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SAZETAK:

Enzimi nude jedan od najboljih nacina proizvodnje enantiomerno Cistih spojeva zbog
svoje izrazite stereoselektivnosti te se iz tog razloga sve viSe primjenjuju za dobivanje
farmaceutika. Kako je dokazano da pogreSan enantiomer moze uzrokavati Stetne i ozbiljne

nuspojave, upravo je kiralnost klju¢ni ¢imbenik za dobivanje sigurnih i djelotvornih lijekova.

U ovome radu proucavana je Kinetika kaskadne reakcije katalizirane genetski
modificiranim i liofiliziranim cijelim stanicama mikroorganizma Escherichia coli u kojoj se
nalaze dva enzima potrebna za provedbu reakcije. Prvi stupanj reakcije Kkataliziran je
enzimom 2-keto-3-deoksi-L-ramonat-aldolazom — YfaU 013. Radi se o reakciji aldolne
adicije izmedu natrijevog piruvata i formaldehida te se kao produkt dobiva
4-hidroksi-2-oksobutanoat koji zajedno s L-alaninom sudjeluje u drugom koraku reakcije —
reakciji transaminacije (ili reduktivne aminacije) katalizirane enzimom transaminazom —
TA 039. Cilj ove kaskadne reakcije je dobivanje aminokiseline L-homoserin koja predstavlja
gradivni blok za sintezu drugih vaznih i esencijalnih aminokiselina. KoriStenjem metode
pocetnih brzina ispitana je kinetika navedene kaskadne reakcije i procijenjene su vrijednosti
kineti¢kih parametara (Km, Vm). Razvijen je matematicki model kaskadne reakcije, te su
provedene simulacije pomocu programskog paketa SCIENTIST kako bi se pronasli uvjeti u
kojima je moguce dobiti zadovoljavajuu koncentraciju produkta, kao i volumnu

produktivnost u reaktoru.

KLJUCNE RIJECI: kinetika, kaskadna reakcija, enzim, L-homoserin, matemati¢ki model



ABSTRACT:

Enzymes offer one of the best ways of producing enantiomerically pure compounds
due to their great stereoselectivity and therefore they are increasingly being used to obtain
pharmaceuticals. Since it is proven that the wrong enantiomer can cause harmful and serious

side effects, chirality is a key factor in obtaining safe and effective medications.

In this paper, a cascade reaction kinetics has been studied using genetically modified
and lyophilized whole cells of Escherichia coli, in which two enzymes that catalyse the
reaction were overexpressed. The first step of the reaction was catalysed by the enzyme
2-keto-3-deoxy-L-ramonate-aldolase — YfaU 013. It is an aldol addition between sodium
pyruvate and formaldehyde and where 4-hydroxy-2-oxobutanoate is formed which together
with L-alanine participates in the second step of reaction called transamination (or reductive
amination) catalysed by transaminase — TA 039. The goal of this cascade reaction is to obtain
an amino acid L-homoserine which represents a building block for the synthesis of other
important and essential amino acids. Kinetics of the cascade reaction were investigated using
the initial reaction rate method, and the kinetic parameters (Km, Vm) were estimated from the
experimental data. A mathematical model of cascade reaction was developed and simulations
were carried out using the program package SCIENTIST to find the conditions at which it is
possible to obtain a satisfactory product concentration as well as volume productivity in the

reactor.

KEYWORDS: kinetics, cascade reaction, enzyme, L-homoserine, mathematical model
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1. UvoD

Enzimi su neophodne tvari za zivot koje kataliziraju sve in vivo metaboli¢ke reakcije
kako bi se proizvele potrebne biomakromolekule za odrzavanje zivog sustava. Enzimska
kataliza je interesantna znanstvenicima jo$ od 1833. godine kada su A. Payen i J. F. Persoza
otkrili enzim amilazu. Otada su istrazivanja o enzimima i enzimskim funkcijama bila jedna od
najatraktivnijih tema u znanstvenim podru¢jima zbog svoje tajnovite i raznolike prirode. Do
danas je na enzimskim funkcijama akumulirano mnogo istraZivanja, a poznato je vise od
nekoliko tisuca vrsta enzima. Enzimska kataliza se koristi ne samo za sintezu makromolekula,
ve¢ i za makromolekularne modifikacije koriStenjem selektivnih reakcija za pretvorbu u nove

funkcionalizirane makromolekule (Shoda et al., 2016.).

Rasirena primjena biokatalize posljedica je mnogobrojnih ekonomskih i ekoloskih
prednosti enzima. Biokatalizator (enzim) je proizveden iz lako dostupnih obnovljivih izvora,
biorazgradiv je i uglavnom bezopasan i netoksi¢an. Upotrebom biokatalizatora zaobilazi se
koristenje plemenitih metala i naknadni troskovi uklanjanja tragova plemenitih metala iz
krajnjih produkata. Enzimske reakcije se opcenito provode u blagim uvjetima (sobna
temperatura i atmosferski tlak) u vodi, Cesto bez potrebe za koracima aktivacije i zastite
funkcionalne skupine te uklanjanja zasStite. To omogucuje ekonomicnije puteve ¢ime se
generira manje otpada za razliku od konvencionalnih organskih sinteza. Upravo su zbog toga
biokataliticke metode ekoloski atraktivnije, isplativije i odrzivije (Sheldon i Woodley, 2017.).

54 % molekula farmaceutika su kiralne, a enzimska kineti¢ka rezolucija predstavlja vazan
i ekonomican pristup kiralnim molekulama. Postoji vidljiva i jasna potreba za novim
metodologijama za proizvodnju kiralnih molekula. Kao rezultat nedavnih dostignu¢a u DNA
sekvenciranju, strukturnoj biologiji, ekspresiji proteina, usmjerenom razvoju enzima i
metabolickom inzenjerstvu, biokataliza postaje transformacijska tehnologija za kemijsku
sintezu. Glavno svojstvo enzima za primjenu u farmaceutskoj industriji jest njihova visoka

stereo- i regioselektivnost (Ran et al., 2008.).



2. OPCIDIO

2.1. KATALIZATORI

Katalizatori su tvari koje ubrzavaju kemijsku reakciju. UtjeCu na povecéanje brzine
postizanja ravnoteze reakcije. Brzina reakcije ovisi o slobodnoj energiji aktivacije, a
katalizator uzrokuje smanjenje barijere koja je potrebna da bi se supstrat kemijski
transformirao u produkt zahvaljujuéi interakciji sa supstratom kako je prikazano na slici 1
(Saibi et al., 2012.). Supstrat i katalizator formiraju aktivirani prijelazni kompleks iz kojih ¢e
nastati produkt i oslobodeni katalizator. Katalizator ne sudjeluje u kemijskoj reakciji niti se
mijenja tijekom reakcije. Njegovo koristenje ogranic¢eno je sposobno$cu zadrzavanja aktivne
strukture kroz vrijeme u odredenim uvjetima reakcije (Illanes, 2008.). Do deaktivacije
katalizatora dolazi uslijed promjene njegove strukture koja moze biti posljedica negativnog

utjecaja produkata sporedne reakcije (Knozinger i Kochloefl, 2003.)

o | Prijelazno |
[ : TE
Katalizirani | stanje !
put : !
= : 1
= . .. . ' !
0 | Nekatalizirani | :
£ put | '
o] | |
= { 1
=] | 1
=] | |
= | I
= I ]
[
s Reaktanti | !
| |
| i
| |
| 1
| 1
| 1
| T
| | Produkti
. ! >

Doseg reakcije

Slika 1. Mehanizam katalize (Ea i Ea su energije aktivacije nekatalizirane i katalizirane

reakcije, 4G predstavlja slobodnu energiju promjene reakcije) (lllanes, 2008.).



Kvalitetu nekog katalizatora odreduju slijedeca svojstva:

o Aktivnost koja se definira kao brzina, konverzija ili broj reakcija u kojima je
katalizator aktivan. Vecéa aktivnost znaci veca produktivnost.

o Selektivnost (kemo-, stereo- i regio-) izrazava se kao koli¢ina Zeljenog proizvoda
po koli¢ini konvertiranog reaktanta. Sto je veéa selektivnost, to su niZi troskovi
odvajanja, pro¢iS¢avanja i obrade produkata i katalizatora.

o Stabilnost se izrazava kao koli¢ina produkta po koli¢ini katalizatora u nekom
vremenskom razdoblju.

o Lakoca regeneracije iskoriStenog katalizatora.

o Toksi¢nost, odnosno lakoc¢a i sigurnost pri rukovanju i odlaganju istrosenih
katalizatora.

o Cijena (Cavani i Trifiro, 1997.).

Na slici 2 prikazana je podjela katalizatora na osnovi agregatnih faza u kojima se nalaze
katalizatori i supstrati pa tako postoje homogeni i hetereogeni katalizatori te biokatalizatori
(Chouhan i Sarma, 2011.).

Homogeni katalizatori <m

Biokatalizatori gg Kkatalizatori bazirani na enzimima
alkalni metalni oksidi i derivati
Katalizatori
oksidi prijelaznih metala i derivati
mije$ani metalni oksidi i derivati
katalizatori bazirani na skupinama bora
Kkatalizatori bazirani na skupinama ugljika

Heterogeni katalizatori

m— ionske smole

Slika 2. Podjela katalizatora (Singh Chouhan i Sarma, 2011.).

2.2. BIOKATALIZATORI

Metalna kataliza, organokataliza 1 biokataliza su tri klju¢ne komponente kataliticke
sinteze. Biokataliza je opsezno proucavana zbog sve veée ekoloske svijesti jer predstavlja
blag, Cist 1 visoko ucinkovit proces (Ji et al., 2016.). Podrazumijeva upotrebu biokatalizatora
(najces¢e enzima) za ubrzavanje biokemijskih reakcija organskih komponenata (Nikalje,
2011.). Djeluju po istom principu kao katalizatori (slika 1) — smanjuju visinu energetske
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barijere, tj. smanjuju energiju aktivacije (Bommarius, 2015.). Klju¢na prednost ovih prirodnih
katalizatora, osobito za upotrebu u organskoj sintezi, jest selektivnost (Nikalje, 2011.).

Biokataliza je jedna od najvaznijih alata za primjenu u zelenoj kemiji. Biokatalizatori se
sve viSe primjenjuju U mnogim industrijama (slika 3) upravo zbog naglaska na siguran,
zdrav, ucinkovit i ekonomican postupak proizvodnje koja Stedi energiju i okoli$
(Wohlgemuth, 2010.). Zbog navedenih ekoloskih prednosti smanjuje se broj koraka u
kemijskoj sintezi $to dovodi do smanjenja koli¢ine otpada, opasnosti i troskova proizvodnje

(Ferreira-Leitao, 2017.).

lako biokatalizatore krasi visoka selektivnost i brojne ekoloske prednosti, oni imaju i

nekoliko nedostataka koji su povezani s biokatalizom kao tehnikom opée primjene:

o Razvoj biokatalizatora vrlo je spor proces i ne slijedi nikakva pravila.

o Stabilnost biokatalizatora uvelike ovisi o0 uvjetima reakcije (temperatura,
pH vrijednost, otapala, ionska snaga i vrsta soli).

o U usporedbi s kemijskim katalizatorima, vrlo je mali broj dobro karakteriziranih
biokatalizatora (enzima) i jo$ uvijek su mnogi komercijalno nedostupni $to

sprjecava razvoj ove tehnologije (Bommarius, 2015.).

Pregled prednosti i nedostataka biokatalizatora i enzima u odnosu na kemijske
katalizatore prikazan je u tablici 1.

Analiticka
medicina
Mikrobiologija
Molekularna biologija
Enzimologija

Farmaceutici

nutricionizam

Stocna hrana

Biokemija
Organska kemija —
Procesna kemija

Biotehnlogija

Zadtita usjeva
BIOKATALIZA

Kinetika Pulpa i pap]_['
Reakeijsko
inZenjerstvo

=

Dizajn reaktora Kemikalije

Rudarstvo

Slika 3. Sredi$nja uloga biokatalize i biotehnologije izmedu interdisciplinarnih znanosti

(biologija, kemija, kemijsko inZenjerstvo) i industrije (Bommarius i Riebel, 2004.).



Tablica 1. Prednosti i nedostaci biokatalizatora i enzima (Bommarius i Riebel, 2004.).

Prednosti Nedostaci
Vrlo visoka stereoselektivnost Cesto niska specifi¢na aktivnost
Vrlo visoka regioselektivnost Nestabilnost pri ekstremnim T i pH
Djelovanje u blagim uvjetima Dostupnost samo za odredene reakcije
Otapalo je najcesc¢e voda Skup i dug proces razvoja novih enzima

2.3. ENzIMI

Enzimi su proteini — linearni lanci od preko stotine aminokiselina koji ¢ine jedinstvenu i
dobro definiranu trodimenzionalnu strukturu. Svaki enzim ima jedinstveni slijed
aminokiselina koji je definiran DNA kodom organizma unutar stanica. Ukoliko dode do

promjene slijeda aminokiselina, potpuno se mijenja i funkcija enzima.

Na slici 4 prikazana je struktura proteina koja je organizirana u Cetiri strukturne razine.
Primarnu strukturu ¢ine a-aminokiseline koje procesom polimerizacije formiraju polipeptid.
Polipeptid je dobio naziv po peptidnim vezama koje se formiraju izmedu aminokiselina
gubitkom vode tijekom polimerizacije. Aminokiseline se povezuju odredenim redoslijedom.
Ukoliko se taj redoslijed promijeni, mijenja se i funkcija i struktura biokatalizatora (Godbey,
2014.). Sekundarna struktura je proSirena primarna struktura stabilizirana vodikovim vezama.
Dva glavna tipa strukture proizvedena ovom vrstom vezanja su konformacija a-uzvojnice i
B-nabrane strukture. a-uzvojnica se sastoji od peptidnih veza koje se nalaze na unutarnjoj
strani lanca i bo¢nih lanaca koji se protezu prema van. Stabilizira se pravilnim formiranjem
vodikovih veza paralelno s osi spirale koje se formiraju izmedu amidnih i karbonilnih skupina
svake Cetvrte peptidne veze. B-nabrani list sastoji se od susjednih polipeptidnih sekvenci koje
se takoder stabiliziraju vodikovom vezom izmedu karbonilnih i amidnih skupina peptida
(Pelley, 2011.). Daljnjim preklapanjem uzvojnica i listova formira se tercijarna struktura.
Uzvojnice se medusobno povezuju kovalentnim vezama, te se spiralno uvijaju. Nastaju
proteinska vlakna koja tvore molekulske agregate. Kvartarna struktura nastaje spajanjem
peptidnih lanaca u jo$ veée aglomerate i formiraju se disulfidni mostovi i sekundarne

valencijske veze koje stabiliziraju strukturu (Godbey, 2014., Engelking, 2015.).
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Slika 4. Razine proteinskih struktura (https://www.particlesciences.com)

Enzimi su najkvalitetniji katalizatori koji nude mnogo vise prednosti u usporedbi s
kemijskim katalizatorima (Choi et al., 2015.). Enzimi su netoksi¢ni, dobivaju se iz obnovljivih
izvora i prirodni (zeleni) katalizatori. Uz visoku reakcijsku selektivnost, enzimska kataliticka
aktivnost je vrlo visoka ¢ak i in vitro. U nekim slucajevima, enzim je dovoljno robustan da se
moze koristiti u kombinaciji s drugim kemijskim katalizatorima, a njihovim se kombiniranjem
razvijaju novi kemo-enzimatski procesi (Shoda et al., 2016.).

Najbitnije svojstvo enzima i ujedno njihova najveca prednost jest svojstvo selektivnosti

koje se moze izraziti kao:

o Kemoselektivnost — selektivnost prema funkcionalnim skupinama.


https://www.particlesciences.com/

o Regioselektivnost — enzimi imaju sloZzenu trodimenzionalnu strukturu i mogu
razlikovati funkcionalne skupine koje su smjeStene u razli¢itim podrucjima
molekule supstrata.

o Enantioselektivnost ili stereoselektivnost — bilo koji tip kiralnosti prisutan u
molekuli supstrata je “prepoznat” nakon formiranja medukompleksa enzim-

supstrat jer su enzimi kiralni katalizatori (Nikalje, 2011.).

Kako bi bili kataliticki aktivni, veéina enzima zahtijeva prisutnost jedne ili vise
specificnih kemijskih skupina, koje mogu biti metalni ion (kofaktor) ili organski kompleks

(koenzim) koji djeluje kao aktivator biokatalizatora (Fernandes et al., 2017.).

Kako bi objasnio specifi¢nost enzima, Fischer je 1894. godine predlozio model "brave i
klju¢a". Model predlaze geometrijsku komplementarnost enzima i supstrata koji se tocno
uklapaju jedan u drugi kako je prikazano na slici 5. Supstrati su vezani za enzime kroz
visestruke nekovalentne interakcije izmedu skupina na aktivnim mjestima enzima i
komplementarnih skupina na supstratu. 1958. godine Koshland (Koshland, 1958.) je
pretpostavio drugi model vezanja enzima i supstrata — model "inducirane prilagodbe”. Dok
kod modela "brave i kljuca" aktivna mjesta imaju krutu strukturu, kod modela “inducirane
prilagodbe” su fleksibilnija. Vezanje supstrata na aktivno mjesto inducira konformacijsku
promjenu u strukturi enzima koja dovodi do to¢nog prianjanja na svim aktivnim mjestima

izmedu enzima i supstrata (Engelking, 2015., Pan et al., 2010.).

Sup§trat

Enzim»>

Slika 5. Teorija brave i kljuca.

Vecina enzima Kkatalizira prijenos elektrona, atoma ili funkcionalnih skupina. Stoga se
klasificiraju u razrede (klase) i dodijeljena su im imena prema vrsti prijenosne reakcije,
donoru ili akceptoru skupine. U tablici 2 prikazana je Klasifikacija enzima i reakcije koje
kataliziraju (Nelson i Cox, 2005.).



Tablica 2. Klasifikacija enzima (Nelson i Cox, 2005.).

Razred | Enzimi Reakcije koje kataliziraju

1. oksidoreduktaze | Prijenos elektrona

2. transferaze Reakcije prijenosa skupina

3. hidrolaze Reakcije hidrolize

4 liaze Adicija skupina na dvostruke veze ili stvaranje
dvostrukih veza uklanjanjem skupina

5. izomeraze Prijenos skupina unutar molekula kako bi se dobile
izomerne strukture

6. ligaze Formiranje C-C, C-S, C-0O i C—N veza reakcijom
kondenzacije vezanim za cijepanje ATP-a

2.3.1. Kiralnost i primjena enzima u farmaceutskoj industriji

Krajem 1980.-ih Roger Sheldon uveo je faktor utjecaja na okoli§ — E-faktor —
(kg otpad/kg proizvoda) kako bi procijenio utjecaj proizvodnih procesa na okolis. Veci
E-faktor znaci veca koli¢ina otpada i viSe negativnog utjecaja na okolis. 1992. procjenjivao je
E-faktore za razliCite kemijske industrije, Sto je pokazalo da farmaceutska industrija ima
najvisi E-faktor (za usporedbu, petrokemijska industrija ima faktor E<0,1, a farmaceutska
25-100) (Sun et al., 2017.). Uz to, farmaceutici postaju sve slozeniji, a javna i ekoloska
potraznja za zelenim tehnologijama sve se vise povecava. Stoga industrija trazi ekonomi¢nije,
sigurnije 1 zelenije biokataliticke procese kao alternative tradicionalnoj kemijskoj katalizi
(Choi, 2015.). U danasnje vrijeme, veéina industrijski primijenjenih biokataliti¢kih reakcija
daje opticki Ciste kiralne produkte koji se koriste u industriji kao gradivni blokovi za sintezu
agrokemikalija i farmaceutika (Gundersen et al., 2016.). Mnoga buduca istrazivanja Koristit ¢e
kombinacije projektiranih i de novo dizajniranih enzima kako bi se stvorili novi putevi za

dobivanje pristupa novim zanimljivim molekulama (Nestl et al., 2011.).

Najvaznije svojstvo katalizatora za primjenu u nekom procesu nije njegova aktivnost, veé
njegova selektivnost, nakon Cega slijedi stabilnost koja predstavlja aktivnost integriranu
tijekom vremena (Bommarius i Riebel, 2004.). Veéina biokataliticki proizvedenih tvari
posjeduje najmanje jedan kiralni centar u kojem stereocentar potjeCe iz biogenog pocetnog
materijala ili se alternativno stvara tijekom biokataliticke konverzije (Leuchs et al., 2013.).
Upotreba biokatalizatora veoma je interesantna za organske kemicare upravo zbog kiralnosti 1
selektivnosti s obzirom na regio- i stereokemiju u molekulama. Upravo zbog toga, enzimi

nude jedan od najboljih na¢ina proizvodnje enantiomerno Cistih spojeva (Nestl et al., 2011.).



Biokatalizatori koji se koriste za farmaceutske svrhe mogu se naci kao individualni enzimi
ili u kombinaciji s nekoliko njih. Cijele stanice se takoder mogu koristiti kao biokatalizatori.
U takvim mikroorganizmima koordinira se nekoliko enzima za postizanje kemijskih
transformacija. Biokatalizatori u obliku cijelih stanica predstavljaju sljede¢i korak u
biokatalizi. Koriste¢i kombinaciju metabolickih i proteinskih inZenjerskih alata za
projektiranje i preusmjeravanje biosintetskih putova, komplicirane reakcije mogu se provoditi
u mikroorganizmima za proizvodnju tvari u velikim koli¢inama iz jeftinih obnovljivih
sirovina. To je posebno povoljno za proizvodnju prirodnih proizvoda, osobito farmaceutika
Cija je strukturna slozenost otezala industrijsku proizvodnju buduc¢i da su kemijske sinteze
izazovne, a ekstrakcija iz prirodnih izvora je ograni¢ena dobivanjem malih koli¢ina tvari
(Zhang et al., 2013.).

Tetraedarski raspored cetverovalentnog ugljika na kojeg su vezane razli¢ite skupine ¢ini
cijelu molekulu asimetricnom u strukturi i takav se atom ugljika naziva asimetricnim ili
kiralnim (stereo-) centrom. Takva vrsta molekula razlikuje se u trodimenzionalnim
konfiguracijama i postoji u dva oblika koji su medusobno zrcalni kao $to je prikazano na
slici 6. Te zrcalne molekule zovu se opticki izomeri (koji imaju sposobnost rotiranja
polarizirane svjetlosti) ili stereocizomeri ili enantiomeri ili kiralne molekule. Fenomen
postojanja enantiomera naziva se stereoizomerizam ili kiralnost. Omjer enantiomera u omjeru
50:50 naziva se racemic¢na smjesa koja nema sposobnost rotiranja polarizirane svjetlosti. Broj
enantiomera moze se izraCunati koriStenjem formule 2", gdje je n broj kiralnih centara. U
pocetku su se opti¢ki izomeri razlikovali sa znakovima (+) i (-) ili D (dekstro) i L (levo), $to
ukazuje na smjer u kojem enantiomeri rotiraju ravninu polariziranog svjetla. (+) ili D
oznacava rotaciju udesno (u smjeru kazaljke na satu), dok (-) ili L oznacava rotaciju ulijevo
(suprotno od kazaljke na satu). Glavni nedostatak takvih simbola jest da se iz njih ne moze
izvuéi broj kiralnih sredista. To je moguce primjenom oznaka R ili S koje opisuje apsolutnu
konfiguraciju (prostorni raspored supstituenata) oko asimetricnog ugljikovog atoma
(Alietal., 2003.).

COOH HOOC
I |
/C//, W
HN-" \N"R R¢ SNH,
H H
L-aminokiselina D-aminokiselina

Slika 6. D- i L- konfiguracija kiralne aminokiseline (Sasabe i Suzuki, 2018.).



Kiralnost je klju¢ni ¢imbenik u sigurnosti 1 djelotvornosti mnogih lijekova te je stoga
proizvodnja pojedinacnih enantiomera intermedijera lijeka i1 lijekova postala vazna i
najsuvremenija u farmaceutskoj industriji (Patel, 2018.). Velika vecina potencijalnih lijekova
sadrzi jedan ili viSe kiralnih centara. Budu¢i da pogreSan enantiomer moze uzrokovati Stetne
nuspojave, veoma je vazna enantiomerna Cistoca terapeutika (Bommarious i Riebel, 2004.).
Opazanje da kiralnost moze odigrati vaznu ulogu u toksi¢nosti i specifi¢nosti terapeutskih
sredstava, prvi put je napravio 1956. Carl Pfeiffer (Pfeiffer, 1956.) i obi¢no se naziva

Pfeifferovim pravilom, u kojem se navodi "... §to je veca razlika izmedu farmakoloske
aktivnosti D- i L-izomera veca je specificnost aktivnog izomera za odgovor tkiva koje se

testira."

2.3.2. Aldolaza i reakcije aldolne adicije

Stvaranje veze ugljik-ugljik (C-C) klju¢na je transformacija u organskoj sintezi koja u isto
vrijeme predstavlja znacajan stereokemijski izazov jer moze dovesti do stvaranja dva nova
stereocentra. U takve reakcije spadaju i reakcije aldolne adicije. Kemijske metode za
postizanje takvog stereoselektivnog nastajanja C-C veza su opcenito kruzne i ukljucuju
razli¢ite korake aktivacije, zastite i uklanjanja zastite. No, pokazalo se da enzimi mogu postici
ovu transformaciju u jednom koraku. Aldolaze Kataliziraju reverzibilno stereospecifi¢no
nastajanje veze izmedu ugljikovih atoma i imaju vrlo vaznu ulogu u kruZzenju ugljika u
prirodi. Takoder su korisni biokatalizatori za sintezu organskih molekula za upotrebu u
farmaceutskoj industriji. Medutim, bez obzira na enormne potencijale ovih enzima, postoji tek
nekoliko primjera njihove uporabe u industrijskim razmjerima. Glavni razlog za to je da
mnogi procesi Katalizirani aldolazom zahtijevaju skupe kosupstrate (Sheldon, 2008., Coincon
etal., 2012.).

Aldolaze su specificna skupina liaza koja katalizira reverzibilnu stereoselektivnu adiciju
donorskog spoja (nukleofila) na aldehidni akceptor (elektrofil). U vecini slucajeva,
stereokemija u novoformiranim stereocentrima se strogo kontrolira enzimom. To ¢ini aldolaze
atraktivnim alatima u sintezi kiralnih kompleksa, bioaktivnih spojeva, kao S§to su
ugljikohidrati, aminokiseline i njihovi analozi (Samland i Sprenger, 2006., Clapes et al.,
2010.). Aldolaze pretvaraju svoje supstrate u aldolne produkte s visokim iskoriStenjem i
specificno$¢u u blagim uvjetima, ali 1 velikom kontrolom relativnih i apsolutnih konfiguracija
novih stvorenih stereocentara. Ova svojstva ¢ine aldolaze atraktivnim za proizvodnju bioloski

znaCajnih spojeva. Medutim, aldolaze koje se pojavljuju u prirodi ne postoje za mnoge
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industrijski vazne reakcije i stoga se koristi proteinsko inzenjerstvo, usmjerena evolucija i
de novo dizajn enzima za mijenjanje svojstava kao $to su stabilnost, specifi¢nost supstrata i
stereoselektivnost kako bi se proizvele aldolaze po mjeri za primjenu kao biokatalizatori
(Windle et al., 2014.).

Derivati  4-hidroksi-2-ketokiselina su raznovrsni gradivni blokovi za sintezu
aminokiselina, hidroksi-karboksilnih  kiselina i kiralnih aldehida. Upravo su se
piruvat-aldolaze pokazale kao izvrsni katalizatori za izravnu sintezu ove klase keto
kiselinskih spojeva. Aldolaze ovisne o piruvatu su klasa liaza koje djeluju u metabolizmu
Secerne kiseline gdje koriste piruvat kao zajednicku aldolnu nukleofilnu komponentu.
Prakticki su sve aldolaze tipa | (ne zahtijevaju kofaktor, formiraju intermedijer u obliku
Schiffove baze sa supstratom na aktivnom mjestu), ali postoje i neki enzimi klase 11 (ovisni o
metalnom kofaktoru) koji su primili manje paZnje sa sinteticke tocke gledista. Aldolaze 1l
klase su stabilnije od aldolaze I klase §to je vazno za njihovu primjenu. Aldolaze II klase
nalaze se samo u prokariotima i eukariotima nize vrste. (Hernandez et al., 2017., Samland i
Sprenger, 2006.).

U ovom radu, piruvat-aldolaza klase Il iz mikroorganizma Escherichia coli K-12 —
2-keto-3-deoksi-L-ramonat-aldolaza (Yfau 013), ispitana  je za  sintezu
4-hidroksi-2-oksobutanoata koji ¢e se primijeniti za daljnje dobivanje aminokiseline

L-homoserina.
2.3.3. Transaminaza i reakcije transaminacije

Transaminaze pripadaju razredu transferaza i kataliziraju izmjenu amino-skupine (NH>)
amino donora i keto-skupine (C=0) iz akceptora koja vodi do sinteze kiralnih aminokiselina
ili amina. Transaminaze su opsezno proucavane za sintezu kiralnih amino spojeva zbog
njihove izvrsne stereoselektivnosti i sazetih reakcijskih koraka u blagim uvjetima, nudeci
alternativu kemijskoj sintezi kataliziranoj prijelaznim metalima (Sun et al., 2017.). Kiralni
amini su vazni sastavni dijelovi mnogih bioaktivnih prirodnih proizvoda i lijekova i potrebni
Su za pripravu Sirokog raspona bioloski aktivnih spojeva koji pokazuju razlicita farmakoloSka
svojstva. Koriste se kao sredstva za razdvajanje, kiralne pomoc¢ne tvari i gradivni blokovi u
sintezi neuroloskih, kardiovaskularnih, imunoloskih, antihipertenzivnih, antiinfektivnih i
antiemetickih lijekova. U veéini slu¢ajeva, farmakoloske aktivnosti ovih amina povezane su s

konfiguracijom stereocentra (Koszelewski et al., 2019.).
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Biokataliticka kemija transaminacije identificirana je kao jedna od klju¢nih podrucja za
proizvodnju opticki Cistih kiralnih amina za primjenu u farmaceutskoj industriji.
Transaminaze su se pokazale kao odrzivi biokatalizatori zbog izvanredne stereoselektivnosti i
Sirokog raspona supstrata ketona koji se mogu koristiti. Transaminaze se mogu Korisiti na dva

komplementarna na¢ina prikazana na slici 7:

o U asimetri¢noj sintezi kiralnih amina iz ketona upotrebom prikladnog donora
amina (npr. L-alanin). Kako je prikazano na slici 7a, amino donor (amin) i amino
akceptor (prokiralni keton) reagiraju uz pristustvo enzima proizvodeci Zeljeni ciljni
kiralni aminski proizvod i nusprodukt.

o U kinetickoj rezoluciji racemskih amina upotrebom prikladnog akceptora amina
(npr. piruvat). U ovom slucaju amino donor se dodaje kao racemi¢na smjesa.
Prema tome, jedan izomer ostaje neizreagiran, Koji i postaje zeljeni opticki Cisti
produkt (slika 7b) (Gundersen et al., 2016., Truppo et al, 2009.).

a)
o) NH, NH, o)
R’lI\R2 ' R3J\R“m—-wL R1J\R2 ! R3”\R"
Akceptor Donor Produkt Koprodukt
b)
j\ 2 " 33N\Hz4 S ?\Hz * T\HZ * JOL
R" "R R "R RY “R* R R2 R "R*
Akceptor Donor Produkt Koprodukt Koprodukt

Slika 7. Primjeri potencijalnih reakcija s w-transaminazom koristeéi: a) sinteticki put ili b)

rezolucijski put (Gundersen et al., 2016.).

Sama amino-skupina prenosi se izmedu dva polazna supstrata, i stoga ¢e se U Smjeru
sinteze, molekularna struktura kiralnog produkta odrediti strukturom akceptorske molekule
Sto zna¢i da se molekula donora moze slobodno odabrati jer ne utjeCe niti na strukturu

ciljanog proizvoda niti na stereoselektivnost (Gundersen et al., 2016.).
2.4. KASKADNE REAKCIJE

Proizvodnja posebnih kemikalija 1 farmaceutika ukljucuje reakcije sinteze koje se odvijaju
u vise koraka, a danas se jo§ uvijek provode na tradicionalan nacin — izoliranjem
meduprodukta svakog koraka koji u sljedecem koraku ima ulogu supstrata (slika 8a). Takvi

postupci oduzimaju mnogo kemikalija, vremena, energije 1 predstavljaju veliki troSak (Findrik
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i Vasi¢-Racki, 2009.). Kaskadne reakcije pokazale su veliku uéinkovitost u odnosu na
konvencionalnu postepenu sintezu. Razvojem takvih reakcija skratilo se vrijeme sinteze jer
vise nema potrebe provoditi detaljne postupke izolacije produkata (slika 8b) i uz to, smanjena
je koli¢ina otpada jer je potrebno manje otapala i kemikalija ¢ime je povec¢ana ekonomicnost

procesa. Stoga se enzimske kaskadne reakcije ubrajaju u zelene tehnologije (Ji et al., 2016.).

Nicolaou i Chen (Nicolaou i Chen, 2009.) definirali su kaskadne reakcije kao sekvence
kemijskih transformacija u kojima je polazni supstrat dizajniran tako da se podvrgne reakciji
Ciji produkt postaje supstrat za sljede¢i korak u kojem ¢e nastati novi produkt koji postaje

supstrat za sljede¢i korak, i tako sve dok se ne dobije produkt koji je stabilan u uvjetima

reakcije.
Reakcije Reakcije
(A

s r O—E—0—0)
&

g g

5 5 0
%: E

a) Sinteza u vige koraka b) Kaskadna sinteza

Slika 8. Organska sinteza u viSe koraka i kaskadna sinteza (Sheldon, 2008.).

Trenuta¢no postoji relativno malo primjera katalitickih enantioselektivnih kaskadnih
reakcija, a sigurno je da ¢e asimetri¢na kataliza kaskadnih procesa postati sve izrazenija u
godinama koje dolaze zbog brojnih prednosti koje nude enzimske kaskadne reakcije
(Nicolaou et al., 2006.).

Biokataliticke kaskadne reakcije Katalizirane cijelim stanicama mikroorganizama
predstavljaju revolucionarni razvoj u visestupanjskoj sintezi finih kemikalija (Rudroff, 2019.).
Multi-enzimski procesi koriste dva ili vise enzima za kataliziranje reakcija po definiranom
putu kaskade, te paralelne ili mrezne konfiguracije (Santacoloma et al., 2011.). Danas brojni
industrijski procesi koriste biokatalizatore ili u formi cijelih stanica ili kao izolirane enzime.
Vec je spomenuto kako biokatalizatori u obliku cijelih stanica predstavljaju sljedeci korak u
biokatalizi — osobito in vivo vise-enzimski kaskadni procesi (Zhang et al., 2013.). Postoje

mnoge prednosti u koristenju vise-enzimskih sustava u biosintezi: enantioselektivnost,

13



regioselektivnost, nizi troSkovi za daljnju obradu, pomicanje ravnoteze uklanjanjem jednog od

supstrata ili produkta iz reakcijske smjese itd. (Findrik i Vasi¢-Racki, 2009.).

2.4.1. Sinteza L-homoserina

L-homoserin se upotrebljava kao prekursor za sintezu esencijalnih aminokiselina
(L-metionina, L-treonina, L-izoleucina) i vrijedan gradivni blok za proizvodnju industrijskih
proizvoda. Metionin, zajedno s cisteinom spada u proteinogene aminokiseline koje sadrze
sumpor. Metionin je meduprodukt u biosintezi cisteina, karnitina, taurina, lecitina,
fosfatidil-kolina i drugih fosfolipida. Esencijalna je aminokiselina, ne samo kod ljudi nego i
kod svinja i peradi. Kako se ne sintetizira de novo kod ljudi, mora se unijeti u organizam $to

dovodi do povecane potraznje za ovom aminokiselinom (Sanders 1 Sheldon, 2015).

Na slici 9 prikazana je kaskadna reakcija prouc¢avana u svrhu izrade ovoga rada. Radi se 0
sintezi L-homoserina koja je katalizirana cijelim stanicama mikroorganizma Escherichia coli.
U stanicama se nalaze dva enzima koja su potrebna za kataliziranje ove kaskadne reakcije:
aldolaza (YfaU 013) i transaminaza (TA 039). Aldolaza katalizira prvi stupanj reakcije —
aldolnu adiciju izmedu piruvata i formaldehida iz kojih nastaje 4-hidroksi-2-oksobutanoat
(aldol). Reduktivnu aminaciju, odnosno transaminaciju katalizira enzim transaminaza. U
reakciji sudjeluje 4-hidroksi-2-oksobutanoat (produkt aldolne adicije) i L-alanin koji sintezom
daju L-homoserin i piruvat. Reakcije se dogadaju i u suprotnom smjeru pa tako postoji i retro-

aldolna reakcija i reakcija povratne transaminacije.

NH; L-homoserin NH2
J\‘w *
H,C”™ “CO,Na HO CO,Na
L-alanin .
transaminaza
? 0 piruvat
HO™ ™" "CO;Na HsC™_"CO,Na
4-hidroksi-2-
oksobutanoat YfaU
B . :
1| formaldehid
H” "H

Slika 9. Primjer kaskadne reakcije: sinteza L-homoserina.
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2.5. ENZIMSKA KINETIKA

Enzimska kinetika proucava ¢imbenike koji utjeCu na brzinu enzimski kataliziranih
reakcija. Leonor Michaelis i Maud Menten prvi su pokazali da se te reakcije odvijaju u dva
stupnja (jednadzba 1). Supstrat (S) se najprije reverzibilno veze na svoj enzim (E), formirajuci
tako medukompleks (ES) (ki i k2 su konstante brzine tih procesa). Supstrat vezan za enzim se
zatim kemijski transformira u produkt (P) koji se odvaja od enzima (konstanta brzine kz).
Kataliticka snaga enzima na danom supstratu ukljucuje dvije osnovne varijable: Kp
predstavlja afinitet enzima prema supstratu i Vm predstavlja maksimalnu brzinu enzimske
katalize (Engelking, 2015.).

E+S SES >P+E (1)

Kinetika jednosupstratnih reakcija obi¢no se opisuje najjednostavnijom Michaelis-

Menteni¢inom (MM) jednadzbom:

d[P]  Vnes  kaceCs
dt  Kp,+cs Kp+c

(2)

s =

gdje r [mmol dm™® min?] oznatava brzinu reakcije, Vm [U mL™] maksimalnu brzinu
reakcije, ¢cs [mmol dm-] koncentraciju supstrata, a Km [mmol dm] koncentraciju supstrata pri
/2.

Parametri Michaelis-Mentenicine kinetike matematicki se definiraju prema sljedec¢im

jednadzbama:
Vin = k3 - Cgo 3)
ki +k
K = —7— )
2

pri éemu Ceo [mg mL™] predstavlja podetnu koncentraciju enzima, a K1, k2 i ks su konstante

koje potjecu iz jednadzbe 1.

Ovisnost brzine reakcije o koncentraciji supstrata za enzimski kataliziranu reakciju
prikazana je na slici 10. Prema Michaelis-Mentenicinoj jednadzbi razlikuju se tri podrucja
ovisnosti brzine reakcije o koncentraciji supstrata. Kada je koncentracija supstrata niska

(cs << Km), ovisnost brzine reakcije o koncentraciji supstrata je linearna. U tom slucaju,
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reakcija se moze aproksimirati kinetikom prvog reda. Kada je koncentracija supstrata visoka
(cs >> Km), brzina reakcije moze se opisati kinetikom nultog reda. To znaci da brzina reakcije
ne ovisi o koncentraciji supstrata. Ukoliko koncentracija supstrata postize umjerene

vrijednosti, mora se upotrijebiti puna Michaelis-Menteni¢ina jednadzba (Dunn et al., 1992.).

podru¢je kinetike nultog reda

podrucje Michaelis-Menteni¢ine kinetike

s [mmol dm™ min"]

podrucje kinetike prvog reda

o I(m

¢ [mmol dm'S]

Slika 10. Ovisnost brzine reakcije o koncentraciji supstrata za enzimski kataliziranu reakciju.

Michaelis-Menteni¢ina kinetika moze se primijeniti i za sustave s dva supstrata pa

jednadzba glasi:

VinCsiCs2
S S2
(Km ! + CSl) ' (Km + CSZ)

s = ()

Glavni problemi u radu s enzimima jesu deaktivacija enzima tijekom velikih bioprocesa i
inhibicija enzima koja nastaje zbog prisutnosti inhibitorskog reagensa koji smanjuje ili
zaustavlja enzimatsku reakciju. Inhibicija enzima mozZe biti reverzibilna ili ireverzibilna.
Ireverzibilna inhibicija je nepovratna i dogada se kada se inhibitor kovalentno veze ili unisti
dio strukture enzima koji je neophodan za obavljanje njegove kataliticke funkcije. Postoje tri
vrste reverzibilne inhibicije: kompetitivna, nekompetitivna i mjeSovita. Kod kompetitivne
inhibicije, inhibitor se natjee sa supstratom za aktivno mjesto enzima. U ovom slucaju,
inhibitor je biokemijski slican supstratu 1 moZe se vezati na enzim tvore¢i kompleks inhibitor-
enzim i na taj nacin sprjecava stvaranje medukompleksa enzim-supstrat zbog ¢ega ne dolazi
do reakcije. Kako je ovaj proces reverzibilan, moguce ga je rijesiti pove¢anjem koncentracije
supstrata. Kod nekompetitivne inhibicije, inhibitor se veze na enzim, ali na mjestu razli¢itom

od mjesta gdje ¢e se vezati supstrat. U mjeSovitoj inhibiciji, inhibitorsko sredstvo ne
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konkurira supstratu za aktivno mjesto, ali moze vezati enzim ili ES medukompleks.
Nekompetitivna i mjesovita inhibicija javljaju se kada su prisutna dva supstrata i utjecu i na
Kmi Vm. Kompetitivna inhibicija utje¢e samo na Km, ne na V. Michaelis-Mentenicini izrazi za
kompetitivnu, nekompetitivhu i antikompetitivnu inhibiciju dani su jednadzbama 6-8, pri
gemu ci [mmol dm?] predstavlja koncentraciju inhibitora, a Ki [mmol dm=] konstantu

inhibicije (Fernandes et al., 2017).

VnCs 6)
Ty = 2
K, - (1 + 71-) +
VnCs %
Ty = G
Km + (1 + K) Cs
VmCS
rS = C: (8)
(K + ¢5) - (1 +?11)

2.6. MATEMATICKO MODELIRANJE

Matematicki modeli, posebice u kombinaciji s modernim ra¢unalnim tehnikama, pokazali
su se vrlo ucinkovitim za pronalazak optimalnih radnih uvjeta i stvaranje optimalnog
mikrookruZenja za biokatalizator. Stoga je prouCavanje teorijskog modela sustava enzimske
reakcije od interesa za industrijsku primjenu biokatalizatora. Model obi¢no sadrzi informacije
o odredenim biokatalitickim reakcijama — kineticke jednadzbe i jednadzbe masene bilance u

reaktoru (Vasi¢-Racki et al., 2003.).

Matematicko modeliranje u podrucju biokatalize klasificira se u sljedeca Cetiri podrucja

(Sinetal., 2009.):

e Biokatalizator — modeli koji opisuju katalizu na molekularnoj razini §to vodi do
predvidanja selektivnosti reakcije.

e Reakcija— kineticki modeli koji opisuju mehanizam i brzinu reakcije.

e Reaktor — modeli koji opisuju promatranu kinetiku reakcije ukljucuju¢i bilancu
tvari kao 1 hidrodinamicke uvjete u reaktoru.

e Proces — modeli koji ukljuCuju interakciju izmedu razlicitih operacijskih jedinica

ukljucenih u tijek procesa.
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Razvoj modela enzimskog reaktora s reakcijom kataliziranom izoliranim topljivim

enzimima sastoji se od:

e modeliranja enzimske kinetike i

e modeliranja reaktora, koji povezuje kinetiku enzima s masenom bilancom za

enzimske reaktore kako bi se predvidjela ucinkovitost reaktora i olakSala

identifikacija najucinkovitijeg reaktorskog nacina rada (Vasi¢-Racki et al., 2011.).

Na slici 11 prikazan je pojednostavljeni prikaz razvoja modela za enzimski reaktor

(Vasi¢-Racki et al., 2011.).

1. Karakterizacija biokatalizatora u
ovisnosti o pH, temperaturi i
supstratu u industrijskom mjerilu
koncentracija, enzimski reakcijski
mehanizam

2. Prikupljanje eksperimentalnih
podataka
Metoda pocetne brzine reakcije,
utjecaji svih komponenata reakcije
na reakcijsku brzinu

. 2

3. Procjena paramatera
Procjena Kinetickih parametara:
Km, Vm, Ki, nelinearna regresijska

analiza

4. Provjera ispravnosti modela
Provjera ispravnosti kinetickog
modela u $arZznom reaktoru —
razlicite pocetne koncentracije
biokatalizatora i supstrata

2

5. Upotreba modela
Razli¢iti nacini rada reaktora,
optimizacija koncentracija
biokatalizatora i supstrata,
stabilnost enzima, simulacije,
produktivnost, potrosnja enzima,

optimalne koncentracije supstrata i

produkta

Slika 11. Strategija razvijanja modela za enzimski reaktor (Vasi¢-Racki et al., 2011.).

|:> Kineti¢ki model

Pojednostavljeni
empirij ski kineticki
model

|:> Kineticki i reaktor

model
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. KEMIKALIJE

Prilikom eksperimentalnog rada u laboratoriju koristene su sljede¢e kemikalije:

- 4-hidroksi-2-oksobutanoat — aldol, C4HsO4 (sintetiziran i procis¢en u IQAC-CSIC
laboratorijima (Spanjolska) i na Fakultetu kemijskog inZenjerstva i tehnologije
Sveucilista u Zagrebu),

- acetonitril, CoHsN (Sigma Aldrich, Njemacka),

- dikalijev hidrogenfosfat, K:HPO4 (Merck, Njemacka),

- formaldehid, CH2O (T. T. T. d.o.0., Hrvatska)

- kalijev dihidrogenfosfat, KH2PO4 (Lach-Ner, Ceska),

- L-alanin, C3H7NO2 (Sigma Aldrich, Njemacka),

- L-homoserin, C4HgNOs (Sigma Aldrich, Njemacka),

- metanol, CH3OH (J. T. Baker, Sjedinjene Americke Drzave),

- natrijev piruvat, CsHzNaOs (Sigma Aldrich, Njemacka),

- N-benziloksikarboniloksi-sukcinimid — Cbz-OSu, Ci12H11NOs (Sigma Aldrich,
Njemacka),

- O-benzilhidroksilamin hidroklorid, BnONH-HCI (Acros Organics, Belgija),

- piridin, CsHsN (Acros Organics, Belgija),

- trifluorooctena kiselina — TFA, CoHF30: (Sigma Aldrich, Njemacka),

- liofilizirane cijele stanice E. coli koje sadrze enzime YfaU(013)/PRO TRANS(039)

dobivene uz prekomjernu ekspresiju, (Prozomix Ltd, Velika Britanija).
3.2. APARATURA

3.2.1. Analiticka vaga

Za odvagu kemikalija koriStena je laboratorijska analiticka vaga proizvodaca Shimadzu s

preciznoséu 0,001 g (slika 12).
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Slika 12. Analiti¢a vaga

3.2.2. Homogenizator

Homogenizator Vortex V-1 plus proizvodaca Biosan (slika 13) koriSten je =za

homogeniziranje otopina prilikom uzorkovanja, pripreme i prije svakog koristenja otopina.

IR R TS AW RSN T
E T B W e S
« A

Slika 13. Homogenizator.

3.2.3. Tresilica

Za provodenje reakcija te neprekidno i jednoliko mijesanje reakcijskih otopina koriStena
je tresilica VIBROMIX 203 EVT, tvrtke Tehtnica (slika 14), pri ¢emu je broj okretaja iznosio
1000 okr min™,
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Slika 14. Tresilica.

3.2.4. Termostatirana tresilica

Uzorke s derivatizacijskom otopinom Cbz-OSu potrebno je inkubirati 60 min pri
temperaturi od 60 °C na termostatiranoj tresilici Digital Shaking Drybath, proizvodaca
Termo SCIENTIFIC (slika 15).

Slika 15. Termostatirana tresilica.

3.2.5. Centrifuga

Centrifuga Hettich, model Universal 320 R (slika 16), koristena je kako bi se istalozio
enzim 1 necistoce iz otopine prije analize uzoraka na HPLC-u. Centrifugiranje svih otopina

provedeno je u trajanju od 5 minuta pri 14000 okr min™i 4 °C.
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Slika 16. Centrifuga.
3.2.6. Uredaj za tekuéinsku kromatografiju visoke djelotvornosti (HPLC)

Koncentracije supstrata i produkata u reakcijama pracene su uz pomo¢ HPLC uredaja

Shimadzu opremljenog s UV detektorom istog proizvodaca (slika 17).

Slika 17. Uredaj za tekuéinsku kromatografiju visoke djelotvornosti (HPLC).
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3.3. ANALIZA UZORAKA TEKUCINSKOM KROMATOGRAFIJOM VISOKE

DJELOTVORNOSTI

3.3.1. Priprava uzoraka za analizu

Prije provodenja analize na uredaju za tekucinsku kromatografiju visoke djelotvornosti,
potrebno je pripremiti uzorke. U tu svrhu provodi se derivatizacija uzorka kako bi se supstrati

i produkti preveli u oblik vidljiv na valnoj duljini na kojoj se provodi analiza.

Uzorci u kojima se prati koncentracija natrijevog piruvata, formaldehida i
4-hidroksi-2-oksobutanoata potrebno je pripremiti derivatizacijom s O-benzilhidroksilamin
hidrokloridom (BnONH2-HCIl). Otopina za derivatizaciju sadrzi 200 mg BnONH2-HCI
(koncentracije 130 mmol dm) otopljenog u 6,6 mL piridina, 3 mL metanola i 0,4 mL vode.
Priprema uzorka za analizu na HPLC-u provedena je tako da je 5 pL uzorka iz reakcijske
otopine otpipetirano u ve¢ prethodno pripremljenih 50 uL derivatizacijske otopine. Otopina je
zatim inkubirana na sobnoj temperaturi u trajanju od minimalno 5 minuta nakon cega je
dodano 500 puL metanola. Uzorak je potom centrifugiran pri 14000 okr min™ u vremenskom
trajanju od 5 minuta kako bi se na dnu odvojio enzim i necisto¢e. U staklenu vijalu za HPLC
otpipetirano je 400 pL otopine s vrha kivete. Tako pripremljen uzorak je spreman za analizu
na HPLC-u.

Uzorci u kojima se prati koncentracija L-alanina i L-homoserina derivatiziraju se
otopinom koja je pripremljena otapanjem 0,4 g N-benziloksikarboniloksi-sukcinimid —
CbzOSu (koncentracije 150 mmol dm=) u 10,7 mL acetonitrila. Priprema uzorka za analizu
na HPLC-u provedena je tako da je 10 pL uzorka iz reakcijske otopine otpipetirano u vec
prethodno pripremljenih 50 pL derivatizacijske otopine. Otopinu je potrebno termostatirati
jedan sat pri 60 °C nakon ¢ega je dodano 440 uL. metanola. Uzorak je potom centrifugiran pri
14000 okr mint u vremenskom trajanju od 5 minuta kako bi se na dnu odvojio enzim i
necistoce. U staklenu vijalu za HPLC otpipetirano je 350 pL otopine s vrha kivete. Tako

pripremljen uzorak je spreman za analizu na HPLC-u.
3.3.2. Analiza uzoraka na tekuc¢inskom kromatografu visoke djelotvornosti

Nakon §to su uzorci pripremljeni prethodno opisanom metodom, provedena je njihova
analiza na nacin da su mjerene koncentracije supstrata i produkata. Analiza je provedena uz

pomo¢ uredaja za tekuéinsku kromatografiju visoke djelotvornosti, HPLC-a. Pritom je
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koriStena Phenomenex Kinetex® C18 kolona, veli¢ine cestica 5 um te dimenzija

4,6 x 250 mm. Uvjeti pri kojima je analiza provodena su:

o temperatura od 30 °C,
o protok eluenta 1,5 mL/min te

o valnaduljina 215 nm.

Koristeni su eluent A (organski) i eluent B (vodeni). Eluent A ¢ine acetonitril, ultraCista
voda i trifluoroctena kiselina (TFA) u omjeru 80:20:0.1, a eluent B ultracista voda i TFA
(0,1 %). Primijenjena je gradijentna metoda analize: 90 % — 0 % B 10 minuta, 0 % B
2 minute, 0 — 90 % B 3 minute, 90 % B 1 minuta. Retencijsko vrijeme za L-homoserin je 5,6,
4-hidroksi-2-oksobutanoat 6,2, L-alanin 6,6, piruvat 7,8, formaldehid 8,5 min. Bazdarni
pravci i kromatogrami za formaldehid, natrijev piruvat, L-alanin, L-homoserin i

4-hidroksi-2-oksobutanoat nalaze se u Prilozima 1, 2, 3,4 i 5.

3.4.  Ispitivanje reakcijske kinetike

Koristenjem metode pocetnih brzina ispitana je kinetika kaskadne reakcije katalizirana

cijelim stanicama mikroorganizma. Kaskadna reakcija se sastoji od dva povezana koraka:

i.  Reakcija aldolne adicije izmedu natrijevog piruvata i formaldehida iz kojih nastaje
4-hidroksi-2-oksobutanoat. Reakcija je reverzibilna te se povratna reakcija naziva
retro-aldolna reakcija.

ii.  Reakcija transaminacije izmedu 4-hidroksi-2-oksobutanoata i L-alanina iz kojih

nastaje L-homoserin. Odvija se i reakcija povratne transaminacije.

Ispitan je utjecaj koncentracija supstrata na pocetnu reakcijsku brzinu i to na nacin da je
koncentracija jedne komponente varirana dok su koncentracije svih ostalih komponenata
reakcije odrzavane konstantnima. Sva su mjerenja provedena na Eppendorf tresilici pri cemu
je je broj okretaja iznosio 1000 okr minl. Za otapanje svih komponenata koristen je

50 mmol dm fosfatni pufer &iji je pH jednak 7,0. Reakcije su praéene periodicki tijekom

18 minuta pri ¢emu se pratila promjena koncentracije u vremenu.

Volumna i specifiéna aktivnost enzima izraCunate su prema danim jednadzbama

(jednadzbe 9 i 10).
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dc

v.A.= 4" [UmL™] )
Venz
V.A.
S.A.= [Umg™1] (10)
yenZ

U navedenim jednadzbama V.A. oznadava volumnu aktivnost enzima (U mL™?), S.A.
specifiénu aktivnost enzima (U mg?), dc/dt je promjena Kkoncentracije u vremenu
(mmol dm™ min), Vu je volumen reaktora (uL), Ven, predstavlja volumen enzima dodanog u

reaktor (uL), a yenz je masena koncentracija enzima (mg mL™).
3.4.1. Preliminarna mjerenja

Najprije je potrebno odrediti masenu koncentraciju stanica (enzima), yenz, koja je dovoljna
za optimalnu izvedbu aldolne adicije i reakcije transaminacije. Koncentracije supstrata su
konstantne, dok varira koncentracija stanica (YfaU(013)/PRO TRANS(039)) od 0 do
10 mg mLL,

3.4.1.1.  Preliminarna mjerenja za aldolnu adiciju

U tablici 3 prikazan je cjelokupni sastav reakcijske smjese prilikom odredivanja optimalne
koncentracije stanica za reakciju aldolne adicije.

Tablica 3. Sastav reakcijske smjese prilikom odredivanja optimalne koncentracije stanica

(enzima) za reakciju aldolne adicije.

Otopina \/ [lLL] Cu temeljnoj otopini [mmol dm'3] Cu reakcijskoj smjesi [mmol dm'3]
pufer 700,69 - x 50,00 50,00
formaldehid | 99,31 1006,99 100,00
piruvat 200,00 500,00 100,00
stanice X 25 mg mL* X
3.4.1.2.  Preliminarna mjerenja za reakciju transaminacije

Cjelokupni sastav reakcijske smjese prilikom niza mjerenja koje za cilj ima odrediti

optimalnu koncentraciju stanica (enzima) za reakciju transaminacije prikazan je u tablici 4.
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Tablica 4. Sastav reakcijske smjese prilikom odredivanja optimalne koncentracije stanica

(enzima) za reakciju transaminacije.

Otopina \ [],lL] Cu temeljnoj otopini [mmol dm'3] Cu reakcijskoj smjesi [mmol dm‘3]
pufer 800,00 - x 50,00 50,00
L-alanin 100,00 1000,00 100,00
4-hidroksi-2-oksobutanoat 100,00 1000,00 100,00
stanice X 25 mg mL*! X
3.4.2. Ispitivanje kinetike aldolne adicije

3.4.2.1.

Ispitivanje utjecaja formaldehida na poc¢etnu brzinu aldolne adicije

Ispitivanje utjecaja koncentracije formaldehida na pocetnu reakcijsku brzinu provedeno je

tako da je koncentracija formaldehida varirana u rasponu od 0 do 800 mmol dm, dok su
koncentracije preostalih komponenti i stanica bile konstantne. Cjelokupni sastav reakcijske

smjese prilikom niza mjerenja prikazan je u tablici 5.

Tablica 5. Sastav reakcijske smjese pri odredivanju pocetne reakcijske brzine variranjem

formaldehida.

Otopina V [uL] Cu temeljnoj otopini [Mmol dm'3] Cu reakcijskoj smjesi [mmol dm'3]
pufer 860,00 - x 50,00 50,00
piruvat 100,00 1000,00 100,00
formaldehid X 999,91 X
stanice 40,00 5,00 mg mL™? 0,20 mg mL™?
3.4.2.2. Ispitivanje utjecaja piruvata na pocetnu brzinu aldolne adicije

Ispitivanje utjecaja koncentracije natrijevog piruvata na pocetnu reakcijsku brzinu
provedeno je tako da je koncentracija piruvata varirana u rasponu od 0 do 800 mmol dm,
dok su koncentracije preostalih komponenti i stanica bile konstantne. Cjelokupni sastav

reakcijske smjese prilikom niza mjerenja prikazan je u tablici 6.
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Tablica 6. Sastav reakcijske smjese pri odredivanju pocetne reakcijske brzine variranjem

natrijevog piruvata.

Otopina \ [lll_] Cu temeljnoj otopini [mmol dm'3] Cu reakcijskoj smjesi [mmol dm‘3]
pufer 860,03 - X 50,00 50,00
piruvat X 1000,00 X
formaldehid 99,97 1000,25 100,00
stanice 40,00 5,00 mg mL* 0,20 mg mL*!
3.4.2.3.  Ispitivanje utjecaja L-homoserina na poc¢etnu brzinu aldolne adicije

Ispitivanje utjecaja koncentracije L-homoserina na pocetnu reakcijsku brzinu provedeno je
tako da je koncentracija L-homoserina varirana u rasponu od 0 do 400 mmol dm, dok su
koncentracije preostalin komponenti i stanica bile konstantne, a ukupni sastav reakcijske
smjese prikazan je u tablici 7.

Tablica 7. Sastav reakcijske smjese pri odredivanju pocetne reakcijske brzine variranjem

L-homoserina.

Otopina V [uL] Cu temeljnoj otopini [mmol dm‘3] Cu reakcijskoj smjesi [mmol dm'3]
pufer 659,99 - X 50,00 50,00
piruvat 200,00 1000,00 200,00
formaldehid | 100,01 999,91 100,00
L-homoserin X 1000,00 X
stanice 40,00 5,00 mg mL™? 0,20 mg mL™?
3.4.2.4. Ispitivanje utjecaja L-alanina na poc¢etnu brzinu aldolne adicije

Ispitivanje utjecaja koncentracije L-alanina na pocetnu reakcijsku brzinu provedeno je

tako da je koncentracija L-alanina varirana u rasponu od 0 do 600 mmol dm, dok su

koncentracije preostalih komponenti i stanica bile konstantne (tablica 8).

Tablica 8. Sastav reakcijske smjese pri odredivanju pocetne reakcijske brzine variranjem

L-alanina.
Otopina \Y [],ll_] Cu temeljnoj otopini [mmol dm'3] Cu reakcijskoj smjesi [mmol dm‘3]
pufer 659,99 - X 50,00 50,00
piruvat 200,00 1000,00 200,00
formaldehid | 100,01 999,91 100,00
L-alanin X 1000,00 X
stanice 40,00 5,00 mg mL* 0,20 mg mL*!
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3.4.3. Ispitivanje kinetike retro-aldolne reakcije

3.4.3.1. Ispitivanje utjecaja 4-hidroksi-2-oksobutanoata na pocetnu brzinu

retro-aldolne reakcije

Ispitivanje utjecaja koncentracije 4-hidroksi-2-oksobutanoata (aldola) na pocetnu

reakcijsku brzinu retroaldone reakcije provedeno je tako da je koncentracija

4-hidroksi-2-oksobutanoata varirana u rasponu od 0 do 500 mmol dm, dok su koncentracije
preostalih komponenti i stanica bile konstantne. Cjelokupni sastav reakcijske smjese prilikom

niza mjerenja prikazan je u tablici 9.

Tablica 9. Sastav reakcijske smjese pri odredivanju pocetne reakcijske brzine variranjem

4-hidroksi-2-oksobutanoata.

Otopina V [uL] Cu temeljnoj otopini [MMOI dm'3] Cu reakcijskoj smjesi [mol dm'3]
pufer 800,00 - x 50,00 50,00
4-hidroksi-2-oksobutanoat X 1000,00 X
stanice 200,00 50,00 mg mL™? 10,00 mg mL*?
3.4.3.2. Ispitivanje utjecaja piruvata na pocetnu brzinu retro-aldolne reakcije

Ispitivanje utjecaja koncentracije piruvata na pocetnu reakcijsku brzinu retro-aldolne

reakcije provedeno je tako da je koncentracija piruvata varirana u rasponu od O do

500 mmol dm=, dok su koncentracije preostalih komponenti i stanica bile konstantne.

Cjelokupni sastav reakcijske smjese prilikom niza mjerenja prikazan je u tablici 10.

Tablica 10. Sastav reakcijske smjese pri odredivanju pocetne reakcijske brzine variranjem

piruvata.
Otopina \ [_uL] Cu temeljnoj otopini [MMOl dmM] | Cu reakcijskoj smjesi [MmMol dm3]
pufer 700,00 - x 50,00 50,00
piruvat X 1000,00 X
4-hidroksi-2-oksobutanoat 100,00 1000,00 100,00
stanice 200,00 50 mg mL* 10 mg mL™?
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3.4.4.

3.44.1.

Ispitivanje Kinetike reakcije transaminacije

reakcije transaminacije

Ispitivanje utjecaja 4-hidroksi-2-oksobutanoata na pocetnu brzinu

Ispitivanje utjecaja koncentracije 4-hidroksi-2-oksobutanoata na pocetnu reakcijsku brzinu

reakcije transaminacije provedeno je tako da je koncentracija 4-hidroksi-2-oksobutanoata

varirana u rasponu od 0 do 700 mmol dm=, dok su koncentracije preostalih komponenti i

stanica bile konstantne. Cjelokupni sastav reakcijske smjese prilikom niza mjerenja prikazan

je u tablici 11.

Tablica 11. Sastav reakcijske smjese pri odredivanju pocetne reakcijske brzine variranjem

4-hidroksi-2-oksobutanoata.

Otopina \ [_].lL] Cu temeljnoj otopini [MMOl dmM™3] | Cu reakcijskoj smjesi [MMol dm?]
pufer 800,00 - x 50,00 50,00
L-alanin 100,00 1000,00 100,00
4-hidroksi-2-oksobutanoat X 1000,00 X
stanice 100,00 50,00 mg mL* 5,00 mg mL?
3.4.4.2. Ispitivanje utjecaja L-alanina na poc¢etnu brzinu reakcije transaminacije

Ispitivanje utjecaja koncentracije L-alanina na pocetnu reakcijsku brzinu reakcije

transaminacije provedeno je tako da je koncentracija L-alanina varirana u rasponu od 5 do

700 mmol dm?, dok su koncentracije preostalih komponenti i stanica bile konstantne.

Cjelokupni sastav reakcijske smjese prilikom niza mjerenja prikazan je u tablici 12.

Tablica 12. Sastav reakcijske smjese pri odredivanju pocetne reakcijske brzine variranjem

L-alanina.
Otopina V [pL] Cu temeljnoj otopini [MMol dm'3] Cu reakcijskoj smjesi [mmol dm'3]
pufer 795,00 - x 50,00 50,00
L-alanin X 1000,00 X
4-hidroksi-2-oksobutanoat 100,00 1000,00 100,00

stanice

100,00

_ —  ————e——————————————————————————————————————

50,00 mg mL™?

5,00 mg mL™?
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3.44.3.

Ispitivanje

transaminacije

utjecaja

L-homoserina na

pocetnu

brzinu reakcije

Ispitivanje utjecaja koncentracije L-homoserina na pocetnu reakcijsku brzinu reakcije

transaminacije provedeno je tako da je koncentracija L-homoserina varirana u rasponu od 0 do

500 mmol dm?, dok su koncentracije preostalih komponenti i stanica bile konstantne.

Cjelokupni sastav reakcijske smjese prilikom niza mjerenja prikazan je u tablici 13.

Tablica 13. Sastav reakcijske smjese pri odredivanju poéetne reakcijske brzine variranjem

L-homoserina.

Otopina V [HL] Cu temeljnoj otopini [mmol dm'3] Cu reakcijskoj smjesi [mmol dm'3]
pufer 500,00 - x 50,00 50,00
L-alanin 300,00 1000,00 300,00
4-hidroksi-2-oksobutanoat 100,00 1000,00 100,00
L-homoserin X 1000,00 X
P
stanice 100,00 50,00 mg mL™? 5,00 mg mL?
3.4.4.4. Ispitivanje utjecaja piruvata na pocetnu brzinu reakcije transaminacije

Ispitivanje utjecaja koncentracije piruvata na pocetnu reakcijsku brzinu reakcije

transaminacije provedeno je tako da je koncentracija piruvata varirana u rasponu od 0 do

500 mmol dm=, dok su koncentracije preostalih komponenti i stanica bile konstantne.

Cjelokupni sastav reakcijske smjese prilikom niza mjerenja prikazan je u tablici 14.

Tablica 14. Sastav reakcijske smjese pri odredivanju pocetne reakcijske brzine variranjem

piruvata.
Otopina V [nL] Cu temeljnoj otopini [MMOl dM™3] | Cu reakcijskoj smiesi [MmMol dm3]
pufer 500,00 - x 50,00 50,00
L-alanin 300,00 1000,00 300,00
4-hidroksi-2-oksobutanoat | 100,00 1000,00 100,00
piruvat X 1000,00 X
e =——=————————————
stanice 100,00 50,00 mg mL* 5,00 mg mL?
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3.4.45. Ispitivanje utjecaja formaldehida na pocetnu brzinu reakcije

transaminacije

Ispitivanje utjecaja koncentracije formaldehida na pocetnu reakcijsku brzinu reakcije
transaminacije provedeno je tako da je koncentracija formaldehida varirana u rasponu od 0 do
500 mmol dm?, dok su koncentracije preostalih komponenti i stanica bile konstantne.

Cjelokupni sastav reakcijske smjese prilikom niza mjerenja prikazan je u tablici 14.

Tablica 14. Sastav reakcijske smjese pri odredivanju pocetne reakcijske brzine variranjem

formaldehida.

Otopina \Y [uL] Cu temeljnoj otopini [mmol dm'3] Cu reakcijskoj smjesi [mmol dm'3]
pufer 500,00 - x 50,00 50,00
L-alanin 300,00 1000,00 300,00
4-hidroksi-2-oksobutanoat 100,00 1000,00 100,00
formaldehid X 1000,00 X
stanice 100,00 50,00 mg mL™? 5,00 mg mL?

3.4.5. Ispitivanje kinetike reakcije povratne transaminacije

3.45.1. lIspitivanje utjecaja L-homoserina na po¢etnu brzinu reakcije povratne

transaminacije

Ispitivanje utjecaja koncentracije L-homoserina na pocetnu reakcijsku brzinu reakcije
povratne transaminacije provedeno je tako da je koncentracija L-homoserina varirana u
rasponu od 0 do 500 mmol dm, dok su koncentracije preostalin komponenti i stanica bile
konstantne. Cjelokupni sastav reakcijske smjese prilikom niza mjerenja prikazan je u tablici
15.

Tablica 15. Sastav reakcijske smjese pri odredivanju pocetne reakcijske brzine variranjem

L-homoserina.

Otopina \Y [],ll_] Cu temeljnoj otopini [mmol dm'3] Cu reakcijskoj smjesi [mmol dm‘3]
pufer 700,00 - x 50,00 50,00
piruvat 200,00 1000,00 200,00
L-homoserin X 1000,00 X
== |
stanice 100,00 50,00 mg mL™? 5,00 mg mL™?
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3.4.5.2. Ispitivanje utjecaja piruvata na pocetnu brzinu reakcije povratne

transaminacije

Ispitivanje utjecaja koncentracije piruvata na pocetnu reakcijsku brzinu reakcije povratne
transaminacije provedeno je tako da je koncentracija piruvata varirana u rasponu od 0 do
500 mmol dm?, dok su koncentracije preostalih komponenti i stanica bile konstantne.

Cjelokupni sastav reakcijske smjese prilikom niza mjerenja prikazan je u tablici 16.

Tablica 16. Sastav reakcijske smjese pri odredivanju poéetne reakcijske brzine variranjem

natrijevog piruvata.

Otopina \Y [uL] Cu temeljnoj otopini [mmol dm‘3] Cu reakcijskoj smjesi [mmol dm'3]
pufer 700,00 - x 50,00 50,00
piruvat X 1000,00 X
L-homoserin | 200,00 1000,00 200,00
|
stanice 100,00 50,00 mg mL™? 5,00 mg mL™?
3.45.3. Ispitivanje utjecaja formaldehida na pocetnu brzinu reakcije povratne

transaminacije

Ispitivanje utjecaja koncentracije formaldehida na pocetnu reakcijsku brzinu reakcije
povratne transaminacije provedeno je tako da je koncentracija formaldehida varirana u
rasponu od 0 do 500 mmol dm, dok su koncentracije preostalin komponenti i stanica bile
konstantne. Cjelokupni sastav reakcijske smjese prilikom niza mjerenja prikazan je u tablici
17.

Tablica 17. Sastav reakcijske smjese pri odredivanju pocetne reakcijske brzine variranjem

formaldehida.

Otopina V [nL] | cutemelinoj otopini [MMOl dm] | Cu reakcijskoj smiesi [mmol dm3]
pufer 500,00 - x 50,00 50,00
piruvat 200,00 1000,00 200,00
L-homoserin | 200,00 1000,00 200,00
formaldehid X 265,56 X
stanice 100,00 50,00 mg mL* 5,00 mg mL*
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3.45.4. Ispitivanje utjecaja L-alanina na pocetnu brzinu reakcije povratne

transaminacije

Ispitivanje utjecaja koncentracije L-alanina na pocetnu reakcijsku brzinu reakcije povratne
transaminacije provedeno je tako da je koncentracija L-alanina varirana u rasponu od 0 do
500 mmol dm=, dok su koncentracije preostalin komponenti i enzima bile konstantne.

Cjelokupni sastav reakcijske smjese prilikom niza mjerenja prikazan je u tablici 18.

Tablica 18. Sastav reakcijske smjese pri odredivanju poéetne reakcijske brzine variranjem

L-alanina.
Otopina \Y [uL] Cu temeljnoj otopini [mmol dm‘3] Cu reakcijskoj smjesi [mmol dm'3]
pufer 500,00 - x 50,00 50,00
piruvat 200,00 1000,00 200,00
L-homoserin | 200,00 1000,00 200,00
L-alanin X 1000,00 X
_  mp)Y e ===
stanice 100,00 50,00 mg mL™? 5,00 mg mL™?
3.455. Ispitivanje utjecaja 4-hidroksi-2-oksobutanoata na pocetnu brzinu

reakcije povratne transaminacije

Ispitivanje utjecaja koncentracije 4-hidroksi-2-oksobutanoata - aldola na pocetnu
reakcijsku brzinu reakcije povratne transaminacije provedeno je tako da je koncentracija
aldola varirana u rasponu od 0 do 500 mmol dm, dok su koncentracije preostalih komponenti
i stanica bile konstantne. Cjelokupni sastav reakcijske smjese prilikom niza mjerenja prikazan

je u tablici 19.

Tablica 19. Sastav reakcijske smjese pri odredivanju pocetne reakcijske brzine variranjem

4-hidroksi-2-oksobutanoata.

Otopina V [pnL] Cu temeljnoj otopini [MMOl dmM] | Cu reakcijskoj smjesi [MMol dm?]
pufer 500,00 - x 50,00 50,00
piruvat 200,00 1000,00 200,00
L-homoserin 200,00 1000,00 200,00
4-hidroksi-2-oksobutanoat X 1000,00 X
stanice 100,00 50,00 mg mL* 5,00 mg mL?

33



4. MATEMATICKI MODEL

Kineti¢ki parametri procijenjeni su na temelju eksperimentalnih podataka ovisnosti brzine
reakcije o koncentraciji prikupljenih metodom pocetnih brzina. Za procjenu parametara
koriStene su metode nelinearne regresije (simpleks i metoda najmanjih kvadrata) koje se
primjenjuju u softveru SCIENTIST. Isti je softver koriSten za simulacije modela. Razvijen je
kineticki model za kaskadni sustav (slika 9). Brzina reakcije aldolne adicije katalizirane
YfaU 013 izmedu natrijevog piruvata (pir) i formaldehida (FA) (r1) opisana je
dvosupstratnom Michaelis-Menteni¢inom jednadzbom s uklju¢enom inhibicijom supstrata s
formaldehidom i natrijevim piruvatom, kao i kompetitivnom inhibicijom s L-alaninom (alan) i
L-homoserinom (hom) (jednadzba 11). Brzina retro-aldolne reakcije (r2) opisana je Michaelis-
Menteni¢inom kinetikom s ukljuéenom kompetitivnom inhibicijom s natrijevim piruvatom
(jednadzba 12). Brzina reakcije druge aldolne adicije katalizirane s YfaU 013 (r3) izmedu
4-hidroksi-2-oksobutanoata (aldol) i formaldehida opisana je pojednostavljenom jednadzbom
(jednadzba 13) dvosupstratne Michaelis-Mentenic¢ine kinetike s inhibicijom supstrata s
formaldehidom, dok brzina reakcije linearno ovisi 0 koncentraciji
4-hidroksi-2-oksobutanoata. Umjesto maksimalne brzine reakcije za ovu reakciju, u jednadzbi
postoji ks, koji odgovara kvocijentu Vmz i Kmzaidol. Nije bilo moguce utvrditi vrijednost Vma
zbog linearnosti eksperimentalnih podataka. Nespecificna ne-enzimatska transformacija
4-hidroksi-2-oksobutanoata procijenjena je iz eksperimenata i uklju¢ena u model. Njegova

brzina reakcije (ra) opisana je kinetikom prvog reda (jednadzba 14).

Brzina reakcije katalizirane transaminazom izmedu L-alanina i 4-hidroksi-2-oksobutanoata
(rs) opisana je dvosupstratnom Michaelis-Menteni¢inom jednadzbom (jednadzba 15) s
uklju¢enim  kompetitivnim  inhibicijama natrijevim  piruvatom, formaldehidom i
L-homoserinom. Utjecaj koenzima PLP je uklju¢en u model uvodenjem faktora f. Stanice
prirodno sadrze ovaj koenzim i iako se ne troSi U reakciji njegova koncentracija utjee na
aktivnost enzima. Brzina reakcije reverzne transaminacije izmedu natrijevog piruvata i
L-homoserina (re) opisana je Michaelis-Mentenic¢inom dvosupstratnom jednadzbom
(jednadzba 16) s uklju¢enim kompetitivnim inhibicijama L-alaninom, formaldehidom i

4-hidroksi-2-oksobutanoatom.

Viny * Yyfau * Cpir * CrA

Ch Cal Cpir Cha
Km, o |1+ + 20 )+ +5— |- | K + cpp +
"M 1pir Kil.hom Kil,alan P Kil,pir MLFA FA Kil,FA

T‘1=

(11)
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Vin2 * ¥Y¥fau * Caldol

E K, (142 a2
m2,aldol Kiz pir Caldol
ks - - Cpp * C
ry = 3 " Yyfau ° CraA 21;101 (13)
K + CFA + FA
T3FA Ki3,FA
Ty = k4 - Caldol (14)

Vm5 “¥TA * Calan " Caldol * f

—_(15)
K, i V) (& (1 Eem ) gy + el
msalan KiS,pir KiS,FA alan ms aldol Kis,hom aldol Kis,aldol

s =

Vm6 “YTA * Chom * Cpir f

(16)
. Caldol . . CFA Calan .
<Km6,hom (1 + Ki6,aldol> + Chom> (Km6,pir (1 + Ki6,FA + Ki6,alal’1> + Cplr)

r6 =

_ CpLpP
KinpLp + CpLp
Bilance tvari za natrijev piruvat, formaldehid, 4-hidroksi-2-oksobutanoat, L-homoserin,
YfaU 013 i TA 039 za kaskadnu reakciju u kotlastom reaktoru uz dotok supstrata prikazane su
jednadzbama 17-23. Jednadzba 24 predstavlja promjenu volumena reaktora tijekom

eksperimenta koji je definiran brzinom protoka otopine formaldehida.

dcpir 1 av
a =y (e ) s mmonn a
dCFA 1 av
e =7 (o gt enera) —n-r 19
dCalan 1 av
2=y (e ) s+ 4
dc 1dol 1 dv
St =g (e ) et n )
dCh 1 dv
i =7 (aon )+ @D
dCny 1 av
=y (e ) 2)
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av _ 94
ik (24)

4.1. OBRADA PODATAKA

U svrhu obrade eksperimentalno dobivenih podataka koriSten je programski paket
SCIENTIST. Navedeni programski paket koristen je za procjenu kinetickih parametara (Vi i
Km) te za simulaciju reakcije. Pritom su koriStene metoda najmanjih kvadrata i simpleks

metoda za procjenu parametara.

Kineticki parametri procijenjeni su metodom nelinearne regresije iz eksperimentalnih
rezultata mjerenja utjecaja koncentracije svih komponenata reakcije na reakcijsku kinetiku
metodom pocetnih brzina. Optimiranje parametara provodilo se dok se nije postigla
minimalna suma kvadrata razlike izmedu eksperimentalnih podataka i podataka dobivenih

pomoc¢u modela koji je zadan u programu SCIENTIST.

Procijenjeni kineti¢ki parametri i matematicki model naveden u prethodnom poglavlju
(jednadzbe 11-23) koristeni su za simulaciju provedenih eksperimenata u kotlastom reaktoru

uz dotok supstrata.
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5. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom je radu provedena kaskadna reakcija (slika 9). Reakcija se sastoji od dva dijela
koji su medusobno povezani i Kkatalizirana je enzimima ¢ija je prekomjerna ekspresija
napravljena u genetski modificiranom mikroorganizmu E. coli. U prvom stupnju reagiraju
natrijev piruvat i formaldehid iz kojih se dobiva 4-hidroksi-2-oksobutanoat. Ova reakcija
naziva se aldolna adicija i katalizirana je enzimom 2-keto-3-deoksi-L-ramonat-aldolazom —
YfaU 013. Povratna reakcija naziva se retro-aldolna reakcija. Drugi proces ove kaskadne
reakcije jest transaminacija. 4-hidroksi-2-oksobutanoat reagira s L-alaninom i nastaju
L-homoserin i natrijev piruvat. Reakcija je katalizirana enzimom transaminaza (TA 039).

Odvija se i reakcija u suprotnom smjeru — povratna transaminacija.

5.1. ODREPIVANIJE KINETIKE REAKCIJE

U svrhu odredivanja reakcijske kinetike, ispitan je utjecaj koncentracija supstrata i
produkata na reakciju aldolne adicije, retro-aldolne reakcije, transaminacije i povratne
transaminacije. Kinetika navedenih reakcija ispitana je metodom pocetnih brzina. Navedeni
je model koriSten za pronalazak strategije za optimiranje reakcijskih uvjeta, obzirom da se

radi o kompleksnom reakcijskom sustavu.

Rezultati dobiveni kinetickim ispitivanjima prikazani su na slikama 18-23.

5.1.1. Preliminarna mjerenja

Masena koncentraciju stanica (enzima), y, koja je najbolja za odredivanje kinetike reakcije
metodom pocetnih reakcijskih brzina, pronadena je provodenjem eksperimenata prikazanih u
sljede¢im potpoglavljima. Koncentracije supstrata su pri tome bile konstantne, dok je varirana
koncentracija stanica (YfaU(013)/PRO TRANS(039)) od 0 do 10 mg mL™.

5.1.1.1.  Preliminarna mjerenja za aldolnu adiciju

Na slici 18a-b prikazana su rezultati mjerenja kinetike aldolne adicije metodom pocetnih

brzina. Prati se koncentracija piruvata, formaldehida i 4-hidroksi-2-oksobutanoata.

Slika 18a prikazuje rezultate mjerenja u kojima je koncentracija stanica odnosno enzima

jednaka 0 mg ml! iz Gega se moze zakljuditi da se reakcija ne odvija (ili se odvija izuzetno
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sporo) bez prisustva stanica i ne nastaje produkt. Ovaj je eksperiment proveden kako bi se

eliminirala moguénost utjecaja spontane reakcije na rezultate mjerenja.

Na slici 18b prikazani su rezultati mjerenja u kojima je koncentracija stanica 1 mg mL™.
Iz grafa se moze zakljuciti da nastaje produkt 4-hidroksi-2-oksobutanoat, ali da je ve¢ i ova
koli¢ina stanica previsoka za provodenje kinetickih mjerenja (konverzija piruvata i
4-hidroksi-2-oksobutanoata iznosi oko 17 %). Na temelju prikupljenih rezultata odluc¢eno je

da ¢e se kinetika aldolne adicije mjeriti sa 0,2 mg mL* stanica tijekom 18 minuta.

a b
120 ° 120 ® piruvat
L & formaldehid
[ ] [ J
— 1007 o . —_ 100 x  4-hidroksi-2-oksobutanoat
@ o °
E 80 s 80
© o [ ]
S 60 S 60 °
E a 2 A A A E A N X
— 40 ,3, 40 A x [ ]
© 20 ®  piruvat 20 x 4 A
a  formaldehid « x
0 5 10 15 20 25 30 35 0 5 10 15 20 25 30 35
t [min] t [min]

Slika 18. Preliminarna mjerenja za odredivanje optimalne koncentracije stanica za provedbu
kinetickih mjerenja. Koncentraciji stanica iznosi a@) 0 mg ml?, b) 1 mg ml?!
(Cpirwvat = 100,00 mmol dm=3, Crormaigenia = 100,00 mmol dm=, 25 °C, 1000 okr min?,

50 mmol dm fosfatni pufer pH 7,0).
5.1.1.2.  Preliminarna mjerenja za reakciju transaminacije

Za odredivanje optimalne koncentracije stanica za mjerenje Kinetike reakcije

transaminacije pracena je koncentracija produkata natrijevog piruvata i L- homoserina.

Na slici 19a prikazani su rezultati mjerenja kinetike reakcije izmedu L-alanina i
4-hidroksi-2-oksobutanoata uz koli¢inu stanica u iznosu od 1 mg ml™. Zaklju¢eno je da ée se
mijerenja za kinetiku reakcije transaminacije koristiti 5 mg ml stanica (slika 19b) zbog niskih
koncentracija produkta koje su dobivene u eksperimentom prikazanom na slici 19a §to bi

uzorkovalo eksperimentalnu pogresku.
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Slika 19. Preliminarna mjerenja za odredivanje optimalne koncentracije stanica za provedbu
kinetickih mjerenja u reakciji kataliziranoj transaminazom. Koncentraciji stanica iznosi
ad) 1 mg mlIt, b) 5 mg mlI? (Canidroksi-z-oksobutanoat = 100,00 mmol dm3,
CL-alanin= 100,00 mmol dm3, 25 °C, 1000 okr min‘t, 50 mmol dm fosfatni pufer pH 7,0).

5.1.2. Odredivanje kinetike aldolne adicije

Na slici 20 prikazani su rezultati mjerenja kinetike aldolne adicije. Slika 20a-b prikazuje
ovisnost specifiéne aktivnosti enzima o koncentracijama formaldehida, odnosno piruvata koja
je opisana Michaelis-Menteni¢inom kinetikom uz inhibiciju supstratom. Slike 20c-d pokazuju
utjecaj komponenti kaskadnog reakcijskog sustava L-alanina i L-homoserina na specifi¢énu
aktivnost enzima. Koristen je Michaelis-Menteni¢in kineticki model koji ukljucuje

kompetitivnu inhibiciju produktom.

Iz dobivenih eksperimentalnih podataka, procijenjeni su kineti¢ki parametri reakcije te
su njihove vrijednosti navedene u tablici 20. Vrijednost maksimalne brzine reakcije, Vmi, je
visoka $to znaci da se reakcija odvija brzo. Vrijednost Vmi za ovu reakciju najveca je u odnosu
na druge reakcije Sto zna¢i da se reakcija aldolne adicije odvija najbrze. Vrijednosti
Michaelisovih konstanti, Km, pokazuju nesto bolji afinitet enzima prema formaldehidu
(Kmz fomaldehid) Nego natrijevom piruvatu (Kma pirwvat). 1z grafova a i b vidljivo je da formaldehid
I natrijev piruvat pri vis$im koncentracijama imaju inhibicijski u¢inak na enzim YfaU 013.
Konstanta inhibicije formaldehida (Kiz formaidenia) nesto je manja od konstante inhibicije
piruvata (Kiipiruvat) Sto ukazuje na veci inhibicijski u¢inak formaldehida. Iz grafova c i d
vidljiv je utjecaj L-homoserina i L-alanina koji se ponasaju kao kompetitivni inhibitori §to

zna¢i da sprjeCavaju stvaranje kompleksa ES. L-homoserin ima manju konstantu inibicije
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(Ki1,L-homoserin), Sto znaci da ima veci inhibicijski uéinak u odnosu na L-alanin (Kiz,L-alanin), iako

su obje konstante inhibicije vrlo visoke.

a b
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Slika 20. Utjecaj koncentracije a) formaldehida (Cpirwat = 100,00 mmol dm3), b) natrijevog
piruvata (Crormaidenia = 100, 00 mmol dm=3), ¢) L-homoserina (Cpiruvat = 200,00 mmol dm3,
Cormatdenic=_ 100,00 mmol dm?3), d) L-alanina (Cpirwar = 200,00 mmol dm3
Crormaldenic= 100,00 mmol dm) na specifiénu aktivnost enzima YfaU 013 za izvedbu reakcije
aldolne adicije (25 °C, 1000 okr min?®, 50 mmol dm? fosfatni pufer pH 7,0,
pvfau = 0,2 mg mL?).
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Tablica 20. Kineticki parametri procijenjeni iz eksperimentalnih podataka prikazanih na

slici 20.

Parametar Jedinica Vrijednost

Vit Umg? 6.379 + 1.514

Km1 fomaldehid mmol dm‘3 70.963 +23.183
Kmt,piruvat mmol dm™ | 95.751 + 22.823
Ki1,formaldehid mmol dm‘3 131.186 £41.999
Kiy,piruvat mmol dm | 818.800 + 251.327
Kil,L-homoserin mmol dm‘3 83.444 + 3.825
Kig,L-alanin mmol dm™3 | 289.440 + 77.841

5.1.3. Odredivanje kinetike retro-aldolne reakcije
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Slika 21. Utjecaj koncentracije a) 4-hidroksi-2-oksobutanoata i b) natrijevog piruvata
(Ca-hidroksi-2-oksobutanoat= 100,00 mmol dm) na specifi¢nu aktivnost enzima YfaU 013 za izvedbu
reakcije retro-aldolne reakcije (25 °C, 1000 okr min’, 50 mmol dm fosfatni pufer pH 7,0,

yvfau = 10,0 mg mL?).

Iz dobivenih eksperimentalnih podataka za mjerenje kinetike retro-aldolne reakcije (slika
21), procijenjeni su kineticki parametri reakcije te su njihove vrijednosti navedene u tablici
21. Vrijednost maksimalne brzine reakcije, Vm, je mala $to znaci da se reakcija odvija sporo.
Km za 4-hidroksi-2-oksobutanoat (Kmz, 4-hidroksi-2-oksobutanoat) j€ vrlo visok §to znaéi da enzim
YfaU 013 ima nizak afinitet prema ovom supstratu. Iz slike 21b moze se zakljuciti da natrijev
piruvat djeluje kao kompetitivni inhibitor (Kizpiruwvat). Prema dobivenim rezultatima moze se

zakljuciti da ova reakcija ne bi trebala imati znacajan utjecaj na ishod kaskadne reakcije.
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Tablica 21. Kineticki parametri procijenjeni iz eksperimentalnih podataka prikazanih na slici
21.

Parametar Jedinica Vrijednost

i Umg? 0.100+0.010
Km2, 4-hidroksi-2-oksobutanoat | MmOl dm3 | 196.062 + 50.654
Kiz,piruvat mmol dm= | 49.386 £ 19.532

U tablici 22 prikazani su kineti¢ki parametri za reakciju druge aldolne adicije katalizirane
s YfaU 013 izmedu 4-hidroksi-2-oksobutanoata i formaldehida (Kmsformaidenid). Umjesto
maksimalne brzine reakcije za ovu reakciju, u jednadzbi postoji k3, koji odgovara kvocijentu
Vm3 1 Km3a-hidroksi-2-oksobutanoat- FOrmaldehid ima inhibicijski uéinak na enzim YfaU 013
(Kis formaidenid). Konstanta koja opisuje raspad 4-hidroksi-2-oksobutanoata, ks, preuzeta je iz

enzimatskog sustava jednadzba za aldolnu adiciju formaldehida na 4-hidroksi-2-oksobutanoat.

Tablica 22. Kineticki parametri i konstante za aldolnu adiciju formaldehida na
4-hidroksi-2-oksobutanoat i raspad 4-hidroksi-2-oksobutanoata.

Parametar Jedinica Vrijednost

ks U mg? (mmol dm3)? | 0.000515 + 0.000133
Km3, formaldenia | mmol dm 16.116 £4.003

Ki3 formaldehid mmol dm 46.666 = 11.111

Ka mL min?t mg* 1.893-10% + 1.25-10°

5.1.4. Odredivanje Kinetike reakcije transaminacije

Na slici 22 prikazani su rezultati mjerenja kinetike reakcije transaminacije. Grafovi
prikazuju ovisnost specificne aktivnosti enzima (S.A.) u odnosu na koncentracije supstrata i
produkata. 1z dobivenih eksperimentalnih podataka za mjerenje kinetike reakcije
transaminacije (slika 22), procijenjeni su kineticki parametri reakcije te su njihove vrijednosti
navedene u tablici 23. Vrijednost maksimalne brzine reakcije, Vs, je mala §to znaci da se
reakcija odvija sporo. Km za supstrate 4-hidroksi-2-oksobutanoat (Kms-hidroksi-2-oksobutancat) i
L-alanin (Kms,L-alanin) pokazuje da enzim TA 039 ima nesto bolji afinitet L-alanina u odnosu na
4-hidroksi-2-oksobutanoat. Produkt L-homoserin nema utjecaja na reakciju transaminacije §to
se moze zakljuditi iz slike 22c. Natrijev piruvat i formaldehid se ponasaju kao kompetitivni
inhibitori (slika 22d-e). Konstanta inhibicije (Ki) za formaldehid (Kis formaigenia) je vrlo niska
Sto znaci da enzim TA 039 ima jako velik afinitet prema tom inhibitoru. Kjza natrijev piruvat

(Kis piruvat) je veci iz ¢ega se zakljuCuje da je afinitet enzima za ovaj produkt maniji.
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Slika 22. Utjecaj koncentracije a) 4-hidroksi-2-oksobutanoata (Ct-aianin= 100,00 mmol dm),
b) L-alanina (Ca-hidroksi-2-oksobutanoat= 100,00 mmol dm=), ¢) L-homoserina, d) natrijevog
piruvata, e) formaldehida (za c¢), d) 1 e) koncentracija supstrata iznosi
CL-alanin= 300,00 mmol dm3, Ca-hidroksi-2-oksobutancar= 100,00 mmol dm3) na specifi¢nu aktivnost
enzima TA 039 za izvedbu reakcije transaminacije (25 °C, 1000 okr min, 50 mmol dm

fosfatni pufer pH 7,0, yra = 5,0 mg mL™?).
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Tablica 23. Kineticki parametri procijenjeni iz eksperimentalnih podataka prikazanih na

slici 22.

Parametar Jedinica Vrijednost

Vims Umg? 0.104 + 0.003
Kims, 4-hidroksi-2-oksobutanoat | MmOl dm? | 36.119 +3.901
Kms,L-alanin mmol dm? | 14.656 = 2.130
Kis, formaldehid mmol dm | 0.018 +0.001
Kis,piruvat mmol dm™ | 45.775 +9.503

5.1.5. Odredivanje Kinetike reakcije povratne transaminacije

Na slici 23 prikazani su rezultati mjerenja kinetike reakcije povratne transaminacije.
Grafovi prikazuju ovisnost specificne aktivnosti enzima (S.A.) u odnosu na koncentracije
supstrata i produkata. 1z dobivenih eksperimentalnih podataka za mjerenje kinetike reakcije
transaminacije (slika 23), procijenjeni su kineticki parametri reakcije te su njihove vrijednosti
navedene u tablici 24. Maksimalna brzina reakcije, Vme, nesto je veéa od reakcije
transaminacije, ali je i dalje spora. Michaelisova konstanta za L-homoserin (Kme,L-homoserin) j€
vrlo visoka iz Cega se moze zakljuciti da enzim TA 039 nema veliki afinitet prema
L-homoserinu, dok ima neSto bolji afinitet prema piruvatu (Kmepirwvat). L-alanin i
4-hidroksi-2-oksobutanoat su kompetitivni inhibitori (slika 23c-d). Konstanta inhibicije (Ki)
za L-alanin (Kis L-alanin) je visoka $to zna¢i da inhibicija nije velika. Suprotno tomu,
4-hidroksi-2-oksobutanoat ima vrlo malu konstantnu inhibicije (Kie, 4-hidroksi-2-oksobutanoat) $tO
znali da znatno inhibira reakciju. Vazno je napomenuti da je ispitan utjecaj 1 koncentracije
formaldehida na reakciju povratne transaminacije, no trend kinetike 1 velika aktivnost upucuju
da ju je pri ve¢im koncentracijama formaldehida nadjaCala reakcija aldolne adicije s

YfaU 013.
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Slika 23. Utjecaj koncentracije a) L-homoserina (Cpirwvar= 200,00 mmol dm), b) natrijevog

piruvata (Cr-homoserin = 200,00 mmol dm=), ¢) L-alanina (Cpirwat = 200,00 mmol dm3,

CL-homoserin = 200,00 mmol dm™), d) 4-hidroksi-2-oksobutanoata (Cpirwvat = 200,00 mmol dm3,

CL-homoserin = 200,00 mmol dm) na specifi¢nu aktivnost enzima TA 039 za izvedbu reakcije

povratne transaminacije (25 °C, 1000 okr min?, 50 mmol dm® fosfatni pufer pH 7,0,

y1Aa =5,0 mg mL™Y).

Tablica 24. Kineti¢ki parametri procijenjeni iz eksperimentalnih podataka prikazanih na

slici 23.
Parametar Jedinica Vrijednost
Ve U mg* 0211+0.017
Km,L-homoserin mmol dm? | 185.968 + 34.574
Km6,piruvat mmol dm3 | 30.279 +2.850
Kis,L-alanin mmol dm= | 561.628 + 115.427
Kii6 4-hidroksi-2-oksobutanoat | MmOl dm=* | 7.595+0.935
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5.2. PRIMJENA MATEMATICKOG MODELA

Na temelju opisanih rezultata razvijen je matematicki model (jednadzbe 17-22) za
provedbu reakcije u kotlastom reaktoru s dotokom formaldehida. Naime, prijasnja iskustva u
radu s ovim sustavom su pokazala da formaldehid ima negativan utjecaj na stabilnost enzima,
pa ga je potrebno dodavati u malim koncentracijama u reaktor. Razvijeni matematicki model
je koristen za pronalaZenje uvjeta i strategije kako poboljsati izlazne procesne veli¢ine, poput

koncentracije produkta i volumne produktivnosti.

Slika 24 pokazuje kako se proizvodnja L-homoserina moze poboljsati dodavanjem svjezih
koli¢ina L-alanina i natrijevog piruvata u odredenim vremenima reakcije. Slika 24a prikazuje
koncentraciju supstrata (L-alanina, natrijevog piruvata i formaldehida), a slika 24b prikazuje
koncentracije 4-hidroksi-2-oksobutanoata i L-homoserina. Ova simulacija predstavlja
izvodenje uspjeSne optimizirane kaskadne rekacije koja daje najvecu koncentraciju produkta
L-homoserina. U usporedbi s drugim simulacijama, ovaj postupak ponovnog dodavanja
L-alanina 1 natrijevog piruvata uz Kkontinuirani protok formaldehida daje najvecu

koncentraciju produkta L-homoserina na kraju reakcije.
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Slika 24. Simulacija kaskade s ponovnim dodavanjem L-alanina i natrijevog piruvata s
kontinuiranim protokom formaldehida (Vo = 7.8 mL, Cformaidehia = 3110 mmol dm,
Qformaldehid = 1 pL min™, Cpirwvar = 250 mmol dm™3, Craain = 700 mmol dm?
yTA 039 = 100 mg ML, pvfau 013 = 400 mg mL %, cpep = 1 mmol dm™3). L-alanin i natrijev
piruvat su ponovno dodani nakon 1.27 dana i 2.32 dana do njihovih pocetnih koncentracija od

700 mmol dm™ do 250 mmol dm,

Na slici 25 prikazana je simulacija kaskade s 4 dodatka L-alanina i natrijevog piruvata

s kontinuiranim dotokom formaldehida.
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Slika 25. Simulacija kaskade s 4 dodatka L-alanina i natrijevog piruvata s kontinuiranim
dotokom formaldehida (Vo = 7.8 mL, Crormadenida = 3110 mmol dm3, Qformaigenia = 1.5 pL min?,
Cpirvat = 300 mmol dm=3, Cralanin = 600 mmol dm= yra o¢ = 50 mg mL7?,

yfau 013 = 25 mg mL%, cpp = 1 mmol dm3).
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6. ZAKLJUCAK

U svrhu izrade ovoga rada proucavana je kaskadna reakcija koja se sastoji od dva povezana
stupnja: aldolne adicije i reduktivne aminacije — transaminacije. Natrijev piruvat i
formaldehid medusobno reagiraju te nastaje 4-hidroksi-2-oksobutanoat reakcijom aldolne
adicije. Dobiveni spoj zatim reagira s L-alaninom te nastaje L-homoserin i natrijev piruvat
reakcijom transaminacije. Ova reakcija katalizirana je genetski modificiranim liofiliziranim
cijelim stanicama mikroorganizma E. coli u kojma je u tu svrhu napravljena prekomjerna
ekspresija dva enzima potrebnih za provedbu ovih reakcija;
2-keto-3-deoksi-L-ramonat-aldolaze (YfaU 013) i transaminaze (TA 039).

Navedena reakcija predstavlja zanimljiv na¢in za sintezu L-homoserina koji nudi brojne
prednosti koje proizlaze iz primjene kaskadnih reakcija u odnosu na konvencionalnu
postepenu sintezu, biokatalizatora u odnosu na kemijske katalizatore i enzima u obliku cijelih
stanica mikroorganizma za razliku od izoliranih. L-homoserin je veoma vazan metaboli¢ki
meduprodukt za sintezu L-metionina, L-treonina i L-izoleucina te je stoga ova reakcija vrlo

vazna i zanimljiva.

Istrazivanjem kinetike procijenjeni su kineticki parametri za reakciju aldolne adicije,
retro-aldolne reakcije, transaminacije i povratne transaminacije. 1z dobivenih Vr vrijednosti

zakljugeno je da se reakcija aldolne adicije odvija najbrze (Vmi=6.379 £ 1.514 U mg™?).

Kineticki parametari aldolne adicije pokazuju veliki afinitet enzima YfaU 013 prema
supstratima natrijevom piruvatu i formaldehidu (Kmapirwvat = 95.751 £ 22.823 mmol dm,
Kmi fomaldenid = 70.963 £ 23.183 mmol dm™). Pri ve¢im koncentracijama supstrati pokazuju
inhibicijski uc¢inak na enzim. L-alanin i L-homoserin ponasaju se kao kompetitivni inhibitori
(Kiz,L-alanin = 289.440 % 77.841 mmol dm>, Ki1 L -homoserin = 83.444 + 3.825 mmol dm™).

Prema dobivenim rezultatima kinetike retro-aldolne reakcije moze se zakljuciti da ta
reakcija ne bi trebala imati znacajan utjecaj na ishod kaskadne reakcije. Rezultati mjerenja su
pokazali da enzim YfaU 013 ima nizak afinitet prema 4-hidroksi-2-oksobutanoatu
(Km2,4-hidroksi-2-oksobutanoat = 196.062 + 50.654 mmol dm=), dok natrijev piruvat djeluje kao
kompetitivni inhibitor (Kizpirwat = 49.386 % 19.532 mmol dm’®).

Kinetic¢ki parametri za reakciju transaminacije pokazuju nesto ve¢i afinitet enzima TA 039

prema L-alaninu  (Kms,L-alanin = 14.656 £+ 2.130 mmol dm?®) u odnosu na
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4-hidroksi-2-oksobutanoat (Kms, 4-hidroksi-2-oksobutanoat = 36.119 £ 3.901 mmol dm™). Natrijev
piruvat i formaldehid pokazuju kompetitivno-inhibicijski u¢inak. Formaldehid znatno inhibira
reakciju — konstanta inhibicije mu je vrlo niska (Kis formaidehia = 0.018 £ 0.001 mmol dm™).

Produkt L-homoserin nema utjecaja na reakciju transaminacije.

Rezultati mjerenja kinetike povratne transaminacije pokazaju veci afinitet natrijevog
piruvata  (Kmepirwat = 30.279 = 2.850 mmol dm3) u odnosu na L-homoserin
(Kmg,L-homoserin = 185.968 = 34.574 mmol dm™). L-alanin i 4-hidroksi-2-oksobutanoat su
kompetitivni inhibitori. Konstanta inhibicije za L-alanin ne pokazuje veliku inhibiciju
(Kig,L-alanin = 561.628 £ 115.427 mmol dm™) za razliku od 4-hidroksi-2-oksobutanoata kojemu
je konstanta inhbicije vrlo niska (Kis, a-hidroksi-2-oksobutancat = 7.595 + 0.935 mmol dm).
Zanimljivo je da se pri ve¢im koncentracijama formaldehida odvija reakcija aldolne adicije s
YfaU 013, a ne reakcija povratne transaminacije, kako i prikazuje trend Kinetike i velika

aktivnost.

Kako je pokazano da formaldehid ima negativan utjecaj na stabilnost enzima, potrebno ga
je dodavati u malim koncentracijama u reaktor. Takoder, proizvodnja L-homoserina se moze
poboljsati dodavanjem svjezih koli¢ina L-alanina i natrijevog piruvata u odredenim
vremenima reakcije. U usporedbi s drugim izvedenim simulacijama, upravo se simulacija s
ponovnim dodavanjem svjezih koli¢ina L-alanina i natrijevog piruvata uz kontinuirani protok
formaldehida pokazala kao najproduktivnija, odnosno daje najvecu koncentraciju produkta

L-homoserina na kraju reakcije.
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/. POPIS POKRATA | SIMBOLA

BnONH2-HCI O-benzilhidroksilamin hidroklorid

C molarna koncentracija [mmol dm¥]
Cbz-OSu N-benziloksikarboniloksi-sukcinimid

dc/dt promjena koncentracije u vremenu

E faktor utjecaja na okoli$ [kg otpada/kg proizvoda]
E enzim

ES enzim-supstrat medukompleks

f faktor utjecaja koenzima PLP na brzinu reakcije

FA formaldehid

y masena koncentracija [mg cm¥]

HPLC tekuc¢inska kromatografija visoke djelotvornosti

Ki konstanta inhibicije [mmol dm]

Km Michaelisova konstanta [mmol dm]

okr min'? okretaji u minuti

P povrsina ispod krivulje [-]

P produkt

PLP piridoksal fosfat

S supstrat

S.A. specifi¢na aktivnost enzima [Umg?]

T temperatura [°C]

t vrijeme [s], [min], [h] ili [d]
TA transaminaza

TFA trifluoroctena kiselina

\Y volumen [uL] ili [mL]

r brzina reakcije [mmol dm™ min]
V.A. volumna aktivnost enzima [UmL?]

Venz volumen dodanog enzima [uL]

Vm maksimalna brzina reakcije [Umg™]

YfaU 013 2-keto-3-deoksi-L-ramonat-aldolaza
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9. PRILOZI

Prilog 1. Kromatogram i bazdarni pravac za odredivanje koncentracije natrijevog piruvata
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Prilog 2. Kromatogram i bazdarni pravac za odredivanje koncentracije formaldehida
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Prilog 3. Kromatogram 1 bazdarni pravac za odredivanje koncentracije 4-hidroksi-2-

oksobutanoata
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Prilog 4. Kromatogram i bazdarni pravac za odredivanje koncentracije L-alanina
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Prilog 5. Kromatogram i bazdarni pravac za odredivanje koncentracije L-homoserina
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Prilog 6. Kromatogrami L-alanina, L-homoserina, natrijevog piruvata, formaldehida i

4-hidroksi-2-oksobutanoata analiziranin HPLC metodom opisanom u poglavlju 3.3.1.
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