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OPTIMIZACIJA USLOVA ZA GLUTARALDEHIDNU
IMOBILIZACIJU PEROKSIDAZE 1Z SOJE

MILOS PROKOPIEVIC', OLIVERA PRODANOVIC', DRAGICA SPASOJEVIC',
RADIVOJE PRODANOVIC?, ZELIKO STOJANOVIC®, KSENIJA RADOTIC HADZI-
1
MANIC

Rezime

Fenoli se smatraju najve¢im zagadivac¢ima otpadnih voda, konstantno prisutni u zZivotnoj sredini i njihovo
uklanjanje se moZe izvesti i enzimskim metodama. Iako je primena enzima, kao Sto su peroksidaze, bio
predmet velikog broja istrazivanja, glavni nedostatak i dalje predstavlja visoka cena preciS¢enog enzima.
Imobilizovani enzimi, sa druge strane, imaju neke prednosti, kao $to su povecana stabilnost i lako odvajanje
iz reakcionog medijuma, $to omogucava visestruku upotrebu. Cilj ovog rada bio je optimizacija uslova za
imobilizaciju peroksidaze iz soje na makroporozni glicidil metakrilat aktiviran glutaraldehidom.
Imobilizacija je radena u malim tubama, meSanjem 1 ml rastvora enzima (0,034-1,25 mg/ml) sa 50 mg
matriksa (makroporozni glicidil-metakrilat prethodno sintetisan u nasoj laboratoriji) na rotacionoj mesalici
(24h na 25°C, 250 rpm). Enzimska aktivnost merena je koristeci pirogalol i vodonik peroksid kao supstrate
(13 mM i 10 mM, redom), a reakcioni proizvodi praceni su merenjem apsorbancije na 420 nm, tokom 3
minuta.

Nasi podaci pokazuju da peroksidaza iz soje moze uspe$no da se imobilizuje na glutaraldehidno aktiviran
makroporozni glicidil-metakrilatni nosa¢ i najbolji imobilizat je imao specificnu aktivnost od 229 U/g
nosaca.

Kljuéne reci: peroksidaza iz soje, glicidil-metakrilat, imobilizacija, pirogalol, glutaraldehid.

Abstract

Phenols are considered priority pollutants of wastewaters, persistently present in the environment and its
conventional treatment could be overcome using enzymatic methods. Although the application of enzymes,
such as peroxidases, has been investigated widely, its main disadvantage is the cost of purified enzymes.
Immobilized enzymes, on the other hand, have the advantage of greater stability and easy separation from
the reaction medium, which makes them reusable. The aim of this study was to optimize the conditions for
soyabean peroxidase glutaraldehyde immobilization technique.

Immobilization was done in small tubes, by mixing 1 ml of enzyme solution (0.034-1.25 mg/ml) with 50 mg
of support matrix (macroporous glycidyl methacrylates previosly synthesized in our lab) on a rotary shaker
(24h at 25°C, 250 rpm). Enzyme activity was measured using pyrogallol and H,O, as substrates (13 mM and
10 mM, respectively), and the reaction products were measured following absorbance at 420 nm, for 3 min
using a spectrophotometer.

Our data demonstrate that soyabean peroxidase can be successfully immobilized on macroporous glycidyl
methacrylate using glutaraldehyde activation and highest specific activity of immobilized enzyme obtained
was 229 U/g of carrier.

Key words: soyabean peroxidase, glycidyl methacrylate, immobilization, pyrogallol, glutaraldehyde.

Uvod

Fenoli predstavljaju ozbiljne zagadivace zivotne sredine u koju dospevaju pre svega putem
otpadnih voda raznih industrijskih postrojenja kao $to su rafinerije nafte, industrije smole, plastike,
tekstilne industrije itd. Konvencionalno tretiranje ovih otpadnih voda fizickim i hemijskim
tehnikama je efikasno, ali su te metode vrlo komplekse i skupe. U poslednje vreme, mnoga
istrazivanja idu u pravcu razvoja mikrobioloskih i enzimskih metoda koje su se pokazale kao
znatno efikasnije i jeftinije reSenje. Pored toga, enzimska metoda lako se kontroliSe, ima male
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energetske zahteve, moZze se koristiti u Sirokom opsegu radnih uslova i ostavlja minimalan uticaj
na zivotnu sredinu BODALO et al. (2006).

Peroksidaze (oksidoreduktaze, EC 1.11.1.7) katalizuju oksidaciju velikog broja razli¢itih supstrata
pomocu vodonik peroksida. Peroksidaza iz ljuspica soje (SHP) pripada klasi III biljne
superfamilije peroksidaza zajedno sa peroksidazom iz rena (HRP), je¢ma (BPI) i kikirikija (PNP)
LAKSHMI (2010). Peroksidaze danas imaju Siroku primenu kao sastavni delovi analitickih i
dijagnostic¢kih kitova koji se koriste za kvantifikaciju raznih metabolita. Pored toga, neke od
novijih primena peroksidaza ukljucuju tretman otpadnih voda i uklanjanje fenolnih jedinjenja
GHAEMMAGHAMI et al. (2010). Peroksidaza iz soje sa vodonik peroksidom katalizuje
oksidaciju aromati¢nih jedinjenja i proizvodi slobodne radikale, usled Cega dolazi do sponatane
polimerizacije i nastanka oligomera i polimera velike molekulske mase. Ovi proizvodi precipitiraju
zbog niske rastvorljivosti i mogu se lako ukloniti iz sredine BODALO et al. (2006).

Medutim, upotreba rastvorne peroksidaze ima nekoliko mana, enzimska aktivnost moze se izgubiti
usled inhibicije ili deaktivacije, moze do¢i do koprecipitacije enzima sa nastalim polimerom,
odvajanje enzima od reakcione smese nije ni malo lako i ponovna upotreba ve¢ koriS¢enog enzima
je nemoguéa BODALO et al. (2006). Imobilizacijom enzima na makroporozni nosa¢ dobija se
enzim povecane stabilnosti, koji se nakon tretmana lako moze odvojiti iz reakcione sredine i
ponovo koristiti.

U ovom radu izvrSena je optimizacija uslova za imobilizaciju peroksidaze iz soje na
glutaraldehidno aktivirani makroporozni nosa¢ glicidil-metakrilat.

Materijal i metode
Materijal

Peroksidaza je izolovana iz ljuski soje koprecipitacijom sa 75% zasi¢enjem amonijum sulfata i
acetonom LIU J. et al. (2007). Ljuske soje dobili smo na poklon od kompanije “Sojaprotein® A.D.
(Becej, Srbija). Polimer glicidil metakrilat sa veli¢inom pora od 120 nm (EDA 20/12) je sintetisan
po publikovanoj proceduri JOVANOVIC et al. (1996). Glutaraldehid i pirogalol su proizvodi
§igma—Aldrich (SAD), a amonijum sulfat i natrijum dihidrogen fosfat Lach-Ner (Republika
Ceska).

Imobilizacija

Isprani i dezaerisani polimer (50,0 mg) je prvo aktiviran 2,5 % glutaraldehidom, 2h na rotacionoj
mesalici. Aktivirani polimer inkubiran je sa razli¢itim koncentracijama peroksidaze iz soje (0,034;
0,168; 0,625 1 1,25 mg/ml §to odgovara koli¢ini od dodatih 0,68; 3,36; 12,5 i 25,0 mg enzima na 1
g suvog polimera) tokom 48h. Nakon toga polimer je ispiran 2 puta sa 100 mM natrijum fosfatnim
puferom pH 7,0 i ¢uvan u istom do upotrebe na temperaturi od 5+3°C.

Enzimska aktivnost

U 3 ml, 13 mM pirogalola u 100 mM natrijum fosfatnom puferu pH 7,0 dodato je 2 — 10 mg
imobilizata. Reakcionoj smesi dodato je 30 pl 0,97 M vodonik peroksida. Tokom 3 minuta u
filtriranim alikvotima pracena je promena apsorbancije na 420 nm na spektrofotometru. Merena je
i aktivnost rastvorne peroksidaze iz soje a jedna jedinica enzimske aktivnosti [IU] definisana je
kao ona koli¢ina enzima koja oksiduje 1 pmol pirogalola za 1 minut, na 25°C i pH 7 i racunata po
formuli:

Ad g X Vs x df
ExAtxV,

Aktivnost peroksidaze (IU / ml) =

gde su Vgs 1 Vy zapremine reakcione smese odnosno uzorka, € ekstencioni koeficijent za pirogalol,
df faktor razblazenja. Specificna aktivnost imobilizata (IU/g) dobijena je po istom principu samo
umesto Vy jednacina je deljena sa masom suvog polimera (g).
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Rezultati 1 diskusija

Koncentracija enzimska aktivnost izolovane rastvorne peroksidaze iz soje (1 mg/ml) je 426,75
IU/ml. U cilju dobijanja katalizatora povecane stabilnosti i sa moguc¢nosc¢u visestruke upotrebe,
izolovana peroksidaza iz soje imobilizovana je glutaraldehidnom metodom na makroporozni
nosaC. Imobilizacija na glicidil metakrilat nosa¢ radena je sa razliitim koncentracijama
peroksidaze iz soje, u cilju pronalazenja optimalnog odnosa koli¢ine enzima po masi suvog
polimera. Koris¢ene su koncentracije peroksidaze od 0,034; 0,168; 0,625 i 1,25 mg/ml Sto
odgovara koli¢ini od 0,68; 3,36; 12,5 i 25,0 mg enzima na 1 g suvog polimera. Dobijeni
imobilizati okarakterisani su merenjem specifi¢ne aktivnosti kao i prinosa imobilizacije. Vrednost
specificne aktivnosti raste sa povecanjem koli¢ine dodatog enzima (Tabela 1).

Tabela 1: Zavisnost specic¢ne aktivnosti imobilizata [IU/g]od kolic¢ine dodatog enzima (mg) po gramu suve
mase polimera. Table 1: Dependence of specific activity of the immobilized SHP [IU/g] on the amount of
added enzyme (mg) per gram of dry polymer.

msup (mg) | 0,68 336 12,5 25,0
Sp [IU/g] 15,2 29,9 81,9 229

Prinos imobilizacije (Y) opada sa rastucom koli¢inom dodatog enzima (Tabela 2), a racunat je kao
odnos specificne i vezane aktivnosti, izrazen u procentima:

Sp. aktivnost <100%

Y (%)=
( ) Vezana aktivnost

Tabela 2: Zavisnost prinosa imobilizacije [%] od kolicine dodatog enzima (mg) po gramu suve mase
polimera. Table 2:Dependence of yield of immobilization [%]on the amount of added enzyme (mg) per gram

of dry polymer.
mgpp (ME) 0,68 3,36 12,5 25,0
Y [%] 8,98 2,30 1,60 2,25

Prinos imobilizacije najve¢i je pri najmanjoj koli¢ini dodate peroksidaze (8,98 %).
Zakljucak

Moze se zakljuciti da smo uspeSno imobilizovali peroksidazu iz soje na glutaraldehidno aktiviran
makroporozni  glicidil metakrilat. Optimizacijom uslova imobilizacije 1 koriS¢enjem
makroporoznog polimera sa velicinom pora od 120 nm (EDA 20/12) dobijena je visoka specifi¢na
aktivnost imobilizata od 229 U/g polimera. Visoka specificna aktivnost imobilizata omogucava
primenu imobilizovanog enzima za preci§¢avanje fenola iz otpadnih voda i buduci eksperimenti u
tom pravcu su u planu.

Zahvalnica: Ovaj rad je podrzan od strane projekta (br. 173017) Ministarstva prosvete i nauke
Republike Srbije.
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