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POREDENJE DVE METODE ZA IMOBILIZACIJU HRP U
ALGINATU ZA PRECISCAVANJE OTPADNIH VODA

DRAGICA SPASOJEVIC', MILO§ PROKOPIEVIC', OLIVERA PRODANOVIC',
KSENIA RADOTIC HADZI-MANIC', RADIVOJE PRODANOVIC?

Rezime

Poznato je da peroksidaze iz rena (HRP) reaguju sa fenolima iz vode gradeci nerastvorna jedinjenja, koja
onda mogu jednostavno da se uklone iz vodene faze. Glavni nedostatak ovog procesa predstavlja inaktivacija
enzima te je stoga dosta paZnje usmereno na imobilizaciju peroksidaze u cilju uklanjanja fenolnih jedinjenja.
Cilj naseg rada bio je da uporedimo dve metode za imobilizaciju HRP na alginatnom matriksu i nademo
imobilizat sa najboljim osobinama. HRP je imobilisana na nativhom i perjodatno oksidovanom alginatu.
Nakon imobilizacije u alginatnim kuglicama, enzimska aktivnost je odredivana spektrofotometrijski sa
pirogalolom i H,0, kao supstratima.

Rezultati koje smo dobili ukazuju da HRP imobilisana na perjodatno oksidovanom alginatu ima veci stepen
vezane aktivnosti, i nizu specificnu aktivnost u odnosu na imobilizaciju na nativnom alginatu nakon
imobilizacije. Nakon pet dana ispiranja imobilizat HRP u perjodatno oksidovanom alginatu je imao vecu i
specifi¢nu aktivnost i stoga je bolji kandidat za uklanjanje fenola iz otpadnih voda u proto¢nom reaktoru.
Kljuéne reci: imobilizacija, HRP, alginat, perjodatna oksidacija, uklanjanje fenola

Comparison of two methods for the immobilization of HRP in
alginate for wastewater treatment

Abstract

It has been shown that horseradish peroxidase (HRP) is able to react with aqueous phenolic compounds and
form non-soluble materials that could be easily removed from the aqueous phase. The main disadvantage of
this process is the inactivation of the enzyme and therefore attentions came into immobilization of
peroxidase for the purpose of phenolic compound removal.

The aim of our work was to compare the two methods for the immobilization of HRP on alginate matrix and
to find the immobilisate with the better properties. Immobilization was performed on native and periodate
oxidized alginate. After alginate matrix beading, enzyme activity was determined spectrophotometrically
using pyrogallol and H,0, as substrates.

From the results we obtained, points that HRP immobilized on periodate oxidized alginate had a higher
percentage of retained activity and lower of specific activity in comparision with HRP immobilized on
native alginate beads. After 5 days of rinsing HRP immobilized within periodate oxidized alginate showed
higher specific activity than the one immobilized within native alginate and therefore could be better
candidate for phenol removal from wastewater in bed packed reactor.

Key words: immobilization, HRP, alginate, periodate oxidation, phenol removal

Uvod

Fenol i fenolni derivati su glavni industrijski zagadivaci, (naftne, hemijske, industrije plasti¢nih
masa) koji otpadnim vodama dospevaju u spoljasnju sredinu. Kao jedan od moguc¢ih nacina za
uklanjanje ovih toksi¢nih jedinjenja namece se njihova enzimska degradacija. Peroksidaza iz rena
(HRP) oksiduje fenole u prisustvu vodonik peroksida, proizvode¢i nestabilne fenoksi radikale, koji
onda spontano medusobno reaguju i grade nerastvorne polimere velikih molekulskih masa. Ovi
polimeri mogu jednostavno da se uklone sedimentacijom i filtracijom ISPAS at al (2010).
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Upotreba rastvornih enzima ograni¢ena je inhibicijom krajnjim proizvodom, visokom cenom,
nestabilnos¢u, nemoguéno$éu ponovne upotrebe i sl. Ova ogranienja mogu se prevaziéi
imobilizacijom enzima na odgovaraju¢im matriksima SATAR at al (2008). Alginat se pokazao kao
jedan od najpogodnijih polimera za imobilizaciju i mikroenkapsulaciju zahvaljujuéi svojoj
hidrofilnoj prirodi, prisustvu karboksilnih grupa, prirodnom poreklu i stabilnosti pri razli¢itim
eksperimentalnim uslovima. Medutim, usled visoke poroznosti, tokom vremena dolazi do curenja
enzima inkapsuliranog u alginat MATTO at al (2009). Da bi se ovo izbeglo razvijaju se razlicite
metode za kovalentnu imobilizaciju HRP.

U ovom radu mi smo poredili nekovalentnu imobilizaciju HRP na nativhom alginatu i kovalentnu
imobilizaciju na perjodatno aktiviranom alginatu uz formiranje kuglica jonotropnim geliranjem.

Materijali i metode
Hemikalije i reagensi

Natrijum-alginat (iz braon algi, niske viskoznosti), natrijum-perjodat, peroksidaza iz rena (tip II),
pirogalol, kalijum-HEPES so i ostale hemikalije nabavljeni su od firme Sigma-Aldrich, SAD.

Aktivacija alginata oksidacijom

1 g Na-alginata je dodat u 10 ml 50 mM rastvora Na-perjodata i ostavljen na 4°C na tamnom.
Reakcija je stopirana nakon 24 h dodatkom ekvimolarne koli¢ine glicerola. Precipitacija je
izvrSena dodatkom etanola u visku (3 zapremine) i NaCl (2 g). Precipitat je prikupljen filtracijom,
a potom rastvoren u $to manjoj koliCini vode i stavljen na dijalizu. Nakon dijalize, polimer je
precipitiran apsolutnim etanolom i osu$en acetonom. Ovako aktivirani alginat cuvan je u tamnim
bocicama na sobnoj temperaturi LE-TIEN at al (2004).

Imobilizacija enzima

Pripremljen je 2 % (w/v) rastvor Na-alginata u vodi, koji je ¢uvan na 4 °C do upotrebe. U ovaj
rastvor dodata je peroksidaza, tako da njena koncentracija u alginatu bude 0,01 mg/ml. 1 ml ovog
rastvora sipan je u $pric sa iglom, odakle je ukapavan u 5,5 % rastvor CaCl,, u kome su formirane
kuglice. Kuglice su “starile” sat vremena uz blago meSanje na magnetnoj mesalici, nakon cega su
isprane rastvorom CacCl, i ¢uvane u HEPES puferu (10 mM, pH 7,0) sa 5 mM CacCl, na 4 °C.

Za imobilizaciju HRP na oksidovani alginat, napravljen je rastvor ovog alginata u 0,2 M NaHCO;
puferu pH 8,0, u koji je dodat rastvor enzima, pa je ostavljen da se inkubira 24 h na 4 °C. Nakon
tog vremena dodato je kap po kap (do ' finalne zapremine) 50 mM Tris pufera pH 7,0.
Koncentracija enzima u 2 % aktiviranom alginatu iznosila je 0,02 mg/ml, a ovaj rastvor je nakon
toga mesan sa 2 % nativnim alginatom u odnosu 1:1, da bi se popravile mehani¢ke osobine
imobilizata LE-TIEN at al (2004). Dalji postupak sa ovim imobilizatom bio je identi¢an predhodno
opisanom za nativni alginat.

Merenje enzimske aktivnosti

Pripremljen je 13 mM rastvor pirogalola u 10 mM HEPES puferu pH 7,0. U 3 ml ovog rastvora
dodavan je enzim imobilizovan u kuglicama (50-80 mg) i po 30 ul 0,97 M rastvora vodonik-
peroksida (u vodi). Uz konstantno meSanje na magnetnoj mesalici, uzimani su alikvoti na 0, 5, 10 i
15 min i ocitavana je apsorbanca na 420 nm.

1 U je ona koli¢ina enzima koja katalizuje nastanak 1 umol proizvoda za 1 minut na 25 °C i na pH
7,0. Specificna aktivnost predstavlja odnos aktivnosti enzima po masi imobilizata. Vezana
aktivnost data je kao razlika nanete i nevezane aktivnosti. Procenat vezivanja odreden je kao odnos
nanete i vezane aktivnosti enzima. Prinos imobilizacije je koli¢nik specifi¢ne aktivnosti
imobilizata i vezane aktivnosti po jedinici mase kuglica.
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Rezultati 1 diskusija

Prinos oksidovanog alginata iznosio je 100 % (iz 1 g alginata dobili smo 1 g perjodatno
oksidovanog alginata). Po ukapavanju u CaCl, dobijene su kuglice prec¢nika oko 1,5 mm sa
imobilisanim enzimom (slika 1).

Slika 1. Kuglice imobilizata nakon gelira;nja i Spric koji je kori$éen za njihovo ukapavanje
Figure 1. Beads with immobilized enzyme after gelation and a syringe that was used for their instilment

Osnovni parametri enzimske aktivnosti imobilizata prikazani su u tabeli 1. Moze se videti da je
specificna aktivnost enzima imobilizovanog na oksidovan alginat ne$to niza u odnosu na
imobilizat nativnog alginata, ali da posle 5 dana ¢uvanja na 4 °C uz svakodnevnu izmenu pufera
imobilizat HRP u oksidovanom alginatu zadrzava veéi procenat specificne aktivnosti (62 %
pocetne Sp). Vezana aktivnost je takode veca kod oksidovanog alginata.

Tabela 1. Osnovni parametri imobilizacije za imobilizate HRP na obi¢nom i aktiviranom alginatu,
izracunati na osnovu enzimske aktivnosti
Table 1. The main immobilization parameters of the HRP immobilizates on ordinary and activated
alginate, based on enzymatic activity

Imobilizat: sp.aktivnost- vezana % prinos Sp posle 5 | % zadrzane
’ Sp (U/g) aktivnost (U/g) | vezivanja | imobilizacije (%) | dana (U/g) Sp
alginat+HRP 0.148 0.803 9.69 18.43 0.063 42.57
oks.alginat+HRP 0.130 1.108 9.69 11.73 0.081 62.31
Zakljucak

Razradili smo postupak za imobilizaciju HRP unutar kuglica alginata prethodno oksidovanog
perjodatom. Imobilizacijom HRP na oksidovani alginat dobili smo imobilizat koji manje curi i
zadrzava vise enzimske aktivnosti u odnosu na imobilizaciju na nativnhom alginatu. Nakon 5 dana
modifikovani imobilizat zadrzava vise od 60 % polazne specificne aktivnosti, $to je dobra osobina
za upotrebu u kontinualnom uklanjanju fenolnih jedinjenja iz vode. Nasi dalji radovi bi¢e usmereni
na modifikaciju HRP radi njenog boljeg vezivanja za aktivirani alginat i na upotrebu dobijenog
imobilizata u uklanjanju fenola iz otpadnih voda.
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