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Povzetek

Doktorska disertacija zajema dva sklopa. V prvem sklopu smo se osredoto¢ili na sintezo
magnetnega nosilca, modificiranega z organskim polimerom karboksimetil dekstranom
(CMD). V sintezni postopek smo vpeljali tri razlicne koncentracije CMD (0,25 g/mL, 0,40
g/mL in 0,50 g/mL CMD) ter na osnovi koncentracij sintetizirali tri vrste razli¢nih
modificiranih magnetnih nanodelcev (CMD1-MNPs, CMD2-MNPs in CMD3-MNPs).
Sintetizirane CMD-MNPs smo okarakterizirali z razli¢nimi analiznimi metodami: Fourier-
transformirano infrardeCo spektroskopijo (FT-IR), termogravimetricno analizo (TGA),
vrsticno elektronsko mikroskopijo (SEM), energijsko disperzijsko spektroskopijo (EDS),
transmisijsko elektronsko mikroskopijo (TEM) in z meritvami dinami¢nega sipanja svetlobe
(DLS). Magnetne lastnosti smo dolocili z elektronsko paramagnetno resonanco (EPR) in
vibracijskim magnetometrom (VSM). Karakterizacijo smo izvedli tudi za neprevlecene
magnetne nanodelce (nepreveleCeni MNPs). Uspe$no smo sintetizirali magnetne nosilce
CMD-MNPs z ozkimi porazdelitvami nanovelikosti od 27 nm do 30 nm. S FT-IR analizo
smo dolo¢ili prisotnost karboksilnih in hidroksilnih skupin na povr§ini CMD-MNPs, kar
potrjuje prisotnost polimerne previeke CMD na sintetiziranin MNPs. Z meritvami EPR in
VSM smo dokazali, da imajo sintetizirani CMD-MNPs magnetne lastnosti ter feromagnetni
sistem. Dolo¢ili smo inhibitorne lastnosti CMD-MNPs na rast dveh bakterijskih kultur,
Escherichia coli in Staphylococcus aureus. Inhibitorne wucinke na rast testnih
mikroorganizmov smo zaznali pri CMD3-MNPs, medtem ko ostali CMD-MNPs in
neprevleCeni MNPs ne izkazujejo antimikrobne ucinkovitosti. Prou€evali smo tudi
inhibitorne lastnosti MNPs, modificiranih s hitozanom (HIT-MNPs) in aminosilanom
(AMS-MNPs) na petih razli¢nih bakterijskih kulturah, E. coli, S. aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Enterococcus faecalis in Klebsiella pneumoniae. Pri nobenem testiranem vzorcu
nismo zaznali inhibiornega u¢inka na rast izbranih mikororganizmov. Na osnovi dobljenih
rezultatov smo za nadaljnje raziskave izbrali CMD3-MNPs. Nanj smo vezali encim alkohol
dehidrogenazo (ADH) iz kvasovke Saccharomyces cerevisiae.

V drugem sklopu doktorske disertacije smo nosilec CMD3-MNPs povrsinsko
funkcionalizirali z epiklorohidrinom (ECIH). Aktivne epoksi skupine na povrsini CMD3-
MNPs so sluzile za kovalentno vezavo ADH. Optimalna koncentracija ECIH, pri kateri smo
dosegli najvi§jo aktivnost imobilizirane ADH, je znaSala 4 % (v/v). Prav tako smo
proucevali vpliv razliénih procesnih parametrov (temperature, rotacijske hitrosti, pH
vrednosti medija, ¢asa imobilizacije in koncentracije encima) na aktivnost in ucinkovitost
imobilizirane ADH na CMD3-MNPs. Pri optimalnih pogojih imobilizacije ADH na CMD3-
MNPs smo dosegli 89,6 % preostalo aktivnost imobilizirane ADH in 99,5 % ucinkovitost
imobilizacije. Nadaljevali smo s postopkom koimobilizacije, pri ¢emer smo na
funkcionaliziran nosilec CMD3-MNPs koimobilizirali encim ADH in kofaktor g-
nikotinamid adenin dinukleotid (#-NAD). S spreminjanjem procesnih parametrov (mase
CMD3-MNPs, zaporedja koimobilizacije, koncentracije kofaktorja, vpliva casa in
temperature imobilizacije, ¢asa funkcionalizacije CMD3-MNPs ter koncentracije encima
ADH) smo proucevali njihov vpliv na aktivnost koimobilizirane ADH s kofaktorjem S-NAD
na CMD3-MNPs in ucinkovitost koimobilizacije. Pri optimalnih pogojih koimobilizacije

VIl



Vezava encimov na povrsinsko modificirane magnetne nosilce

ADH in f-NAD na CMD3-MNPs smo dosegli 73,3 % preostalo aktivnost ADH ter 93,8 %
ucinkovitost imobilizacije.

Izvedli smo tudi studijo termi¢ne stabilnosti proste ADH, ADH imobilizirane na CMD3-
MNPs in ADH koimobilizirane z f-NAD na CMD3-MNPs pri razli¢nih temperaturah. V
primerjavi s prosto ADH je ADH imobilizirana na CMD3-MNPs ohranila skoraj 60 % svoje
zaCetne aktivnosti po 24 urah inkubacije pri temperaturah 20 °C in 40 °C. Aktivnost proste
ADH se je po 24 urah inkubacije pri 20 °C znizala za polovico, pri 40 °C pa je bila dosezena
popolna inkativacija proste ADH ze po 5 urah. ADH, koimobilizirana z f-NAD na CMD3-
MNPs je pri temperaturi 30 °C ohranila 75,4 % zaCetne aktivnosti po 5 urah inkubacije, pri
50 °C in 5 urah inkubacije pa je ohranila 66,5 % zacetne aktivnosti. Aktivnost proste ADH je
po 5 urah inkubacije pri 50 °C znaSala le 6 %. Proucili smo tudi stabilnost ADH
imobilizirane na CMD3-MNPs in ADH koimobilizirane z f/-NAD na CMD3-MNPs, ki smo
ju skladiscili pri 4 °C. Po treh tednih sta obe obliki imobilizrane ADH ohranili kar 60 %
svoje zacetne aktivnosti. Z uspeSno imobilizacijo in koimobilizacijo encimov na ustrezno
modificirane in visoko funkcionalizirane MNPs smo zagotovili stabilnost visoko aktivnega
encima. Prosti, imobilizirani in koimobilizirani ADH smo dolo¢ili kineti¢ne parametre,
Michaelis-Mentenovo konstanto (Kwm) in maksimalno reakcijsko hitrost (Vmax).

Nadaljevali smo s postopkom imobilizacije, tokrat na izbrane magnetne nosilce,
modificirane s hitozanom (HIT-MNPs) in aminosilanom (AMS-MNPs) na katere smo
imobilizirali encim p-galaktozidazo (5-GAL). Magnetne nosilce HIT-MNPs in AMS-MNPs
smo funkcionalizirali z mreznim povezovalcem glutaraldehidom (GA) in amino-donorjem
pentaetilenheksaminom (PEHA), s katerima smo dosegli visoko funkcionalno povrsino
izbranih MNPs. Na tako funkcionalizirane MNPs smo imobilizirali encim p-GAL iz glive
Aspergillus oryzae ter optimirali koncentraciji GA in PEHA. Pri funkcionalizaciji HIT-
MNPs z 1 % (v/v) GA smo dosegli le 42,9 % preostale aktivnosti f-GAL, pri 40 % (v/v)
PEHA pa kar 98,2 % preostale aktivnost f-GAL. Pri kombinaciji obeh, GA in PEHA, smo
dosegli hiperaktivacijo encima (128,9 %), do katere pride zaradi konformacijskih sprememb
encima. Hiperaktivacijo smo dosegli tudi pri imobilizaciji f-GAL na AMS-MNPs. Najvisjo
preostalo aktivnost f-GAL smo dosegli, kadar smo kot mrezni povezovalec uporabili 20 %
(v/v) PEHA (154,4 %). Visoko preostalo aktivnost f-GAL smo dosegli tudi ob dodatku 2,5
% (v/v) GA (137,7 %) ter pri kombinaciji 2 % (v/v) GA in 30 % (v/v) PEHA (124,5 %).

Klju¢ne besede: magnetni nanodelci, karboksimetil dekstran, karakterizacijska analiza,
funkcionalizacija, epoksi zamreZevanje, epiklorohidrin, glutaraldehid, encimi, imobilizacija,
koimobilizacija, alkohol dehidrogenaza, kineti¢ni parametri, A-nikotinamid adenin
dinukleotid, s-galaktozidaza

UDK: 543.645.4620.3(043.3)
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Abstract

Doctoral thesis consists of two parts, in the first part synthesis of magnetic carrier and
modification with organic polymer carboxymethyl dextran (CMD) was performed. Three
different CMD concentrations were applied into the synthesis process (0,25 g/mL, 0,40 g/mL
in 0,50 g/mL CMD), which resulted in three different modified magnetic carriers (CMD1-
MNPs, CMD2-MNPs and CMD3-MNPs). All CMD-MNPs were characterized with various
analytical methods: Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR), thermogravimetric
analysis (TGA), scanning electron microscopy (SEM), energy-dispersive x-ray spectroscopy
(EDX), transmission electron microscopy (TEM), dynamic light scattering (DLS). Magnetic
properties were analyzed with electron paramagnetic resonance (EPR) and magnetization
measurements with vibrating sample magnetization (VSM) and compared to uncoated
magnetic nanoparticles (uncoated MNPs). Based on characterization results, CMD-MNPs
were successfully synthesized with average diameters from 27 nm to 30 nm and size
distribution revealed the most consistent sizes of CMD3-MNPs. Hydroxyl and carboxyl
groups were confirmed on the CMD-MNPs surface, which corresponds to hydroxy and
carboxyl groups of CMD, therefore confirms the presence of CMD layer on the surface of
synthesized CMD-MNPs. EPR and VSM measurements confirmed magnetic properties of
all CMD-MNPs and a ferromagnetic system. Later on, inhibition properties were determined
of all CMD-MNPs on two different bacterial cultures, Escherichia coli and Staphylococcus
aureus, where CMD3-MNPs displayed inhibition zone, confirming antimicrobial properties,
whereas with other CMD-MNPs no inhibition was detected. Toxicity was also determined
on MNPs coated with chitosan (HIT-MNPs) and aminosilane (AMS-MNPs) on five different
bacterial cultures, E. coli, S. aureus, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis and
Klebsiella pneumoniae, where no inhibition was detected. After detailed characterization and
investigation of inhibition properties, modified CMD-MNPs were successfully synthesized
as nano-carriers, and CMD3-MNPs was chosen for further investigation of enzyme
immobilization in the second part of doctoral thesis, because of its most favourable
properties.

In second part of doctoral thesis nano-carrier CMD3-MNPs was surface functionalized with
epoxy cross-linking, where epoxy cross-linker epichlorohydrin (ECIH) was used to provide
additional functional epoxy groups to covalently bind enzyme alcohol dehydrogenase (ADH)
from Saccharomyces cerevisiae. With optimization of process parameters ECIH with 4 %
(v/v) was used, which resulted in the highest residual activity of immobilized ADH. Epoxy-
functionalized CMD3-MNPs were used in immobilization protocol, where effect of process
parameters was investigated on residual activity and immobilization efficiency of ADH.
Effect of immobilization temperature, rotation speed, pH of medium, time of immobilization
and enzyme concentration were investigated. After successful optimization ADH
immobilized onto CMD3-MNPs managed to obtain 89,6 % of residual activity and 99,5 % of
immobilization efficiency. Further on, co-immobilization of enzyme ADH and cofactor -
nicotinamide adenine dinucleotide (#-NAD) was performed. Again, effect of process
parameters (amount of CMD3-MNPs, sequence of co-immobilization, cofactor



Vezava encimov na povrsinsko modificirane magnetne nosilce

concentration, time and temperature of co-immobilization. time of functionalization of
CMD3-MNPs and enzyme concentration) on residual activity and immobilization efficiency
of co-immobilization were investigated. After successful optimization, ADH co-immobilized
with S-NAD onto CMD3-MNPs managed to obtain 73,3 % of residual activity and 93,8 % of
immobilization efficiency.

With detailed immobilization and co-immobilization protocol of enzymes onto properly
modified and functionalized CMD3-MNPs highly stable and active ADH was achieved and
further investigated for its thermal stability at different temperatures. Compared to free
ADH, ADH immobilized onto CMD3-MNPs obtained almost 60 % of its initial activity after
24 hours at 20 °C and 40 °C, while free ADH at 20 °C lost almost half of its initial activity
and was completely inactive at 40 °C after just 5 hours. ADH co-immobilized with f-NAD
onto CMD3-MNPs managed to obtain 75,4 % of its initial activity after 5 hours at 30 °C and
66,5 % of its initial activity after 5 hours at 50 °C. Free ADH obtained only 6 % of its initial
activity after 5 hours at both temperatures. Storage stability of ADH immobilized onto
CMD3-MNPs and ADH co-immobilized with f-NAD onto CMD3-MNPs were investigated
at 4 °C, where both obtained almost 60 % of its initial activity after three weeks. Kinetic
parameters Michaelis-Menten constant (Km) and maximum reaction velocity (Vmax) were
determined for free, immobilized and co-immobilized ADH.

Immobilization protocols were continued, where enzyme p-galactosidase (f-GAL) was
immobilized onto selected magnetic carriers, modified with chitosan (HIT-MNPs) and
aminosilane  (AMS-MNPs). Magnetic carriers HIT-MNPs and AMS-MNPs were
functionalized  with  cross-linker  glutaraldehyde  (GA) and  amino-donor
pentaethylenehexamine (PEHA), with which highly functionalized MNPs were obtained. So
functionalized HIT-MNPs and AMS-MNPs were immobilized with enzyme S-GAL from
fungus Aspergillus oryzae and residual activities and immobilization efficiencies were
determined. After optimization of GA and PEHA concentrations, 42,9 % of residual activity
was achieved when immobilizing f-GAL onto HIT-MNPs functionalized with 1 % (v/v)
GA. With 20 % (v/v) PEHA 98,2 % of residual acitvity was achieved. When using
combination of 0,5 % (v/v) GA and 30 % (v/v) PEHA 128,9 % of residual activity was
achieved, which resulted in hyper-activation of enzyme due to its conformational changes.
Hyper-activation was achieved also with immobilizing f-GAL onto AMS-MNPs and the
highest residual activities were obtained with 2,5 % (v/v) of GA (137,7 %), with 20 % (v/v)
of PEHA (154,4 %) and with combination of 2 % (v/v) of GA and 30 % (v/v) of PEHA
(124,5).

Keywords: magnetic nanoparticles, modification, carboxymethyl dextran, characterization
analysis, functionalization, epoxy cross-linking, epichlorohydrin, glutaraldehyde, enzyme,
immobilization, co-immobilization, alcohol dehydrogenase, Kkinetic parameters, p-
nicotinamide adenine dinucleotide, #-galactosidase
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Uporabljeni simboli in kratice

Simboli

A absorbanca

C koncentracija proteinov (mg/mL)

Cp koncentracija prostega encima (mg/mL)

Cs koncentracija encima v spiranjih (mg/mL)

df redc¢itveni faktor (-)

g faktor za karakterizacijo interakcij med spini neparnih elektronov z
zunanjim magnetnim poljem (-)

H magnetno polje (Oe)

k naklon premice

M magnetizacija (H)

t ¢as (min)

T temperatura (°C)

Te Curie-jeva temperatura (K)

Ve volumen raztopine encima (mL)

Vk kon¢ni volumen reakcijske zmesi (mL)

Grski simboli

a alfa (-)

o] beta (-)

y gama (-)

o masna magnetizacija (emu/q)

Eo-Nitro milimolarni ekstinkcijski koeficient o-Nitrofenola pri 405 nm (-)
EB-NADH milimolarni ekstinkcijski koeficient fS-NADH pri 340 nm (-)

p relativna u¢inkovitost imobilizacije (%)
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magnetna susceptibilnost (m3/kg)

’ zeta (-)

Kratice

A. oryzae Aspergillus oryzae

ADH alkohol dehidrogenaza

AMS-MNPs magnetni nanodelci modificirani z aminosilanom
APTES 3-aminopropiltrietoksisilan

APTMS 3-aminopropiltrimetoskisilan

ATCC AmeriSka zbirka mikroorganizmov

-CH3 metilna skupina

CLEs zamrezeni encimi

CLEAs zamrezeni encimski skupki

CLECs zamreZeni encimski Kristali

CMD karboksimetil dekstran

CMD1-MNPs magnetni nanodelci modificirani z 0,25 g/mL CMD
CMD2-MNPs magnetni nanodelci modificirani z 0,40 g/mL CMD
CMD3-MNPs magnetni nanodelci modificirani z 0,50 g/mL CMD
CMD-MNPs magnetni nanodelci modificirani s CMD

COO karboksilna skupina

CuClz- 2H:0 bakrov klorid dihidrat

DLS dinami¢no sipanje svetlobe

DNK deoksiribonukleinska kislina

E. coli Escherichia coli

E. faecalis Enterococcus faecalis

ECIH epiklorohidrin

XX
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EDS

emu

EPR

Fe2+

Fe3+

FesOq

FeClz - 4H20
FeCls - 6H20
FT-IR

GA
HIT-MNPs
HNO3

K. pneumonie
MCA

MNPs

MRI

MSPE

N2

NAD(H)
NAD*
NADP(H)
NADP*
NaOH

-NH>
NH4OH

-OH

energijska disperzijska spektroskopija
elektromagnetna enota

elektronska paramagnetna resonanca

zelezovi (IT) ioni

zelezovi (III) ioni

magnetit

zelezov (VI) klorid tetra hidrat

zelezov (III) klorid heksahidrat

Fourierjeva transformirajoca infrardeca spektroskopija
glutaraldehid

magnetni nanodelci modificirani s hitozanom
dusikova (V) kislina

Klebisella pneumonie

monokloroocetna kislina

magnetni nanodelci

slikanje z magnetno resonanco

magnetna separacija na trdni fazi

dusik

reducirana oblika nikotinadmid adenin dinukelotida

oksidirana oblika nikotinamid adenin dinukleotida

reducirana oblika nikotinamid adenin dinukelotid fosfata

oksidirana oblika nikotinamid adenin dinukleotid fosfata

natrijev hidroksid
amino skupina
amonijev hidroksid

hidroksilna skupina
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PAA poliakrilna kislina

P. aeruginosa Pseudomonas aeruginosa

Pdl polidisperzni indeks

PEG polietilen glikol

PEHA pentaetilenheksamin

PEI polietilen imin

PLA polimlecna kislina

PMMA polimetil metakrilna kislina

PVA polivinil alkohol

S. aureus Staphylococcus aureus

S. cerevisiae Saccharomyces cerevisiae

SEM vrsticna elektronska mikroskopija
-SH tiolna skupina

TEM transmisijska elektronska mikroskopija
TGA termogravimetricna analiza

U enota za encimsko aktivnost (umol/min)
VSM magnetometer z vibrirajo¢o glavo
ZP zeta potencial

a-Fe203 hematit

S-GAL [S-galaktozidaza

S-NAD pS-nikotinamid adenin dinukleotid
y-Fe203 maghemit
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1 UVOD

Nacela »zelene« ali »trajnostne« kemije zajemajo koncept kemije in kemijskega inzenirstva,
ki spodbuja k razvoju procesov, ki zmanjsujejo ali odpravljajo uporabo nevarnih snovi pri
nacrtovanju, proizvodnji in uporabi kemic¢nih izdelkov. V ta namen se na znanstvenem
podro¢ju obratamo k iskanju ucinkovitih nacinov loCevanja homogenih in heterogenih
katalizatorjev od reakcijskih snovi in njihovega nadaljnjega recikliranja.

Nanoznanost predstavlja najpomembnejse raziskovalno podro¢je modernega sveta, kjer
interdisciplinarno podro¢je nanotehnologije omogoca pomembne napredke v zivljenjskih
znanostih in zdravstvu na molekularni ravni. Tako sta hitra rast in vzpon nanotehnologije v
zadnjem desetletju omogocila razcvet Stevilnih novih tehnologij na podrocju inzenirstva in
znanosti, predvsem v biomedicini in biotehnologiji z razvojem uporabe sinteti¢nih struktur,
imenovanih nanostrukturirani materiali (kot npr. nanodelci, nanovlakna, nanocevke,
nanozicke, nanofilmi itd.) [1].

Pomemben razred nanostrukturiranih materialov za vezavo biolosko aktivnih substanc
predstavljajo nanodelci iz magnetnega anorganskega jedra, obleCeni z vecslojno
funkcionalno prevleko [2—4]. Modificirani magnetni nanodelci so s svojo aplikativnostjo in
uporabnostjo v razli¢nih znanstvenih disciplinah zanimivo podro¢je predvsem zaradi
Stevilnih prednosti v vezavi na biolosko aktivne substance. Magnetni nanodelci (MNPs) se
zaradi moc¢nega magnetnega dipola zdruzujejo v skupke, kar omogoca velike povrSine, na
katere se lahko vezejo bioloske komponente [5,6]. Kljub temu ostaja najve¢ji izziv v uporabi
sinteticnega nanodelca, ki se lahko manifestira na razlicne nepredvidljive nacine [7-10]. V
izogib tak$Snim oviram je najpomembnejSi korak pri sintezi MNPs vezava naravnih,
bioloskih, biorazgradljivih in netoksi¢nih materialov, ki povecujejo moZnosti potencialnih
aplikacij in uporabe MNPs v $tevilnih boimedicinskih znanostih. Tak$ni materiali imajo
Stevilne prednosti, kot so primerna povrSinska kemija, primerne velikosti v nanomerilu, ozka
porazdelitev velikosti delcev ter kar je najpomembnejSe, so biokompatibilni in imajo
netoksicne lastnosti [11-16].

Lastnosti MNPs doloca veliko faktorjev, kot so velikost delcev, kemijska razgradnja in
interakcije z materiali oz. funkcionalnimi prevlekami, ki nanodelec obdajajo [17]. Najvecji
izziv pri sintezi MNPs predstavlja njihova teznja k agregiranju oz. k zdruZevanju v skupke,
saj posedujejo veliko razmerje med povrsino in prostornino. Manjsi kot je delec, vedji je
relativni delez atomov, ki so na povrsSini glede na Stevilo vseh atomov, ki sestavljajo delec
[18]. Prav tako je pomembno, da se pri sintezi MNPs obdrzi monodisperznost delcev ter
primerna nano-velikost [19]. Za dosego tak$nih kriterijev moramo MNPs prevle¢i s
primernimi funkcionalnimi prevlekami, ki zagotavljajo netoksi€ne in biokompatibilne
lastnosti, hkrati pa omogocajo ciljno dostavo za prenos ucinkovin na Zeljeno mesto v
dolo¢enem bioloskem sistemu [20-22].
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Encimi so bioloski katalizatorji, ki uravnavajo kemijske reakcije v zivih organizmih. Encimi
lahko =zaradi svojih izjemnih funkcionalnih lastnosti (aktivnosti, selektivnosti in
specifi¢nosti) katalizirajo najkompleksnejse kemijske procese pod milim pogoji. Zato so
encimi odli¢ni industrijski katalizatoriji na Stevilnih podro¢jih v kemi¢ni industriji. Kljub
odlicnim lastnostim prostih encimov so njihove Siroke moznosti uporabe v industriji
velikokrat omejene s pomanjklivostmi, kot so kratkoro¢na operativna stabilnost in
skladis¢enje ter omejena ponovna uporaba. TakSne pomanjkljivosti prostih encimov pa lahko
premagamo z imobilizacijo le-teh. \V primerjavi s prostimi encimi so imobilizirani encimi
bolj vzdrzljivi ter odporni na okoljske spremembe, postopek imobilizacije encimov pa
omogoca njihovo enostavno ponovno uporabo, veckratnost uporabe v industrijskih procesih,
nadzorovan reakcijski proces ter ohrani ali izboljsa njihovo aktivnost in stabilnost.

1.1 Opredelitev problema

V zadnjih letih je bilo raziskanih veliko polimerov, ki ustrezajo kriterijem primernih
funkcionalnih prevlek, saj so dokazano ucinkoviti materiali za pripravo MNPs. Mednje
spadajo hitozan [23], Skrob [24], albumin [25], alginat [26], polietilen glikol (PEG) [27],
polivinil alkohol (PPVA) [28] ter razli¢ni polioksamini [29] in dekstrani [30]. Eden izmed
taks$nih materialov je karboksimetil dekstran (CMD), s katerim bomo modificirali magnetni
nosilec za imobilizacijo encima. CMD je biokompatibilni hidrofilni polimer, ki je sestavljen
iz glukoze z vecinoma o-1,6 glikozidnimi povezavami, ki se v alkalnih raztopinah z
nekovalentnimi interakcijami mocno fizikalno absorbirajo na MNPs. Hidroksilne in
karboksilne skupine na CMD se z lahkoto zamrezijo in funkcionalizirajo s primarnimi amini
za vezavo razli¢nih tar¢nih ligandov, peptidov itd. [31]. CMD je biorazgradljiv in netoksic¢en
ter lahko dokazano izboljsa lastnosti MNPs za ciljno dostavo ucinkovin, kot tudi koloidno
stabilnost, ki je pomembna lastnost pri sintezi MNPs [12,32].

Ker so prosti encimi dokaj nestabilni, bomo z imobilizacijo izboljsali njihovo operativno
stabilnost in aktivnost [33-38]. Z imobilizacijo bomo tako poleg aktivnosti povecali tudi
zivljenjsko dobo imobiliziranega encima in zagotovili vecCkratnost uporabe. Prednosti
imobiliziranih encimov so enostavna separacija iz reakcijskega medija, ki jo lahko uvedemo
v razli¢ne »real-life« tehnologije. Encim ADH iz S. cerevisiae ima kot pomemben bioloski
katalizator, ki katalizira oksidacijo alkoholov in redukcijo aldehidov ali ketonov, pomembno
vlogo v razli¢nih aplikacijah v farmacevtski, Zivilski in prehrambeni industriji ter pri sintezi
razliénih intermediatov v kemijski industriji. Prav tako ima ADH dobro kataliticno
kapaciteto kot redoks biokatalizator v stereoselektivnih redukcijah in pri regeneraciji
koencimov NAD(P)H in NAD(P)H. Prav tako pa Stevilne prednosti predstavlja v razvoju
raznih biosensorjev [39-42]. Kljub Sirokemu spektru aplikativnosti ima ADH nekaj slabosti,
kot so slaba stabilnost v vodnih medijih, teZja separacija od produkta ter slaba ponovna
uporaba, ki omejuje samo aplikativnost encima [43]. Encim fS-galaktozidaza (f-GAL) iz A.
oryzae predstavlja velik potencial tudi na Stevilnih drugih podro¢jih industrije, kot so
prehrambna industrija, biosenzorji, diagnostika in zdravljenje raznih prehranskih moten;j
[44].
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Epoksi funkcionalne skupine so zelo aktivne funkcionalne skupine, ki reagirajo z razli¢nimi
biomolekulami, kot so encimi, proteini, nukleinske Kkisline. ECIH je epoksid z
bifunkcionalno alkilirajoo aktivnostjo, ki se wuporablja za proizvodnjo sinteticnih
materialov, kot so epoksi, fenoksi in poliamidne smole, politiole, zamrezene Skrobe,
surfaktante in farmacevtske produkte. Kot epoksid lahko ECIH kovalentno veze amino (-
NH2), tiolne (-SH) in hidroksilne (-OH) skupine na proteine, kar tvori zamrezen matriks
proteinov [45].

1.2 Doktorska teza

V okviru sinteze funkcionaliziranih CMD-MNPs za imobilizacijo biokatalizatorja ADH so
bile postavljene naslednje teze:

e magnetni nanodelci so primerni nosilci za imobilizacijo biokatalizatorjev;

o funkcionalizacija magnetnih nanodelcev, prevlecenih s CMD, omogoc¢a primerno
nanokompozitno strukturo, ki zagotavlja netoksi¢nost, biokompatibilnost in
biorazgradljivost;

e uvedba razli¢nih koncentracij CMD v sintezni postopek CMD-MNPs vpliva na
strukturne in magnetne lastnosti CMD-MNPs;

e sintetizirani CMD-MNPs imajo magnetne lastnosti.

V okviru dolo¢evanja inhibitornih lastnosti sintetiziranih CMD-MNPs in pripravljenih HIT-
MNPs so bile postavljene naslednje teze:

e pripravljeni CMD-MNPs in HIT-MNPs ne inhibirajo izbranih bakterijskih kultur;
e uporaba naravnih polimerov (CMD in HIT) v sinteznem postopku priprave CMD-
MNPs in HIT-MNPs zagotavlja netoksi¢nost in biokompatibilnost magnetnih

nanonosilcev.

V okviru imobilizacije encima ADH na CMD-MNPs in encima S-GAL na HIT-MNPs so
bile postavljene naslednje teze:

e funkcionalizirani CMD-MNPs preko epoksi-zamrezevanja zagotavljajo uspesno
imobilizacijo biokatalizatorja ADH,;

e funkcionalizirani CMD-MNPs z epoksi-zamrezenjem biokatalizatorja ADH
zagotavljajo vecjo stabilnost v vodnih medijih, lazjo separacijo ter ponovno uporabo,
ki omogocajo Siroko aplikativnost imobiliziranega biokatalizaroja ADHpredvsem v
razvoju raznih biosenzorjev;

e z optimiranjem procesnih parametrov v postopku imobilizacije biokatalizatorja ADH
na CMD-MNPs zagotovimo visoko aktivnost imobiliziranega ADH,;

e imobilizacija encima f-GAL na HIT-MNPs zagotavlja visoko aktivnost
imobiliziranega encima;

e 7 optimiranjem koncentracij mreznega povezovalca GA in amino-donorja PEHA pri
postopku imobilizacije encima f-GAL na HIT-MNPs zagotovimo $iroko
aplikativnost imobiliziranega nanonosilca v razli¢nih industrijah ¢iS¢enja, saj
zagotavlja enostavnost separacije;
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e imobilizacija encima f-GAL predstavlja velik potencial na Stevilnih podro¢jih
industrije, kot so prehrambena industrija in diagnostika.

1.3 Namen in cilji

V prvem sklopu doktorske disertacije se bomo osredotocili na sintezo ter karakterizacijo
MNPs in doloCevanje njihovih inhibitornih lastnosti. Inhibitorne lastnosti MNPs bomo
proucevali na razlicnih bakterijskih kulturah ter tako pridobili pomembne podatke o
biokompatibilnosti in netoksi¢nosti magnetnih struktur prevlecenih s CMD in HIT. Razvili
bomo sintezni postopek priprave MNPs na osnovi CMD z uvedbo razlicnih koncentracij
CMD ter tako dolocevali vpliv koncentracije na $e neraziskane strukturne in magnetne
lastnosti tako pripravljenih MNPs, prevle¢enih s CMD (CMD-MNPs). V sklopu studije
inhibitornih lastnosti na hitozanskin  MNPs (HIT-MNPs) bomo uporabili Ze vnaprej
pripravljene HIT-MNPs, sintetizirane po treh razli¢nih postopkih vezave hitozana, in sicer s
procesom mikroemulzije, s tehniko suspenzijskega zamrezevanja in z metodo kovalentne
vezave [46].

Drugi sklop doktorske disertacije bo zajemal imobilizacijo razlicnih encimov na sintetizirane
CMD-MNPs in HIT-MNPs. Sintetizirane CMD-MNPs bomo uporabili za imobilizacijo
encima ADH iz S. cerevisiae preko novega, Se neraziskanega na¢ina epoksi-zamrezenja ter
preucevali vpliv razli€nih procesnih parametrov imobilizacije na uinkovitost imobilizacije
ter preostalo aktivnost imobiliziranega ADH. Preu¢evane CMD-MNPs bomo nato uporabili
tudi pri koimobilizaciji encima ADH in kofaktorja g-nikotinamid adenin dinukleotida (/-
NAD) ter dolocevali preostalo aktivnost in ucinkovitost koimobilizacije. Doloc¢ili bomo
kineti¢éne parametre prosti, imobilizirani in koimobilizirani ADH. Nadaljevali bomo z
imobilizacijo encima S-GAL iz A. oryzae na ze pripravljene HIT-MNPs, kjer bomo pri
imobilizacijskem postopku uporabili razlicne koncentracije mreznega povezovalca GA in
razli¢ne koncentracije amino-donorja PEHA, ki zagotavlja proste amino skupine, na katere
se encim lahko veZe.
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2 SINTEZA MAGNETNIH NANODELCEV

Napredki zadnjih let so v znanosti obrodili Stevilne nove aplikacije uporabe MNPs na
najrazli¢nejsih podro¢jih tehnologije (predvsem v biomedicini, biotehnologiji in biokemiji)
in ponujajo Stevilne moznosti vpeljave novih metod v tehnoloske procese na podrocju
nanotehnologije. Superparamagnetni nanodelci zelezovega oksida (predvsem magnetit ali
maghemit) so najpogosteje uporabljeni nanodelci zaradi svojih Stevilnih prednosti v vezavi
biolosko aktivnih substanc. NajpomembnejSa prednost nanodelcev je njihovo veliko
razmerje med povrSino in volumnom, kar omogoca visjo povrsinsko energijo in odli¢ne
magnetne lastnosti.

2.1 Kemijske lastnosti MNPs

Zelezo in kisik se kemijsko veZeta v Zelezove okside (spojine), med katerimi je splosno
znanih 16 zelezovih oksidov, ki jih lahko razdelimo na okside, meSane okside, hidrokside in
oksihidrokside. V naravi se zelezov (III) oksid nahaja v obliki rje, medtem ko so vsi zelezovi
oksidi zelo razSirjeni, saj so cenovno ugodni in imajo pomembno vlogo v bioloSkih in
geologkih procesih [46]. Zelezovi oksidi v naravi obstajajo v ve¢ih oblikah, najpogostejse pa
so magnetit (FesOs), maghemit (y-Fe2Oz) in hematit (a-Fe203), ki so tehnolosko tudi
najpomembnejSe. Vse tri Zelezove oblike se razlikujejo v razliénih fizikalno-kemijskih
lastnostih, ki izvirajo iz njihovih razliénih oksidacijskih stanj zeleza [47—49]. Nekatere
lastnosti magnetita, maghemita in hematita opisuje Tabela 2-1.

Tabela 2-1: Nekatere fizikalne in magnetne lastnosti Zelezovih oksidov [50]

Magnetit Maghemit Hematit

Lastnost
(FesOa) (y-Fe20:s3) (a-Fe203)
gostota (g/cm®) 5,18 487 5,26
Ttatisea (°C) 1583-1597 - 1350
trdota 55 5 6,5
magnetizem feromagneten ferimagneten Sibko feromagneten,
antiferomagneten

Teurie (K) 580 820-986 956
kristalografski kubicni kub¢ni ali romboedri¢ni,
sistem tetraedric¢ni heksagonalni

Kristalna struktura vseh treh zelezovih oksidov je sestavljena iz kisikovih anionov, skupaj z
zelezovimi kationi v oktaedralni ali tetraedralni intersticijski stranici. Kisikovi ioni so v
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hematitu v heksagonalni razporeditvi, medtem ko se Zelezovi (III) ioni nahajajo na
oktaedralnih stranicah (Slika 2-1a). Kisikovi ioni so pri magnetitu in maghemitu v kubi¢ni
razporeditvi (Slika 2-1b), pri ¢emer ima magnetit inverzno spinelno strukturo z zelezovimi
(IIT) ioni, ki so naklju¢no razporejeni med oktaedralnimi in tetraedralnimi stranicami, in
zelezovimi (II) ioni na oktaedralnih stranicah [48,51].

Hematit Magnetit Maghemit
G'FezoS Fe304 Y-F9203

Slika 2-1: Kristalna struktura hematita, magnetita in maghemita [52]

Vsi materiali so do neke mere magnetni, stopnja magnetnosti pa je odvisna od njihove
atomske strukture in temperature. Elektroni, ki krozijo okoli atomskega jedra, elektroni, ki se
vrtijo okoli svoje osi in rotirajoca pozitivno nabita atomska jedra so magnetni dipoli. Ti
dipoli se lahko medseboj izkljucujejo, kar lahko povzroci, da dolo¢en atom izgubi magnetni
dipol. V primeru, da se dipoli ne izkljucujejo, ima atom permanentni magnetni dipol, kot na
primer Zelezovi ioni. Mo¢ magnetnega dipola imenujemo magnetni dipolni moment, kar
pomeni merilo o0z. kapaciteta nekega dipola, da se poravna s zunanjim magnetnim poljem.

Ko nek material izpostavimo magnetnemu polju (H), se atomski dipoli poravnajo s poljem,
kar povzoc¢i magnetni moment materiala. Koli¢ino magnetnega momenta na enoto volumna
imenujemo magnetizacija (M). Razmerje med magnetizacijo in magnetnim poljem
definiramo:

M=yxH

pri Cemer je y volumetri¢na magnetna susceptibilnost, ki je brez enot, medtem ko sta M in H
izraZena v A/m. Magnetne materiale klasificiramo glede na njihovo susceptibilnost (y). Ce
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imajo materiali Sibke odbijajo¢e sile in negativno susceptibilnost (y < 0), so materiali
diamagnetni. Ce imajo materiali majhno pozitivno susceptibilnost (y > 0), katere sestavljajo
atomi z lastnim magnetnim momentom, so materiali paramagnetni, medtem ko imajo
feromagnetni materiali pozitivno susceptibilnost. Diamagnetni in paramagnetnih materiali
izgubijo magnetne lastnosti, ¢e odstranimo vpliv zunanjega magnetnega polja, medtem ko
imajo feromagnetni materiali stabilne magnetne lastnosti tudi po odstranitvi vpliva
zunanjega magnetnega polja. Feromagneten material (Slika 2-2) postane paramagneten nad
temperaturo, imenovano Curiejeva temperatura (Tc). Tc je temperatura, nad katero magnetni
momenti posameznih delcev niso ve¢ vzporedni, material pa postane paramagneten [14,53—
58].

M Magnetizacija (M)

Magnetna

) saturacija (M)
remanenca

koercivnost .

N\

Magnetno polje (H)

Slika 2-2: M-H krivulje za feromagneten material [58]

Materiale lahko nasplosno razvrstimo v pet kategorij: diamagnetne, paramagnetne,
feromagnetne, ferimagnetne in superparamagnetne. Clovesko telo sestavljajo samo
diamagnetni (kosti in tkiva) ter paramagnetni materiali (kri). Slika 2-3 prikazuje razli¢na
magnetna stanja, ki se pojavijo v procesu kristalizacije zeleza [50,59]. Paramagnetni kristal
tvori nakljuéno razporejene magnetne momente, tako ima celotna struktura neto nicelni
magnetni moment. Ko kristal v paramagnetnem stanju izpostavimo zunanjemu magnetnemu
polju, se magnetni momenti razporedijo tako, da kristal dobi majhen neto magnetni moment.
V feromagnetnem in antiferomagnetnem stanju se posamezni momenti naklju¢no poravnajo
brez vpliva zunanjega magnetnega polja. Feromagnetni materiali vsebujejo ve¢ magnetnih
domen, v katerih obstajajo enakomerne magnetizacije. Vsaka od teh domen je locena z
neenakomerno magnetizacijsko razporeditvijo, z razli¢nimi magnetizacijskmi vektorji. Ker
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so vektorji v domeni neporavnani, je tudi neto magnetizacija nizka. Superparamagnetizem se
pojavi, ko je feromagnetni ali ferimagnetni material tako majhne velikosti, da se smer
magnetizma naklju¢no spreminja pod vplivom temperature. Taks$ne lastnosti imajo pri sobni
temperaturi delci magnetnega materiala, manjs$i od neke kriticne velikosti, ki je navadno
manjSa od 15 nm. Z zmanjSevanjem velikosti delcev se izredno poveca njihova povrsina.
Superparamagnetni delci zunaj magnetnega polja ne kazejo spontane magnetne polarizacije,
med njimi ni magnetnih interakcij, ki bi povzro¢ale magnetno aglomeracijo [60,61].

Magnetizem materiala izvira iz magnetnega momenta, ki ga kazejo nekateri magnetni atomi
0z. ioni. Material kot celota ne bo kazal magnetnega momenta, ¢e so magnetni momenti
posameznih atomov v materialu naklju¢no urejeni. Taka snov bo torej nemagnetna oz.
paramagnetna.

L
Gy mz
i

Paramagneten Feromagneten
Superparamagneten l

Antiferomagneten Ferimagneten

Slika 2-3: Poravnava magnetnih momentov posameznih ionov v zelezu

Magnetizacija superparamagnetnih delcev je podobna magnetizaciji feromagnetnih, vendar
veliko vecja kot pri paramagnetnih delcih. Zato lahko superparamagnetne nanomateriale z
lahkoto zasledujemo v magnetnem polju, brez da bi ob tem dobili manj stabilno koloidno
suspenzijo. Veliko aplikacij MNPs temelji na uporabi magnetnega polja za manipulacijo
lastnosti, katere so odvisne od u¢inkovitosti magnetnega momenta delca in magnetnega polja
[62]. Jakost enojedrnih superparamagnetnih nanodelcev je zaradi majhnega premera in
magnetnega momenta manj ucinkovita. Pri ve¢jedrnih kompozitih so magnetna polja toliko
mocnejSa, da omogocajo magnetno ciljanje z nizjimi vrednostmi poljske jakosti in gradienta
[63,64]. Prav ta zanemarljiva magnetizacija superparamagnetnih delcev je prednostna
lastnost, ki prepreCuje agregacijo materialov, kot tudi pri uporabi le-teh. Ob zmanjSanju
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magnetnega polja delci ne kazejo ve¢ magnetnih interakcij, zato se tudi agregaciji izognemo

[64,65].

2.2 Sinteza MNPs

Feritna koloida, magnetit (FesOs) in maghemit (y-Fe-Oz), sta najpogosteje uporabljena
nanonosilca na medicinskem in farmacevtskem podrodju predvsem zaradi svoje
biokompatibilnosti in biorazgradljivosti [66,67]. Glavne sintezne postopke za pripravo
MNPs, ki jih shematsko prikazuje Slika 2-4, lahko razdelimo na tri poglavitne skupine:

e kemijske metode:
so enostavne, sledljive in zelo ucinkovite metode, pri katerih lahko nadzorujemo
velikost, sestavo in obliko nanodelcev. Med kemijske metode spadajo:

kemijska koprecipitacija [68—70]
mikroemulzija [71-74]
hidrotermalna reakcija [75]
elektrokemijska metoda [76]
sonokemijska metoda [77]

sol-gel sinteza [78]

oksidacijska metoda [79]

sinteza z injekcijskim tokom [80]
metoda s superkriti¢nimi fluidi [81]
sinteza z uporabo nanoreaktorja [82].

o fizikalne metode:
SO sicer natan¢ni postopki, pri katerih ni moznosti nadzorovati velikosti delcev v
nanomerilu. Med fizikalne metode spadata:

elektronska litografija [83—85]
depozicija s plinsko fazo [86,87]
laserska piroliza [88]

laserska ablacija [89]

metoda s kroglicnim mlinom [90]
metoda z aerosol/parno fazo [91].

e Dbioloske metode
metode z dobro ponovljivostjo in visokim izplenom, cenovno ugodne. Mednje spada
bioloske metode s/z:

proteini [92]

mikrobno inkubacijo [93]
glivami [94]

rastlinami [95].
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Kemijske metode (90 %) Fizikalne metode (8 %) Bioloske metode (2 %)
Sonokemijska  Termiéna razgradnja  Koprecipitacija Depozicijas - z glivami
14% 9% 28% Aerosol plinskofazo  Elektronska % ra;";‘am' 1%  zbakerjami
37% 19% litografija ’ 219%
Elektrokemijska \ 3%
| . . !
Hidrotermalna Mikroemulzija Krogliéni mlin L:iig"ri‘;a La;‘*’?}“ s %fé)f;‘ini
3 4 12 % ablacija A
5% A% * 149% 159%

Slika 2-4: Shematski prikaz sinteznih metod MNPs [96]

2.2.1 Kemijska koprecipitacija

Med najpreprostejSe in najucinkovitejSe metode za sintezo MNPs spada kemijska
koprecipitacija, ki temelji na kemijski reakciji v vodni raztopini. Sinteza je sestavljna iz
obarjanja zelezovih (I1I) in zelezovih (I) ionov v molarnem razmerju 2:1 ob prisotnosti baze
(NH4OH ali NaOH). Obarjen zelezov hidroksid nato lo¢imo z magnetno dekantacijo ali
centrifugiranjem ter stabiliziramo z dodatkom koncentrirane baze ali Kisline za
elektrostati¢no stabilizacijo magnetne tekocine [97]. Kemijsko enacbo nastanka magnetita
(Fe304) lahko opisemo z enacbo:

Fe2* + 2Fe® +80H > Fes0q + 4H.0

Glede na termodinamske pogoje reakcije bi popolno obarjanje magnetita (FesOas) pri¢akovali
v pH obmo¢ju med 8-14 s stehiometri¢nim razmerjem Zelezovih ionov 2:1 (Fe®*/Fe?*) v ne-
oksidirajo¢i kisikovi atmosferi [98]. Ker pa je magnetit zelo nestabilen in na kisiku oksidira,
se ob prisotnosti kisika pretvori v maghemit (y-Fe203). Reakcijo lahko opiSemo z enacbo:

FesOs+ 2H" >  y-Fe;03 + Fe?* + H.0

Oksidacija pa ni edini nacin pretvorbe magnetita v maghemit. Pri tem sodeluje vec
elektronskih ali ionskih prenosov, v veliki meri odvisnih od pH vrednosti suspenzije. Pri
anaerobnih pogojih v kislem okolju se Fe?* ioni desorbirajo kot heksa-vodni kompleksi v
raztopini, medtem ko oksidacija magnetita v bazi¢nem okolju na povr§ju magnetita poteka
kot oksidacija-redukcija. Oksidacija Fe?* ionov je povezana s premikom kationa po kristalni
mreZzi, kar ustvarja kationske praznine za obstoj naboja magnetitne stehiometrije, pri ¢emer
dobimo delce homogene v velikosti in sestavi [99].

Na sintezo MNPs vpliva ve¢ faktorjev, med katerimi so najpomembnejsi molarno razmerje
Fe?*/Fe®*, pri ¢emer povpreéni premer delca naraiéa z naraiéajocim Fe?*/Fe3* molarnim
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razmerjem, u¢inkovitost precipitacije pa pada [86]. Prav tako na sintezo vpliva koncentracija
zeleza. Povprecni premeri delca so mo¢no odvisni tudi od kislosti in ionske moci obarjalnega
medija. Visji kot je pH in ionska mo¢, manjsi bodo delci in ozja porazdelitev velikosti, saj ti
parametri dolo¢ajo kemijsko zgradbo in posledi¢no tudi elektrostaticni naboj povrsine delca
[70,100]. Na velikost delca vpliva tudi hitrost meSanja, saj se z nara$¢anjem hitrosti meSanja
premer delca manjSa. Prav tako se s pristnostjo baze v sintezni reakciji velikost delca manjsa
[101]. Sinteza MNPs pod N2 atmosfero varuje pred oksidacijo in tudi zmanjSuje velikost
delcev v primerjavi z delci, sintetiziranimi v postopkih brez N2 atmosfere [102—-104].

2.3 Povrsinska funkcionalizacija MNPs

Zelezovi oksidi z neprevledeno povr§ino so nagnjeni k aglomeriranju zaradi moéne
magnetne privlacnosti med delci, van der Waalsovih sil in visoke povrSinske energije [105].
Taksni neprevleceni delci imajo visoko koncentracijo zelezovih ionov, ki je toksi¢na za
organizem, tudi sicer pa jih zaradi aglomeriranja le-ta lahko zavrne [13,106]. Temu se lahko
izognemo s postopkom maodificiranja, ki delce naredi hidrofilne, biokompatibilne in visoko
funkcionalne [107]. Primerna povrSinska prevleka omogoca netoksi¢nost in
biokompatibilnost delcev, prav tako pa omogoca taréno dostavo u¢inkovine na specifiénem
mestu, kar je uporabno predvsem v medicini. Vecina raziskav se osredotoca na izboljSanje
biokompatibilnosti nanodelca, kot tudi magnetnih lastnosti, porazdelitve velikosti in oblike.
Narava povrSinske prevleke nanodelca pomembno vpliva tudi na biokinetiko in
biodistribucijo nanodelcev v telesu [108,109]. Vrsta povrsinske prevleke je v veliki meri
odvisna od vrste aplikacije, kateri bo nanodelec sluzil (protivnetni ucinek ali protirakav
uc¢inek). Na MNPs lahko vezemo razli¢ne biomolekule kot so u¢inkovine, proteini, encimi,
protitelesa ali nukleotidi. Zaradi bioloskih prevlek imajo takSni delci ozko porazdelitev
velikosti in so vodotopni, kar jim da ogromno moznosti uporabe v biomedicini [104,109].

Neprevle¢eni MNPs imajo zaradi velikega razmerja med povrSino in volumnom hidrofobno
povrsino, aglomerirajo in se zdruzujejo v velike skupke, kar nasplo$no povecuje velikost
nanodelcev. Med tak$nimi aglomeriranimi delci se pojavijo mo¢ne magnetne interakcije, Ki
se feromagnetno izrazajo. Ko se dva velika skupka priblizujeta, drug drugemu posegata v
magnetno polje, kar sproza dodatno magnetizacijo [110], takSna vzajemna magnetizacija pa
povecuje agregacijo [111]. Ob magnetni privlaénosti in mo¢nih van der Waalsovih silah je
modifikacija povrSine nanodelcev neizogibna, saj zagotavlja visokofunkcionalne nanodelce
in omogoca stabilizacijo le-teh. Za preprecevanje agregacije nanodelcev zato v postopku
sinteze uporabimo stabilizatorje, kot so surfaktanti ali polimeri. Tabela 2-2 prikazuje razli¢ne
postopke za pripravo in povrSinsko modifikacijo MNPs glede na velikost nanodelca.
Materiale, s katerimi modificiramo povrSino nanodelcev, lahko razdelimo na organske in
anorganske.

11
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Tabela 2-2: Razliéni postopki za pripravo in povrSinsko modifikacijo MNPs glede na velikost delcev [96]

Premer [nm]  Postopek za pripravo in povrSinsko modifikacijo MNPs

1-20 obarjanje MNPs v vodni raztopini ali oljni mikroemulziji
(zagotavlja visoko magnetne MNPs pod N> atmosfero z nizkimi T)

20-30 (do 50)  obarjanje MNPs v prisotnosti polimerov ali surfaktantov
(zagotavlja monodisperzne in stabilne MNPs v raztopini)

50-100 povrsinska modifikacija s polimeri ali surfaktanti
(magnetne tekoCine stabilne v in vivo in in vitro pogojih)

Izbira aktivne substance za modifikacijo povrS§ine MNPs je odvisna od funkcionalnosti
modificiranega nanomateriala. Primarne funkcionalne skupine preprecujejo agregacijo
delcev in zagotavljajo primerna mesta za nadaljno vezavo biomolekul. Primarne
funkcionalne skupine se na povrsino MNPs lahko vezejo z adsorpcijo polimera ali manjsih
molekul ali pa se kovalentno vezejo s polimerizacijo silanskih struktur s pritrjenimi
funkcionalnimi skupinami (primer je amino skupina preko APTES/APTS). Obicajne
funkcionalne skupine, ki se uporabljajo za primarno funkcionalizacijo MNPs so hidroksilne
skupine (polisaharidi, PEG), amino skupine (hitozan, PEI), karboksilne skupine (poliakrilna
kislina, alginat, citrat). Za specifi¢no vezavo se uporabljajo druge funkcionalne skupine, kot
so epoksi, tiolne, alkilne, azidne in karbonilne (Slika 2-5).

0 0
OH H
karboksilna aldehidna amino
0
Q- Q- Q-
HN—NH,,
hidroksilna hidrazidna amino z aromatskim
obrocem
0
Q= d~ Q-
NH,
tiolna epoksi amidna
"
QO @i
C| ]
klorometilna toluensulfonilna

Slika 2-5: Funkcionalne skupine na povrsini MNPs za vezavo razli¢nih biomolekul [112]
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2.3.1 Povrsinska funkcionadlizacija z organskimi materiali

Pri pripravi magnetnih tekocin je najpomembnejsSa njihova stabilnost, katero v obliki prevlek
zagotavljajo organske spojine. Prav tako je prednost organskih prevlek zagotavljanje
biokompatibilnosti nanodelcev. Strukturo MNPs, funkcionaliziranih z organskimi spojinami
lahko glede na lastnosti delimo na dve skupini:

e taksne, ki ohranjajo magnetne lastnosti magnetnih delcev;
e taksne, ki ohranjajo lastnosti organskih spojin.
MNPs lahko delimo na tri tipe nanostruktur:
e jedro - lupina
ve¢ nanodelcev prevleCenih z organsko spojino, pri ¢emer je jedro lahko
katerikoli Zelezov oksid, npr.: magnetit ali maghemit;
e matriks
delimo na dve skupini:
o mozaik: lupino sestavljajo organske molekule, ki obdajajo ve¢ neenakih
MNPs
o lupina - jedro: jedro sestavlja organska molekula, ki jo obdaja lupina
MNPs
e lupinaa- jedro - lupinayp
MNPs sintetizirani po postopku »layer-by-layer«, kjer lupino sestavljajo organske
molekule, ki obdajajo funkcionalizirane MNPs, pri ¢emer je lupinaa polimer ali
biomolekula, lupinap pa drug funkcionalni material.

Slika 2-6 prikazuje razli¢ne tipe struktur MNPs prevleCenih z organskimi materiali. S
funkcionalizacijo povrSine MNPs z organskimi spojinami zagotovimo biorazgradljivost
nanomaterialov, hkrati pa organske spojine na povrSini nanodelca zagotovijo dodatne
funckionalne skupine, kot so aldehidne, hidroksilne, karboksilne in amino, na katere lahko
vezemo razli¢ne biolosko aktivne molekule (protitelesa, proteine, DNK, encime itd.).

O & O

mozaik lupina - jedro
jedro - lupina |—> matriks <—, lupina, - jedro - lupina,

Slika 2-6: Razli¢ne strukture MNPs funkcionaliziranih z organskimi materiali [67]
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2.3.1.1 Molekule in surfaktanti

Primerna povrSinska modifikacija v obliki funkcionalizacije in izbira topila so kljucni
dejavniki za dosego zadostnih odbijajocih interakcij, ki preprecujejo aglomeriranje delcev ter
zagotavljajo stabilnost koloidne raztopine. Glede na povrSinske karakteristike
funkcionaliziranin MNPs delimo MNPs, funkcionalizirane z majhnimi molekulami ali
surfaktanti na tri skupine:

e lipofilne (nepolarne)
e hidrofine (polarne)
o amfifilne (polarne in nepolarne)

Med lipofilne molekule, ki sestavljajo organske spojine funkcionaliziranihn MNPs spadajo
hidrofobne spojine, kot npr. mas¢obne Kkisline, alkilfenol (linearni ali razvejan), med
hidrofilne molekule pa amonijeva sol, poliol, licin. Ce funckionalno previeko MNPs
sestavljajo amfifilne molekule, vsebujejo tako hidrofilne kot lipofilne kemijske skupine (npr.
zveplov licin) [67]. Pri funckionalizaciji MNPs z lipofilnimi molekulami se uporabljajo
oleinska kislina, lavri¢na kislina, dodecil fosfanat, heksadecil fosfonat, diheksadecil fosfonat
in drugi [111,113-115]. Pri funkcionalizaciji MNPs s hidrofilnimi molekulami pa amino
Kisline [116], citronska kislina [113,117], vitamini [118,119], ciklodekstrin [120-122].

O OH O
0 HO OH
O~ "OH
OH
Oleinska kislina Citronska kislina

Slika 2-7: Kemijska struktura oleinske in citronske Kisline

Stabilnost MNPs lahko zagotovimo tudi z adsorpcijo surfaktantov na povr§ino nanodelca, ki
preprecuje stikanje le-teh. Med najpogostej$§imi surfaktanti so razliéne mono- ali di-
karboksilne kisline (citronska ali oleinska). Citronska kislina v vodi disociira, karboksilni
ioni (COO") pa se vezejo na povrsino nanodelca in ga stabilizirajo v vodni raztopini (Slika
2-8) [113]. Oleinska kislina se uporablja v sintezi feritnih nanodelcev, saj zagotavlja debelo
zaSc€itno plast, ki zagotavlja monodisperznost delcev [123,124]. Vpliv oleinske in citronske
kisline v sinteznem postopku MNPs za imobilizacijo encima transglutaminaze smo objavili v
delu Gajsek in ostali [125].

14
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Cit -

Cit -

Cit -
cit” Cit -
Surfaktant Cit- Cit-
Citronska ali oleinska kislina
Treokcije' pHmedw’io o Oler Ole-
Ole-
Ole
Ole-
Ole- Ole-
Ole Ole-
Ole-

Slika 2-8: Stabilizacija MNPs z adsorpcijo surfaktanta (citronske ali oleinske kisline)

2.3.1.1.1 Aminosilan

Za modifikacijo povrsine nanodelca se velikokrat uporablja tudi silan predvsem zaradi svoje
biokompatibilnosti kot tudi funckionalnih skupin za vezavo razli¢nih kovin, polimerov ali
biomolekul [22,126,127]. Delci, prevleceni s silanom imajo fizikalne lastnosti neprevlecenih
MNPs, a z visoko magnetno saturacijo. V sinteznem postopku najpogosteje uporabljena
silana sta 3-aminopropiltrietoksisilan (APTES) in 3-aminopropiltrimetoskisilan (APTS) za
zagotavljanje amino (-NH) in tiolnih (-SH) skupin.

N NH,
H1C
No-si-o HC, [
0-Si-0
0] CH3 [ \CH
( o ot
H.C
CH,
3-aminopropiltrietoksisilan 3-aminopropiltrimetoksisilan
(APTES) (APTMS)

Slika 2-9: Strukturna formula APTES in APTMS [128]

Hidroksilne skupine na povr$ini MNPs reagirajo z metoksi skupinami silanskih molekul, kar
vodi v nastanek Si-O vezi, medtem ko terminalne funkcionalne skupine ostajajo proste za
vezavo drugih biomolekul. Fizikalno-kemijski mehanizem modificiranja povrSine MNPs s
silanom predstavlja Slika 2-10.
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OCHj OH R
H,0 | 2 Silan |
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OCHs OH OH
Silan
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R
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N
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Slika 2-10: Fizikalno-kemijski mehanizem modifikacije MNPs s silanom [67]

2.3.1.2 Polimeri

MNPs, funkcionalizirani z razlicnimi polimeri imajo Stevilne prednosti, saj zmanjSujajo

odbijajoce sile in tako izenacujejo magnetne interakcije in Van der Waalsove sile na povr$ini
MNPs, prav tako pa omogocajo edinstvene fizikalne in kemijske lastnosti. Z izbiro

primernega polimera za funkcionalizacijo MNPs zagotovimo sintezo MNPs s tocno

dolocenimi, Zelenimi lastnostmi. Prevleke s polimeri lahko razvrstimo med sinteti¢ne in
naravne polimere, vsaka skupina pa ima svoje prednosti. Te prikazuje Tabela 2-3.

Tabela 2-3: Organske makromolekule in njihove prednosti pri funkcionalizaciji MNPs [67]

Polimer Prednosti Referenca
dekstran izboljsuje biokompatibilnost in stabilnost [2,12,27,32,129-
131]
skrob izboljsuje biokompatibilnost, uporaben za MRI [24,132]
naravni in taréno dostavo uéinkovin
Zelatina kot Zelirni agent, hidrofilni emulgator, [133,134]
biokompatibilen
hitozan netoksicen, alkalen, hidrofilen, biokopatibilen ~ [10,11,23,135,136]
PEG izboljsuje hidrofilnost, vodotopnost, [27,137-139]
biokompatibilnost
sinteticni PVA f;z;n);edc‘,ilsljpee ?Zg;((;gerac1jo, povecuje [140-142]
PLA izboljsuje biokompatibilnost, biorazgradljivost, [63,75]

zmanjSuje toksi¢nost
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alginat izboljsuje stabilnost in biokompatibilnost [26,143,144]
PMMA termoobcutljiv [145]
PAA izbolSuje stabilnost in biokompatibilnost [146,147]

2.3.1.2.1 Dekstran

Dekstran, s kemijsko formulo H(CsH1005)nOH, je vodotopen hidrofilni polimer, sestavljen iz
ponavljajoc¢ih se enot D-glukoze, povezanih z a-1,6 glikozidnimi vezmi (Slika 2-11). Poleg
vode je topen Se v metil sulfoksidu, formamidu, etilen glikolu, glicerolu, 4-metilmorfolin-4-
oksidu in heksametil fosforamidu. Povpreéna molska masa dekstrana znasa med 9 x 10° in
500 x 10° g/mol. Pridobivanje dekstrana poteka iz saharoze s pomod¢jo bakterije Leuconostoc
mesenteroides, prav tako pa tudi iz dekstrina s pomoc¢jo drugih bakterij (Penicillium
funiculosum, Streptococcus mitis) [148]. Kot organska prevleka se uporablja predvsem
zaradi svoje biokompatibilnosti [129,149,150]. Pri izbiri dekstrana ima pomembno vlogo
dolzina dekstranskih verig, ki omogoca optimalne polarne interakcije s povr§Sino MNPs.
Ceprav so vodikove vezi relativno §ibke, je celokupna energije vezave vsake vodikove vezi
po celotni polisaharidni verigi visoka zaradi velikega Stevila hidroksilnih skupin na vsaki
molekuli [151-153].

a) : b)

ﬁ’ﬁ <,

-

HO OH

H /&\/ Izomaltoza (a-1,6) ponavljajoca se
w enota polimerne verige dekstrana

0af{l,6)
A/o
dekstran HO
HO
CH
0

Slika 2-11: Struktura dekstrana (a) in ponavljajoca se enota polimerne verige dekstrana (b)

_/

Prvi ogljikov atom (C-1) enega monomera je povezan s hidroksilno skupino na zadnjem
ogljikovem atomu (C-6) drugega monomera. Taksno konfiguracijo najdemo tudi v a-1,6
disaharidni izomaltozi, glikogenu in amilopektinu (Slika 2-11). Poleg glavne verige vsebuje
tudi razvejitve z a-1,2, a-1,3 in a-1,4 glikozidnimi vezmi. Zaradi hidroksilne skupine je
dekstran hidrofilen, hkrati pa omogoca enostavno vezavo drugih molekul, saj je hidroksilna
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skupina prisotna na vsakem monomeru v verigi. Monomer vsebuje vsaj 3 hidroksile, ki se
lahko derivatizirajo. TakSna multivalentna struktura dekstrana omogoca vezavo razlicnih
molekul na s§tevilnih mestih v polimerni verigi. Topen dekstran se uporablja za modifikacijo
ali kot mrezni povezovalec proteinov in drugih molekul [112]. Prav tako se uprablja v
medicini kot antitrombotik, zdravilo za preprecevanje krvnih strdkov, kot tudi razsirjevalec
pri hipovolemiji [154—156].

Karboksimetil dekstran (CMD) je derivat dekstrana, ki poleg hidroksilnih vsebuje Se
karboksilne skupine. Nastane pri reakciji z monokloroocetno kislino (MCA, CICH2COzH)
pri alkalnih pogojih. Reakcijo dekstrana z MCA prikazuje Slika 2-12. Vsebnost karboksilnih
skupin pri CMD znaSa med 3 % in 10 %, tj. ena karboksilna skupina na vsaki 2,5 enoti
glukoze [112].

o-
0 Y
(o] \O—g 0
HO 11 le) 00—
b “1IOH Monokloroocetna
HO OH kislina
HO OH
Dekstran
RO
\o
o o_§
HO "o 0
{ -1 1OH
O OH \
o:(r o o
oo o=
o- o-

Karboksimetil dekstran (CMD)

Slika 2-12: Reakcija hidroksilnih skupin dekstrana z monokloroocetno kislino, pri ¢emer nastane CMD [112]

2.3.1.2.2 Hitozan

Hitozan je alkalni, netoksic¢en, hidrofilni, biokompatibilni in biorazgradljivi polimer. Aktivne
amino skupine na povrSini hitozana lahko v blagih reakcijskih pogojih veZejo razlicne
molekule. Strukturno je sestavljen iz kopolimera N-acetil-D-glukozamin in D-
glukozaminskih enot povezanih z f-1,4-glukozidno vezjo z eno amino (-NH) skupino in
dvema hidroksilnima (-OH) skupinama na vsaki ponavljajo¢i glikozidni enoti [157]. Pri
nizjih pH vrednostih (Slika 2-13) so lastnosti hitozana polikationske, njegova topnost pa je
vi§ja zaradi protonacije amino skupine. S sulfonacijo postanejo kationske lastnosti hitozana
reverzibilne oz. anionske, ki izboljsajo fluidnost, hitozan pa pridobi tudi antikoagulantne
lastnosti [158,159]. Molska masa hitozana znasa med 300 in 1000 kD, s stopnjo deacetilacije
med 30 % in 95 % [160]. Hitozan se uporablja v medicinskih aplikacijah pri tkivnem
inZeniringu, predvsem pa v sinteznih postopkih za tar¢no dostavo ucinkovin. Poleg izjemne
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biokompatibilnosti in biorazgradljivosti je hitozan zanimiv za medicinske aplikacije tudi
zaradi primarne aminske funkcionalne skupine [161,162], in sicer v ortopediatriji, dentalni
medicini, oftalmologiji in kirurgiji [163,164].

r CH,O0H 7 B CH,0H
o o. o O,
10 OH e W .10 OH
e — .
= NH, -" - NH;* - °
visok pH nizek pH
netopen topen

Slika 2-13: Struktura hitozana pri razli¢nih pH [23]

2.3.2 Povrsinska funkcionalizacija z anorganskimi materiali

Alternativa organskim materialom za prevlecenje MNPs so anorganski materiali, ki
izboljSujejo antioksidativne lastnosti neprevleCenim MNPs. MNPs prevleCeni z
anorganskimi materiali nudijo prednosti v katalizi, bioozna¢evanju in bioseparacijah. Med
anorganske materiale spadajo silika, kovine, nekovine, kovinski oksidi in sulfidi. Silika je
najpogostej$i anorganski material, ki se uporablja za prevleCenje MNPs, saj izboljSuje
stabilnost, preprecuje interakcije med delci in agregacijo, izboljsuje biokompatibilnost in
hidrofilnost. Na MNPs, prevlecene s siliko se lahko vezejo razlicne bioloske molekule ali
ligandi [22,61,165-167]. Modifikacijo MNPs prevleéenih s siliko lahko dosezemo tudi s
kovalentno derivatizacijo povrSine MNPs s funkcionaliziranim silanom. Pri reakciji APTS s
silika delci dobimo povr§ino delcev prevleCeno s primarnimi amino skupinami z
elektrofilnimi skupinami (Slika 2-14). Prednosti uporabe silike pred organskimi polimeri so
v vi§ji gostoti delcev, zato lahko le-te spiramo s centrifugiranjem, Cetudi ti merijo v
povprecju 30-40 nm. Lazja separacija delcev omogoca enostavnejSe procesiranje v
primerjavi s polimernimi delci istih velikosti. Prednost uporabe anorganskih materialov za
prevle¢enje MNPs je tudi zmoznost nespreminjanja oblike le-teh pri izpostavljanju v vodnih
ali nevodnih topilih.
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H,N H/ /)/
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Kondenzacija aminopropil-silanola v silanol na silika povrsini

Slika 2-14: Funkcionalizirani silika delci z APTS [128]
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2.4 Uporaba MNPs

Napredki zadnjih desetletij so omogocili uporabo MNPs na razliénih podroc¢jh, tako v
bioznanosti kot biotehnologiji. MNPs so uporabljeni v $tevilnih in vivo aplikacijah, kot so
tar¢na dostava ucinkovin, MRI in tumorska terapija z magnetno hipertermijo. Pri in vitro
aplikacijah so uporabni pri separaciji celic in biomolekul ter imobilizaciji razli¢nih
bioaktivnih u¢inkovin.

2.4.1 Invivo

MNPs so prvotno bili uporabljeni v medicini za magnetno separacijo bioloskih produktov in
celic, kot tudi za tar¢no dostavo ucinkovin [58,168], vedno bolj pa rastejo tudi klini¢ne
aplikacije MNPs, saj dobivajo le-ti vedno veéjo vlogo v diagnostiki [21,49,107,157,169].
Zaradi odli¢nih magnetnih lastnosti se MNPs uporabljajo kot kontrastni agenti za MRI in za
taréno dostavo ucinkovin (Slika 2-15), predvsem za dostavo kemoterapevtskih in
protivnetnih uéinkovin ter za gensko terapijo [170,171]. Zaradi moZnosti vezave razli¢nih
polimerov omogocajo biokompatibilnost in netoksi¢nost kot tudi podalj$an ¢as cirkulacije
dolocene ucinkovine. Ko je u€inkovina z nanodelcem koncentrirana na Zeljeni specifi¢ni
lokaciji v tkivu, se u¢inkovina lahko sprosti z nosilca, bodisi z encimsko aktivnostjo ali pa s
spreminjanjem fizioloskih pogojev, npr. temperature ali pH vrednosti [172]. Edina klini¢na
uporaba komercialnih MNPs je uporaba le-teh kot kontrastnih agentov za MRI. MRI je
najucinkovitej$a neinvaziva tehnika v klini¢ni medicini. Glede na velikost MNPs se za MRI
uporabljajo standardni MNPs (50-180 nm), ultramajhni MNPs (10-50 nm) in zelo majhni
MNPs (< 10 nm), med katerimi so ultramajhni MNPs najpogosteje uporabljeni MNPs.

taréna molekula

———>

ucinkovina

nanodelec

tarna dostava

Slika 2-15: Tar¢na dostava uéinkovin [172]

Kemoterapevtski agenti povzro€ajo ogromno stranskih u¢inkov predvsem zaradi slabe tar¢ne
natanc¢nosti, medtem ko imajo MNPs sposobnost dostave protirakavih u¢inkovin na to¢no
specificno mesto v malignih celicah, pri tem pa ne $kodujejo zdravim. Ker je z metodo
tarne dostave ucinkovin z MNPs ucinkovina dostavljena direktno na zeljeno lokacijo v
tkivu, je tudi potreben odmerek veliko nizji kot pri kemoterapevtikih. V sistem tar¢ne
dostave z MNPs je bilo vpeljanih Ze vec¢ protirakavih ucinkovin, s cemer se je izboljsala tudi
njihova tar¢na specificnost [173].
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Magnetna hipertermija je postopek, kjer MNPs generirajo toplotno energijo, s katero
uni¢ujejo rakave celice. MNPs skupaj s celicami potujejo po endocitotskih poteh ter se
koncentrirajo v intracelularnih endosomnih veziklih. Ko se pojavi visokofrekvencno
magnetno polje, se MNPs segrejejo, kar je posledica Neelove in Brownove relaksacije, ter
lokalno unicijo prisotne celice [174,175].

2.4.2 In vitro

In vitro aplikacije zajemajo imobilizacijo encimov, encimskih inhibitorjev, oligonukleotidov
ter drugih najrazli¢nejSih bioloSko aktivnih ucinkovin. Imobilizacija omogoca enostavno
ponovno uporabo biomolekul iz reakcijskih sistemov s pomoc¢jo zunanjega magentnega
polja, s katerim imobilizirane biomolekule magnetno locujemo. Prav tako lahko
imobilizirano biomolekulo taréno dostavljamo na zeleno specifi¢no lokacijo [33].

VW W

Izolacija, separacija in ¢is¢enje biolosko aktivnih molekul (proteinov, peptidov, nukleinskih
kislin in drugih specifi¢nih biomolekul) se uporablja v vseh vejah biotehnologije. Magnetna
separacija ponuja Stevilne prednosti v primerjavi z obiCajnimi separacijskimi postopki.
Postopek je enostaven in kratek, saj lahko vsi koraki separacijskega postopka potekajo v eni
reagencni epruveti. Pri magnetni separaciji ne potrebujemo opreme visoke cenovne
vrednosti, saj lahko uporabimo komercialno dostopne magnetne separatorje. Ucinkovitost
magnetne separacije Se posebej Koristi pri velikih in obseznih industrijskih procesih.
Magnetna separacija (Slika 2-16) predstavlja osnovo razli¢nih avtomatiziranih procesov,
predvsem pri imunoesejih z magnetnimi nanodelci, ki se upoorabljajo za doloCevanje
razli¢nih analitov, proteinov in peptidov [176,177].
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Slika 2-16: Poenostavljen shematski prikaz magnetne separacije [170]
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Magnetna separacija na trdni fazi (MSPE) je postopek separacije na trdni fazi z uporabo
magnetnih nanodelcev 0z. magnetnih adsorbentov. Magnetni adsorbent dodamo raztopini ali
suspenziji, ki vsebuje analit, katerega zelimo adsorbirati na magnetni adsorbent. Odstranimo
ga z uporabo magnetnega separatorja in nadaljno analiziramo [178]. Magnetno lahko
separiramo tudi razli¢ne evkariontske in prokariontske celice iz najrazli¢nejsih tkivnih ali
krvnih raztopin [171,179]. Prav tako so v uporabi Stevili nanofertilizatorji, nanofungicidi in
nanopesticidi na osnovi magnetnih nanodelcev za obdelavo razli¢nih semen in rastlin [180—
182]. MNPs se uporabljajo tudi na okoljevarstvenih podro¢jih predvsem za prepreCevanje
onesnazevanja (detekcija, monitoring, remediacija) in obdelavi odpadnih vod (membranska
filtracija, adsorpcija) [183,184].

2.5 Toksicnhost MNPs

Razli¢ne studije MNPs potrjujejo visoko biokompatibilnost nanomaterialov brez toksi¢nih
ali pa z zelo majhnimi ucinki, ki ne povzrocajo resnejsih negativnih vplivov na organizem.
Odzivnost imunskega sistema na dostavo u¢inkovine kot tudi sama toksi¢nost nanonosilca je
v veliki meri odvisna od same biokompatibilnosti in bioragradljivosti modificiranega
nanonosilca, na katerem ucinkovino prenasamo. Ko nanodelec modificiramo, se njegova
toksi¢nost lahko ali zmanjsa ali poveca. Toksicnost MNPs je odvisna od $tevilnih faktorjev;
od doziranja, kemijske sestave, velikosti, strukture, povrSinske kemije, biorazgradljivosti,
farmakokinetike in biodistribucije. Velik vpliv na toksi¢nost MNPs imajo funkcionalne
prevleke, ki delce naredijo biokompatibilne. K temu prispevajo razli¢ni polimeri, kot so
dekstran ali hitozan. Nekatere raziskave kazejo, da delci, ki so neprevleceni zmanjSujejo
celicno adhezijo fibriblastov, medtem ko prevleceni delci ne povzrocajo vecjih sprememb.
Neprevleceni delci povzrocajo membranske nepravilnosti, medtem ko prevleceni delci ne
povzro¢ajo sprememb citoskeletona fibroblastov [185].

2.5.1 Inhibitorne lastnosti MNPs

Nanodelci z velikostjo 1-10 nm imajo dokazano izjemne antimikrobne lastnosti predvsem
zaradi velike kontaktne povrSine z bakterijo [186]. Nanodelci z zelo majhnimi dimenzijami
in antimikrobnimi komponentami, kot so srebro, bakrov oksid, titanov dioksid ter MNPs z
vezanimi polimeri, kot so hitozan ali dekstran, posedujejo dolo¢ene antimikrobne lastnosti.
Nanodelci z antimikrobnimi lastnostmi lahko inhibirajo rast nekaterih mikroorganizmov
tako, da prekinejo njihovo rast, v nekaterih primerih celo unicujejo patogene [187].

Bakterije klasificiramo na Gram-pozitivne in Gram-negativne. Gram-pozitivne bakterije
imajo debelejso celicno steno peptidoglikanov kot Gram-negativne. Gram-negativne
bakterije pa imajo zunanjo membrano lipopolisaharidov, ki je Gram-pozitivne bakterije
nimajo. Gram-negativne bakterije imajo dodatno periplazmicno plast med zunanjo steno in
membrano. Ker je ta plast tanjsa od plasti pri Gram-pozitivnih bakterijah, je pri izpostavitvi
nanodelcem z antimikrobinimi lastnostmi bolj dovzetna za poskodbe celi¢ne stene [188,189].
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2.6 Eksperimentalni del

2.6.1 Materiali in reagenti

Za sintezo magnetnih nanodelcev, modificiranih s CMD smo uporabili:

zelezov (I11) klorid heksahidrat (FeCls-6H20), Merck, Nemcija
zelezov (IT) klorid tetrahidrat (FeClo-4H20), Merck, Nemcija

CMD natrijevo sol, MW=10000-20000 Da, Sigma Aldrich, Nem¢ija
amonijakalno raztopino (25 % NHs), Chem-Lab, Belgija

etanol (96 % C>HsOH), Sigma Aldrich, Nem¢ija

dusik (N2, 99,5 %), Messer, Slovenija

milliQ vodo

Za sintezo hitozanskih magnetnih nanodelcev smo uporabili:

zelezov (I11) klorid heksahidrat (FeClz-6H20), Merck, Nemcija
zelezov (I1) klorid tetrahidrat (FeCly-4H20), Merck, Nemcija
amonijakalno raztopino (25 % NHs), Chem-Lab, Belgija
citronsko kislino, Merck, Nemcija

hitozan, Sigma Aldrich, Nemdija

parafinsko olje, Pharmachem, Slovenija

emulgator Span-80, Sigma-Aldrich, Nemcija

glutaraldehid, 25 %, Sigma Aldrich, Nem¢ija

natrijev hidroksid (NaOH), Merck, Nemcija

ocetno kislino (CH3COOH), Merck, Nem¢ija

klorovodikovo kislino (HCI1), Merck, Nemc¢ija

milliQ vodo

Za sintezo aminosilanskih magnetnih nanodelcev smo uporabili:

zelezov (I11) klorid heksahidrat (FeCls-6H20), Merck Nemcija
zelezov (I1) klorid tetrahidrat (FeCly-4H20), Merck, Nemcija
amonijakalno raztopino (25 % NHs), Chem-Lab, Belgija
citronsko kislino (CsHgO3), Merck, Nemcija

natrijev silikat (Na2SiOs), Sigma Aldrich, Nemc¢ija
klorovodikovo kislino (HCI), Merck, Nem¢ija
3-aminopropil-trimetoksisilan (97 % APTMS), Sigma Aldrich, Nemcija
metanojsko kislino (HCOOH), Merck, Nemcija

metanol (CH3OH), Merck, Nemc¢ija

glicerol (CsHgO3), Kemika, Slovenija

natrijev klorid (NaCl), Merck, Nem¢ija

milliQ vodo
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Za dolocevanje inhibitornih lastnosti smo uporabili:
e tripti¢ni soja bujon, Merck, Nemcija
e goveji krvni serum, Sigma-Aldrich, Nem¢ija
e mesni pepton, Merck, Nemcija
e mesni ekstrakt, Merck, Nemcija
e kvasni ekstrakt, Sigma-Aldrich, Nemcija
e agar, Sigma-Aldrich, Nemc¢ija
e natrijev klorid (NaCl), Merck, Nemcija
e Dbakterijske kulture za studijo inhibitornega uc¢inka HIT-MNPs (Nacionalni laboratorij
za zdravje, okolje in hrano, Maribor):
e Escherichia coli
e Kilebsiella pneumonie
e Pseudomonas aeruginosa
e Staphylococcus aureus
e Enterococcus faecalis
e bakterijske kulture za Studijo inhibitornega u¢inka CMD-MNPs (DSMZ - German
Collection of Microorganisms and Cell Cultures GmbH):
e Escherichia coli
e Staphylococcus aureus

2.6.2 Laboratorijska oprema in aparature

Pri laboratorijskem delu smo uporabili naslednjo opremo in aparature:

e merilni valji (10 mL, 50 mL, 100 mL, 1 L)

e steklene ¢ase (5 mL, 20 mL, 50 mL, 100 mL, 250 mL, 500, mL)
e steklene bucke (100 mL, 200 mL)

e mikrocentrifugirke (1500 pL, 2000 pL)

e centrifugirke (50 mL)

e stekleni trivratni reaktor

e mehansko mesalo

e magnetno mesalo

e magnet

e mikropipete

e pH meter

e termometer

e tehtnica

e ultrazovcna kopel

e stresalnik in inkubator (Heidolph Unimax 1010)
e centrifuga (Eppendorf Centrifuge 5804 R)
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2.6.3 Eksperimentalne metode

2.6.3.1 Priprava CMD raztopin

Za pripravo CMD raztopin smo uporabili CMD natrijevo sol, ki smo jo raztopili v vodnem
mediju. Pripravili smo 20 mL vsake raztopine CMD s konénimi koncentracijami 0,25 g/mL,
0,40 g/mL in 0,50 g/mL. CMD raztopine smo segreli na 40 °C in jih mesSali 30 min, da Smo
dobili homogeno raztopino.

2.6.3.2 Sinteza CMD-MNPs

Sintezo magnetnih nanodelcev smo pripravili z metodo koprecipitacije ali obarjalno reakcijo
zelezovih (III) ionov in Zelezovih (II) ionov v ustreznem stehiometricnem razmerju 2:1 ob
dodatku baze (NH4OH) in mo¢nem mehanskem meSanju. Glavna prednost taksne sinteze je
velika koli¢ina nanodelcev na ekonomicen in preprost nac¢in. Ker imajo magnetni nanodelci
teznjo po agregiranju oz. zdruzevanju v skupke, je potrebno le-te prevleci z ustreznimi
funckionalnimi prevlekami, s c¢emer zagotovimo netoksi¢nost, biokompatibilnost in
biorazgradljivost nanonosilca. V nasem primeru smo kot prevleko uporabili polimer CMD.

CMD-MNPs smo pripravili tako, da smo 4,4 g FeClz-6H20 in 1,6 g FeCl2-4H.0 raztopili v
40 mL milliQ vode. Raztopino smo za 5 min postavili na ultrazvo¢no kopel. Po 5 min na
ultrazvo¢ni kopeli smo raztopino prelili v trivratni reaktor potopljen v parafinsko kopel,

opremljen z mehanskim meSalom ter mo¢no meSali na 500 rpm pod inertno duSikovo
atmosfero (Slika 2-17). Predhodno pripravljeni CMD raztopini z dolo¢eno koncentracijo (iz
poglavja 2.2.3.1) smo dodali 5 mL 25 % amonijakalne raztopine. Ko je raztopina Zelezovih
ionov dosegla 85 °C, smo pripravljeno raztopino CMD in amonijakalno raztopino po
kapljicah dodajali raztopini zelezovih ionov in nadaljno mesali 1 uro na 85 °C.

Slika 2-17: Postopek priprave CMD-MNPs v trivratnem reaktoju pod N atmosfero.

Nastanek CMD-MNPs smo zaznali s preskokom barve iz rjave v ¢rno, kar smo dosegli z
obarjanjem Zzelezovih ionov ob prisotpnosti dodane baze, v nasem primeru 25 %
amonijakane raztopine ob dodatku pripravljene CMD raztopine. Preskok barve raztopine in
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pripravo CMD-MNPs v trivratnem reaktorju z mesanjem z mehanskim mesalom pod inertno
dusikovo atmosfero prikazuje Slika 2-17.
Ohlajeno in obarjeno suspenzijo CMD-MNPs smo prenesli v manj$o ¢aSo ter delce posedali
in jih magnetno dekantirali s spiranjem s 150 mL milliQ vode. Postopek smo ponovili
dvakrat. Pripravljene CMD-MNPs smo nato liofilizirali.
Opravili smo 3 postopke sinteze CMD-MNPs s tremi razli¢nimi koncentracijami CMD
natrijeve soli. Glede na uporabljeno koncentracijo CMD natrijeve soli smo dobili vzorce z
naslednjimi oznakami:

e CMDI1-MNPs (CMD s koncentracijo 0,25 g/mL)

e CMD2-MNPs (CMD s koncentracijo 0,40 g/mL)

e CMD3-MNPs (CMD s koncentracijo 0,50 g/mL)

2.6.3.3 Sinteza HIT-MNPs

HIT-MNPs smo pripravili po postopkih opisanih v delu Hojnik in ostali [190] in jih
uporabili za dolo¢evanje inhibitornih lastnosti.

2.6.3.4 Sinteza AMS-MNPs

AMS-MNPs smo pripravili po postopkih opisanih v delu Sulek in ostali [22] in jih uporabili
za doloCevanje inhibitornih lastnosti.

2.6.4 Andlizne metode

Za karakterizacijo pripravljenih magnetnih nanodelcev, prevle¢enih s CMD (CMD1-MNPs,
CMD2-MNPs in CMD3-MNPs) smo uporabili naslednje analizne metode.

2.6.4.1 Fourier-transformirana infrardeca spekiroskopija (FT-IR)

S FT-IR smo preucevali vezavo med sintetiziranimi magnetnimi nanodelci in prevlekami
CMD razli¢nih koncentracij. FT-IR analizo smo opravili tako, da smo pripravljene suhe
vzorce CMD-MNPs zmesali s suhim KBr v razmerju 1:10, nato pa s tlatno preso naredili
tabletke. Analizo smo opravili na FT-IR spektofotometru Perkin Elmer 1600 Fourier
tranform infrared spectroscopy z obmo¢jem snemanja 500 cm™ do 4000 cm™,

2.6.4.2 Termogravimetricna analiza (TGA)

S TGA pripravljenih vzorcev CMD-MNPs smo merili fizikalne spremembe pripravljenih
vzorcev  CMD-MNPs, in sicer spremembno mase vzorca v kontrolirani atmosferi v
odvisnosti od temperature. TGA analizo smo opravili na aparaturi TGA/DSC1 (Schmadzu,
IRAffinity-1, Mettler Toledo). Vzorce smo segrevali od sobne temeprature do 600 °C pod N>
atmosfero. Z inertno atmosfero smo preprec€ili oksidacijo vzorcev. Temperaturni korak TGA
analize je znasal 10 °C/min, z natancnostjo + 0,3 °C in temperaturno to¢nostjo + 0,5 °C.
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2.6.4.3 Vrsticna elekironska mikroskopija (SEM)

S SEM smo preucevali morfologijo in velikosti sintetiziranih magnetnih nanodelcev
prevlecenih s CMD. Analizo smo opravili na vrsticnem elektronskem mikroskopu FE, SEM
Sirion, 400 NC, FEI. Vzorce smo pripravili v obliki nanosa magnetnega prahu na ogljikovo
pasto, ko smo jo naprsili z zlatom (Au).

2.6.4.4 Energijsko disperzijska spekiroskopija (EDS)

Za identifikacijo in kvalitativno doloCitev kemijskih elementov v sintetiziranih vzorcih
CMD-MNPs smo uporabili analizo EDS, ki smo jo izvedli na vrsticnem elektronskem
mikroskopu (SEM), FE SEM Sirion, 400 NC, FEI. Z EDS metodo zanesljivo kvantitativno
dolo¢imo masni delez elementa (>10%), manjsse koli¢ine elementa (1-10%) ter elemente v
sledovih (<1%).

2.6.4.5 Transmisijska elekironska mikroskopija (TEM)

S TEM smo proucevali morfologijo in strukturne lastnosti sintetiziranih magnetnih
nanodelcev, prevlec¢enih s CMD ter dolocevali razpon velikosti le-teh in debelino previeke
CMD. Meritve TEM pripravljenih vzorcev CMD-MNPs so bile opravljene na Institutu Jozef
Stefan v Ljubljani na presevnem elektronskem mikroskopu JEOL 2010F s pospesevalno
napetostjo elektronov 200 kV. Vzorce smo nanesli na bakreno presevno mrezico z naneSeno
amorfno plastjo ogljika.

2.6.4.6 Meritve dinamicnega sipanja svetlobe (DLS)

S pomoc¢jo dinami¢nega sipanja svetlobe smo dolocevali porazdelitev velikosti,
hidrodinami¢ni premer ter {-potencial sintetiziranih CMD-MNPs s pomo¢jo Brownovega
gibanja v suspenzijah. DLS vzorcev smo opravili na aparatu Zetasized Nano ZS, kjer smo
vzorce sintetiziranin CMD-MNPs, dispergiranih v vodnem mediju z nevtralnim pH pri sobni
temperaturi, nalili v steklene kivete, gibanje delcev pa posneli s pomocjo laserja. Po Brownu
se manjsi delci gibljejo hitreje, vecji pa poCasneje.

2.6.4.7 Elekironska paramagnetna resonanca (EPR)

Z EPR smo sintetiziranim vzorcem CMD-MNPs izmerili prehode elektronskih spinov med
energijskimi nivoji. Prehod inducira elektromagnetno valovanje z ustrezno frekvenco
(mikrovalovi), s katerim vzorec obsevamo. EPR spektri sintetiziranih CMD-MNPs so bili
posneti na Drzavni univerzi M. V. Lemonosov v Moskvi, Rusija, na instrumentu Bruker
ELEXSYS-500 X-band EPR spektrometer (frekvenca 100 kHz pri temperaturei 25 °C v
kvar¢nih kivetah premera 1,0 mm. EPR spekter pri -196 °C je bil posnet na X-band Bruker
EMX-8 spektrometru. Za natan¢no kalibracijo magnetnega polja smo uporabili standard
DPPH (go = 2,0036) in manganove ione (Mn?*) v matriksu magnezijevega oksida (MgO). Za
izraCun g-vrednosti iz eksperimentalnega EPR spektra smo uporabili vrednost magnetnega
polja v sredini amplitude spektralne linije. Masa vzorca je znasala 0,3 — 0,7 mg.
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2.6.4.8 Magnetne meritve

Z magnetometrom z vibrirajo¢o glavo (VSM) smo dolocevali odvisnot magnetizacije od
zunanjega magnetnega polja. Meritve smo izvajali pri sobni temperaturi na Lake Shore 7307
VSM magnetometru.

2.6.5 Dolocevanje inhibitornih lastnosti

Studijo toksi¢nosti 0z. stopnje, do katere lahko neka substanca poskoduje organizem smo
izvajali na petih razli¢nih bakterijskih kulturah, in sicer E. coli, S. aureus, P. aeruginosa, E.
faecalis in K. pneumonie. Za dolocevanje stopnje toksi¢nosti HIT-MNPs smo za vseh pet
bakterijskih kultur uporabili pripravljene ATCC standarde. Za dolocevanje stopnje
toksi¢nosti CMD-MNPs smo pripravili hranilna medija za gojenje E. coli in S. aureus.

2.6.5.1 Dolocevanje inhibitornih lastnosti CMD-MNPs

Najprej smo pripravili hranilne medije za gojenje posameznih bakterijskih kultur. Sestavo
posameznega medija prikazujeta Tabela 3-6 in Tabela 3-7.

e E.coli
Tabela 2-4: Hranilni medij za gojenje E. coli

Mesni pepton 59
Mesni ekstrakt 30
Agar (za trdi medij) 159
Destilirana voda 1L

e S. aureus
Tabela 2-5: Hranilni medij za gojenje S. aureus

Tripti¢en sojin bujon 3049
Kvasni ekstrakt 30
Agar (za trdi medij) 159
Destilirana voda 1L

Postopek priprave obeh hranilnih medijev je sledil naslednjim navodilom:

e posamezne sestavine zatehtamo v stekleno ¢aso na navoj;

e stekleno caso dopolnimo s potrebno koli¢ino destilirane vode;

e stekleno caSo postavimo v vrelo vodno kopel ter z magnetnim mesalckom raztopino
mesSamo ob segrevanju dokler ne dosezemo homogenosti raztopine;

e tekoci medij v stekleni Casi steriliziramo v avtoklavu;

e po koncani sterilizaciji medij asepti¢no prelijemo v petrijevke (19 mL);
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e medij v petrijevkah pustimo, da se ob ohlajanju strdi.
Ko se gojisc¢a v petrijevkah strdijo, so pripravljena za uporabo.

2.6.5.1.1 Dolocevanje zacetnih koncentracij mikrobnih kultur
Za pripravo mikrobnih kultur smo pripravili 0,9 % fiziolosko raztopino:

e 9 g natrijevega klorida (NaCl) raztopimo v 1 L destilirane vode;

e v steklene epruvete odpipetiramo 9 mL fizioloSke raztopine;

e steklene epruvete s fiziolosko raztopino steriliziramo v avtoklavu po postopku
sterilizacije z vlazno toploto;

e po koncani sterilizaciji epruvete s sterilno fiziolosko raztopino ohladimo na sobno
temperaturo;

e ohlajena sterilna fizioloska raztopina v stekleni epruveti je pripravljena za uporabo.

Za pripravo zacetne koncentracije mikrobne kulture smo pripravili red¢ine posamezne
bakterijske kulture:

e v asepticnem okolju smo v sterilne steklene epruvete s fiziolosko raztopino s cepilno
zanko prenesli posamezno bakterijsko kulturo;

¢ dobljeno suspenzijo smo dobro premesali na vorteksu;

e pripravili smo redé¢ine 103, 104, 10° mikrobnih kultur.

Ko so redc¢ine bile pripravljene, smo na petrijevke s trdnim hranilnim gojiS¢em nanesli 100
uL pripravljene bakterijske kulture E. coli in S. aureus z za¢etno koncentracijo 10° CFU/mL.
Bakterijsko kulturo smo v asepti¢nem okolju razmazali z Drigalski spatulo po gojis¢u. Nato
smo na gojis¢e z bakterijsko kulturo prenesli 10-30 mg posameznih MNPs (neprevlecenih
MNPs, CMD1-MNPs, CMD2-MNPs in CMD3-MNPs) ter jih inkubirali 24 ur na temperaturi
37 °C. Po 24 urah smo na hranilnem gojis¢u kvalitativno dolo¢ili, ali je v primeru Kkaterih
MNPs prislo do nastanka inhibicijske cone. Pripravo posameznih MNPs naneSenih na
hranilna gojis¢a z bakterijsko kulturo E. coli pred inkubacijo prikazuje Slika 2-18, na
hranilna gojis¢a z bakterijsko kulturo S. aureus pred inkubacijo pa Slika 2-19.
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Slika 2-18: Prlpravljem neprevlecem MNPs (a) CMDI1- MNPS (b), CMD2 MNPs (c) in CMD3-MNPs (d) na
bakterijski kulturi E. coli pred inkubacijo

Slika 2-19: Pripravljeni neprevle¢eni MNPs (a), CMD1-MNPs (b), CMD2-MNPs (c) in CMD3-MNPs (d) na
bakterijski kulturi S. aureus pred inkubacijo
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2.6.5.2 Doloc¢evanje inhibitornih lastnosti HIT-MNPs

Pri studiji toksi¢nosti HIT-MNPs na bakterijski kulturi E. coli, smo 10-30 mg magnetnih
nanodelcev nanesli direktno na pripravljen Hinton-Muellerjev agar skupaj s suspenzijo
bakterijske kulture E. coli. Pri tem smo uporabili 0,5 McFarland raztopine E. coli.
Bakterijsko rast smo opazovali po 96 urah na 37 °C.

Pri Studiji toksi¢nosti HIT-MNPs na bakterijskih kulturah S. aureus, P. aeruginosa, E.
faecalis in K. pneumonie smo 10-30 mg magnetnih nanodelcev skupaj s 400 CFU
posamezne bakterijske kulture prenesli v teko¢i medij sojinega agarja (TSB). Tako
pripravljen agar smo inkubirali na 35 °C. Po enem dnevu smo 0,5 mL inkubirane suspenzije
razmazali na petrijevko s krvnim agarjem. Postopek smo ponovili in po 10. dneh inkubiranja
ponovno nanesli 0,5 mL inkubirane suspenzije na petrijevko s krvnim agarjem. Bakterijsko
rast smo opazovali po 24 urah. Pripravljene neprevle¢ene MNPs in HIT-MNPs na bakterijski
kulturi E. coli pred inkubacijo prikazuje Slika 2-20.

Slika 2-20: Neprevleéeni MNPs (a), HIT-MNPs po postopku mikroemulzije (b), HIT-MNPs po postopku
suspenzijske zamrezevalne tehnike (c) in HIT-MNPs po postopku kovalentne vezave (d) na bakterijski kulturi
E. coli pred inkubacijo
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2.7 Rezultati in diskusija

V prvem sklopu doktorskega dela smo sintetizirali tri vrste razlicnih CMD-MNPs (CMD1-
MNPs, CMD2-MNPs in CMD3-MNPs). Tako sintetizirane delce smo okarakterizirali s 7
analiznimi metodami ter jim dolo€ili inhibitorne lastnosti, pri ¢emer smo uporabili dve
bakterijski kulturi, Gram negativno E. coli in Gram pozitivno S. aureus. Prav tako smo
inhibitorne lastnosti dolo¢ili pripravljenim HIT-MNPs in AMS-MNPs, ki smo jih pripravili
po ze objavljenih postopkih, pri ¢emer smo za doloCevanje stopnje inhibicije uporabili 5
razli¢nih bakterijskih kultur, in sicer tri Gram negativne bakterije (E. coli, K. pneumonie in
P. aeruginosa) in dve Gram pozitivni bakteriji (S. aureus in E. faecalis).

2.7.1 Sinteza CMD-MNPs

Najprej smo pripravili magnetne nanonosilce, modificirane z CMD, katere smo v postopek
sinteze uvedli s tremi razli¢nimi koncentracijami, in sicer 0,25 g/mL, 0,4 g/mL in 0,5 g/mL,
ter tako dobili tri razliéne nanonosilce z oznakami CMD1-MNPs, CMD2-MNPs in CMD3-
MNPs. Vse tri pripravljene nanonosilce smo okarakterizirali z analiznimi metodami.

2.7.2 Karakterizacija CMD-MNPs

Po zakljuéeni sintezi CMD-MNPs smo prisotnost polimera CMD na povrsini pripravljenih
CMD-MNPs dolocili ter potrdili z razliénimi analiznimi metodami. Vezavo CMD na
povrsino MNPs smo potrdili z metodama FT-IR in TGA, morfologijo in velikosti
pripravljenih CMD-MNPs smo dolo¢ili z metodami SEM, TEM in DLS. Z metodo EPR smo
preucili paramagnetne centre, z VSM metodo pa magnetne lastnosti CMD-MNPs.

2.7.2.1 FT-IR

Za kvalitativno doloc¢anje prisotnosti vezanega polimera CMD v sintetiziranih CMD-MNPs
je bila uporabljena FT-IR. S tem namenom smo posneli IR spekter sintetiziranih CMD1-
MNPs, CMD2-MNPs, CMD3-MNPs, neprevlecenih MNPs in ¢istega polimera CMD ter na
podlagi dobljenih spektrov primerjali absorpcijske vrhove pri dolo¢enih valovnih Stevilih.
Slika 2-21 prikazuje spektre sintetiziranih vzorcev CMD1-MNPs, CMD2-MNPs, CMD3-
MNPs, neprevle¢enih MNPs in Cistega polimera CMD. Iz spektra neprevle¢enih MNPs
lahko opazimo karakteristi¢ne absorpcijske vrhove pri valovnem §tevilu 569 cm™ in 682 cm-
1 ki pripadajo raztezajo¢im vibracijam Fe-O vezi. Prav tako lahko absorpcijski vrh pri
valovnem $tevilu 1624 cm™ pripisemo zvijanju vezi H-O-H, ki je adsorbirana na povrsini
zelezovega oksida FesOs. Ko smo neprevlecene MNPs modificirali s polimerom CMD, sta
se jakosti absorpcijskih vrhov pri valovnem $tevilu 569 cm™ in 682 cm™ nekoliko zmanjsali.
Iz spektra CMD1-MNPs lahko opazimo mocan absorpcijski vrh pri valovnem Stevilu 2900
cm?, ki pripada polimeru CMD, in sicer vibracijam vC—H in 6C—H, prav tako absorpcijski
vrhovi pri valovnem stevilu 1375-1460 cm™. Absorpcijski vrh pri valovnem Stevilu 1600 cm”
! pripada karboksilnim skupinam, absorpcijskih vrh pri valovnem stevilu 3417 cm™ pa
hidroksilnim skupinam polimera CMD, Kjer lahko le-te jasneje opazimo pri spektru ¢istega
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CMD. Vibracije vezi vC-O polimera CMD lahko opazimo pri vseh CMD-MNPs in se kazejo
v absorpcijskem vrhu pri valovnem $tevilu priblizno 1010-1012 cm™. Sirok absorpcijski vrh
pri valovnem $tevilu 3408 cm™ pa ustreza karakteristiénemu raztezanju vezi vO-H in §O-H
hidrokilnih skupin polimera CMD, prav tako vidnih v vseh CMD-MNPs.
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Slika 2-21: FT-IR spektri vzorcev CMD1-MNPs, CMD2-MNPs, CMD3-MNPs, neprevle¢enih MNPs in Gistega
polimera CMD

Vsi CMD1-MNPs, CMD2-MNPs in CMD3-MNPs imajo podobne FT-IR spektre, ki se
razlikujejo le v jakosti absorpcijskih vrhov. Prisotnost vezanega polimera CMD opazimo v
vseh treh vzorcih, saj prikazujejo absorpcijske vrhove, znacilne za hidroksilne skupine (pri
valovnem $tevilu priblizno 3400 cm™) in karboksilne skupine (pri valovnem $tevilu priblizno
1600 cm), ki so prisotne v verigah polimera CMD. Te znadilne absorpcijske vrhove
opazimo pri spektru cistega polimera CMD, ki ga pri spektru neprevlecenih MNPs ne
opazimo 0z. je intenziteta zelo zmanjSana. Zato lahko iz analize FT-IR sklepamo, da smo
uspesno sintetizirali vse tri CMD-MNPs, saj nam spektri vseh treh sintetiziranih CMD-
MNPs prikazujejo znacilne absorpcijske vrhove CMD.

2.7.2.2 TGA

Za kvantitativno doloCanje prisotnosti vezanega polimera CMD v vseh treh sintetiziranih
vzorcih je bila uporabljena TGA. TGA smo opravili za vzorce CMD1-MNPs, CMD2-MNPs,
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CMD3-MNPs in ¢isti polimer CMD ter tako primerjali njihove termogravimetri¢ne krivulje
(Slika 2-22).

100
80
b)
o 60 — c)
[92]
O
J -
<
Ry
D 40 —
=
J o
20
O I L] I 1 I T I T I T I L] I 1
0 100 200 300 400 500 600

Temperature (°C)
Slika 2-22: TGA krivulje CMD1-MNPs (a), CMD2-MNPs (b), CMD3-MNPs (c), CMD (d)

Krivulje razpada, ki prikazujejo izgube mase posameznih vzorcev prikazuje Slika 2-22.
Zacetna 0z. prva stopnja izguba mase pri vseh vzorcih se za¢ne v temperaturnem obmocju
od 70 °C do 150 °C, ki je posledica adsorbirane vode na povrsini delcev. Druga nekoliko
veCja stopnja izgube mase se pojavi v temperaturnem obmoc¢ju od 150 °C do 300 °C, ki je
znaCilna temperatura za razgradnjo enostavnih polimerov. Razpad v drugi stopnji, ki se
pojavi v sintetiziranih vzorcih CMD-MNPs (a, b, c) sovpada s krivuljo razpada ¢istega CMD
(d), iz katere je razvidna termi¢na razgradnja CMD v temperaturnem obmocju od 250 °C do
350 °C, iz Cesar lahko sklepamo, da izguba mase v drugi stopnji krivulje razpada vzorcev
pripada polimeru CMD vezanem na MNPs. S tem smo kvantitativno potrdili prisotnost in
uspesno vezavo CMD v kompleksu vseh CMD-MNPs, saj je za razgradnjo kovalentnih vezi
na povrsini nanodelca potrebno veé¢ energije [191-194]. Ostanek, ki se pojavi, ko se CMD
popolnoma razgradi, so predvsem Zelezovi MNPs. Iz rezultatov, ki smo jih pridobili iz TGA
analize lahko ocenimo delez polimera CMD v vsakem od sintetiziranih CMD-MNPs, ki
znasa 34,8 % za CMD1-MNPs, 25,6 % za CMD2-MNPs in 37,8 % za CMD3-MNPs.
Najvec¢jo vsebnost polimera CMD pri¢akovano opazimo v vzorcu CMD3-MNPs, saj je v
slednjem tudi najvi§ja kocnetracija CMD vezanega v postopku sinteze. Z vi§jo koncentracijo
dobimo vecjo vsebnost polimera CMD in posledicno ve¢ moznosti polimera v stiku s
povrsjem MNPs. S povecevanjem koncentracije CMD dobimo bolj zapletene verige CMD,
kar omogoca vec polimera na voljo za kovalentno vezavo na povr§ino MNPs.
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2.7.2.3 SEMin EDS

Povrsinsko morfologijo in velikost delcev CMD-MNPs smo dolo¢ili s SEM. Slika 2-23
prikazuje vse tri sintetizirane CMD-MNPs in neprevletene MNPs. Iz SEM posnetkov je
razvidno, da je vecina sintetiziranih delcev CMD-MNPs znalilne sferi¢ne oblike s
povprecnimi premeri 27 nm (CMD1-MNPs), 30 nm (CMD2-MNPs) in 28 nm (CMD3-
MNPs), premer neprevleCenih MNPs pa 37 nm. Ker imajo MNPs v sploSnem veliko
specifiéno povrs§ino in visoko povrSinsko energijo, se radi zdruzujejo v skupke oz.
aglomerirajo. Zato je iz SEM posnetkov mogoce opaziti tudi aglomerirane skupke. 1z
povpre¢nih premerov posameznih delcev je mogoc€e opaziti tudi zmanjSanje premera
sintetiziranih MNPs, kateri so prevleceni s polimerom CMD v primerjavi z neprevlecenimi.
Tako smo iz povprecnega premera neprevlecnenih MNPs, ki je znasal 37 nm, uspeli
zmanjSati premer v vseh treh primerih, ko smo MNPs modificirali s CMD v sinteznem
postopku priprave CMD-MNPs. Razlike v povpreénih velikosti posameznih nanodelcev so
posledica razlicnih koncentracij CMD, saj z vecanjem koncentracije in s tem koliCine
vezanega polimera na povr§ino MNPs prepre¢ujemo aglomeracijo nanodelcev [195-199].

AccV SpotMagn Det WD p——————— 500 nm AccV SpotMagn Det WD p————— 500 nm

150KV 30 128000xTLD 66 UCEM Maribor 15.0kV 30 128000xTLD 66 UCEM Maribor
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Slika 2-23: SEM vzorcev CMD1-MNPs (a), CMD2-MNPs (b), CMD3-MNPs (c)

: FKKT

, neprevlecenih MNPs (d)

V nadaljevanju smo opravili $e statisticno analizo porazdelitve velikosti posameznih CMD-
MNPs, kar prikazuje Slika 2-24. V primeru CMD1-MNPs velikost delcev variira od 10-60
nm s povpre¢no velikostjo nanodelcev 27 nm, v primeru CMD2-MNPs velikost delcev
variira od 15-50 nm s povprec¢no velikostjo nanodelcev 30 nm in v primeru CMD3-MNPs
velikost nanodelcev variira od 10-50 nm s povprecno velikostjo 28 nm. Najvisjo skladnost
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velikosti nanodelcev opazimo v primeru CMD3-MNPs, kar smo potrdili tudi z meritvami

polidisperznega indeksa.
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Slika 2-24: Porazdelitev velikosti delcev CMD1-MNPs (a), CMD2-MNPs (b), CMD3-MNPs (c) in

neprevlecenih MNPs (d)

Dodatno analizo elementarne sestave CMD3-MNPs smo opravili z elementarno disperzijsko
spektroskopijo rentgenskih Zarkov (EDS) za boljSe razumevanje distribucije elementov v
vzorcu CMD3-MNPs. Z EDS analizo smo dolo¢ili prisotnost ogljika in kisika ter dvo- in tri-
valentnega Zeleza, ki sestavlja Zelezov oksid (Fe20z). Slika 2-25 prikazuje EDS spekter
analiziranega vzorca CMD3-MNPs. V sestavi CMD3-MNPs opazimo vse elemente, ki
sestavljajo nanonosilec, kar lahko vidimo na EDS spektru, kjer so izrazeni in dobro vidni
vrhovi iskanih elementov. Opazimo visok delez Zeleza, ki je osnova nanonosilca, ter Kisika
in visoko izrazenega ogljika, ki sestavljata spojino CMD. Rezultate masnega in atomskega %

prikazuje Tabela 2-6.

Tabela 2-6: EDS analiza vzorca CMD3-MNPs

Element Masni %

C
0]
Fe

Atomski %
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ull Scale 365 cts Cursor: 4.791 (7 cts) keV|
Slika 2-25: EDS elementarna analiza vzorca CMD3-MNPs

2.7.2.4 TEM

Strukturo in velikost pripravljenin CMD3-MNPs in neprevle¢enih MNPs smo dodatno
analizirali s pomoc¢jo TEM. Nanodelci v obeh pripravljenih vzorcih so aglomerirani oz.
zdruzeni v skupke, kar je otezilo natan¢no oceno porazdelitve velikosti. Kljub temu pa lahko
na robovih aglomeratov zaznamo nizjo gostoto nanodelcev ter tako opazujemo porazdelitev
velikosti na dolocenem mestu. Po dodatnem analiziranju vecjega Stevila TEM posnetkov
lahko sklepamo, da spada vecina nanodelcev v velikostni razred med 8 in 38 nm. Prav tako
smo z visokolo¢ljivim slikanjem potrdili monokristalini¢nost nanodelcev v obeh primerih
CMD3-MNPs in neprevlecenih MNPs, kar nam prikazuje Slika 2-26.

Slika 2-26: TEM posnetki neprevle¢enih MNPs (a) in CMD3-MNPs (b). I1zseki posameznega TEM posnetka so
visoko locljive resolucije posameznih MNPs
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2.7.2.5 DLS meritve (hidrodinamicni premer, polidisperzni indeks (Pdl) in -
potencial (ZP)

S pomoc¢jo DLS smo pripravljenim vzorcev dolo¢ili porazdelitev velikosti, polidisperzni
indeks (Pdl) in (-potencial (ZP) (Tabela 2-7). Poznavanje velikosti nanodelcev in Pdl
pomembno vplivata na ucinkovitost samih nanodelcev, saj je velikost nanodeclev dober
indikator njihove stabilnosti. Porazdelitev velikost nanodelcev je izrazena s PdI, ki kaze
Sirino velikostne porazdelitve. Nanodelci, ki imajo $irsi razpon velikosti posameznega delca
so heterogeni oz. so delci povecini neenakih velikosti in imajo zato vis§ji Pdl, medtem ko so
nanodelci z ozjim razponom velikosti delcev homogeni, bolj podobni v svojih velikostih in
imajo zato nizji Pdl. Vrednosti Pdl se izrazajo v razponu od 0,1 do 1. Delci z nizjim PdI
kazejo na vecjo homogenost vzorca in ozko porazdelitev velikosti MNPs, medtem ko
vrednosti z visjim PdI kazejo na veéjo heterogenost MNPs [19].

Tabela 2-7: Hidrodinamiéna velikost in PdI vseh CMD-MNPs in neprevle¢enih MNPs

Vzorec Premerpowp. (nm) Pdl
CMD1-MNPs 369 + 33 0,49
CMD2-MNPs 307 +95 0,47
CMD3-MNPs 290 + 26 0,31

neprevle¢eni MNPs 225 + 61 0,72

Meritve velikosti analiziranih delcev s pomoc¢jo DLS so meritve delcev, ki imajo nase
vezano vodo oz. jim po metodi DLS merimo hidrodinami¢ni premer, medtem ko nanodelce
pri analizni metodi SEM ali TEM opazujemo v suhem oz. posuSenem stanju. S tem razlogom
meritve velikosti, ki ji pridobimo po metodi DLS ne moremo primerjati z meritvami, ki jih
dobimo pri metodah SEM ali TEM, saj nam le-te podajo veliko manj$e vrednosti premerov.
Glavna razlika je v merjenju hidrodinami¢nega premera nanodelca, ki ima nase vezano vodo
(in zato izgleda vecji) in delca v posuSenem stanju, kateremu merimo dejanski premer. Drug
razlog za razliko v izmerjenem premeru nanodelcev lahko pripiSemo nanodelcem, ki imajo
jedro zelezovega oksida, kar pomeni, da imajo veliko razmerje povrsine proti volumnu, kar
se kaze v teznji po agregaciji oz. zdruzevanju v skupke z namenom, da se njihova povrSinska
energija zmanjSa. TakSne razlike v povprecnih premerih pomerjenih po metodah DLS in
SEM ali TEM so bile zabelezene ze v velikem $tevilu raziskav [12,135,200,201]. Rezultate
velikosti vseh CMD-MNPs in neprevle¢enih MNPs prikazuje Tabela 2-7.

ey e

nanodelcih, ki imajo veliko razmerje povrSine proti volumnu in teznjo po agregaciji. Visji
Pdl nakazuje najbolj heterogen vzorec z SirSim razponom velikosti. Medtem ko ostali CMD-

na najbolj homogen vzorec in na najbolj ozko porazdelitev velikosti. Delci v vzorcu CMD3-
MNPs so glede na pomerjene vrednosti bolj monodisperzni in zato bolj stabilni kot CMD1-
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MNPs (0,49) in CMD2-MNPs (0,47), katerih PdI je vi§ji. S povecevanjem koncentracije
CMD v sinteznem postopku CMD-MNPs pove¢amo interakcije med delci ter posledi¢no
njihovo teznjo po agregaciji. NaSa opazovanja so v skladu z rezultati, dobljenimi z
analiznimi metodami SEM, TEM in TGA. Hidrodinami¢ni premer vseh CMD-MNPS in
neprevlecenth MNPs smo izrazili z grafom velikost (nm) proti Stevilu (%) in ga prikazuje
Slika 2-27.
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Slika 2-27: Hidrodinami¢ni premer vseh CMD-MNPs in neprevleCenih MNPs, izraZzen z razmerjem
velikost/Stevilo delcev
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Povrsinski naboj posameznih MNPs, stabiliziranih z elektrostatiéno metodo smo dolo¢ili z
merjenjem ZP. Slika 2-28 prikazuje izmerjene ZP neprevle¢enih MNPs, CMDI1-MNPs,
CMD2-MNPs in CMD3-MNPs. ZP neprevle¢enih MNPs znasa 25,5 mV, kar je posledica
molekul vode, ki so absorbirane na povrsini maghemita in povzroc€ijo protonacijo na povrsini
neprevleCenih MNPs in s tem majhen pozitivni naboj. Modificiranim MNPs smo izmerili
negativen ZP, in sicer -44,37 mV za CMD1-MNPs, -31,9 mV za CMD2-MNPs in -33,9 mV
za CMD3-MNPs. Negativen naboj je posledica negativno nabitih hidroksilnih in
karboksilnih skupin, ki je prisoten v obliki CMD na povrsini modificiranega nanodelca. S
tem, ko smo v postopku sinteze nanodelce modificirali z razli¢énimi koncentracijami CMD,
se na povr§ju nanodelca tvori vecji elektronski »oblak«, ki je posledica negativno nabitih
hidroksilnih in karboksilnih skupin. Ta negativen naboj se zato izrazi tudi v negativnih
vrednostih ZP, s ¢emer lahko potrdimo prisotnost CMD na nasih MNPs.

a) Zeta Potential Distribution
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Slika 2-28: (-potencial neprevle¢enih MNPs, CMD1-MNPS, CMD2-MNPs in CMD3-MNPs predstavljen v
grafu (a) in kot povpre€na vrednost treh zaporednih meritev

2.7.2.6 EPR

Tipi¢ne EPR spektre vseh vzorcev, ki vsebujejo Zelezo, posnetih pri temperaturah 25 °C in -
196 °C, prikazuje Slika 2-29. ZabeleZeni spektri so zelo Siroke asimetri¢ne enojne Crte, kar
nam omogoca, da predpostavimo anizotropijo teh spektrov, tj. superponiranje spektrov EPR,
ki pripadajo vrtljajem obeh paramagnetnih centrov, ki se nahajajo v enem nanodelcu kot tudi
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v razli¢nih. Skupno koli¢ino teh paramagnetnih centrov v vzorcih smo ocenili z dvojno
integracijo spektrov in njihovo primerjavo s standardnim EPR spektrom monokristala
CuCl2:2H20 z znano koli¢ino vrtljajev (spinov). Poudariti moramo, da ta ocena ni natan¢na,
ker so EPR ¢rte zelo Siroke in v nizkih poljih ne dosegajo nicelne Crte, in kKer so spin-prehodi
Fe3* ionov zelo kompleksni glede njihovega elektronskega (S = 5/2) in jedrskega (I = 5/2)
vrtljaja (spina). Iz rezultatov dvojne integracije lahko sklepamo, da prakti¢no vsi zelezovi
ioni prispevajo k EPR spektrom.

| . 1

I ~ 1 s 1 b = 1
100 200 300 400 5S00 600
B ml

Slika 2-29: EPR spekter vseh CMD1-MNPs (1), CMD2-MNPS (2), CMD3-MNPs (3) in naprevle¢enih MNPs
(4) pri 25 °C (prekinjena linija) in pri -196 °C (neprekinjena linija)

Iz Slika 2-29 je razvidno, da se EPR spektri vzorcev mocno razlikujejo glede na
temperaturne spremembe in se pri razli¢nih paramagnetnih centrih pri dolocCeni temperaturi
opazno razlikujejo. Te razlike opazimo tudi iz parametrov, ki jih prikazuje Tabela 2-8.
Tak$ni EPR spektri in njihove temperaturne spremembe so znacilni za Stevilne sisteme
feromagnetnega magnetita, kot tudi anorganskih in razliénih organskih molekul,
makromolekul, vklju¢no z biopolimeri [202—-208].
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Tabela 2-8: EPR parametri vzorcev

Vzorec 25°C -196 °C
AH=* , G gi0,0la) AH, G gi0,0la)
neprevleceni MNPs 960 + 40 2,01 1600 + 60 2,91

CMD1-MNPs 790 £ 30 2,02 1240 £ 50 2,65
CMD2-MNPs 1040 £ 40 1,98 1270 £ 50 2,70
CMD3-MNPs 1020 £ 40 1,92 1400 + 55 2,63

3 g-vrednost je pomerjena pri ¥ visine EPR linije

Spremembe v EPR spektrih CMD1-MNP, CMD2-MNP in CMD3-MNPs in neprevle¢enih
MNPs so analogne tistim, opazenim v spojinah, ki vsebujejo zelezov oksid [202-206]. V
primeru CMD1-MNPs, CMD2-MNPs in CMD3-MNPs se S§irine linij AH povecujejo s
povecevanjem koncentracije CMD pri obeh temperaturah in so pri nizji temperaturi vedno
izrazito SirSe (Tabela 2-8). Prav tako se polozaj teh linij v magnetnem polju spreminja, kar
odraza opazno znizanje vrednosti g v vzorcih CMD1-MNPs, CMD2-MNPs in CMD3-MNPs
pri temperaturi 25 °C. Da bi razumeli naravo teh sprememb in zagotovili pravilen opis,
moramo izvesti natanéne EPR meritve pri temperaturi helija od -263 °C do 77-87 °C, pri
¢emer merimo tudi magnetno obcutljivost v istem temperaturnem intervalu. Teoreticni
pristopi tak$nih izracunov so bili objavljeni v [209,210].

2.7.2.7 VSM

Magnetne lastnosti MNPs predstavljajo pomembno karakteristicno lastnost in so bistvene za
njihovo uporabo v industrijskih aplikacijah. Pri sobni temperaturi izmerjene krivulje
magnetizacije vseh vzorcev CMD1-MNPs, CMD2-MNPs, CMD3-MNPs in neprevlecenih
MNPs prikazuje Slika 2-30. Nasi¢ena magnetizacija neprevle¢enih MNPs znaSa 64 emu/g,
kar je tipi¢na nasi¢ena magnetizacija za nanodelce zelezovega oksida [47,59,211]. Izmerjena
koercitvnost, ki znaSa 13 Oe, je nizka, vendar nad mejo napake meritve (priblizno 2 Oe), kar
nakazuje na prisotnost male koli¢ine ve¢jih ferimagnetnih nanodelcev, kar sovpada z
rezultati dobljenimi pri meritvah EPR. Prav tako tudi TEM analiza nakazuje na prisotnost
nanodelcev, ve¢jih od 15 nm, kar je tudi priblizna velikostna mera, nad katero nanodelci
postanejo ferimagnetni pri sobni temepraturi [212]. Vrednosti koercivnosti vzorcev CMD1-
MNPs (62 Oe), CMD2-MNPs (4 Oe), in CMD3-MNPs (11 Oe) so nizke, vendar
spremenljive, kar nakazuje na razlike v porazdelitvi velikosti med vzorci. Nasicene
magnetizacije CMD-MNPs znasajo 19,7 emu/g za CMD1-MNPs, 12,2 emu/g za CMD2-
MNPs in 47,0 emu/g za CMD3-MNPs. Vrednosti nasiCene magnetizacije so nizje od
neprevleCenih MNPS zaradi red¢itve magnetne faze z diamagnetnim CMD.
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Slika 2-30: Magnetizacijske krivulje izmerjene pri sobni temepraturi vzorcev CMD1-MNPs, CMD2-MNPs,
CMD3-MNPs in neprevlecenih MNPs

2.7.3 Dolocevanje inhibitornih lastnosti

2.7.3.1 CMD-MNPs

Proucevali smo inhibitorne lastnosti neprevlecenih MNPs, CMD1-MNPS, CMD2-MNPs in
CMD3-MNPs na rast bakterijskih kultur E. coli in S. aureus. Po inkubaciji (24 ur na 37 °C)
posameznih MNPs. V primeru, da smo pri vzorcu opazili cono inhibicije, smo jo Se
kvantitativno dolo¢ili, tako da smo izmerili cono inhibicije o0z. zaviralno cono rasti
mikroorganizma v mm.

Slika 2-31 prikazuje posamezne MNPs na bakterijski kulturi E. coli po inkubaciji, kjer lahko
opazimo prikaz inhibicijske cone pri CMD3-MNPs, katere premer znasa v povprecju 19,7
mm. Pri ostalih MNPs (neprevleceni, CMD1-MNPs in CMD2-MNPSs) inhibicijske cone rasti
nismo zaznali. Slika 2-32 prikazuje posamezne MNPs na bakterijski kulturi S. aureus po
inkubaciji. Prav tako lahko opazimo nastalo inhibicijsko cono pri CMD3-MNPs, premer
znaSa v povpre¢ju 19 mm. Pri ostalih MNPs cone inhibicije nismo zaznali. Rezultate
prikazuje Tabela 2-9.
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Slika 2-31: Neprevle¢eni MNPs (a), CMD1-MNPs (b), CMD2-MNPs (c) in CMD3-MNPs (d) na bakterijski
kulturi E. coli po inkubaciji. Inhibicijska cona prikazana na vzorcu CMD3-MNPs (d)

c)

Slika 2-32: Neprevle¢eni MNPs (a), CMD1-MNPs (b), CMD2-MNPs (c) in CMD3-MNPs (d) na bakterijski
kulturi S. aureus po inkubaciji. Inhibicijska cona prikazana na vzorcu CMD3-MNPs (d)
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Tabela 2-9: Inhibicija rasti E. coli in S. aureus

Premer inhibicijske cone rasti mikroorganizma [mm]

10° CFU/mL
Vzorec E. coli S. aureus
neprevle¢eni MNPs - -
CMD1-MNPs - -
CMD2-MNPs - -
CMD3-MNPs 22,20, 21 20, 18, 19

Iz prikazanih rezultatov smo ugotovili, da imajo najboljSe inhibitorne lastnosti delci CMD3-
MNPs, katerim smo v postopku sinteze vpeljali CMD z najvi§jo koncentracijo (0,5 g/mL),
medtem ko pri ostalih CMD-MNPs, ki vsebujejo CMD z niZjimi koncentracijami, in pri
neprevle¢enih MNPs, ki polimera CMD ne vsebujejo, cone inhibicije nismo zaznali. Cono
inhibicije smo pri CMD3-MNPs zaznali na obeh bakterijskih kulturah E. coli in S. aureus.
Prav tako lahko iz dobljenih kvantitativnih rezultatov sklepamo, da CMD3-MNPs bolje
zavirajo rast bakterijske kulture E. coli kot bakterijske kulture S. aureus. V sinteznem
postopku smo tako z uvedbo najvisje koncentracije polimerne prevleke, ki znasa 0,5 g/mL
CMD, uspeli sintetizirati delce (CMD3-MNPS), ki izkazujejo antimikrobne lastnosti in
zavirajo rast tako Gram negativnih kot Gram pozitivnih bakterij.

2.7.3.2 HIT-MNPs

Proucevali smo tudi inhibitorne lastnosti neprevle¢enih MNPs ter HIT-MNPs, pripravljenih
po postopkih mikroemulzije, suspenzijske zamrezevalne tehnike in kovalentne vezave na
petih razlicnih bakterijskih kulturah. V prvem delu testiranj smo proucevali inhibitorne
lastnosti posameznih delcev na bakterijski kulturi E. coli, in sicer smo cono inhibicije
kvalitativno preverjali po 96 urah na 37 °C. V drugem delu testiranj smo proucevali
inhibitorne lastnosti na bakterijskih kulturah S. aureus, P. aeruginosa, E. faecalis in K.
pneumoniae, in sicer smo cono inhibicije rasti prav tako kvalitativno preverjali po 24 urah
pri temperaturi 35 °C, potem ko smo suspenzijo bakterijske kulture in delcev inkubirali 1
dan ali 10 dni pri temperaturi 35 °C.

Slika 2-33 prikazuje nanesene neprevlecene MNPs in HIT-MNPs pripravljene po razli¢nih
postopkih po inkubaciji na bakterijski kulturi E. coli, kjer ne opazimo cone inhibicije rasti
testnega mikroorganizma. Ko smo inhibitorne lastnoti preverjali na ostalih bakterijskih
kulturah, po inkubaciji prav tako nismo zaznali con inhibicij rasti mikroorganizmov (Slika
2-34). Rezultate smo objavili v delu Leitgeb in ostali [11].
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Slika 2-33: Neprevle¢eni MNPs (a), HIT-MNPs po postopku mikroemulzije (b), HIT-MNPs po postopku
suspenzijske zamreZevalne tehnike (c) in HIT-MNPs po postopku kovalentne vezave (d) na bakterijski kulturi
E. coli po inkubaciji
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Slika 2-34: Neprevle¢eni MNPs (1), HIT-MNPs po postopku mikroemulzije (2), HIT-MNPs po postopku
suspenzijske zamrezevalne tehnike (3) in HIT-MNPs po postopku kovalentne vezave (4) na bakterijskih
kulturah S. aureus (a), P. aeruginosa (b), E. faecalis (c) in K. pneumoniae (d) na krvnem agarju po inkubaciji
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2.8 Zakljucek studije karakterizacije razlicnih CMD-MNPs

K aplikativni uporabi nanodelcev najvec¢ prispeva njihova biokompatibilnost in netoksi¢nost,
le-to pa lahko zagotovimo z modificiranjem povrSine nanodelcev. V ta namen smo v prvem
sklopu doktorske disertacije sintetizirali magnetne nanodelce s postopkom ko-precipitacije
zelezovih (II) in (III) ionov. V nadaljevanju sinteznega postopka smo modificirali povrSino
nanodelcev z uporabo organskega polimera CMD razli¢nih koncentracij, 0,25 g/mL, 0,40
g/mL in 0,50 g/mL. S tremi razlicnimi koncentracijami CMD smo sintetizirali tri vrste
razlicnih  CMD-MNPs, in sicer CMD1-MNPs, CMD2-MNPs in CMD3-MNPs. Vse
sintetizirane CMD-MNPs smo okarakterizirali z razli¢cnimi analiznimi metodami, prav tako
smo dolo¢ili njihove inhibitorne lastnosti.

S FT-IR analizo smo potrdili prisotnost hidroksilnih in karboksilnih skupin na povr$ini
CMD-MNPs, ki ustrezajo hidroksilnim in karboksilnim skupinam polimera CMD. S TGA
analizo smo dolo¢ili delez vezanega CMD na povrsino nanodelca ter ugotovili, da najvecji
delez (37,8 %) pricakovano vsebujejo CMD3-MNPs, saj smo v tem primeru dodali CMD z
najvisjo koncentracijo. Izguba mase iz TGA krivulj razpada razkriva plast, ki ustreza
polimeru CMD, saj se le-ta razgradi med 250 °C in 350 °C. Pri vseh delcih smo s TGA
analizo tako potrdili plast CMD na povrsini sintetiziranih nanodelcev. Morfologijo vseh
CMD-MNPs smo analizirali s SEM in dolocili povpre¢ne vrednosti delcev, ki znasajo 27
nm, 30 nm in 28 nm za CMD1-MNPs, CMD2-MNPs in CMD3-MNPs. S TEM analizo smo
dodatno proucili povpreéne velikosti CMD3-MNPs, ki razkrivajo velikosti v povprecju od 8
nm do 38 nm. Z meritvami DLS smo dolo¢ili hidrodinami¢ni premer ter ZP vseh CMD-
MNPs. Najbolj homogen vzorec z najozjo porazdelitvijo velikosti ima vzorec CMD3-MNPs,
bolj stabilni. Meritve ZP so na vseh CMD-MNPs potrdile prisotnost negativno nabitih
hidroksilnih in karboksilnih skupin, ki so prisotne na povrsini modificiranih nanodelcev s
CMD prevleko. Meritve EPR in VSM so potrdile feromagnetni sistem in tako prisotnost
feromagnetnih nanodelcev. Rezultate smo objavili v delu Vasi¢ in ostali [213].

Inhibitorne lastnosti vseh CMD-MNPs smo proucili na dveh bakterijah, Gram negativni E.
coli in Gram pozitivni S. aureus. Pri CMD3-MNPs smo zaznali cono inhibicije, ki znasa v
povpre¢ju 19,7 mm, medtem ko pri ostalih delcih inhibicije na rast testnega mikroorganizma
nismo zaznali. CMD3-MNPs tako posedujejo antimikrobne lastnosti, kar je dodatna
prednostna lastnost pri uporabi le-teh v bioloskih procesih. Prav tako smo proucili
inhibitorne lastnosti HIT-MNPs, in sicer na rast petih razli¢nih bakterijskih kultur, E. coli, S.
aureus, P. aeruginosa, E. faecalis in K. pneumoniae. Pri nobenih od testiranih HIT-MNPs
inhibicije rasti nismo zaznali. Rezultate smo objavili v delu Leitgeb in ostali [11].

Glede na dobljene rezultate opravljenih analiz in toksikoloskih testiranj vseh CMD-MNPs
lahko sklepamo, da so vsi sintetizirani nanodelci prevleceni s polimerno previleko iz CMD.
NajmanjSe povprecne velikosti delcev kot tudi najozjo porazdelitev velikosti In
monodisperznost pa imajo CMD3-MNPs. Prav tako smo pri CMD3-MNPs ugotovili, da
izkazujejo inhibitorne lastnosti na rast Gram negativne in Gram pozitivne bakterije. V ta
namen smo za nadaljnje raziskave uporabili CMD3-MNPs. Le-te smo uporabili kot nosilec v
postopku imobilizacije encimov, opisanem v drugem sklopu doktorske disertacije.
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3 IMOBILIZACIJA ENCIMOV NA MAGNETNE NANODELCE

Pri uporabi encimov kot katalizatorjev moramo upostevati nekaj zahtev, ¢e zelimo na$
proces narediti ekonomsko izvedljiv in ugoden. To je predvsem ponovna uporaba in
regeneracija encima, ki omogocata enostavnost kontroliranega procesa. Da lahko encime
uspesno uporabimo kot industrijske biokatalizatorje, je potrebna imobilizacija le-teh.
Ponovna uporaba encima zahteva njegovo stabilnost, zato mora encim imeti izjemne
lastnosti stabilnosti ali pa ga moramo stabilizirati, kar lahko dosezemo s procesom
imobilizacije. Ceprav je na voljo veliko imobilizacijskih metod, je glavni cilj vsake
imobilizacije izboljSanje lastnosti encima, kot so stabilnost, aktivnost, specifi¢nost in
selektivnost, prav tako pa zagotovimo netopnost biokatalizatorja. Pri tem pa mora biti nacrt
imobilizacijskega postopka ustrezen, saj lahko neprimerna izbira imobilizacijskega postopka
vodi tudi do izgube aktivnosti ali stabilnosti encima.

3.1 Metode imobilizacije

Encime lahko na nosilce vezemo z razliénimi interakcijami; od reverzibilne fizikalne
adsorpcije in ionskih vezav do stabilnih kovalentnih vezi. Metode imobilizacije lahko
razdelimo v dve Siroki kategoriji: ireverzibilne in reverzibilne metode imobilizacije, pri
¢emer je jakost vezave imobilizacije odvisna od njene reverzibilnost. Vecina ustaljenih
imobilizacijskih postopkov tezi po ¢im bolj moéni vezavi, Ceprav se pri tem izgubi
reverzibilnost vezave. Na izbiro imobilizacijske metode vpliva predvsem vrsta in narava
encima kot tudi nosilec, na katerega se le-ta imobilizira. Imobilizacijske metode lahko
delimo tudi glede na vrsto kemijske reakcije, ki potece med vezavo encima na nosilec, pri
¢emer pa ima vsaka imobilizacijska metoda svoje prednosti in slabosti (Tabela 3-1).

Tabela 3-1: Prednosti in slabosti imobilizacijskih metod [214]

Metoda in nadin vezave Prednosti Slabosti
Kovalentna vezava

Kemijska vezava med brez uhajanja encima, velika izguba
funkcionalnimi skupinami encimska stabilnost aktivnosti

encima in nosilca

Ujetje/Enkapsulacija _ .
- _ _ _ .. omejen prenos snovi,
ujetje encima v polimerni Siroka uporabnost

) uhajanje encima
matriks jan]
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ZamreZenje . . .

' _ o . . . . izguba aktivnosti,
zamreZenje encima z mreznimi stabilnost biokatalizatorja ) )

: omejen prenos snovi

povezovalci
Fizikalna adsorpcija enostavna in cenovno ugodna, desorpcija,
Sibke vezi: hidrofobne, Van der majhne konformacijske nespecifi¢na
Waalsove ali ionske iterakcije spremembe encima adsorpcija

Adsorpcija je reverzibilna metoda imobilizacije, med ireverzibilne metode imobilizacije
spadajo kovalentna vezava, ujetje ali enkapsulacija in zamreZenje.

3.1.1 Adsorpcija

Adsorpcija je najpreprostejSa imobilizacijska metoda, ki temelji na fizikalni adsorpciji ali
ionski vezavi. Pri fizikalni adsorpciji se encim veZe na nosilec z vodikovimi vezmi, van der
Waalsovimi silami ali hidrofobnimi interakcijami. Sile, ki delujejo pri nekovalentni
imobilizaciji, so s spreminjanjem pogojev, ki vplivajo na jakost interakcij (pH, ionska moc,
temperatura, polarnost topila) reverzibilne. Adsorcija je enostavna metoda, ki ohranja
katalitsko aktivnost encima, zato je tudi ekonomsko privla¢na [215].

ENCIM
ENCIM
ENCIM

Slika 3-1: Shematski prikaz adsorpcije encima na nosilec

3.1.2 Zamrezenje

ZamreZenje je metoda imobilizacije brez nosilca, pri ¢emer dobimo zamrezene encime
(CLEs), zamrezene encimske kristale (CLECs) ali zamreZene encimske skupke (CLEAsS).

Raziskovalni zacetki zamrezenih struktur so bili objavljeni v delih Quiocha in Richardsa
[216], ki sta ugotovila, da lahko netopno vezavo med proteini dosezemo z uporabo
bifunkcionalnih zamrezevalnih kemijskih spojin, kot je npr. GA. Tak$ne zamrezene strukture
so zamrezeni encimi (CLEs), ki lahko obdrZijo svojo kataliticno aktivnost. CLEs so
sestavljeni iz proteinov v raztopini, ki so med seboj povezani z mreznim povezovalcem. V
primerjavi s prostimi encimi imajo CLEs izboljSano termi¢no stabilnost, ¢eprav je njihova
aktivnost v veliki meri odvisna od primernega pH, koli¢ine mreznega povezovalca, ionske
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moci in temperature. Zato imajo CLEs nekaj slabosti, ki se kazejo v nizji aktivnosti (ki
ponavadi znasa manj kot 50 %), slabi reproduktivnosti in nizji mehanski stabilnosti [217].
Ko vezava med proteini v strukturi temelji na Cistih encimih, takSne zamrezene encime
imenujemo zamrezeni encimski kristali (CLECs) [218].

CLEC: so kristalni proteini, povezani z mreznim povezovalcem, ki so primerni za aplikacije
v biotransformacijah v vodnih raztopinah, saj so zelo stabilni pod neoptimalnimi pogoji.
Zaradi svoje strukture imajo izboljSano mehansko stabilnost in so zelo obstojni pri razli¢nih
temperaturah, pH ter organskih topilih [219-221].

V primerjavi z metodo CLECs je enostavnejsa in cenej$a metoda sinteza CLEAs, ki temelji
na obarjanju encima. Postopek zamrezenja je tako sestavljen iz dveh delov: obarjanja in
zamrezenja. Encim se v vodni raztopini ob dodatku soli ali organskih topil obori, pri cemer
nastanejo zamrezeni encimski skupki, povezani z nekovalentnimi vezmi. Ker je oborjen
encim ob dodatku vodne raztopine topen, s postopkom zamrezenja zagotovimo netopnost
skupkom, pri ¢emer ne spremenimo strukture encima. Zamrezenje poteka z bifunkcionalnim
reagentom, najpogosteje uporabljen bifunkcionalni reagent je GA. Pri zamrezenju (Slika 3-2)
proste amino skupine lizinskih ostankov na povr§ini encima reagirajo z aktivnimi
aldehidnimi skupinami glutaraldehida [222—-224].

ENCIM
ENCIM ENCIM
ENCIM
ENCIM ENCIM
ENCIM
ENCIM ENCIM

Slika 3-2: Shematski prikaz zamrezenja encimskih skupkov

3.1.3 Ujetje

Ujetje je imobilizacijska metoda (Slika 3-3), pri kateri je encim ujet ali zamreZen znotraj
polimerne mreze. Encim v polimerno mrezo ni vezan, ne pride do kemijske modifikacije
encima, zato se njegove lastnosti ne spremenijo. Metode ujetja so enostavne metode, pri
katerih se encim ujame ali v gel ali v vlakna, najbolj razsirjena pa je mikroenkapsulacija,
kjer so encimi imobilizirani v semipermeabilni membrani v mikrokapsulah. Ker pri ujetju ne
pride do modifikacije encima, se med imobilizacijskim procesom encimska aktivnost ohrani.
Biosenzorji, ki temeljijo na imobilizacijski metodi ujetja, imajo poviSano operativno in
skladis¢no stabilnost [43].
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a) b)
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E
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Slika 3-3: Shematski prikaz ujetja (a) in enkapsulacije (b) encima

3.1.4 Kovalentna vezava

Kovalentna vezava je najpogosteje uporabljena imobilizacijska metoda (Slika 3-4). Zaradi
mocne vezi med funkcionalnimi skupinami encima in nosilcem ne prihaja do uhajanja
encima, kar je ena od prednosti kovalentne vezave. Poznamo razli¢ne reakcije za vezavo
encima na nosilec, ki so odvisne od proste funkcionalne skupine na povrSini encima. Prosta
funkcionalna skupina na povrSini encima, s katero se vzpostavi kovalentna vezava z
nosilcem na encimsko aktivnost ne vpliva, vkljucuje pa vezavo preko stranskih verig lizina,
pri ¢emer se veze s prosto amino skupino, preko cisteina, pri ¢emer se veZe s prosto tiolno
skupino ter preko aspartinske in glutaminske kisline, pri ¢emer se veZe preko proste
karboksilne skupine. Encimske funkcionalne skupine, preko katerih se kovalentna vezava
lahko vzpostavi so amino, karboksilne, fenolne, sulfhidrilne, tiolne, imidazolne, indolne in
hidroksilne skupine. Vezava encima na trdni nosilec poteka v dveh delih: 1) aktivacija
povrSine z uporabo mreznega povezovalca, kot npr. GA ali karbodiimid in 2) kovalentna
vezava encima na aktivirano povrsino.

ENCIM
ENCIM
ENCIM

Slika 3-4: Shematski prikaz kovalentne vezave encima na nosilec

Mrezni povezovalci so lahko multifunkcionalni reagenti (GA ali karbodiimid), ki delujejo
kot most med povrsino nosilca in encima preko kovalentne vezave.
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Kovalentna vezava je moc¢na vezava med encimom in povr§ino nosilca, kar preprecuje
uhajanje encima s povrSine nosilca. Kljub temu lahko pri kovalentni vezavi pride do
denaturacije encima, saj se encim kemijsko modificira z namenom, da poseduje dolo¢eno
funkcionalno skupino. TakSen imobilizacijski postopek (preko kovalentne vezave) zelo
izboljsa stabilnost encima, lahko pa zniza aktivnost le-tega. Najpogostejse kovalentne vezave
v postopkih imobilizacije encima potekajo preko aktivacije karboksilnih ali amino skupin.
Pri aktivaciji preko karboksilne skupine se prosta karboksilna skupina na povrsSini nosilca
veze s prosto amino skupino na povrsini encima. Pri aktivaciji preko amino skupine pa se
prosta amino skupina na povrSini nosilca veze s karboksilno skupino na povr$ini encima
[225]. Pri procesih aktivacije aktiviramo elektrofilne skupine na nosilcu, ki v procesu vezave
reagirajo z moc¢nimi nukleofilnimi skupinami na proteinu. Aktivatorje, ki aktivirajo
hidroksilne skupine prikazuje Tabela 3-2. Za kovalentno modifikacijo proteina se
najpogosteje uporabljajo reakcije s stranskimi verigami aminokislin: lizin (amino skupina),
cistein (tiolna skupina), glutamska Kkislina (karboksilna skupina). Polimere, ki aktivirajo
razlicne funkcionalne skupine prikazuje Tabela 3-3. Komercialno dostopnih je veliko
nosilcev, izbirati pa jih moramo glede na lastnosti in uporabo katalizatorja.

Tabela 3-2: Aktivatorji pri kovalentni aktivaciji hidroksilnih skupin nosilca [214]

Skupina, Ki reagira

Aktivatorji L i
(z aktiviranim nosilcem)
tresilklorid, sulfonilklorid tiolna, aminska
cianogen bromid aminska
epoksidi tiolna, aminska
epiklorohidrin tiolna, aminska
glutaraldehid aminska
glicidol-glioksil aminska
N-hidroksi-sukcinimidil aminska

Tabela 3-3: Polimeri za aktivacijo funkcionalnih skupin [214]

Skupina Aktivirana Su:(el;pIir::’(lz<I
Polimer . P . Reagent skupina, ki .g. .
Ki reagira aktiviranim
nastane .
matriksom)
celuloza agaroza diol perodiat aldehid aminska
hitozan amino ali acil aldehid ali amid iminska
hidroksilna
dekstran hidroksilna kart_)on_ndurTnda_lzol karbok_s lina aminska
ali etilendiamin skupina
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poliakrilamid amid hidrazin hidrazid aminska
poliakrilamid amid kisel pH karboksilna aminska
skupina
karboksilna
poliester ester kisel pH skupina + aminska
alkohol
polietilen -CH2 konc. HNOs karbok.snna aminska
skupina
polistiren konc. HNOs nltrlrgn . histidin, tirozin
aromatski obro¢
najlon amid hidrazin hidrazid aminska
3.1.4.1 ECIH

Epoksi aktivirani nosilci so idealni sistemi za enostavne postopke imobilizacije encimov.
Ker so epoksi skupine stabilne pri nevtralnem pH, lahko tako aktivirane nosilce skladis¢imo
v daljSem casovnem razponu. Epoksi aktivirani nosilci reagirajo z razli¢nimi nukleofilnimi
skupinami na povr$ini encima (amino, hidroksi ali tiolnimi), s katerimi tvorijo mo¢ne vezi
(sekundarne amino, etrne in tioetrne vezi), pri tem pa minimalno modificirajo encimsko
strukturo. Mehanizem imobilizacije na epoksi aktivirane nosilce poteka v dveh delih: najprej
se encim hidrofobno adsorbira na povrSino nosilca, nato se nukleofilne skupine encima
(amino, tiolne ali hidroksilne skupine) kovalentno vezejo na epoksi skupine nosilca (Slika

3-5).
/\ H,N—
ii HS— c Poc¢asna intermolekularna kovalentna

_ imobilizacija
ii HO/

pH7,4-25°C

NN N NN

Blaga fizikalna adsorpcija in poasnha
intramolekularna kovalentna vezava

a4

rg

NAANENENEN

Slika 3-5: Mehanizem imobilizacije encimov na epoksi aktivirane nosilce [226]
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Sinteza heterofunkcionalnih nosilcev zahteva substitucijo nekaterih epoksi skupin z drugimi,
ki lahko adsorbirajo encime. Zaradi tega se Stevilo prostih epoksi skupin, ki lahko
kovalentno vezejo adsorbiran encim, zmanjsa. V ta namen nosilci, ki so modificirani z
ECIH, zagotovijo dodatne epoksi skupine, na katere se encim lahko adsorbira (Slika 3-6).
Razmerje med adsorbentom in epoksi skupinami je 1:1. Tak$ni nosilci lahko hitro
adsorbirajo encime z mo¢no vectockovno kovalentno vezavo [45,226].

— NH,’—A H # — NH:.
v— NHZ‘—)p—\ H co— NH,‘ P“?
H N
Y. — 7.\
Jhitra“ adsorpcija P
encima - : i
% High density of visoka Ii:opc:ntr_acua
Amine groups” / epoksi skupin

[ A
— NH,i— NH = NH,t
H iH
— NH, NH N
— NH,‘___A
-m". H 1 AP 4 : . “
™ intenzivna vectockovna kovalentna -~ shitra* kovalentna vezava
vezava

Slika 3-6: Vecétockovna imobilizacija encimov na amino-epoksi funkcionalizirane nosilce [226]

3.1.4.2 GA

GA reagira z lizinskimi ostanki proteinov in ga uporabljamo pri imobilizaciji encimov s
kovalentno vezavo. PovrsSinska funkcionalizacija z GA zahteva proste aminske skupine
nosilca, na katere se GA lahko veze (Slika 3-7). GA je bifunkcionalni reagent, ki reagira z
dvema primarnima amino kislinama. V vecini primerov se biomolekule ionsko adsorbirajo
na povrsine aktivirane s pozitivno nabitimi primarnimi aminskimi skupinami, pri ¢emer se
kasneje kovalentno zamreZzijo z uporabo raztopine GA pod milimi pogoji. V tem primeru se
ena molekula GA poveze z dvema primarnima amino skupinama, idealno z eno amino
skupino z biomolekule in z drugo z nosilca. GA lahko povzro¢i inter-molekularno
zamrezenje med dvema primarnima amino skupinama na sosednjih biomolekulah. Intra- ali
inter-molekularno naravo zamrezenja lahko nadzorujemo z nadzorovanjem gostote proteina,
pri Cemer pri visji gostoti proteina nastane ve¢ intra-molekularnega zamrezenja [227].
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Slika 3-7: ZamreZenje GA z encimi [214]

3.2 Encimi

Encimi so bioloski katalizatorji, ki uravnavajo kemijske reakcije v Zivih organizmih. Encimi
lahko =zaradi svojih izjemnih funkcionalnih lastnosti (aktivnosti, selektivnosti in
specificnosti) katalizirajo najkompleksnejSe kemijske procese pod milim pogoji. Zato so
encimi odli¢ni industrijski katalizatoriji na Stevilnih podroc¢jih v kemicni industriji.

3.2.1 ADH

S. cerevisiae je najpomembnejsi mikroorganizem, ki ga Clovek izkoris¢a za dobrobit
Clovestva predvsem =zaradi zmozZnosti etanolne fermentacije ogljikovih hidratov. V
organizmu S. cerevisiae potekata dve glavni metabolni poti, to sta glikoliza in celi¢no
dihanje. Pri tem je etanol glavni metabolit v energijskem metabolizmu, saj je kon¢ni produkt
glikolize in etanolne fermentacije. Skupaj z ADH, ki katalizira presnovo acetaldehida in
etanola, sluzi tudi kot ogljikov substrat med celi¢nim dihanjem.

ADH iz S. cerevisiae (Slika 3-8) spada v druzino oksidoreduktaz oz. alkoholnih
dehidrogenaz, ki vsebujejo cink. ADH iz S. cerevisiae spada v tretjo skupino dehidrogenaz,
ki vsebuje tri izoencime ADH: Tip I (YADHYL) je dehidrogenaza s srednjo verigo, ki vsebuje
cinkov ion. Sestavlja jo priblizno 370 aminokislin na podenoto v obliki dimetrov (v visjih
eukariontih) in v obliki tetramerov (v bakterijah); Tip, Il (YADH2) je dehidrogenaza s
kratko verigo, ki prav tako vsebuje zinkov ion, izrazena pa je v citoplazemski obliki, glukoza
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pa jo zavira. Sestavlja pa jo priblizno 250 aminokislin na podenoto; Tip Ill, ki je
dehidrogenaza z dolgo verigo in vsebuje Zelezo, najdemo jo v mitohondrijih, sestavlja pa jo
priblizno 385 do 900 aminokislin na podenoto [228,229].

Slika 3-8: 3D struktura encima ADH

ADH katalizira oksidacijo alkoholov in redukcijo aldehidov in ketonov, pri ¢emer sta NAD*
ali NADP™ elektronska akceptorja (Slika 3-9). Reakcija je reverzibilna, substrati pa so lahko
razlicni primarni ali sekundarni alkoholi. Etanol je najbolj$i najprimernejsi in substrat za
ADH, prav tako pa so dobri substrati tudi alil alkohol in kinamil alkohol. Slabsi substrati so
metanol, glicerol, gliceraldehid, acetol, benzil alkohol in benzaldehid. Kofaktor NAD je
sestavljen iz dveh nukleotidov, adenina in nikotinamida, lahko pa se pojavi v oksidirani
(NAD") ali reducirani obliki (NADH). NAD" sprejema elektrone drugih molekul in se
reducira, pri tem pa nastane NADH, ki lahko elektrone donira. NAD" se lahko veZe v dveh
orientacijah, zato obstaja v dveh diastereomerih (a-NAD in S-NAD), pri ¢emer je f-NAD
najbolj razsirjen, saj ga najdemo v razli¢nih organizimih. Podenote ADH iz S. cerevisiae so
sestavljene iz dveh domen: katalitske domene in domene, ki veZe koencim. Domeni po
velikosti nista enaki, saj katalitska domena vsebuje 3 od vseh 5 aminokislin, domena, ki veZe
koencim pa 2 aminokislini. Domeni sta med seboj lo¢eni s prostorom, kjer se zbirata substrat
in nikotinadmid koencima. Ena domena veZe koencim, druga domena pa priskrbi ligande za
katalitski cink, kot tudi za vec¢ino skupin, ki vzdrzujejo specifi¢nost substrata. Aktivno mesto
ADH veze molekulo substrata in molekulo koencima, da lahko potece kataliza [230]. Ker je
ADH pomemben bioloski katalizator, temelji na njeni uporabi veliko aplikacij v razli¢énih
industrijskih panogah, kot na primer v farmacevtski ali zivilski. Zaradi svoje
enantioselektivnosti je odlicen katalizator v farmaciji, ki omogoca proizvodnji zelo Cistih
ucinkovin [231]. Prav tako se uporablja za proizvodnjo razli¢nih intermediatov, sintezo
kiralnih komponent, predvsem pa za regeneracijo koencimov NAD(P) in NAD(P)H.
Uporablja se tudi v tehnologiji biosenzorjev [40].
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Slika 3-9: Reakcijski shemi oksidacije primarnega alkohola in redukcije aldehida (a) in sekundarnega alkohola
in redukcije ketona (b), ki ju katalizira ADH

3.2.2 B-GAL

S-GAL katalizira hidrolizo p-D-galaktozida v prisotnosti vode do galaktoze in alkohola
(Slika 3-10). Sestavljena je iz stirih identi¢nih podenot, vsaka pa ima svoj aktivno mesto. f-
GAL ima kofaktorje, ki so divalentne kovine z magnezijevimi ioni, kateri so potrebni za
vzdrzevanje konformacije aktivnega mesta. Komercialna f-GAL je izolirana iz E. coli in ima
optimalni pH med 7 in 7,5.

HO OH HO OH
o) 0
HO o—R t+ HO =—>» HO OH + R—OH
OH OH
B-D-galaktozid B-D-galaktoza alkohol

Slika 3-10: Hidroliza p-D-galaktozida do galaktoze

Vedina industrijskih aplikacij f-GAL se nanaSa na hidrolizo laktoze, zato se je je prijelo
komercialno ime laktaza. Vendar njena bioloska aktivnost ni omejena samo na hidrolizo
laktoze, saj veliko S-GAL ni sposobnih katalizirati hidrolize laktoze. Tako se uporablja v
razli¢nih industrijskih panogah, v Zivilski, industriji biosenzorjev, diagnostike in zdravljenja
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razli¢énih motenj. Encim najdemo v vecini mikroorganizmov, rastlin in zivali, a le mikrobna
[-GAL je tehnolosko pomembna, saj jo je mogocCe proizvesti z nizkimi stroski pri
intenzivnem delovanju fermentacije z visokim izkoristkom in produktivnostjo [232]. f-GAL
(Slika 3-11) se je uporabljala tudi kot model za preucevanje genetske regulacije, v zadnjem
Casu pa je tehnolosko pomembna predvsem, ker katalizira pretvorbo laktoze v monosaharide.
Tako se uporablja za proizvodnjo izdelkov z zmanjSano vsebnostjo ali brez laktoze zaradi
vse bolj naras¢ajoce netolerance prebivalstva na laktozo. Novi industrijski procesi uporabe
[-GAL tako omogocajo katalizo sinteze probioti¢nih oligosaharidov, kot naprimer galakto-
oligosaharidov s kineti¢nim nadzorovanjem reakcije laktozne transgalaktozilacije [233].

Slika 3-11: 3D struktura encima S-GAL
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3.2.3 Encimska kinetika

Encimska kinetika preucuje hitrosti encimsko kataliziranih reakcij. Tipi¢en graf ima obliko
hiperbole in prikazuje odvisnost za¢etnih hitrosti od koncentracije substrata (Slika 3-12). Z
naraS¢anjem koncentracije substrata se vse ve¢ encima nahaja v obliki kompleksa encim-
substrat (ES), encim pa tako postaja nasicen s substratom (saturacijska kinetika). Pri nizkih
koncentracijah substrata je hitrost reakcije sorazmerna s koncentracijo substrata in se
priblizuje reakciji 1. reda. Pri visokih koncentracijah substrata pa hitrost reakcije ni odvisna
od reakcije substrata in se priblizuje rekaciji 0. reda [234].

L e V..

6 - V,=k[S]°
v,=k[S]' 0. red reakcije
1. red reakcije

5

Reakcijska hitrost [mM/s]

| | J
2 3 4
Koncentracija substrata [mM]

Slika 3-12: Graf hitrosti encimsko katalizirane reakcije v odvisnosti od kocnentracije substrata

Leonor Michaelis in Maud Menten sta leta 1913 s svojim pristopom predvidevala, da sta
encim in substrat med katalizo v ravnoteZju, ter da hitrost nastanka produkta ne moti
nastalega ravnotezja [235]. Michaelis-Mentenina enacba povezuje hitrost encimsko
katalizirane reackcije z dvema kineticnima konstantama, Michaelis-Mentenino konstanto
(Kwm) in maksimalno reakcijsko hitrostjo (vmax). Michaelis-Mentenova konstanta (Kwm) je
karakteristi¢na kineti¢na konstanta, ki se uporablja za ocenjevanje interakcije med encimom
in substratom ter ustreza koncentraciji substrata, pri kateri hitrost reakcije doseze vrednost,
ki je enaka polivici maksimalne reakcijske hitrosti (Vmax/2). Ker je Vmax encima tezko dolociti
natancno, je tezko dolociti tudi njegovo Km. V ta namen poznamo vec linearnih korelacij, s
katerimi Michaelis-Mentenino enacbo preoblikujemo v linearno obliko: Eadie-Hofsteejev
diagram, Langimuirov diagram, med najpogostejSimi diagrami pa je Lineweaver-Burkova
metoda za analizo encimske kinetike (Slika 3-13).
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Slika 3-13: Lineweaver-Burkov diagram

Kwm konstanto lahko izratunamo s pomoc¢jo Lineweaver-Burkove metode pod optimalnimi
pogoji, ki jo prikazuje enacba (1):

1 Kum 1
" rmaelST | e )
Kjer je:

v - zaCetna reakcijska hitrost

Vmax - najvi$ja reakcijska hitrost

[S] - koncentracija substrata

Km - Michaelis-Mentenova konstanta

Lineweaver-Burkova enacba prikazuje recipro¢no vrednost Michaelis-Mentenine enacbe,
kjer Km/Vmax ustreza naklonu, 1/vmax ustreza preseciscu z ordinatno osjo, -1/Km pa ustreza
presecis€u z abcisno osjo. Z meritvami encimske aktivnosti pri razliénih koncentracijah
substrata nam dvojno recipro¢ni diagram omogoca doloCitev konstant Km IN Vmax. S
konstanto Km doloc¢imo, kako dobro substrat tvori kompleks z danim encimom oz.
ovrednotimo vezavno afiniteto encima do substrata. Pri nizjih vrednostih Kwm, reakcija hitreje
doseze Vmax, zato ima encim vec¢jo vezavno afiniteto do substrata, saj se ucinkoviteje veze.
Obratno pa vi§je vrednosti Km pomenijo niZjo vezavno afiniteto encima do substrata.
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3.3 Eksperimentalni del

3.3.1 Materiali in reagenti

Za povrsinsko modifikacijo CMD-MNPs smo uporabili:

e 0,5 M epiklorohidrin (1-kloro-2,3-epoksipropan), Sigma-Aldrich, Nemcija
e etanol (C2HsOH, 95 %), Sigma-Aldrich, Nemcija

Za imobilizacijo encima ADH in kofaktorja f-NAD na povrSinsko modificirane CMD-
MNPs smo uporabili:

e encim alkohol dehidrogenazo iz kvasovk S. cerevisiae, Sigma-Aldrich, Nem¢ija

e f-nikotinamid adenin dinukleotid (C21H27N7014P2-xH20), Sigma-Aldrich, Nem¢ija
e etanol (C2HsOH, 95 %), Sigma-Aldrich, Nemcija

e dinatrijev hidrogenfosfat (Na2HPO4), Merck, Nemdija

e natrijev dihidrogen fosfat (NaH2PQO4), Merck, Nemcija

e milliQ vodo

Za imobilizacijo encima p-GAL na HIT-MNP in AMS-MNPs smo uporabili:
e encim p-galaktozidazo iz Aspergillus oryzae, Sigma-Aldrich, Nem¢ija
e natrijev acetat (CH3COONa-3H20), Sigma-Aldrich, Nem¢ija
e glutaraldehid (OHC(CH.)3CHO, 25 %), Sigma-Aldrich, Nemc¢ija
e pentaetilenheksamin, Sigma-Aldrich, Nemc¢ija
e milliQ vodo

Za dolocevanje aktivnosti in u¢inkovitosti imobilizacije ADH smo uporabili:
e natrijev pirofosfat dekahidrat, NasP20O7-10H20, Sigma-Aldrich, Nemcija
e etanol (C2HsOH, 95 %), Sigma-Aldrich, Nemcija
e f-nikotinamid adenin dinukleotid (C21H27N7014P2-xH20), Sigma-Aldrich, Nem¢ija
e natrijev dihidrogen fosfat (NaH2PQO4), Merck, Nemcija
e dinatrijev hidrogenfosfat (Na2HPO4), Merck, Nemcija
e goveji serumski aloumin (BSA), Sigma-Aldrich, Nemdija
e Bradfordov reagent
e milliQ vodo

Za dolocevanje aktivnosti in u¢inkovitosti imobilizacije f-GAL smo uporabili:
e natrijev acetat trihidrat (CHsCOONa-3H20), Sigma-Aldrich, Nemcija
e o-nitrofenil 5-D-galaktopiranozid (ONPG, C12H1sNOs), Sigma-Aldrich, Nemcija
e goveji serumski aloumin (BSA), Sigma-Aldrich, Nem¢ija
e natrijev karbonat (Na2COs), Sigma-Aldrich, Nem¢ija
e Bradfordov reagent
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e milliQ vodo

Za pripravo Bradforodovega reagenta ter umeritvene krivulje smo uporabili:

e Coomassie Brilliant Blue G-250 (Cs7H4sN3NaO7S;), Merck, Nemcija
e etanol (CoHsOH, 95 %), Sigma-Aldrich, Nemcija

e fosforno (V) kislino (H3POg4, 85 %), Merck, Nemcija

e goveji serumski aloumin (BSA), Sigma-Aldrich, Nem¢ija

e milliQ vodo

3.3.2 Laboratorijska oprema in aparature

Pri laboratorijskem delu smo uporabili naslednjo opremo in aparature:

e merilne valje (10 mL, 50 mL, 100 mL, 1 L)

e steklene ¢ase (5 mL, 20 mL, 50 mL, 100 mL, 250 mL, 500, mL)
e steklene bucke (100 mL, 200 mL)

e mikrocentrifugirke (1500 pL, 2000 pL)

e magnetni meSalcek

e magnetno mesalo

e magnet

e mikropipete

e pH meter

e termometer

e tehtnico

e stresalnik in inkubator (Heidolph Unimax 1010)

e centrifugo (Eppendorf Centrifuge 5804 R)

e elektricni grelnik z magnetnim meSalom

e UV-VIS spektrofotometer (Varian Cary 50 Probe)
e vorteks

3.3.3 Eksperimentalne metode

3.3.3.1 Priprava epoksi-zamrezevalca ECIH

Za povrsinsko modifikacijo nosilca CMD3-MNPs v postopku imobilizacije ADH smo
pripravili raztopino mreznega epoksi-zamrezevalca ECIH v etanolu s koncentracijo 0,5 M.

65



Vezava encimov na povrsinsko modificirane magnetne nosilce

3.3.3.2 Imobilizacija ADH na CMD3-MNPs

Predhodno sintetizirane CMD3-MNPs smo najprej aktivirali tako, da smo njihovo povrsino
modificirali z raztopino epoksi-zamrezevalca ECIH. V epruveto smo zatehtali 20 mg CMD3-
MNPs, dodali dolo¢en volumski delez epoksi-zamrezevalca ECIH (0,5 M) ter dopolnili z 10
mM natrijevim fosfatnim pufrom (pH 7,5), tako da je kon¢ni volumen zmesi znasal 1 mL.
Epruveto z zmesjo smo postavili na stresalnik ter stresali 1 uro na sobni temperaturi pri 300
rpm. Po koncani aktivaciji smo delce lo¢ili z magnetno separacijo, supernatant pa
oddekantirali. Aktiviranim delcem smo dodali 100 pL encima ADH (7,42 U/mL) ter 900 pL
10 mM natrijevega fosfatnega pufra, tako da je kon¢na koncentracija encima ADH znasala
0,02 mg/mL. Tako pripravljeno zmes smo prenesli na stresalnik ter priceli s postopkom
imobilizacije, ki je trajala 2 uri. V nadaljevanju smo spreminjali pogoje in proucevali vpliv
razli¢nih procesnih parametrov, in sicer koncentracijo zamrezevalca ECIH (2 (V/V) %, 4 (v/Vv)
%, 6 (V/V) %, 8 (vV/V) %, 10 (v/v) %), temperaturo imobilizacije (4 °C, 20 °C, 30 °C, 40 °C),
hitrost stresanja v postopku imobilizacije (200 rpm, 300 rpm, 400 rpm, 500 rpm), pH
imobilizacijskega medija (5, 6, 7, 7,5, 8, 8,5, 9), ¢as imobilizacije (2 uri, 3 ure, 4 ure, 5 ur, 8
ur, 12 ur, 24 ur) in koncentracijo encima (0,02 mg/mL, 0,03 mg/mL, 0,04 mg/mL). Po
konc¢ani imobilizaciji smo delce locili z magnetno separacijo in oddekantirali supernatant. V
supernatantih smo dolocili koncentracijo proteinov po Bradfordu ter tako dolocili, koliko
encima je ostalo nevezanega, da smo lahko dolo¢ili ucinkovitost imobilizacije. Prav tako
smo dolocili aktivnost imobiliziranega encima.

3.3.3.3 Koimobilizacija ADH in B-NAD na CMD3-MNPs

Predhodno sintetizirane CMD3-MNPs smo najprej aktivirali tako, da smo njihovo povrs§ino
modificirali z raztopino zamreZevalca ECIH. V epruveto smo zatehtali 20 mg CMD3-MNPs,
dodali 4 (v/v) % ECIH ter dopolnili z 10 mM natrijevim fosfatnim pufrom (pH 7,5), tako da
je konéni volumen zmesi znasal 1 mL. Epruveto z zmesjo smo postavili na stresalnik ter
stresali 2 uri na sobni temperaturi pri obratih 350 rpm. Po koncani aktivaciji smo delce lo¢ili
z magnetno separacijo, supernatant oddekantirali ter na nanodelce nanesli 750 uL S-NAD s
koncentracijo 15 mM. Tako pripravljeno zmes smo ponovno prenesli na stresalnik in priceli
s postopkom imobilizacije f-NAD. Zmes smo stresali 2 uri pri sobni temperaturi in obratih
350 rpm. Po koncani imobilizaciji smo delce locili z magnetno separacijo s pomocjo
magneta ter oddekantirali supernatant. Na nanodelce smo nato dodali 100 pL. encima ADH
in 900 uL natrijevega fosfatnega pufra (10 mM), tako da je kon¢na koncentracija encima
znasala 0,02 mg/mL. Nato smo zmes stresali na stresalniku pri 22 °C in 350 rpm ter
proucevali vpliv razli¢nih procesnih parametrov, kot so masa CMD3-MNPs (20 mg, 40 mg,
50 mg), zaporedje koimobilizacije ADH in f-NAD, koncentracija f-NAD (10 mM, 15 mM,
20 mM), ¢as koimobilizacije ADH in S-NAD, temperaturo (22 °C in 10 °C), ¢as aktivacije
CMD3-MNPs (1 ura in 2 uri), koncentracijo ADH (0,01 mg/mL, 0,02 mg/mL, 0,03 mg/mL,
0,04 mg/mL) na potek imobilizacije. Po kon¢ani imobilizaciji smo delce locili z magnetno
separacijo in oddekantirali supernatant. V supernatantih smo doloc¢ili koncentracijo proteinov
po Bradfordu ter tako dolocili ucinkovitost imobilizacije. Prav tako smo doloc¢ili preostalo
aktivnost imobiliziranega encima.
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3.3.3.4 Termicna stabilnost

Prosti encimi so velikokrat termi¢no nestabilni pri visokih temperaturah. Eden od nacinov
stabilizacije encima je imobilizacija le-tega na nosilec. Imobilizacija encima zagotavlja visjo
termi¢no stabilnost, pri ¢emer je glavna prednost termi¢no stabilnih encimov njihova
zmoznost izogniti se ireverzibilni denaturaciji oz. kineti¢ni nestabilnosti [236]. Preostalo
aktivnost ADH imobilizirane na CMD3-MNPs in ADH koimobilizirane z S-NAD na CMD3-
MNPs po izpostavitvi pri dolo¢eni temperaturi smo dolocili po sledeci enacbi (2):

aktivnost imobilizirane ADHy inkubaciji

Preostala aktivnost (%) = * 100 2

aktivnost imobilizirane ADHyyeq inkubacijo

3.3.3.4.1 Termicna stabilnost imobillizirane ADH

Studijo termi¢ne stabilnosti ADH, imobilizirane na CMD3-MNPs smo izvedli pri 20 °C in
40 °C, pri ¢emer smo imobilizirani encim pri dolo¢eni temperaturi inkubirali 3 h, 5 h ali 24

h.

3.3.3.4.2 Termicna stabilnost koimobilizirane ADH

Studijo termi¢ne stabilnosti ADH, koimobilizirane z f-NAD na CMD3-MNPs smo izvedli
pri 30 °C in 50 °C pri ¢emer smo imobilizirani encim pri doloceni temperaturi inkubirali 3 h
ali 5 h.

3.3.3.5 Stabilnost imobilizirane in koimobilizirane ADH pri 4 °C

SladiS¢enje encimov na sobni temperaturi pogosto vodi v njihovo degradacijo in
inaktivacijo, zato je skladiS€enje encimov najprimernejSe v hlajenem prostoru s temperaturo
< 4 °C v sterilnih steklenih ali polipropilenskih epruvetah. Pri kratkotrajnen skladis¢enju (od
enega dneva do vec tednov) zadosc¢a skladis¢enje v enostavnih pufrih pri 4 °C, medtem ko se
za dolgotrajna skladiS¢enja (od enega meseca do enega leta) uporabljajo skladiS¢enja v Cistih
plasi¢nih posodah v teko¢em dusiku [237]. Stabilnost ADH, imobilizirane na CMD3-MNPs
in ADH, koimobilizirane z S-NAD na CMD3-MNPs smo dolocili na osnovi njunih
preostalih aktivnosti po skladis¢enju pri 4 °C (enacba (3)):

aktivnost imobilizirane ADHy, skiadistenju

Preostala aktivnost (%) = * 100 3)

aktivnost imobilizirane ADHyyeq skiadistenjem
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3.3.3.5.1 Stabilnost imobilizirane ADH
ADH imobilizirano na CMD3-MNPs smo skladis¢ili v hladilniku pri temperaturi 4 °C.
Preostalo aktivnost skladis¢ene ADH imobilizirane na CMD3-MNPs smo v razli¢nih
Casovnih intervalih doloc¢evali 21 dni.

3.3.3.5.2 Stabilnost koimobilizirane ADH

ADH koimobilizirano z p-NAD na CMD3-MNPs smo skladis¢ili v hladilniku pri
temperaturi 4 °C. Preostalo aktivnost skladis¢ene ADH koimobilizirane z f-NAD na CMD3-
MNPs smo doloc¢evali po 7, 14, in 21 dneh skladi$¢enja.

3.3.3.6 Eksperimentalna dolocitev Km in vmax prosti, imobilizirani in
koimobilizirani ADH

Za eskperimentalno dolocitev kineti¢nih parametrov Km in Vmax SMo aktivnost proste,
imobilizirane in koimobilizirane ADH dolo¢ili pri 4 razli¢cnih koncentracijah substrata, in
sicer pri 0,3 M, 0,6 M, 0,7 M in 0,8 M etanolu.

3.3.3.7 Imobilizacija B-GAL na HIT-MNPs in AMS-MNPs

V imobilizacijskem postopku smo uporabili sintetizirane HIT-MNPs, ki smo jih sintetizirali
po postopku opisanem v delu Hojnik in ostali [238] ter sintetizirane AMS-MNPs po
postopku, opisanem v delu Sulek in ostali [22]. Na pripravljene HIT-MNPs ali AMS-MNPs
smo imobilizirali encim p-GAL tako, da smo HIT-MNPs ali AMS-MNPs aktivirali s
funkcionalnimi skupinami, pri ¢emer smo uporabili zamrezevalec GA in amino-donor
PEHA. V mikrocentrifugirko smo zatehtali 5 mg pripravljenih HIT-MNPs ali AMS-MNPs
ter dodali 1 mL acetatnega pufra (pH 6) ter ustrezno koli¢ino GA in/ali PEHA. Tabela 3-4 in

Tabela 3-5 prikazujeta koncentracije mreznega povezovalca GA in amino-donorja PEHA, Ki
smo ju uvedli v postopek imobilizacije f-GAL na HIT-MNPs ali AMS-MNPs.

Tabela 3-4: Koncentracije GA, PEHA in GA/PEHA pri imobilizaciji f-GAL na HIT-MNPs

Volumski delez GA in/ali PEHA [%(v/v)]

GA 1 1,5 2
PEHA 10 30 40
GA/PEHA 0,5/30 1/30 1,5/30 0,5/40
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Tabela 3-5: Koncentracije GA, PEHA in GA/PEHA pri imobilizaciji S~-GAL na AMS-MNPs

Volumski delez GA in/ali PEHA [%(V/v)]

GA 1 2 2,5 3
PEHA 5 10 20 30
GA/PEHA 2/20 2,5/20 2130 2,5/30

Izbranim MNPs smo dodali razli¢ne koli¢ine mreZznih povezovalcev (Tabela 3-4 in Tabela
3-5). Zmes smo zvorteksirali ter jo nato 2 uri stresali na stresalniku pri 350 rpm in 22 °C. Po
kon¢anem stresanju smo delce lo¢ili z magnetom. Supernatant smo oddekantirali, tako
aktiviranim MNPs pa dodali 900 uL acetatnega pufra (pH 6) in 100 uL encima p-GAL s
koncentracijo 50 mg/mL. Zmes smo ponovno vorteksirali. Imobilizacija je potekala 24 ur pri
22 °C ob intenzivnem stresanju na stresalniku.

Po konéani imobilizaciji smo S-GAL, imobilizirano na HIT-MNPs ali f-GAL, imobilizirano
na AMS-MNPs lo¢ili z magnetom, supernatant oddekantirali ter ponovno dodali 1 mL
acetatnega pufra (pH 6), da smo s spiranjem odstranili encim, ki se v postopku imobilizacije
ni vezal. Postopek smo ponovili e dvakrat, tako da v supernatantih ni bilo ve¢ prisotnih
proteinov. Dolo¢ili smo ucinkovitost imobilizacije ter aktivnost f-GAL imobilizirane na
HIT-MNPs in f-GAL imobilizirane na AMS-MNPs.

3.3.4 Analizne metode

3.3.4.1 Aktivnostni test za ADH

Encim ADH Kkatalizira oksidacijo alkoholov, pri ¢emer ima NAD® vlogo akceptorja
elektronov. Encimska reakcija je reverzibilna, substrati pa so lahko razli¢ni primarni in
sekundarni alkoholi. Aktivnostni test za dolocevanje ADH temelji na reakciji, Ki jo prikazuje
Slika 3-14.

z ] \ ¢ /‘

H H o o f f '_:,' o’ 4 H o ~—OCH, NH,
[ HO-P=0 N | 7 L A
H-C-C-O-H + "¢ &b o py_c-c 4 H )
i de oo 4 &

o N H H g 9
o N ADH 72;0—;(—00-1 o
OH OH
OH OH
etanol B-NAD acetaldehid f-NADH

Slika 3-14: Pretvorba etanola v acetaldehid ob prisotnosti encima ADH

Aktivnostni test za ADH smo izvajali pri 22 °C. Encim smo raztopili v natrijevem fosfatnem
pufru (pH 7,5). Z UV-VIS spektrofotometrom smo pri valovni dolzini 340 nm merili
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absorbanco, ki smo jo uporabili za izra¢une aktivnosti encima ADH [239]. Za dolocevanje
aktivnosti ADH smo potrebovali 7 reagentov:

e Reagent A
50 mM natrijev pirofosfatni pufer, pH 8,8 pri 25 °C

Zatehtali smo 2,23 g natrijevega pirofosfata in ga raztopili v 100 mL destilirane vode. Z 8 %
(v/v) fosforno kislino smo umerili pH raztopine na 8,8 pri 25 °C.

e ReagentB
95 % (v/v) etanol
V 100 mL bu¢ko smo dali 95 mL etanola ter dopolnili do oznake z destilirano vodo.

e ReagentC
15 mM pS-NAD raztopina

Za vsako dolocevanje aktivnosti ADH smo dnevno pripravili svezo raztopino S-NAD.
Zatehtali smo 0,149 g S-NAD ter ga raztopili v 15 mL destilirane vode.

e Reagent D
10 mM natrijev fosfat

Zatehtali smo 0,137 g natrijevega dihidrogen fosfata ter ga raztopili v 100 mL destilirane
vode.

e ReagentE
10 mM natrijev fosfatni pufer, pH 7,5 pri 25 °C

Zatehtali smo 0,141 g dinatrijevega hidrogen fosfata in ga raztopili v 100 mL destilirane
vode. Z reagentom D smo umerili pH raztopine na 7,5 pri 25 °C.

e Reagent F
10 mM natrijev fosfatni pufer z 0,1 % (w/v) BSA, pH 7,5 pri 25 °C
Zatehtali smo 0,025 g BSA ter ga raztopili v 25 mL Reagenta E.

e ReagentG

Encim ADH
Encim ADH z dolo¢eno koncentracijo smo pripravili v raztopini reagenta E.
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e Postopek doloc¢evanja aktivnosti ADH

V dve epruveti smo odpipetirali reagente A, B, C ter jih premesali. V prvo epruveto (slepi
vozrec) smo odpipetirali reagent F, premesali ter po 1 minuti takoj pomerili absorbanco na
UV-VIS spektrofotometru pri valovni dolzini 340 nm. Prav tako smo v drugo epruveto
odpipetirali reagent G (vzorec oz. encim ADH), premesali ter po 1 minuti takoj izmerili
absorbanco na UV-VIS spektrofotometru pri valovni dolzini 340 nm. Tabela 3-6 prikazuje
koli¢ino ter zaporedje dodajanja reagentov za slepi vzorec ter vzorec proste ADH.

Tabela 3-6: Zaporedje in koli¢ina dodanih reagenotv za izvedno aktivnostnega testa za ADH

Slepi vzorec (uL) Vzorec (uL)

Reagent A 650 650

Reagent B 50 50

Reagent C 750 750
Premes$amo reagente na sobni temperaturi

Reagent F 50 /

Reagent G / 50

e Izracun aktivnost encima ADH
Aktivnost proste ter imobilizirane ADH smo dolo¢ili po enacbi (4), kjer je 1 Enota (Unit)
izrazena kot koli¢ina (mg) ADH, ki pretvori 1 umol etanola v acetaldehid na minuto pri pH
8,8 in temperaturi 25 °C.

U= ((AA340 nm /Minyzorca)—(A340 nm/MiNgiepega vzorca) ) XVi X df (4)
€g-NADH*XVe

kjer je:

U - aktivnost ADH (U/mL)

Vk - kon¢ni volumen reakcijske zmesi (1,5 mL)

df - red¢itveni faktor (1)

£B-NADH - milimolarni ekstinkcijski koeficient za f-NADH pri 340 nm (6,22)
Ve - volumen dodanega encima (0,05 mL)

Preostalo aktivnost imobiliziranega encima ADH smo dolo¢ili kot deleZ (%) iz razmerja med
aktivnostjo prostega encima in aktivnostjo imobiliziranega encima po enacbi (5), in sicer:

aktivnostyroste ADH

Preostala aktivnost (%) = * 100 (5)

aktivnostimoepilizirane ADH
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3.3.4.2 Aktivnostni test za B-GAL

Aktivnost encima f-GAL smo dolocevali z aktivnostnim testom, ki temelji na reakciji
hidrolize, ki jo prikazuje Slika 3-15. Orto-nitrofenol-4-galaktozid (OPNG) je substrat za
doloc¢evanje aktivnosti f-GAL. OPNG je brezbarvna spojina, ki ob prisotnosti z encimom f-
GAL hidrolizira molekulo v orto-nitrofenol (ONP) in galaktozo. ONP se obarva rumeno
barvo, ki jo pri valovni dolzini 405 nm lahko spektorfotometricno dolo¢imo.

CHZOH
CHgOH K O. OH
galaktoadaza NOQ
OH R
ONPG e ONP galaktoza

Slika 3-15: Pretvorba ONPG v ONP ob prisotnosti encima S-GAL

Aktivnostni test za f-GAL smo izvajali pri temepraturi 37 °C. Encim smo raztopili v
natrijevem acetatnem pufru (pH 6). Z UV-VIS spektrofotometrom smo pri valovni dolzini
405 nm izmerili absorbanco, ki smo jo uporabili za izraCune aktivnosti encima S-GAL
[240,241]. Za doloCevanje aktivnosti f-GAL smo potrebovali 4 reagente:

e Reagent A
100 mM natrijev acetatni pufer, pH 6 pri 37 °C

Zatehtali smo 0,82 g natrijevega acetata in ga raztopili v 100 mL destilirane vode. Z 1 M
ocetno kislino smo umerili pH raztopine na 6 pri 37 °C.

e ReagentB
2 mM o-Nitrofenil f-D-galaktozid z 0,01% (w/v) BSA, pH 6

Zatehtali smo 0,06 g o-nitrofenil 5-D-galaktopiranozida ter 0,01 g BSA ter ju raztopili v 100
mL reagenta A. Z 1 M ocetno kislino smo umerili pH raztopine na 6 pri 30 °C.

e ReagentC
1 M natrijev karbonat
Zatehtali smo 10,6 g natrijevega karbonata ter ga raztopili v 100 mL destilirane vode.

e ReagentD

Encim f-GAL
Pripravili smo vodno raztopino encima -GAL s koncentracijo 50 mg/mL.
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e Postopek doloc¢evanja aktivnosti f-GAL

V dve epruveti smo odpipetirali reagent B in destilirano vodo. Raztopino smo premesali in
inkubirali 2 min pri temperaturi 37 °C. Po 2 min smo v eno epruveto dodali 200 pL reagenta
D (vzorca oz. encima f-GAL), v drugo epruveto pa nismo dodali ni¢esar (slepi vzorec).
Sledila je 10 min inkubacija pri temperaturi 37 °C. Po konc¢ani inkubaciji Smo v obe epruveti
dodali 4 mL reagenta C, v slepi vzorec pa Se 200 uL reagenta D. Vzorca smo zvorteksirali
ter jima izmerili abosrbanco na UV-VIS spektrofotometru pri valovni dolzini 405 nm.

Tabela 3-6 prikazuje koli¢ino ter zaporedje dodajanja reagentov za slepi vzorec ter vzorec
pri doloCevanju aktivnosti proste f-GAL.

Tabela 3-7: Zaporedje in koli¢ina dodanih reagentov za izvedno aktivnostnega testa za f-GAL

Slepi vzorec (mL) Vzorec (mL)

Reagent B 0,50 0,50

destilirana voda 0,30 0,30
Stresamo 2 min na temperaturi 37 °C

Reagent D / 0,20
Stresamo 10 min na temperaturi 37 °C

Reagent C 4,00 4,00

Reagnet D 0,20 /

e Izracun aktivnosti encima f-GAL

Aktivnost proste ter imobilizirane f-GAL smo dolocili po enacbi (6). 1 Enota (Unit) je
izrazena kot koli¢ina (mg) f-GAL, ki hidrolizira 1 pmol o-nitrofenil f-D-galaktozida v o-
nitrofenol in D-galaktozo na minuto pri pH 6 in 37 °C.

U = (A405 nmvzorca — Agos nmSlepega vzorca) X Vi x df (6)
t X &o_Nitro X Ve

Kjer je:

U - aktivnost S-GAL (U/mL)

Vk - kon¢ni volumen reakcijske zmesi (5 mL)

df - red¢itveni faktor (1)

t - Cas trajanja reakcije (10 min)

€o-Nitro - milimolarni ekstinkcijski koeficient o-Nitrofenola pri 405 nm (4,6)

Ve - volumen dodanega encima (0,2 mL)
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Preostalo aktivnost imobiliziranega encima S-GAL smo doloéili kot delez (%) iz razmerja
med aktivnostjo prostega encima in aktivnostjo imobiliziranega encima po enacbi (7), in
sicer:

aktivnost _
proste B—GAL % 100 (7)

Preostala aktivnost (%) = —
aktivnostimopilizirane f—GAL

3.3.4.3 Dolocevanje koncentracije proteinov po Bradforodovi metodi za
izracun ucinkovitosti imobilizacije

Ucinkovitost imobilizacije smo dolocili na osnovi znane koncentracije encima, ki smo ga
dodali v postopek imobilizacije ter koncetracije proteinov v supernatantih po spiranju
imobiliziranega encima po posameznem imobilizacijskem postopku. Za doloCevanje
koncentracije proteinov smo uporabili Bradfordovo metodo [242], ki temelji na vezavi
barvila na protein v kisli raztopini, kar povzro¢i premik absorpcijskega maksimuma barvila
iz 465 nm na 595 nm. Kadar se barvilo veze na proteine, se pretvori v stabilno modro
neprotonirano obliko z absorpcijskim maksimumom pri 595 nm (Slika 3-16) [243].

CHg HyC

CoHs CoHs
| |
@ + OO
+
Na03S S04~
Barvilo Coomassie
NH Brilliant Blue G-250
0C,H;
465nm
MODRO
<

Kompleks
protein - barvilo

Amax - 595nm

Slika 3-16: Shematski prikaz reakcije dolo¢evanja koncentracije proteinov po Bradfordovi metodi [243]

e Bradfordov reagent

Badfordov reagent smo pripravili tako, da smo 100 mg barvila Coomassie Brilliant Blue
raztopili v 50 mL 95 % etanola ter raztopino nato prenesli v 1 L bucko. Dodali smo 100 mL
85 % fosforne kisline ter razred¢ili z milliQ vodo do oznake. Tako pripravljen Bradfordov
reagent smo intenzivno mesali pri 22 °C ter ga na koncu prefiltrirali. Bradfordov reagent
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smo zaradi njegove obcutljivosti na svetlobo prenesli v steklenico ovito z alufolijo ter hranili
v hladilniku pri 4 °C.

e Umeritvena krivulja

Za pripravo umeritvene krivulje smo kot standard uporabili protein BSA v obmocju
koncentracij od 0,0 mg/mL do 1,0 mg/mL, in sicer s koncentracijami 0,2 mg/ml, 0,4 mg, 0,6
mg/mL, 0,8 mg/mL in 1,0 mg/mL. Razli¢ne koncentracije proteina BSA smo pripravili v
mikrocentrifugirkah ter ga red¢ili z milliQ vodo.

V Sest mikrocentrifugirk smo odpipetirali 1 mL pripravljenega Bradfordovega reagenta, ter
dodali 20 uL posamezne raztopine proteina BSA z odgovarjajo¢o koncentracijo. Prav tako
smo pripravili slepi vzorec, kamor smo dodali 20 pL milliQ vode. Zmesi v
mikrocentrifugirkah smo vorteksirali ter inkubirali 15 min pri 22 °C. Po inkubaciji smo
vzorcem izmerili absorbanco na UV-VIS spektrofotometru pri valovni dolzini 595 nm. Za
vsak vzorec smo opravili tri meritve ter kot vrednost za nadaljnje dolo¢evanje koncentracije
proteinov uporabili povpre¢no vrednost vseh treh meritev. Umeritvene krivulje za
doloc¢evanje koncetracije proteinov po Bradfordu so prikazane v prilogah 6.1, 6.2, in 6.3.

e Izracun koncentracije proteinov po Bradfordu

Koncentracijo proteinov (mg/mL) po Bradfordu dolo¢imo iz umeritvene krivulje po enacbi

(8):

c = Apovpreina (8)
k

kjer je:

C - koncentracija proteinov (mg/mL)

A - absorbanca vzorca pri 595 nm

k - naklon premice iz ena¢be umeritvene krivulje

e Izracun ucinkovitosti imobilizacije

Ucinkovitost imobilizacije encima smo izracunali po enacbi (9) in tako dolocili delez
encima, Ki se je vezal na povrsinsko modificirane magnetne nanodelce.

p= M 9)
p

kjer je:

p - relativna ucinkovitost imobilizacije (%),

Cp - koncentracija prostega encima (mg/mL),

Cs - koncentracija encima v spiranjih (mg/mL).
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3.4 Rezultati in diskusija

V drugem sklopu doktorskega dela smo modificirane CMD3-MNPs funkcionalizirali z
aktivnimi epoksi skupinami z uporabo epoksi zamrezevalca ECIH. Nato smo S
spreminjanjem procesnih parametrov optimirali najprej postopek imobilizacije encima ADH,
nato pa Se postopek koimobilizacije encima ADH in kofaktorja f-NAD na modificiran
CMD3-MNPs. CMD3-MNPs je bil izbran kot najprimernej$i nanonosilec glede na
opravljene analizne metode iz prvega sklopa doktorskega dela.

Nadaljevali smo z optimiranjem koncentracij mreznega povezovalca GA in amino-donorja
PEHA v postopku imobilizacije S-GAL na pripravljene HIT-MNPs in AMS-MNPs.
Imobiliziranima encimoma ADH in f-GAL smo dolocili preostalo aktivnost z aktivnostnim
encimskim testom za posamezen encim ter u¢inkovitost imobilizacije.

3.4.1 Povrsinska funkcionalizacija modificiranega nosilca CMD3-MNPs
za vezavo encima ADH

3.4.1.1 Vpliv koncentracije epoksi-zamrezevalca ECIH

V procesu imobilizacije encima ADH na sintetizirane CMD3-MNPs smo se najprej lotili
povrsinske funkcionalizacije modificiranin CMD3-MNPs, ki smo jo dosegli z optimiranjem
dodane kolic¢ine epoksi-zamrezevalca ECIH. Epoksi aktivne skupine, ki jih zagotovimo z
ECIH reagirajo s hidroksilnimi skupinami na povr§ini CMD3-MNPs in z njimi tvorijo
mocne vezi. Pri tem se ADH hidrofobno adsorbira na povrSino CMD3-MNPs, nato pa se
hidroksilne skupine ADH kovalentno vezejo na epoksi skupine nosilca. Uporabili smo 0,5 M
ECIH v razli¢cnih volumskih razmerjih (od 2 % (v/v) do 10 % (v/v)). Ko smo za
imobilizacijo uporabili 2 % (v/v) ECIH je bila preostala aktivnost zelo nizka (18,6 %). Iz
rezultata lahko sklepamo, da s prenizko koncentracijo zamreZevalca ne dosegamo dovolj
mocnega mehanizma med encimom in nosilcem, kar lahko privede do uhajanja encima iz
nanonosilca, to pa se odraza v nizki preostali aktivnosti encima. S povefevanjem
koncentracije epoksi zamrezevalca ECIH na 4 % (v/v) smo dosegli visjo preostalo aktivnost
encima, in sicer 88,4 %, kar se je izkazalo za optimalno koncentracijo epoksi zamrezevalca
ECIH. S povecevanjem koncentracije zamrezevalca se Stevilo prostih aktivnih skupin na
povrsini CMD3-MNPs povecuje, s tem pa se povecuje tudi koli¢ina vezane ADH, ki se na ta
mesta lahko kovalentno veze, kar se kaze v visji preostali aktivnosti imobilizirane ADH.
Prav tako smo dosegli tudi visoko ucinkovitost imobilizacije, ki je znaSala 99,5 %. Z
nadaljnjim poviSevanjem koncentracije dodanega epoksi zamrezevalca ECIH, se je preostala
aktivnost imobiliziranega ADH zacela zmanjsevati. Pri dodatku 6 % (v/v) je preostala
aktivnost encima znasala 38,3 %, pri dodatku 8 % (v/v) in 10 % (v/v) pa se je Se dodatno
znizala na 20,7 % in 23,9 %. Ucinkovitost imobilizacije pri dodatku 2 % (v/v), 6 % (v/v), 8
% (v/v) in 10 % (v/v) ECIH je znasala 93,9 %, 93,8 %, 88,5 % in 100 %. Rezultate prikazuje
Slika 3-17, iz katere je razvidno, da z dodatkom 4 % (v/v) ECIH, kot mreznega povezovalca,
doseZzemo najvi§jo preostalo aktivnost imobilizirane ADH, medtem ko lahko z dodatkom
previsokih koncentracij mreznega povezovalca blokiramo aktivne skupine, na katere bi se
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encim lahko vezal, kar se posledi¢no odraza v izgubi aktivnosti imobiliziranega encima
[227]. Prav tako lahko previsoke koncentracije mreznega povezovalca znatno modificirajo
strukturo encima, kar prav tako znizuje aktivnost le-tega. Po drugi strani pa prenizke
koncentracije mreznega povezovalca ne zagotavljajo ustreznega ucinkovitega zamrezenja
encima, saj ne zagotavljajo dovolj prostih funkcionalnih skupin, na katere bi se encim lahko
vezal, kar vodi v izgubo encimskih molekul v reakcijski medij, saj se le-ta neucinkvito veze
z nosilcem [244].
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Ucinkovitost imobilizacije [%]

Preostala aktivnost imobilizirane ADH [%]

m Preostala aktivnost [%] = UCinkovitost imobilizacije [%)]

Slika 3-17: Vpliv koncentracije epoksi zamrezevalca ECIH na preostalo aktivnost in u¢inkovitost imobilizirane
ADH na CMD3-MNPs (pri pogojih: 20 mg CMD3-MNPs, 1 ura funkcionalizacije, 2 uri imobilizacije, pH 7,5,
22 °C, 300 rpm, 0,02 mg/mL ADH)

Tako smo na podlagi rezultatov, dobljenih pri optimiranju koncentracije epoksi
zamreZevalca, V nadaljnjih $tudijah vpliva procesnih parametrov na preostalo aktivnost in
uc¢inkovitost imobilizacije uporabljali koncentracijo ECIH, ki je znasala 4 % (v/v). Tako
funkcionalizirane CMD3-MNPs, na katere smo kovalentno vezali ADH, smo v nadaljevanju
uporabili za proucevanje vpliva ostalih procesnih parametrov na aktivnost imobilizirane
ADH.
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3.4.2 Vpliv procesnih parametrov na imobilizacijo ADH na CMD3-MNPs

3.4.2.1 Vplivtemperature

Pomembno vlogo pri imobilizacijskem postopku ima temperatura, pri kateri se izvaja
imobilizacija, saj vpliva na preostalo aktivnost imobiliziranega encima kot tudi na
ucinkovitost imobilizacije, prav tako pa na operativho naravo samega imobiliziranega
encima. Slika 3-18 prikazuje rezultate vpliva temperature na ucinkovitost imobilizacije ter
preostalo aktivnost imobiliziranega encima, iz katere je razvidno, da smo najvi§jo preostalo
aktivnost imobiliziranega encima dosegli pri 4 °C (57,4 %). Uc¢inkovitost imobilizacije je
znasala 80,7 %. Pri izvajanju postopka imobilizacije pri nizjih temperaturah je encim
stabilnejSi, kar se odraza v vi§ji preostali aktivnosti encima in vi§ji ucinkovitosti
imobilizacije encima, kar smo uporabili v nadaljnjih Studijah. Nizja temperatura pa nudi tudi
vecje moznosti uporabe v najrazli¢nejSih biokataliticnih aplikacijah. Imobilizacijo smo
izvedli tudi pri temperaturah, 20 °C, 30 °C in 40 °C kjer pa so bile dosezene sledece
preostale aktivnost imobiliziranega encima: 39,2 %, 36,5 % in 39,8 % ter ucinkovitosti
imobilizacije 97,2 %, 77,0 % in 42,5 %.
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Slika 3-18: Vpliv temperature imobilizacije na preostalo aktivnost in u¢inkovitost imobilizirane ADH na
CMD3-MNPs (pri pogojih: 20 mg CMD3-MNPs, 4 % (v/v) ECIH, 1 ura funkcionalizacije, 2 uri imobilizacije,
pH 7,5, 300 rpm, 0,02 mg/mL ADH)

V nadaljevanju smo na podlagi dobljenih rezultatov postopek imobilizacije ADH izvajali pri
temperaturi 4 °C.
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3.4.2.2 Vpliv rotacijske hitrosti

Pomemben faktor, ki vpliva na preostalo aktivnost encima in ucinkovitost imobilizacije je
rotacijska hitrost v samem postopku imobilizacije. Pri nizji rotacijski hitrosti imajo delci z
encimom manj stika, zato imobilizacija ni ucinkovita, saj se encim neucinkovito veze.
Medtem ko lahko pri vi§jih rotacijskih hitrostih dosezemo bolj u¢inkovito vezavo encima z
delci, obstaja moznost izgube aktivnosti encima ali celo njegova denaturacija zaradi
delujocih striznih sil [245]. Slika 3-19 prikazuje rezultate preostale aktivnosti encima in
ucinkovitosti imobilizacije pri Stirih proucevanih rotacijskih hitrostih 200 rpm, 300 rpm, 400
rpm in 500 rpm. Iz rezultatov lahko opazimo, da je z nara$¢anjem rotacijske hitrosti
naraS¢ala tudi preostala aktivnost imobiliziranega encima. Najvi§jo preostalo aktivnost
imobiliziranega encima (87,5 %) smo dosegli pri najvisji rotacijski hitrosti, tj. 500 rpm, saj
smo z dovolj visoko rotacijsko hitrostjo uvedli boljsi stik med delci in encimom, kar se kaze
V Vi§ji prostali aktivnosti imobilizirane ADH. Pri nizjih rotacijskih hitrostih so bile preostale
aktivnosti imobiliziranega encima nizje in so znasale 55,9 % pri 200 rpm, 42,4 % pri 300
rpm in 59,4 % pri 400 rpm. Ucinkovitost imobilizacije je za vse tri niZje rotacijske hitrosti
znaSala 100 %, medtem ko se je pri rotacijski hitrosti 500 rpm le-ta znasala 89,9 %. Manjsi
padec v u¢inkovitosti imobilizacije lahko pripiSemo moc¢nej$im striznim silam, ki se pojavijo
v postopku imobilizacije pri visjih rotacijskih hitrostih [246,247]. Pri nadaljnjem delu smo
glede na dobljene rezultate imobilizacijo izvajali pri 500 rpm.
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Slika 3-19: Vpliv rotacijske hitrosti na preostalo aktivnost in u¢inkovitost imobilizirane ADH na CMD3-MNPs

(pri pogojih: 20 mg CMD3-MNPs, 4 % (v/v) ECIH, 1 ura funkcionalizacije, 2 uri imobilizacije, pH 7,5, 4 °C,
0,02 mg/mL ADH)
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3.4.2.3 Vpliv pH vrednosti medija

Obnasanje encima kot tudi lastnosti imobiliziranega encima so v veliki meri odvisne od
mikro-okolja, v katerem imobilizacijski postopek poteka. To mikro-okolje imobiliziranega
encima predstavlja pH imobilizacijskega medija. S spreminjanjem pH imobilizacijskega
medija se spreminjajo tudi elektrostatske lastnosti nanonosilca, kar doloc¢a, koliko encima se
na povrsino nanonosilca lahko veze [248,249]. Prav tako ima vsak encim svoj optimalni pH.
ADH iz S. cerevisiae ima, glede na razli¢ne imobilizacijske pogoje, svoj optimalni pH v
obmoc¢ju med 5 do 9 [250]. ADH smo imobilizirali pri razlicnih pH, in sicer v omenjenem
obmocju (pH 5-9). Slika 3-20 prikazuje vpliv pH na preostale aktivnosti ADH imobilizirane
na CMD3-MNPs in ucinkovitosti imobilizacije. Opazimo, da smo najvi§jo preostalo
aktivnost imobiliziranega encima dosegli pri pH vrednosti 7,5, in sicer 87,4 %. Z nizanjem
pH vrednosti od 7 do 5 se tudi preostale aktivnosti imobiliziranega encima zniZujejo. Prav
tako se preostale aktivnosti imobiliziranega encima znizujejo z zviSevanjem pH vrednosti
medija od 8 do 9. Preostale aktivnosti imobiliziranega encima se tako znizujejo, ko se pH
vrednosti priblizujejo bolj kislim in bolj alkalnim (bazi¢nim) stanjem imobilizacijskega
medija. Do denaturacije proteinov lahko pride, kadar se le-ta nahaja v kislih ali preve¢
alkalnih mikro-okoljih [251], zato je pomembno, da za encim in njegovo uspe$no
imobilizacijo uporabimo primeren pH imobilizacijskega medija. Rezultate prikazuje Slika
3-20, iz katere je razvidno, da smo najnizjo preostalo aktivnost imobiliziranega encima (14,4
%) dosegli v najbolj kislem obmocju pH medija, tj. pH vrednost 5, u¢inkovitost imobilizacije
pa je znaSala 28,2 %. Z nadaljnjim naras¢anjem pH medija od 5 do 7,5 sta preostala
aktivnost imobiliziranega encima in ucinkovitost imobilizacije nara$¢ali. Z nadaljnim
naraS¢anjem pH medija pa je prislo do intenzivnega upada v preostali aktivnosti encima,
medtem ko ni bilo zaznati ve¢jega upada v ucinkovitosti imobilizacije. Nizko preostalo
aktivnost imobiliziranega encima smo dosegli tudi, kadar smo imobilizacijo izvajali v
alkalnem obmogju, tj. pH vrednost 9, in je znasala 24,7 %, uc¢inkovitost imobilizacije pa 94,3
%. Mikro-okolje, ki ga dolo¢a pH, lahko vpliva tudi na samo strukturo imobiliziranega
encima, kar lahko vodi v deaktivacijo encima. Prav tako pa sprememba pH vrednosti medija
spreminja elektrostatske lastnosti nosilca, kar se lahko kaze v izgubi aktivnosti
imobiliziranega encima v bolj kislih oz. bolj bazi¢nih stanjih imobilizacijskega medija. Pri
nadaljnjih Studijah smo imobilizacijo izvajali pri pH 7,5.
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Slika 3-20: Vpliv pH na preostalo aktivnost in u¢inkovitost imobilizirane ADH na CMD3-MNPs (pri pogojih:
20 mg CMD3-MNPs, 4 % (v/v) ECIH, 1 ura funkcionalizacije, 2 uri imobilizacije, 4 °C, 500 rpm, 0,02 mg/mL
ADH)

3.4.2.4 Vpliv casa imobilizacije

Pomemben pogoj za uspesno imobilizacijo encima predstavlja tudi primerna ¢asovna dolzina
samega imobilizacijskega postopka oz. Cas imobilizacije. Vpliv Casa imobilizacije na
preostalo aktivnost in ué¢inkovitost imobilizacije encima smo proucevali po 2, 3, 4, 5, 8, 12 in
24 urah imobilizacije. Najvisjo preostalo aktivnost smo dosegli po 2 urah imobilizacije, in
sicer 87,3 %, ucinkovitost imobilizacije pa je znasala 99,5 % (Slika 3-21). S povecevanjem
Casa imobilizacije opazimo, da se preostala aktivnost imobiliziranega encima postopoma
znizuje prvih 5 ur. Tako po 3 wurah imobilizacije dosezemo preostalo aktivnost
imobiliziranega encima 69,9 %, po 4 urah se ponovno nekoliko zniza in znaSa 57,1 %,
medtem ko uéinkovitost imobilizacije po 3 in 4 urah znaSa 96,8 % in 96,6 %. Po 5 urah se
preostala aktivnost imobiliziranega encima $e dodatno zniZa in znasa 44,8 %, prav tako pa se
zniza tudi ucinkovitost imobilizacije (89,9 %). Pri nadaljnjem podaljSevanju cCasa
imobilizacije se preostala aktivnost imobiliziranega encima ni bistveno spremenila, po 8 urah
imobilizacije znasa 37,8 %, po 12 urah 36,9 % in po 24 urah 35,6 %. Po 24 urah se je
ucinkovitost imobilizacije znizala na 75,6 %. Iz rezultatov ugotovimo, da smo najvisjo
preostalo aktivnost in ucinkovitost imobilizacije dosegli, ko smo imobilizacijski postopek
izvajali 2 uri. Prav tako lahko iz rezultatov sklepamo, da ima ¢as imobilizacije pomembno
vlogo in vpliv na uspesnost imobilizacije, saj ima vsak encim svojo specifiko vezave na
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nosilec preko prostih funckionalnih skupin, ki vezavo tudi omogocajo. Ko je nosilec nasic¢en
z encimom in je omejeno Stevilo aktivnih mest zasedeno, se vezava encima na nosilec ustavi
[252].
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Slika 3-21: Vpliv ¢asa imobilizacije na preostalo aktivnost in u¢inkovitost imobilizirane ADH na CMD3-MNPs
(pri pogojih: 20 mg CMD3-MNPs, 4 % (v/v) ECIH, 1 ura funkcionalizacije, 4 °C, pH 7,5, 500 rpm, 0,02
mg/mL ADH)

3.4.2.5 Vpliv koncentracije encima

Proucevali smo tudi vpliv koncentracije ADH na preostalo aktivnost in ucinkovitost
imobilizirane ADH na CMD3-MNPs. Koncentracijo encima smo optimirali v obmoc¢ju od
0,02 mg/mL do 0,04 mg/mL. Z naras¢anjem koncentracije dodanega encima se je preostala
aktivnost imobiliziranega encima znizevala (Slika 3-22). Ko smo koncentracijo ADH zvisali
iz 0,02 mg/mL na 0,03 mg/mL, se je preostala aktivnost encima znizala iz 89,6 % na 63,3 %,
ucinkovitost imobilizacije pa se je znizala iz 89,9 % na 32,1 %. Ko smo koncentracijo
encima ADH povisali na 0,04 mg/mL, se je preostala aktivnost imobiliziranega encima
znizala na 42,3 %, ucinkovitost imobilizacije pa na 31,2 %. Z optimalno koncentracijo
encima smo dosegli, da se je encim uéinkovito vezal na nosilec CMD3-MNPs. Do upada v
preostali aktivnosti imobiliziranega encima z naras¢anjem koncentracije encima v postopku
imobilizacije lahko pride zaradi prenasi¢enja povrSine nanonosilca z encimom, pri ¢emer je
posledi¢no otezen dostop substrata do aktivnega mesta encima. Prav tako lahko prenasicenje
encima na povrsini nosilca zniZzuje aktivnost imobiliziranega encima, zaradi prostorske
oviranosti na povrsini nosilca ali pa denaturacije encima. Omenjene omejitve, Ki nastanejo
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zaradi prevelike koncentracije encima v imobilizacijskem postopku, katerih posledica je

zniZevanje aktivnosti imobiliziranega encima, so opisane tudi v drugih raziskovalnih ¢lankih
[253-256].
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Slika 3-22: Vpliv koncentracije encima na preostalo aktivnost in u¢inkovitost imobilizirane ADH na CMD3-
MNPs (pri pogojih: 20 mg CMD3-MNPs, 4 % (v/v) ECIH, 1 ura funkcionalizacije, 2 uri imobilizacije, 4 °C,
pH 7,5, 500 rpm)
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3.4.3 Vpliv procesnih parametrov na koimobilizacijo ADH in B-NAD na
CMD3-MNPs

Raziskovalno delo smo nadaljevali s postopkom imobilizacije encima ADH, pri ¢emer smo
encim koimobilizirali s kofaktorjem p-NAD na nosilec CMD3-MNPs. V postopku
koimobilizacije smo najprej optimirali koli¢ino nosilca CMD3-MNPs za koimobilizacijo
ADH s kofaktorjem S-NAD ter dolo¢ili vpliv na preostalo aktivnost koimobilizirane ADH.
Nadaljevali smo s proucevanjem vpliva zaporedja koimobilizacije, vpliva koncentracije
kofaktorja S-NAD, vpliva casa in temperature koimobilizacije ter vpliva ¢asa
funkcionalizacije povrSine CMD3-MNPs z epoksi zamrezevalcem ECIH na preostalo
aktivnost koimobilizirane ADH. Nazadnje smo proucili Se vpliv koncentracije ADH ter vpliv
mase nosilca CMD3-MNPs pri optimalni koncentraciji encima ADH na preostalo aktivnost
koimobilizirane ADH.

3.4.3.1 Vpliv mase CMD3-MNPs

Pri koimobilizaciji encima ADH in kofaktorja f-NAD na CMD3-MNPs smo v prvem koraku
proucili vpliv mase CMD3-MNPs na preostalo aktivnost in uéinkovitost imobilizacije
encima. V dveh razli¢nih postopkih smo koimobilizacijo izvedli z 20 mg in 40 mg CMD3-
MNPs. Aktivacijo CMD3-MNPs, ki je trajala 2 uri pri 22 °C in rotacijski hitrosti 350 rpm,
smo izvedli s 4 % (v/v) ECIH.

Prvi postopek koimobilizacije (N1hA2hzomg in N1hA2hsomg) smo izvedli tako, da smo
najprej 1 uro imobilizirali kofaktor f-NAD (15 mM), nato smo 2 uri imobilizirali ADH (0,02
mg/mL) na 20 mg oz. 40 mg CMD3-MNPs. Imobilizacija kofaktorja in encima je potekala
pri 22 °C in rotacijski hitrosti 350 rpm.

Drugi postopek koimobilizacije (NA2h2omg in NA2haomg) sSmo izvedli tako, da smo hkrati 2
uri koimobilizirali f-NAD (15 mM) in ADH (0,2 mg/mL) na 20 mg oz. 40 mg CMD3-
MNPs. Hkratna koimobilizacija je prav tako potekala pri 22 °C in rotacijski hitrosti 350 rpm.
Rezultati so prikazani na Slika 3-23.
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Slika 3-23: Vpliv mase CMD3-MNPs na preostalo aktivnost in u¢inkovitost koimobilizirane ADH z f-NAD na
CMD3-MNPs (pri pogojih: 4 % (v/v) ECIH, 1 ura funkcionalizacije, 15 mM S-NAD, 0,02 mg/mL ADH, 22 °C,
350 rpm)

Najvisjo preostalo aktivnost ADH koimobilizirane z f-NAD na CMD3-MNPs smo dosegli s
postopkom, pri katerem smo uporabili 40 mg CMD3-MNPs in hkrati izvedli koimobilizacijo
ADH in p-NAD, ki je trajala 2 uri (NA2hsomg), in sicer je le-ta znasala samo 3,6 %. Najvisjo
ucéinkovitost imobilizacije sSmo prav tako dosegli, ko smo za imobilizacijo uporabili vecjo
maso CMD3-MNPs, tj. 40 mg. Ucinkovitost imobilizacije za postopek N1hAZ2hsomg je
znaSala 91,9 % in za NA2hsomg 84,5 %. Iz rezultatov lahko sklepamo, da z ve¢jo maso
nosilca dobimo na voljo veéjo povrsino le-tega za vezavo encima in kofaktorja. Kljub temu
je preostala aktivnost koimobilizirane ADH bila zelo nizka, saj je znasala samo 3,6 %. Na
podlagi dobljenih rezultatov smo v nadaljevanju kot optimalno maso delcev za
koimobilizacijo ADH in f-NAD uporabljali vecjo maso nosilca, tj. 40 mg. Nadaljevali smo z
optimiranjem preostalih procesnih parametrov, da bi dosegli zviSanje preostale aktivnosti
koimobilizirane ADH.

3.4.3.2 Zaporedje koimobilizacije

Nadaljevali smo s proucevanjem vpliva zaporedja koimobilizacije encima ADH in
kofaktorja f-NAD na preostalo aktivnost in uc¢inkovitost imobilizacije koimobilizirane ADH.
Tako smo studijo izvedli s tremi razli¢nimi postopki koimobilizacije ADH in S-NAD na
CMD3-MNPs:
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e imobilizacija ADH - 2 uri, sledila je imobilizacija f-NAD - 1 uro (A2hN1h)
e hkratna koimobilizacija ADH in S-NAD - 3 ure (AN3h)
e imobilizacija f-NAD - 1 ura, sledila je imobilizacija ADH - 2 uri (N1hAZ2h)

Pri tem so bili ostali pogoji koimobilizacije nespremenjeni (masa CMD3-MNPs je znasala
40 mg, 1 ura aktivacije s 4 % (v/v) ECIH pri 22 °C in rotacijski hitrosti 350 rpm ter
koncentracija encima 0,02 mg/mL). Iz rezultatov, ki jih prikazuje Slika 3-24 vidimo, da smo
zvisanje preostale aktivnosti koimobilizirane ADH na CMD3-MNPs dosegli pri postopku
N1hA2h, ko smo najprej 1 uro imobilizirali kofaktor A-NAD, nato je sledila 2 uri
imobilizacija ADH. Preostalo aktivnost koimobilizirane ADH smo zvisali iz 3,6 % na 5,0 %.
Pri postopku A2hN1h se je preostala aktivnost imobilizirane ADH nekoliko znizala, in sicer
je znagala samo 3,8 %. Se niZjo preostalo aktivnost imobilizirane ADH smo dosegli, ko smo
koimobilizacijo izvajali po postopku AN3h (3,3 %). Ucinkovitost imobilizacije je za
N1hA2h znaSala le 25,0 %, medtem ko je za postopek A2hN1h znaSala 57,7 % in za
postopek AN3h 46,8 %.
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Slika 3-24: Vpliv zaporedja koimobilizacije na preostalo aktivnost in u¢inkovitost koimobilizirane ADH z g-
NAD na CMD3-MNPs (pri pogojih: 40 mg CMD3-MNPs, 4 % (v/v) ECIH, 1 ura funkcionalizacije, 15 mM g-
NAD, 0,02 mg/mL ADH, 22 °C, 350 rpm)

Iz rezultatov lahko sklepamo, da posamezna imobilizacija encima in kofaktorja bolje vpliva
na doseganje zviSanja preostale aktivnost koimobilizirane ADH, saj s posamezno
imobilizacijo encima in kofaktorja zagotovimo vecje moznosti ucinkovite vezave tako
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encima ADH kot kofaktorja f-NAD. Ker je kofaktor kemijska komponenta, ki pripomore k
bolj$i vezavi encima in zagotavlja boljSo vezavo le-tega s substratom, lahko opazimo
zvisanje preostale aktivnosti koimobilizirane ADH (5,0 %) na nosilec CMD3-MNPs pri
postopku, ko smo najprej imobilizirali kofaktor f-NAD, nato pa encim ADH. Pri hkratni
imobilizaciji encima in kofaktorja smo dosegli najnizjo preostalo aktivnost koimobilizirane
ADH, znasala je le 3,3 % in s tem potrdili, da pri hkratni imobilizaciji encima in kofaktorja
ne zagotovimo ucinkovite vezave obeh hkrati na nosilec.

3.4.3.3 Vpliv koncentracije kofaktorja B-NAD

V naslednjem koraku smo izvedli studijo vpliva koncentracije kofaktorja f-NAD (15 mM,
10 mM, 20 mM in 30 mM) na preostalo aktivnost koimobilizirane ADH in ucinkovitost
koimobilizacije. Ostali pogoji koimobilizacije ostajajo nespremenjeni. Rezultati so prikazani
na Slika 3-25. Preostala aktivnost ADH pri koimobilizaciji s 15 mM S-NAD je znasala 4,4
%, ucinkovitost imobilizacije pa 42,7 %. Ko smo koncentracijo f-NAD povisali na 20 mM
se zviSa tudi preostala aktivnost imobilizirane ADH in je znaSala 9,3 %, ucinkovitost
imobilizacije pa 89,3 %. Z nadaljnim naraséanjem koncentracije f-NAD (30 mM), se
preostala aktivnost encima in ucinkovitost imobilizacije znizata, na 6,6 % in 12,7 %. Nizjo
preostalo aktivnost encima (7,2 %) in ucinkovitost imobilizacije (60,4 %) smo dosegli, ko
smo dodali nizjo koncentracijo f-NAD (10 Mm).
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Slika 3-25: Vpliv koncentracije f-NAD na preostalo aktivnost in u¢inkovitost koimobilizirane ADH z f-NAD
na CMD3-MNPs (pri pogojih: 40 mg CMD3-MNPs, 4 % (v/v) ECIH, 1 ura funkcionalizacije, 0,02 mg/mL
ADH, 22 °C, 350 rpm)
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Encimski kofaktorji imajo pomembno vlogo v biokatalizi, saj jih veliko encimov potrebuje
za katalizo razli¢nih reakcij v organski sintezi. Sprememba koncentracije kofaktorja vpliva
na spremembe v reakcijski shemi, saj zvisevanje ali zniZzevanje koncentracije kofaktorja
vpliva na ucinkovitost imobilizacije encima. Z zadostno koncentracijo kofaktorja f-NAD, Ki
je znasala 20 mM, smo dosegli zviSanje preostale aktivnosti koimobilizirane ADH na 9,3 %.
Zato smo na podlagi dobljenih rezultatov za nadaljne Studije uporabljali S-NAD s
koncentracijo 20 mM.

3.4.3.4 Vpliv casa koimobilizacije

Na preostalo aktivnost in ucinkovitost imobilizacije vpliva tudi trajanje imobilizacijskega
postopka, zato smo v naslednjem koraku proucili vpliv ¢asa koimobilizacije encima ADH in
kofaktorja f-NAD na preostalo aktivnost imobilizirane ADH in u¢inkovitost imobilizacije. V
ta namen smo izvedli pet razli¢nih postopkov koimobilizacije:

e imobilizacija S-NAD - 1 ura, sledi imobilizacija ADH - 4 ure (N1hA4h)
e imobilizacija S-NAD - 2 uri, sledi imobilizacija ADH - 3 ure (N2hA3h)

e imobilizacija f-NAD - 2 uri, sledi imobilizacija ADH - 4 ure (N2hA4h)
e imobilizacija S-NAD - 3 ure, sledi imobilizacija ADH - 3 ure (N3hA3h)
e imobilizacija S-NAD - 4 ure, sledi imobilizacija ADH - 2 uri (N4hA2h)

Ostali imobilizacijski pogoji so ostali nespremenjeni (masa CMD3-MNPs 40 mg, 1 ura
aktivacije s 4 % (v/v) ECIH pri 22 °C in rotacijski hitrosti 350 rpm, S-NAD s koncentracijo
20 mM in koncentracija encima 0,02 mg/mL). Rezultate prikazuje Slika 3-26. Najvisjo kot
tudi zvisanje preostale aktivnosti koimobilizirane ADH (10,5 %) smo dosegli, ko smo
postopek koimobilizacije izvedli najprej z 2-urno imobilizacijo kofaktorja B-NAD,
nadaljevali pa s 4-urno imobilizacijo encima ADH (N2hA4h). Ucinkovitost imobilizacije je
znaSala 55,0 %. Ponovno smo potrdili, da je koimobilizacija u¢inkovitejSa, ko se na nosilec
najprej imobilizira kofaktor, nato pa encim, saj kofaktor pripomemore k boljsi vezavi
encima, le-ta pa ima na voljo dovolj Casa, da se lahko ucinkovito veze na nosilec. Iz
literature je znano, da se encim ucinkoviteje veZe na nosilec, ko ima na razpolago ve¢ Casa
za imobilizacijo, zato lahko iz rezultatov sklepamo, da smo imobilizacijski ¢as optimirali
tako, da smo zagotovili naju¢inkovitejSo vezavo encima na nosilec [225].

Pri postopku N1hA4h smo dosegli ucinkovitost imobilizacije 46,2 %, medtem ko je
preostala aktivnost znasala 8,3 %. Pri postopku N2hA3h je preostala aktivnost znasala 9,1
%, ucinkovitost imobilizacije pa 11,8 %. Pri postopku N3hA3h je preostala aktivnost znasala
6,8 %, ucinkovitost imobillizacije pa 76,3 %. Pri postopku N4hAz2h je preostala aktivnost
znasala 8,3 %, ucinkovitost imobilizacije pa 48,7 %. V nadaljnjih Studijah smo uporabili
sledeci postopek koimobilizacije encima in kofaktorja - N2hA4h.
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Slika 3-26: Vpliv ¢asa koimobilizacije na preostalo aktivnost in u¢inkovitost koimobilizirane ADH z f-NAD
na CMD3-MNPs (pri pogojih 40 mg CMD3-MNPs, 4 % (v/v) ECIH, 1 ura funkcionalizacije, 20 mM S-NAD,
0,02 mg/mL ADH, 22 °C, 350 rpm)

3.4.3.5 Vplivtemperature koimobilizacije

Kljucen dejavnik, ki vpliva na operativno naravo imobiliziranega encima, je temperatura
imobilizacije. V ta namen smo koimobilizacijo izvedli pri dveh temperaturah, pri 22 °C in 10
°C. Delce smo aktivirali 1 uro s 4 % (v/v) ECIH pri 22 °C in rotacijski hitrosti 350 rpm ter
ostalimi  nespremenjenimi  imobilizacijskimi  pogoji  koimobilizacije, sam potek
koimobilizacije pri razliénih temperaturah pa smo izvedli na $tiri razli¢ne nacine:

e imobilizacija f-NAD in imobilizacija ADH pri 22 °C (NAST)

e imobilizacija f-NAD pri 10 °C, imobilizacija ADH pri 22 °C (N10TAST)
e imobilizacija f-NAD pri 22 °C, imobilizacija ADH pri 10 °C (NSTA10T)
e imobilizacija f-NAD in imobilizacija ADH pri 10 °C (NA10T)

Najvi§jo in ponovno zviSanje preostale aktivnosti koimobilizirane ADH smo dosegli, ko smo
celoten potek koimobilizacije izvajali pri 22 °C, znasala je 19,2 %, ucinkovitost
imobilizacije pa 23,3 %. Najnizjo preostalo aktivnost imobilizirane ADH smo dosegli, ko
smo celoten potek koimobilizacije izvajali pri temepraturi 10 °C, znaSala je 7,4 %,
uc¢inkovitost imobilizacije pa 44,6 %. Rezultate prikazuje Slika 3-27, iz katerih lahko
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sklepamo, da je najugodnejsa temperatura za koimobilizacijo encima ADH in kofaktorja /-
NAD 22 °C. Vse nadaljnje Studije smo izvajali pri temperaturi koimobilizacije 22 °C.
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Slika 3-27: Vpliv temperature koimobilizacije na preostalo aktivnost in uéinkovitost koimobilizirane ADH z -
NAD na CMD3-MNPs (pri pogojih 40 mg CMD3-MNPs, 4 % (v/v) ECIH, 1 ura funkcionalizacije, 20 mM p-
NAD, 0,02 mg/mL ADH, 350 rpm)

3.4.3.6 Vpliv ¢asa funkcionalizacije CMD3-MNPs

Pomembno vlogo pri vezavi encima na nosilec ima aktivacija same povrSine in Stevilo
funkionalnih skupin, ki so na povrsini nosilca na voljo, na katere se encim lahko veze. Eden
izmed dejavnikov, ki vplivajo na uspesno aktivacijo je Cas le-te. V ta namen smo v
naslednjem koraku proucili vpliv ¢asa aktivacije CMD3-MNPs s 4 % (v/v) ECIH na
preostalo aktivnost koimobilizirane ADH in ucinkovitost koimobilizacije. V postopek smo
uvedli enourno in dvourno aktivacijo. Rezultate prikazuje Slika 3-28. Iz rezultatov vidimo,
da pride po 2 urah aktivacije povrsine nosilca CMD3-MNPs s 4 % (v/v) ECIH do opazne
razlike v preostali aktivnosti koimobilizirane ADH. Po dveh urah aktivacije znasa preostala
aktivnost koimobilizirane ADH 56,9 %, medtem ko smo z 1 urno aktivnacijo dosegli le 26,6
% preostalo aktivnost koimobilizirane ADH. Prav taka se je zviSala tudi ucinkovitost
imobilizacije, ki je znaSala 20,4 %, pri 1 urni aktivaciji pa 17,6 %. S tem smo potrdili, da
vpliv Casa funkcionalizacije vpliva na preostalo aktivnost koimobilizirane ADH, saj z
optimalnim ¢asom aktivacije omogo¢imo, da se povrSina nosilca funkcionalizira in zagotovi
zadostno Stevilo prostih funkcionalnih skupin, na katere se encim lahko veze. Z zadostnim
Stevilom funkcionalnih skupin in s tem ucinkovito vezavo encima na povrsSino nosilca, se
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tudi preostala aktivnost koimobilizirane ADH zvisa. V nadaljevanju smo =za
funkcionalizacijo povrS§ine CMD3-MNPs uvedli 2 urno aktivacijo, ostali imobilizacijski
pogoji so ostali nespremenjeni.
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Slika 3-28: Vpliv ¢asa aktivacije CMD3-MNPSs na preostalo aktivnost in u¢inkovitost koimobilizirane ADH z
S-NAD naCMD3-MNPs (pri pogojih: 40 mg CMD3-MNPs, 4 % (v/v) ECIH, 20 mM S-NAD, 0,02 mg/mL
ADH, 22 °C, 350 rpm)

3.4.3.7 Vpliv koncentracije ADH

Proucili smo tudi vpliv koncentracije encima ADH na preostalo aktivnost imobilizirane
ADH in uginkovitost imobilizacije. Studijo smo izvajali pri 4 razliénih koncentracijah ADH
(0,01 mg/mL, 0,02 mg/mL, 0,03 mg/mL in 0,04 mg/mL). Iz rezultatov, ki jih prikazuje Slika
3-29 je razvidno, da z naras¢anjem koncentracije encima preostala aktivnost koimobilizirane
ADH pada. Tako smo ponovno zvisanje preostale aktivnosti koimobilizirane ADH dosegli,
ko smo koimobilizacijo izvedli s koncentracijo ADH 0,01 mg/mL (57,6 %), najniZjo

ey

........

ADH pa 37,8 %.
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Slika 3-29: Vpliv koncentracije ADH na preostalo aktivnost in u¢inkovitost koimobilizirane ADH z f-NAD na
CMD3-MNPs (pri pogojih: 40 mg CMD3-MNPs, 4 % (v/v) ECIH, 2 uri funkcionalizacije, 20 mM S-NAD, 22
°C, 350 rpm)

Kot smo wugotovili Ze pri imobilizaciji ADH, pride do upada v preostali aktivnosti
imobiliziranega encima z nara$¢anjem koncentracije encima v postopku imobilizacije zaradi
prenasicenja povrSine nosilca z encimom, pri cemer je posledi¢no oteZen dostop substrata do
aktivnega mesta encima. Prav tako lahko prenasicenje encima na povrSini nosilca znizuje
aktivnost imobiliziranega encima, zaradi prostorske oviranosti na povrsini nosilca ali pa
denaturacije encima. Omenjene omejitve, ki povzroc¢ajo zniZevanje preostale aktivnosti
encima najdemo tudi v drugih raziskovalnih ¢lankih [253-256].

3.4.3.8 Vpliv mase CMD3-MNPs pri optimalni koncentraciji encima ADH

V zadnjem koraku smo izvedli studijo vpliva mase CMD3-MNPs na preostalo aktivnost
koimobilizirane ADH in ucinkovitost imobilizacije pri najnizji koncentraciji encima ADH,
tj. 0,01 mg/mL. Mase CMD3-MNPs so bile sledece; 40 mg, 50 mg in 60 mg. Rezultate
prikazuje Slika 3-30. Najvi§jo in ponovno zvisanje preostale aktivnosti koimobilizirane
ADH smo dosegli, ko je bila masa CMD3-MNPs 50 mg. Le-ta je znaSala 73,3 %,
ucinkovitost imobilizacije pa 93,8 %. Pri poviSanju mase CMD3-MNPs na 60 mg pride do

upada v preostali aktivnosti ADH (68,8 %), u€inkovitost imobilizacije pa je znaSala 61,7 %.
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Slika 3-30: Vpliv mase CMD3-MNPs pri 0,01 mg/mL ADH na preostalo aktivnost in ucinkovitost
koimobilizirane ADH z -NAD na CMD3-MNPs (pri pogojih: 40 mg CMD3-MNPs, 4 % (v/v) ECIH, 2 uri
funkcionalizacije, 20 mM S-NAD, 0,01 mg/mL ADH, 22 °C, 350 rpm)

Vecje koli¢ine nosilca omogocajo vecjo povr§ino za vezavo encima, pri ¢emer pa lahko
prevelika povrSina vodi v zniZevanje preostale aktivnosti imobiliziranega encima, saj je za
vezavo encima na voljo prevec povrSine nosilca. Zato je potrebno najti optimalno koli¢ino
nosilca, da zagotovimo najucinkovitejSo vezavo encima na nosilec. Iz rezultatov sklepamo,
da je 50 mg nosilca CMD3-MNPs optimalna koli¢ina, ki omogoc¢a ucinkovito vezavo ADH
na nosilec ter s tem zagotavlja najvisjo preostalo aktivnost koimobilizirane ADH.

3.4.4 Termicna stabilnost imobilizirane in koimobilizirane ADH

Termi¢na stabilnost encima ima klju¢no vlogo pri pogojevanju uporabnosti le-tega Vv
razlicnih industrijskih aplikacijah. Prosta ADH je kljub visoki aktivnosti zelo nestabilen
encim [257]. Z imobilizacijskim postopkom, v katerega smo vpeljali nosilec CMD3-MNPs
aktiviran z epoksi zamrezevanjem, lahko izrazito izboljS$amo njegovo termic¢no stabilnost.

Termic¢no stabilnost smo dolocili imobilizirani ADH na CMD3-MNPs (pri optimiranih
pogojih: 20 mg CMD3-MNPs, 1 ura funkcionalizacije s 4 % (v/v) ECIH, 0,02 mg/mL ADH,
pH 7.5, 4 °C, 500 rpm) ter jo primerjali s termi¢no stabilnostjo proste ADH, in sicer pri
temperaturah 20 °C in 40 °C, po 3 urah in 24 urah izpostavitve.

Studijo termiéne stabilnosti smo izvedli tudi za ADH, koimobilizirano z f-NAD na CMD3-
MNPs (pri optimiranih pogojih: 40 mg CMD3-MNPs, 2 uri funkcionalizacije s 4 % (v/v)
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ECIH, 20 mM p-NAD, 0,01 mg/mL ADH, 22 °C, 350 rpm) in jo primerjali s termi¢no
stabilnostjo proste ADH, in sicer pri temperaturah 30 °C in 50 °C, pri ¢emer je izpostavitev
trajala 3 ure ali 5 ur.

3.4.4.1 Termicna stabilnost imobilizirane ADH

Rezultate prikazuje Slika 3-31. Po 3 urah inkubacije ADH, imobilizirane na CMD3-MNPs
pri 20 °C opazimo, da se zacetna aktivnost zniza za 20 %, in tako znasa 79,3 %, medtem ko
zacCetna aktivnost proste ADH znasa 83,4 %. Ko ¢as inkubacije pri 20 °C podaljsamo na 24
ur, se aktivnost proste ADH ponovno zniZa in znasa le S¢ 28,3 %, medtem ko se aktivnost
imobilizirane ADH zniza na 68,4 % in tako obdrzi skoraj 70 % svoje zacetne aktivnosti pred
inkubacijo. Z naras¢anjem temperature na 40 °C je aktivnost imobilizirane ADH po 3 urah
inkubacije znasala 126,4 %. Ko smo ¢as inkubacije podaljSali na 24 ur, se je aktivnost
imobilizirane ADH znizala, in sicer na 80,3 %. Pri inkubaciji proste ADH pri 40 °C je
aktivnost po 3 urah, kot pri¢akovano, znasala le 19,3 %, medtem ko smo inaktivacijo encima
dosegli Ze po 5 urah. Rezultati nakazujejo, da smo z epoksi zamrezevanjem in imobilizacijo
uspeli izboljSati termi¢no stabilnost imobilizirane ADH na CMD3-MNPs po 24 urah
inkubacije pri 20 °C in 40 °C.
140
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Slika 3-31: Termiéna stabilnost proste in imobilizirane ADH na CMD3-MNPs (pri optimiranih pogojih: 20 mg
CMD3-MNPs, 1 ura funkcionalizacije s 4 % (v/v) ECIH, 0,02 mg/mL ADH, pH 7,5, 4 °C, 500 rpm)
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3.4.4.2 Termicna stabilnost koimobilizirane ADH

Proudili smo tudi termi¢no stabilnost ADH, koimobilizirane z f-NAD na CMD3-MNPs
Rezultate prikazuje Slika 3-32. Po 3 urah inkubacije pri 30 °C se aktivnost imobilizirani
ADH zniza na 83,8 %, prosti ADH pa na 49,4 %. Ko ¢as inkubacije podaljsamo na 5 ur,
znasa aktivnost imobilizirane ADH 75,4 %, medtem ko se aktivnost proste ADH drasti¢no
zniza in znaSa le Se 6,0 %. Ko temperaturo inkubacije poviSamo na 50 °C, se aktivnost
imobilizirane ADH po 3 urah inkubacije zniza na 80,9 %, aktivnost proste ADH pa se zniza
na 45,9 %. Ko cas inkubacije podaljSamo na 5 ur, se aktivnost imobilizirane ADH zniza na
66,5 %, medtem ko aktivnost proste ADH znasa le Se 6,8 %. Iz rezultatov lahko sklepamo,
da smo z imobilizacijo dosegli boljso termi¢no stabilnost encima, saj ADH v prosti obliki
izgubi skoraj vso zacetno aktivnost, medtem ko imobilizirana ADH po 5 urah inkubacije
ohrani dobrih 75 % svoje zacetne aktivnosti pred inkubacijo pri 30 °C in slabih 70 % svoje
zaCetne aktivnosti pred inkubacijo pri 50 °C. Prav tako lahko opazimo, da ima tako
imobilizirana ADH kot prosta ADH vis§jo aktivnost pri inkubaciji pri 30 °C, kar pomeni, da
se termicna stabilnost z naraS€anjem temperature znizuje, kljub temu pa se imobilizirani
ADH znizuje pocasneje kot prosti ADH.
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Slika 3-32: Termi¢na stabilnost proste in koimobilizirane ADH z -NAD na CMD3-MNPs (pri optimiranih
pogojih: 40 mg CMD3-MNPs, 2 uri funkcionalizacije s 4 % (v/v) ECIH, 20 mM S-NAD, 0,01 mg/mL ADH, 22
°C, 350 rpm)
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3.4.5 Stabilnost imobilizirane in koimobilizirane ADH pri 4 °C

Proucili smo, kako skladis¢enje imobilizirane ADH pri 4 °C vpliva na njeno preostalo
aktivnost. ADH, imobilizirano na CMD3-MNPs (pri optimiranih pogojih: 20 mg CMD3-
MNPs, 1 ura funkcionalizacije s 4 % (v/v) ECIH, 0,02 mg/mL ADH, pH 7,5, 4 °C, 500 rpm)
koimobilizirano z f~-NAD na CMD3-MNPs (pri optimiranih pogojih: 40 mg CMD3-MNPs,
2 uri funkcionalizacije s 4 % (v/v) ECIH, 20 mM p-NAD, 0,01 mg/mL ADH, 22 °C, 350
21 dni. Aktivnost obeh imobiliziranin ADH smo dolocili pred zacetkom skladis¢enja in
predstavljata 100 %.

3.4.5.1 Stabilnost imobilizirane ADH

Rezultate Studije stabilnosti ADH, imobilizirane na CMD3-MNPs pri 4 °C prikazuje Slika
3-33. Imobilizirana ADH je po 6 dnevih skladiS¢enja pri 4 °C ohranila skoraj 80 % svoje
zaCetne aktivnosti (81,6 %). Po 8 dnevih se preostala aktivnost imobilizirane ADH zniza na
70,4 %, ter s podaljSevanjem casa skladiScenja pri 4°C upada ter tako doseze 69,5 % po 14
dneh, 59,8 % po 16 dneh in 57,2 % po 22 dneh. 1z rezultatov sklepamo, da je imobilizirana
ADH na CMD3-MNPs pri 4 °C stabilna, saj je ohranila skoraj 60 % svoje zacetne aktivnosti
po 21 dneh skladisenja pri 4 °C.

120

100 =

80

60

40

AKtivnost imobilizirane ADH [%]

20

0 3 6 9 12 15 18 21

Cas shranjevanja [dan]

Slika 3-33: Vpliv ¢asa skladis¢enja imobilizirane ADH na CMD3-MNPs (pri optimiranih pogojih: 20 mg
CMD3-MNPs, 1 ura funkcionalizacije s 4 % (v/v) ECIH, 0,02 mg/mL ADH, pH 7,5, 4 °C, 500 rpm) pri 4 °C na
njeno stabilnost
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3.4.5.2 Stabilnost koimobilizirane ADH

Rezultate studije stabilnosti ADH, koimobilizirane z f-NAD na CMD3-MNPs pri 4 °C
prikazuje Slika 3-34. Koimobilizirana ADH je po 7 dnevih skladi$¢enja pri 4 °C ohranila kar
80,0 % svoje zaCetne aktivnosti, nato pa se je s podaljSevanjem casa skladi$¢enja njena
aktivnost znizevala. Tako je po 14 dnevih ohranila 70,6 % svoje zacetne aktivnosti, po 21
dnevih skladis¢enja pri 4 °C pa je njena preostala aktivnost znaSala 67,0 %. Na osnovi
dobljenih rezultatov lahko sklepamo, da je ADH, koimobilizirana z f-NAD na CMD3-MNPs
ohranila tudi po 22 dneh skladis¢ena pri 4 °C vec kot pol svoje zaCetne aktivnosti in izkazuje
dobro stabilnost pri danih pogojih.
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Slika 3-34: Vpliv ¢asa skladis¢enja ADH koimobilizirane z /-NAD na CMD3-MNPs (pri optimiranih pogojih:

40 mg CMD3-MNPs, 2 uri funkcionalizacije s 4 % (v/v) ECIH, 20 mM S-NAD, 0,01 mg/mL ADH, 22 °C, 350
rpm) pri 4 °C na stabilnost ADH
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3.4.5.3 Doloc¢evanje encimskih kineti¢nih parametrov Km in vmax

Dolocitev kineti¢nih parametrov Km in Vmax smo izvedli s pomoc¢jo Lineweaver-Burkove
linearizacije z spreminjanjem koncentracij substrata etanola v obmocju od 0,3 M do 0,8 M.
Glede na enacbo (1) smo linearno regresijo za prosto, imobilizirano in koimobilizirano ADH
dolo¢ili iz naklona premice ter maksimalne zacetne hitrosti reakcije, pri cemer absicna 0s
predstavlja recipro¢ne vrednosti koncentracije substrata 1/[S], ordinatna os pa recipro¢ne
vrednosti izmerjenih zacetnih hitrosti.
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Slika 3-35: Lineweaver-Burkov diagram za prosto, imobilizirano in koimobilizirano ADH

Slika 3-35 prikazuje Lineweaver-Burkov diagram za prosto, imobilizirano in
koimobilizirano ADH, iz katerega smo dolo¢ili kineticna parametra Ky Iin Vmax, Ki sta za
prosto ADH znasala 141,3 mM in 1,22 umol/min, za imobilizirano ADH 91,3 mM in 5,03
umol/min ter za koimobilizirano ADH 182,1 mM in 6,77 umol/min. NiZja Km vrednost za
imobilizirano ADH v primerjavi s prosto ADH nakazuje njeno vecjo afiniteto do substrata,
kar je lahko posledica manjSih velikosti pripravljenih delcev CMD3-MNPs, ki zmanjSujejo
steri¢no oviranost ter tako povecujejo dostopnost aktivnih mest encima do substrata [45].
Koimobilizirana ADH ima v primerjavi s prosto ADH visjo vrednost Kv, kar nakazuje, da je
njena afiniteta do substrata manjSa. Razlog za to lahko predstavljajo konformacijske
spremembe encima ADH, do katerih pride med postopkom koimobilizacije encima ADH in
kofaktorja S-NAD ter njuni vezavi na delce CMD3-MNPs, kar se lahko kaze tudi v manjsi
dostopnosti substrata do aktivnega mesta encima. Rezultate prikazuje Tabela 3-8.
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Tabela 3-8: Kineti¢ni parametri za prosto, imobilizirano in koimobilizrano ADH

ADH Km [MM] Vmax [umol/min]
Prosta 141,3 1,22
Imobilizirana 91,3 5,03
Koimobilizirana 182,1 6,77

3.4.6 Imobilizacija B-GAL na HIT-MNPs in AMS-MNPs

3.4.6.1 Imobilizacija B-GAL na HIT-MNPs

Pri imobilizaciji encima f-GAL smo proucevali vpliv mreznega povezovalca GA in amino-
donorja PEHA ter vpliv kombinacije obeh na preostalo aktivnost f-GAL in ucinkovitost
imobilizacije. Z viSanjem koncentracije mreznega povezovalca aktiviramo povr$ino
nanodelca in tako zagotovimo ve¢ prostih aktivnih mest, na katera se encim lahko
kovalentno veze. Ce pa so koncentracije zamreZevalca previsoke, lahko le-ta blokira aktivna
mesta, na katera se encim veC¢ ne more vezati. To lahko vodi v znizano aktivnost
imobiliziranega encima, kot tudi zmanj$ano ucinkovitost imobilizacije. Imobilizacijo encima
S-GAL smo izvedli na dveh nosilcih, in sicer na HIT-MNPs in AMS-MNPs. Encim S-GAL
smo imobilizirali na HIT-MNPs, pripravljene po postopku kovalentne vezave hitozana, pri
tem pa smo proucevali vpliv zamrezevalca GA na preostalo aktivnost f-GAL in ucinkovitost
imobilizacije. Rezultate prikazuje Slika 3-36. Najprej smo kot mrezni povezovalec uporabili
1 % (v/v) GA, pri ¢emer je preostala aktivnost imobilizirane f-GAL na HIT-MNPs znasala
42,9 %, ucinkovitost imobilizacije pa 83,3 %. Ko smo koncentracijo GA povisali na 1,5 %
(v/v) se je preostala aktivnost f-GAL znizala na 16,3 %, medtem ko je ucinkovitost
imobilizacije narastla na 85,8 %. Ob ponovnem poviSanju koncentracije GA na 2 % (v/v) se
je preostala aktivnost f-GAL zvisala na 22,2 %, u¢inkovitost pa je prav tako narasla za 1 %
in je znaSala 86,6 %. Tako smo najvisjo preostalo aktivnost S-GAL dosegli z najnizjo
koncentracijo GA (1 % (v/v)). Z visSanjem koncentracije GA aktiviramo povrSino nanodelca,
kamor se encim kovalentno veze, kar zagotavlja boljso uc¢inkovitost imobilizacije. Kljub
temu pa previsoke koncentracije mreznega povezovalca zavirajo dostop substrata do aktivnih
mest encima, kar vodi do nizje presnove v encimsko kataliziranem procesu [258,259].
Rezultate prikazuje Slika 3-36.
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Slika 3-36: Vpliv GA na preostalo aktivnost in u¢inkovitost imobilizirane f-GAL na HIT-MNPs (pri pogojih: 5
mg HIT-MNPs, 2 uri funkcionalizacije, 50 mg/mL S-GAL, pH 6, 24 ur imobilizacije, 22 °C, 350 rpm)

Prav tako smo izvedli Studijo vpliva koncentracije dodanega amino-donorja PEHA.
Uporabili smo sledece koncetracije PEHA: 10 % (v/v), 30 % (v/v) in 40 % (v/v). Rezultate
prikazuje Slika 3-37. Najvis§jo preostalo aktivnost f-GAL smo dosegli, ko smo uporabili 40
% (v/v) PEHA, in sicer je le-ta znasala 98,2 %, prav tako je bila pri teh pogojih dosezena
tudi najvisja ucinkovitost imobilizacije (90,8 %). Preostala aktivnost f-GAL se je rahlo
znizala pri dodatku 30 % (v/v) PEHA in je znasala 96,8 %, prav tako se je znizala
ucinkovitost imobilizacije (89,1 %). Najnizjo preostalo aktivnost f-GAL pa smo dosegli pri
uporabi 10 % (v/v) PEHA, in sicer je le-ta znasala 77,6 %, uCinkovitost imobilizacije pa se je
dodatno znizala na 88,7 %. Z amino-donorjem PEHA zagotovimo dodatne proste amino
skupine na povrsini nanodelca, na katere se encim lahko veze, kar se posledi¢no kaze v vi§ji
preostali aktivnosti imobiliziranega encima. V primerjavi z mreznim povezovalcem GA, smo
ob dodatku amino-donorja PEHA v imobilizacijski postopek f-GAL dosegli veliko visje
preostale aktivnosti imobiliziranega encima. Najvi§ja preostala aktivnost imobiliziranega
encima z mreznim povezovalcem GA je znasala 42,9 %, medtem ko se je ob dodatku amino-
donorja PEHA preostala aktivnost imobiliziranega encima skoraj podvojila (98,2 %). Zato
smo v nadaljevanju Zeleli prouciti vpliv kombinacije optimalnih volumskih delezev
mreznega povezovalca GA in amino-donorja PEHA na preostalo aktivnost in uc¢inkovitost
imobilizirane p-GAL.
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Slika 3-37: Vpliv koncentracije dodanega PEHA na preostalo aktivnost in u¢inkovitost imobilizirane f-GAL
na HIT-MNPs (pri pogojih: 5 mg HIT-MNPs, 2 uri funkcionalizacije, 50 mg/mL p-GAL, pH 6, 24 ur
imobilizacije, 22 °C, 350 rpm)

Nadalje smo proucili vpliv kombinacije mreznega povezovalca GA, z optimalnim
volumskim delezem (0,5 % (v/v)) in amino-donorja PEHA s 30 % (v/v) in 40 % (v/v).
Rezultate prikazuje Slika 3-38, iz katere je razvidno, da smo najvi§jo preostalo aktivnost f-
GAL dosegli, ko smo uporabili 0,5 % (v/v) GA v kombinaciji s 30 % (v/v) PEHA. Pri tem
smo dosegli hiperaktivacijo encima, saj je preostala aktivnost f-GAL znasala 128,9 %,
ucinkovitost imobilizacije pa 89,9 %. Do hiperaktivnacije encima najverjetneje pride zaradi
konformacijskih sprememb encima, ki nastanejo zaradi tvorbe skupkov. Pri kombinaciji 0,5
% (viv) GA in 40 % (v/v) PEHA se je preostala aktivnost f-GAL znizala na 95,6 %,
ucinkovitost imobilizacije pa ostaja priblizno enaka, in sicer 90,3 %.

V nadaljevanju smo optimirali §e koncentracijo GA (1 % (v/v) in 1,5 % (v/v)) pri konstantni
koncentraciji PEHA (30 % (v/v)). Rezultate prav tako prikazuje Slika 3-38. Ko smo 30 %
(v/v) PEHA kombinirali z 1 % (v/v) GA, je preostala aktivnost f-GAL znasala 100,7 %, ob
kombinaciji s 1,5 % (v/v) GA pa je prislo do upada v preostali aktivnosti f-GAL (83,5 %).
Preostali aktivnosti f-GAL sta visoki vendar hiperkativacije nismo dosegli. Visoki sta tudi
ucinkovitosti imobilizacije, ki znasata 85,1 % in 83,3 %.
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Slika 3-38: Vpliv razmerja GA/PEHA na preostalo aktivnost in u¢inkovitost imobilizirane f-GAL na HIT-
MNPs (pri pogojih: 5 mg HIT-MNPs, 2 uri funkcionalizacije, 50 mg/mL p-GAL, pH 6, 24 ur imobilizacije, 22
°C, 350 rpm)

3.4.6.2 Imobilizacija B-GAL na AMS-MNPs

Proucevali smo tudi vpliv razlicnih koncentracij GA in PEHA na preostalo aktivnost in
uc¢inkovitost f-GAL, vezane na AMS-MNPs. Rezultate prikazuje Slika 3-39. Najprej smo
optimirali koncentracijo dodanega GA (1 % (v/v), 2 % (v/v), 2,5 % (v/Vv) in 3 % (v/v)). Kljub
visoki ucinkovitosti imobilizacije (87,5 %) smo najnizjo preostalo aktivnost f-GAL dosegli
pri koncentraciji 1 % (v/v) GA, znasala je 16,9 %. Ko smo koncentracijo GA povisali na 2 %
(v/v), se je preostala aktivnost f-GAL zvisala na 63,1 %, ucinkovitost imobilizacije pa je
zna$ala 86,0 %. Pri uporabi 2,5 % (v/v) GA je preostala aktivnost encima mo¢no narastla, saj
je ponovno prislo do hiperaktivacije encima, in je le-ta znasala 137,7 %. Do hiperaktivacije
encima lahko pride zaradi konformacijskih sprememb encima. Pri povisanju koncentracije
GA na 3 % (v/v) se je preostala aktivnost f-GAL ponovno znizala na 39,4 %, ucinkovitost
imobilizacije pa je znaSala 83,4 %. Tako smo najvisjo ucinkovitost imobilizacije dosegli z
najnizjo koncentracijo dodanega GA, ta pa se je zmanjSevala z naras¢anjem koncentracije
GA. Pri visokih koncentracijah GA pride do aglomeriranja molekul, kar vodi v znizanje
ucinkovitosti imobilizacije.
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Slika 3-39: Vpliv GA na preostalo aktivnost in u¢inkovitost imobilizirane f-GAL na AMS-MNPs (pri pogojih:
5 mg HIT-MNPs, 2 uri funkcionalizacije, 50 mg/mL S-GAL, pH 6, 24 ur imobilizacije, 22 °C, 350 rpm)

Nadaljevali smo s Studijo vpliva amino-donorja PEHA na preostalo aktivnost in u¢inkovitost
imobilizacije encima f-GAL na AMS-MNPs. Rezultate prikazuje Slika 3-40.

Najnizjo preostalo aktivnost f-GAL smo dosegli s koncentracijo 5 % (v/v) PEHA, znasala je
samo 42,7 %, ucinkovitost imobilizacije pa je bila 86,3 %. Ko smo koncentracije PEHA
povisali, so preostale aktivnost mo¢no narastle. Ponovno je bila dosezena hiperaktivacija
encima. Preostala aktivnost f-GAL je ob dodatku 10 % (v/v) PEHA znaSala 136,8 %. Z
nadaljnjim naras¢anjem koncentracije dodanega PEHA na 20 % (v/v) je narascala tudi
preostala aktivnost f-GAL (154,4 %). Ob dodatku 30 % (v/v) PEHA se je preostala aktivnost
[-GAL zniza, vendar smo Se kljub temu dosegli hiperaktivacijo encima, saj je preostla
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Slika 3-40: Vpliv koncentracije PEHA na preostalo aktivnost in uéinkovitost imobilizirane f-GAL na AMS-
MNPs (pri pogojih: 5 mg HIT-MNPs, 2 uri funkcionalizacije, 50 mg/mL p-GAL, pH 6, 24 ur imobilizacije, 22
°C, 350 rpm)

Izvedli smo $e Studijo vpliva kombinacije dodanega mreZenega povezovalca GA in amino-
donorja PEHA na preostalo aktivnost f-GAL in uc¢inkovitost imobilizacije. Uporabili smo 2
% (v/iv) in 2,5 % (viv) GA ter 20 % (v/v) in 30 % (v/v) PEHA. Rezultate prikazuje Slika
3-41. Kot je razvidno iz Slika 3-41 smo hiperaktivacijo encima dosegli pri vseh izbranih
kombinacijah koncentracij dodanega GA in PEHA. Najvisjo preostalo aktivnost f-GAL smo
dosegli s kombinacijo 2 % (v/v) GA in 30 % (v/v) PEHA, in sicer je le-ta znasala 124,5 %.
Ko smo koncentracijo GA zvisali na 2,5 % (v/v) v kombinaciji s 30 % (v/v) PEHA, se je
preostala aktivnost nekoliko znizala in je znasala 106,9 %. Ko smo za imobilizacijo f-GAL
na AMS-MNPs uporabili kombinacijo 2,5 % (v/v) GA in 20 % (v/v) PEHA, je preostala
aktivnost S-GAL znasala 120,9 %. Z nizanjem koncentracije GA na 2 % (v/v) pa se je V
kombinaciji s 20 % (v/v) PEHA ponovno nekoliko znizala tudi preostala aktivnost f-GAL
(118,9 %). Ucinkovitosti imobilizacije so bile prav tako visoke in so znaSale 85,2 %
(razmerje GA/PEHA=2/20 (v/v)), 83,9 % (razmerje GA/PEHA=2,5/20 (v/v)), 78,7 %
(razmerje GA/PEHA=2/30 (v/v)) in 83,7 % (razmerje GA/PEHA=2,5/30 (v/v)). Rezultate
smo objavili v delu Kriznik in ostali [260].
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Slika 3-41: Vpliv razmerja GA/PEHA na preostalo aktivnost in u¢inkovitost imobilizirane f-GAL na AMS-

MNPs (pri pogojih: 5 mg HIT-MNPs, 2 uri funkcionalizacije, 50 mg/mL S-GAL, pH 6, 24 ur imobilizacije, 22
°C, 350 rpm)
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3.5 Zakljucek studije imobilizacije encimov na magnetne nosilce

V drugem sklopu doktorske disertacije smo na modificiran nanonosilec CMD3-MNPs
imobilizirali encim ADH. Prav tako smo na nosilce HIT-MNPs in AMS-MNPs imobilizirali
encim S-GAL.

Pripravljen in modificiran nanonosilec CMD3-MNPs iz prvega sklopa doktorskega dela smo
povrsinsko funkcionalizirali z uporabo epoksi zamrezevalca ECIH (0,5 M). Epoksi skupine
vezejo hidroksilne skupine CMD in tako pri nevtralnem pH tvorijo mocne vezi. S tem
postopkom smo funkcionalizirali modificirano povrsino nosilca CMD3-MNPs, na katerega
smo vezali encim ADH. Izvedli smo Studijo vpliva koncentracije dodanega epoksi
zamrezevalca ECIH na preostalo aktivnost ADH in ucinkovitost imobilizacije. Najvi§jo
preostalo aktivnost ADH (88,4 %) smo dosegli, ko smo povrsino CMD3-MNPs
funkcionalizirali s 4 % (v/v) ECIH, u¢inkovitost imobilizacije pa je znasala 99,5 %. Sledilo
je optimiranje preostalih procesnih parametrov. Najprej smo prouéili vpliv temperature
imobilizacije na preostalo aktivnost in ucinkovitost imobilizacije ADH. Optimalna
temperatura imobilizacije je bila 4 °C, preostala aktivnhost ADH je znaSala 57,4 %,
ucéinkovitost imobilizacije pa 80,7 %. Optimalna rotacijska hitrost je bila dolo¢ena pri 500
rpm, kjer smo dosegli 87,5 % preostalo aktivnost ADH, ucinkovitost imobilizacije pa je
znasala 89,9 %. V nadaljevanju smo najvisjo preostalo aktivnost ADH dosegli v nevtralnem
pH obmogju, in sicer pri pH 7,5 in je znasala 87,4 %, ucinkovitost imobilizacije pa je bila
99,5 %. Naslednja parametra, ki smo ju optimirali sta bila ¢as imobilizacije in koncentracija
encima. Najvi§jo preostalo aktivnost ADH smo dosegli, ko smo imobilizacijski postopek
izvajali dve uri (87,3 %) in s koncentracijo encima 0,02 mg/mL (89,6 %). Ucinkovitost
imobilizacije je bila v obeh primerih visoka, znasala je 99,5 % in 89,9 %.

Izvedli smo tudi Studijo vpliva razli¢nih procesnih parametrov na preostalo aktivnost ADH,
ki smo jo skupaj s kofaktorjem p-NAD koimobilizirali na CMD3-MNPs. Najprej smo
optimirali maso CMD3-MNPs (20 mg in 40 mg) pri enourni imobilizaciji kofaktorja 5-NAD,
ki ji je sledila dveurna imobilizacija encima ADH, in pri dveurni koimobilizaciji kofaktorja
in encima. Kljub zelo nizkim preostalim aktivnostim imobilizirane ADH, smo najvi$jo
preostalo aktivnost ADH dosegli pri visji masi CMD3-MNPs (40 mg) po koncani dveurni
koimobilizaciji encima in kofaktorja (3,6 %), ucinkovitost imobilizacije pa je znaSala 84,5
%. Nadaljevali smo s spreminjanjem zaporedja vezave encima in kofaktorja in ugotovili, da
smo najvisjo preostalo aktivnost ADH dosegli, ¢e smo najprej kofaktor f-NAD imobilizirali
eno uro, nato je sledila dveurna imobilizacija encima ADH. V tem primeru smo dosegli 5,0
% preostalo aktivnost ADH, ucinkovitost imobilizacije pa je znasala 25,0 %. Nadaljevali
smo s Studijo vpliva koncentracije kofaktorja na koimobilizacijo encima ADH. Najvisjo
preostalo aktivnost ADH, ki je znasala 9,3 %, smo dosegli pri naslednjih pogojih: dveurna
imobilizacija f-NAD, Kateri sledi dveurna imobilizacija ADH. U¢inkovitost imobilizacije je
znasala 89,3 %. Prav tako nas je zanimalo, kako vplivata Cas in temperatura koimobilizacije
ADH in kofaktorja na preostalo aktivnost koimobilizirane ADH in ucinkovitost
koimobilizacije. Najvisjo preostalo aktivnost ADH (10,5 %) smo dosegli, ko smo postopek
koimobilizacije izvedli tako, da smo najprej dve uri imobilizirali kofaktor, nato pa
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nadaljevali s stiriurno imobilizacijo ADH. Ucinkovitost imobilizacije je znasala 55,0 %. Za
optimalno temperaturo za izvajanje koimobilizacije se je izkazala temperatura 22 °C, kjer
smo dosegli 19,2 % preostale aktivnosti ADH, uc¢inkovitost imobilizacije pa je bila 23,3 %.
Sledila je Studija vpliva Casa funkcionalizacije CMD3-MNPs na preostalo aktivnost
imobiliziranega encima in na ucinkovitost koimobilizacije. Z 2 urno aktivacijo povrSine
CMD3-MNPs z epoksi zamrezevalcem ECIH smo dosegli bistveno zviSanje preostale
aktivnosti koimobilizirane ADH, saj je le-ta znasala 56,9 %. Postopek koimobilizacije smo
tako v nadaljevanju izvajali z 2 urno aktivnacijo povr§ine CMD3-MNPs. Nadalje smo
optimirali koncentracijo encima ADH z namenom dosega ¢im vi§je preostale aktivnosti
encima in uc¢inkovitosti imobilizacije. Pri nizji koncentraciji dodanega encima ADH (0,01
mg/mL), smo dosegli vi§jo preostalo aktivnost, le-ta je znaSala 57,6 %, ucinkovitost
imobilizacije pa 37,8 %. Sledila je optimizacija mase nosilca CMD3-MNPs v kombinaciji z
optimalno koncentracijo encima ADH (0,01 mg/mL). Uporabili smo slede¢e mase nosilca:
40 mg, 50 mg in 60 mg. S poviSanjem mase nosilca smo tudi izboljSali preostalo aktivnost
encima, ter dosegli 73,3 % preostale aktivnosti ADH in 93,8 % ucinkovitosti imobilizacije.

Izvedli smo tudi Studijo termiéne stabilnosti ADH imobilizirane na CMD3-MNPs in AHD
koimobilizirane z f-NAD na CMD3-MNPs. Z imobilizacijo ADH na CMD3-MNPs pri
optimalnih pogojih smo izboljsali njeno termic¢no stabilnost pri 20 °C kot tudi pri 40 °C.
Medtem ko je prosta ADH pri 20 °C izgubila ve¢ kot 70 % svoje zaCetne aktivnosti, je ADH
imobilizirana na CMD3-MNPs ohranila 68,4 % svoje zaCetne aktivnosti po 24 urah
inkubacije. Ko smo temperaturo povisali na 40 °C, se prosta ADH ze po 5 urah inkubacije
inaktivira, imobilizirana ADH pa je ohranila 80,3 % zacetne aktivnosti. Kadar smo na
CMD3-MNPs izvedli koimobilizacijo encima ADH in kofaktorja f-NAD smo termi¢no
stabilnost imobilizirane ADH proucevali pri 30 °C in 50 °C. Pri obeh temperaturah je prosta
ADH ohranila le priblizno 6 % zacetne aktivnosti po 5 urah inkubacije, medtem ko je
imobilizirana ADH po 5 urah inkubacije pri 30 °C ohranila 75,4 % zacetne aktivnosti, pri 50
°C pa 66,5 % zacCetne aktivnosti.

Termicno stabilni ADH imobilizirano na CMD3-MNPs in ADH koimobilizirano z f-NAD
na CMD3-MNPs smo skladisc¢ili 21 oz. 22 dni pri temperaturi 4 °C. Obe, imobilizirana ADH
in koimobilizirana ADH, sta po 6 dneh skladis¢enja pri 4 °C ohranili kar 80 % svoje zacetne
aktivnosti, nato se je aktivnost postopoma znizevala. Po 14 dneh skladisc¢enja pri 4 °C sta
obe ohranili priblizno 70 % svoje zacetne aktivnosti, po 21 dneh pa sta ohranili 60 % zacetne
aktivnosti.

V drugem delu drugega sklopa smo proucevali vpliv mreznega povezovalca GA in amino-
donorja PEHA ter kombinacije obeh na preostalo aktivnost in u¢inkovitost imobilizacije /-
GAL na HIT-MNPs in AMS-MNPs. Najprej smo encim S-GAL imobilizirali na HIT-MNPs
z uporabo 1 % (v/v), 1,5 % (v/v) in 2 % (v/v) GA, pri ¢emer smo najvisjo preostalo aktivnost
dosegli pri dodatku 1 % (v/v) GA, le-ta je znasala 42,9 %, ucinkovitost imobilizacije pa 83,3
%. Kadar smo pri postopku imobilizacije p-GAL na HIT-MNPs uporabili amino-donor
PEHA za funkcionalizacijo povr$ine nosilca HIT-MNPs, smo najvi§jo preostalo aktivnost
dosegli pri dodatku 40 % (v/v) PEHA, znasala je 98,2 %, uCinkovitost imobilizacije pa 90,8
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%. Pri kombinaciji obeh, mreznega povezovalca GA in amino-donorja PEHA, smo najvisjo
preostalo aktivnost imobilizirane f-GAL na HIT-MNPs dosegli, ko smo dodali 0,5 % (v/v)
GA in 30 % (v/v) PEHA. S tem smo dosegli tudi hiperaktivacijo encima, saj je preostala
aktivnost imobilizirane p-GAL na HIT-MNPs znaSala kar 1289 %, ucinkovitost
imobilizacije pa 89,9 %.

Sledila je Studija vpliva dodanega GA in PEHA ter njune kombinacije pri postopku
imobilizacije na preoatalo aktivnost in u¢inkovitost imobilizacije f-GAL na AMS-MNPs.
Najvisjo preostalo aktivnost smo dosegli z uporabo 2,5 % (v/v) GA (137,7 %). Tudi v tem
primeru smo dosegli hiperaktivnacijo encima. U¢inkovitost imobilizacije je znaSala 86,0 %.
Do hiperaktivacije encima pride tudi, ko povr§ino AMS-MNPs funkcionaliziramo z amino-
donorjem PEHA, pri dodatku 20 % (v/v) dosezemo najvi§jo preostalo aktivnost
imobilizirane f-GAL na AMS-MNPs (154,4 %), pri dodatku 10 % (v/v) in 30 % (v/v) pa sta
preostali aktivnosti f-GAL znasali 136,8 % in 118,0 %. Ucinkovitost imobilizacije se ne
spreminja veliko, ostaja med 84 % in 86 %. Sledila je imobilizacija encima f-GAL na AMS-
MNPs z uporabo kombinacije mreznega povezovalca in amino-donorja. Nosilec AMS-
MNPs smo zamrezili z mreznim povezovalcem GA, nato pa $e funkcionalizirali povrsino le-
tega z dodatnimi amino skupinami (PEHA) ter pri kombinaciji obeh v vseh primerih dosegli
hiperaktivacijo imobiliziranega encima p-GAL. Najvisja preostala aktivnost f-GAL je
znaSala 124,5 % s kombinacijo 2 % (v/v) GA in 30 % (v/v) PEHA, najnizja pa 106,9 % (2,5
% (v/v) v kombinaciji s 30 % (v/v) PEHA)). Uc¢inkovitosti imobilizacije so znasale med 78,7
% in 85,2 %.
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4 ZAKLJUCEK

Kataliza je osnova vsakega tehnoloskega kemijskega procesa, pri Cemer so encimi
pomembni visoko ucinkoviti katalizatorji. Kljub izjemnim kataliti¢cnim lastnostim encimov
pa moramo le-te véasih izboljsati, preden so vpeljani v industrijski proces. Ker industrijski
procesi zahtevajo ponovno in vec¢kratno uporabo encimov, lahko z imobilizacijo izboljsamo
njihove najpomembnejse lastnosti, kot so stabilnost, aktivnost, selektivnost in specifi¢nost.
Pri vecini imobilizacijskih metod encime veZzemo na ustrezen nosilec, pri ¢emer pa k
aplikativnosti uporabe nosilca v veliki meri prispeva njegova biokompatibilnost,
biorazgradljivost in netoksi¢nost.

Tako smo v prvem sklopu doktorske disertacije sintetizirali magnetne nanonosilce ter jih
modificirali z ustrezno polimerno prevleko iz CMD (CMD-MNPs), ki zagotavlja njihovo
biokompatibilnost. Z razlicnimi analiznimi metodami smo modificirane MNPs
karakterizirali. Z analizama FT-IR in TGA smo potrdili prisotnost polimerne prevlieke CMD,
s SEM in TEM analizo smo dolo¢ili povprecne velikosti in morfologijo modificiranih CMD-
MNPs. Z analizo DLS smo dolocili povpreéne velikosti, porazdelitev velikosti ter
hidrodinamiéni premer in ZP pripravljenih CMD3-MNPs. Z magnetnimi meritvami (EPR in
VSM) smo potrdili feromagnetni sistem o0z. prisotnost feromagnetnih nanodelcev. Vse
karakterizirane lastnosti smo primerjali z neprevleCenimi MNPs. Po zakljuceni
karakterizaciji smo modificiranim CMD-MNPs dolo¢ili tudi inhibitorne lastnosti, pri ¢emer
CMD3-MNPs, posedujejo antimikrobne lastnosti, saj je v postopek sinteze dodan organski
polimer CMD z najvi§jo koncentracijo (0,5 g/mL), ki omogoca biokompatibilnost
nanonosilca. Nadalje smo proudili inhibitorne lastnosti Se drugim sintetiziranim
nanonosilcem, in sicer HIT-MNPs in AMS-MNPs, pri ¢emer smo inhibitorne u¢inke na rast
mikroorganizmov preverjali na razlicnih bakterijskih kulturah. Glede na opravljene
karakterizacijske analize, kot tudi glede na dolo¢ene antimikrobne lastnosti, Smo za drugi del
doktorske disertacije izbrali CMD3-MNPs kot nosilec za imobilizacijo encima ADH.

Drugi sklop doktorske disertacije je zajemal imobilizacijo razli€nih encimov na modificirane
magnetne nosilce. Izvedli smo stiri razlicne postopke imobilizacije, in sicer: imobilizacijo
encima ADH na CMD3-MNPs, koimobilizacijo encima ADH in kofaktorja f-NAD na
CMD3-MNPs ter imobilizacijo encima S-GAL na sintetizirane HIT-MNPs in AMS-MNPs.

Pri imobilizaciji encima ADH na CMD3-MNPs smo se najprej lotili funkcionalizacije
modificiranih CMD3-MNPs, pri ¢emer smo uporabili epoksi zamrezevalec ECIH, ki
zagotavlja aktivne epoksi skupine, na katere se encim ADH lahko veZe. Epoksi skupine
vezejo hidroksilne skupine na povrsini modificiranega CMD3-MNPs, s katerim tvorijo
mocne vezi. Ob tem se encim ADH adsorbira na povrSino CMD3-MNPs, nato pa se s
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hidroksilnimi skupinami encima ADH kovalentno veZe na epoksi funkcionalizirano povrsino
CMD3-MNPs. Na tako funkcionalizirane CMD-MNPs smo imobilizirali encim ADH in
dosegli 88,4 % preostale aktivnosti imobilizirane ADH na CMD3-MNPs. Nadaljevali smo s
Studijo vpliva procesnih parametrov na imobilizacijo ADH na CMD3-MNPs. Kon¢ne
optimirane procesne parametre predstavlja Tabela 4-1.

Tabela 4-1: Optimalni procesni parametri pri imobilizaciji encima ADH

Optimalna vrednost procesnega

Procesni parameter parametra
koncentracija ECIH 4 % (vIv)
temperatura 4°C
rotacijska hitrost 500 rpm
pH 7,5
¢as imobilizacije 2 uri
koncentracija ADH 0,02 mg/mL

Pred optimizacijo procesnih parametrov je imobilizirana ADH na CMD3-MNPs dosegla le
18,2 % preostale aktivnosti. Z ustrezno modifikacijo nosilca, ki zagotavlja najboljSo
operativnost imobiliziranega encima smo po kon¢anem optimiranju procesnih parametrov
dosegli 89,6 % preostale aktivnost ADH, kar je dobrih 70 % visja preostala aktivnost kot
pred zacetkom optimiranja procesnih parametrov za imobilizacijo ADH na CMD3-MNPs
(Tabela 4-2).

Tabela 4-2: Preostala aktivnost imobilizirane ADH naCMD3-MNPs pred in po optimizaciji procesnih
parametrov

Preostala aktivnost [%0] Preostala aktivnost [%0]
(pred optimiranjem procesnih (po optimiranju procesnih
parametrov) parametrov)
18,2 89,6

V nadaljevanju smo vpliv procesnih parametrov proucevali e v postopku koimobilizacije
encima ADH in kofaktorja f-NAD na CMD3-MNPs, kjer smo s spreminjanjem procesnih
parametrov dosegli najvisje preostale aktivnosti imobilizirane ADH. Kon¢ne optimalne
parametre pri postopku koimobilizacije ADH in f-NAD na CMD3-MNPs prikazuje Tabela
4-3.
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Tabela 4-3: Optimalni procesni parametri pri koimobilizaciji encima ADH in kofaktorja f-NAD na CMD3-
MNPs

i Optimalna vrednost procesnega
Procesni parameter

parametra
masa CMD3-MNPs 50 mg
¢as funkcionalizacije CMD3-MNPs 2 uri
zaporedje koimobilizacije kofaktor, encim
Cas imobilizacije f-NAD 2 uri
koncentracija f-NAD 20 mM
¢as imobilizacije ADH 4 ure
koncentracija ADH 0,01 mg/mL
temperatura koimobilizacije 22 °C

Pred zacetkom optimiranja procesnih parametrov je ADH koimobilizirana z f-NAD na
CMD3-MNPs dosegla le 3,6 % preostale aktivnosti. Z ustreznimi imobilizacijskimi pogoji
smo uspeli preostalo aktivnost koimobilizirane ADH z f-NAD na CMD3-MNPs zvisati na
73,3 %. Tudi v procesu optimiranja procesa koimobilizacije nam je preostalo aktivnost ADH
uspelo izboljsati za priblizno 70 % (Tabela 4-4).

Tabela 4-4: Preostala aktivnost ADH koimobilizirane z f-NAD na CMD3-MNPs pred in po optimiranju
procesnih parametrov

Preostala aktivnost [%6] Preostala aktivnost [%0]
(pred optimiranjem procesnih (po optimiranju procesnih
parametrov) parametrov)
3,6 73,3

S postopkoma imobilizacije in koimobilizacije smo izboljSali operativnost imobiliziranega
encima ADH ter pri tem bistveno zvisali preostale aktivnosti imobilizirane ADH in ohranili
visoke ucinkovitosti imobilizacije. S tem smo dosegli ve¢jo stabilnost imobiliziranega
encima v primerjavi s prostim ADH, ki je kljub visoki aktivnosti zelo nestabilen encim, na
kar nakazujejo podatki predstavljeni v tabelah Tabela 4-2 in Tabela 4-4. Stabilnejsi encim
ima tako vecjo moznost uporabe v industrijskih procesih. Klju¢no vlogo pri tem pa ima tudi
termi¢na stabilnost encima, zato smo imobilizirano ADH na CMD3-MNPs in
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koimobilizirano ADH z S-NAD na CMD3-MNPs izpostavili razlicnim temperaturam in
proucili vpliv temperature na preostale aktivnost imobilizirane ADH in ulinkovitosti
imobilizacije. V primerjavi s prostim encimom ADH je imobilizirana ADH na CMD3-MNPs
pri temperaturah 20 °C in 40 °C ohranila kar 80 % svoje zacetne aktivnosti po 24 urah
inkubacije, koimobilizirana ADH z f-NAD na CMD3-MNPs pa priblizno 75,4 % pri
temperaturi 30 °C in 66,5 % pri temperaturi 50 °C po 5 urah inkubacije (Tabela 4-5). Da je
imobilizacija bistveno izboljSala stabilnost encima ADH smo dokazali tudi z dolo¢enimi
preostalimi aktivnostmi imobilizirane in koimobilizirane ADH po skladis¢enju pri 4 °C, pri
¢emer sta obe imobilzirani ADH ohranili slabih 60 % zacetne aktivnosti po priblizno treh
tednih skladis¢enja pri 4 °C.

Tabela 4-5: Termi¢na stabilnost imobilizirane ADH na CMD3-MNPs po 24 urah inkubacije pri razli¢nih
temperaturah in imobilizirane ADHs koencimom S-NAD na CMD3-MNPs po 5 urah inkubacije pri razliénih
temperaturah

Vzorec Preostala aktivnost [%]

20°C (po24h) 40 °C (po 24 h)

ADH imobilizirana na CMD3-MNPs 68,4 80,3
prosta ADH 28,3 0,0

30°C (po5h) 50 °C (po 5 h)
ADH koimobilizirana z f~-NAD na CMD3-MNPs 75,4 66,5
prosta ADH 6,0 6,8

Prav tako smo prosti, imobilizirani in koimobilizirani ADH dolo¢ili kineti€ne parametre, ki
jih prikazuje Tabela 4-6.

Tabela 4-6: Kineti¢ni parametri za prosto, imobilizirano in koimobilizirano ADH

ADH Km [MM] Vmax [pumol/min]
Prosta 141,3 1,22
Imobilizirana 91,3 5,03
Koimobilizirana 182,1 6,77

Nizja vrednost Km imobilizirane ADH v primerjavi s prosto in koimobilizirano ADH
nakazuje njeno vecjo afiniteto do substrata kar pomeni, da smo z optimiziranim
imobilizacijskim postopkom, v katerem smo nosilec epoksi funkcionalizirali ter optimirali
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procesne parametre, dosegli njeno optimalno vezavno afiniteto do substrata ter tako
zagotovili njeno visjo preostalo aktivnost.

Sledila je studija parametrov za imobilizacijo encima f-GAL na HIT-MNPs in AMS-MNPs.
Pri tem smo povrSino nosilca funkcionalizirali z mreznim povezovalcem GA in amino-
donorjem PEHA. Proucevali smo vpliv posameznega reagenta (GA ali PEHA) ter
kombinacijo obeh na preoatalo aktivnost imobilizirane f-GAL na HIT-MNPs in AMS-
MNPs. Ker z GA aktiviramo povrsino nosilca, se encim nanj lahko kovalentno veze. Pri
prevelikih koncentracijah pa odvecne koli¢ine mreznega povezovalca blokirajo aktivna
prosta mesta na nosilcu, kamor se posledi¢no encim ne more vezati, kar se kaze v znizevanju
preostale aktivnosti imobilizirane f-GAL. Tako tudi pri aktiviranju povrSine nanodelca s
PEHA zagotovimo dodatne amino skupine na povrSini, kamor se encim lahko veze.
Optimirane vrednosti dodanega GA in PEHA prikazuje Tabela 4-7.

Tabela 4-7: Najvisje preostale aktivnosti po optimiranih volumskih delezih GA in PEHA pri imobilizaciji -
GAL na HIT-MNPs in AMS-MNPs

nosilec GA ali PEHA Preostala aktivnost
[Viv] [%0]
1% GA 429
HIT-MNPs 40 % PEHA 98,2
0,5 % GA/30 % PEHA 128,9
2,5 % GA 137,7
AMS-MNPS 20 % PEHA 154,4
2 % GA/30 % PEHA 1245

V doktorski disertaciji smo s skrbno nacrtovanim procesom Sinteze in modifikacije
magnetnega nosilca uspeli sintetizirati primeren nanonosilec (CMD3-MNPs), ki zaradi
primerne polimerne previeke CMD poseduje tudi antimikrobne lastnosti, ter ga uporabili za
uspesno imobilizacijo encima ADH. Tako modificiran nanodnosilec smo povrSinsko
funkcionalizirali s primernim mreznim povezovalcem, z epoksidom ECIH, ki zagotavlja
uspesno kovalentno vezavo encima ADH na nosilec za dosego najvi§je preostale aktivnosti
encima. Nacin imobilizacije na modificiran in funkcionaliziran nanonosilec zagotavlja tudi
termicno stabilnost imobiliziranega encima pri razli¢nih temperaturah, prav tako se izboljsa
stabilnost imobilizirane ADH na CMD3-MNPs oz. ADH koimobilizirane z f-NAD na
CMD3-MNPs pri skladisc¢enju na 4 °C. Delci CMD3-MNPs izkazujejo inhibitorne lastnosti
na rast nekaterih mikroorganizmov, kar nakazuje na atimikrobne lastnosti visoko
funkcionaliziranega CMD3-MNPs, medtem ko pri ostalih CMD1-MNPs, CMD2-MNPs,
HIT-MNPs in AMS-MNPs inhibicije nismo zaznali.
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Z ustreznim optimiranjem volumskih deleZev mreZznega poveozvalca GA in amino-donorja
PEHA smo dosegli hiperaktivacijo imobiliziranega encima, pri ¢emer smo dosegli visoko
aktivni in stabilni imobilizirani obliki f-GAL (5-GAL na HIT-MNPs in f-GAL na AMS-
MNPs).

V sklopu doktorske disertacije smo sintetizirali in modificirali nanonosilec, ki je visoko
funkcionalen in izkazuje antimikrobne lastnosti. Prav tako smo optimirali imobilizacijske
postope razli¢nih nosilcev z razli¢nimi encimi (ADH imobilizirano na CMD3-MNPs, ADH
koimobilizirano z f-NAD na CMD3-MNPs, p-GAL imobilizirano na HIT-MNPs in f-GAL
imobilizirano na AMS-MNPs) ter jih tako stabilizirali, da dosegajo visoko aktivnost in
uc¢inkovitost imobilizacije in so primerni za uporabo v najrazli¢nej$ih industrijskih procesih.
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6 Priloge

6.1 Priloga 1

Umeritvena krivulja za doloCevanje koncentracije proteinov po Bradfordu v postopku
imobilizacije ADH
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6.2 Priloga 2

Umeritvena krivulja za dolocevanje koncentracije proteinov po Bradfordu v postopku
imobilizacije ADH in kofaktorja f-NAD
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6.3 Priloga 3

Umeritvena krivulja za dolocevanje koncentracije proteinov po Bradfordu v postopku
imobilizacije f-GAL na HIT-MNPs in AMS-MNPs
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6.4 Priloga 4

Tabele z rezultati preostalih aktivnosti in ucinkovitosti imobilizacije pri postopku
imobilizacije ADH in preucevanju vpliva procesnih parametrov na preostalo aktivnost ADH
imobilizirane na CMD3-MNPs

e Vpliv koncentracije ECIH

Imobilizacija ADH (0,02 mg/mL) na CMD3-MNPs, zamrezenje s 0,5 M ECIH, pH 7,5, 2 uri

Masa T Rotacijska = Koncentracija = UCinkovitost Aktivnost Preostala

CMD3-MNPS  [°C] hitrost proteinov imobilizacije encima aktivnost
[mg] [rpm] [mg/mL] (%] Ulmg] [%]

0,02 mg/mL ADH 20 22 300 0,3060

2% (viv) ECIH 20 22 300 0,1327 93,89 0,0570 18,6
4 % (viv) ECIH 20 22 300 0,1407 99,49 0,2706 88,4
6 % (viv) ECIH 20 22 300 0,1326 93,78 0,1172 38,3
8 % (viv) ECIH 20 22 300 0,1251 88,46 0,0632 20,7
10 % (viv) ECIH 20 22 300 0,1414 100,00 0,0730 23,8

e V/pliv temperature

Imobilizacija ADH (0,02 mg/mL) na CMD3-MNPs s 4 % (v/v) ECIH, 2 uri

Masa T Rotacijska = Koncentracija | UCinkovitost Aktivnost Preostala
CMD3-MNPS  [°C] hitrost proteinov imobilizacije  encima [U/mg] = aktivnost
[mg] (rpm] [mg/mL] [%] [%]
0,02 mg/mL ADH 0,0158 0,3101
20 4 300 0,0127 80,7 0,1780 57,4
20 20 300 0,0153 97,2 0,1216 39,2
20 30 300 0,0122 77,0 0,0915 34,5
20 40 300 0,0067 42,5 0,1234 39,8
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e Vpliv rotacijske hitrosti

Imobilizacija ADH (0,02 mg/mL) na CMD3-MNPs s 4 % (v/v) ECIH pri 4 °C, 2 uri

Masa T Rotacijska | Koncentracija | Uginkovitost |  Aktivnost Preostala
CMD3-MNPS [°C] hitrost proteinov imobilizacije encima aktivnost [%]
[mg] [rpm] [mg/mL] [%] [Uimg]
0,02 mg/mL 0,0158 0,2941
ADH 20 4 200 0,0158 100 0,1644 55,9
20 4 300 0,0158 100 0,1246 42,4
20 4 400 0,0158 100 0,1747 59,4
20 4 500 0,0142 89,9 0,2574 87,5
e Vpliv pH medija
Imobilizacija ADH (0,02 mg/mL) na CMD3-MNPs s 4 % (v/v) ECIH pri 4 °C in 500 rpm, 2 uri
Masa T pH medija = Koncentracija = UCinkovitost Aktivnost Preostala
CMD3-MNPS [°C] [n proteinov  imobilizacije  encima [U/mL] | aktivnost [%]
[mg] [mg/mL] (%]
0,02 mg/mL 0,0170 0,3953
ADH 20 4 5 28,2 0,0569 14,4
20 4 6 55,60 0,1383 35,0
20 4 7 88,23 0,2935 74,3
20 4 7,5 99,49 0,3455 87,4
20 4 8 100 0,1627 41,2
20 4 8,5 100 0,1337 33,8
20 4 9 94,3 0,0976 247

138



Vezava encimov na povrsinsko modificirane magnetne nosilce

e Vpliv ¢asa imobilizacije

Imobilizacija ADH (0,02 mg/mL) na CMD3-MNPs s 4 % (v/v) ECIH, pH 7,5 pri 4 °C, 500 rpm

Masa T Cas Koncentracija | UCinkovitost | Aktivnost Preostala
CMD3-MNPS  [°C] = imobilizacije proteinov imobilizacije encima aktivnost
[mg] [h] [mg/mL] [%] (U/mL] (%]
0,02 mg/mL ADH 0,0150 0,3553
20 4 2 0,0149 99,49 0,3107 87,3
20 4 3 0,0145 96,79 0,2483 69,9
20 4 4 0,0145 96,55 0,2030 57,1
20 4 5 0,0135 89,93 0,1328 448
20 4 8 0,0147 97,84 0,1263 37,8
20 4 12 0,0144 95,89 0,1311 36,9
20 4 24 0,0113 75,58 0,1342 35,6
e V/pliv koncentracije ADH
Imobilizacija ADH na CMD3-MNPs s 4 % (v/v) ECIH, pH 7,5 pri 4 °C, 500 rpm, 2 uri
Masa T Masa ADH @ Koncentracija | Uginkovitost |  Aktivnost Preostala
CMD3-MNPS °C] [mg/mL] proteinov imobilizacije encima aktivnost
7] [mg/mL] [%] [U/mL] [%]
0,02 mg/mL ADH 0,0518 0,3552
20 4 0,02 0,0466 89,9 0,3183 89,6
20 4 0,03 0,0166 32,1 0,2248 63,3
20 4 0,04 0,0162 31,2 0,1502 42,3
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® Termicna stabilnost

Termicna stabilnost imobilizirane ADH pri optimiranih pogojih:
Imobilizacija ADH (s koncentracijo 0,02 mg/mL) na CMD3-MNPs s 4 % (v/v) ECIH, pH 7,5 pri 4 °C, 500 rpm, 2
uri

Masa T Cas Rotacijska pH medija = Aktivnost Preostala
CMD3-MNPS [°C] [h] hitrost " encima aktivnost [%]
mg] [rpm] [U/mL]
0,02 mg/mL 0,0675
ADH
20 20 3 500 75 0,0462 79,3
20 20 24 500 75 0,0535 68,4
20 40 3 500 75 0,0853 126,4
20 40 24 500 75 0,0542 80,3

Termicna stabilnost proste ADH

T Cas Aktivnost encima Preostala
[°C] ] (UmL] aktivnost [%]
0,3151

20 3 0,2927 83,4

20 24 0,0892 28,3

40 3 0,0608 19,3

40 5 0,0000 0

40 24 0,0000 0
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e Skladis¢enje

Termicna stabilnost imobilizirane ADH pri optimiranih pogojih:
Imobilizacija ADH (s koncentracijo 0,02 mg/mL) na CMD3-MNPs s 4 % (v/v) ECIH, pH 7,5 pri
4 °C, 500 rpm, 2 uri

T Cas Aktivnost encima | Preostala aktivnost
[°C] [dan] (U/mL] [%]
0 0,0758 100
4 1 0,0758 100
4 2 0,0753 993
4 3 0,0679 89,6
4 4 0,0638 84.2
4 6 0,0619 816
4 8 0,0534 70,4
4 14 0,0527 695
4 16 0,0453 598
4 22 0,0434 572
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6.5 Priloga 5

Tabele z rezultati preostalih aktivnosti in ucinkovitosti imobilizacije pri postopku
koimobilizacije ADH in preucevanju vpliva procesnih parametrov na preostalo aktivnost
ADH koimobilizirane z f-NAD na CMD3-MNPs

e Vpliv mase CMD3-MNPs

Imobilizacija na CMD3-MNPs + 4 % (v/v) 0,5 M ECIH (1 ura): ADH (0,02 mg/mL) + 8-NAD (15 mM), 350 rpm

Masa ) Rotacijska Cas Uginkovitost | Preostala
Koncentracija =~ T , T .
CMD3-MNPs hitrost ~ koimobilizacije  imobilizacije ~ aktivnost
B-NAD [mM]  [°C] . 0
[mg] [rpm] [h] (%] [%]
N1hA2h 20 mg 20 15 22 350 3 84,5 2,9
NA2h 20 mg 20 15 22 350 2 22,1 1,0
N1hA2h 40 mg 40 15 22 350 3 91,9 34
NA2h 40 mg 40 15 22 350 2 84,5 3,6

e Vpliv zaporedja koimobilizacije

Imobilizacija na CMD3-MNPs + 4 % (v/v) 0,5 M ECIH (1 ura): ADH (0,02 mg/mL) + £-NAD (15 mM), 350 rpm

Masa " - T Rotacijska Cas UGinkovitost ]
oncentracija o reostala
zaporedie  CMD3-MNPs : hitrost ~ koimobilizacije  imobilizacije _ .
A-NAD [mM]  [°C] o aktivnost [%)]
[mg] [rpm] [h] [%]
A2hN1h 40 15 22 350 3 57,7 3,8
AN3h 40 15 22 350 3 46,8 3,3
N1hA2h 40 15 22 350 3 25,0 5,0

e Vpliv koncnetracije f-NAD

Imobilizacija na CMD3-MNPs + 4 % (viv) 0,5 M ECIH (1 ura): #-NAD, 2 uri + ADH (0,02 mg/mL), 2 uri, 350 rpm

Masa . ) Cas Uginkovitost | Preostala
Koncentracija T Rotacijska T o :
CMD3-MNPs , koimobilizacije  imobilizacije  aktivnost
S-NAD [mM] [°C] hitrost [rpm] . .
[mg] [h] (%] [%]
40 10 22 350 4 91,7 72
40 15 22 350 4 42,7 44
40 20 22 350 4 89,3 9,3
40 30 22 350 4 12,7 6,6
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e Vpliv ¢asa koimobilizacije

Imobilizacija na CMD3-MNPs + 4 % (viv) 0,5 M ECIH (1 ura): B-NAD (20 mM) + ADH (0,02 mg/mL), 350 rpm

Masa : : Cas Cas Ucinkovitost
Koncentracija T Rotacijska . .. . . .. . o Preostala
CMD3-MNPs , imobilizacije  imobilizacije  imobilizacije ,
B-NAD [°C] hitrost [rpm] . aktivnost [%]

[mg] B-NAD [h] ADH [h] [%]

40 20 22 350 1 4 46,2 8,3

40 20 22 350 2 3 11,8 9,1

40 20 22 350 2 4 55,0 10,5

40 20 22 350 3 3 76,3 6,8

40 20 22 350 4 2 48,7 8,3

e Vpliv temperature koimobilizacije

Imobilizacija na CMD3-MNPs + 4 % (viv) 0,5 M ECIH (1 ura): B-NAD (20 mM), 2 uri + ADH (0,02 mg/mL), 4 ure, 350 rpm

Masa ) Cas T Cas T Utinkovitost  Preostala
Koncentracija = . . . o . S D .
CMD3-MNPs BNAD (M) imobilizacije  imobilizacije = imobilizaciie  jmopilizacijie | imobilizacije  aktivnost
- m
[mg] B-NAD[h]  B-NAD[°C] ADH [h] ADH [°C] [%] (%]
40 20 2 22 4 22 23,3 19,2
40 20 2 22 4 10 32,1 9,9
40 20 2 10 4 10 44,6 74
40 20 2 10 4 sobna 33,7 9,4
e Vpliv ¢as funkcionalizacije CMD3-MNPs
Imobilizacija na CMD3-MNPs + 4 % (v/v) 0,5 M ECIH: B8-NAD (20 mM), 2 uri + ADH (0,02 mg/mL), 4 ure, 350 rpm
Masa ) Cas T Cas Cas Uginkovitost  Preostala
Koncentracija T T T o :
CMD3-MNPs BNAD [M] funkcionalizacije = koimobilizacije =~ imobilizacije  imobilizacije  imobilizaciie ~ aktivnost
- m
[mg] ECIH [h] [°C] B-NAD [h] ADH [h] [%] [%]
40 20 1 22 2 4 17,6 26,6
40 20 2 22 2 4 20,4 56,9
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e Vpliv koncentracije ADH

Imobilizacija na CMD3-MNPs + 4 % (v/v) 0,5 M ECIH (2 uri): B-NAD (20 mM), 2 uri + ADH (0,02 mg/mL), 4 ure, 350 rpm

Masa ) .
) . T Cas Cas Uginkovitost  Preostala
CMD3-  Koncentracija =~ Koncentracija . s T :
koimobilizacijie =~ imobilizacije  imobilizacije  imobilizaciie =~ aktivnost
MNPs B-NAD [mM] = ADH [mg/mL] i
[°C] B-NAD [h] ADH [h] [%] [%]
[mg]
40 20 0,01 22 2 4 52,6 57,6
40 20 0,02 22 2 4 56,9 20,4
40 20 0,03 22 2 4 46,4 12,8
40 20 0,04 22 2 4 37,8 11,2

e Vpliv mase CMD3-MNPs pri 0,01 mg/mL ADH

Imobilizacija na CMD3-MNPs + 4 % (v/v) 0,5 M ECIH (2 uri): 8-NAD (20 mM), 2 uri + ADH (0,01 mg/mL), 4 ure, 350 rpm

Masa _. " T Cas Cas Uginkovitost ~ Preostala
Koncentracija =~ Koncentracija . e T o :
CMD3-MNPs koimobilizacijie ~ imobilizaciie | imobilizacije  imobilizaciie  aktivnost
B-NAD[mM] | ADH [mg/mL] ) : o
[mg] [°C] B-NAD [h] ADH [h] (%] (%]
40 20 0,01 22 2 4 52,6 51,6
50 20 0,01 22 2 4 93,8 73,3
60 20 0,01 22 2 4 61,7 68,8

e Termicna stabilnost

Pri optimiranih pogojih: Imobilizacija na CMD3-MNPs (50 mg) + 4 % (v/v) 0,5 M ECIH (2 uri): f-NAD (20 mM), 2
uri + ADH (0,01 mg/mL), 4 ure, 350 rpm

Masa T a5 [ Aktivnost Preostala
CMD3-MNPs [mg] [°C] encima [U/mL] aktivnost [%)]
0,0045
50 30 0 0,0045 100
50 30 3 0,0022 83,8
50 30 5 0,0002 75,4
50 50 0 0,0045 100
50 50 3 0,0021 80,9
50 50 5 0,0003 66,5
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Termiéna stabilnost proste ADH

Masa T Aktivnost
. ; . Preostala
CMD3-MNPs [°C]in ¢as [h] encima ,
aktivnost [%)]
0,0183
50 30 0 0,0183 100
50 30 3 0,0090 49,4
50 30 5 0,0011 6,0
50 50 0 0,0183 100
50 50 3 0,0084 459
50 50 5 0,0012 6,8

e SkladiS¢enje
Pri optimiranih pogojih: Imobilizacija na CMD3-MNPs (50 mg) + 4 % (v/v) 0,5 M ECIH (2
uri): B-NAD (20 mM), 2 uri + ADH (0,01 mg/mL), 4 ure, 350 rpm

[07(-:] &as [dan] Aktivnost encima  Preostala aktivnost
[U/mL] [%]
0 0,0057 100
Y 1 0,0057 100
4 2 0,0056 98,6
° 3 0,0051 901
4 4 0,0048 837
4 6 0,0047 82,9
4 8 0,0047 81.9
Y 14 0,0043 76.2
4 16 0,0041 721
§ 22 0,0038 67.4
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6.6 Priloga é

Tabele z rezultati preostalih aktivnosti in ucinkovitosti imobilizacije pri postopku
imobilizacije f-GAL na HIT-MNPs in AMS-MNPs

e [(-GAL na HIT-MNPs

Optimiranje koncentracije GA [% (v/v)]

- UCinkovitost Aktivnost encima Preostala
imobilizacije [%)] [U/mL] aktivnost [%)]
1 83,3 0,4972 429
1,5 85,8 0,0810 16,3
2 86,6 0,1103 22,2
Optimiranje koncentracije PEHA [% (v/v)]
PEHA U€inkovitost Aktivnost encima Preostala
imobilizacije [%)] [U/mL] aktivnost [%)]
10 88,7 0,4972 77,6
30 89,1 0,4813 96,8
40 90,8 0,4883 98,2
Optimiranje kombinacije koncentracij GA/PEHA [% (v/v)]
GAIPEHA U€inkovitost Aktivnost encima Preostala
imobilizacije [%] [U/mL] aktivnost [%)]
0,5/30 90,0 0,4905 129,0
0,5/40 90,3 0,6327 95,6
1130 85,1 0,4939 100,7
1,5/30 83,3 0,4096 83,5
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e [(-GAL na AMS-MNPs

Optimiranje koncentracije GA [% (viv)]

ol Uginkovitost Aktivnost encima Preostala
imobilizacije [%)] [U/mL] aktivnost [%)]
1 87,5 0,4905 17,0
2 86,0 0,3095 63,1
25 86,0 0,6754 137,7
3 83,4 0,1933 39,4
Optimiranje koncentracije PEHA [% (vIv)]
PEHA U€inkovitost Aktivnost encima Preostala
imobilizacije [%] [U/mL] aktivnost [%)]
5 86,3 0,4905 42,7
10 85,4 0,1805 136,8
20 85,2 0,7573 1544
30 84,0 0,5788 118,0
Optimiranje kombinacije koncentracij GA/PEHA [% (v/v)]
TR | Uéi.r?kov.iltost Aktivnost encima P.reostala
imobilizacije [%] [U/mL] aktivnost [%)]
2/20 85,2 0,4712 118,5
2,520 83,9 0,5697 120,9
2/30 78,7 0,5866 124,5
2,5/30 83,7 0,5042 107,0
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susret mladih kemijskih inzenjera, Zagreb, 22. i 23. veljace 2018. Zagreb: Hrvatsko drustvo
kemijskih inzenjera i tehnologa: = Croatian Society of Chemical Engineers, 2018. Str. 131,
ilustr. ISBN 978-953-6894-62-8. [COBISS.SI-1D 21210390]

nagrada: 2. nagrada za najboljsi poster na srecanju
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23. VASIC, Katja, KNEZ, Zeljko, LEITGEB, Maja. Magnetic nanoparticles modified with
dextran and their preparation = Magnetske nanocestice modificirane s dekstranom i njihova
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2016. Str. [1], ilustr. ISBN 978-961-93849-2-3. [COBISS.SI-1D 19880470]
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108. [COBISS.SI-ID 17911574]
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september 2014. Maribor: Fakulteta za kemijo in kemijsko tehnologijo, 2014. Str. 100. ISBN
978-961-248-454-5. [COBISS.SI-ID 18071574]
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2013, Noordwijkerhout, The Netherlands. [S. I.: s. n., 2013]. Str. 217. [COBISS.SI-ID
16919830]

1.16 Samostojni znanstveni sestavek ali poglavje v monografski publikaciji

30. LEITGEB, Maja, KNEZ, Zeljko, VASIC, Katja. Enzyme-based biomass catalyzed
reactions in Supercritical CO2. V: LUKASIK, Rafal M. (ur.). High pressure technologies in
biomass conversion. London: Royal Society of Chemistry, cop. 2017. Str. 66-82, ilustr.
Green chemistry series, no. 48. ISBN 978-1-78262-485-1, ISBN 978-1-78262-676-3, ISBN
978-1-78801-129-7. ISSN 1757-7039.
http://pubs.rsc.org/en/content/chapter/bk9781782624851-00066/978-1-78262-485-1.
[COBISS.SI-ID 20818198], [WoS do 15. 12. 2019: st. citatov (TC): 2, ¢istih citatov (CI): 0,
Scopus do 27. 10. 2019: st. citatov (TC): 2, Cistih citatov (CI): 0]
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MONOGRAFIJE IN DRUGA ZAKLJUCENA DELA
2.05 Drugo ué¢no gradivo

32. LEITGEB, Maja, PRIMOZIC, Mateja, VASIC, Katja, COLNIK, Maja. Bioseparation
processes and biocalatysis : laboratory exercises. [Maribor: UM FKKT, 2016]. 35 str., ilustr.
https://www.fkkt.um.si/egradiva/egradiva.php, https://dk.um.si/IzpisGradiva.php?id=73327.
[COBISS.SI-ID 22220566]

33. LEITGEB, Maja, PRIMOZIC, Mateja, VASIC, Katja. Industrial microbiology :
laboratory exercises 2016/2017. [Maribor: UM FKKT, 2016]. 5 str., ilustr.
https://www.fkkt.um.si/egradiva/egradiva.php, https://dk.um.si/IzpisGradiva.php?id=73326.
[COBISS.SI-ID 22220310]

2.11 Diplomsko delo

34. VASIC, Katja. Purification and characterization of schizophyllum commune trehalose
phosphorylase = Cis¢enje in karakterizacija encima trehaloze fosforilaze iz glive
Schizophyllum commune. Maribor: [K. Herzi¢], 2010. V, 65 f., ilustr. http://dkum.uni-
mb.si/Dokument.php?id=18032. [COBISS.SI-ID 14725654]

2.12 Kon¢no porocilo o rezultatih raziskav
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MAVER, Tina, KURECIC, Manja, SFILIGOJ-SMOLE, Majda, DOLISKA, Ales, VASIC,
Katja, KOS, Tanja, TOMPA, Jasna, HRIBERNIK, Silvo, OJSTRSEK, Alenka, SPINDLER,
Lea, et al. Final project report : RPP4 project Multilayer medical materials : project period:
April 2010 - December 2013. [Ljubljana]: Center odli¢nosti polimerni materiali in
tehnologije: = PoliMat; Maribor: University of Maribor, Faculty of Mechanical Engineering,
Laboratory for Characterisation and Processing of Polymers, 2014. 27 f. [COBISS.SI-ID
17950742]

2.13 Elaborat, predstudija, Studija

36. LEITGEB, Maja, PRIMOZIC, Mateja, VASIC, Katja. Poroéilo o $tudiji prisotnosti
mikroorganizmov na danem vzorcu. Maribor: Fakulteta za kemijo in kemijsko tehnologijo,
2018. 4 f., ilustr. [COBISS.SI-ID 21171734]
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IZVEDENA DELA (DOGODKI)
3.15 Prispevek na konferenci brez natisa

37. LEITGEB, Maja, KNEZ, Zeljko, VASIC, Katja. Cell treatment with supercritical carbon
dioxide : lecture at ISSF 2015, 11th International symposium on supercritical fluids, October
11-14 2015, Seoul, Korea. [COBISS.SI-ID 20010518]

38. VASIC, Katja, HOJSKI, Aljaz, CRNJAC, Anton, KNEZ, Zeljko, LEITGEB, Maja.
Toxicity of chitosan magnetic nanoparticles as carriers for biologicaly active substances :
lecture presented at the European congress of chemical engineering and applied
biotechnology ECCE9 - ECAB2, World Forum, The Haag, The Netherlands, 21-25 April,
2013. 2013. [COBISS.SI-ID 16878614]

39. VASIC, Katja, HOJNIK PODREPSEK, Gordana, KNEZ, Zeliko, LEITGEB, Maja.
Toxic effects of magnetic chitosan nanoparticles as carriers for biologically active
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profesors, September 19th, 2012, University of Zagreb, Faculty of Chemical Engineering
and Technology, Croatia. 2012. [COBISS.SI-ID 16331798]

SEKUNDARNO AVTORSTVO
Mentor - drugo

40. VOROS, Katja. Inhibicija rasti plesni : raziskovalna naloga na podro&ju biologije.
Ljutomer: Gimnazija Franca MikloSic¢a, 2017. 41 f.,, ilustr., graf. prikazi. [COBISS.SI-ID
6099428]

41. VOROS, Katja. Inhibicija rasti plesni : raziskovalna naloga na podro&ju biologije.
Ljutomer: Gimnazija Franca Miklosi¢a, 2017. 38 f., ilustr., tabele. [COBISS.SI-ID
17109811]

Somentor pri magistrskih delih (bolonjski Studij)

42. OPRESNIK, Tina. Koimobilizacija alkohol dehidrogenaze in nikotinamid adenin
dinukleotida na magnetne nanodelce : magistrsko delo. [T. Opresnik]; Maribor, 2019. XI, 50
str.,,  ilustr.  https://dk.um.si/IzpisGradiva.php?lang=slv&id=73836.  [COBISS.SI-ID
22487830]

Somentor pri diplomskih delih (bolonjski Studij 1. stopnje)

43. JURGEC, Ana. Funkcionalizirani magnetni nanodelci za odstranjevanje tezkih kovin iz
odpadnih vod : diplomsko delo univerzitetnega Studijskega programa I. stopnje. Maribor: [A.
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Jurgec], 2019. VIII, 43 str., ilustr. https://dk.um.si/IzpisGradiva.php?lang=slv&id=74201.
[COBISS.SI-ID 22612502]

44. PINTAR, Ela. Imobilizacija encima alkohol dehidrogenaze na dekstranske magnetne
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Maribor, 2019. IX, 27 str., ilustr. https://dk.um.si/lzpisGradiva.php?lang=slv&id=73256.
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21606678]
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Kobale], 2018. IX, 42 str., ilustr. https://dk.um.si/lzpisGradiva.php?id=71774. [COBISS.SI-
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diplomsko delo univerzitetnega Studijskega programa 1. stopnje. Maribor: [M. Petek], 2017.
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Izjava o avtorstvu in istovetnosti tiskane in elektronske oblike doktorske disertacije
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