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Sazetak

SAZETAK

BIOKATALITICKA SINTEZA NANOCESTICA

Biokataliticka sinteza nanocestica je proces nastanka Cestica reda veli¢ine 100nm ili manje, u
reakcijama u kojima kao katalizator sluzi enzim (biokatalizator).

U ovome radu sintetizirane su nanocestice kalcijevog karbonata (CaCO3) pomocu produkta
biokataliticke hidrolize uree uz enzim ureazu. Sinteza nanocestica provedena je u
redestiliranoj vodi pri temperaturi od T = 30°C i T = 40°C dodavanjem soli kalcijevog klorida
u otopinu u kojoj se provodi reakcija hidrolize uree uz enzim ureazu. Ispitana je kinetika
hidrolize uree uz ureazu pri temperaturi od T =30°C i T =40°C u redestiliranoj vodi te je
opisana Michealis-Menteni¢inim kinetickim modelom s uklju¢enom nekompetitivnom
inhibicijom kalcijevim ionima. Postavljen je matemati¢ki model sinteze nanocestica, te je
validiran u kotlastom reaktoru.

Sintetizirane nanocestice karakterizirane su pomocu pretraznog elektronskog mikroskopa. Na
temelju snimljenih prikaza odredene su njihove prosjecne veli¢ine.

Kljucne rije¢i: urea ,ureaza, nanocestice, modeliranje



Abstract

ABSTRACT

BIOCATALYTICAL SYNTHESIS OF NANOPARTICLES

Biocatalytic synthesis of nanoparticles is the formation of particles having one or more
dimensions of the order of 100nm or less, in the reaction in which an enzyme is used as
catalyst (biocatalyst).

In this work the synthesis of nanoparticles of calcium carbonate (CaCO3) was carried out
using the products of biocatalytic hydrolysis of urea in the presence of an enzyme urease.
Synthesis of nanoparticles was carried out in redistilled water at a temperature of T=30° C
and T =40 ° C by adding calcium chloride salt in a solution in which hydrolysis reaction of
urea with a urease enzyme was conducted. The kinetics of the hydrolysis of urea with urease
at a temperature of T=30 ° C and T =40 ° C in redistilled water is described by one-substrate
Michaelis-Menten kinetic model with non-competitive inhibition of calcium ions.
Mathematical model of the process was proposed and it was validated by the experimental
results gathered in the batch reactor.

The synthesized nanoparticles were characterized by SEM (scanning electron microscope).
Based on the pictures taken by the SEM the average size of particles was determined.

Key words: urea, urease, nanoparticles, modelling
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1.Uvod

1.UvOD

Mnoge kemijske reakcije mogu se odvijati spontano dok druge zahtijevaju katalizator kako bi
se provodile pri odredenim brzinama. Katalizatori su molekule koje smanjuju energetsku
barijeru koja je potrebna kako bi se odredena tvar pretvorila kroz kemijsku reakciju u neku
drugu. Katalizator se ne troSi niti mijenja tokom reakcije stoga bi se teorijski mogao koristit
bezbroj puta u kemijskoj reakciji, no u praksi upotreba katalizatora je ograni¢ena njegovom
stabilnoS¢u odnosno njegovom sposobnoséu odrzavanja svoje aktivne strukture konstantnom
kroz vrijeme u reakcijskim uvjetima.

Enzimi ili biokatalizatori su proteinske molekule koje su nastale evolucijom kako bi
katalizirale pri blagim okolnim uvjetima koji su potrebni u bioloskim sustavima, zato se mogu
smatrati katalizatorima koji su se prilagodili evolucijom da bi izvrSavali svoj fizioloski
zadatak o kojem ovisi sav zivot. Biokatalizatori sluze kao katalizatori za reakcije koje se
provode pri ljudski kontroliranim odnosno umjetnim uvjetima (in vitro) te zbog toga je
najveci zadatak na podrucju biokatalize prilagoditi enzime iz fizioloskog okruzenja, kako bi
mogli djelovati, na grubim industrijskim okruzenjima. Sva ta svojstva proizlaze iz
kompleksne strukture enzima kao proteina koji se sastoje od aminokiselina ¢iji broj seze od
100 do vise tisu¢a. lako enzimi nisu idealni procesni katalizatori zbog visokih cijena,
nestabilnosti izvan prirodnog okruZenja te podloznosti deaktivaciji i inhibiciji, i zbog njihove
velike selektivnosti, specifi¢nosti, stereospecifi¢nosti, netoksic¢nosti, obnovljivosti,
mogucénosti razgradnje toksicne tvari te moguénosti kataliziranja pri blagim i za okoli§
prihvatljivim uvjetima su veoma favorizirani u razli¢itim granama proizvodnje.(lllanes,2008.)

Ureaza kao enzim katalizira reakciju hidrolize uree ¢ime dolazi do oslobadanja amonijaka i
karbamata, koji se zatim spontano raspadana amonijak i karbonatnu kiselinu.(Modolo et
al.,2015.) u prisustvu kalcijevih iona sa porastom pH vrijednosti dolazi do zasi¢enja
kalcijevim karbonatom §to u krajnosti dovodi do precipitacije kalcita. (Mobley et al.,1989)

Nanocestice su Cestice koje su reda veli¢ine 100nm ili manje, zbog svojih izuzetnih svojstava
i moguénosti primjene privlace sve vise pozornosti. Postoje razli¢ite metode (kemijske,
bioloske i kombinirane) sintetiziranja razli¢itih vrsta nanocestica. lako su kemijske i fizikalne
metode sinteze zastupljenije u proizvodnji nanocestica, zbog upotrebe toksi¢nih kemikalija
ogranicena je njihova upotreba u podrucju biomedicine. Zbog tih ograni¢enja razvoj
netoksi¢nih, pouzdanih i ekoloski prihvatljivih metoda za sintezu nanocestica je vrlo vazno
kako bi se omogucila veca biokemijska primjena. Jedan od nacina priblizavanju ovome cilju
je koristenje mikroorganizama kao izvora enzima za sintezu nanocestica. Nanocestice
proizvedene biogenim enzimatskim procesima su neizmjerno bolje od onih proizvedenih
kemijskim metodama. Jedan od razloga koji podupiru biogenu sintezu nanocestica je to da se
ona provodi u uvjetima u kojima obitavaju mikroorganizmi sa blago variraju¢im uvjetima kao
$to su temperatura, pH i tlak. Cestice nastale ovakvim procesima imaju veéu reaktivnost,
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specifi¢nu povrsinu i poboljsani kontakt izmedu enzima i metalne soli. Sinteza se provodi
tako da mikroorganizmi uzimaju ione iz okoline i reduciraju ih u elementarne metale uz
pomo¢ enzima.( Li et al.,2011)

Kalcij karbonat (CaCO3) je poznat kao najraSireniji kalcijev spoj u prirodi, prisutan kroz Citav
niz razli¢itih organizama od mikroba pa sve do kraljeznjaka. Klacit, aragonit i vaterit su
najcesce kristalne strukture koje se javljaju u zivim organizmima i dio su raznolikih i vaznih
bioloskih funkcija.(Anderson et al.,1992)
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2. OPCI DIO

2.1. BIOKATALIZATORI

Mnoge kemijske reakcije mogu se odvijati spontano dok druge zahtijevaju katalizator kako bi
se provodile pri odredenim brzinama. Katalizatori su molekule koje smanjuju energetsku
barijeru koja je potrebna kako bi se odredena tvar pretvorila kroz kemijsku reakciju u neku
drugu. Sa stajalista termodinamike veli¢ine navedene energetske barijere se moze izraziti kao
promjena slobodne energije kao Sto je prikazano na slici 2.1. Smanjenje energetske barijere
katalizatori postizu stvaranjem aktiviranog kompleksa iz kojeg nastaje konacni produkt i
oslobada se nepromijenjeni katalizator. Katalizator se ne tro$i niti mijenja tokom reakcije
stoga bi se teoretski mogao koristit neograni¢en broj puta u kemijskoj reakciji, no u praksi
Upotreba katalizatora je ograni¢ena njegovom stabilnos¢u odnosno njegovom sposobnoséu
odrzavanja svoje aktivne strukture konstantnom kroz vrijeme u reakcijskim uvjetima. (lllanes,

2008.)

SLOBODNA ENERGIJA

A | PRIELAZNO |
- STANIE _ _ _ -
| I
Katalizirana | |
reakcija [ T
| I
| |
| |
| B
| | I
Nekatalizirana : : Ea |
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| ’
\ Ea
|
| I
| |
| |
| I
T |
REAKTANTI | | r
| I
| : 1
|
| | AG
| |
| | |
| |
l | L
| T
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| |
: ; =

REAKCIISKI PUT

Slika 2.1. Mehanizam katalize. Ea i Ea' su energije aktivacije reakcije bez i sa katalizatorom.

AG je promjena slobodne energije reakcije
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2.1.1. Enzimi i njihova svojstva

Enzimi ili biokatalizatori su proteinske molekule koje su nastale evolucijom kako bi
katalizirale reakcije pri blagim okolnim uvjetima koji su potrebni u bioloskim sustavima.
Mozemo pretpostaviti kako svaka ve¢ opisana kemijska reakcija ima i svoj komplementarni
enzim kojim ju je moguce katalizirati. Biokatalizatorima nazivamo enzime koji sluze kao
katalizatori za reakcije koje se provode pri kontroliranim odnosno definiranim uvjetima (in
vitro). Stoga je najveci zadatak na podrucju biokatalize prilagoditi enzime iz fizioloskog
okruzenja, kako bi mogli djelovati, na grubim industrijskim okruzenjima. Enzimi pokazuju
znacajno razlicita svojstva u usporedbi sa kemijskim katalizatorima.

Enzimi su kompleksne prirode i samim time imaju veoma labilnu strukturu i njihova
proizvodnja je skupa §to je jedan od razloga njihovog ograni¢enog koristenja u usporedbi s
kemijskim katalizatorima. Zbog te kompleksne strukture proteina koji se sastoji od 100 pa do
vise tisu¢a aminokiselina enizmi pokazuju visoku selektivnost i aktivnost u blagim okolnim
uvjetima varirajucih vrijednosti pH, temperature 1 tlaka.

Kataliti¢ki proces na enzimima se provodi na malom dijeli¢u enzima nazvan aktivnim
dijelom, koji je sacinjen najceS¢e od malog broja aminokiselina dok je ostatak proteina u ulozi
nosioca. Supstrat je vezan na enzim na aktivnom mjestu na kojem se provodi izmjena
elektrona u vezama §to dovodi do stvaranja produkta i na kraju oslobadanja istog ¢ime je
enzim slobodan da nastavi daljnji ciklus kataliziranja reakcije.

Emil Fischer je 1894. predlozio model kljuca i brave koji bi opisivao aktivni dio enzima kao
geometrijski specifican oblik koji je komplementaran onome supstrata. lako je model kljuca i
brave potvrden sa ponekim dokazima, model nije zadovoljavajué¢i kao dokaz za mnoge
biokataliticke reakcije. Kasnije je predloZena teorija induciranog prianjanja prema kojoj
supstrat inducira promjenu u konformaciji enzima kako bi kataliti¢ke skupine mogle
sudjelovati u daljnjim slijednim reakcijama.

Mnogi, ali ne i svi enzimi zahtijevaju male molekule kako bi mogli katalizirati reakciju. Te
molekule se nazivaju koenzimi ili kofaktori. Koenzimi su male organske molekule koje
definira mala molekulska masa i veZu se reverzibilno na enzim i nisu dio njegove strukture.
Koenzimi sudjeluju u reakciji i zbog svoje stehiometrijske prirode se nazivaju i kosupstrati.
Oni su najcescée kao intermedijarni nosaci elektrona, specifi¢nih atoma ili funkcionalnih
skupina koje se prenose tokom reakcije. Kofaktorima se nazivaju metalni ioni koji se vezu
reverzibilno na enzima i u vecini slu¢ajeva nisu kemijski promjenjeni nakon reakcije, vezani
su jakim vezama uz strukturu enzima §to omogucava njihovu stabilnost 1 nemoguénost
disocijacije tokom reakcije.

S obzirom na konezime i kofaktore enzimi se mogu podijeliti na:

a) one kojima nije potreban koenzim ili kofaktor kako bi katalizirali reakciju
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b) one koji zahtijevaju koenzim ili kofaktor koji ostaje ¢vrsto vezan na molekulu enzima i kao
takav ostaje ne promjenjen tokom reakcije

c) one koji zahtijevaju koenzim ili kofaktor koji se tokom kemijske reakcije disocira i
mijenja, te koji ima stehiometrijsku prirodu (kosubstrat)

Aktivnost enzima je njegova sposobnost da katalizira reakciju i ona se temelji na njegovoj
molekularnoj strukturi. Ako enzim ima odredenu strukturu aktivnog mjesta kojeg sacinjavaju
aminokiseline rasporedene u prostoru on ¢e katalizirati reakciju kojoj pogoduje taj raspored
aminokiselina. Jedan od klju¢nih svojstava uz aktivnost je i stabilnost enzima. Ona je
odredena stabilnos¢u odredenih dijelova strukture enzima najéesée na povrsini enzima koji su
skloni lokalni promjenama u strukturi. Ti dijelovi povrSine se nazivaju slabe tocke, te je zbog
toga sama povrsina enzima bitna za njegovu stabilnost. Promjena u uvjetima okoline tj.
temperature, pH ili otapala, prisutnost razlicitih supstanci, teSkih metala itd. utje¢u na
stabilnost enzima, te na taj na¢in i na njegovu aktivnost. Selektivnost je jedno od tri najbitnijih
svojstava enzima. Zbog svojeg usmjerenju u prostoru i strukturi enzimi su jako selektivni
katalizatori. Konfiguracija aktivnog mjesta osigurava nastajanje odredenog produkta kemijske
reakcije. (Illanes, 2008.)

2.1.2. Podjela enzima

Enzimi se razvrstavaju prema uputama Nomenclature Committee of the International Union
of Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB) u Sest skupina prema vrsti reakcije koju
kataliziraju:

1. Oksidoreduktaze - enzimi koji kataliziraju oksidacijsko/redukcijske reakcije u kojima
dolazi do prijenosa elektrona, vodikovih ili Kisikovih atoma. Postoje 22 podskupine
oksidoreduktaza. Dio su centralnog metabolizma stanice, zahtjevaju prisustvo koenzima i
isklju€ivo su unutarstani¢ni katalizatori.

2. Transferaze - enzimi koji kataliziraju reakcije u kojima dolazi do prijenosa funkcionalne
skupine od donora do akceptora. Postoji 9 podskupina transferaza. Transferaze su isklju¢ivo
unutarstani¢ni enzimi i zahtijevaju prisustvo koenzima.

3. Hidrolaze — enzimi koji kataliziraju reakcije hidrolize, odnosno sudjeluju u reakcijama
cijepanja veze dodavanjem molekula vode. Postoje 12 podskupina hidrolaza. Veéina
tehnoloski bitnih enzima su iz ove skupine. Uglavnom ne zahtijevaju prisustvo koenzima,a
velika vecina je vanstani¢na i dovoljno robusna da bi mogle provoditi reakcije pri definiranim
reakcijskim uvjetima.

4. Liaze — enzimi koji sudjeluju u reakcijama u kojima se dodaju i oduzimaju skupine u svrhu
stvaranja dvostruke veze. Postoje 7 podskupina liaza vecina liaza zahtijevaju prisustvo
koenzima te su vanstani¢ni enzimi.

5. Izomeraze — enzimi koji kataliziraju reakcije promjene supstrata u njegov izomer. Postoji 6
podskupina izomeraza u koji se razvrstavaju prema izomeru koji nastaje. Mali broj izomeraza

5
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se iskoristava tehnoloski, neke zahtijevaju prisustvo kofaktora, ali ne i organske koenzime,
vedina ih je unutarstani¢no.

6. Ligaze — enzimi koji kataliziraju reakcije vezanja dva supstrata na teret hidrolize ATP-a.
Postoji 6 podskupina ligaza. Ligaze su isklju¢ivo unutarstani¢ni kompleksni enzimi. (Illanes,

2008.)

2.1.3. Prednosti i nedostatci biokatalize

Enzimi kao katalizatori su veoma favorizirani u danasnjoj industriji i istrazivanjima.
Kataliziraju reakcije pri blagim uvjetima pH,temperature i tlaka $to omogucava manje
troskove zbog ekoloske prihvatljivosti i netoksi¢nosti, Sto je velika prednost kod proizvodnje
kozmetike i hrane. Od 6 skupina enzima samo hidrolaze imaju tehnoloS§ku vaznost zbog svoje
robusnosti i moguénosti vanstani¢nog djelovanja te zbog kataliziranja reakcija sa definiranim
okoli$nim uvjetima. Zbog svoje kompleksnosti enzimi su veoma selektivni,ali zbog te
¢injenice su i vrlo nestabilno u tezim uvjetima i njihova proizvodnja je izrazito skupa. Zbog te
¢injenice Cesto genetskim modificiranjem pokusavaju ugraditi u ekstremofilne
mikroorganizme geni za stvaranje enzima koji bi mogli opstati u teZim uvjetima od okoli$nih.
Enzimi nisu savrSeni Katalizatori ali zbog svoje visoke aktivnosti i selektivnosti u blagim
okoli$nim uvjetima su favorizirani u razli¢itim granama proizvodnje.(lllanes, 2008.)

2.1.4. Ureaza

Ureaza je klju¢ni enzim za kruZenje dusika u prirodi, pojavljuje seu biljkama,gljivama 1
bakterijama. Ureaza kao hidrolaza katalizira hidrolizu uree do amonijaka i karbamata
(2.1),koji se zatim spontano raspada na amonijak i uglji¢ni dioksid (2.2)

NH, —CO—NH, +H,0 — NH, + NH, —~CO —OH (2.1)
NH, —CO—OH +H,0 — NH, + H,CO, (2.2)

Nakon otkric¢a ureaze u biljkama (lat. Canvalia ensiformis) pocelo je isrcpno istrazivanje
ureaze §to je i dovelo do njenog kristaliziranja i dokazivanja kako su niklovi ioni (Ni%)
kofaktori u procesima katalize. Prvi ju je kristalizirao kemicar James B. Sumner 1925. godine,
za $to je nekoliko godina kasnije dobio i Nobelovu nagradu.( Modolo et al., 2015.)

Usporedivanjem enzima ureaze dobivenih iz razli€itih izvora utvrdeno je da imaju razlicite
strukture, no dokazano je da je jedina razlika u strukturi proteina dok je osnovna struktura i
kataliticki mehanizam isti. Uvijek se koristi isto aktivno mjesto koje sadrzi dva niklova (Ni2+)
iona. Ureaza se koristi u agronomiji medicini, analiti¢kim uredajima, sintezi nanocestica
itd.(Mobley et al., 1989.)
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2.2. NANOCESTICE

Japanski znanstvenik Norio Taniguchi je prvi predstavio nanotehnologiju koja je kroz vrijeme
postala bitan dio raznih podrucja kao §to su elektronika, materijalne znanosti i biotehnologija.
Od raznih oblika i vrsta nanocestica metalne nanocestice imaju najvecu primjenu zbog svojeg
velikog omjera povrsine i volumena. Promjena veli¢ine Cestice izrazito utjece na fizikalna i
kemijska svojstva Cestice. U posljednje vrijeme primjena nanocestica se je povecala u
razli¢itim granama kako znanosti i industriji zbog njihove mogu¢nosti primjene u razlic¢itim
procesima. Elektri¢na, kemijska i fizikalna svojstva nanocestica se mijenjaju kako se mijenja i
njihova veli¢ina u rasponu od 1 do 100nm (Khodashenas & Ghorbani, 2014.)

2.2.1. Sinteza i svojstva nanocestica

Nanodestice se mogu sintetizirati koristenjem kemijskih, fizickih, bioloskih metoda ili
njihovom kombinacijom. lako su kemijske i fizikalne metode sinteze zastupljenije u
proizvodnji nanocestica, zbog upotrebe toksi¢nih kemikalija ograni¢ena je njihova upotreba u
podrucju biomedicine. Zbog tih ograni¢enja razvoj netoksi¢nih, pouzdanih i ekoloski
prihvatljivih metoda za sintezu nanocestica je vrlo vazan kako bi se omogucila veca primjena
nanocestica. Jedan od nacina priblizavanju ovome cilju je koriStenje mikroorganizama kao
izvora nanocCestica. Nanocestice proizvedene enzimatskim procesima su bolje od onih
proizvedenih kemijskim metodama. Jedan od razloga koji podupiru biogenu sintezu
nanocestica je to da se ona provodi u uvjetima u kojima obitavaju mikroorganizmi pri blagim
uvjetima temperature, pH i tlaka. ( Li et al.,2011)

Ekoloski prihvatljiva nanotehnologija koristeci Zivuée organizme biomasu biljaka ili njihov
ekstrakt je uzeta u obzir kao alternativa konvencionalnim metodama kemijske i fizikalne
sinteze nanocestica. Upotreba biljaka u procesima sinteze nanocestica mogla bi biti jos
naprednija od kori$tenja mikroorganizama jer ne zahtjeva opsezne procese kao $to zahtijevaju
biomolekule poput proteina, fenola i flavonoida. Posljednjih nekoliko godina nekoliko vrsta
biljaka je uspjesno koriSteno za efikasnu 1 brzu vanstani¢nu sintezu nanocestica zlata 1 srebra.(
Ul Islam et al., 2015)

Iako kemijske metode sinteze imaju moguénosti proizvodnje velikih koli¢ina Cestica
odredenih veli¢ina 1 oblika u kratkom vremenu smatraju se zaostalima, skupima i
neefikasnima te proizvode toksi¢ni otpad koji je Stetan kako za okolis tako i za ljudsko
zdravlje. Sa upotrebom biokataliti¢ke sinteze u procesima izbjegava se upotreba skupih
kemikalija 1 manji su energetski troskovi samoga procesa..

Sinteza nanocestica se provodi tako da mikroorganizmi uzimaju metalne ione iz okoline te ih
uz pomo¢ enzima reduciraju do elementarnog metala. Takva sinteza se moze podijeliti u
vanstani¢nu 1 unutarstani¢nu s obzirom gdje se provodi. Razli¢iti mikroorganizmi imaju
razli¢ite mehanizme sinteze nanocestica. Mehanizam vanstanicne sinteze se temelji na
vezanju metalnih iona na povrsini stanice i reduciranja istih uz prisustvo enzima dok
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unutarstani¢na sinteza se temelji na difuziji metalnih iona u samu Cesticu te zatim dolazi do
redukcije iona uz pomo¢ enzima.

Poznato je kako je biokataliti¢ka sinteza vrlo spor proces u usporedbi sa kemijskom ili
fizikalnom sintezom nanocestica, smanjenjem te razlike pogodovalo bi se daljnjoj upotrebi
biokatali¢ke sinteze. Velicina i raspodjela veli¢ina nanocestica su dva najbitnija svojstva kod
ocjenjivanja efikasnosti sinteze, te je zbog toga kontrola tih svojstava prilikom sinteze od
velike vaznosti. Jo$ jedan od svojstava nanocestica koje su nastale biogenim putem, koji bi se
trebao ispitati daljnjim istrazivanjima je stabilnost jer je pokazano kako se nanocestice nastale
biogenim putem mogu razgraditi nakon nekog vremena. (Li et al.,2011)

2.2.3. Podjela i vrste nanocestica

Nanocestice se mogu podijeliti u 4 vece skupine: metalne nanocestice, nanocestice oksida,
sulfidne nanocestice i ostale nanocestice

a) Nanocestice metala — elementarne nanocestice metala, najpoznatije su nanocestice zlata (
poznate jo$ iz doba starog Rima gdje su bile upotrebljavane u pozlaé¢ivanju dekorativnog
stakla te u upotrebi kao ljekovito sredstvo), nanocestice srebra ( pokazuju veliko animikrobno
djelovanje protiv gram pozitivnih 1 gram negativnih bakterija ukljcujuci visokootporne
Stapicaste bakterije), Cestice razli€itih legura ( sve veéa paznja se daje nanocesticama legura
zbog primjene u katalitickim procesima, elektrotehnici moguénost primjene kao opticki
materijala i kao obloga) i nanocCestice ostalih metala ( nanocestice razli¢itih metala, teski
metali se mogu sintetizirati u mikrorganizmima iako su §tetni za njih. Jedne od bitnijih
nanocestica izove grupe su nanocestice platine koje se sintetiziraju pomocu bakterije lat.
Shewanella algae).

b) Nanocestice oksida — mogu se podijeliti prema tome da li imaju dipolni moment ili nemaju.
Nemagneti¢ni oksidi koji su istrazivani su TiOy, Sb,03, SiO,, BaTiO3 i ZrO,. Nanocestice sa
magnetnim svojstvima su nedavno razvijen materijal koji zbog svoje mikrokonfiguracije i
svojstava kao §to je super paramagneti¢nost i velike privla¢ne sile imaju sve vecu primjenu u
procesima bioloSke separacije i biomedicine

¢) Sulfidne nanocesitce — Nanocestice koje privlace podosta paznje zbog moguénosti primjene
kao flourescentni biomarkeri 1 oznacivaci stanica zbog njihovih interesantnih elektronskih 1
optickih svojstava.

d) Ostale nanocestice - raznovrsne nanocestice sintetizirane u bioloskim sistemima, neke od
njih su PbCO3, CdCO3, SrCO3, PHB, Zn3(PO,), i CdS.

Dispergirane nanocestice se koriste u podrucju nanobiomedicine kao flourescentni markeri,
dostavljaci lijekova 1 gena, u biodetekciji patogena, inzenjerstvu tkiva, unistavanju tumora
zagrijavanje (hipotermija), fagokineticka istrazivanja. (Li et al.,2011)
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2.2.4. Kalcijev karbonat CaCOg3

Kalcij karbonat (CaCO3) je poznat kao najraireniji kalcijev spoj u prirodi, prisutan kroz ¢itav
niz razli¢itih organizama od mikroba pa sve do kraljeznjaka. Kalcit, aragonit i vaterit su
najcesce kristalne strukture koje se javljaju u zivim organizmima i dio su raznolikih i vaznih
bioloskih funkcija.(Anderson et al.,1992)

Zbog svojih povoljnih svojstava kalcij karbonat ima Siroku primjenu u mnogim granama
industrije ( gradevinarstvo, kiparstvo, kemijska industrija, proizvodnja papira i plastike,
industrija boja i lakova, farmacija). Kalcij karbonat stvoren u zivom organizmu spada pod
biominerale. Biominerali su isto §to i minerali samo su proizvedeni od strane zivih
organizama u njihovim stanicama ili izmedu, na povrsini tijela ili izmedu tkiva.

Kao jedan od najrasprostranjenijih biominerala kalcij karbonat je produkt mnogih
mikroorganizama kako unutarstani¢no tako i1 vanstani¢no. Kao takav ima puno kompleksnija
morfoloska, mehanicka i fizikalno-kemijska svojstva i sofisticiraniji dizajn od nebiogenog
minerala zbog toga §to se proces sinteze provodi pri blagim okolnim uvjetima. (Sondi &

Salopek-Sondi,2005)

2.3. KINETIKA ENZIMSKI KATALIZIRANIH REAKCIJA

Proucavanje kinetike enzimski kataliziranih reakcija je bitno zbog toga $to omogucava razvoj
molekularnih modela enzimskih reakcija i zbog tehnoloskih razloga jer dopusta kreiranje
kineti¢kih modela za dizajniranje i ocjenjivanje rada reaktora. Kinetika enzimski katalizirane
reakcije je kvantitativna analiza svih faktora koji utjecu na kataliti¢ki potencijal
enzima.(lllanes,2008)

2.3.1. Kineti¢ki model — Michaelis - Menteni¢ina kinetika

1913. godine Michaelis i Menten su predlozili prvu hipotezu enzimatske katalize temeljenu na
dva koraka. U prvom koraku supstrat se veze na aktivno mjesto na enzimu, a u drugom
koraku dolazi do kemijske pretvorbe supstrata u produkt te oslobadanja konacnog
produkta.(lllanes,2008.) Ovom jednadzbom se odreduje brzina kemijske reakcije katalizirane
otopljenim enzimom. Izvodi se iz Briggs-Haldane mehanizma za jednostavnu enzimatsku
reakciju koja je sli¢na onoj za kemijsku heterogenu kataliticku reakciju.(Dunn et al.,1992.)

Enzim E spaja se sa supstratom S ¢ime nastaje kompleks ES, koji moze disocirati na enzim E
1 supstrat S (reverzibilna reakcija) ili se moze prevesti u produkt P i enzim E.

ky
S+E: ES
ko
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k

B — > Pp+E

Prema Michealis-Menteni¢inom modelu brzina reakcije odnosno potro$nje supstrat (rs) se
odreduje prema izrazu (2.3). Izraz se temelji na pretpostavci da je koncentracija supstrata na
dovoljno visokoj razini i da se ne mijenja u vremenu ukojem se eksperimentalno odreduje
pocetna brzina reakcije (Cs~Csp).

_ Vm .CS

K3+ (23)

Is

U danom izrazu rs je brzina potrosnje supstrata [mmol dm™ min™], cs koncentracija supstrata
[mmol dm™], V,, predstavlja maksimalnu brzinu reakcije [mmol dm™ min™], a K> Michaelis
— Menteniinu konstantu [mmol dm™].

Parametar Vy, ovisi 0 koncentraciji enzima (Eo), a K> ovisi 0 konstantama brzina reakcije (k,
ko, k3) prema izrazima (2.4) i (2.5).

V. =k, -E, (2.4)
ks = Keths (2.5)
K,

Jednosupstratne enzimske reakcije, koje slijede Michaelis — Menteni¢inu kinetiku opisane su
karakteristiénom hiperbolom, odnosno hiperbolicnom ovisnosti brzine reakcije o koncentraciji

supstrata (Slika 2.3).

podrugcje kinetike nultog reda

podrucje Michaelis-Menten kinetike

v 2

rs [mmol dm® min'l]

podrugje kinetike prvog reda

cs [mmol dm®]

10
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Slika 2.2. Ovisnost reakcijske brzine o pocetnoj koncentraciji supstrata kod Michaelis —
Mentenicine Kinetike

Na slici su tri karakteristicna podrucja kinetike reakcije: podrucje kinetike prvog reda,
podrucje Michaelis — Menteni¢ine kinetike 1 podrucje kinetike nultog reda.

Pri vrlo niskim koncentracijama supstrata, ovisnost reakcijske brzine, rs o koncentraciji
supstrata, cs pokazuje linearnu ovisnost. Podru¢je niskih koncentracija supstrata (Cs» Kr?] ) se
moze aproksimirati kinetikom reakcije prvog reda, a podrucje visokih koncentracija supstrata
(cs» K,?] ) se moze aproksimirati kinetikom reakcije nultog reda.

2.4. REAKTORI ZA PROVEDBU BIOTRANSFORMACIJA

Bioreaktor je isto $to i kemijski reaktor, odnosno procesni aparat u kojem se provodi kemijska
reakciju sa ciljem dobivanja produkta, no u bioreaktorima se provode reakcije uz pomoé
enzima odnosno biokataliticke reakcije. Osnovni tipovi kemijskih reaktora su: kotlasti (Sarzni,
s punilom), proto¢no-kotlasti i cijevni. Jo$ ih se moze podijeliti na na¢in rada odnosno na
zatvorene (KR) i otvorene (PKR i CR) sustave. Mogu i biti stacionarni ili nestacionarni. (
[llanes & Altamirano ,2008)

2.4.1. Kotlasti reaktor

U ovom radu kori$ten je kotlasti (Sarzni, batch) reaktor s mijeSanjem (Slika 2.3). To je
zatvoreni sustav u kojem za vrijeme reakcije ne dolazi do izmjene tvari s okolinom. Sastav
reakcijske smjese je, uz pretpostavku idealnog mijeSanja, u svakoj tocki isti, tj. reakcijska
smjesa je homogena. U kotlastom reaktoru sve veli¢ine stanja — sastav reakcijske smjese,
brzina kemijske reakcije i koliina oslobodene ili utroSene topline, ovise o vremenu te
mozemo re¢i da on uvijek radi u nestacionarnom stanju. Jedino se temperatura u reaktoru ne
mijenja s viemenom jer se pretpostavlja izotermni rad. Takoder se pretpostavlja da je
volumen reakcijske smjese stalan i nezavisan o vremenu, tj. da nema promjene gustoce.
(Gomzi, 1998.)

Osnovni element ¢ini mijesalica kojom se postize dobra izmijeSanost reakcijske smjese te se
poboljsava prijenos topline kroz reakcijski medij i stijenke uredaja. Osnovna stijenka reaktora
obavijena je plasStem koji ima funkciju izmjenjivaca topline. U reaktoru se ostvaruje priblizno
idealno mijeSanje pa su vrijednosti svih parametara priblizno iste u bilo kojoj tocki
reaktorskog prostora. (lllanes & Altamirano,2008)

11
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- 1 Qr,i(t)
ra = f(t) V=Kkonst. ”
Qr,u (t) T=konst

Slika 2.3 Shematski prikaz kotlastog reaktora

Za postavljanje bilance mnozine tvari i topline kao matematickog modela reaktora potrebno je
pretpostaviti ideale uvjete

U jednadzbi 2.6. prikazana je bilanca tvari za kotlasti reaktor

d
% =1, %V (2.6.)

ra je brzina nastajanja komponente A [mmol dm™ min™ ],V volumen reakcijske smjese
[dm?], na mnoZzina komponente A[mmol] it vrijeme [min].

Ako je na= V*caonda dobivamo izraz 2.7.

d(Vx*cp)
AWrca) dtCA =r,*xV (2.7)

I na kraju posto je volumen u kotlastom reaktoru konstantan vrijedi izraz 2.8.

dCA _
& A (2.8.)
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. APARATURA

3.1.1. Spektrofotometar

Spektrofotometar (Slika 3.1.) je mjerni uredaj kojim se mjeri koli¢ina svijetla koju apsorbira
uzorak. Apsorpcija svjetlosti kroz otopine matematicki se opisuje Beer — Lambertovim
zakonom danim izrazom (3.1) pri cemu ABS predstavlja apsorbanciju na odredenoj valnoj
duljini svjetlosti, ¢ molarni apsorpcijski koeficijent [L mol™ cm™], svojstven svakoj
molekulskoj vrsti i ovisan o valnoj duljini svjetlosti, b duljinu puta svjetlosti kroz uzorak
[cm], a ¢ koncentraciju tvari u otopini [mol L™].

ABS =¢-b-c (3.1)

U ovom radu, spektrofotometar je koristen za mjerenje koncentracije amonijevih iona
Willisovom metodom. (Willis et al., 1996.)

Slika 3.1. Spektrofotometar

3.1.2. Kotlasti reaktor

U ovom radu kotlasti reaktor koristen je za mjerenje kinetike te za dobivanje nanocestica.
Eksperimenti su provedeni u staklenim kotlastim reaktorima volumena V (reaktor) =5 mL.
Stalna temperatura u reaktoru ostvarena je njegovim drzanjem u posudi s dvostrukom
stijenkom kroz koju je protjecala voda iz termostata temperature T = 30°C, odnosno T = 40°C
dok je mijeSanje vrSeno pomoc¢u magnetske mijesalice (Slika 3.2.) sa svthom mjerenja
kinetike. Termostatirana tresilica ( Slika 3.3.) koriStena je za dobivanje nanocestica.

13
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fehtnica

Slika 3.3. Termostatirana tresilica

3.1.3. Centrifuga

Centrifuga Hettich Universal 320R (Slika 3.4.) koriStena je pri pripremi uzoraka za njihovo
suSenje, odnosno daljnju analizu na pretraznom elektronskom mikroskopu. Uzorci su
centrifugirani na 4.500 okr/min u trajanju od t = 5 min nakon ¢ega su isprani s redestiliranom
vodom i ponovno centrifugirani na isti na¢in (postupak ispiranja ponovljen je dva put

14
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Slika 3.4. Centrifuga Hettich Universal 320R

3.1.4.Atomski apsorpcijski spektrometar

Atomski apsorpcijski spektrometar, AAS Shimadzu AA — 6300 (Slika 3.5.) je uredaj za
kvantitativnu analizu, tj. odredivanje pojedinih metala u otopini. Oslobadanjem
elektromagnetskog zracenja na valnim duljinama 4 = 190 — 860 nm u spektru ultraljubic¢astog
i vidljivog zracenja mjeri koli¢inu apsorbiranog zracenja kojeg je apsorbirao sloj slobodnih
atoma u nepobudenom stanju. Slobodni atomi tvore tzv. atomsku paru. Za atomiziranje
uzorka najcesce se koristi plamen, iako su u upotrebi i druge metode, npr. grafitna pec. lzvor
zracenja je Suplja katoda koja daje linijski spektar elementa od kojega je nacinjena povrSina
elektrode. Atomi metala u katodi pobuduju se visokim naponom te emitiraju svjetlost to¢no
odredenog spektra. Prolaskom elektromagnetskog zracenja karakteristicnog za prijelaze
elektrona u vanjskim atomskim orbitalama nekog elementa, kroz atomsku paru, dio zratenja
odredenih frekvencija se apsorbira, §to daje prepoznatljiv spektar tog elementa. Elektroni
analiziranog metala mogu se pobuditi apsorbiranjem samo to¢no odredenih kvanata energije
karakteristi¢nih za pojedine elektronske prijelaze. Koli¢ina energije koja ulazi u plamen je
poznata, a na izlasku se biljezi pomocu detektora te se na temelju toga moze izracunati koliko
se elektronskih prijelaza dogodilo pri prolasku kroz analizirani uzorak, tj. kolika je
koncentracija analiziranog metala. U ovom radu atomski apsorpcijski spektrometar koristen je
za odredivanje koncentracije kalcijevih iona

15
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Slika 3.5. Atomski apsorpcijski spektrometar Shimadzu AA — 6300

3.1.5. Liofilizator

Liofilizator LABCONCO Free Zone (Slika 3.6.) koriSten je za suSenje uzoraka, odnosno
njihovu pripremu za analizu na pretraznom elektronskom mikroskopu. Tijekom susenja na
liofilizatoru, uzorak prolazi kroz dvije faze; fazu primarnog i fazu sekundarnog suSenja.
Primarno je suSenje iz zamrznutog stanja (od -15°C do -70°C) tijekom kojeg se u pripravak
dovodi toplina i tijekom njega se iz uzorka izdvaja tzv. slobodna voda. Sekundarno susenje je
suSenje iz ,,tekuéeg™ stanja i njime se uklanja tzv. vezana voda.

16
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Slika 3.6. Liofilizator LABCONCO Free Zone

3.1.6. Pretrazni elektronski mikroskop

Pretrazni elektronski mikroskop, SEM Tescan Vega III Easyprobe (Slika 3.7) omogucava
istrazivanje mikrostruktura uvec¢anjem i do 100.000 puta, a radi na nac¢in da se na uzorak
usmjeri pomic¢ni snop elektrona ¢ijim pomicanjem se pretraZzuje povrSina uzorka. Pri tome
moze do¢i do rasprsivanja elektrona na uzorku ili stvaranja tzv. sekundarnih elektrona koji se
emitiraju s povrSine uzorka. Takvi rasprSeni i1 sekundarni elektroni se potom sakupljaju i
detektiraju pomocu posebnog elektroni¢kog uredaja. Kako snop elektrona prelazi preko
uzorka, na ekranu se stvara slika predmeta sastavljena od mnostva to¢aka. Sto veéi broj
elektrona uredaj detektira, tocke su, tj. slika je svjetlija. U ovom radu, SEM je koriSten za
analizu, odnosno karakterizaciju dobivenih nanocestica.

Slika 3.7. Pretrazni elektronski mikroskop SEM Tescan Vega Il Easyprobe
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3.2. ANALITICKE METODE

3.2.1. Odredivanje koncentracije amonijevih iona

Spektrofotometrom je odredena koncentracija amonijevih iona Willisovom metodom.Uz to
Sto je metoda vrlo jednostavna i jako pouzdana ona je i ekoloski prihvatljiva zbog koriStenja
alternativnog kolorimetrijskog reagensa. To¢nost metode potvrdena je na dva nacina;
analiziraju¢i uzorke odredenog supstrata prema trima standardima americkog Nacionalnog
ureda za standarde (NBS; engl. National Bureau of Standards) i usporedujuci rezultate s
NBS dopustenom vrijednos¢u ili analizirajuc¢i uzorke odredenog supstrata te usporedbom
dobivenih rezultata s onima dobivenim pomocu dvije druge kolorimetrijske metode. (Willis et
al., 1996.)

Za Willisovu metodu potrebno je pripremiti reagens koji se sastoji od otopine natrijeva
salicilata, fosfata i nitroprusida, otopine hipoklorita te standarda odnosno otopine amonijeva
klorida koja sluzi kao standard. Otopina reagensa pripremljena je otapanjem 32,0 g natrijeva
salicilata bezvodnog (CsH4(OH)COONa), 40,0 g natrijeva fosfata tribazi¢nog dodekahidrata
(NasgPO4-12 H,0) i 0,5 g natrijeva nitroprusida (Naz[Fe(NO)(CN)s]) u 1.000 mL redestilirane
vode. Otopina hipoklorita pripremljena je razrjedivanjem 13,9 mL izbjeljiva¢a Domestos koji
sadrzi ~ 4,8% natrijeva hipoklorita, u 250 mL vode. Otopina amonijevog klorida (NH4CI)
temeljne koncentracije ¢ (NH4CI, t.0.) = 10 mM pripremljena je otapanjem 5,3 mg NH,Cl u
10 mL redestilirane vode. Za izradu bazdarnog dijagrama, pripremljene su otopine NH4Cl u
rasponu koncentracija od 0 — 2,0 mM.

Pripremanje uzoraka za odredivanje apsorbancije odnosno koncentracije amonijevih iona na
spektrofotometru se provodi se dodavanjem 50 uL otopine NH4Cl1 odredene koncentracije,
zatim je dodano dodano po 1.000 pL pripremljenog reagensa i 250 pL otopine hipoklorita te
je sve dobro homogenizirano (mijeSanjem). U trenutku dodavanja otopine hipoklorita
zapocCeto je mjerenje vremena te su uzorci inkubirani 15 minuta, nakon inkubacije
spektrofotometrom je izmjerena apsorbancija uzoraka na A = 685 nm. Dobiveni rezultati daju
bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije o koncentraciji amonijevog klorida Slika 3.8.
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Slika 3.8. Bazdarni dijagram za odredivanje amonijevih iona (¢ (NH4CI) = 0 — 2,0 mM,
T =30°C; 2 =685 nm)

3.2.2. Odredivanje koncentracije kalcijevih iona

Atomskom apsorpcijskom spektrofotometrijom je odredena koncentracija kalcijevih iona, u
spektrofotometru kao izvor zraenja na A =422,67 nm kori$tena je kalcijeva lampa.
Otapanjem 366,9 mg CaCl, u 100 ml redestilirane vode pripremljena je temeljna otopina
kalcijeva klorida koncentracije ¢ (CaCl,, t.0.) = 25 mM. Za dobivanje bazdarnog dijagrama
pripremljene su otopine CaCl, u rasponu koncentracija od 0,02 — 0,25 mM.

Rezultat odredivanja kalcijevih iona u ovako pripremljenim otopinama pomocu AAS-a je
bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije o koncentraciji kalcijevih iona (slika 3.9.)
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Slika 3.9. Bazdarni dijagram za odredivanje kalcijevih iona (¢ (CaCly) = 0,02 — 0,25 mM)

Uzorci za odredivanje koncetracije iona uzorkovanih tijekom sinteze nanocestica su
razrijedeni do konac¢nog razrjedenja od 1.000 puta te im je izmjerena apsorbancija pomocu
AAS-a.

3.2.3 Odredivanje aktivnosti enzima ureaze

Odredivanjem pocetne brzine hidrolize uree odredujemo aktivnost enzima ureaze u
redestiliranoj vodi kao mediju i temperaturama od T =30°C i T = 40°C. Aktivnost
odredujemo pomocu spektrofotometra na valnoj duljini od A=685nm, pracenjem porasta
koncentracije amonijevih iona prema Willisovoj metodi.lz dobivenih rezultata ovisnosti
apsorbancije 0 vremenu je uz pomo¢ izraza 3.2. ratunata aktivnost enzima, As [U mg™]
pomocu koje su procijenjeni parametri reakcijske kinetike.

As=—dt (3.2.)
2-&y -C

ureaza
Odredivanje aktivnosti enzima u redestiliranoj vodi pri temperaturi T = 30°C (analogan je za
vrijednost temperature pri T =40°C) seprovodilo na slijede¢i nacin.

Prvo je otapanjem 300,9 mg uree u 50 mL redestilirane vode pripremljena temeljna otopina
uree, ¢ (urea, t.0.) = 100 mM. Zatim je pripremljena otopina, otapanjem 17,2 mg bakrova
klorida dihidrata (CuCl; - 2H,0) u 100 mL vode, CuCl, - 2H,0 koncentracije ¢ (CuCl, -
2H,0) = 1 mM koja je koriStena za zaustavljanje reakcije hidrolize uree
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Temeljna otopina enzima ureaze koncentracije ¢ (ureaza, t.0.) = 25 mg mL™, pripremljena je
otapanjem 25,4 mg ureaze u 1 mL redestilirane vode,a otopine uree u redestiliranoj vodi su
pripremljene u rasponu koncentracija 1 — 100 mM.

Otopina uree u redestiliranoj vodi odredene pocetne koncentracije stavljena je u kotlasti
reaktor volumena V (reaktor) = 5 mL te je termostatirana oko 2 minute na T = 30°C uz stalno
mijesanje magnetskom mijesalicom, zatim je u reaktor, nakon uzimanja prvog uzorka u
svakoj seriji mjerenja, dodano 20 pL enzima ureaze ¢ime je zapoceta reakcija hidrolize uree
(koncentracija enzima ureaze u reaktoru je ¢ (ureaza) = 0,1 mg mL™) ime je zapoceto
mjerenje vremena.

Uzorci su uzimani iz reaktora tijekom 5 — 6 minuta reakcije, na nacin da je 200 uL uzorka
pomijesano s 200 uL otopine CuCl, - 2H,0 za zaustavljanje reakcije te profiltrirano; kod
koncentracija ¢ (urea) = 10 mM i vecih uzeto je po 40 uL uzorka, mijeSano s po 40 puL
otopine CuCl; - 2H,0 za zaustavljanje reakcije, razrijedeno s 360 pL redestilirane vode te
profiltrirano, od profiltriranih uzoraka uzeto je po 50 pL ¢emu je dodano (prema Willisovoj
metodi) po 1.000 pnL reagensa i 250 pL otopine hipoklorita za odredivanje amonijevih iona. U
trenutku dodavanja otopine hipoklorita zapoceto je mjerenje vremena te su uzorci inkubirani
15 minuta nakon ¢ega im je spektrofotometrom izmjerena apsorbancija na A = 685 nm,
promjena apsorbancije u vremenu je prikazana graficki (slika 3.10.)

c(urea) =2 mM

0.7 'S

0.6 y=0.087x+0.181 ,0/
R? = 0.990 e

0.5 /

0.4 /

0.3 /

0.2

0.1

ABS

0] 1 2 3 4 5 6

f [min]

Slika 3.10. Graficki prikaz promjene apsorbancije u vremenu za pocetnu koncentraciju uree

c (urea) = 2 mM (T = 30°C, ¢ (ureaza) = 0,1 mg L™

3.2.4. Utjecaj kalcijevih iona na aktivnost enzima ureaze

Spektrofotometrijskom metodom je odreden utjecaj kalcijevih iona na aktivnost ezima ureaze
u redestiliranoj vodi kao mediju te na temperaturama od T=30°C i T =40°C
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Temeljem promjene apsorbancije u ovisnosti o vremenu reakcije prema izrazu (3.2.)

3.Eksperimentalni dio

izratunate su specifiéne aktivnosti enzima, As [U mg™] pomo¢u kojih je procijenjena

konstanta inhibicije enzima ureaze sa kalcijevim ionima.

3.2.5. Hidroliza uree u kotlastom reaktoru i sinteza nanocestica kalcijeva karbonata

U kotlastim reaktorima volumena V (reaktora) = 5 mL na temperaturama T = 30°C i

T =40°C provedeno je po 2 eksperimenata na svakoj temperaturi:

a) hidroliza uree uz enzim ureazu u redestiliranoj vodi

b) sinteza nanocestica kalcijevog karbonata u reakciji hidrolize uree uz enzim ureazu i
dodatak kalcijevog klorida u redestiliranoj vodi.

Pocetni uvjeti eksperimenata dani su u tablici 3.1.

Tablica 3.1. Pocetni uvjeti eksperimenata

T=30°C T=40°C
EKSPERIMENT c (urea), | c(ureaza), | c (CaCl,), | c (urea), | c (ureaza), | c (CaCl,),
[MM] | [mgmL™] | [mM] [mM] | [mgmL™] | [mM]
a 201,47 0,44 / 200,79 0,4 /
b 199,8 0,42 199,43 200,47 0,42 199,97

Hidroliza uree u redestiliranoj vodi (mediju) provedena je na dvije temperature, T=30°Ci T
=40°C. To¢no odredena masa uree otopljena je u 0,5 mL redestilirane vode te pomijeSana s
jo$ 4,0 mL medija u reaktoru volumena V (reaktor) = 5 mL. U reaktor je zatim dodana i
odredena koli¢ina ureaze otopljena u 0,5 mL medija ¢ime je aproksimiran pocetak
eksperimenta. Nakon toga, u pravilnim vremenskim intervalima tijekom tri sata reakcije
uzimano je po 100 uL uzoraka koji su mijesani s po 100 pL CuCl,- 2H,0 za zaustavljanje
reakcije 1 s po 800 pL redestilirane vode za razrjedivanje uzoraka. Uzorci su zatim
profiltrirani te im je odredivana koncentracija amonijevih iona na spektrofotometru prema
Willisovoj metodi.

Sinteza nanocestica kalcijevog karbonata u reakciji hidrolize uree u navedenom mediju uz
enzim ureazu provedena je uz dodatak kalcijevog klorida takoder na dvije temperature,
T=30°C1T=40°C. To¢no odredena masa uree otopljena je u 0,5 mL medija te pomijeSana s
odredenom masom CaCl; otopljenog u 0,5 mL medija te s joS 3,5 mL medija u reaktoru
volumena V (reaktor) = 5 mL. U reaktor je zatim dodana i odredena koli¢ina ureaze otopljena
u 0,5 mL medija ¢ime je aproksimiran pocetak eksperimenta. Nakon toga, u pravilnim
vremenskim intervalima tijekom 3,5 sata reakcije uzimano je po 100 uL uzoraka koji su
mijesSani s po 100 uL CuCl,- 2H,0 za zaustavljanje reakcije 1 s po 800 pL redestilirane vode
za razrjedivanje uzoraka. Uzorci su zatim profiltrirani te im je odredivana koncentracija
amonijevih iona na spektrofotometru i koncentracija kalcijevih iona na atomskom

22
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apsorpcijskom spektrometru. Nakon zavrSene reakcije, reakcijska smjesa je centrifugirana na
4.500 okr/min u trajanju od t = 5 min nakon ¢ega su dobivene nanocestice isprane s
redestiliranom vodom i ponovno centrifugirane na isti nacin (postupak ispiranja ponovljen je
dva puta). Nakon pranja Cestice su susene u liofilizatoru. Dobivene nanocestice analizirane su
na pretraznom elektronskom mikroskopu (SEM).

3.2.6. Obrada rezultata

Programskim paketom Scientist su obradeni eksperimentalni podaci i provedena je simulacija
na temelju napisanog modela i eksperimentalnih podataka. Nelinearnom regresijom uz
upotrebu metode najmanjih kvadrata i simpleks metode procjenjeni su trazeni parametri.
Procjena parametara razli¢itim metodama ima cilj pronac¢i minimalni zbroj kvadrata greske
izmedu seta eksperimentalnih podataka i seta podataka izracunatih pomo¢u modela.

Kada postoji velika razlika izmedu pocetne vrijednosti parametara i njegove prave vrijednosti
koristi se simpleks metoda, ona je dobra za odredivanje priblizne vrijednosti parametara.
Simulaciju provodimo na temelju napisanog modela i procjenjenih parametara rijeSavanjem
niza diferencijalnih jednadzbi odredenog modela. Numeri¢ke metode za rjeSavanje seta
diferencijalnih jednadzbi koje se koriste u programskom paketu Scientist su: Euler-ova
metoda, metoda Runge Kutta IV, Bulrisch-Stoer metoda te Episode algoritam.

Kinetickim mjerenjima odnosnom iz ovisnosti pocetne brzine reakcije o koncentraciji su
odredeni parametri kao §tu su maksimalna brzina reakcije, Michaelis — Mentenicina
konstanta, konstanta otapanja i konstanta inhibicije. Dobiveni parametri su koristili za
simulacije pomo¢u modela, odnosno za predvidanje promjene koncentracija produkata i
reaktanata s vremenom u reaktorskom sustavu.
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4. Matematicki model

4. MATEMATICKI MODEL

Matematicki model hidrolize uree uz enzim ureazu sastoji se od kinetickih i bilancnih
jednadzbi i temelji se na jednadzbama (4.1 — 4.4.):

H,N — CO — NH, + H,0 ——5 NHj; + H,N — CO — OH (4.1)
HoN — CO — OH + H,0 = NH; + H,CO; (4.2)
H,CO;3 + H,0 ¢ H' + HCOy (4.3)

2NH; + 2H,0 © 2NH," + 20H (4.4)

U radu su se pored reakcije hidrolize uree provodile i reakcije dobivanja nanocestica
koriStenjem produkata hidrolize uree, odnosno hidroksid i karbonatnih iona. Dodatkom
kalcijevog klorida u reaktor u kojem se odvija hidroliza uree nastaju nanocestice kalcijevog
karbonata prema jednadzbi (4.5):

Ca®" + COs* = CaCOs (4.5)

4.1. KINETICKI MODEL

Kineticki model hidrolize uree u kotlastom reaktoru opisan je Michaelis — Menteni¢inom
kinetikom za jednosupstratne reakcije te je dan izrazom (4.6).

_ Vm “Cirea (46)

r;l._
K, +¢C

Prilikom dobivanja kalcijevog karbonata u sustavu se nalaze kalcijevi ioni koji inhibiraju
reakciju hidrolize uree te je kinetika hidrolize uree u tom sluc¢aju opisana Michaelis —
Menteni¢inom kinetikom s nekompetitivnom inhibicijom kalcijevim ionima (4.7).
r, = - Vm "Curea (47)
L+ (K, +€

Caz+

urea)

Kinetika nastajanja kalcijevog karbonata je opisana kinetikom drugog reda obzirom da se radi
0 dvosupstratnoj reakciji (4.8).

(4.8)
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4.2. REAKTORSKI MODEL

Reaktorski model u kotlastom reaktoru za reakciju hidrolize uree sastoji se od bilancne
jednadzbe za ureu (4.9) te jednadzbe za nastajanje amonijevog iona (4.10).

dc

=, (4.9)
dc ..
% =2.r, (4.10)

Za reakciju hidrolize uree u prisustvu kalcijevih iona prilikom ¢ega nastaju nanocestice
kalcijevog karbonata reaktorski model se sastoji od bilancnih jednadzbi za ureu (4.11),
amonijak (4.12), karbonatne ione (4.13) te kalcij (4.14). Pretpostavljeno je da je brzina
nastajanja karbonatnih iona jednaka brzini nastajanja karbonatne kiseline.

—urea — 4.11
it ) (4.11)
dc
NH;
L 412
ot ) (4.12)
dc_,
5;3 =r,—r, (4.13)
Lo (4.14)
= —r .
dt 3
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5. REZULTATI | RASPRAVA
5.1. KINETIKA ENZIMA UREAZE

5.1.1 Kinetika enzima ureaze u redestiliranoj vodi

Spektrofotometrijskom metodom je odredena kinetika enzima ureaze u redestiliranoj vodi pri
temperaturama T =30°C i T =40°C.

Odredivanjem pocetne brzine raspada uree uz dodatak enzima ureaze pri razli¢itim
koncentracijama uree odredivana je kinetika enzima ureaze. Spektrofotometrom je pracen
porast koncentracije amonijevih iona. Dobiveni rezultati prikazani su kao ovisnost promjene
apsorbancije o vremenu trajanja reakcije te je pomocu izraza (3.2) odredena specifi¢na
aktivnost enzima, As [U mg™] za otopine uree na dvije temperature u redestiliranoj vodi.
Kinetika reakcije je prikazana kao ovisnost specificne aktivnosti enzima o koncentracijama

uree. rezultati su dani slikama 5.1.i 5.2.

; o

As [Umgl]
L8]

0 20 40 60 80 100
¢ (urea) [ImM]

Slika 5.1. Ovisnost specificne aktivnosti enzima ureaze o koncentracijama uree U
redestiliranoj vodi na T=30°C
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Slika 5.2. Ovisnost specificne aktivnosti enzima ureaze o koncentracijama uree u
redestiliranoj vodi na T=40°C

Prikazani podaci za specifi¢nu aktivnost enzima ureaze u redestiliranoj vodi pri obje
temperature se vrlo dobro slazu s podacima dobivenim simulacijom u programskom paketu
Scientist koristenjem Michaelis — Menteni¢ine kinetike (jednadzba 4.6), odnosno mozemo
zakljuciti da pretpostavljena Michaelis — Mentenicina kinetika vrlo dobro opisuje reakcije. Pri
svim uvjetima u Scientist-u su nelinearnom regresijom procijenjeni parametri Michaelis —
Mentenicine kinetike te su dani u tablici 5.1.

Tablica 5.1. Parametri Michaelis — Mentenicine kinetike procijenjeni u Scientist-u

Procjenjeni T =30°C \ T =40°C

parametri Redestilirana voda

Vi [U mg?] 5,264 5,26
K> [mmol dm™] 15,326 3,15

Vrijednost maksimalne brzine reakcije Vm je podjednaka u oba uvjeta temperature te ne
pokazuje veliko odstupanje.

Vrijednost Michaelis — Mentenicine konstante, Km®, opisuje afinitet enzima prema supstratu.
Odnosno, §to je niZa vrijednost Km® enzim ¢e biti specifiéniji za odredeni supstrat. Iz
vrijednosti iz tablice vidimo da je specifiénost enzima ureaze veca pri viSoj temperaturi $to
pokazuje da ¢e brzina hidrolize uree biti veca pri vi§oj temperaturi.

5.1.2 Utjecaj kalcijevih iona na kinetiku enzima ureaze

Mjerenjem specifi¢ne aktivnosti enzima ureaze odredivali Smo utjecaj razli¢itih koncentracija
kalcijevih iona na aktivnost ureaze, odnosno na pocetnu reakcijsku brzinu u reakciji hidrolize
uree. Mjerenje je provedeno u mediju odnosno redestiliranoj vodi na dvije razli¢ite
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temperature T =30°C i T = 40°C, uz stalnu koncentraciju ureaze ¢ (ureaza) = 0,1 mg mL™ te
uz stalnu koncentraciju uree c (urea) = 100 mM. Dobiveni rezultati iskazani su kao ovisnost

5. Rezultati i rasprava

specifi¢ne aktivnosti enzima ureaze o koncentraciji CaCl; te su prikazani Slikom 5.3. 1 5.4.

As[Umgl]

0 100 200 300 400 500 600
¢ (CaCly) [mM]

Slika 5.3. Ovisnost specificne aktivnosti enzima ureaze o koncentracijama CaCl; u
redestiliranoj vodi na temperaturi T=30°C

As[Umgl]

0 100 200 300 400 500 600
¢ (CaCly) [mM]

Slika 5.4. Ovisnost specificne aktivnosti enzima ureaze o koncentracijama CaCl u
redestiliranoj vodi na temperaturi T=40°C

lako se rezultati dobiveni eksperimentalno ne slazu u potpunosti sa onim dobivenim iz
simulacije moZe se re¢i da su zadovoljavajuci. Prema dobivenim rezultatima moze se
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zakljuciti da kalcijevi ioni inhibiraju aktivnost enzima ureaze, a na temelju literaturnih
podataka (Qin & Cabral, 1994.) zakljuceno je da se radi o nekompetitivnoj inhibiciji.
Konstante inhibicije su, prema izrazu (4.7), procijenjene nelinearnom regresijom u Scientist-u,
a njihove vrijednosti dane su u Tablici 5.2. Vidljivo je da su te vrijednosti dosta visoke,
posebno u odnosu na vrijednosti Michaelis — Mentenicine konstante, Km®, (Tablica 5.1.), §to
ukazuje na to da Ca** ioni ne inhibiraju znadajno reakciju hidrolize uree uz ureazu.

Tablica 5.2. Konstante inhibicije kalcijevim ionima u reakciji hidrolize uree procijenjene u
Scientist-u

Procjenjeni T =30°C | T = 40°C
parametar Redestilirana voda
Ki[mM] 1660,315 \ 507,689

5.2. HIDROLIZA UREE U KOTLASTOM REAKTORU

Kako bi smo potvrdili model pretpostavljen izrazima 4.6, 4.9 i 4.10. provedena je hidroliza
uree u kotlastom reaktoru i redestiliranoj vodi kao mediju na temperaturama T=30°Ci T =
40°C.

Na grafickim prikazima prikazani su dobiveni rezultati ispitivanja reakcije hidrolize uree u
redestiliranoj vodi i na dvjema temperaturama T = 30°C i T =40°C i prikazani su kao ovisnost
koncentracije amonijevih iona o vremenu trajanja reakcije. Na slikama 5.5. 1 5.6. usporedeni
su dobiveni eksperimentalni podaci sa podacima dobivenim simuliranjem u programskom
paketu Scientist.

Hidroliza uree u redestiliranoj vodi pri 7= 30°C

200
160 /7

/
120

4

=
=
= * * ¢ Eksperimentalni
i podaci
g 80 Model
© *
40
<
’0
0
0 50 100 150 200 250

f [min]

Slika 5.5. Rezultati hidrolize uree u redestiliranoj vodi pri temperaturi T = 30°C
(c (urea) = 201,47 mM; ¢ (ureaza) = 0,4 mg mL™; V (reaktor) = 5 mL)
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Hidroliza uree u redestiliranoj vodi pri 7= 40°C
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Slika 5.6. Rezultati hidrolize uree u redestiliranoj vodi pri temperaturi T = 40°C
(c (urea) = 200,79 mM; c (ureaza) = 0,4 mg mL™; V (reaktor) = 5 mL)

Iz priloZenih grafickih prikaza moze se vidjeti kako se slazu eksperimentalni i simuliranjem
dobiveni podaci, dok se neka odstupanja eksperimenta od modela mogu objasniti
isparavanjem amonijaka iz otopine. Koncentracija amonijevih iona na vis$oj temperaturi od T
=40°C ima vece vrijednosti zbog bolje topivosti amonijaka na vi§im temperaturama dok u
eksperimentu na temperaturi od T = 30°C imamo manju koncentraciju amonijevih iona zbog
manje topivosti $to u konacnici rezultira ve¢im isparavanjem amonijaka. U tablici 5.3.
prikazan je udio isparenog amonijaka.

Tablica 5.3. Udio isparenog amonijaka tijekom reakcije hidrolize uree uz enzim ureazu

Procjenjeni T =30°C \ T =40°C
parametar Redestilirana voda
udio isparenog amonijaka[%o] 55 \ 9,5

5.3. SINTEZA NANOCESTICA KALCIJEVOG KARBONATA

Pri ve¢ navedenim uvjetima u redestiliranoj vodi i dvije temperature T=30°C i T =40°C
provedena je sinteza nanocestica kalcijevog karbonata, tako da je u otopine u kojima je
provodena reakcija hidrolize uree dodan kalcijev klorid. Na grafickim prikazima su prikazani
rezultati dobiveni spektrofotometrijskim mjerenjima kao ovisnost koncentracije amonijevih
iona , odnosno koncentracije kalcijevih iona odredenih atomskim apsorpcijskim
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5. Rezultati i rasprava

spektrometrom u ovisnosti 0 vremenu trajanja reakcije. Slike 5.7. i 5.8. prikazuju i usporedbu
eksperimentalnih podataka i podatka dobivenih iz simulacije programskim paketom Scientist.

Hidroliza uree u redestiliranoj vodi uz dodatak CaCl, pri T=30°C

350
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=
£ 250
&
@ 200 ¢ Eksp.pod.-NH4+
f‘; 150 B Eksp.pod.-Ca2+
7
g 100 Model-NH4+
v 5 Model-Ca2+
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Slika 5.7. Rezultati dobiveni sintezom nanocestica kalcijevog karbonata u redestiliranoj vodi
uz dodatak CaCl, pri temperaturi T = 30°C (c (urea) = 199,8 mM; c (ureaza) = 0,42 mg mL"
1- ¢ (CaCly) = 199,43 mM; V (reaktor) = 5 mL)

Hidroliza uree u redestiliranoj vodi uz dodatak CaCl, pri T = 40°C
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Slika 5.8. Rezultati dobiveni sintezom nanocestica kalcijevog karbonata u redestiliranoj vodi
uz dodatak CaCl; pri temperaturi T = 40°C (c (urea) = 200,47 mM;
¢ (ureaza) = 0,42 mg mL™; ¢ (CaCl,) = 199,97 mM; V (reaktor) = 5 mL)
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5. Rezultati i rasprava

Na grafickim prikazima (5.7. 1 5.8.) dobro vidimo kako se eksperimentalni podaci slazu vrlo
dobro sa podacima iz matematickog modela pretpostavljenog za sintezu nanocestica
kalcijevog karbonata iz produkata reakcije hidrolize uree uz enzim ureazu te prisustvo CacCls,.

Zbog nedovoljno brzog otapanja amonijaka, odnosno njegovog isparavanja iz otopine prisutna
su odredena odstupanja eksperimentalnih od teorijskih podataka. Iz tablice 5.4. je vidljivo
kako je udio isparenog amonijaka tokom sinteze nanocestica manji od onog tokom reakcije
hidrolize uree $to se dogada zbog pristnosti kalcijevih iona u rekcijskoj smjesi Sto povecava
topjivost amonijaka.

Tablica 5.4. Udio isparenog amonijaka tijekom sinteze nanocestica kalcijevog karbonata

Procjenjeni T =30°C \ T = 40°C
parametar Redestilirana voda
udio isparenog amonijaka[%b] 37,5 \ 19

U tablici 5.5. prikazane su konstante brzine nastajanja nanocestica ( jedn. 4.8.) koja je
odredena iz grafickih prikaza 5.7. 1 5.8. prema njima se moze zakljuciti kako je brzina
nastajanja manja na nizoj temperaturi (T = 30°C). Brzina nastajanja nanocestica
proporcionalna je brzini hidrolize uree, odnosno nastajanju karbonatnog iona te je u skladu s
procjenjenim kineti¢kim parametrima hidrolize uree (Tablica 5.1).

Tablica 5.5. Brzina nastajanja nanocestica kalcijevog karbonata

Procjenjeni T =30°C \ T = 40°C
parametar Redestilirana voda
k [MM™ min™] 05777 \ 1,1707

5.4. KARAKTERIZACIJA DOBIVENIH NANOCESTICA PRETRAZNIM
ELEKTRONSKIM MIKROSKOPOM

Sintetizirane nanocestice u redestiliranoj vodi kao mediju i na dvije temperature T =30°C 1 T
= 40°C analizirane su pomocu pretraznog elektronskog mikroskopa pri razlicitim
povecanjima (izmedu 50 1 8.800 puta). Na slikama 5.9. 1 5.10. prikazane su dobivene
nanocestice, a u tablici 5.6. dobiveni rezultati.
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5. Rezultati i rasprava

SEM MAG: 2.07 kx WD: 23.41 mm 11l VEGA3 TESCAN

View field: 122 ym Det: SE 20 pym
BI: 12.00 Date(m/dly): 04/02/15

Slika 5.9. Prikaz nanocestica snimljenih pomocu pretraznog elektronskog
mikroskopa.redestilirana voda i T=30°C (uvecanje 2.070X)

SEM MAG: 2.06 kx WD: 28.53 mm | | |

View field: 123 pm Det: SE 20 pym
BI: 11.00 Date(m/d/y): 04/02/15

Slika 5.10. Prikaz nanocestica snimljenih pomocu pretraznog elektronskog
mikroskopa.redestilirana voda i T=40°C (uvecanje 2.060x)
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5. Rezultati i rasprava

Tablica 5.6. Prosjecne velicine sintetiziranih nanocestica

Parametri T=30°C | T=40°C
Redestilirana voda
Raspon veli¢ina [um] 3,809 - 5,555 7,096 - 32,903
Prisje¢na veli¢ina d [pum] 4,696 20,581

Na temelju podataka iz tablice 5.6. vidljivo je da su Cestice koje su sintetizirane na viSim
temperaturama vec¢ih dimenziju u odnosu na one sintetizirane na nizoj temperaturi. Navedeno
moze biti 1 posljedica vece brzine reakcije u eksperimentima provedenim na visim
temperaturama, odnosno brze sinteze kalcijeva karbonata. (Sondi & Matijevi¢, 2001.) Dakle,
mozemo pretpostaviti da je u eksperimentima provedenim na vi$im temperaturama doslo do
formiranja agregata, §to objasnjava vece dimenzije Cestica.
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6. ZAKLJUCAK

U redestiliranoj vodi kao mediju pri dvjema razlictim temperaturama T =30°C i T =40°C
ispitali smo kinetiku enzima ureaze, odnosno specifi¢nu aktivnost enzima ureaze.

Michaelis — Menteni¢inom kinetikom opisana je kinetika hidrolize uree te su procijenjeni
parametri Vm i Km®. Vrijednost maksimalne brzie reakcije, Vm, pokazuje da se porastom
temperature ne mjenja maksimalna brzina reakcije. Procijenjene vrijednosti Michaelis —
Mentenicine konstante, Km®, pokazuju kako ureaza pokazuje veéi afinitet prema supstratu
(urei) na visoj temperaturi. Dodavanjem klacijeva klorida dolazi do blagog smanjenja brzine
reakcije te je zakljuceno kako kalcijevi ioni inhibiraju enzim ureazu nekompetitivnom
inhibicijom. Procijenjene konstante inhibicije, K;, ukazuju kako kalcij ne utjece znacajno na
brzinu reakcije.

Matematicki model koji je pretpostavljen vrlo dobro opisuje sintezu nanocestice kalcijevog
karbonata iz produkata reakcije hidrolize uree uz enzim ureazu te prisustvo CaCl,. Zbog
djelomic¢nog isparavanja amonijaka tokom reakcije dolazi do odstupanja eksperimentalnih
podataka koncentracije amonijevih iona od onih predvidenih programskim paketom. Ova
odstupanja su manja pri viSim temperaturama i tokom sinteze nanocestica, zbog veée topivosti
amonijaka pri vi§im temperaturama i u prisustvu kalcijevih iona. 1z procijenjene konstante
brzina nastajanja nanocestica kalcijevog karbonata te je zaklju¢eno da je ona manja na nizoj
temperaturi (T = 30°C).

Pomocu pretraznog elektronskog mikroskopa analizirane su sintetizirane naocestice te se
dobio uvid u njihove dimenzije. Dobiveni rezultati pokazali su kako Cestice sintetizirane pri
niZzim temperaturama imaju manje dimenzije u odnosu na one sintetizirane pri viSim
temperaturama, i time se moze zakljuciti da bi za sintezu manjih nanocestica trebalo provoditi
proces pri uvjetima nizih temperatura odnosno pri nizim brzinama.
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POPIS OZNAKA

As - specifi¢na aktivnost enzima [U mg'l]

b - duljina puta svjetlosti [cm]

¢ - koncentracija [mmol dm™]

k - konstanta brzine reakcije [min™]

K- konstanta inhibicije [mmol dm™]

Km- Michaelis — Menteni¢ina konstanta [mmol dm™]

N - mnoZzina tvari [mmol]

r - reakcijska brzina [mmol dm™min™]

t - vrijeme [min]

T — temperatura [°C]

V - volumen [dm?]

Vi - maksimalna brzina reakcije [mmol dm™ min™, U mg™]
¢ - molarni apsorpcijski (ekstincijski) koeficijent [L mol™ cm™]

A - valna duljina zrac¢enja [nm]

Popis oznaka
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