni¢ne nanocevi
Table 2. Enzymes immobilized by covalent attachment onto carbon nanotubes

Enzim Referenca Masa vezanog enzima (ug enzima mg_1 CNT)  Relativna aktivnost imobilizata, %
Amiloglukozidaza 60 290 -
Glukozo oksidaza 72 - -
Peroksidaza iz rena 66, 70, 71, 73, 75 1300 49
Peroksidaza iz soje 71,74 172 55
Hidrogenaza 77 - -
Lipaza 74,76,78 203 58
Subtilizin 71,74 168 54
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SUMMARY
IMMOBILIZATION OF ENZYMES ONTO CARBON NANOTUBES

Nevena Z. Prlainovi¢, Dejan I. Bezbradica, Zorica D. KneZevié-Jugovié, Aleksandar D. Marinkovi¢, Dugan Z. Mijin
Faculty of Technology and Metallurgy, University of Belgrade, Belgrade, Serbia

(Review paper)

The discovery of carbon nanotubes (CNTs) has opened a new door in nano- Keywords: Carbon nanotubes e Enzyme
technology. With their high surface area, unique electronic, thermal and mecha- immobilization e Adsorption e Covalent
nical properties, CNTs have been widely used as carriers for protein immobili- attachment

zation. In fact, carbon nanotubes present an ideal support system without diffu-
sional limitations, and also have the possibility of surface covalent functionaliza-
tion. It is usually the oxidation process that introduces carboxylic acid groups.
Enzymes and other proteins could be adsorbed or covalently attached onto
carbon nanotubes. Adsorption of enzyme is a very simple and inexpensive im-
mobilization method and there are no chemical changes of the protein. It has also
been found that this technique does not alter structure and unique properties of
nanotubes. However, a major problem in process designing is the relatively low
stability of immobilized protein and desorption from the carrier. On the other
hand, while covalent immobilization provides durable attachment, the oxidation
process can reduce mechanical and electronic properties of carbon nanotubes. It
can also affect the active site of enzyme and cause the loss of enzyme activity.
Bioimmobilization studies have showed that there are strong interactions be-
tween carbon nanotubes surface and protein. The retention of enzyme structure
and activity is critical for their application and it is of fundamental interest to
understand the nature of these interactions. Atomic force microscopy (AFM),
transmission electron microscopy (TEM), scanning electron microscopy (SEM) and
circular dichroism (CD) spectroscopy provide an insight into the structural changes
that occur during the immobilization. The aim of this paper is to summarize pro-
gress of protein immobilization onto carbon nanotubes.
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