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Sazetak

Enzim deoksiriboza-5-fosfat aldolaza (DERA) katalizira reakciju dvostruke aldolne adicije
dvije molekule acetaldehida i jedne molekule kloracetaldehida. Spomenuta reakcija koristi se ,
prilikom sinteze prekursora u proizvodnji statina. Visoka koncentracija aldehida u DERA

kataliziranoj reakciji negativno utjece na stabilnost enzima.

Cilj ovog rada bio je provesti imobilizaciju enzima DERA-¢ na magnetske nanocestice u
svthu povecanja njegove stabilnosti. Magnetske nanocestice oblozene su silikom po
Stoberovom procesu te funkcionalizirane APTMS-om ((3-aminpropil)trimetoksisilanom)). Za
aktivaciju su koriStena tri aktivacijska sredstva: benzokinon, glutaraldehid i sukcinski anhidrid
razli¢itih koncentracija. Najbolji parametri uspje$nosti procesa imobilizacije dobiveni su
prilikom koristenja nosica aktiviranim s 15 %-tnim sukcinskim anhidridom kao aktivacijskog

sredstva, te je taj koristeno u daljnjim ispitivanjima.

Isto tako, poznato je da pH vrijednost pufera i temperatura prilikom procesa imobilizacije
enzima mogu imati veliki utjecaj na aktivnost enzima, pa tako i na uspjeSnost procesa
imobilizacije. Stoga, ispitan je utjecaj pH i temperature prilikom procesa imobilizacije enzima

DERA-¢. Najveca efikasnost i iskoristenje postignuti su pri temperaturi od 30 °C i pH 6.

Kljucne rijeci: deoksiriboza-5-fosfat aldolaza, DERA, imobilizacija enzima, magnetske

nanocestice, silanizacija, benzokinon, glutaraldehid, sukcinski anhidrid



Abstract

Deoxyribose-5-phosphate aldolase (DERA) catalyzes the reaction of the double aldol addition
of two acetaldehyde molecules and one chloroacetaldehyde molecule. The mentioned reaction
is used in the synthesis of precursors for the production of statins. The high concentration of

aldehyde in the DERA catalyzed reaction negatively affects the stability of the enzyme.

The aim of this work was to immobilize the DERA enzyme on magnetic nanoparticles to
increase its stability. Magnetic nanoparticles were coated with silica using the Stéber method
and functionalized with APTMS ((3-aminopropyl)trimethoxysilane)). Three activation agents
were used: benzoquinone, glutaraldehyde and succinic anhydride at different concentrations.
The higest efficiency for the immobilization process were obtained when the carrier was

activated with 15 % succinic anhydride, so this carrier was used in further tests.

It is known that the pH of buffers and temperature during the process of enzyme
immobilization can have an impact not only on the activity of enzymes, but also on the
success of the immobilization process. Therefore, the influence of pH and temperature during
the immobilization process of DERA enzyme was also investigated. The highest efficiency

and yield were achieved at a temperature of 25 °C and a pH of 6.

Keywords: deoxyribose-5-phosphate aldolase, DERA, enzyme immobilization, magnetic
nanoparticles, silanization, benzoquinone, glutaraldehyde, succinic anhydride
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1. UVOD

Enzimi su bioloski katalizatori (poznati i kao biokatalizatori) koji ubrzavaju biokemijske
reakcije u zivim organizmima. Takoder se mogu ekstrahirati iz stanica, pa zatim koristiti za
kataliticke reakcije Sirokog raspona komercijalno vaznih procesa. Krajem devetnaestog
stoljea 1 pocetkom dvadesetog stoljeCa napravljen je znacajan napredak u ekstrakciji,
karakterizaciji i komercijalnoj eksploataciji mnogih enzima, ali tek su 1920-ih kristalizirani
enzimi, otkrivaju¢i da je Kkataliticka aktivnost povezana s molekulama proteina. Kao
katalizatori, enzimi su potrebni samo u vrlo niskim koncentracijama, a ubrzavaju reakcije bez
da se trose tijekom reakcije.! Kao §to je spomenuto, enzimi mogu biti aktivni i izvan stanica,
medutim vazno je odrzavati uvjete §to sli¢nije onima u stanici. Takvi se uvjeti odnose na pH
vrijednosti koje su neutralne ili blizu neutralnih, temperature koje su blizu sobnih 20-50 °C i
razrijedene vodene otopine, a nazivaju se fizioloski uvjeti. Inzenjeri, prilikom provodenje
biotransformacija, Zele posti¢i visoke koncentracije produkta, visoku volumnu produktivnost
te dobro iskoriStenje biokatalizatora, stoga ga izlazu uvjetima koji su ipak razliciti od onih u
stanici. Posljedi¢no, dolazi do pada aktivnosti biokatalizatora njegovom produljenom
upotrebom. Kako bi se biokatalizator mogao koristiti u industrijskom procesu, treba ga
prevesti u oblik u kojem ¢e imati vecu stabilnost. Jedan od nacina da se to postigne je

postupak imobilizacije.?

Posljednjih godina pozornost privlaci enzim DERA (2-deoksiroboza-5-fosfat aldolaza), iz
obitelji aldolaza, koji katalizira reakciju dvostruke aldolne adicije dvije molekule acetaldehida
i jedne molekule kloracetaldehida. Ova reakcija se koristi za sintezu klju¢nog prekurosora za
proizvodnju statinskih lijekova, kao Sto je atorvastatin. Medutim, u prisutnosti vecih
koncentracija aldehida dolazi do inaktivacije enzima DERA-e, pa je njegova prakti¢na
primjena ograni¢ena na laboratorijsko mjerilo. Obzirom na loSiju stabilnost enzima u
prisutnosti aldehida, nuZan je razvoj metoda za povecanje njegove stabilnosti i isplativosti za

industrijski proces.

Imobilizirani enzimski sustavi 'fiksiraju' enzim tako da se moze viSestruko ponovno koristiti,
Sto ima znacajan utjecaj na troSkove proizvodnje. Ova prednost jednostavnosti ponovne
uporabe imobiliziranih biokatalizatora jedan je od glavnih razloga zaSto se takvi sustavi
komercijalno preferiraju. Takoder imobilizacijom se povecati stabilnosti biokatalizatora, $to

se manifestira kao: povecana brzina reakcije, produljeno trajanje katalize, veéa operativna



stabilnost pri ekstremnim pH vrijednostima i temperature. Nakon S$to je biokatalizator
imobiliziran, takoder se moze staviti U niz reaktora kontinuiranog nacina rada. Kontrola
takvih reaktora s kontinuiranim protokom moze biti visoko automatizirana, Sto dovodi do
znatnih usteda u trokovima proizvodnje.! Metoda imobilizacije primijenjena u ovom radu
jest kovalentna imobilizacija, a kao nosioci sintetizirane su magnetske nanocestice. Enzimi
imobilizirani na magnetske nanocestice pokazuju visoku aktivnost i povoljna svojstva, $to je
rezultat velike specifi¢ne povrsine, visokog omjera povrsine i volumena te lakoce razdvajanja

magnetskih Sestica.®



2. OPCI DIO

2.1. Enzimi

Enzimi su organske makromolekule, to¢nije aminokiseline koje su kovalentno povezane
peptidnim vezama. Nastaju u svakoj zZivoj stanici te tamo djeluju kao katalizatori, odnosno
snizavaju energiju aktivacije i tako povecavaju brzinu biokemijskih reakcija u organizmima
koje su od velike vaznosti za normalno funkcioniranje organizma.' Enzimi su aktivni u
stanicama, ali takoder modu djelovati i izvan njih. Unutarstani¢ni enzimi su enzimi koji
kataliziraju biokemijske reakcije unutar stanice, a vanstani¢ni one reakcije izvan stanice.
Medutim, vazno je odrzavati uvjete Sto sli¢nije onima u stanici: pH vrijednosti koje su
neutralne ili blizu neutralnih, temperature blizu sobnih (20-50 °C) i provoditi reakcije u
vodenim otopinama.. Do danas je razvijen Citav niz bioprocesa u kojima se iz relativno
jeftinog supstrata koristenjem cijelih stanica ili enzima proizvode skupe kemikalije kao §to su
antibiotici, terapeutski proteini ili cjepiva. Prilikom provodenja biotransformacija inzenjeri
zele posti¢i visoke koncentracije produkta, visoku volumnu produktivnost te dobro
iskoriStenje biokatalizatora. Enzim kao biokatalizator u ovim procesima biva podvrgnut
uvjetima koji su razli¢iti od onih u Zivoj stanici, stoga neizbjezno dolazi do pada njegove

aktivnosti. Zadaca inZenjera je da definira optimalne uvjete za provedbu takvog bioprocesa.”

Specifi¢nost prema supstratu je jedno od vaznijih svojstava enzima te im omogucuje vezanje
samo s odredenim supstratima. Dakle, enzim mora posjedovati to¢no odredene funkcionalne
skupine koje ¢e mo¢i uévrstiti supstrat na aktivnom mjestu, kako bi se reakcija mogla odvijati.
Supstrat se veze na aktivno mjesto enzima pri ¢emu si odgovaraju kao klju€ i brava, nastaje
meduprodukt, nakon ¢ega se nastali produkt odvaja od enzima te tako oslobada enzim koji

nastavlja svoje katalititko djelovanje na ostale molekule (slika 2.1).3*

supstrat produkti

,9 = D o 9

¥ & & &

enzim enzim-supstrat enzim-supstrat enzim
kompleks kompleks

Slika 2.1. Mehanizam djelovanja enzima na supstrat®



Potrebno je napomenuti da iako se velik broj enzima sastoji isklju€ivo od proteina, mnogi
takoder sadrze ne-proteinsku komponentu, poznatu kao kofaktor, koja je neophodna za
kataliti¢ku aktivnost pojedinog enzima. Kofaktor moze biti organska molekula i u tom slucaju
se naziva koenzim, ili moZze biti anorganska molekula, obi¢no metalni ion kao §to su zeljezo,
mangan, bakar ili cink. Koenzim koji se ¢vrsto i trajno veze za protein naziva se prostetska
skupina enzima. Kada enzim zahtijeva kofaktor za svoju aktivnost, neaktivnu proteinsku

komponentu obi¢no nazivamo apoenzim, a apoenzim i kofaktor zajedno ¢ine holoenzim (slika

2.2)1

HOLOENZIM
APOENZIM APOENZIM APOENZIM
KOENZIM PROSTETSKA
SKUPINA METALNI ION

Slika 2.2. Komponente holoenzima®

Biokatalizatori imaju ¢itav niz prednosti pred klasi¢énim kemijskim katalizatorima. In vivo,
enzimski katalizirane reakcije odvijaju se pri blagim reakcijskim uvjetima: pri nizoj
temperaturi, pri priblizno neutralnim pH vrijednostima, pod normalnim tlakom i sl. Brzina
ovih reakcija je vrlo visoka i sve reakcije katalizirane enzimima odvijaju se pod visokom
reakcijskom selektivno$c¢u. Iste prednosti javljaju se i kod in vitro reakcija kataliziranih
enzimima, tj. imaju visoku kemo-, regio-, enantio- i stereoselektivnost.® Takoder, enzimi su
prihvatljivi za okoli$ jer su biorazgradivi. Procesi koje kataliziraju stvaraju malo otpada, trose
manje sirovine, vode i1 obi¢no imaju manji broj procesnih stupnjeva. lako enzimski
katalizirane reakcije imaju brojne prednosti, pojavljuju se i odredeni nedostaci. Neki od
nedostataka su: potreba za kofaktorom, nestabilnost izvan prirodnog okruzenja, pad aktivnosti

i/ili stabilnosti porastom temperature, &este inhibicije reaktantima i produktima reakcije.’

Toc¢an mehanizam kojim enzim djeluje na povecanje brzine reakcije razlikuje se od jednog

sustava do drugog. Medutim, op¢i princip je da vezanjem supstrata na enzim, reakcija koja



ukljuCuje supstrat postaje povoljnija zbog sniZzavanja energije aktivacije. Kako je i prikazano
na slici 2.3., enzimi snizavaju energiju aktivacije sustava tako da omogucavaju laksi

energetski prijelaz u tranzicijsko stanje (stanje intermedijera).t

Tranzicijsko stanje W nekatalizirana reakcija

B katalizirana reakcija

AG°- slobodna

energija aktivacije

Supstrat

Slobodna energija

AG reakcije

Produkt

Reakcijski tok

Slika 2.3. Razlika u energiji aktivacije potrebnoj za pokretanje reakcije izmedu nekatalizirane

i katalizirane reakcije

U prisutnosti enzima kao biokatalizatora, tranzicijsko stanje je energetski povoljnije, stoga
dolazi do ubrzanja same reakcije, ali ne mora nuzno do¢i do promjene energetskih razina

reaktanata ili produkata.



Najcesca podjela enzima je prema vrsti reakcije koju kataliziraju. Takav nacin podjele

prikazan je u tablici 2.1.

Tablica 2.1. Podjela enzima prema reakciji koju kataliziraju

hidrolize ATP

acil CoA sintaze

NAZIV VRSTA PRIMJERI ULOGA
REAKCIJE ENZIMA
Za industriju su
najznacajnije
dehidrogenaze koje
_ oksidiraju supstrat
Oksidaciia- Peroksidaze, prijenosom vodikovih
Oksidoreduktaze redukciia lakaze, atoma na koenzim
J tirozinaze, (NAD+, NADpJf’ FAD+,
glukoza oksidaze FMN) koji se ponasa kao
akceptor. Zahtijevaju
koenzime za rad te su
isklju¢ivo unutarstanicni.
Ovi enzimi ¢ine klju¢nu
ulogu u stani¢nom
Prijenos Fosforilaze, metabolizmu. Kao i
Transferaze funkcionalnih glikoziltransferaze, oksidoreduktaze, i ovi
skupina aciltransferaze enzimi zahtijevaju
koenzime za rad te su
isklju¢ivo unutarstanicni.
Vecina enzima koji imaju
Glikozidaze,, tehnoloSku primjenu
Hidrolaze Hidroliza lipaze, pripadaju ovoj skupini.
proteaze, peptidaze | Vecina zarad ne
zahtijeva koenzime.
Adicija ili Posf[oji 7 p(_)dvrsta _ovih
eliminacija skupina - enzima, ovisno o tipu
: . J P Dekarboksilaze, prihvatljive veze. Veéina
Liaze radi aldolaze . tarstanic i
stvaranja/uklanjanja drats Je unutarsianicnd, a ne
dehidrataze, ne zahtijevaju koenzime
dvostruke veze
zarad.
o Postoji 6 podvrsta, ovisno
Izomerizacija Racemaze, o tipu izomera koji se
Izomeraze (intramolekulski epimeraze, proizvodi.
prijenos skupina)
Vezanje dvaju Ligaze, Postoji 6 podvrsta, ovisno
Ligaze supstrata na teret sintaze, o tipu veze koja se

formira.




2.1.1. Aldolaze

Aldolna adicija je sredisnji tip reakcije u sintetskoj kemiji i kemiji staniénog metabolizma, te
je najcesce koriStena za sintezu polihidroksiliranih komponenti s novim kiralnim sredi$tima.
Aldehidi su od velike vaznosti u reakcijama aldolne adicije zbog ¢injenice da formiraju druge
aldehide kao produkte. Nadalje, nastali aldehidi se mogu koristiti za reakcije adicije u tvorbi
komponenti slozenijih struktura. In vivo, aldolaze kataliziraju stereoselektivnu aldolnu adiciju
aldehida i ketona ili cijepanje odgovarajuc¢ih aldola. Do danas je otkriveno vise od 30
razli¢itih aldolaza koje se dijele na dvije glavne klase prema njihovom Kkatalitickom

mehanizmu:®

e |.klasa- aktiviraju svoje donorske supstrate formiranjem Schiff-ovih baza sa strogo
oCuvanim aktivnim mjestima lizina. Enamin tautomer koji je stvoren na aktivnom
mjestu zatim napada, sa visokom selektivnos¢u, prikladnu stranu vezanog akceptora
aldehida. Enzim vezan na imin se tada hidrolizira i oslobada produkt.

e ll:klasa- metalni kofaktor se veze na aktivnom mjesto enzima sa ostacima histadina.
Ovaj vezani metalni ion, najéei¢e Zn®* (iako Co®" i Fe* isto mogu biti aktivni),
ponasa se kao Lewisova kiselina te aktivira vezani donorski supstrat. Aldolaze vezu
doticne donorske supstrate s visokom specificno$¢u i generalno nece prihvatiti ostale
donore, iako su im strukture sli¢ne orginalnim donorima. Ova stroga specificnost

donora osigurava funkcionalne temelje za klasificiranje aldolaza.’



2.1.2. 2-deoksiriboza-5-fosfat aldolaza (DERA)

Medu aldolazama koje su se pokazale kao korisne za organske sinteze je 2-deoksiriboza-5-
fosfat aldolaza (DERA). In vivo, katalizira reverzibilnu aldolnu reakciju 2-deoksi-D-riboze-5-
fosfata (dR5P) , degradaciju produkta deoksiribonukleinske kiseline, u D-gliceraldehid-3-
fosfat (G3P) i acetaldehid (slika 2.4.).°

OH
04\ + O;\l/\opojlf- O/ //\OPO:.‘E'
OH OH
acetaldehid D- gliceraldehid- 3-fosfat (G3P) 2-deoksi-D-riboza-5-fosfat (dR5P)

Slika 2.4. Reverzibilna aldolna reakcija koju katalizira DERA®

DERA je monomer molekulske tezine 28 kDa, protein koji se sastoji od 259 bo¢nih lanaca
aminokiselina.” Tijekom godina DERA je identificirana u velikom broju biljnih i Zivotinjskih
tkiva. U ljudskom organizmu je najvise ima u pluénim i jetrenim stanicama, te je ukljucena u
odgovor na stres u stanicama odgadanjem ili smanjenjem o§teéenja.10 DERA prikazuje tipi¢no
TIM (o/B) bacvasto preklapanje, §to je uobiCajena strukturna karakteristika aldolaza klase I.
(slika 2.5). Nukleofilni e-amin koji se nalazi na g6 niti napada aldehidnu funkcionalnost
ulaznog supstrata (acetaldehida ili dR5P), tvorec¢i odgovarajucu iminsku Schiffovu bazu. Ako
je supstrat dRSP, reakcija ¢e se odvijati kao $to je prikazano na slici 2.4. razbijanjem C-C

veze i otpustanjem produkata G3P i acetaldehida.

Slika 2.5. Alfa/beta TIM bagvasta struktura 2-deoksiriboze-5-fosfat aldolaze (DERA)®

DERA prihvaca brojne aldehide sa dugim lancima, ¢ak i do cetiri ugljikova atoma, i stvara

(S)- konfigurirani stereogeni centar na G3P i ekvivalentu stereokemiju na drugim

8



molekulama. Jo§ jedno zanimljivo svojstvo DERA-e je Cinjenica da moze Katalizirati
sekvencijalne aldolne reakcije kojima nastaju 2,4,6-trideoksiheksoze, koje mogu biti vazni
intermedijeri za proizvodnju atorvastatina i lijekova za snizavanje kolesterola.'>** Zanimljiva
primjena za DERA- kataliziranu sekvencijalnu aldolnu reakciju je u proizvodnji MHG-CoA
inhibitora reduktaza, koji se zovu statini. Statini su vazni lijekovi koji se koriste za snizavanje
kolesterola, a DERA omogucuje jednostavan put do uobicajenih poliolnih uzoraka u tim
lijekovima, u jednom koraku, koriste¢i akiralne supstrate kao npr. acetaldehid.’? Reakcijski
mehanizam odvija se tako da jedna molekula kloroacetaldehida reagira s jednom molekulom
acetaldehida pri kojoj nastaje meduprodukt (3R)-4-kloro-3-hidroksibutanal. Nastali
meduprodukt reagira s jo§ jednom molekulom acetaldehida pri ¢emu nastaje (3R,5R)-6-kloro-
3,5-dihidroksiheksanal, koji ciklizira u (3R,5S)-6-kloro-2,4,6-trideoksi-eritro-heksozu. (slika
2.6.)%

0 0
P = O -
“ - CI\/'\) T CI\/‘\/'\)

acetaldehid  kloroacetaldehid ~ (3R)-4-kloro-3-hidroksi butanal J (3R,5R)-6-kloro-3,5-dihidroksi heksanal

i

0] OH
CI/\(;(N
OH
(3R,55)-6-kloro-2,4,6-trideoksi-eritro-heksoza

Slika 2.6. Shema DERA Kkatalizirane aldolne adicije acetaldehida i kloroacetaldehida®®

Osim industrijskog procesa dobivanja bo¢nog lanca statina, nema puno istrazivanja 0
komercijalnim procesima koji koriste ovaj enzim. Glavni razlog je Cinjenica da se enzim
inaktivira u prisutnosti acetaldehida. Nadalje, potrosnja katalizatora i samo vrijeme reakcije
potrebno za proizvodnju industrijski relevantnih koli¢ina produkta su i1 dalje preveliki.
Potrebno je nastaviti istraZivanja u proteinskom inZenjerstvu, zajedno s reaktorskim
inzenjerstvom te razli¢ite pristupe imobilizaciji enzima kako bi se postigle visoke aktivnosti i
koli¢ine produkta u manjem vremenu s nizom stopom deaktivac:ije.13 U ovom radu provedena
je dvostruka aldolna adicija acetaldehida i kloroacetaldehida katalizirana enzimom DERA, uz

slobodni i imobilizirani enzim.



2.2. Imobilizacija enzima

Imobilizacija enzima na Cvrstim nosiocima naSiroko se koristi u brojnim primjenama,
ukljucujuéi biosenzore, materijale za pakiranje hrane, proizvodnja biogoriva itd.***® Ova se
tehnologija koristi za postizanje stabilnijeg i aktivnijeg enzima na potpornoj povrsini. Takoder
je bitno napomenuti da je imobilizirani enzim lakse regenerirati 0dnosno ponovno upotrijebiti.
Stabilizacija se Cesto pripisuje kao rezultat medusobne prostorne fiksacije naspram autolize,
proteolize 1 agregacije zbog povecanja konformacijske vrstoce.'® OgraniCeni stupnjevi
slobode imobiliziranog proteina mogu dovesti do veée zastite od inaktivatora, pa tako
pridonose dobivanju kontroliranih industrijskih biokatalizatora otpornih na denaturaciju.
Stoga je ovo uspjeSna strategija za postizanje visokih prinosa reakcije uz niske troskove, §to

;. . .. . .. .. .17
omogucuje raznoliku primjenu enzima u kemijskoj sintezi.

Metode imobilizacije moraju biti optimizirane za svaku specificnu biokataliticku reakciju jer
imaju velik utjecaj na kataliticko ponaganje enzima.'® Postoji niz faktora koji se moraju uzeti
u obzir prilikom izbora metode imobilizacije enzima: toleranciju enzima na kemijsku i
fizikalnu imobilizaciju, povrSinske funkcionalne skupine na proteinu, veli¢inu enzima, naboj
proteina i izoelektri¢nu toCku, polarnost proteina (hidrofobne/hidrofilne regije) i potrebe
prijenosa supstrata/produkta. Svako od ovih svojstava odnosi se na razli¢it izbor metode za
imobilizaciju enzima. Primjena enzima u bioprocesima zahtijeva enzim imobiliziran na
unutarnjoj strani reaktora ili na nosiocu. Tako imobilizirani enzimi se koriste u prehrambenoj
industriji (npr. upotreba glukozne izomeraze u proizvodnji Kkukuruznog sirupa), za
farmaceutske primjene (npr. enzim za osiguravanje kiralnosti proizvedenog lijeka), enzimska
proizvodnja butanola i dr. Druge uobicajene primjene imobiliziranih enzima su biosenzori i

biogorivne éelije.*
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2.2.1. Metode imobilizacije

Enzime mozemo imobilizirati razli¢itim metodama, kao $to je prikazano na slici 2.7. Metode

imobilizacije enzima dijelimo na fizikalne, gdje postoje slabe interakcije izmedu nosioca i

enzima te kemijske stvaranjem kovalentnih veza s enzimom.?*?2%3

Uklapanje (kapsuliranje)

Uklapanje u gel Uklapanje u Mikrokapsuliranje

kanal
I 1
. Vezanje na nosac UmreZavanje

Afinitetno Fizikalno - | lonsko Kovalentno
vezanje adsorpcija vezanje vezanje

v v

Slika 2.7. Shematski prikaz metoda imobilizacije enzima®

Fizikalne metode uklju¢uju zadrzavanje enzima unutar membranskog reaktora, adsorpciju
(fizikalna ili ionska) na matrici netopljivoj u vodi, uklapanje (ili uklapanje u gel);
mikrokapsulacija s ¢vrstom membranom; mikrokaspulacija s teku¢om membranom i stvaranje
enzimskih Langmuir-Blodgett filmova. Metode kemijske imobilizacije uobiCajeno sadrze
kovalentnu vezu s matricom netopljivom u vodi, umrezavanje s reagensom koji ima malu

molekulsku masu i ko-umreZavanje s ostalim neutralnim tvarima npr. proteinima.”’

Adsorpcija je najjednostavnija tehnika imobilizacije enzima na membranu ili nosioc. Proces
adsorpcije se obi¢no dogada zbog razlike u povrSinskom naboju membrane/nosioca i naboja
enzima koji posljedicno mogu stvoriti interakciju. 2 Mehanizmi adsorpcije temelje se na
slabim vezama kao Sto su Van der Waalsove 1 elektrostatske 1 hidrofobne interakcije izmedu
enzima i nosioca.?’ Adsorpcija ima tendenciju slabe interakcije izmedu enzima i nosioca, §to
je povoljno jer se enzim moze obnoviti nakon reakcije. Medutim, nedostatak je Sto aktivnost

imobiliziranog enzima pada zbog desorpcije.
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Metoda imobilizacije uklapanjem temelji se na lokalizaciji enzima unutar membrane. Enzim
moze biti zarobljen u spuzvastom sloju filtracijom s popre¢nim protokom (veli¢ina pora u
gustom sloju mora zadrZati enzim, a supstratu omoguéiti prolaz).?* Koristena koli¢ina
katalizatora, njegova distribucija, aktivnost i vrijeme poluraspada su jako vazni parametri koji
omogucuju odgovarajuéu orijentaciju razvoja takvih sustava. Jedna od prednosti uklapanja u
usporedbi s procesom adsorpcije je optimizacija vanjske povr§ine membrane, na kojoj se kod
adsorpcije moze nalaziti enzim. Uklapanje u membranu moze se provoditi i za vrijeme
pripreme same membrane, te se ova tehnika moze koristiti sa ¢vrstim membranama, ali 1 sa
teku¢im. Membrane koje su veé koriStene za ove namjene su polivinilalkohol (PVA),
tetrametoksisilan (TMQOS), PVA- dimetildimetoksisilan (DMDMOS), PVA- TMOS-
DMDMOS, polistiren, celulozni acetat (CA)- politetrafluoroetilen (PTFE), PSF, PAN i
PMMA. Nekoliko je enzima imobilizirano ovim tehnikama: lipaze, b- glukozidaze, glukoza

oksidaze, peroksidaze i esteraze.??®

Jedan od nacdina imobilizacije bez nosioca je umrezavanje biokatalizatora te ukljucuje
udruzivanje stanica mikroorganizama ili enzima blize jedno drugome kako bi naposlijetku
formirali trodimenzionalnu strukturu. Postoje fizikalne i kemijske metode umrezavanja
biokatalizatora. Kemijske metode ukljucuju stvaranje kovalentne veze izmedu stanica pomocu
bifunkcionalnih ili multifunkcionalnih reagensa kao Sto su glutaraldehid ili toluen
diizocijanat. Spomenuti reagensi su skupi i toksi¢ni za zive stanice, ¢ime im se uporaba

ograniéava.2

Metoda imobilizacije umrezavanjem se takoder moze posti¢i intermolekularnim
umrezavanjem proteina, bilo na drugi protein ili na funkcionalne skupine na netopljivom
nosatu matrice.”” UmreZavanje enzima sa samim sobom je i skupo i nedostatno, jer ¢e neki od
proteina djelovati samo kao potpora, Sto kao posljedicu ima manju enzimsku aktivnost.
Budu¢i da je enzim kovalentno vezan za potpornu matricu, ovom metodom vjerojatno ¢e doci
do vrlo male desorpcije. Spomenuta metoda je atraktivna zbog svoje jednostavnosti i snaznog
kemijskog vezanja postignutog izmedu biomolekula. Glavni nedostatak je mogucnost gubitka
aktivnosti zbog narusSavanja konformacije aktivnog enzima i kemijske promjene aktivnog
mjesta tijekom procesa umrezavanja.’® Metoda kovalentne imobilizacije na nosioc biti ¢e

detaljnije opisana u sljedecem poglavlju.

Afinitetno vezanje je metoda imobilizacije enzima koja ovisi o specificnom mjestu skupine

biomolekula, pa tako omoguc¢uje kontrolu orijentacije biomolekula. Stoga, postizanjem
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odredene orijentacije biomolekula moze se izbje¢i deaktivacija enzima 1i/ili blokiranje

aktivnog mjesta na enzimu.?
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2.2.2. Kovalentna imobilizacija

Kovaletno vezanje podrazumijeva stvaranje kovalentne veze izmedu biokatalizatora i nosioca
1 to je ujedno najjaca veza izmedu enzima i1 nosioca. Veza se stvara izmedu funkcionalne
grupe na povrsini nosioca i funkcionalne grupe aminokiseline na povrSini biokatalizatora.

Najcesce funkcionalne grupe su:

e amino skupina lizina ili arginina
e karboksilna skupina aspartatne kiseline ili glutamatne kiseline
e hidroksilna skupina serina ili treonina

e sulfhidrilna skupina cisteina

Najvaznije svojstvo nosioca je hidrofilnost radi ocuvanja enzimske aktivnosti. Nosioci koji se
najceSc¢e koriste su: celuloza (AE-, CM-, DEAE-) 1 dekstran (Sephadex), Skrob, agaroza
(Sepharose). Tipovi reakcija koji se pojavljuju kod nastanka kovalentne veze izmedu enzima i
nosioca, a vazno ih je istaknuti su: izourea veza, diazo veza, peptidna veza i reakcija

alkilacije.

Parametri koji mogu utjecati na kovalentno vezanje enzima, te ih je potrebno prouciti prije
same imobilizacije su: odabir nosioca te njegova fizicka i kemijska priroda (veli¢ina pora,
veli¢ina Cestica, poroznost, kemijski sastav, funkcionalne skupine, neaktivne skupine, broj
veza izmedu enzima i nosioca te priroda njihove kemijske veze), konformacija enzima u
trenutku nastajanja veze, svojstva medija koji se koristi za vezanje. Nadalje, vazno je odabrati
metodu imobilizacije koja neée dovesti do deaktivacije biokatalizatora zbog stvaranja

kovalentne veze izmedu amino skupine na aktivnom mjestu biokatalizatora 1 nosioca.

Imobilizacija enzima kovalentnim vezanjem omogucuje vecu stabilnost enzima te otpornost

na ekstremne uvjete.*

14



2.2.3. Aktivacija i funkcionalizacija nosioca

Kako bi ¢vrsta podloga imala funkcionalne skupine potrebne za osiguravanje kovalentne
veze, potrebno ju je predaktivirati kemijskim reagensima za predaktivaciju (glutaraldehid,
cijanogen bromid, tionil klorid itd.). Spomenuti reagensi su jaki elektrofili (siromasni

elektronima), pa reagiraju s jakim nukleofilom poput amino-skupine.’

U ovom radu primjenjena je funkcionalizacija povrSine magnetskih nanocestica oblozenih
silikom s APTMS-om, odnosno (3-aminopropil)trimetoksisilanom, koji se ¢esto koristi za
stabilizaciju nanocestica silicijevog dioksida ili metalnog oksida time §to uvodi amino
skupine.®® Kataliticka aktivnost aminosilana uvjetovana je amino skupinom koja olak3ava

stvaranje siloksanskih veza (R-Si-O-Si) s povrsinskim silanolima (Si-OH)..**

O-CHs;

|
H,N-CH,CH,CH,-Si-0-CHs
|

O-CH;

Slika 2.8. Uvodenje amino skupina APTMS-om na nosioc™

Nakon vezanja amino skupina na silanol skupine, slijedi aktivacija odredenim reagensom
pomocu koje se odvija kemisorpcija enzima na povrsinu silike. U svrhu usporedbe utjecaja
reagensa ispitana je aktivacija pomocu tri reagensa benzokinona, glutaraldehida i sukcinskog

anhidrida. Slika 2.9 prikazuje aktivaciju pomocu sukcinskog anhidrida.

— on — e a
° sukcinid anhidrid /—’ x L
— OH — enzim
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— ou funkcionalizacija __nu, aktivacija [ ) imobilizacija s
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Slika 2.9. Shematski prikaz funkcionalizacije, aktivacije sukcinskim anhidridom i imobilizacije

enzima na magnetske nanogestice™
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2.2.  Nosioci za imobilizaciju

Karakteristike enzima imobiliziranih na nosiocu ovise o svojstvima i enzima i nosioca.
Njihova interakcija omogucéuje unaprjedenje imobiliziranog enzima, pa tako enzim poprima
specificna kemijska, biokemijska, mehanicka i kineticka svojstva. Nosioc moze biti sintetski

organski polimer, bipolimer ili anorganski materijali.*

| organski (uglavhom polisaharidi, poliakrilni i polivinilni materijali) i anorganski
nosioci(uglavnom silika ili drugi metalni oksidi) opisani su kao ucinkoviti nosa¢i za
imobilizaciju enzima. Kao organski nosioci koriste se polisaharidi kao $to su modificirana
celuloza, dekstran, citozan i agaroza, a vinilni i akrilni polimeri koji se najcesce koriste su
poliakrilamidi, polivinil alkoholi i neki poliamidi poput najlona. Anorganski nosioci su
materijali najceS¢eg izbora u ovom podrucju jer su dostupni u Sirokom rasponu poroznosti i
cijena. Isto tako, moguce je kemijski modificirati njihovu povrSinu te tako omoguditi
koriStenje razli¢itih metoda imobilizacije enzima. Anorganski nosioci takoder pokazuju

izvrsnu toplinsku, mehanicku i mikrobnu otpornost. %

Odabir odgovarajuceg nosioca uvelike utjece na cjelokupnu izvedivost industrijske primjene
za imobilizirani enzim. Odabrani nosioc mora ispunjavati neke kljuéne zahtjeve da bi bio

prikladan za kovalentnu imobilizaciju:

e Nosioc bi trebao biti relativno jeftin 1 ekoloski bezopasan, svode¢i na minimum
ekonomski u¢inak na proces.

e Nosioc bi trebao imati $to veéi kapacitet, odnosno moguénost vezanja §to vece
koli¢ine enzima. Prema tome, poroznost bi mogla biti klju¢na, ali promjer pora bi
trebao ostati unutar odgovarajuc¢eg raspona (Siri od prosje€nog promjera proteina)
budu¢i da ¢e manje pore biti nepropusne za protein, a prevelike ¢e uzrokovati znac¢ajan
pad aktivne povrSine. U oba slu¢aja veli¢ina pora negativno utjece na kapacitet
opterecenja. Veca aktivna povrSina 1 odgovarajuca veli¢ina Cestica moraju se uzeti u
obzir prilikom izbora nosioca.

e Hidrofobnost povrSine obi¢no treba svesti na najmanju mogucu mjeru, buduci da
pogoduje neZeljenoj adsorpciji 1 denaturaciji proteina. Suprotno ponasSanje javlja se
jedino kod vrlo poznatih hidrofobnih enzima, kao $to su lipaze. Opcéenito govore¢i,
nosioc bi trebao predstavljati optimalno mikrookruzenje za poboljsanje katalitickih

svojstava imobiliziranih enzima.
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e Funkcionalizacija i aktivacija zahtijevaju reaktivne kemijske funkcionalne skupine na
povrsini nosioca. Ove skupine trebaju predstavljati minimalnu stericku smetnju i
visoku povrSinsku gustocu.

e Nakon imobilizacije nosioc bi trebao biti potpuno inertan u radnim operacijskim
uvjetima enzima, ne ometajuéi zeljenu reakciju.

e Interferencije nespecificnim interakcijama proteina i nosioca (tj. adsorpcija, ionska
izmjena) trebaju se minimalizirati, osim u sluc¢aju posebno zeljene multifunkcionalne
imobilizacije.

e Otpornost na mikrobe obavezna je za komercijalno odrziv enzim.

e Toplinska i mehani¢ka otpornost takoder su vazne, S$to omogucuje koriStenje
imobiliziranog enzima pod razli¢itim radnim uvjetima. Osobito treba paziti ma
otpornost na abraziju (za Sarzne reaktore) i tlak protoka ( za kontinuirane reaktore).

e Bitno je uzeti u obzir i kemijsku otpornost. Npr., pH vrijednosti daleko od neutralnosti

mogu znacajno Utjecati na stabilnost anorganskih nosioca.®

Organski nosioci mogu se proizvesti sa strogo kontroliranom porozno$c¢u, ali su obi¢no vrlo
osjetljivi na tlak ili pH, ili u mnogim slucajevima na oboje. Naprotiv, tipi¢na krutost
anorganskih nosioca osigurava nepromjenjivost promjera pora/volumena pora, $to jamci
konstantan volumen i oblik nosioca. Komercijalno su dostupni anorganski nosioci razli¢itih
volumena pora. Najprikladniji su mezoporozni nosioci s porama veli¢ine izmedu 2 i 50 nm i
povrsinama od 300 m’g™ do 1500 m?g™. Ovakav raspon veli¢ina promjera (oko reda veli¢ina
promjera proteina) trebao bi omoguéiti najve¢i kapacitet vezanja proteina tijekom

imobilizacije.*®
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2.3.1. Magnetske nanocestice

U razvoju katalizatora imobiliziranih na magnetske nanonosioce je ostvaren znacajan
napredak. U usporedbi s magnetitom, magnetske nanodestice (MNC) imaju znadajan
superparamagnetizam, veliku specificnu povrSinu i volumen, ¢ime se uvelike poboljSava
kapacitet optereCenja i1 smanjenja difuzijskog limita. Jo$ jedan kljucni ¢imbenik za
maksimalno iskoristenje prednosti MNC jest potpuna regulacija orijentacije enzima na
nosiocima. U usporedbi s polimernim nosiocima, neporozne MNC nemaju vanjske probleme
difuzije, Sto ih ¢ini konkurentnijima za Siroku industrijsku upotrebu u ¢vrsto-tekuéim

sustavima.®

Nadalje, enzimi imobilizirani na MNC pokazuju visoku aktivnost i povoljna svojstva.
Najcesce koriStene magnetske Cestice su magnetit (FesO4) i maghemit (y-Fe,O3) zbog niske
toksi¢nosti i biokompatibilnosti. Nedavni napredak u nano- i hibridnoj tehnologiji ucinio je
razli¢ite materijale pristupacnijim domacinima za imobilizaciju enzima. Kao rezultat toga,
razliCiti nanostrukturirani materijali (slika 2.10a) na bazi kombiniranih organskih i
anorganskih vrsta privukli su pozornost kao nosioci za imobilizaciju zbog svojih velikih
unutarnjin  povrSina i fizikalno-kemijskih svojstava kao §to su veli¢ina pora,
hidrofilna/hidrofobna ravnoteza, akvafilnost i povrsinska kemija. MNC se sastoje od tri
funkcionalna dijela: magnetske jezgre, povrSinskog premaza za zaStitu magnetske jezgre i

funkcionaliziranog vanjskog premaza.’

Slika 2.10. (a) Magnetske mikrosfere (SEM) i (b) magnetske nanocestice s povrSinskim
premazom silikata (TEM)*’

MNC mogu posluziti kao vrlo korisna podrska katalizatoru koja omoguéuje imobilizaciju

enzima i regeneraciju katalizatora koriStenjem magnetskog polja . Opcenito gledajuéi, vezanje
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katalizatora na MNC omogucuje njegovo jednostavno ponovno koristenje. Time se sprjecava
potreba za dodatnim tehnikama prociS¢avanja kako bi se katalizator uklonio iz toka otpada $to
ga Cini "zelenim" katalizatorom. Postoji nekoliko tehnoloskih prednosti za imobilizaciju
enzima na MNC. Prije svega, magnetska regeneracija aktivnog materijala smanjuje trokove
proizvodnje. Nadalje, imobilizirani enzimi ¢esto pokazuju bolju temperaturnu stabilnost, pH
stabilnost i veéu aktivnost u usporedbi s proteinima bez nosioca.** U posljednjih nekoliko
godina postignut je znacajan napredak u razvoju novih anorganskih katalitickih sustava koji
su imobilizirani na magnetske nanonosioce. Uobi¢ajeno, za zaStitu magnetske jezgre i
zadrzavanje magnetskih svojstava jezgra je obloZena nekom nemagnetskom relativho
inertnom ljuskom kao S§to je silicijev dioksid. Ljuska silicija vrlo je jednostavna za
funkcionalizaciju i dobra je za vezanje razli¢itih katalitickih vrsta, ukljucujuc¢i komplekse

prijelaznih metala.® (slika 2.10 b).

2.3.1. Stoberov proces

Cestice u magnetskim fluidima moraju se stabilizirati protiv agregacije povriinskim nabojem,
a posebno u bezvodnim otapalima i to organskim povrsinskim slojem. Od mnogo povrSinskih
slojeva spominju se laurinska kiselina, oleinska kiselina, polivinilamin i takozvani dvostruki
povrsinski slojevi. Organske skupine nisu kovalentno vezane za Cestice magnetita. Stoga
uvijek treba biti svjestan desorpcije organskih skupina. Jednom kada je sloj silicijevog
dioksida prisutan oko magnetita, povrSinske silanolne skupine mogu reagirati s alkoholima ili
silanskim vezivnim sredstvima kako bi proizvele stabilne disperzije u bezvodnim otapalima

bez rizika od desorpcije sada kemijski omedenog povrSinskog sloja. %

Stoberova metoda koristi se za pripremu monodisperznih silikatnih koloida pomoc¢u hidrolize
alkil silikata i naknadne kondenzacije silicijske kiseline u alkoholnim otopinama koje koriste
amonijak kao katalizator. Za sve primjene uvijek je pozeljno Koristiti Cestice silicija s
odredenom veli¢inom Ccestica i izuzetno uskom raspodjelom. Promjer cestica silicija iz

Stéberove metode kontrolira se relativnim doprinosom procesa nukleacije i rasta.*

Kemijske reakcije koje ¢ine Stoberovu metodu su hidroliza i kondenzacija (slika 2.11a,b).
Primarna reakcija tijekom sinteze Cestica silicija Stoberovom metodom je hidroliza (slika

2.11a) tetraetilortioksisilikata (TEOS), najce$c¢eg prekursora silicijevog dioksida. Ukljucuje
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nukleofilnu supstituciju etoksidne skupine (SIAOR) silanolnim skupinama (ASIAOH) putem
prijelaznog stanja pentakompleksacije.**

® 0
Si(OE),—2—> Si(OEt),, (OH), —22—> '....
Monomeri silicijevo
TEOS dioll<sil dla 'jevog Primarne Cestice

a. Hidroliza
b. Kondenzacija
c. Nukleacijai rast

Slika 2.11. Prikaz stvaranja koloidnih &estica silicijevog dioksida*

Opcéenito, hidroliza se javlja u prisutnosti vode, ali se moze ucinkovito katalizirati kiselinom
ili bazom. U tipi¢noj Stoberovoj sintezi amonijak se koristi kao katalizator za ubrzavanje
reakcija hidrolize i kondenzacije. Nakon hidrolize slijedi kondenzacija (slika 2.11b) gdje se
silanolne skupine (ASIAOH) silikatnih monomera ili oligomera kondenziraju u siloksan
(S1AOASI). Poput reakcije hidrolize, ukljucuje nukleofilnu reakciju supstitucije. Medutim,
brzina kondenzacije mnogo je brza od brzine hidrolize jer se silanolne skupine lakse
deprotoniraju od molekula vode kako bi se povecala pozitivha gustofa naboja na atomu
silicija za povoljan nukleofilni napad. To je takoder razlog zasto se silanol monomeri radije
pri¢vrs¢uju na vece klastere siloksanske mreze, a ne na druge monomere ili male oligomere.
U odredenim istrazivanjima kori$tena su dva modela za rast koloidnih Cestica silicija, adicija
monomera i kontrolirana agregacija. Ovi modeli dijele stvaranje nanosfera silicija na dva
primarna dogadaja: nukleaciju i rast. Suprotno modelu adicije monomera, kontrolirani model
agregacije pretpostavlja kontinuiranu nukleaciju tijekom cijelog procesa sve dok
koncentracija monomera ne bude ispod praga nukleacije. Osim toga, rast Cestica silicija

po&inje povriinskim pri¢vri¢ivanjem silanol monomera ili oligomera. **
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Aparatura

3.1.1. Centrifuga

Za separaciju i ispiranje magnetskih nanocestica nakon sinteze, uklanjanje enzima koji se nije
vezao na nanocestice i odvajanje imobiliziranih nanoCestica od reakcijske otopine, Koristena
je centrifuga. Uzorci su centrifugirani na 14000 okr/min pri temperaturi T =4 °C u trajanju od

5 minuta. KoriSten je uredaj Hettich Universal 320R prikazan na slici 3.1.

Slika 3.1. Centrifuga Hettich Universal 320R

3.1.2. Tresilica

Tresilica je koriStena za mijeSanje suspenzije pri aktivaciji nosioca, imobilizaciju enzima te za
provodenje reakcija pri 900 okr/min. KoriStena je termostatirana tresilica Eppendorf

ThermoMixer C, prikazana na slici 3.2.

Slika 3.2. Termostatirana tresilica Eppendorf ThermoMixer C
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Homogenizator V-1 plus Vortex Biosan koristen za homogenizaciju uzoraka prikazan je na
slici 3.3.

Slika 3.3. Homogenizator V-1 plus Vortex Biosan

3.1.3. Tekucinski kromatograf visoke djelotvornosti (HPLC)

HPLC je kratica za tekucu kromatografiju visoke djelotvornosti. "Kromatografija" je tehnika
razdvajanja, "kromatogram™ je rezultat kromatografije, a "kromatograf" je instrument koji se
koristi za provodenje kromatografije. Samo spojevi otopljeni u otapalima mogu se analizirati
pomo¢u HPLC-a. HPLC razdvaja spojeve otopljene u tekuéem uzorku i omogucuje
kvalitativnu i kvantitativnu analizu komponenti i daje informaciju koliko je svake
komponente sadrzano u uzorku. Odredena koli¢ina uzorka injektira se u kolonu pod visokim
tlakom i spojevi sadrzani u uzorku se odvajaju. Spojevi odvojeni u koloni detektiraju se
detektorom nizvodno od kolone i svaki spoj je identificiran i kvantificiran. HPLC moze
odvojiti i identificirati svaki spoj pomocu razlike brzine prolaza svakog spoja kroz kolonu.
Postoje dvije faze za HPLC: mobilna faza 1 stacionarna faza. Mobilna faza je tekucina koja
otapa spoj. Stacionarna faza je dio kolone koji uzajamno djeluje s spojem. U koloni, $to je jaci
afinitet (npr. Van der waals sila) izmedu komponente i mobilne faze, to se komponenta brze
kre¢e kroz kolonu zajedno s mobilnom fazom. S druge strane, Sto je jaci afinitet prema

stacionarnoj fazi, to se sporije kre¢e kroz kolonu.*?

Koristen je HPLC uredaj proizvodaca Shimadzu (slika 3.4.) za odredivanje koncentracije

reaktanata i produkata glavne i1 sporedne reakcije te za odredivanje aktivnosti enzima DERA.
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Slika 3.4. HPLC instrument SHIMADZU

3.1.4. Spektrofotometar

Apsorpcijski spektrofotometar je uredaj koji se koristi za mjerenje apsorbiranog intenziteta
svjetlosti kao funkcije valne duljine. U UV-vidljivim spektrofotometrima zraka svjetlosti iz
odgovaraju¢eg UV i/ili vidljivog izvora svjetlosti prolazi kroz prizmu ili difrakcijski
monokromator. Svjetlost zatim prolazi kroz uzorak koji treba analizirati prije dolaska do
detektora. UV-vidljivi spektrofotometri imaju pet glavnih komponenti: izvor svjetlosti,
monokromator, drza¢ uzorka (kiveta), detektor i prevoditelj. Standardni izvor svjetlosti sastoji
se od deuterijskog luka (190-330 nm) i volframove Zarulje sa Zarnom niti (330-800 nm), koja
zajedno stvara svjetlosni snop preko spektralnog raspona od 190-800 nm. Monokromator
proizvodi kompaktan opti¢ki put 1 smanjuje opticke aberacije. Moderni instrumenti koriste
monokromatore u reflektirajuéem nacinu rada kao element za rasprSivanje svjetlosti.43
Apsorpcija svjetlosti kroz otopine matematicki se opisuje Lambert-Beerovim zakonom (jedn.
1), gdje je ABS apsorbancija pri odredenoj valnoj duljini svjetlosti, & je molarni apsorpcijski
koeficijent [dms mol-1 cm-1], b je duljina puta svjetlosti kroz uzorak [cm] i ¢ predstavlja

koncentraciju tvari u otopini [mol dm-s].**
ABS = ¢ b-c 1)

UV/VIS spektrofotometar Shimadzu UV-1800 prikazan na slici 3.5 kori$ten je za odredivanje
koncentracije proteina prema Bradfordovoj metodi.
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Slika 3.5. Spektrofotometar Shimadzu UV-1800

3.1.5. Magnetska mijesalica

Na slici 3.6. prikazana je magnetska mijesalica EcoStir Dlab. Mijesalica je kori§tena za mijesanje
Bradfordovog reagensa prilikom izrade bazdarnog dijagrama za odredivanje proteina te pri

odredivanju proteina prije i nakon imobilizacije.

Slika 3.6. Magnetska mijesalica EcoStir DLab
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3.2. Analiticke metode

3.2.1. Odredivanje koncentracije proteina Bradfordovom metodom

Jedna od metoda za kvantitativno odredivanje stani¢nih proteina je kolorimetrijska metoda po
Bradford-u. Metoda se temelji na obojenju otopljenih proteina s reagensom Coomasie
Brilliant Blue G-250 (CBB) pri ¢emu dolazi do vezanja anionske boje za NHjz skupine
proteina, S$to je praceno promjenom boje reagensa (smeda u plavu) i pojavom apsorpcijskog
maksimuma pri odredenoj valnoj duljini. Na temelju linearne ovisnosti apsorbancije o
sadrzaju proteina, kvantitativno se odreduje koncentracija proteina. Nepoznate koncentracije
proteina u uzorcima stani¢nog citosola se o€itavaju iz kalibracijskog pravca nacinjenog nizom
razrjedenja otopine albumina govedeg seruma (BSA) i izrazavaju kao mg proteina u ml
citosola.*

BSA/ mg ml’
0 0,06 0,125 0,25 0,50 1,0

ﬂ@ﬂ@@fw‘\
é@‘a OGS
Qx@momw,

Slika 3.7. Promjena boje tokom Bradfordovog ispitivanja®

Bradfordov reagens sastoji se od 100 mg bojila Coomassie Brilliant Blue G-250, 50 ml 95 %-tnog
etanola, 100 ml 85 %-tne ortofosforne kiseline i 850 mL ultra ¢iste vode. Prije mjerenja
koncentracija proteina u uzorcima pripremljen je bazdarni pravac pomocu standardnih otopina
proteina (albumin; BSA) koncentracija 1 mg L™, 5 mg L, 10 mg L™, 15 mg L™ i 20 mg L™
Pomijesalo se 500 pL uzorka s 500 pL reagensa pomocu Vortex-a, inkubacija je trajala 10 minuta
pri sobnoj temperaturi te se potom mjerila apsorbancija uzoraka na spektrofotometru Shimadzu
UV-1601 pri valnim duljinama ;= 595 nm i /,= 450 nm. 1z ovisnosti apsorbancije o koncentraciji
proteina dobiven je bazdarni dijagram (Prilog 1), odnosno jednadzba pravca potrebna za izra¢un
koncentracije proteina u uzorcima koji sadrze nepoznatu koncentraciju proteina. Koncentracija

proteina odredivana je u temeljnoj otopini enzima i otopini nakon imobilizacije enzima na nosioc.
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3.2.2. Odredivanje aktivnosti enzima DERA-e

Aktivnost enzima DERA-e odredivala se u temeljnoj otopini enzima, otopini nakon
provedene imobilizacije enzima te u ponovljenoj reakciji imobiliziranog enzima. Aktivnost se
odredivala u reakciji aldolne adicije acetaldehida i kloracetaldehida. Reakcija se provela
mijesanjem 100 pL otopine aldehida i 100 puL otopine enzima. Temeljna otopina aldehida
sadrzavala je 200 mM acetaldehida i 100 mM kloroacetaldehida u 0,1 M fosfatnom puferu pH

6. Temeljna otopina enzima je koncentracije 6 mg mL™u 0,1 M fosfatnom puferu pH 6.

Nakon pokretanja reakcije, uzorci su uzimani u pravilnim vremenskim razmacima, te
analizirani na HPLC-u. Iz promjene koncentracije meduprodukta 4-klor-3-hidroksibutanala i
produkta 6-kloro-3,5-dihidroksi heksanala u vremenu izracunata je aktivnost enzima (Prilog
5).

3.2.3. Odredivanje koncentracije reaktanata i produkata pomo¢u HPLC-a

Koncentracije reaktanata i produkata odredivane su na HPLC instrumentu, a uzorci su prije
analize derivatizirani kako bi ih bilo moguce detektirati. Otopina za derivatizaciju je
pripremljena mijesanjem 0,1 g o-benzilhidroksi amina sa 3,3 mL piridina, 1,5 mL metanola i
0,2 mL ultra ¢iste vode. Derivatizacija se provodila na nacin da je 5 uL uzorka pomijesano s
50 puL derivatizacijske otopine te inkubirano 20 minuta pri 900 okr/min. Reakcija se nakon 20
min zaustavljala dodatkom 350 pL metanola, uzorci su centrifugirani, a supernatant se

analizirao na HPLC-u.

Analiza se provodila na koloni LiChrospher C18 (Phenomenex, 5 um, 250 x 4 mm) pri T=
30°C spojenoj na UV detektor (A= 215 nm) s protokom od 1,5 mL min-1. Mobilna faza
sastojala se od otapala A (0,1 %-tna trifluoroctena kiselina u vodi) i otapala B (0,1 %-tna
trifluoroctena kiselina u acetonitrilu). Iz dobivenog kromatograma s pikovima identificirane
su pojedine komponente na temelju njihovih retencijskih vremena (Prilog 4). 1z vrijednosti
povrsina ispod pikova pojedinih komponenti pomoc¢u bazdarnih pravaca za acetaldehid
(Prilog 2) 1 kloroacetaldehid (Prilog 3), izracunata je nepoznata koncentracija acetaldehida 1

kloroacetaldehida.
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3.3. Sinteza nanocestica i oblaganje silikom po Stober procesu

3,375 g zeljezovog (III) klorida heksahidrata (FeClax6H20) otopljeno je u 100 mL etilen
glikola. Otopini se zatim polako dodalo 4,5 g natrijevog acetata i 2,5 g polietilen glikola (PEG
6000 MW). Smjesa se mijeSala 30 min, a nakon toga je prenesena u autoklav reaktor te je
grijana tijekom 3 h do 200 °C. Nakon dosegnutih 200 °C, smjesa se zagrijavala 8 h pri
konstantnoj temperaturi. Nakon zagrijavanja precipitat se odvojio etanolom i magnetom, te

par puta isprao etanolom. Nakon ispiranja uslijedilo je susenje pri 60 °C.

Nanocestice su oblozene silikom po Stober procesu. Pripremljeno je 100 mL 75% otopine
etanola u kojoj su dispergirane nanocestice. Potom je dodan tetraetil ortoslikat (TEOS, 10 %
v/v) i amonijak (NH3, 4 % v/v), te je smjesa mijeSana pri 160 okr/min na sobnoj temperaturi
tijekom 12h. Nakon mijeSanja precipitat se odvojio magnetom, isprao tri puta etanolom te se

preko no¢i susio na 55 °C.

3.4.  Funkcionalizacija, aktivacija i imobilizacija enzima

943 mg sintetiziranin MNC funkcionalizirano je dodatkom 50 mL etanola i 3 mL APTMS-a
((3-aminopropil)trimetoksisilana). Pripremljena suspenzija se zatim mijeSala u inertnoj

atmosferi argona pri 30 °C i 160 okr/min tokom 24 sata.

Funkcionalizirane MNC su aktivirane s tri aktivacijska sredstva: benzokinon, sukcinski

anhidrid i glutaraldehid.

Aktivacija benzokinonom se odvijala dodatkom 1 mL pripremljene otopine benzokinona (1,5,
3 ili 4,5 mM) na 20 mg funkcionaliziranog nosioca. Suspenzija se mijesala tokom 1 h na

sobnoj temperaturi.

Aktivacija sukcinskim anhidridom se odvijala dodatkom 1 mL dimetil formamida i
sukcinskog anhidrida (5, 10 ili 15 %) na 20 mg nosioca. Suspenzija se mijeSala 2 h na sobnoj

temperaturi u inertnoj atmosferi duSika.

Aktivacija glutaraldehidom odvijala se dodatkom 1 ml 10, 15 ili 20 otopine glutaraldehida

na 20 mg nosioca. Suspenzija se mijesala 15 h na sobnoj temperaturi.

Nakon aktivacije, nosioc se centrifugirao i oprao puferom nekoliko puta. Aktiviranom nosiocu

dodano je 100 uL otopine enzima koncentracije 20 mg mL™ i 900 uL fosfatnog pufera pH:

27



6,0, 6,5, 7,0 1 7,5 koncentracija 0,1. Imobilizacija se provodila 2 h u tresilici pri 900 okr/min
pri temperaturama: 20 °C, 25 °C, 30 °C i 35 °C.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Reakciju dvostruke aldolne adicije acetaldehida (AA) i kloroacetaldehida (CAA) katalizira
enzim DERA. Ovom reakcijom nastaju meduprodukti (3R)-4-kloro-3-hidroksibutanal (4C-Cl)
I (3R,5R)-6-kloro-3,5-dihidroksiheksanal (6C-Cl), tj. laktol, spoj koji se koristi kao prekursor

u proizvodnji statina (slika 4.1).

0 Q OH O ‘ OH OH O al 0. 2OH
s DERA . DERA |
H 3 H 0 ~
acetaldehid kloroacetaldehid 4-k10r0-3-h1f1rr3k sibutanal 6-kloro-3 ,3-11{[}|c;h:a]3ks1hcksanal
AA CAA 4C-Cl1 H -C OH

laktol

Slika 4.1. Shema dvostruke aldolne adicije acetaldehida i kloracetaldehida katalizirane
DERA-om*

Medutim, primjena ovog enzima je ograni¢ena zbog male stabilnosti DERA-e u prisustvu
aldehida, koji su ujedno i reaktanti. Cilj istrazivanja bio je imobilizirati enzim DERA-u
kemijskom imobilizacijom kovalentnim vezanjem na magnetske nanocestice i ispitati utjecaj
procesa aktivacije nosioca na efikasnost imobilizacije. Ispitan je utjecaj tri reagensa za
aktivaciju nosioca: benzokinon, glutaraldehid i sukcinski anhidrid. Isto tako, provedena su i

ispitivanja utjecaja pH i temperature na proces imobilizacije enzima.
Uspjesnost imobilizacije odredivana je pomocu slijede¢ih parametara:

e iskoriStenje,
o efikasnost,
e imobilizacijska aktivnost i

e preostala aktivnost imobiliziranog enzima.

Iskoristenje jest omjer imobilizacijske aktivnosti i po¢etne aktivnosti (jedn. 2). Govori nam o

koli¢ini enzima koji je uspje$no imobiliziran na povrSinu nosioca.

‘v . imobilizacijska aktivnost Cprotein,0 ~Cprotein,konaino
Iskoristenje = - : = PR P snont (2)
pocetna aktivnost Cprotein,0

Efikasnost nam govori u kojoj mjeri je imobilizirani enzim aktivan u usporedbi sa slobodnim
enzimom, a matematicki predstavlja omjer aktivnosti imobiliziranog enzima te slobodnog

enzima i iskoriStenja (jedn. 3).
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EfikaSTlOSt _ Aimobilizirani enzim (3)
IskoriStenjexAsiopodni enzim

Preostala aktivnost imobiliziranog enzima (jedn. 4) ujedno govori i o uspjesnosti stabilizacije
enzima metodom imobilizacije, a ratuna se kao omjer aktivnosti imobiliziranog enzima i

preostale aktivnosti imobiliziranog enzima te se izrazava u postocima.

Aimobilizirani enzim,2.reakcija (4)

Preostala aktivnost imobiliziranog enzima =

Aimobilizirani enzim

Koncentracija proteina odredivala se Bradfordovom metodom u otopini slobodnog enzima prije
procesa imobilizacije (Cprotein0) I nakon zavrSenog procesa imobilizacije (Cproteinkonacno). 12

izmjerenih koncentracija proteina izraCunavalo se iskoristenje (jedn. 2) i imobilizacijska aktivnost.

Aktivnost enzima je mjerena u reakciji dvostruke aldolne adicije acetaldehida i
kloroacetaldehida. lzmjerena je aktivnost slobodnog enzima u otopini prije imobilizacije
(Astobodni enzim), te aktivnosti imobiliziranog enzima prilikom dvije reakcije: Aimobitizirani €NZIiM
prilikom privodenja prve reakcije i Aimopilizini €nzim, 2. reakcija prilikom provodenja
ponovljene reakcije. KoriStenjem izmjerenih aktivnosti racunala se efikasnost (jedn 3.) i

preostala aktivnost imobiliziranog enzima (jedn. 4).

4.1. Ispitivanje aktivnosti slobodnog enzima

Za usporedbu stabilnosti slobodnog i imobiliziranog enzima izmjerena je aktivnost slobodnog
enzima (Aslobodni enzim), te aktivnost istog tog enzima u ponovljenoj reakciji (Aslobodni enzim, 2.

reakcija). Mjerenja su provedena pri temperaturi od 25 °C u 0,1 M fosfatnom puferu pH 6.

Preostala aktivnost (stabilnost) slobodnog enzima iznosi 37 %, stoga je bitno pronaci
ucinkovite metode stabilizacije enzima za primjenu enzima DERA-e u vec¢em (industrijskom)

mjerilu. Nadalje, klju¢no je 1 osigurati enzimu povoljne uvjete pH 1 temperature.

4.2. Sinteza magnetskih nanocestica

Kao rezultat sinteze magnetskih nanocestica dobiveno je 943 mg Cestica. Kako bi se Cestice
mogle obloziti funkcionalnom skupinom, kljuénom za sam proces imobilizacije enzima, one

su nakon sinteze obloZene silikom (poglavlje 3.3.).Nakon oblaganja silikom dobiveno je 1100
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mg Cestica, Sto 1 potvrduje uspjesnost oblaganja. Magnetska svojstva nanocestica prikazana su

na slici 4.2.

‘r a”

Slika 4.2. Magnetske nanoGestice u prisutnosti magneta (magnetskog polja)*’

4.3. Utjecaj reagensa za aktivaciju na uspjeSnost procesa imobilizacije

Nakon Stoberovog procesa (poglavlje 2.3.1.) oblaganja MNC silikom (poglavlje 3.3.), slijedi
aktivacija i funkcionalizacija povrsine. Ti procesi omoguéuju vezu izmedu povriine MNC i
enzima, a sam oblik veze ovisi 0 izboru reagensa za funkcionalizaciju i aktivaciju. Izbor
odgovarajuceg reagensa 1 njegove koncentracije nam isto tako omogucuje bolju uspjeSnost

procesa imobilizacije.

PovrSina sintetiziranih magnetskih nanocestica funkcionalizirana je APTMS-om ((3-
aminopropil)trimetoksisilanom). Nakon vezanja amino skupina na silanol skupine, slijedi
aktivacija odredenim reagensom pomocu koje se odvija kemisorpcija enzima na povrSinu
silike. Aktivacija se provodila pomocu tri reagensa: benzokinona, glutaraldehida i sukcinskog
anhidrida. Za svaki pojedini reagens ispitane su tri koncentracije. Nakon aktivacije enzima
slijedila je imobilizacija enzima na MNC te ispitivanje aktivnosti enzima nakon imobilizacije.
Reakcija tokom koje su se provodila navedena ispitivanja aktivnosti enzima je reakcija

aldolne adicije. Sve reakcije su provedene u fosfatnom puferu 0.1 M, pH 6 pri 25 °C.

4.3.1. Usporedba utjecaja reagensa za aktivaciju nosioca na uspjesnost imobilizacije
enzima DERA-e

Usporedni rezultati dobiveni koriitenjem enzima imobiliziranih na MNC aktiviranih s

razli¢itim vrstama i koncentracijama aktivacijskih reagensa prikazani su u tablici 4.1. Iz
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izmjerenih vrijednosti izraunati su parametri uspjeSnosti imobilizacije: iskoristenje,

efikasnost i preostala aktivnost imobiliziranog enzima.

Tablica 4.1. Izracunati parametri uspjesnosti imobilizacije enzima DERA na magnetske

nanocestice obloZene silikom, aktivirane razli¢itim vrstama i koncentracijama aktivacijskih

reagensa.
Aktivacija Benzokinon Glutaraldehid Sukcinski anhidrid
Koncentracija/

Maseni udio 15mM [3mM [45mM | 10% 15% 20% 5% 10% 15%
Iskoristenje / % 77,98 81,18 | 86,19 94,29 |9841 |9280 |88,25 | 7559 |8274
Efikasnost (0cuvana | 71 15 3756 | 27,66 | 64,38 |67,49 | 106,28 | 99,35 | 151,55 | 124,28
aktivnost) / % ' : : : : ' ’ ’ '

Preostala aktivnost
imob. enzima 30,86 68,89 | 74,80 86,02 |81,94 |5853 |6885 |6056 | 7500
(stabilnost) / %

Slika 4.3 prikazuje usporedni prikaz izraunatih iskoriStenja (jedn. 2), te rezultati pokazuju da

imobilizirani enzimi prethodno aktivirani 15 %-tnim (w/v) glutaraldehidom postizu najvece

iskoristenje (98,41 %), Sto znaci da je doslo do imobilizacije najvecée koli¢ine enzima, medutim

enzim se znatno deaktivirao prilikom imobilizacije. Najmanje iskoristenje postizu imobilizirani

enzimi prethodno aktivirani 10 %-tnim (w/v) sukcinskim anhidridom (75,59 %).

120
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60

40

Iskoristenje / %

20

86,19
77.98 81,18
15 3,0 4,5
Cbenzokinon/ mM

98,41
94,29 92,8
10 15 20
Cglutaraldehid 1%

5

88,25

75,59

10

82,74

15
Csukcinski anhidrid / %0

Slika 4.3. Usporedni prikaz izra¢unatih iskoriStenja za enzim imobiliziran na nosiocima

aktiviranim razli¢itim metodama.
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Slika 4.4. prikazuje usporedni prikaz izmjerenih aktivnosti imobiliziranih enzima prilikom
provodenja dvije uzastopne reakcije. Imobilizirani enzimi na nosiocu aktivirani s 10 %-tnim
(w/v) sukcinskim anhidridom pokazuju najveéu aktivnost u prvoj (5,35 U mL™) reakciji, a u

drugoj reakciji s 15 %-tnim (w/v) sukcinskim anhidridom (3,27 U mL™).

6,00 - aktivnost imobiliziranog enzima
1. reakcija
5,00 aktivnost imobiliziranog enzima
2. reakcija
4,00
E
- 3,00
<
2,00
1,00 I I
0,00
15 30 45 10 15 20 5 10 15
Chenzokinon/ MM Cglutaraldehid/ % Csukcinski anhidrid / %0

Slika 4.4. Usporedni prikaz izmjerenih aktivnosti imobiliziranog enzima na nosiocima

aktiviranim razli¢itim metodama u prvoj i drugoj reakciji.

Slika 4.5. i slika 4.6. prikazuju usporedni prikaz izraunatih parametara uspjeSnosti
imobilizacije enzima DERA-e na magnetske nanocestice oblozene silikom, aktivirane
razli¢itim metodama. Najveéu efikasnost (151,55 %) pokazuje 10 %-tni (w/v) sukcinski
anhidrid, najvec¢u preostalu aktivnost imobiliziranog enzima (86,02 %) pokazuje imobilizirani
enzim na nosiocu aktiviranim s 10 %-tnim (w/v) glutaraldehidom. Takoder, mozZe se
primijetiti da su preostale aktivnosti imobiliziranog enzima vecée od preostale aktivnosti ¢istog

enzima (37 %), Sto upucuje na to da je imobilizacijom poboljSana stabilnost enzima DERA-e.
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Slika 4.5. Usporedni prikaz efikasnosti enzima DERA-e na magnetske nanocestice oblozene

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Preostala aktivnost
imobiliziranog enzima /%

silikom, aktivirane razli¢itim metodama.

74,8
68,89
30,86
15 3,0 45
Cbenzokinon/ mM

86,02
81,94

58,53

10 15 20

Cglutaraldehid 1%

75
68,85

60,56

5 10 15
Csukcinski anhidrid / %0

Slika 4.6. Usporedni prikaz preostale aktivnosti enzima DERA-¢ aktivirane razli¢itim

metodama.

Obzirom da je imobilizirani enzim na nosiocu aktiviranom s 15 %-tnim (w/v) sukcinskim

anhidridom pokazao visoku efikasnost 1 preostalu aktivnost, odnosno stabilnost, taj nacin

aktivacije nosioca je koristen u daljim istrazivanjima optimiranja uvjeta procesa imobilizacije.
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4.4, Rezultati ispitivanja utjecaja pH pufera na uspjeSnost imobilizacije

enzima

Sastav imobilizacijskog pufera moze imati znaCajan utjecaj na uspjeSnost procesa
imobilizacije. Stoga se pristupilo istrazivanju koje se sastojalo u ispitivanjima ishoda procesa
koristenjem imobilizacijskih pufera razli¢itih pH vrijednosti u rasponu 6 - 8 pri 0.1 M
koncentraciji pufera. U ovim istraZivanjima kao nosioc koristile su se MNC koje su aktivirane

s 15 %-tnim (w/v) sukcinskim anhidridom.

Izratunati parametri uspjesnosti procesa imobilizacije DERA-e na MNC aktivirane s 15 %-
tnim (w/v) sukcinskim anhidridom, u fosfatnom puferu koncentracije 0,1 M na temperaturi od

25 °C, te pri razli¢itim pH vrijednostima dani su u tablici 4.2.

Tablica 4.2. Izratunati parametri uspjesnosti imobilizacije enzima DERA na magnetske
nanodestice obloZene silikom,te aktivirane s 15 %-tnim sukcinskim anhidridom u fosfathom

puferu koncentracije 0,1 M na temperaturi od 25 °C, te pri razli¢itim pH vrijednostima.

pH / - 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0
Iskoristenje / % 82,74 77,34 56,80 49,75 33,71
Efikasnost (o¢uvana
aktivnost) / % 124,28 98,02 79,51 38,86 8,34

Slika 4.7. prikazuje usporedni prikaz izracunatih vrijednosti iskoriStenja pri razli¢itim pH
vrijednostima. Najvece iskoriStenje (82,74 %) pokazuju enzimi imobilizirani pri pH 6, a

najmanje iskoriStenje (33,71 %) enzimi imobilizirani pri pH 8.
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Slika 4.7. Usporedni prikaz iskoriStenja pri razli¢itim pH vrijednostima fosfatnog pufera 0.1
M (T =25 °C).

Slika 4.8. prikazuje usporedni prikaz efikasnosti procesa imobilizacije pri razli¢itim pH
vrijednostima. Moze se vidjeti da najvecu efikasnost pokazuju enzimi imobilizirani pri pH 6
(124.28 %), a najmanju enzimi imobilizirani pri pH 8 (8.34 %) $to nam govori da visi pH ne

pogoduje procesu imobilizacije enzima DERA-e.

140 15408

120
98,02
100
79,51
80
60
38,86
40
20 8,34
0 [

pH60 pH65 pH70 pH75 pHB.O

Efikasnost /%

Slika 4.8. Usporedni prikaz izracunatih efikasnosti procesa imobilizacije enzima DERA-e pri
razli¢itim pH vrijednostima fosfatnog pufera 0.1 M (T = 25 °C).

Rezultati pokazuju da koristenjem pufera koncentracije 0,1 M imobilizaciji najviSe pogoduje

pH 6, te da se povecanjem pH znacajno smanjuju iskoriStenje i efikasnost imobilizacije.
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4.5. Ispitivanje utjecaja temperature na uspjesnost imobilizacije enzima

Nadalje, znacajan utjecaj na sam proces imobilizacije moze imati i temperatura. Stoga,
provedena su ispitivanja utjecaja temperature na uspjesnost procesa imobilizacije enzima
DERA-e. Imobilizacija se provodila na MNC oblozene silikom, te aktivirane s 15 %-tnim (w/v)
sukcinskim anhidridom u 0,1 M fosfatnom puferu pH 6 u temperaturnom rasponu od 20-35 °C.
U Tablici 4.3. prikazani su izraunati parametri uspjeSnosti imobilizacije: iskoriStenje, efikasnost 1

imobilizacijska aktivnost.

Tablica 4.3. lzracunati parametri uspjesnosti imobilizacije enzima DERA na magnetske
nanocestice oblozene silikom, te aktivirane s 15 %-tnim sukcinskim anhidridom u 0,1 M

fosfatnom puferu pH 6 pri temperaturama u rasponu od 20 °C do 35 °C.

Temperatura / °C 20 25 30 35
IskoriStenje / % 87,02 82,74 84,47 88,82
Efikasnost (o¢uvana aktivnost) / % 74,5 124,28 133,96 131,94

Slika 4.9. prikazuje usporedni prikaz izracunatih iskoristenja pri razliitim temperaturama
provedbe procesa imobilizacije enzima DERA-e. Najvece iskoriStenje (88,82 %) pokazuju

enzimi imobilizirani pri 35 °C.

88,82

84,47
) I

20 °C 25°C 30 °C 35°C

83 87,02

Iskoristenje / %
O 0O 00O OO 00 OO 0o
R N W s oo N

[}
o

~
(o]

Slika 4.9. Usporedni prikaz izraCunatih iskoriStenja za proces imobilizacije enzima DERA-e
pri razli¢itim temperaturama (pH 6).

Slika 4.10. prikazuje usporedni prikaz efikasnosti enzima DERA-e za proces imobilizacije
proveden u temperaturnom intervalu od 20 °C do 35 °C.
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Slika 4.10. Usporedni prikaz izracunatih efikasnosti za enzim DERA-U pri razli¢itim
temperaturama (pH 6).

Rezultati pokazuju da imobilizaciji najvise pogoduje temperatura od 30 °C te da Smanjenjem
temperature na 20 °C dolazi do znacajnog pada aktivnosti imobiliziranog enzima. Takoder

vidljivo je da pri temperaturama visim od 25 °C dolazi do hiperaktivacije enzima.
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5. ZAKLJUCAK

Hidrotermalnom sintezom te procesom Stober oblaganja uspjesno je sintetizirano 1100 mg

magnetskih nanocestica oblozenih silikom.

Kao najbolji reagens za aktivaciju pokazao se 15 %-tni (v/w) sukcinski anhidrid jer su
eksperimentalni rezultati pokazivali najbolje parametre uspjesnosti procesa imobilizacije. lako
je 10 %-tni sukcinski anhidrid imao vecu efikasnost, njegovo iskoriStenje i preostala aktivnost

imobiliziranog enzima manji su u odnosu na 15 %-tni sukcinski anhidrid.

Preostala aktivnost slobodnog enzima iznosi 37 % i manja je od postignutih preostalih
aktivnosti imobiliziranog enzima. Stoga se metoda imobilizacije enzima pokazala kao korisna

metoda za povecanje stabilnosti enzima DERA-e.

Obzirom da se 15 %-tni sukcinski anhidrid pokazao kao optimalno sredstvo za aktivaciju, uz
njegovu primjenu ispitivani su utjecaj pH i temperature. Zaklju¢no, vrijednosti iskoristenja i
efikasnosti pokazuju da je najbolji proces imobilizacije onaj koji je proveden pri temperaturi

od 30 °C i vrijednosti pH 6 0,1 M fosfatnog pufera.
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7. PRILOZI

y =0.1994x + 0.7122
R?=0.9961
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Prilog 1. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije proteina
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Prilog 2. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije acetaldehida
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Prilog 3. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije kloroacetaldehida

44



uV(x1,000,000)
251

Time 1047 Inten 879.219
1.00/
0.751
AA CAA
0.501 4c-Cl
6C-Cl
0.251 (\ N N
0.00~~
2’5 5.0 75 10.0 12.5 min

Prilog 4. Kromatogram dobiven na HPLC-u uz prikazana retencijska vremena pojedinih
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Prilog 5. Graficki prikaz promjene koncentracije meduprodukta 4C-Cl i produkta 6C-Cl

reakcije s vremenom za imobilizaciju enzima DERA-e prethodno aktiviranim s 10 %-tnim

sukcinskim anhidridom
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8. POPIS SIMBOLA I SKRACENICA

Gr¢ki simboli

A — promjena [-]

¢ — molarni apsorpcijski koeficijent [dm* mol™ cm™]

ea40 — ekstinkcijski koeficijent [cm? pmol™]

A —valna duljina [nm]

Simboli

Aimobilizirani enzim — aktivnost imobiliziranog enzima [Uml™]

Asiobodni enzim— aktivnost slobodnog enzima

Aimobilizirani enzim, 2. reakcija— aKtivnost imobiliziranog enzima u drugoj reakciji
As — specifi¢na aktivnost enzima [U mg™]

b — duljina puta svjetlosti [cm]

¢ — koncentracija tvari u otopini [mol dm™]

Coroteino — Podetna koncentracija proteina [mg ml™]

Cprotein, konacno— KONCeNtracija proteina na kraju imobilizacije [mg ml'l]
Coera— koncentracija enzima [mg ml™]

d- promjer [cm]

m — masa [mg]

T — temperatura [°C]

t — vrijeme [s]

V — volumen [pl]

Vbera — Volumen dodanog enzima [ml]
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Skracenice

4C-Cl — (3R)-4-kloro-3-hidroksibutanal, meduprodukt DERA Kkatalizirane aldolne adicije

acetaldehida i kloroacetaldehida

6C-Cl — (3R,5R)-6-kloro-3,5-dihidroksiheksanal; produkt DERA katalizirane aldolne adicije

acetaldehida i kloroacetaldehida

ABS — apsorbancija na odredenoj valnoj duljini svjetlosti
APTMS - 3-aminopropil-trimetoksisilan

BSA - albumin govedeg seruma

CBB - Coomasie Brilliant Blue G-250

CTAB - heksadeciltrimetilamonij-bromida

DERA — deoksiriboza-5-fosfat aldolaza

DR5P — 2-deoksiriboza-5-fosfat

GA- glutaraldehid

HPLC — tekuc¢inska kromatografija visoke djelotvornosti
SA- sukcinski anhidrid

TEOS - tetraetil ortoslikat
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