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Primjena komercijalnih proteaza u procesu hidrolize proteina u otpadu ljuski

kozica

SAZETAK

Enzimi su bioloski katalizatori koji u posebno definiranim uvjetima ubrzavaju biokemijske
reakcije u zivim organizmima. Upravo u tu skupinu organskih makromolekula ubrajamo i
proteaze. Prilikom izrade ovog rada, u eksperimentalnom dijelu su koristene tri komercijalne
proteaze: Alkalaza, Novozyme 37071 i Novo-Pro D. Proteaze su koriStene s ciljem hidrolize
proteina u otpadu ljuski kozica. Provedbom te reakcije uklanjaju se proteini $to predstavlja jedan
od koraka koji bi omogucio izdvajanje preostalih korisnih spojeva koji u prirodi ¢esto dolaze
zajedno. Ovaj nacin izdvajanja ima brojne prednosti u usporedbi s drugim poznatim metodama.
Rezultati ukazuju na to da su enzimi bili vrlo efikasni u provodenju proteoliticke reakcije te se

osobito iskazao biokatalizator Novo-Pro D.

Kljuéne rije€i: enzimi, proteaze, hidroliza proteina, otpad ljuski kozica, hitin, kitosan



Application of commercial proteases in protein hydrolysis from shrimp waste
ABSTRACT

Enzymes are biological catalysts that accelerate biochemical reactions in organisms under
specifically required conditions. Proteases also belong to the group of organic macromolecules
called enzymes. Three commercial proteases were used in the experimental work in the
laboratory: Alcalase, Novozyme 37071 and Novo-Pro D. The proteases were used to hydrolyze
proteins found in shrimp waste. Protein hydrolysis removes the proteins, which is one of the
steps that would allow the extraction of the remaining beneficial compounds that often occur
together in nature. This type of extraction has many advantages over other methods that can be
used. The results show that the proteases used for the experiments were very efficient in

performing the proteolytic reaction, with Novo-Pro D being the most efficient.

Key words: enzymes, proteases, protein hydrolysis, shrimp waste, chitin, chitosan
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1. UvOD

U danasnje vrijeme vrlo je vazno smanjiti koli¢inu otpada koja nastaje te u srediste
razmiSljanja postaviti ideju koja uzima u obzir da, tvari koje bi mozda zavrSile kao otpad,
mozemo promatrati kao sirovinu za nastanak novih proizvoda. Ovo nacelo nalazi se u osnovi
kruznog gospodarstva i zadovoljava pojam odrzivog razvoja. U tom pogledu, kao potencijalno
korisne sirovine mogu se promatrati i ljusture kozica koje ¢ine nejestivi dio hrane. Primjerice,
velike koli¢ine ove vrste otpada generiraju se u industriji koja se bavi preradom kozica pri ¢emu
zaostaju razni dijelovi ljusture.! Naime, ova vrsta otpada ne smije se odlagati u biootpad te
zavrsava u mijeSanom komunalnom otpadu. Razlog tomu jesu specifi¢nosti u sastavu ove vrste
otpada. U otpadu ljuski kozica, u njihovom sastavu mozemo pronaci Spojeve poput hitina,

proteina, lipida, minerala i drugih. 2

Uslijed povecane koli¢ine otpada nastalog od ljuski kozica koja se generira u industriji koja se
bavi tom proizvodnjom, potrebno je smisliti i unaprijediti metode koje ¢e efikasno i sigurno za
ljude 1 okoli§ ekstrahirati korisne spojeve koji se nalaze u tom otpadu. Primjetno je da spojevi
koji su u sastavu tog otpada, poput hitina i Kitosana, imaju vrlo rasprostranjenu i raznoliku
upotrebu u brojnim granama ljudske djelatnosti, kao i1 druge primjene znacajne za ljudski Zivot 1
okoliS. U ovom radu ispitana je u¢inkovitost tri komercijalne proteaze u deproteinizaciji uzoraka
ljuski kozica ¢iji se mehanizam funkcioniranja zasniva na reakciji cijepanja peptidne veze
prisutne u proteinima uz prisustvo vode. Jedan od izazova u komercijalnoj primjeni enzima, pa
tako i proteaza, je postizanje visoke stabilnosti biokatalizatora kako bi se ostvarila $to vecéa
volumna produktivnost provodenjem zeljene reakcije. Sve reakcije provedene tijekom

eksperimentalnog dijela ovog rada izvrSene su pri temperaturi od 40 °C te pri pH vrijednosti 8.



2. OPCIDIO

2.1. Enzimi

2.1.1. Enzimi i povijest njihove uporabe

Enzimi su organske makromolekule koje se sastoje od linearnih lanaca vise stotina
aminokiselina povezanih peptidnim vezama. Njihova funkcija je ubrzavanje reakcija u
organizmima u toéno definiranim uvjetima te mogu ubrzavati reakcije ¢ak i vise od 10 puta.
Nazivaju se joS i biokatalizatorima. Poznavanje i koriStenje enzima zapravo seze u daleku
povijest te je vezano uz prehrambene navike i potrebe ljudi. U tim ranim primjenama, koriStene
su Zive stanice mikroorganizama koje su sadrzavale enzime ili su pak Koristene neciste smjese
enzima, a radi se o radzoblju oko 6 000 godina prije Krista poradi proizvodnje raznih
prehrambenih proizvoda poput piva i kruha.® Tijekom 18. i 19. stoljeéa znanstvenici su primijetili
i proucavali enzimske reakcije tijekom probave mesa i reakcije nastanka Secera iz desktrina.
1894. Jokichi Takamine patentirao je postupak proizvodnje dijastatskin enzima koji
biokataliziraju proces pretvorbe Skroba u Secer. 1897. godine Eduard Buchner otkrio je
proucavanjem procesa fermentacije da za biokemijske procese nisu nuzno potrebne Zive stanice,
ve¢ da se oni mogu odvijati pomoc¢u enzima koji se formiraju u stanici. Za to je otkri¢e dobio
Nobelovu nagradu za kemiju. 1926. godine James B. Sumner, takoder Nobelovac, prouc¢avao je
enzim naziva ureaza, koji je izolirao u ¢istom Kkristaliziranom obliku, a za koji je utvrdio da je po

kemijskom sastavu i svojoj strukturi protein (Slika 2.1.).

Slika 2.1. Dio fotomikrografa koji prikazuje kristale ureaze.*
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Razvojem molekularne biologije i otkricem strukture DNA 1953. te napretkom tehnologije
omogucen je Veliki pomak u daljnjim istrazivanjima vezanim uz biokatalizatore. Posljednja tri
desetljeca istrazivanja otkrila su mo¢ i1 potencijal koriStenja biokatalizatora te primjene u

industrijskim procesima zbog koristi dobivenih primjenom geneti¢kog inzenjerstva.’

2.1.2. Nazivlje, podjela i struktura enzima

Enzimi se prema glavnoj podjeli svrstavaju u Sest skupina na temelju reakcije koju
kataliziraju i to u sljede¢e skupine: oksidoreduktaze, liaze, transferaze, hidrolaze, izomeraze i

ligaze (Slika 2.2.).

ENZIMI

[ | | | | 1

Oksidoreduktaze Liaze Transferaze Hidrolaze lzomeraze Ligaze

Slika 2.2. Podjela enzima.®

Nadalje, u podjeli je uoc€ljivo i jasno nazivlje enzima koje se temelji takoder na kataliziranoj
reakciji ili na temelju naziva supstrata na koji enzim djeluje. Primjetno je da se korijenu rijeci
katalizirane reakcije ili supstrata doda nastavak -aza (primjerice hidrolaza — enzim koji katalizira
reakciju hidrolize kemijskih veza ili lipaza — enzim koji katalizira reakciju hidrolize lipida).®
Vazna svojstva biokatalizatora proizlaze upravo iz njihove strukture. Poznato je da su proteini
(pa tako i enzimi) sastavljeni od dvadeset proteinogenih aminokiselina. Struktura, a posljedi¢no i
funkcija enzima, odredena je slijedom aminokiselina koji je odreden nukleotidnom sekvencom
gena koja odreduje kodiranje.” Nastajanje biokatalizatora uvjetovano je povezivanjem i
kondenzacijom aminokiselina te je od iznimne vaznosti nastanak peptidne veze koja nastaje
kondenzacijom amino i karboksilne skupine. Postoje Cetiri organizacijska strukturna nivoa kod
proteina: primarna, sekundarna, tercijarna i kvartarna. Ono S$to razlikuje ove strukture je nacin

povezivanja aminokiselina u prostoru. Primarnu strukturu ¢ini definirani slijed peptidnih lanaca




koji ujedno i odreduje vrstu biokatalizatora (na Slici 2.3. a)). Postoje dvije mogu¢nosti kada se
govori o sekundarnoj strukturi: nabrana ili struktura uzvojnice (na Slici 2.3. b) prikazana su oba
slucaja). Tercijarna struktura je trodimenzionalna struktura koja nastane preklapanjem peptidnih
lanaca (na Slici 2.3. ¢)), dok je najkompleksnija struktura kvartarna (na Slici 2.3. d)) koju tvori

nekoliko podjedinica. Trodimenzionalne strukture stabilizira pet razli¢itih vrsta veza.®
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Slika 2.3. Prikaz strukture biokatalizatora (prilagodeno iz%). a) primarna struktura, b) sekundarna
struktura, c) tercijarna struktura, d) kvartarna struktura.

2.1.3. Teorije o djelovanju biokatalizatora

Teorija koja opisuje reakcijski put biokatalizirane reakcije naziva se teorija biokatalize. Jos
davne 1888. godine Svedski kemicar Svante Arrhenius pretpostavio je postojanje svojevrsnog
intermedijera koji nastaje spajanjem enzima i supstrata. Prva teorija koja je opisivala djelovanje
enzima je teorija brave i kljuca iz 1894. godine nazvana po hipotezi njemackog kemicara Emila
Fischera. Fischer je istrazivao probavu Secera kataliziranu enzimima kvasca te je zakljucio da
postoji njihovo specifiéno djelovanje na temelju saznanja da je moguéa razgradnja samo
odredenih stereoizomera glukoze.® 19 godina nakon tog otkri¢a iznesena je prva teorija nastanku

kompleksa enzim-supstrat koju iznose L. Michaelis i M.L. Menten.® Daljnji napredak donijela su



istrazivanja Davida Phillipsa o lizozimima koja su ukazala na to kako se supstrat veze za enzim,
odnosno na koji to na¢in dolazi do ubrzavanja reakcije.’® Sve je to vodilo prema nastanku iduée
teorije — teorije prilagodbe iz 1958. godine za koju je zasluzan D.E. Koshland. Prema potonjoj
teoriji dolazi do konformacijskih promjena prilikom nastanka enzim-supstrat kompleksa.! Samo
to¢no odredeni supstrat mozZe utjecati na nastanak optimalne konformacijske promjene.
Posljednja teorija zove se teorija deformacije i nju je razvio W.P. Jencks. Prema njegovoj teoriji,
optimalna kataliza odvija se uslijed destabilizacije i odredenog povecanja energije ES kompleksa

te uz istovremeno povecéanje Gibbsove energije prouzrokovanog odredenim procesima. 12

Sve navedene teorije ukljucuju nastajanje medukompleksa prilikom vezivanja enzima za supstrat
(Slika 2.4.).

* Aktivno mjesto

Supstrat

En21rn Enzim-supstrat
kompleks

Slika 2.4. Shematski prikaz nastanka kompleksa enzim-supstrat.*

Upravo to otkri¢e dokazao je K.G. Stern na Sveucilistu Yale prilikom eksperimenata provedenih
s katalazom.* Provedena su i druga istraZivanja koja su koristila neke druge spektroskopske

metode ili x-zrake, a koja su takoder potvrdila postojanje enzim-supstrat kompleksa.®

No, ono §to se pokazalo u osnovi kao vrlo vazno za opisivanje i poznavanje biokataliziranih
reakcija jesu upravo energetski efekti te je bitno naglasiti da je oslobodena ili utrosena slobodna
energija kod kataliziranih reakcija jednaka onoj kod nekataliziranih reakcija, odnosno pocetno i
kona¢no stanje slobodne energije jednako je u oba slucaja, a samo se put reakcije razlikuje.
Enzimi funkcioniraju na principu snizavanja energije aktivacije stvaranjem prijelaznih stanja $to
ubrzava dostizanje nepromijenjene kemijske ravnoteze. To je omoguéeno jer se djelovanjem
enzima povecava broj uspjeSnih sudara upravo sniZzavanjem te energetske barijere. Ovisnost

slobodne energije o tijeku reakcije u slucaju jednog enzima i jednog supstrata prikazana je na



Slici 2.5, te je vazno napomenuti da se situacija u odredenom stupnju mijenja ukoliko se radi o

ve¢em broju enzima i supstrata koji sudjeluju u reakciji. *°

slobodna
energija
prijalazno stanje 2

prijelazno
stanje 1

pocetno

stanje prijelazno stanje 3

konaéno
stanje

tijek reakeije

Slika 2.5. Dijagram slobodne energije za biokataliziranu reakciju (prilagodeno iz °).

2.1.4. Prednosti i nedostatci biokatalizatora

Jedna od brojnih prednosti kod koriStenja enzima je provodenje reakcije u blagim
uvjetima. Naime, enzimski katalizirane reakcije ne zahtijevaju visoke temperature, vec je za
svaki enzim potrebno utvrditi temperaturu koja je optimalna. Primjerice, 37 °C je temperatura
koja je optimalna za funkcioniranje enzima prisutnih u ljudskom tijelu. Uzimaju¢i u obzir
¢injenicu da su enzimi po svom sastavu proteini, vazno je napomenuti da ve¢ pri 40 °C u
ljudskom tijelu dolazi do denaturacije, odnosno smanjene bioloske aktivnosti enzima. Uz to,
zbog prethodno spomenutih kemijskih veza koje stabiliziraju strukturu proteina, iznimno je
vazno voditi racuna o pH vrijednosti koju zahtijeva odredena biokatalizirana reakcija. Osim S§to
su potrebni blazi uvjeti pH vrijednosti, njihova prednost ogleda se i u uobi¢ajeno manjem
potrebnom broju stupnjeva u kojem se provodi proces. Znacajna prednost u odnosu na kemijske
katalizatore je specifi¢nost, selektivnost i manja potrebna koncentracija biokatalizatora. Jedan od

primjera je moguénost odvijanja reakcije fosforilacije katalizom D-glukoze, a ne L-glukoze.



Navedeno svojstvo enantioselektivnosti ima znacajnu primjenu u farmaceutskoj industriji jer
omogucava dobivanje toéno odredenog produkta zahtijevane &istoée.'® Poneki enzimi s vise
podjedinica mogu imati i vise aktivnih centara poput ATP sintaze $to ¢ini jo§ jednu dodatnu
prednost.’® Vrlo bitan razlog koji poveéava konkurentnost enzima je da se mogu razgraditi u
prisutnosti mikoroorganizama te dobivanje iz obnovljivih izvora. Uz te prednosti koje idu u
korist okoliSu, treba napomenuti da se manjim utroSkom vode i sirovina U procesima Kkoji
kataliziraju postize i generiranje manje koli¢ine otpada. No, unato¢ brojnim razlozima koji idu u
korist, postoje i neki nedostatci koji mogu uciniti biokatalizatore nepovoljnima za provedbu
zeljene reakcije. Zbog specificnosti njihovog sastava koja je opisana u prijaSnjim poglavljima,
vazno je naglasiti da su enzimima potrebni specifi¢ni uvjeti kako bi se postigla njihova optimalna
ucinkovitost. Ukoliko se to ne ostvari, moze do¢i do nepovoljne pojave kao §to je inaktivacija. S
obzirom na ¢injenicu da postoje razliCite vrste enzima, treba napomenuti da neki od njih
zahtijevaju postojanje kofaktora, odnosno aktivatora i metala koji su potrebni za funkcioniranje
takvog enzima. Poznate su i razlicite vrste inhibicije koje mogu smanjiti djelovanje u aktivnost

enzima.

2.1.5. Stabilnost biokatalizatora

Stabilnost enzima je jedan od klju¢nih faktora uvjetuje uporabu biokatalizatora u
industriji jer je obzirom na njihovu cijenu nuzno proizvesti odredenu koli¢inu produkta po
jedinici biokatalizatora. Stabilnost se definira kao preostala aktivnost biokatalizatora nakon $to je
proteklo odredeno vrijeme. Postoje dvije vrste stabilnosti: operacijska i stabilnost u uvjetima
skladiStenja. Operacijska stabilnost odnosi se na stabilnost tijekom neprekinute uporabe
biokatalizatora u procesu, a izrazava se kao vrijeme potrebno da se aktivnost enzima smanji na
50% pocetne vrijednosti. Za obje vrste stabilnosti vazno je o¢uvanje trodimenzionalne strukture
molekule biokatalizatora koja je uvjetovana slabim vezama. Stabilnost veza ovisi o okoliSnim
uvjetima, a faktori koji mogu utjecati mogu biti: kemijski, bioloski ili fizi¢ki. Inaktivacija
biokatalizatora dogada se kod svih biokatalizatora, stoga se utjecajem na stabilnost moze
promijeniti vrijeme koje je potrebno za inaktivaciju, odnosno moguce ju je usporiti. Kako bi se
ostvarila zeljena stabilnost biokatalizatora, koriste se raznolike metode (Slika 2.6.). Medutim, s
tim metodama treba biti vrlo paZljiv jer neke od njih mogu izazvati i nezeljeni efekt — pojavu

inaktivacije. 8
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Slika 2.6. Grafi¢ki prikaz metoda stabilizacije biokatalizatora.®

2.1.6. Primjena i dobivanje enzima

S obzirom na brojne navedene razloge koji idu u korist koriStenju enzima, mogu se naci
vrlo zanimljive primjene u prehrambenoj, kozmeti¢koj i farmaceutskoj industriji, medicini i
obradi otpadnih voda, ali i u nekim drugim djelatnostima. Interdisciplinarni pristup
implementiran u biotehnologiji koja se sve viSe razvija, omoguéio je da se enzimi efikasno
koriste u gore spomenutim podru¢jima. Jedna u nizu zanimljivih primjena je u konzervaciji
umjetnina. Naime, konzervatori su uvidjeli prednosti koriStenja enzima u tom procesu, posebice
hidroliti¢kih enzima kao §to su amilaze i proteaze.!” U obradi otpadnih voda takoder se istrazuje
primjena takve vrste katalizatora zbog prisutnosti molekula koje je tesko ukloniti primjenom
konvencionalnih metoda. Otkriveno je da postoji veliki potencijal jer mogu dijelom razgraditi
otporne oneéis¢ujuce tvari,.'® Osobitno vazna otkri¢a dogadaju se u podruéju medicine, a odnose
se na lijeCenje raka. 2018. godine na Sveucilistu u Texasu istrazivali su primjenu PEG-KYNase u
djelovanju na spoj koji se zove kininurenin. Taj metabolit uzrokuje slabljenje imunoloskog

sustava, pa je ideja istrazivaca bila da se djeluje upravo na taj spoj 1 to inhibicijski. Na taj nain



sprijecilo bi se negativno djelovanje kininurenina na imunoloski sustav, te bi se onda on mogao
sam boriti protiv stanica raka.'® Primjena enzima nije zaobi$la ni tekstilnu industriju zbog
ostvarenja ustede energije, vode i kemikalija. Na taj nacin u Kini je LCA analizom potvrdeno da

se upotrebom enzima smanjuje ugljiéni otisak.?°

Da bi sve te primjene bile moguce, biokatalizatore treba dobiti iz njihovih izvora poput
mikroorganizama ili biljnih i Zivotinjskih stanica. Siroka primjena uvjetovala je porast potraznje
biokatalizatora pa se u moderno vrijeme Koristi geneti¢ko inzenjerstvo kako bi Se poboljsala

produktivnost i dobila veéa koli¢ina. 2

2.1.7. Proteaze

U ovom radu istrazivana je primjena komercijalnih proteaza. Drugi nazivi za ovu skupinu
enzima su: proteoliticki enzimi ili peptidaze. Peptidaze se dijele na egzopeptidaze i
endopeptidaze. Komercijalna vrijednost ove skupine biokatalizatora ogleda se u isplativosti koja
se izrazava prema toni dobivenog produkta i gledajuci na taj nacin, proteaze se smjestaju na sami
vrh. Takoder, vazna stavka koja ide u prilog komercijalnoj upotrebi je to §to nije potrebno
pro¢iséavanje. Ceste industrijske primjene ove skupine su u industriji detergenata, koZe,
prehrambenoj i farmaceutskoj te ¢ine ¢ak 60% svjetske prodaje enzima Sto uvelike svjedoci o
vaznosti ove skupine.?'???® Razlog ovakvoj $irokoj primjeni moze se potraziti u tome $to
proteaze hidroliziraju peptidnu vezu kojom su povezane kondenzirane aminokiseline u

proteinima (Slika 2.7.).

Ry Rz Proteaza, Ri Ra
Ho o H0 o /D ; |
—N—C—C—N—C—C— ——= —N—C—C ' HsN—C—C—
O R - N "
0 O 0

Slika 2.7. Prikaz reakcije katalizirane proteazom.?*
Proteaze dakle, pripadaju skupini hidrolaza jer se, kao §to je prikazano na prethodnoj slici,
njihovim djelovanjem moze katalizirati reakcija hidrolize razlicitih veza uz prisutnost vode. Taj
mehanizam omogucen je nakon S$to se polarizacijom karbonilne veze otvori put prema

karbonilnoj grupi uslijed aktivacije nukleofilne grupe i njenog napada.
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Osim u industriji 1 bioreaktorima, proteaze se pojavljuju i u prirodi. Za peptidaze koje se
pojavljuju u prirodi, karakteristicna je pojava da nastaju iz inaktivnih prekursora zimogena.
Njihova aktivacija moguca je djelovanjem okolisnih faktora koji uzrokuju promjene i

posljedi¢no nastanak aktivne konformacije.?

S obzirom na velike potrebe za proteoliti¢im enzimom, znaCajna je uloga proteinskog
inZzenjerstva koje omogucava dobivanje velike koli¢ine primjenom metoda poput Kloniranja,
dodavanja plazmida, djelovanje na represor koji kontrolira inhibiciju ekspresije jednog ili vise
gena i drugih metoda. U slucaju proteaza, bakterije i gljive pokazale su se kao najbolji izbor za
izolaciju i prociS¢avanje, a posebice bakterija roda Bacillus. Upotrijebljeni mikroorganizam
definira i svojstva dobivenih proteaza poput strukture, molarne mase, fizikalnih svojstava i
drugih. Temperatura i pH vrijednost su parametri koji variraju ovisno o upotrijebljenom
mikroorganizmu, a definiraju maksimalnu aktivnost enzima. Termostabilnost je krucijalni faktor
kod proteaza te se modifikacije mogu posti¢i stvaranjem disulfidnih mostova ili nekim drugim
tehnikama koje ukljucuju potencijalne modifikacije veza izmedu supstrata i enzima te nekih

postupaka primjene geneti¢kog inzenjerstva.?®

Osim $to ima vrijednu ulogu u industrijskom svijetu, posljednjih 35 godina provode se
istrazivanja na podru¢ju medicine jer je primjerice peptidaza naziva HIV-1 peptidaza zasluzna za
replikaciju i napredak bolesti uzorkovane HIV virusom. Razumijevanjem interakcije supstrata i
ovog enzima omogucava se primjena inhibitora koji 1 danas ¢ine terapiju u borbi protiv virusa

humane imunodeficijencije.?”?8

2.2. Hitin

Hitin je biopolimer koji se nalazi u ljusturama Skoljkasa i ¢ini jedan od najzastupljenijih
biopolimera u prirodi nakon celuloze. U prirodi ve¢inom dolazi kao biokonjugat te je stoga
potrebno Cesto viSestupnjevito izdvajanje i1 proc¢is¢avanje koje je moguce provoditi bioloskim ili

kemijskim putem (Slika 2.8.).2°
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Slika 2.8. Shematski prikaz izdvajanja hitina (prilagodeno iz 2°).

Ekstrakcija hitina zahtijeva provodenje deproteinizacije i demineralizacije upravo zbog ¢injenice
da se hitin u prirodi pojavljuje zajedno s drugim spojevima, kao §to je to sluc¢aj u sastavu otpada
ljustura Skoljkasa. (Tablica 1.) Sastav je podlozan varijabilnim udjelima ovisno o vrsti

skoljkasa.

Tablica 2.1. Varijabilni sastav ljustura $koljkasa.

SPOJ ubDIO
Proteini 30-40%
Kalcijev karbonat 30-50%
Hitin 20-30%

Hitin je strukturno slican celulozi i svrstavamo ga u polisaharide. Sacinjavaju ga monomerne
jedinice B(1,4)-N-acetilglukozamina koje se ponavljaju i stvaraju njegovu linearnu strukturu. Uz

hitin, vaZan je i derivat naziva kitosan koji takoder ima Siroku primjenu i komercijalnu vaznost

(Slika 2.9.).

Kitosan se na komercijalan nacin dobiva djelomi¢nom deacetilacijom hitina te ima visoku
viskoznost. Specifian je po tome $to kao polielektrolit ima slobodnu amino skupinu koja se u

kiselim uvjetima moZe protonirati ¢ime mu se povecava topljivost u odnosu na hitin. 2
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Slika 2.9. Prikaz monomernih podjedinica a) hitina, b) kitosana (adaptirano iz %).

Svojstva ovih polisaharida su biorazgradivost, biokompatibilnost, netoksi¢nost i antibakterijski
ucinak, ali i brojna druga. Imaju Siroku primjenu zahvaljujuéi svojim svojstvima poput primjene
u kozmetici, biotehnologiji, agrikulturi, biomedicini, prehrambenoj, tekstilnoj te industriji papira.
Svoju primjenu su pronasli ¢ak i u obradi otpadnih voda gdje mogu biti koristeni za adsorpciju
teSkih metala pa ¢ak i obavljati bitne zadace u teskim uvjetima poput visoke pH vrijednosti i
jakih organskih otapala. Vaznost ovih polimera je uistinu vidljiva i znacajna stoga treba provoditi
daljnja istrazivanja kako bi se $to efikasnije, jeftinije i prihvatljivije za okoli§ mogla provesti
njihova ekstrakcija. Primjena bioloSkih metoda nosi prednosti sa sobom jer bi nakon izdvajanja
hitina preostala frakcija bogata proteinima koja bi se mogla sigurno Koristiti jer ne bi bio

zaostalih potencijalno $tetnih nusprodukata koji zaostaju Koristenjem kemijskih metoda. 203!
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

Eksperimentalni dio ovog rada provodio se u nekoliko dijelova. Prvi korak bio je
odredivanje volumne aktivnosti tri koriStene proteaze, zatim je uslijedila hidroliza proteina i
odredivanje njihove koncentracije $to je zahtijevalo i izradu bazdarnog pravca. Posljednji korak

ukljucivao je ispitivanje preostale aktivnosti proteaza nakon hidrolize.

3.1.  Aparatura

Na Slici 3.1. prikazana je mijeSalica koja je koristena u Svrhu otapanja kazeina. U ¢asi je
napravljena vodena kupelj koja se zagrijavala pomocéu grijata koji je dio mijesalice do
temperature od 75 °C. U casu je postavljen i termometar kako bi se povremeno kontrolirala

temperatura vodene kupelji.

Slika 3.1. Mijesalica s magnetom DLAB.
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Za preciznu odvagu otpada kozica koriStena je analiticka vaga proizvodaca Shimadzu (Slika
3.2).

o el
Slika 3.2. Analiticka vaga Shimadzu AUW 120.

Kako bi se uzorci inkubirali na definiranim temperaturama potrebnim za provodenje analitickih

metoda koriStenih u ovom radu, upotrebljavana je tresilica (Slika 3.3.).

¥ <

Slika 3.3. Tresilica Thermo Scientific™.
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Za odvajanje taloga i supernatanta koriStena je centrifuga rotorom za male kivete kako bi mogli

stati $arzni reaktori malog volumena (Slika 3.4. a) i b))

Slika 3.4. a) Centrifuga Hettich Universal 320R | b) rotor.

Za mjerenja apsorbancije koriStena su dva spektrofotometra prikazana na Slici 3.5. a) i b).

" ] | 2)

AT III\\\\\&'\\,\L\\\\\\\

Slika 3.5. Spektrofotometar Shimadzu a) UV-1601 i b) UV-1800.
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3.2. Analiti¢ke metode

3.2.1. Postupak odredivanja volumne aktivnosti proteaza

Aktivnost proteaza se odredivala u reakciji hidrolize kazeina pri ¢emu kao produkt
nastaje tirozin. Prvi korak u odredivanju volumne aktivnosti proteaza je izradivanje bazdarnog
pravca za tirozin. Bazdarni pravac za tirozin nalazi se u poglavlju Prilozi (Slika 8.1.). Prethodno
je pripravljena 1%-tna otopina kazeina koja se zagrijavala na mijesalici u vodenoj kupelji pri
temperaturi od 75 °C. Zatim je priredeno zadano razrjedenje enzima. Aktivnost enzima se
odredivala u Sarznom reaktoru na tresilici na 40°C i 1100 o/min. Reakcija je zapocela u trenutku
kada je pomijesano 900 pL kazeina s 900 pL razrijedenog enzima u Sarznom reaktoru. U
prethodno pripremljenim  epruvetama se ve¢ nalazila trikloroctena kiselina (TCA) za
zaustavljanje reakcije. 1z reaktora je uziman uzorak od 150 pL i stavljan u epruvete s prethodno
stavljenom TCA ¢iji je volumen iznosio 150 pL. Uslijedilo je inkubiranje dobivenih uzoraka u
trajanju od 10 minuta pri sobnoj temperaturi. Metoda u sljede¢em koraku zahtijeva
centrifugiranje uzoraka u centrifugi na 14 000 o/min, 4 °C tijekom 5 minuta. Dok je trajalo
centrifugiranje, u druge epruvete dodalo se 680 uL 0,5 M otopine natrijevog karbonata. U to se
nakon centrifugiranja stavlja 160 puL supernatanta te u posljednjem koraku 80 uL 2 M Folin
reagensa. Nakon dodatka Folin reagensa, svaka epruveta stavlja se na inkubaciju na tresilicu pri
ve¢ prije definiranim uvjetima (40 °C, 1100 o/min). Inkubacija je trajala 25 minuta.. Nakon $to je
proteklo vrijeme inkubacije, apsorbancija je mjerena na spektrofotometru pri valnoj duljini od
660 nm. Iz promjene apsorbancije u vremenu odredivala se volumna aktivnost enzima prema
jednadzbi:

4 = ¥, . AABS )

v N
Eeen @ Venzim Ar

V, predstavlja ukupni volumen reaktora izrazen u mL. Oznaka =.., je ekstincijski koeficijent
pri valnoj duljini od 660 nm izrazen u cm? umol?, a njegova vrijednost je jednaka vrijednosti

nagiba bazdarnog pravca za tirozin (Prilozi, Slika 8.1.). Oznaka d jest promjer kivete koji iznosi

. . C . . AABS
1 cm, a volumen dodanog enzima oznacen je s Venzim 1 izraZen je u mL. Vrijednost omjera v
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predstavlja promjenu apsorbancije u vremenu i izraZena je u min™. U poglavlju Prilozi nalazi se

primjer mjerenja aktivnosti proteaze na Slici 8.2.

3.2.2. Odredivanje koncentracije proteina Bradford metodom

Koncentracija proteina je odredivana primjenom Bradfordove metode. Bradfordov
reagens prireden je na sljedeé¢i nac¢in: 100 mg bojila Commassie blue se otopi u smjesi 50 mL
95% etanola i 100 mL 85% ortofosforne kiseline te se do volumena 1 L dodaje ultra ¢ista voda.
Dobivena smjesa se potom viSestruko filtrira kroz 0,45 pum Sprica filter do smede boje.
Pripremljeni reagens se pohranjuje u staklenu bocu omotanu folijom u hladnjak na 4 °C.
Mjerenje se provodi u plastiénim kivetama za spektrofotometar. Sadrzaj kiveta ¢ini 500 pL
uzorka kojem se doda 500 uL Bradfordovog reagensa, nakon ¢ega slijedi inkubacija na sobnoj
temperaturi tijekom 10 minuta. Po zavrSetku inkubacije se provodi mjerenje za spektrofotometru
na dvije razli¢ite valne duljine, 450 nm 1 595 nm. Bazdarni pravac za mjerenje koncentracije
proteina je izraden koriStenjem bovine serum albumina (BSA) u rasponu koncentracija 1 — 20
mg/L (Prilozi, Slika 8.3.).

3.3. Hidroliza proteina u ostatcima kozica u reaktoru

Hidroliza proteina odvijala se u kotlastim reaktorima volumena Vreaktor = 200 uL s tri
enzima (Alkalaza, Novo-Pro D i Novozyme) pri 40 °C. Koncentracija enzima je bila podesena na
0,5 U / 10 mg otpada kotica. U Sarzni reaktor dodani su definirani volumeni 50 mM Tris-HCI
pufera pH 8, 20 mg odvage otpada kozica i reakcija je pokrenuta dodatkom definiranog
volumena 10 puta razrijedenog proteolitickog enzima. Reaktori su stavljeni na tresilicu koja je
bila podesena na 40 °C i 1100 o/min te je za svaki enzim reakcija prac¢ena svakih 15, 30, 45, 60,
90 i 120 minuta. Nakon je proslo definirano vrijeme za pojedini reaktor, reakcija se zaustavila
centrifugiranjem na uvjetima od 4 °C pri 14 000 o/min tijekom 5 minuta. Zatim je uslijedilo
odvajanje supernatanta i taloga. U supernatantu je odredena aktivnost proteaze po nacinu
opisanom u Poglavlju 3.2.1, ali tako da se uzorak razrijedi 50 puta. Preostali talog ispirao se
koristenjem 50 mM Tris-HCl pufera, to¢nije dodavanjem 1 mL i mijeSanjem, a zatim

centrifugiranjem. Ispiranje se provodilo dva puta. Isprani talog je sacuvan i u njemu je
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odredivana koncentracija proteina metodom predvidenom za analizu proteina u krutim uzorcima

koja je opisana u poglavlju.

3.3.1. Ekstrakcija proteina iz krutih uzoraka

Provedbom hidrolize proteina zaostali su talozi iz kojih je trebalo ekstrahirati proteine.
Ekstrakcija se provodila dodatkom 366 pL ultra Ciste vode, 10%-tne otopine NaCl te 60 pL
NaOH u isprani talog. Epruvete su zatim stavljene na tresilicu pode$enu na 40 °C, 1100 o/min u
vremenu od jednog sata. Nakon protekle inkubacije, uzorci su centrifugirani tijekom 5 minuta pri

4 °C1 14 000 o/min. Koncentracija proteina odredena je u supernatantu Bradford metodom.

3.3.2. Operacijska stabilnost enzima

Operacijska stabilnost enzima procjenjivala se iz izmjerenih aktivnosti enzima tijekom
provedbe procesa u reaktoru. Kako bi se opisala inaktivacija enzima, koriStena su tri modela
inaktivacije: kinetika 1. i 2. reda te troparametarski model. Ovi modeli prikazuju ovisnost
odredenih parametara i omogucuju procjenu stabilnosti koristenih enzima. Tri spomenuta modela
ukazuju na pad aktivnosti koji se dogadao tijekom vremena od 120 minuta u kojima je reakcija

pracena.

Kinetika prvog reda prikazana je sljede¢om jednadzbom:

dA = —k_ A (2)
Kinetika drugog reda opisuje se sljede¢om jednadzbom:

dA = —k A* (3)
Troparametarski model dan je sljede¢im izrazom:

A= Ay[(ae %) + (1 — a)e Fa=r] (4)
pri ¢emu je A aktivnost enzima ovisna o pocetnoj vrijednosti aktivnosti enzima (4;), a je udio

izoenzima, dok su kg1 1 kg2 inaktivacijske konstante.
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3.4.  Obrada podataka

Obrada podataka provedena je u programskom paketu Scientist koji omoguc¢ava procjenu
parametara modela na temelju dobivenih eksperimentalnih rezultata te pretpostavljenih modela.
Jedna od upotrijebljenih metoda je metoda najmanjih kvadrata koja se temelji na principu
dobivanja najpogodnijih vrijednosti nagiba a i odsjecka pravca b. U opéem slucaju nije moguce
pronaci pravac koji prolazi kroz sve dobivene tocke, ve¢ je potrebno pronaci onaj koji prolazi
najblize svim dobivenim tockama, a taj je uvjet moguce ostvariti ukoliko je suma kvadrata
udaljenosti to¢aka od pravca Sto manja. Dobiveni pravac naziva se regresijski pravac i daje

linearnu korelaciju izmedu skupa podataka.®?

Druga koristena metoda je simpleks metoda koja
pripada numeri¢kim metodama pomocu koje je moguce odrediti postoji li rjeSenje ili se moze
prona¢i najbolje rjeSenje i to provedbom odredenog broja iteracija ukoliko je to potrebno.
Upotrebom te metode provodi se linearno optimiranje i vrsi se u nekoliko koraka. Svodi se na
princip odabira mogucéeg osnovnog rjeSenja Cija se optimalnost ispituje 1 ukoliko to nije
ostvareno, provode se slijedeée iteracije do postizanja najoptimalnijeg osnovnog rjesenja.®® U
programu Scientist rjeSavanje diferencijalnih jednadzbi odvija se pomo¢u numeri¢kih metoda
poput Runge-Kutta 1V, Eulerove metode i drugih. Kako bi se provela statisticka analiza

dobivenih rezultata, koristen je kriterij standardne devijacije (R?) koji se ¢esto koristi.

Kriterij MSC, jos je jedan od kriterija upotrijebljenih u statisti¢koj analizi, izraZen je slijedeCom

jednadzbom:
_ L, wil¥axp i—Faxp )© 2-p
MSC=In (EF:'_W[':YMF i~¥raz )® Con (5)

U navedenoj jednadzbi, w; se odnosi na parametre za uzorke podataka, Y...,, . su eksperimentalno

g R

dobiveni podatci, dok je ¥_,.,,

«p 0znaka za aritmeticku sredinu tih vrijednosti. U drugom ¢lanu, n je

ukupan broj podataka, dok je 2p ukupan broj procijenjenih parametara.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

Cilj rada je bio odrediti moguc¢nost upotrebe tri komercijalne proteaze proizvodaca
Novozyme (Alkalaza, Novo-Pro D i Novozyme 37071) u procesu deproteinizacije otpada ljuski
kozica. Svi eksperimenti provedeni su pri 40 °C, pri koncentraciji enzima 0,5 U / 10 mg otpada
kozica. Kao prvi korak trebalo je odrediti aktivnost enzima u pripravcima dobivenih od
proizvodaca kako bi se proces mogao pokrenuti s tocno odredenom koncentracijom
biokatalizatora. Potom su se napravili eksperimenti u reaktoru u trajanju od dva sata, pri kojima

je odredivana koncentracija proteina i aktivnost enzima u definiranim vremenskim intervalima.

4.1. Odredivanje aktivnosti proteaza
Prema metodi opisanoj u Poglavlju 3.2.1. odredivana je aktivnost tri proteaze (Slika 4.1.).
Prema dobivenim rezultatima, najvecu aktivnost pokazala je proteaza naziva Novo-Pro D, zatim

ponesto manju Novozyme 37071, dok je najmanju aktivnost pokazala Alkalaza.

400

300 -

Slika 4.1. Usporedba aktivnosti ispitivanih proteaza (T = 40 °C , 50 mmol dm™ Tris-HCI pH 8).

4.2. Hidroliza proteina u ostatcima kozica u reaktoru
Hidrolize proteina u ostatcima kozica provela se u Sarznom reaktoru pri koncentraciji
enzima od 0,5 U / 10 mg ostataka kozica. Rezultati su prikazani na Slici 4.2. tako da iskazuju

masu proteina izrazenu u miligramima te konverziju u postotcima.
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Slika 4.2. Masa proteina i konverzija tijekom hidrolize proteina u ostacima kozica katalizirana
proteazama u kotlastom reaktoru T = 40 °C, 50 mmol dm™ Tris-HCI pH 8, Vreaktor = 200 pL,
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Iz prikazanih rezultata je vidljivo da su ostvarene visoke vrijednosti konverzije ve¢ nakon 15
minuta eksperimenta. Iz navedenog se moze zakljuciti da su koriSteni enzimi izrazito aktivni u

hidrolizi proteina u ostacima kozica, te da je moguce i koristenje i manje koncentracije enzima.
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X/%
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Slika 4.3. Usporedba konverzija tijekom hidrolize proteina u ostacima kozica katalizirana
proteazama u kotlastom reaktoru (T = 40 °C, 50 mmol dm™ Tris-HCI pH 8, Vreakior = 200 pL,
Mkozica = 20 MQ, Aproteaze = 1 U).

Analizom i usporedbom dobivenih obradenih rezultata (Slika 4.3.) primjetno je da su kod sve tri
proteaze ostvarene konverzije preko 97%, dok su kod Alkalaze i Novo-Pro D postignute
konverzije preko 98%. Najveca konverzija postignuta je provedbom reakcije s proteazom Novo-

Pro D, dok je najniza vrijednost konverzije postignuta upotrebom Novozyme 37071.

4.2.1. Operacijska stabilnost enzima

Na Slici 4.4. prikazani su rezultati mjerenja aktivnosti prilikom hidrolize proteina u
ostacima kozica. Moze se primijetiti da aktivnost najviSe pada na pocetku provedbe
eksperimenta za sva tri enzima. Kod Alkalaze pada tijekom prvih pola sata nakon Cega je
aktivnost enzima stabilna. Dosta rasprSenosti u mjerenjima je prikazano prilikom mjerenja
aktivnosti za enzim Novo—Pro D. Navedeno je vjerojatno eksperimentalna pogreska, ali se moze
uociti da je ovaj enzim poprili¢no stabilan. Enzim Novozyme 37071 je pokazao ve¢i pad

aktivnosti u prvih 15 minuta reakcije nakon ¢ega aktivnost polagano pada.

23



q
10 Alkalaza
0,8 -
)
[ 016 b ' 0,6 b
~ ~
< <
0,4 1 ®  eksperiment 0.4 1 ® eksperiment
— kinetika 1. reda — kinetika 1. reda
0,2 - kinetika 2. reda 0,2 - + kinetika 2. reda
——=—" troparametarski model === troparametarski model
0,0 . . . 0,0 T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 0 20 40 60 80 100 120 140
t/ min t/ min
1,0
) Novozyme 37071
\
0,8 “\__
.‘-_
L 064 e TTT---
~
<
0,4 1 ®  eksperiment
— kinetika 1. reda
0,2 - - kinetika 2. reda
===+ troparametarski model
0,0 T T T T T .
0 20 40 60 80 100 120 140

t/ min

Slika 4.4. Operacijska stabilnost enzima tijekom hidrolize proteina u ostacima kozica katalizirana
proteazama u kotlastom reaktoru (T = 40 °C, 50 mmol dm™ Tris-HCI pH 8, Vreakior = 200 pL,

Mkozica = 20 mg, Aproteaze =1 U)

Tablica 4.1. Procijenjeni parametri modela 1. reda, 2. reda te troparametarskog modela

inaktivacije proteaza u reaktoru.

_ Model 1. reda | Model 2. reda Troparametarski model
=nam Ko/ min-t kq/ mint a Kg1/ mint Kdo/ min-t
Alkalaza 7,27-10°3 1,07-1072 0,64 1,03-10* 0,54
Novo-Pro D 1,81-10°3 2,08:10° 0,15 1 2,44-10%
Novozyme 37071 5,70-10° 7,59-1073 0,79 2,36:1073 1
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Prikazana inaktivacija enzima opisana je modelima 1. (jedn. 2), 2 reda (jedn. 3), te
troparametarskim modelom. U Tablici 4.1. prikazani su procijenjeni parametri modela za sva tri
enzima. Za model prvog i drugog reda procijenjena je vrijednost konstanti brzine inaktivacije
(Kg), dok je za troparametarski model odreden udio izoenzima koji se oznatava s a , te Su

dodatno procijenjene vrijednosti konstanti inaktivacije (Kq1 i Kd2) za pojedine izoenzime.

Standardna devijacija daje mjeru rasprienosti podataka u odredenom skupu podataka.®® Veéa
vrijednost tog parametra ukazuje na vece slaganje s modelom. Takoder, koriSten je i vec
spomenuti parametar MSC (Model Selection Criterion) koji proizlazi iz statistiCke metode
Akaike informacijskog kriterija predstavljene 1971. godine. MSC predstavlja modifikaciju tog
kriterija i veéa vrijednost oznacava bolje slaganje s modelom.®® Prema statistickom parametru
standardne devijacije, za sva tri enzima kinetiku reakcije bi najbolje opisivao troparametarski
model. Prema MSC kriteriju za reakciju kataliziranu Alkalazom, najvise bi odgovarao model
kinetike drugog reda, dok bi za Novozyme 37071 prema tom Kkriteriju najbolji odabir bio
troparametarski model. U slu¢aju enzima Novo Pro-D, dobiju se negativne vrijednosti za sva tri
modela $to bi upucivalo na to da modeli nisu dobri. No, usporeduju¢i dobivene rezultate
statisticke analize s rezultatima prikazanim na Slici 4.4., moze se zakljuéiti da reakcije
katalizirane Alkalazom i Novozymeom 37071 najbolje opisuje troparametarski model, dok je za

enzim Novo-Pro D najpogodniji odabir kinetika 2. reda.

1,00 2,0 —
B inetika 1. reda B kinetika 1. reda
= kinetika 2. reda 3 kinetika 2. reda
B troparametarski model 1,5 | B troparametarski model
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3
N
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0,94 - 0,0 -
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W o W A

Slika 4.5. Statisticka analiza modela inaktivacije proteaza.

25



Nakon provedene reakcije hidrolize, ispitana je preostala aktivnost biokatalizatora. Na Slici 4.6.
je vidljivo da je kod sva tri enzima aktivnost smanjena nakon 120 minuta u odnosu na pocetnu
aktivnost te da je kod Novo-Pro D aktivnost najvisa i vrijednost joj je iznad 83%, dok je za
Alkalazu iznosila nesto iznad 60%. Za Novozyme 37071 aktivnost je najniza u usporedbi s
preostala dva enzima te je iznosila 58%. Primjetan je istovjetan redoslijed onome dobivenom za
konverziju jer su takoder najvise vrijednosti ostvarene kod proteaze Novo-Pro D, zatim kod

Alkalaze te je na posljednjem mjestu po postotku ostvarene konverzije Novozyme 37071.

o o o s
'S o o =}

A (120 min)/ -

o
N

o
o

K3
g
N

Slika 4.6. Usporedba preostale aktivnosti enzima nakon hidrolize proteina u ostacima kozica
katalizirane proteazama u kotlastom reaktoru (t = 120 min, T = 40 °C, 50 mmol dm Tris-HCI
PH 8, Vreaktor = ZOOHL, Mkozica = 20 M, Aproteaze =1 U).
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2)

3)

4)

5)

ZAKLJUCAK

Na temelju dobivenih rezultata moguce je donijeti sljedece zakljucke:

Pri definiranim uvjetima od 40 °C, pH vrijednosti 8 Novo-Pro D i Novozyme 37071
pokazale su vise vrijednosti volumne aktivnosti u odnosu na Alkalazu.

Sve tri proteaze postigle su konverziju vecu od 90 % ve¢ nakon 15 minuta provedene
reakcije hidrolize proteina u ostatcima kozica.

Najvisa vrijednost konverzije ostvarila se u reakciji s Novo-Pro D, zatim u reakciji s
Alkalazom, dok je najniza vrijednost od upotrijebljena tri biokatalizatora postignuta u
reakciji s biokatalizatorom Novozyme 37071.

Kod rezultata dobivenih prilikom ispitivanje operacijske stabilnosti, vidljiva su rasprSenja
kod sve tri proteaze. Najmanji pad je ostvaren kod Novo-Pro D, dok je najveé¢i kod
biokatalizatora Novozyme 37071. Primjetan je suodnos slicnosti s rezultatima za
konverziju. Takoder, kod niti jednog enzima aktivnost nije pala ispod 50% pocetne
vrijednosti aktivnosti.

Statistickom analizom i usporedbom grafova dobivenih za operacijsku stabilnost enzima,
moze se zakljuciti da pad aktivnosti kod Alkalaze i Novozymea 37071 najbolje opisuje

troparametarski model, dok je za Novo-Pro D najpogodniji model kinetike drugog reda.

Iz svega navedenog, moze se zakljuciti da su proteaze bile uspjesne u reakciji hidrolize proteina
iz otpada ljuski kozica u definiranim uvjetima u kojima je provedena proteoliti¢ka reakcija. 1z
rezultata je uocljivo, odnosno moze se zakljuciti da je od upotrijebljene tri komercijalne proteaze
najbolji odabir Novo-Pro D uslijed najvise ostvarene konverzije i najveée aktivnosti nakon 120
minuta provedene reakcije hidrolize. Brojne su prednosti koriStenja ove metode te je moguce
provesti daljnja istrazivanja koja mogu dodatno optimizirati sami proces i omoguciti da se
metoda koristi komercijalno. Na taj nacin bi se izbjeglo koristenje odredenih otapala koje je
nuzno koristiti pri kemijskim metodama izdvajanja proteina, tekucéa frakcija mogla bi se onda
dodatno iskoriStavati, a moguce su i uStede energije jer je ve¢ u kratkom vremenu postignuta

visoka vrijednost konverzije.
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7. POPIS SIMBOLA | KRATICA

Simboli

A — aktivnost biokatalizatora

Ao — pocetna aktivnost biokatalizatora

Aproteaze — jedinica aktivnosti enzima [U]

Av — volumna aktivnost [U/mL]

a — udio izoenzima

d — promjer kivete [cm]

Eeeo - €kstincijski koeficijent tirozina pri valnoj duljini od 660 nm [cm? umol™]
kg — konstanta inaktivacije kod modela kinetike 1. i 2. reda [min™]
Mproteina— Masa proteina [mg]

Mkozica — Masa kozica [mg]

pH — mjera kiselosti odnosno luznatosti vodenih otopina

R? — standardna devijacija

T — temperatura [°C]

t — vrijeme [min]

Vr — ukupni volumen reaktora [mL]

Vreakior — volumen reaktora [l ]

Kratice

ABS - apsorbancija

ATP — adenozin trifosfat

BSA — bovine serum albumin

DNA — deoksiribonukleinska kiselina
ES — enzim-supstrat kompleks

EP — enzim-produkt kompleks
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HCI — klorovodié¢na kiselina

HIV — Human Immunodeficency Virus, virus humane imunodeficijencije
LCA — Life Cycle Assesment, procjena zivotnog ciklusa

MSC — statisticki parametar, Model Selection Criterion

NaOH — natrijeva luzina

NaCl — natrijev Kklorid

TCA —trikloroctena kiselina

32



8. PRILOZI
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Slika 8.1. Bazdarni pravac za mjerenje koncentracije tirozina.
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Slika 8.2. Primjer rezultata mjerenja aktivnosti proteaze.
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Slika 8.3. Bazdarni pravac za mjerenje koncentracije proteina.
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9. ZIVOTOPIS

Marta Pinci¢ | 201 5. godine zavrSava Osnovnu

Skolu Zemunik u mjestu Zemunik Donji te iste godine upisuje prirodoslovno-matematicki smjer
u Gimnaziji Franje Petri¢a u Zadru. Nakon zavrSetka srednje Skole, 2019. godine upisuje studij

Ekoinzenjerstvo na Fakultetu kemijskog inZenjerstva i tehnologije Sveucilista u Zagrebu.
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