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Optimizacija uslova za
imobilizaciju invertaze na
kopolimeru
GMA-co-EGDMA

Invertaza dobijena eksperimentalnim putem je imobili-
sana na tri uzorka nemodifikovanog kopolimera GMA-
co-EGDMA (glicidilmetakrilata-co-etilenglikoldimetak-
rilata) sa razlicitim  parametrima  poroznosti.
Imobilizacija je uradena u Sarinom reaktoru. Vari-
rani su pH, jonska sila i odnos protein-nosa¢ da bi
se utvrdili optimalni uslovi za dobijanje imobili-
sanog enzima sa najvecom specificnom aktivnoscu.
Dobijeno je da je pH optimum izmedu 4 i 6 pri kon-
centraciji 0.1 molldm® i odnosu protein-nosac 1:5.
Najvecu aktivnost je pokazao enzim imobilisan na
uzorak GMA-co-EGDMA 20/14 (20% n-alkohola,
14 C-atoma koje taj alkohol sadrZi). Ovaj uzorak
nije ranije kori§cen u ove svrhe. Krajnji rezultati
pokazuju da se invertaza moZe uspeSno vezati za
kopolimer GMA-co-EGDMA i kao takva koristiti u
industrijske svrhe.

Uvod

Invertaza je jedan od najkori§éenijih enzima u
konditorskoj industriji. Upotrebljava se kao kataliza-
tor pri dobijanju invertnog Secera (smeSa glukoze i
fruktoze u odnosu 1 : 1) iz saharoze sa smanjenim
utroSkom energije. Invertni Secer se koristi umesto
saharoze zbog veleg koeficijenta slasti i boljih oso-
bina pri kristalizaciji (Prodanovié et al. 2005).

Problem izdvajanja enzima iz invertnog Secera
posle zavrSetka reakcije moze da se efikasno resi
vezivanjem enzima za nosa¢. Kao dobar nosa¢ moze
da se upotrebi makroporozni kopolimer glicidil-
metakrilata-co-etilenglikoldimetakrilata (u daljem
tekstu GMA-co-EGDMA), zbog hemijske i me-
hanicke postojanosti i prisustva epoksidne grupe u
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svojoj strukturi, koja moZe lako da se veZe za hidro-
ksilnu, amino ili karboksilnu grupu prisutnih u enzi-
mu (Prodanovi¢ et al. 2003).

Cilj rada je odredivanje optimalnih uslova za
imobilizaciju invertaze u zavisnosti od stepena poro-
znosti kopolimera, pH vrednosti i jonske sile (kon-
centracija pufera).

Materijal 1 metode

U radu su kori$céena tri uzorka nemodifikovanog
makroporoznog kopolimera GMA-co-EGDMA sa
prikazanim parametrima poroznosti (tabela 1). Uzeti
polimeri su oznacéeni sa 10/12, 10/16, 20/14, gde
prvi broj predstavlja procenat n-alkohola kori§éenog
u inertnoj komponenti za dobijanje polimera, a drugi
broj oznacava koliko C-atoma ima alkohol.
Kopolimeri su sintetisani na nacin prikazan u litera-
turi (Nastasovié 2003).

Tabela 1. Parametri poroznosti polimera

Uzorak Specifi¢na Srednji precnik
kopolimera povrSina (m"/g) pora (nm)
10/12 47.6 53

10/16 360 87

20/14 27.6 270

Specificna povrSina SBeET je odredena iz
niskotemperaturnih adsorpcionih izotermi azota, a
izraCunata pomocu BET jednacine, dok je srednji
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pre¢nik pora odredjen pomocu Zivine porozimetrije
(Nastasovi¢ 2003).

Koriséen je dinitrosalicilni reagens (u daljem
tekstu DNS) dobijen po postupku opisanom u litera-
turi (Prodanovié, Cirkovié-Velitkovié 2005).

Enzim kori$éen u eksperimentalnom delu dobi-
jen je eksperimentalnim putem (Prodanovi¢ et al.
2003).

Odredivanje uzorka kopolimera s najvedim
stepenom vezivanja invertaze. Od tri uzorka
kopolimera sa razli¢itim stepenom poroznosti odme-
reno je po 50 mg. U odmerene polimere je dodato po
5 cm’” rastvora enzima koncentracije 1 mg/cm3 u
acetatnom puferu koncentracije 50 mM. Imobili-
zacija enzima je uradena na 4° C, uz povremeno
meSanje (na svaka 2-3 sata) i pri pH vrednosti
podeSenoj na 4.6. Imobilizacija je trajala 24 Casa.
Nakon imobilizacije, Cestice imobilizanta su saku-
pljene i isprane sa 5 em’ acetatnog pufera (pH 4.6),
a zatim dva puta sa po 5 cm  jednomolarnog
rastvora NaCl u acetatnom puferu.

QOdredivanje optimalne pH vrednosti. Na os-
novu rezultata iz prethodnog eksperimenta izabran je
kopolimer sa najveéim stepenom aktivnosti. Odme-
rene su probe od po 20 mg kopolimera kojima je do-
dato po 2 mg enzima. pH vrednost je podeSena u
intervalu od 3 do 8 u fosfatno-citratnom puferu kon-
centracije 0.1 M. Imobilizacija enzima je uradena na
4°C, uz povremeno meSanje (na svaka 2-3 sata) u
trajanju od 12 sati. Nakon imobilizacije, Cestice imo-
bilizanta su sakupljene i isprane sa 5 em’ acetatnog
pufera (pH 4.6), a zatim dva puta sa po 5 em® jed-
nomolarnog rastvora NaCl u acetatnom puferu.

Odredivanje optimalne jonske sile pri imobili-
zaciji. Imobilizacija je radena na probama od po 20
mg kopolimera kojima je dodato po 2 mg enzima
rastvorenog u fosfatnom puferu pH 6 i koncentracije
0.1,05,1,1512 rnol/dm3. Nakon imobilizacije,
Cestice imobilizanta su sakupljene i isprane sa 5 cm
acetatnog pufera (pH 4.6), a zatim dva puta sa po 5
cm” jednomolarnog rastvora NaCl u acetatnom
puferu. Imobilizacija je uradena na temperaturi od
4°C uz povremeno meSanje (na svaka 2-3 sata).
Vreme trajanja imobilizacije je 12 sati.

Odredivanje optimalnog odnosa protein-nosac.
Uzorcima od po 20 mg kopolimera je dodato po 5
cm” invertaze razlicite koncentracije tako da odnos
protein-nosa¢ bude 1 : 5,1 :10,1:201i 1 : 100.
Imobilizacija je uradena u acetatnom puferu koncen-
tracije 50 mM i pH vrednosti 4,6 na temperaturi 4°C
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uz povremeno mesanje (na svaka 2-3 sata) u trajanju
od 12 sati. Nakon imobilizacije Cestice imobilizanta
su sakupljene i isprane sa 5 em® acetatnog pufera
(pH 4.6), a zatim dva puta sa po 5 cm™ jednomolar-
nog rastvora NaCl u acetatnom puferu

Odredivanje aktivnosti imobilisanog enzima.
Posle svake imobilizacije, od proba je odmereno
izmedu 5 i 10 mg imobilizanta i preliveno sa 5 cm
10% rastvora saharoze u acetatnom puferu (pH 4.6)
uz stalno meSanje na magnetnoj meSalici pri brzini
500 obr/min. Reakciona smeSa se nalazila u SarZnom
reaktoru zapremine 5 em®. Magnet u reaktoru ne
sme biti na dnu da ne bi sitnio polimer. U inter-
valima od 5, 10 i 20 minuta iz reakcione smeSe je
uzeto 0.5 cm” rastvora i pomesano sa 0.5 cm® DNS-
reagensa. Nakon zagrevanja u klju¢alom vodenom
kupatilu u vremenskom periodu od 5 minuta i
razblaZenja sa 4 cm’ H»0, spektrofotometrom je
merena apsorbanca na 540 nm. Koncentracija os-
lobodenih redukujucih Secera je odredivana sa stand-
ardne prave za redukujuce Secdere. Specifi¢na
aktivnost imobilizata je odredivana na osnovu for-
mule:

Asp = 3300 B:X D/r / (m I])

gde je: Agp — koncentracija enzimske aktivnosti,
3300 — odnos suve i vlazne mase imobilizanta,
Vr — zapremina smeSe, Cy — koncentracija re-
dukujucih Secera (mmol/dm”), m — masa vlaznog
imobilizanta i ¢ — vreme (min).

Rezultati 1 diskusija

Specifi¢na aktivnost dobijenih imobilizovanih
preparata je odredena u SarZnom reaktoru i rezultati
su prikazani u tabeli 2.

Tabela 2. Specificne aktivnosti polimera za koje
je vezana invertaza (U/g).

Uzorak kopolimera Relativna aktivnost

10/12 6
10/16 8
20/14 187

Kao $to se iz tabele 2 vidi, najvecu aktivnost ima
enzim vezan za kopolimer sa najveéim srednjim
pre¢nikom pora (20/14). Ovo je i logi¢no jer taj
polimer ima najmanja difuziona ogranienja
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Slika 1. Relativne aktivnosti imobilisanog enzima u
zavisnosti od pH vrednosti fosfatno-citratnog pufera.

Figure 1. Relative activity of the immobilized enzyme
in dependence of pH value in phosphate-citric buffer,
concentration 0.1 mol/dm
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Slika 2. Relativne aktivnosti imobilisanog enzima u
zavisnosti od koncentracije fosfatnog pufera na pH 6

Figure 2. Relative activity of the immobilized enzyme
in dependence of concentration of phosphate-citric
buffer, pH 6

prilikom kretanja supstrata do molekula enzima koji
su imobilizovani u unutra$njosti Cestice polimera,
kao i difuzije proizvoda iz unutraSnjosti Cestice u
spoljasnji rastvor.

Relativne aktivnosti imobilisanog enzima su pri-
kazane na slici 1. Kao Sto se iz priloZenog vidi, en-
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Slika 3. Specifi¢na aktivnost imobilisanog enzima u
zavisnosti od masenog odnosa protein-nosac

Figure 3. Dependance of specific activity of the
immobilized enzyme at various protein-polymer
relations, pI;I 5 in phosphate-citric buffer, concetration
0.1 mol/dm’

zim pokazuje najvecu aktivnost na pH vrednosti u
intervalu od 4 do 6 Sto je u skladu sa ranijim rezul-
tatima (Prodanovié et al. 2003, Milosavié et al.
2005).

Na slici 2 je prikazana relativna aktivnost imobi-
lisanog enzima u zavisnosti od jonske sile. Invertaza
sadrzi veliki procenat ugljenih hidrata (oko 50%) i
zbog toga je jako hidrofilna. Sa povedanjem koncen-
tacije rastvora povecava se i hidrofilnost istog i zbog
toga enzim teZi da ostane u rastvoru.

Na slici 3 je prikazana specifi¢na aktivnost imo-
bilisanog enzima u zavisnosti od masenog odnosa
protein-nosac. Kao sto je i logi¢no, za uzetu vecu
koli¢inu enzima dobijena je i veca aktivnost. S obzi-
rom na to da se sa grafika ne vidi da specifi¢na ak-
tivnost dostiZe svoj maksimum, zakljucak je da se
daljim povecanjem koli¢ine enzima u odnosu na
kopolimer moZe dobiti jo§ veca aktivnost.

Zakljucak

U radu su ispitani i optimizovani uslovi za imo-
bilizaciju invertaze iz S. cerevisiae na tri tipa mak-
roporoznog GMA-co-EGDMA sa razli¢itom
veli¢inom pora i dostupnom aktivnom povr§inom.
Polimer sa najveéim porama je pokazao 30 puta
vecu aktivnost od polimera sa najmanjim porama.
Optimalni uslovi za imobilizaciju invertaze na testi-
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ranim epoksidnim polimerima su na pH u intervalu
od 4 do 6, pri koncentraciji fosfatnog pufera 0.01
mol/dm’ i odnosu protein-nosac¢ 1:5. Sa grafika 21 3
vidi se da postoji moguénost dobijanja veée vred-
nosti specificne aktivnosti u slu¢aju da se imobili-
zacija odvija u rastvoru ¢ija je koncentracija manja
od 0.1 mol/dm’ i odnos protein-nosa¢ veci od 1:5.
Rezultati koji su prikazani u ovom radu jasno
ukazuju da se imobilizat invertaze moZe Koristiti u
reaktoru za hidrolizu rastvora saharoze u konditor-
skoj industriji.
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Optimization of Conditions for
Immobilization of Invertase on
Macroporous Copolymer
GMA-co-EGDMA

Invertaze, gained experimentally, was immobi-
lized upon three samples of unmodified copolymer
GMA-co-EGDMA (glycidyl metacrylate-co-ethylene
glycol dimetacrylate) with different parameters of
porosity. Immobilization was performed in a charge
reactor. The pH, ion force and relation protein-porter
were varied in order to set optimal conditions for
gaining the immobilized enzyme with the greatest
specific activity. According to the research results,
optimal conditions for immobilization are pH be-
tween 4-6, concentration 0.1 mol/dm3 and protein-
porter relation 1:5. The greatest specific activity was
shown in the enzyme immobilized upon a sample of
GMA-co-EGDMA 20/14 (number 20 represents the
percent of n-alcohol in the inert component, 14 is the
number of C-atoms in the alcohol). This sample has
never been used for that purpose before. Final results
show that the invertaze can be successfully bound to
the copolymer GMA-co-EGDMA and used in the in-

dustry. O
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