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Poredenje cetiri metode za imobilizaciju HRP u alginatu radi potencijalne primene u
preciSc¢avanju otpadnih voda

Dragica Spasojevi¢, Milos Prokopijevi¢, Olivera Prodanovi¢, Ksenija Radoti¢, Radivoje Prodanovi¢’

Institut za multidisciplinarna istrazivanja, Univerzitet u Beogradu, Kneza Viseslava 1, Beograd,
*Hemijski fakultet, Univerzitet u Beogradu, Studentski trg 12-16, Beograd

Uvod

Uklanjanje fenola i fenolnih derivata iz spoljasnje sredine predstavlja znacajan ekoloski problem.
Naftna, hemijska i industrija plasti¢nih masa, samo su neki od izvora otpadnih voda u kojima se nalaze
fenol i njegovi derivati. Kao jedan od mogucih nacina za uklanjanje ovih toksi¢nih jedinjenja namece se
njihova enzimska degradacija. Peroksidaza iz rena (HRP) oksiduje fenole u prisustvu vodonik-per-
oksida, proizvodeci nestabilne fenoksi radikale, koji onda spontano medusobno reaguju i grade nerast-
vorne polimere velikih molekulskih masa. Ovi polimeri mogu jednostavno da se uklone iz vode sedimen-
tacijom ili filtracijom."

Glavni nedostatak ovog procesa predstavlja inaktivacija enzima. Zbog toga je dosta paznje usmereno na
imobilizaciju HRP u cilju procesovanja velikih koli¢ina otpadnih voda. Imobilizacijom enzima prevazi-
laze se inhibicija krajnjim proizvodom, nemoguénost ponovne upotrebe, nestabilnost, visoka cena i sl.>*

Mnogi materijali se koriste za imobilizaciju HRP: prirodni i sinteticki polimeri, staklene kuglice,
jonoizmenjivacke smole i nosa¢i sa magnetnim osobinama.’ Alginat se pokazao kao jedan od
najpogodnijih polimera za imobilizaciju i mikroenkapsulaciju zahvaljujuéi svojoj hidrofilnoj prirodi,
prisustvu karboksilnih grupa, prirodnom poreklu i stabilnosti pri razli¢itim eksperimentalnim uslovima.
Dodatak dvovalentnih katjona (Ca**, Sr**) u rastvor natrijum-alginata stimuli$e umrezavanje polimernih
lanaca i ova gelirajuca osobina koristi se u praksi ve¢ mnogo godina. Medutim, usled visoke poroznosti,
tokom vremena dolazi do curenja enzima inkapsuliranog u alginat.*> Da bi se ovo izbeglo razvijaju se
razli¢ite metode za kovalentnu imobilizaciju HRP.

U ovom radu mi smo poredili nekovalentnu imobilizaciju HRP na nativnom alginatu i kovalentne
imobilizacije: nemodifikovane HRP na perjodatno aktiviranom alginatu, zatim aminovane HRP na oksi-
dovanom aginatu i oksidovane HRP na aminovanom alginatu.

Rezultati i diskusija

Kako bi pronasli nac¢in da $to bolje vezemo HRP za alginat, isprobali smo razli¢ite metode modifikacije
enzima i polimera i uporedili parametre imobilizacije sa klasicnom imobilizacijom nativnog enzima i
polimera. Oksidovanje alginata perjodatom radeno je po proceduri koju je opisao Le-Tien at al.® Jedan
deo oksidovanog alginata je dalje aminovan etilendiaminom. Postupak oksidovanja i aminovanja je po-
novljen i sa HRP po metodi Husain at al.” Koncentracija enzima za imobilizacije je iznosila 0,01 mg/ml
alginata. 2% rastvor Na-alginata (w/v) koji je koriS¢en za prvu imobilizaciju je meSan sa modifikovanim
alginatima (2%) u odnosu 1:1, da bi se popravile mehanicke osobine imobilizata. Jonotropnim geli-
ranjem u rastvoru CaCl, dobijene su kuglice prosecnog pre¢nika oko 1,5 mm sa imobilisanim enzimima
(slike 11 2).

Enzimska aktivnost odredivana je spektrofotometrijski na 420 nm, sa pirogalolom kao supstratom uz
dodatak vodonik-peroksida.

Koli¢ina enzima 1 U je ona koja katalizuje nastanak 1 mol proizvoda za 1 minut na 25 °C i na pH 7,0.
Specifi¢tna aktivnost predstavlja odnos aktivnosti enzima po masi imobilizata. Vezana aktivnost data je
kao razlika nanete i nevezane aktivnosti. Prinos imobilizacije je koli¢nik specifi¢cne aktivnosti imo-
bilizata i vezane aktivnosti po jedinici mase kuglica. Zadrzana aktivnost u kuglicama imobilizata merena
je nakon 5 dana stajanja na 4 °C uz svakodnevno ispiranje kuglica puferom.
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Sl. 2. Izgled aparature za ukapavanje i formiranje
kuglica imobilizata

Sl. 1. Izgled kuglica sa imobilizovanim enzimom
nakon geliranja

Osnovni parametri enzimske aktivnosti imobilizata prikazani su u tabeli 1. Moze se videti da svi
modifikovani imobilizati imaju ve¢u vezanu aktivnost i ve¢i procenat zadrzane specificne aktivnosti (Sp)
nakon 5 dana. Imobilizat kod kog je aminovana HRP kovalentno vezana za oksidovani alginat pokazao
je najvecu specificnu i vezanu aktivnost, kao i najve¢i procenat vezivanja enzima i procenat zadrZane
specificne aktivnosti. Procenat zadrZzane specificne aktivnosti kod ovog imobilizata je ¢ak 95,56 % u
odnosu na pocetnu aktivnost, $to je od posebnog znacaja za kontinuiranu upotrebu. Procenat vezivanja
enzima od preko 80 % govori u prilog efikasnom iskori$¢enju dodatog enzima i time boljoj ekono-
micnosti date metode.

Tabela 1. Osnovni parametri za imobilizate, izracunati na osnovu enzimske aktivnosti

A vezana vezivanj, | prinos imobi- | Sp posle 5 zadrZzana
Imobilizat: Sp /(U/g) aktivnost U/g % lizacije, % dana, U/g Sp, %
alginat+HRP 0,148 0,803 9,69 18,43 0,063 42,57
oksidov.alginat+HRP 0,130 1,108 9,69 11,73 0,081 62,31
aminovani
alginat+oksidov.HRP 0,154 1,726 14,10 8,92 0,074 48,05
oks.alginat+amin.HRP 0,428 5,76 81,38 7,43 0,409 95,56

Za najbolji imobilizat — aminovanog enzima na oksidovanom alginatu, odredili smo pH optimum i
stabilnost u dioksanu.

pH optimum za na$ imobilizat odredili smo koriste¢i acetatni, HEPES i glicinski pufer za vrednosti pH
od 4 do 9 jedinica. Specifi¢na aktivnost na svakom od ovih pH vrednosti prikazana je u tabeli 2.

Tabela 2. Specificna aktivnost imobilizovanog enzima na razli¢itim pH vrednostima
pH 4 5 6 7 8 9
Sp/(U/g) 0,147 0,271 0,333 0,5 0,65 0,402

Sa grafika zavisnosti specifi¢ne aktivnosti od pH (slika 3), vidi se da je pH optimum naseg imobilizata na
pH 8,0 tj. da na$ imobilizat bolje radi u baznijim sredinama u odnosu na nativnhu HRP, kojoj je pH
optimum 7.2
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Sl. 3. pH optimum imobilizata

Stabilnost u 80 % dioksanu odredena je merenjem specificne aktivnosti imobilizata, nakon inkubacije u
ovom organskom rastvaracu, u periodima od 2, 24 i 48 ¢asova.

Tabela 3. Sp imobilizata u 80 % dioksanu

t/h Sp/(U/g) zadrzana aktivnost, %
0 0,744 100
2 0,743 99,87

24 0,554 74,46

48 0,548 73,66

Vidimo da imobilizovan enzim i nakon 48 ¢asova u organskom rastvaracu zadrzava vise od 70 % svoje
pocetne aktivnosti. Rastvorna HRP, merena pod istim uslovima, ve¢ nakon 2 sata izgubi skoro polovinu
pocetne aktivnosti (zadrZana aktivnost je 52,15 %), a nakon 48 ¢asova aktivnost se u potpunosti gubi
(zad. aktivnost je 0,15 %).
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Sl. 4. Procenat zaostale specificne aktivnosti imobilizata nakon inkubacije u 80 % dioksanu

Zakljucéak

U ovoj studiji razradili smo jeftinu, jednostavnu i visoko efikasnu metodu za modifikaciju i imobilizaciju
HRP na alginatni matriks. Imobilizacijom aminovane HRP na oksidovani alginat dobili smo imobilizat
koji pokazuje visoku aktivnost, minimalno curenje i viSestruko povecanje procenata vezivanja enzima i
zadrzane aktivnosti u odnosu na imobilizaciju na nativnom alginatu. Ove osobine predstavljaju dobru
osnovu za upotrebu u kontinualnom uklanjanju fenolnih jedinjenja iz vode. Imobilizat je, u odnosu na
nativni enzim, pokazao i vec¢u aktivnost u baznoj sredini i mnogo vec¢u aktivnost u dioksanu . Nasi
budu¢i radovi bi¢e usmereni u pravcu dalje karakterizacije dobijenog imobilizata i pronalazenja
optimalnih uslova za rad imobilizovanog enzima, upravo u cilju preci$¢avanja otpadnih voda.
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Zahvalnica: Ovaj rad je podrZan od strane projekta (br. 173017) Ministarstva prosvete i nauke Republike
Srbije.

Comparison of four methods for the immobilization of HRP
in alginate for potential application in wastewater treatment

Industrial wastewater often contains toxic phenolic compounds, which have been classified as hazardous
pollutants. It has been shown that horseradish peroxidase (HRP) is able to react with phenols in water and
form non-soluble compounds that could be easily removed from the aqueous phase. The aim of our work was to
compare the four methods for the immobilization of HRP on alginate matrix and to find the immobilisate with
the best properties. First, we immobilized HRP on the native and periodate oxidized alginate. Then we modified
both the enzyme and the polymer and tried immobilizations of aminated HRP on the oxidized alginate and
oxidized HRP on the aminated alginate. Imobilizate of aminated enzyme on oxidized matrix showed the best
characteristics and potential for application in the continuous removal of phenol from wastewater.

Acknowledgment: This work was supported by a grant (No. 173017) from the Ministry of Education and
Science of the Republic of Serbia
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