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Primena enzima kao katalizatora u industriji ima
nekoliko prednosti u odnosu na klasiénu hemijsku katali-
zu. Enzimi ve¢inom imaju visoku specificnost, tako da
nema sporednih reakcija. Reakcije katalizovane enzimi-
ma se odvijaju u blagim reakcionim uslovima, na niskim
temperaturama i pritiscima, pa troSe manje energije u
proizvodnji. Upotreba enzima smanjuje zagadenje Zivo-
tne sredine, jer su enzimi biodegradabilni. Enzimi imaju i
nekoliko nedostataka od kojih su najvazniji visoka cena i
mala stabilnost u odnosu na konvencionalne katalizato-
re [1,2].

Da bi se povecala stabilnost enzima, omogucilo vi-
Sestruko kori$éenje, a time smanijio udeo cene enzima u
krajnjoj ceni proizvoda, enzimi se imobilizuju na &vrstoj
fazi. Imobilizacija olakSava preci$¢avanje dobijenog proi-
zvoda od biokatalizatora i naj¢e$ce stabilizuje enzim, ta-
ko da se duze zadrzava njegova kataliticka mo¢ tokom
upotrebe tj. povecava mu se operativna stabilnost.

Cvrste faze (nosadi) koje se koriste za imobilizaciju
enzima moraju da imaju odgovarajucu mehanicku i bi-
olosku stabilnost, tako da se ne menjaju tokom reakcije.
Da bi posedovali veliku aktivnhost u uslovima heterogene
katalize neophodno je i da imaju veliku dostupnu povrsi-
nu po jedinici mase.

Danas se za imobilizaciju enzima koriste neporozni
i porozni nosadi. Neporozni nosadi se sastoje od sitnih
Cestica, precnika nekoliko mikrometara, tako da imaju
veliku aktivnu povrsinu po jedinici mase. Enzim se imo-
bilizuje na samoj povrsini Cestica, pa je difuzija supstrata
ka enzimu tokom katalize olakSana. Medutim, veliki ne-
dostatak ove grupe nosala, predstavlja nemoguénost
kori§¢enja u prototnom cevastom reaktoru i njihovo te-
$ko izdvajanje iz reakcione smese, $to je direktna posle-
dica velicine Cestica. Kod makroporoznih nosaca,
Cestice su precénika nekoliko stotina mikrometara, a pov-
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Odredeni su optimalni uslovi za imobilizaciju invertaze i glukoamilaze preko nji-
hove ugljenohidratne komponente u strukturi na makroporoznom kopolimeru
glicidilmetakrilata i etilenglikoldimetakrilata. Dobijeni su imobilizati invertaze
specifi¢ne aktivnosti od 5500 IU/g i glukoamilaze specifi¢ne aktivnosti od 1100
U/g. Specificna produktivnost cevastog proto¢nog reaktora sa imobilizovanom
invertazom je bila 3,5 kg/dms, a sa glukoamilazom 1,5 kg/dmsh. Operativna
stabilnost imobilizovane invertaze tokom dvonedeljne upotrebe je procenjena
na 290 dana, dok imobilizat glukoamilaze nije gubio aktivnost tokom 30 dana
kontinuirane upotrebe. U 50% (v/v) efanolu imobilizovani enzimi su bili 10 puta
stabilniji, u 25 % (v/v) dioksanu preko 200 puta, dok u petrol etru nisu gubili ak-
tivnost ni posle 3 dana.

rSina za imobilizaciju enzima se najve¢im delom nalazi u
unutrasnjosti Cestica. Makroporozni nosaci moraju da
imaju unutrasnju morfologiju koja obezbeduje, ne samo
veliku povrSinu po jedinici mase nosada, nego i laku
dostupnost unutrasnje povrsine molekulima supstrata i
enzima. Zbog toga su veli¢ina pora na Cesticama i unu-
tradnja morfologija Cestica, izuzetno vazne za osobine
imobilizovanog enzima. Porozni nosadi, mogu imati Siro-
ku ili usko definisanu distribuciju veli¢ine pora. Kod Siro-
ke distrubicije pora, samo ¢e mali broj pora biti
dostupan i supstratu i molekulima enzima. Zbog toga se
koriste nosacdi sa strogo definisanom veli¢inom pora, ko-
je nije uvek lako sintetisati.

Do sada su razvijeni postupci za sintezu nekoliko
tipova makroporoznih nosaca sa strogo definisanom ve-
li¢inom pora. Od neorganskih nosaca, koriste se makro-
porozni silikati (silicijum dioksid i staklo). Dobre osobine
ovih nosaca su visoka mehanicka i termalna stabilnost,
a loSe osobine su im postojanje samo hidroksilnih grupa
na povrsini nosaca i nestabilnost u baznim sredinama
iznad pH 8. Makroporozni nosaci napravljeni od polisa-
harida biljnog i Zivotinjskog porekla su lako dostupni i
imaju potrebnu unutrasnju poroznost. Medutim, veliku
manu ovih nosaca predstavlja njihova loSa mehanicka
stabilnost i biodegradabilnost.

Makroporozni nosaci koji imaju dobru poroznost,
koja se moze kontrolisati pri sintezi i visoku mehanicku i
bioloSku stabilnost su polimeri na bazi stirena i glicidil-
metakrilata. Makroporozni polistiren je do sada najcesce
kori$éeni polimer za imobilizaciju enzima, zbog svoje
dostupnosti i niske cene (10 $/kg). Ipak se u poslednjih
nekoliko godina glicidil-metakrilatni polimeri sve vise is-
pituju kao potencijalni nosaci za imobilizaciju enzima.
Razlozi za to leze u vecoj hidrofilnosti od polistirenskih
polimera, $to je izuzetno vazno za enzimsku stabilnost i
postojanju funkcionalne epoksidne grupe, koja obezbe-
duje Sirok spektar moguénosti za imobilizaciju enzima
pri razli¢itim uslovima [3].

Metode koje se koriste za imobilizaciju enzima,
moraju da obezbede vezivanje velikih koli¢ina enzima za
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nosa¢, a da inaktivacija enzima bude minimalna. U in-
dustriji se enzimi najé¢escée imobilizuju (preko svojih ami-
no grupa) vezivanjem za nosat prethodno aktiviran
glutaraldehidom. Dobijena veza je stabilna, ali usled re-
akcije u kojoj uéestvuju i amino grupe iz aktivnog mesta
enzima, dolazi do delimi¢ne inaktivacije enzima. Enzimi
koji u svojoj strukturi poseduju i ugljene hidrate mogu se
vezati za nosa¢ "aktiviranjem" ugljenohidratne kompo-
nente, npr. oksidovanjem perjodatom [4]. Prilikom imo-
bilizacije ovom metodom, ne dolazi do inaktivacije
enzima, zato $to u samoj reakciji ne u¢estvuje proteinski
deo molekula enzima koji poseduije katalitiCku aktivnost.
| pored svih ovih dobrih osobina, ova metoda nije mno-
go primenjivana u industriji za imobilizaciju glikozilova-
nih enzima.

Glikozidaze se u industriji koriste za hidrolizu poli-
saharida i oligosaharida. Ispituje se i njihova primena u
sintezi glikozida razli¢itih fizioloski aktivnih supstancija
[5]. Tako se invertaza koristi za proizvodnju invertnog Se-
¢era [6] i ispituje se njena primena u sintezi polifruktozi-
da u organskim rastvaragima [7]. Glukoamilaza se koristi
u industrijskoj hidrolizi skroba, pri proizvodnji glukoze i
visokofruktoznog sirupa [8]. Ispituje se i njena aktivnost
u organskim rastvaradima [9] i moguénost primene u
sintezi alkil glukozida [10].

U nasem radu smo ispitali moguénost koriséenja,
kao nosaca za imobilizaciju enzima, makroporoznog ko-
polimera glicidil-metakrilata (GMA) i etilenglikoldimeta-
krilata (EGDMA), sintetisanog u nasim laboratorijama
[3]. Odredili smo optimalne parametre imobilizacije in-
vertaze i glukoamilaze, u pogledu metode imobilizacije,
koli¢ine dodatog enzima i vremena imobilizacije. Dobije-
ni imobilizovani enzimi su dalje okarakterisani u pogledu
primene za hidrolizu saharoze i hidrolizata skroba, kao i
u pogledu stabilnosti u organskim rastvarac¢ima.

EKSPERIMENTALNI DEO

Materijal i hemikalije

Invertaza je precis¢ena iz pekarskog kvasca hro-
matografijom na DEAE Sephadex-u i Sephadex-u G
200 [6]. Liofilizovani enzim je imao specifiénu aktivnost
od 250 IU/mg. Polazni materijal iz kog je glukoamilaza li-
ofilizovana je bio komercijalni preparat AG 300L firme
Mapol Warszava. Glukoamilaza koriS¢ena za hidrolizu
skroba je prethodno dijalizovana i liofilizovana (210 U/g),
dok ona koja je kori§¢ena za ispitivanje stabilnosti u or-
ganskim rastvaracima je delimi¢no precis¢ena na Sep-
hadex-u G200 (240 U/qg).

Glicidil metakrilat i etilenglikoldimetakrilat su bili od
firme Rohm-Darmstadt iz Nemacke. Hidrolizat skroba
DE (dekstrozni ekvivalent) vrednosti 50 je bio od firme
Jabuka iz Pangeva. Sve druge hemikalije su bile od fir-
me Merck, Nemacka.

Sinteza kopolimera

Makroporozni kopolimer GMA i EGDMA, koji je ko-
ri¢en kao nosa¢ za imobilizaciju enzima je sintetizovan
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suspenzionom kopolimerizacijom i okarakterisan na
uobicajeni nacin [3]. Pre imobilizacije enzima, kopolimer
je modifikovan 4 ¢asa 1 M 1,2-diaminoetanom pri tem-
peraturi od 60°C i pH 10.

Imobilizacija enzima

Enzimi (1 mg/cma) su oksidovani 5 mM perjoda-
tom, 6 h u mraku, pri temperaturi od 4°C i pH 5,0 [11].
Jedan deo modifikovanog kopolimera je reagovao sa
oksidovanim enzimom u natrijum-acetatnom puferu, 48
&asova, pri temperaturi od 4°C i pH 5,0. Drugi deo modi-
fikovanog kopolimera, je prvo modifikovan sa 2 zapremi-
ne 2% (m/v) glutaraldehida u natrijum-fosfatnom puferu,
2 sata pri temperaturi od 25°C i pH 8. Zatim je ispran tri
puta sa po pet zapremina istog pufera. Modifikovani ko-
polimer je reagovao sa nativnim enzimom u natrijum-—
fosfatnom puferu, 48 Easova pri temperaturi od 4°C i pH
7,0.

Posle reakcije imobilizacije, kopolimer je ispran 3
puta sa pet zapremina 1 M NaCl i uvan u natrijum-ace-
tatnom puferu na pH 5 i 4°C do upotrebe.

Merenje enzimske aktivnosti

Imobilizovani enzimi (5-20 mg) su dodavani u 5
cm® 50 mM natrijum-acetatnog pufera pH 5,0 sa 10%
(m/v) saharozom u sluéaju invertaze ili sa 4% (m/v) ras-
tvornim skrobom u sluéaju glukoamilaze. Reakcija se
odvijala pri konstantim mesanjem od 5 do 10 min. Redu-
kujuéi Seceri su odredivani dinitrosalicilnim reagensom.
1 U je ona koli¢ina enzima koja katalizuje nastanak 1
pumol glukoze za 1 minut na 25°C (za invertazu, 1U),
odnosno 40°C (za glukoamilazu, U) na pH 5,0.

Vezana koli¢ina enzima je odredivana iz razlike u
koli¢ini enzima u rastvoru pre i posle reakcije sa kopoli-
merom. Prinos imobilizacije je koli¢nik specifi¢ne aktiv-
nosti imobilizata i vezane aktivnosti po jedinici mase
kopolimera.

Karakterizacija imobilizata

pH optimum je odredivan merenjem enzimske ak-
tivnosti u 50 mM natrijum-—citratno—fosfatnom puferu od-
govarajuc¢eg pH sa 50 mM KCI. Temperaturni optimum je
odreden merenjem enzimske aktivnosti na standardni
nac¢in na razli¢itim temperaturama. Michaelis—-Menten—
ova konstanta (Km) je odredena merenjem enzimske ak-
tivnosti u rastvorima supstrata razli¢itih koncentracija u
50 mM natrijum-acetatnom puferu, pri temperaturi od
25°C i pH 5,0. Dobijeni podaci su linearizovani Li-
newiver-Burk—ovom metodom.

Reaktor sa pakovanim slojem

Eksperimenti su radeni u termostatiranom stakle-
nom reaktoru zapremine 10 cm® na 40°C. Rastvori sup-
strata su zagrejani na 40°C pre uvodenja u kolonu i
pumpani kroz kolonu peristalti¢kom pompom. Po us-
postavljanju ravnoteznog stanja, odredena je koncentra-
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cija redukujuéih Secera. Stepen hidrolize (DE) predstav-
lja koliénik koncentracije redukujuéih Secera i koncentra-
cije ukupnih saharida.

Stabilnost u organskom rastvaracu

Imobilizovani enzimi su inkubirani u odgovaraju-
¢em organskom rastvaradu pri temperaturi od 25°C. U
odredenim vremenskim intervalima uziman je deo sus-
penzije imobilizata (10-20 mg imobilizata) i ispran je 5
puta sa po 5 zapremina 50 mM natrijum-acetatnog pufe-
ra pH 5,0. Nakon toga je odredivana aktivnost imobilizo-
vanog enzima.

U slucaju rastvornog enzima pomesana je odgova-
raju¢a koli¢ina vodenog rastvora enzima i organskog
rastvarata. Rastvor je prome$an i inkubiran na 25°C. U
odredenim vremenskim intervalima uzimani su alikvoti
enzima i razblazeni 100 puta sa 50 mM natrijum-aceta-
tnim puferom pH 5,0. Nakon toga odredivana je enzim-
ska aktivnost u razblazenju.

REZULTATI | DISKUSIJA

Sinteza kopolimera

Dobijene Cestice kopolimera su prosejane kroz sita
i koriS¢ene su one dijametra od 150 pm d o 450um.
Izmenom sastava reakcione smese i uslova kopolimeri-
zacije mogu se dobiti uzorci [poli{(GMA-co-EGDMA)] sa
razli¢itim karakteristikama. U okviru ovoga rada koriSce-
na su dva uzorka poli(GMA-co-EGDMA), &ije su osnov-
ne karakteristike prikazane u tabeli 1.

Imobilizacija enzima

Da bi odredili optimalnu koli¢inu enzima koji treba
naneti na kopolimer, varirali smo koli¢inu nanetog enzi-
ma i odredivali specificnu aktivnost dobijenog imobiliza-
ta i prinos imobilizacije. Prilikom imobilizacije invertaze
aktivacijom kopolimera glutaraldehidom, sa povecanjem
koli¢ine dodatog enzima povecavala se i specificna ak-
tivnost imobilizata do odredenog platoa. Prinos imobili-
zacije se sa povecanjem koli¢ine dodatog enzima po
gramu polimera smanjivao, tako da optimalna koli¢ina u
ovom slucaju predstavlja oko 20000 U nanetog enzima
po 1 g kopolimera, kada se dobija specificna aktivnost
od 2500 IU/g i prinos od 60%, slika 1.

Dobijena aktivnost je dvostruko ve¢a od najviSe
nama poznate literaturne vrednosti na drugim makropo-
roznim polimerima [12].
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Slika 1. Zavisnost specifi¢ne aktivnosti i prinosa imobilizacije od
kolic¢ine dodatog enzima, pri imobilizaciji invertaze aktivacijom
SGE 10/12 glutaraldehidom. m — specificna aktivnost imobilizata,
O- prinos imobilizacije.

Figure 1. Dependence of the specific activity and yield of immo-
bilization on the amount of added enzyme in the immobilization
of invertase by activating SGE 10/12 by glutaraldehyde ® — spe-
cific activity, O— yield of immobilization.

Isti postupak smo ponovili u imobilizaciji invertaze
na kopolimer oksidacijom sa perjodatom. Dobijen je
identi¢an oblik krive, sa tom razlikom, da je dobijena
specifi¢na aktivnost imobilizata bila dva puta veca. Tako
je za koli¢inu nanete invertaze od 14000 IU/g dobijena
specifi¢na aktivnost od 5500 1U/g i prinos imobilizacije
od 50 %, slika 2.

Dobijena specificna aktivhost imobilizovane inver-
taze je 4 puta veéa od najveée nama literaturno poznate
(na makroporoznim polimerima), jer imobilizacijom in-
vertaze nakon perjodatne oksidacije, ne dolazi do inakti-
vacije enzima. Prilikom imobilizacije se vezalo viSe od
90% dodate enzimske aktivnosti [13], Sto je posledica
produzenja vremena reakcije oksidovane invertaze sa
kopolimerom sa 2 h koji se pomin ju u teraturi [11] na
48 h. Prinosi imobilizacije su odgovarali u svim slucajevi-
ma do sada opisanim u literaturi [12].

Da bi proverili da li se ova metoda moze primeniti i
na drugom glikoproteinu osim invertaze, ponovljen je isti
set eksperimenata sa glukoamilazom, koja u svojoj
strukturi ima nesto manje ugljenih hidrata (25%) u odno-
su na invertazu (50%). Dobijena je sli¢na zavisnost spe-
cificne aktivnosti i prinosa imobilizaciie od koli¢ine
nanetog enzima. Prilikom imobilizacije glukoamilaze ak-
tivacijom kopolimera glutaraldehidom, za optimalnu koli-
¢inu nanetog enzima od 160 mg po 1 g kopolimera,

Tabela 1. Osnovne karakteristike uzoraka poli(GMA-co—EGDMA) koji su kori§¢eni u ovome radu

Table 1. Properties of poly(GMA-co-EGDMA) used in this study

Specifiéna Zapremina pora Poroznost Dijametar pora Koncentracija Koncentracija
Oznaka uzorka ovréina (mg) (cms/ ) olimera (%) (nm) epoksidnih amino grupa
P 9 P ° grupa (mmol/g) (mmol/g)
SGE 10/12 50 0,610 42 53 2,08 1,18
SGE 15/16 34 1,020 55 200 2,48 0,37
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Slika 2. Zavisnost specifi¢ne aktivnosti i prinosa od kolic¢ine do-
datog enzima pri imobilizaciji invertaze oksidovane perjodatom
na SGE 10/12. m — specifi¢na aktivnost imobilizata, O — prinos
imobilizacije.

Figure 2. Dependence of the specific activity and yield on the
amount of anzyme added in the immobilization of invertase via a
carbohydrate moiety on SGE 10/12. m — specific activity, O — yield
of immobilization.
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Slika 3. Zavisnost specificne aktivnosti i prinosa od koli¢ine do-
datog enzima, pri imobilizaciji glukoamilaze na SGE 10/12 aktivi-
ran glutaraldehidom. m — specifi¢na aktivnost imobilizata, o — pri-
nos imobilizacije.

Figure 3. Dependence of the specific activity and yield on the
amount of added enzyme in the immobilization of glycoamylase
on SGE 10/12 activated by glutaraldehyde. m — specific activity, O
— yield of immobilization.

dobijena je specifi¢na aktivhost od 750 IU/g sa prinosom
imobilizacije od 5 %, slika 3.

Prilikom imobilizacije glukoamilaze oksidovane
perjodatom, kao i u sluaju invertaze dobijene su skoro
dva puta vece specificne aktivnosti. Tako je za optimalnu
koli¢inu dodatog enzima od 140 mg po 1 g kopolimera,
dobijena specificna aktivnost od 1100 I1U/g, sa prinosom
imobilizacije od 10%, slika 4.

Svi ovi rezultati ukazuju na to da u obadva slucaja,
prilikom imobilizacije enzima oksidovanog perjodatom,
dolazi do manje denaturacije enzima nego kod imobili-
zacije enzima aktivacijom kopolimera glutaraldehidom.
éinjenicom da perjodatno oksidovani enzim u svojoj
strukturi poseduje i amino i aldehidne grupe, te na taj
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Slika 4. Zavisnost specifi¢ne aktivnosti i prinosa od koli¢ine do-
datog enzima, pri imobilizaciji glukoamilaze oksidovane perjoda-
tom na SGE 10/12. m - specificna aktivnost imobilizata, 0 — prinos
imobilizacije.

Figure 4. Dependence of the specific activity and yield on the
amount of added enzyme in the immobilization of glucoamylase
via a carbohydrate moiety on SGE 10/12. m — specific activity, 0 —
yield of immobilization.

nacin predstavlja bifunkcionalni reagens c&iji molekuli
mogu medusobno da se umrezavaju i imobilizuju na veé
imobilizovan sloj enzima na nosacu (nadslojavanje), mo-
Ze se objasnti vezivanje celokupne koli¢ine nanetog en-
zima [13]. Dobijeni efekat dolazi do izraZzaja ukoliko se
enzim imobilizuje viSe dana, a ne 2 ¢asa kako je opisano
u literaturi [10].

U daljem radu su kori§éeni imobilizati invertaze i
glukoamilaze dobijeni imobilizacijom enzima oksidova-
nog perjodatom, specifi¢ne aktivnosti od 5500 IU/g za
invertazu i 1100 U/g za glukoamilazu.

Merenjem zavisnosti specificne aktivnosti imobili-
zata od pH vrednosti sredine, utvrdeno je da oba enzi-
ma imaju pH optimum izmedu 4 i 5, §to se ne razlikuje
od nativnih oblika enzima.

Temperaturni optimum imobilizovane invertaze je
bio na 60°C, &to se ne razlikuje od nativnog oblika enzi-
ma, ali je na viSim temperaturama primec¢ena povecana
termostabilnost imobilizata invertaze [4]. Temperaturni
optimum glukoamilaze je bio na 70°C &to je za 5°C vige
od nativhog oblika enzima.

Km invertaze za saharozu je bila 43 mM, sto je viSa
vrednost u odnosu na nativan enzim (Km=29 mM). Kod
glukoamilaze je Km za skrob bila 1,2% (m/v) to je opet
vi$a vrednost u odnosu na nativan enzim (0,2%). PoviSe-
ne vrednosti za Km se mogu objasniti difuzionim ograni-
¢enjima, koji se javljaju kod reakcija katalizovanim enzi-
mima imobilizovanim na makroporoznim polimerima [4].

Karakterizacija imobilizata u protoénom cevastom
reaktoru

Da bi ispitali, da li se imobilizati dobijeni oksidaci-
jom enzima perjodatom mogu koristiti za hidrolizu saha-
rida u protoénom cevastom reaktoru, ispitali smo
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Slika 5. Zavisnost stepena konverzije saharoze od protoka (h’1 -
broj zapremina reaktora na sat) na 40°C u 50 mM acetatrom pu-
feru pH 4,5 u reaktoru zapremine 1 cma, pri razlic¢itim koncentra-
cijama saharoze. m — 2,5 M saharoza, ~ — 2,0 M saharoza, v —
1,5 M saharoza.

Figure 5. Dependence of the degree of conversion on the flow
rate at various substrate concentrations, at 40°C in 50 mM sodi-
um-acetate buffer pH 4.5, and reactor volume 1 mL. m — 2,5 M
sucrose, a —2,0M sucrose, v — 1,5 M sucrose.

zavisnost stepena konverzije (hidrolize) saharida na izla-
zu reaktora od protoka kroz reaktor.

U sluéaju invertaze zadovoljavajuéi stepen konver-
Zije je preko 90%. Ovaj stepen konverzije za 2,5 M saha-
rozu je dobijen pri protoku do 4 zapremine reaktora na
sat (h’1), $to je do sada najbolji nama poznat rezultat u
literaturi [12]. Konverzija od 90% za 2,0 M i 1,5 M saha-
rozu dobijena je pri protocima od 6,5 odnosno 14,5 h’1,
slika 5.

Specifi¢na produktivnost reaktora pri 90 % konver-
zZiji za ove tri koncentracije rastvora saharoze iznosi 3,5;
43i7,2 kg/dmsh respektivno.

U sluéaju glukoamilaze zadovoljavajuci stepen hi-
drolize (dekstrozni ekvivalent, DE) je preko 95%. Gluko-
amilaza je pokazivala stepen konverzije preko 95% sve
do protoka od 10 h_1, slika 6.

Specifi¢na produktivnost reaktora za protok od 10
h™! iznosi 1,9 kg/dm®h, $to predstavlja najvisu vrednost
nama poznatu iz literature [14]. Treba redi, da se veéina
literaturnih podataka o hidrolizi skroba imobilizovanom
glukoamilazom odnosi na razblazene rastvore. Kod kon-
centrovanih rastvora skroba, do izrazaja dolaze difuzi-
ona ograni¢enja zbog &ega se dobijaju manje DE
vrednosti u odnosu na rastvoran enzim. Ovde izuzetno
vaznu ulogu ima veli¢ina &estica koriS¢enog polimera,
jer se za Cestice veliine ispod 400 um mogu dobiti DE
vrednosti kao kod rastvornog enzima [15]. Stoga su u
toku dalja ispitivanja imobilizata glukoamilaze, koja za
cilj imaju preciznije odredivanje DE vrednosti i optimiza-
ciju veliCine koris¢enih Cestica polimera, da bi imobilizo-
vani enzim bio efikasan kao i rastvoran.

Da bi proverili da li su imobilizati dovoljno stabilni
za dugotrajnu upotrebu u hidrolizi saharoze i skroba, ko-
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Slika 6. Zavisnost dekstroznog ekvivalenta u hidrolizi 20% (m/m)

industrijskog hidrolizata skroba od protoka (h'1 — broj promena

zapremina reaktora na sat) na 40°C u 50 mM natrijum-acetatriom

puferu pH 4,5 u reaktoru zapremine 1 cem®

Figure 6. Dependence of the degree of conversion on the flow

rate for the hydrolysis of 20% (w/w) industrial starch hydrolysate,

at 40°C in 50 mM sodium-acetate buffer PH 4.5, and reactor vo-

Jume 1.cm®.

ris¢eni su viSe nedelja. Prilikom dvonedeljne upotrebe
imobilizata invertaze pri protoku od 3 h' i temperaturi
od 40°C, dobijen je poluzivot od 290 dana. Imobilizat
glukoamilaze tokom 30 dana upotrebe, pri protoku od
10hi temperaturi od 40°C nije gubio svoju aktivnost.

Svi dobijeni rezultati ukazuju, da se nasi imobilizati
invertaze i glukoamilaze, mogu upotrebiti u protonim
reaktorima u industriji, za hidrolizu saharoze i hidrolizata
skroba Cija je DE vrednost 50%.

Stabilnost imobilizata u organskim rastvara¢ima

Za ispitivanje moguénosti primene imobilizovane
invertaze i glukoamilaze u organskim rastvaradima za
sintezu glikozida, kori$éen je i imobilizat enzima na ko-
polimeru veli¢ine pora od 200 nm (SGE 15/16). Cilj je
bio da se utvrdi da li veliina pora utic¢e na stabilnost en-
zima u organskim rastvara¢ima. Svi koriS¢eni imobilizati
su dobijeni imobilizacijom na kopolimeru enzima oksido-
vanih perjodatom.

Nativni enzimi su u 50% (v/v) etanolu posle 30 h
izgubili oko 60% od polazne aktivnosti. Imobilizovani
oblici ovih enzima su tokom istog perioda izgubili od 30
do 40% polazne aktivnosti, slika 7.

Imobilizati su pokazali vec¢u stabilnost u odnosu na
rastvorne enzime, dok veli¢ina pora na kopolimeru u
ovom opsegu od 53 do 200 nm, nije u veéoj meri uticala
na stabilnost enzima. Ovo je u skladu sa literaturnim po-
dacima gde se uticaj na stabilnost enzima ocekuje pri
veli¢ini dijametra pora od oko 20 nm [15]. U 25 %—nom
dioksanu nativni oblici su gubili 50% polazne aktivnosti
veé posle 3 minuta, dok su imobilizovani enzimi pokazali
izuzetno veliku stabilnost, tako da je invertaza izgubila
30% svoje aktivnosti posle 2 h, dok glukoamilaza nije
gubila svoju aktivnost, slika 8.

540



R.M. PRODANOVIC, et al.: IMOBILIZACIJA INVERTAZE ...

Hem. ind. 57 (11) 536-542 (2003)

Zadrzana aktivnost (%)

204

o

T v T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

Vreme inkubiranja (h)

Slika 7. Zavisnost zadrZane aktivnosti enzima od vremena inkubi-
ranja u 50% etanolu, 50 mM natrijum-acetatnom puferu pH 4,5 i
temperaturi od 25°C. -8 INV, —a — GA, ==m=s I[NV 53 nm, =sgin=
INV 200 nm, == a = GA 53 nm, =sA=s GA 200 nm.

Figure 7. Dependence of the residual activity on time of incubati-
on in 50% (v/v) ethanol, 50 mM sodium-acetate buffer pH 4,5
and 25°C. —m- INV, — a — GA, ==m== [NV 53 nm, ==0== [NV 200 nm,
"na nn GA 53 nm, s=Ans GA 200 nm.
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Slika 8. Zavisnost zadrZane aktivnosti enzima od vremena inkubi-
ranja u 25% dioksanu, 50 mM natrijum-acetatnom puferu pH 4,5

i temperaturi od 25°C.—m— INV, — a — GA, ==m=s [NV 53 nm, =s0s=

INV 200 nm, == a == GA 53 nm, =sA=s GA 200 nm.
Figure 8. Dependence of the residual activity on time of incubati-
on in 25% (v/v) dioxane, 50 mM sodium-acetate buffer pH 4,5

and 25°C. - INV, — a — GA, ==m== [NV 53 nm, ==0== [NV 200 nm,
"na nn GA 53 nm, ==An= GA 200 nm.

| u dioksanu veli¢ina pora nije znacajnije uticala na
stabilnost enzima. U petrol etru u kome nativni oblik en-
zima nije rastvoran, imobilizati su posle 3 dana inkubira-
nja zadrzali u potpunosti polaznu aktivnost.

Svi ovi podaci ukazuju da su dobijeni imobilizati u
organskim rastvaracgima bili stabilniji od rastvornih oblika
enzima i time pogodniji za upotrebu u tim sredinama u
cilju sinteze glikozida.
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ZAKLJUGAK

Utvrdili smo optimalne uslove za imobilizaciju in-
vertaze i glukoamilaze preko ugljenohidratne kompo-
nentne u njihovoj strukturi oksidacijom perjodatom, na
makroporoznom  poli(GMA-co-EGDMA). Produzava-
njem vremena imobilizacije od 2 h do 48 h dobijeno je
vezivanje skoro celokupne koli¢ine dodatog enzima za
matriks i specificna aktivnost imobilizata od 5500 1U/g za
invertazu i 1100 U/g za glukoamilazu. U proto¢nom re-
aktoru sa napakovanim slojem, dobijena je specifi¢na
produktivhost od 3,5 kg/dmsh za invertazu i 1,9 kg/dmsh
za glukoamilazu, $to je najveca vrednost do sada zabe-
lezena u literaturi. Zbog svoje produktivnosti i pokazane
stabilnosti tokom dugotrajne upotrebe, dobijeni imobili-
zati invertaze i glukoamilaze bi mogli da se upotrebe za
industrijsku hidrolizu koncentrovanih rastvora saharoze i
hidrolizata skroba. Imobilizati su imali 5 do 10 puta veéu
stabilnost u 50% etanolu i preko 200 puta u 25% dioksa-
nu, dok u petroletru nisu gubili aktivhost ni posle 3 dana.
Zbog svoje vede stabilnosti i velike aktivne povrsine (u
odnosu na suspenziju enzima u organskom rastvaracu),
dobijeni imobilizati bi mogli biti pogodniji za sintezu gli-
kozida od rastvornih enzima.

SPISAK OZNAKA

DE — dekstrozni ekvivalent

Km — mihaelis-mentenova konstanta

SGE 10/12 - makroporozni glicidil metakrilat sa veli¢inom pora
od 53 nm

SGE 15/16 — makroporozni glicidil metakrilat sa veli¢inom pora
od 200 nm

INV — nativna invertaza

GA — nativna glukoamilaza

INV 53nm —invertaza imobilizovana na SGE 10/12
INV 200NM - invertaza imobilizovana na SGE 15/16
GA53nm - glukoamilaza imobilizovana na SGE 10/12
GA 200nm - glukoamilaza imobilizovana na SGE 15/16
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IMMOBILIZATION OF INVERTASE AND GLUCOAMYLASE ON A MACROPOROUS COPOLYMER
OF ETYLENEGLYCOLDIMETHACRYLATE AND GLYCIDYL METHACRYLATE AND POTENTIAL

APPLICATIONS IN BIOTECHNOLOGY

(Scientific paper)

Radivoje M. Prodanovié1, Nenad B. Milosavié1, Slobodan M. Jovanoviéz, Zoran M. Vujc":ic':1
University of Belgrade, 1Faculty of Chemistry, Belgrade, 2Facu|ty of Technology and Metallurgy, Belgrade, Serbia

The optimal conditions for the immobilization of invertase and glucoamylase
were found via their carbohydrate moiety on a macroporous copolymer of
ehtyleneglycoldimethacrylate and glycidylmethacrylate. Almost all of the ad-
ded enzyme was bound to the polymer by increasing the time of incubation
of the oxidized enzyme with polymer. A specific activity of 5500 U/g for inver-
tase was obtained and 1100 U/g for glucoamylase. The specific productivity
for invertase in a packed bed reactor was 3.5 kg/lh and for glucoamylase 1.9
kg/lh. During continuous use in a packed bed the reactor operational half life
for invertase was 290 days, while no decrease in activity was observed for
glucoamylase. In 50% (v/v) ethanol the immobilized enzymes were five to ten
times more stable, and more than 200 times more stable in 25% (v/v) dioxane.
The immobilized enzymes retained all activity in petroleum ether after 3 days
of incubation. Because of their higher stability over native enzymes, and the
large surface area of the polymer, immobilized glucoamylase and invertase
could be more useful for glycoside synthesis in non—-agqueous solvents than
native ones.
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