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Poredenje imobilizacije peroksidaze iz soje na razlicite glicidil metakrilat polimere
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Ksenija Radoti¢, Radivoje Prodanovic¢*

Institut za multidisciplinarna istraZivanja, Univerzitet u Beogradu, Kneza ViseSlava 1, Beograd;
*Hemijski fakultet, Univerzitet u Beogradu, Studentski trg 12-16, Beograd;
**Institut za hemiju, tehnologiju i metalurgiju, NjegoSeva 12, Beograd

Uvod

Peroksidaze (oksidoreduktaze, EC 1.11.1.7) katalizuju oksidaciju velikog broja razli¢itih supstrata
pomocu vodonik-peroksida, Siroko su rasprostranjene u biljnim, mikrobnim i zivotinjskim tkivima a na
osnovu homologije mogu se klasifikovati u tri grupe (klasa I, klasa I1 i klasa I11)." Peroksidaza iz ljuspica
soje (Soybean Hull Peroxidase - SHP) pripada klasi III biljne superfamilije peroksidaza zajedno sa
peroksidazom iz rena (HRP), je¢cma (BPI) i kikirikija (PNP). SHP je glikoprotein sastavljen od 326
aminokiselina molekulske mase od ~ 37 kDa.? Siroka primena peroksidaze iz rena (HRP) ogranic¢ena je
visokom cenom njene komercijalizacije i dovela je do potrage za alternativnim jeftinijim izvorima biljnih
peroksidaza koje bi zamenile HRP.! Ljuske soje su jeftin poljoprivredni otpadni proizvod koji se koristi u
ishrani Zivotinja kao izvor vlakana u cilju poboljSanja nutritivne vrednosti. Peroksidaza izolovana iz
ljuski soje stoga nudi jeftin izvor velike koli¢ine sirovog enzima koji se moZze koristiti u razne svrhe.
Zahvaljujuc¢i tome, SHP ima potencijalno upotrebu kao biokatalizator i biosenzor, kao i primenu u
nefizioloSkim procesima koji ukljucuju tretman otpadnih voda, uklanjanje fenolnih jedinjenja i sinteza
fenolnih smola. Enzim se takode moze koristiti za proizvodnju nekih hemikalija, transformaciju lekova,
degradaciju aromatic¢nih jedinjenja, kao sastavni deo analitickih, dijagnostickih kitova i imunoeseja koji
se koriste za kvantifikaciju raznih metabolita.?

Fenoli predstavljaju ozbiljne zagadivace Zivotne sredine u koju dospevaju pre svega putem otpadnih
voda raznih industrijskih postrojenja kao Sto su rafinerije nafte, industrije smole, plastike, tekstilne
industrije itd.> Poznato je da ovi zagadiva¢i nisu biorazgradivi i da imaju kancerogeno, mutageno i
akutno toksi¢no dejstvo. Metode uklanjanja fenola enzimskim putem donose brojne prednosti u odnosu
na konvencionalne bioloske i fizikohemijske tehike. BioloSke metode najc¢e$ce koriste mulj za smanjenje
organskog sadrzaja otpadnih voda, ali nisu efikasne u smanjenju toksi¢nog dejstva zagadivaca. Fizicko-
hemijske metode pokazuju malu selektivnost prema ciljanim zagadivacima i efikasnost opada sa pove-
¢anjem njihove koncentracije. Procesi hemijske oksidacije su skupi za tretman visokog nivoa zagadenja,
ali su efikasni u slucaju razblazenih otpadnih voda. Nasuprot tome, enzimske metode deluju sa visokom
specificno$cu, lako se kontrolisu, jeftine su i veoma efikasne za uklanjanje ciljnih jedinjenja ostavljajuci
minimalan uticaj na zivotnu sredinu a u poredenju sa mikroorganizmima, enzimi su laksi za rukovanje i
skladistenje.*

Enzimski tretman uklanjanja fenola iz otpadnih voda pomoc¢u peroksidaze i vodonik-peroksida
predloZen je pocetkom 80-ih godina proslog veka kao veoma efikasan i selektivan metod.” Peroksidaza iz
soje sa vodonik-peroksidom katalizuje oksidaciju aromati¢nih jedinjenja i proizvodi slobodne radikale,
usled cega dolazi do spontane polimerizacije i nastanka oligomera i polimera velike molekulske mase.
Ovi proizvodi precipitiraju zbog niske rastvorljivosti i mogu se lako ukloniti iz sredine.’> Medutim,
upotreba rastvorne peroksidaze ima nekoliko mana, enzimska aktivnost moze se izgubiti usled inhibicije
ili deaktivacije, moze doc¢i do koprecipitacije enzima sa nastalim polimerom, odvajanje enzima od
reakcione smese nije ni malo lako i ponovna upotreba ve¢ koriséenog enzima je nemoguca.’ Enzimi se
mogu imobilizovati na razli¢ite nosace sticu¢i time neke prednosti u odnosu na rastvorni oblik,
ukljucujuci povecanje stabilnosti, moguénost ponovne upotrebe, kontrolu formiranja proizvoda i lako
odvajanje iz reakcionog medijuma sa mogu¢no$¢éu ponovne upotrebe.’ Kada je potrebno obraditi velike
koli¢ine otpadnih voda, najbolje rezultate daju medijumi koji sadrze imobilizovane enzime.’

U ovom radu izvrSeno je poredenje imobilizacije peroksidaze iz soje na razli¢ite glutaraldehidno
aktivirane makroporozne nosace na bazi glicidilmetakrilata. Poredene su specifi¢ne aktivnosti i prinosi
imobilizata SHP vezanih za polimere razli¢itih dijametara pora kao i uticaj koli¢ine dodatog enzima po
gramu suve mase polimera na specificnu aktivnost i prinos imobilizacije. Ispitana je i skladiSna
stabilnost imobilizata nakon tri meseca od zavr$ene imobilizacije.
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Rezultati i diskusija

Peroksidaza iz ljuski soje (Soybean hull peroxidase) izolovana je i pre¢is¢ena iz polaznog materijala.®
Izmerena koncentracija enzimske aktivnosti dobijenog rastvora preci$¢ene peroksidaze (konc. 1 mg/ml)
iznosi 142,25 1U/ml. Jedna jedinica enzimske aktivnosti [IU] definisana je kao ona koli¢ina enzima koja
oksiduje 1 pmol pirogalola za 1 minut, na 25°Ci pH 7 i racunata je po formuli:

AA420 X VRS X df
EXAtXV,

Aktivnost peroksidaze (IU / ml) =

gde su Vgs i Vy zapremine reakcione smeSe odnosno uzorka, ¢ ekstencioni koeficijent za pirogalol, df
faktor razblazenja. Specifi¢na aktivnost imobilizata (IU/g) dobijena je po istom principu samo umesto
Vy jednacina je deljena sa masom suvog polimera (g)

U cilju kori$¢enja ovog enzima za uklanjanje fenola iz otpadnih voda i dobijanja katalizatora povecane
stabilnosti sa mogu¢no$¢u ponovne upotrebe, peroksidaza iz soje je imobilizovana na glutaraldehidno

aktivirane makroporozne nosace. KoriS¢ena su Cetiri razlic¢ita glicidil metakrilat nosaca raspona pora od
40 - 200 nm:

1. MP3 150-300 (veli¢ina pora od 40 nm),
2. EDA 10/12 (veli¢ina pora od 50 nm),
3. EDA 20/12 (veli¢ina pora od 150 nm) 1
4. SGE 15/16 (veli¢ina pora od 200 nm).

Svi koris¢eni polimeri sintetisani su po publikovanoj proceduri i modifikovani etilendiaminom kako je
prethodno opisano (Slika 1).% '

A

Slika 1. Elektronska mikrografija kuglica makroporoznog nosaca glicidilmetakrilata EDA 20/12
(velicine pora od 120 nm). A — kuglice uvelicane 200 puta, B — povrsina kuglica uvelicana 5000 puta,
C — ispucala povrsina kuglica uvelicana 10000 puta

Imobilizacija na svaki od nosaca radena je sa razli¢itim koncentracijama peroksidaze iz soje u cilju
pronalazenja optimalnog odnosa koli¢ine enzima po masi suvog polimera. NanoSene su koncentracije
peroksidaze od: 0,034; 0,168; 0,625 i 1,25 mg/ml $to 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 specifi¢ne aktivnosti raste kako sa povecanjem koli¢ine dodatog
enzima po gramu polimera, tako i sa povecanjem veli¢ine pora (Tabela 1). Zato najve¢u specifi¢nu
aktivnost od 22,8 IU/g odnosno 21,4 1U/g pokazuju imobilizati na nosa¢ima pora veli¢ina 120 odnosno
200 nm.
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Tabela 1. Zavisnost specicne aktivnosti imobilizata [IU/g]od kolic¢ine dodatog enzima (mg)
po gramu suve mase polimera i veli¢ine pora nosaca.

Msup / MY Veli¢ina pora, nm 0,68 3,36 12,5 25,0
MP3 150-300 40 1,7 3,3 4,2 8,2
EDA 10/12 50 0,7 1,5 2,6 8,4
EDA 20/12 120 1,5 2,9 8,1 22,8
SGE 15/16 200 1.1 2,3 6,4 21,4

Prinos imobilizacije (Y) opada sa rastu¢om kolicinom dodatog enzima, ali raste sa povecanjem velic¢ine
pora nosaca (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 koli¢ine dodatog enzima (mg)
po gramu suve mase polimera i veli¢ine pora nosaca.

Msup / MG Vli¢ina pora, nm 0,68 3,36 12,5 25,0
MP3 150-300 40 13,61 2,61 1,18 1,51
EDA 10/12 50 5,09 1,14 0,48 0,87
EDA 20/12 120 7,37 2,18 1,56 2,45
SGE 15/16 200 7,04 1,72 1,22 2,24

Prinos imobilizacije najveci je pri najmanjoj koli¢ini dodate peroksidaze iz soje. Svi imobilizati su posle
zavrSene imobilizacije ¢uvani u 100mM natrijum fosfatnom puferu pH 7 na temperaturi od 5+3°C,
nakon tri meseca stajanja odredena im je skladiSna stabilnost, merenjem specificne aktivnosti i
uporedivanjem sa pocetnom (Tabela 3).

Tabela 3: Procenat preostale specificne aktivnosti imobilizata nakon
3 meseca od imobilizacije u odnosu na pocetnu.

Imobilizati Vli¢ina pora, nm Preostalaaktivnost, %
MP3 150-300 40 46,09

EDA 10/12 50 47,00

EDA 20/12 120 51,91

SGE 15/16 200 53,00

Aktivnost imobilizata je nakon tri meseca ostala na oko 50% od pocetne, $to potvrduje da su imobilizati
stabilni i ukoliko se adekvatno skladiSte mogu se koristiti duZi vremenski period. I u ovom slucaju,
najmanji pad aktivnosti zabelezen je kod polimera sa najve¢im dimenzijama pora (53% preostale
aktivnosti), dok je naveci pad aktivnosti kod polimera sa najmanjim porama (46% preostale aktivnosti).

Tabela 4: Procenat preostale specificne aktivnosti imobilizata nakon

48h inkubacije u 80% dioksanu u odnosu na pocetnu.
MP3 150-300 EDA 10/12 EDA 20/12 SGE 15/16
Sp /% 83,3 80,4 57,2 70,0

Merena je i stabilnost imobilizata u organskom rastvaracu, inkubacijom tokom 48h u 80% dioksanu i
zatim merenjem aktivnosti u odnosu na pocetnu. Rezultati stabilnosti imobilizata su poredeni sa
rezultatima za rastvorni enzim koji nakon inkubacije od 48h ostaje na 55% od pocetne aktivnosti
(Tabela 4).

Imobilizacijom SHP povecava se stabilnost u organskom rastvaracu sa 55% za rastvorni enzim na preko
80% za imobilizate manjih dimenzija pora (MP3 150-300 i EDA 10/20).
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Zakljucak

Moze se zakljuCiti da smo uspe$no imobilizovali peroksidazu iz soje na glutaraldehidno aktiviran
makroporozni glicidilmetakrilat. Analizom dobijenih rezultata i poredenjem imobilizata razlicitih
dimenzija pora vidi se da najvece specificne aktivnosti od 22,8 IU/g i 21,4 IU/g odgovaraju polimerima
EDA 20/12 i SGE 15/16 najvecih dimenzija pora od 120 i 200 nm. Stabilnost imobilizata potvrdena je
merenjem preostale aktivnosti nakon tri meseca, a u zavisnosti je od veli¢ine pora. Procenat preostale
aktivnosi raste sa povecanjem dimenzije pora. Visoka specificna aktivnost i stabilnost imobilizata
omogucava primenu imobilizovanog enzima za efikasno uklanjanje fenola iz otpadnih voda.

Zahvalnica: Ovaj rad je podrZan od strane projekata (br. 173017 i 172049) Ministarstva prosvete i nauke
Republike Srbije.

Comparison of soybean hull peroxidase immobilized on
different glycidyl methacrylate polymers

Phenols are considered priority pollutants of wastewaters, they are non-biodegradable and the problem of their
removal is a current and important enviromental issue. Enzymatic treatment of wastewaters using peroxidase
and H;0; is highly effective and selective method. Soybean hulls offer cheap source of large amounts of crude
enzyme (soybean hull peroxidase - SHP), which can be used for this purpose. The aim of this research was to
test different macroporous carriers for immobilization of soybean hull peroxidase. Our data demonstrate that
SHP immobilization using glutaraldehyde activation is influenced by the pore size of the macroporous glycidyl
methacrylate matrix. Both specific activity of the immobilized enzyme and immobilization yeald were increased
with the increase in pore size, and the highest specific activity obtained was 22,8 U/qg of carrier.

Acknowledgment: This work was supported by a grants (No. 173017 and No. 172049) from the Ministry of
Education and Science of the Republic of Serbia
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