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Sazetak

U ovom radu proucavana je aldolna reakcija izmedu piruvata i formaldehida katalizirana s
tri enzima: YfaU WT, YfaU 3 i YfaU 5 - aldolazom. Radi se o tri verzije enzima od Kkoje je prva
ona prirodna, a preostale dvije su dobivene proteinskim inzenjerstvom s ciljem pobolj$anja svojstva
stabilnosti. Kao produkt nastaje aldol natrijev 4-hidroksi-2-oksobutanoat. Natrijev piruvat je
donorski supstrat, a formaldehid akceptorski supstrat.

Eksperimenti su provedeni u kotlastom reaktoru te su praceni tijek reakcije i operacijska
stabilnost tri enzima. Na temelju dobivenih eksperimentalnih rezultata promjene aktivnosti enzima
tijekom vremena, procijenjene su konstante deaktivacije enzima u reaktoru, pomocu programskog
paketa Scientist. Osim razli¢ite brzine deaktivacije, rezultati pokazuju i razli¢ito napredovanje

reakcije u reaktoru.

Iz rezultata se moze zakljuciti da se tijekom vremena kod sva tri enzima smanjuje aktivnost,
odnosno dolazi do pada operacijske stabilnosti. Najstabilnija aldolaza u kotlastom reaktoru
pokazala se YfaU 5, a najmanje stabilna YfaU WT iz ¢ega se moze zakljuciti da je proteinskim

inzenjerstvom doslo do pobolj$anja stabilnosti enzima.

Kljué¢ne rije¢i: operacijska stabilnost, YfaU - aldolaze, natrijev piruvat, formaldehid, aldolna

reakcija



Abstract

The aldol reaction between pyruvate and formaldehyde catalyzed by three aldolases, i.e.,
YfaU WT, YfaU 3 and YfaU 5, was carried out in this work. These are three versions of the
enzyme, the first of which is natural, and the remaining two were obtained by protein engineering
with the aim of improving the stability properties. As a product, aldol sodium 4-hydroxy-2-
oxobutanoate was formed. Sodium pyruvate was a donor substrate and formaldehyde was an

acceptor substrate.

The experiments were carried out in a batch reactor. The course of the reaction and the
operational stability of the three enzymes were monitored during the process. Based on the
experimental results, i.e., the change in enzyme activity over time, the enzyme deactivation
constants were estimated using the software package Scientist. In addition to different deactivation

rates, the results also show different reaction progressions in the reactor.

It can be concluded from the results that the activity and operational stability of all three
enzymes decreases over time. The most stable aldolase in the batch reactor was YfaU 5, and the
least stable was YfaU WT. Thus, it can be concluded that protein engineering led to an

improvement of the enzyme stability.

Key words: operational stability, YfaU - aldolase, sodium pyruvate, formaldehyde, aldol reaction
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1. Uvod

Enzimi, odnosno biokatalizatori izrazito su vazni za industrijske, ali i bioloske procese tre
posebnu vaznost imaju u farmaceutskoj industriji. U proSlosti su se kao katalizatori reakcija
koristili brojni kemijski spojevi, no danas je sve viSe zastupljeno koristenje enzima. Upravo je
koriStenje enzima jedno od osnovnih nacela zelene kemije. KoriStenjem enzima kao katalizatora

osiguravamo ekoloski prihvatljivije provodenje procesa.

Enzimi imaju brojne prednosti nad kemijskim katalizatorima: reakcije se mogu provoditi u
blazim uvjetima, osiguravaju stereoselektivnost, daju visoko iskoristenje reakcije 1 jedan enzim
moze katalizirati nekoliko sli¢nih reakcija. No, postoje i mane koje se postupno uklanjaju razvojem
proteinskog inzenjerstva i drugih sli¢nih podruc¢ja. Jedan od najveéih problema s enzimima je

njihova operacijska stabilnost te je stoga potrebno pronaci odgovarajuci nacin stabilizacije.

YfaU - aldolaze je vazna skupina enzima. Primarno kataliziraju reakciju natrijeva piruvata
I formaldehida te se kao produkt dobiva natrijev 4-hidroksi-2-oksobutanoat.



2. Opdi dio
2.1. Enzimi
2.1.1. Opcenito

Rije¢ enzim dolazi od grcke rijeci “en zym” $to znaci u kvasu. Kvas je ujedno i najstariji
enzimski preparat te ga u proslosti nalazimo u starom Egiptu gdje se upotrebljavao za proizvodnju
hrane i pi¢a.! Uglavnom enzimi djeluju intracelularno, odnosno unutar stanice, no ima i onih koji
djeluju ekstracelularno. Postoje probavni enzimi koji se sintetiziraju unutar Zlijezda te su tamo
neaktivni, ali kada izadu u probavni trakt tada postaju aktivni i ispunjavaju svoju zadaéu u tijelu.?
Danas je poznato oko 3500 biokatalizatora, a prva istrazivanja krenula su u prvoj polovici 19.

stoljeca.’

Enzimi su proteini koji nastaju kondenzacijom aminokiselina. Dolazi do nastajanja peptidne
veze izmedu amino 1 karbonilne skupine aminokiselina. Enzimi se sastoje od puno
aminokiselinskih ostataka te njihov broj moze i¢i od stotinjak pa sve do nekoliko stotina. Oni
ubrzavaju kemijske reakcije, pogotovo one koje se odvijaju izrazito teSko uobicajenom kemijskom
sintezom. Enzimi imaju vrlo Siroku upotrebu. NajéeS¢e se koriste za optimizaciju sinteza i
modifikaciju organskih komponenata koje su kompleksne te mogu izazvati probleme u provodenju

reakcije.?

Enzimi imaju mnogo prednosti, no mogu se istaknuti 1 odredene mane. Neke prednosti
enzima su to da najces$ée reakcije koje kataliziraju mozemo provoditi u blagim uvjetima, jedan
enzim moze ubrzavati jednu reakcija koristec¢i razli¢ite supstrate, odnosno nisu ograni¢eni na svoje
prirodne supstrate, ali vrlo su selektivni. Takoder su i ekoloski prihvatljivi, odnosno ne stvaraju
puno otpada budu¢i da su biorazgradivi i proizvode se iz obnovljivih izvora. Nedostatci enzima su
potencijalna inhibicija supstratom ili produktom, kompleksna priprema enzima te mala koli¢ina
dobivenog produkta, sto za posljedicu moze imati visoku cijenu enzima. Enzimi su aktivni samo u
vrlo uskom podruéju optimalnih uvjeta, pa treba strogo kontrolirati reakciju.® Takoder ¢esto dolazi
do deaktivacije enzima $to se moze sprijeciti imobilizacijom na ¢vrsti nosioc, kako bi se dobili
stabilniji enzimi koje se mogu viSe puta upotrijebiti. Tako nastaju imobilizirani enzimi, koje
nazivamo heterogenim biokatalizatorima. Heterogene Kkatalizatore dijelimo u dvije skupine:
biokatalizatore prve generacije, odnosno imobilizirane enzime i biokatalizatore druge generacije,

odnosno imobilizirane cijele stanice.*



2.1.2. Struktura enzima

Enzimi imaju Cetiri razlicite strukture (slika 2.1.):

1.

Primarna struktura predstavlja kondenzacijski lanac aminokiselina povezan to¢no
odredenim redoslijedom.

Sekundarna struktura je u obliku uzvojnice koja nastaje povezivanjem kondenzacijskih
lanaca vodikovim vezama.

Tercijarna struktura koja ima kompaktnu strukturu koja nastaje povezivanjem lanaca
pomocu kovalentnih veza.

Kvartarna struktura koja je ujedno i najslozenija te se sastoji od nekoliko lanaca

(podjedinica) koji su stabilizirani disulfidnim mostovima i valencijskim silama.®

Amino acid a-Helixes Polypeptide
chains

Slika 2.1. Prikaz ¢&etiri razli¢ite strukture enzima.

2.1.3. Klasifikacija

Najcesca podjela enzima je na temelju mehanizma djelovanja, pa tako postoji 6 skupina

enzima.

Hidrolaze kataliziraju reakcije hidrolize spojeva. U njih spadaju lipaze i proteaze.
Izomeraze kataliziraju reakcije izomerizacije. U njih spadaju racemaze i mutaze.
Ligaze kataliziraju nastajanje kovalentne veze izmedu dvije molekule. U njih spadaju
karboksilaze i sintetaze.

Liaze kataliziraju cijepanje spojeva reakcijama oksidacije i hidrolize. U njih spadaju

dekarboksilaze i aldolaze.



5. Oksidoreduktaze kataliziraju reakcije oksidacije i redukcije. U njih spadaju oksidaze i
dehidrogenaze.
6. Transferaze kataliziraju funkcionalne skupine (naj¢e$¢e amino ili fosfatne skupine). U

njih spadaju kinaze.”

2.1.4. Mehanizam djelovanja enzima

Za kataliticka svojstva enzima odgovorno je aktivho mjesto koje nastaje specifinim
nabiranjem peptidnog lanca. Budu¢i da su enzimi proteini, njihovom denaturacijom pri vi§im
temperaturama dolazi do slabljenja kataliti¢kih svojstava jer dolazi do razaranja strukture. Na
aktivnost enzima utjecu brojni ¢imbenici: pH, temperatura, koncentracije supstrata i produkta,

otapalo, prisutstvo kofaktora i metalnih iona i dr.®
Postoje dva modela vezanja supstrata za aktivno mjesto enzima:

1. Model klju¢ — brava (eng. lock-and-key model)
U ovom modelu naglasak je na tome da aktivno mjesto odgovara obliku supstrata te se on

savrSeno uklapa. To osigurava da se na enzim ne moze vezati supstrat neodgovarajuceg

oblika (slika 2.2.).2

Substrate 'l —\
e + —_— .
M) \ b S

( \‘Adm-ute(-\

\\'f l\_,r\ ,S I -

\, b(/ ES complex

S ——

Enryme

Slika 2.2. Prikaz klju¢ — brava modela vezanja supstrata na aktivno mjesto enzima.?



2. Model pobudene prilagodbe (eng. induced fit)
Kod ovog modela, u trenutku vezanja supstrata, dolazi do modificije aktivnog mjesta

enzima da bi se prilagodilo obliku supstrata (slika 2.3.).2

Enzyme

Slika 2.3. Prikaz modela pobudene prilagodbe za vezanje supstrata na aktivno mjesto enzima.?

Enzimi ubrzavaju reakciju tako da ju provode po reakcijskom putu pri kojem je niza

energija aktivacije. To sniZavanje energije aktivacije postizu preko kompleksa enzim — supstrat
(slika 2.4.).2

Transition state, X #

|
\G* (uncatdlyzcd)l
~
AG' (catalyzed)
\

/|

Substrate

A

\C
for the
reaction

Free energy —

Product

Reaction progress —

Slika 2.4. Prikaz potrebnih aktivacijskih energija za odvijanje procesa s enzimom i bez njega.’



2.1.5. Stabilnost enzima

Poznavanje stabilnosti enzima vrlo je bitno za provodenje reakcije. Stabilnost se izrazava
pomocu enzimske aktivnosti tijekom vremena. Svaki enzim u nekom trenutku gubi stabilnost, a to
se dogada zbog promjene njegove strukture. Postoje dvije vrste stabilnosti enzima: stabilnost u

uvjetima skladistenja i operacijska stabilnost.®

Stabilnost u uvjetima skladistenja govori o zadrzavanju aktivnosti tijekom vremena. Odnosi
se na to kada se enzim ¢uva kao dehidrirani pripravak, otopina ili kao imobilizirani pripravak. O

njoj ovisi rok upotrebe enzima.®

Operacijska stabilnost vrlo je vazna prilikom provedbe reakcije. Definira se kao stabilnost
enzima tijekom kontinuirane upotrebe. Izrazava se kao vrijeme poluraspada enzima, ti2, 0dnosno
vrijeme koje je potrebno da podetna aktivnost enzima padne na polovinu poéetne vrijednosti.*
Ovisi o nekoliko faktora: pH, temperaturi, koncentracijama supstrata, produkta i enzima te o vrsti
reaktora u kojem se odvija reakcija. Posebno je vazno voditi racuna o temperaturi zato §to su enzimi
proteini te pri veéim temperaturama dolazi do denaturacije koja ima za posljedicu smanjenu
stabilnost, kao i aktivnost.'! Operacijsku stabilnost moZemo procijeniti odredivanjem konstante
deaktivacije, kd. Vrijeme poluraspada i konstanta deaktivacije povezani su preko sljedece
jednadzbe:

In (0.5) (1)

b2 = — P

u kojoj pretpostavljamo da kinetika reakcije deaktivacije enzima odgovara kinetici prvoga reda.*?



2.2. Aldolaze
Aldolaza je skupina enzima koja spada u liaze. Vrlo su korisne za proizvodnju bioloski
vaznih spojeva zbog sposobnosti stvaranja nove ugljik — ugljik veze, kao i za dobivanje novih

tipova struktura. Najéescée se koriste u farmaceutskoj industriji.*®

Za veliki broj industrijskih procesa nema prirodnih enzima $to je dovelo do razvoja
proteinskog inzenjerstva, pa time i samih enzima. To za posljedicu ima moguénost stvaranja novih,
odnosno modifikacije postoje¢ih aldolaza koje mogu dovesti do enzima sa Zeljenim svojstvima

poput stabilnosti, specifi¢nosti prema supstratu i stereospecifi¢nosti. #

2.2.1. Podjela aldolaza
Budu¢i da aldolaze imaju sposobnost koristiti veliki broj razli¢itih aldehida kao akceptora,
obi¢no je donorski spoj taj koji je strukturno nepromjenjiv i upravo na tome se temelji prva podjela

aldolaza pa ih dijelimo u 6 skupina kako slijedi:

piruvat/2-oksobutirat aldolaze,
dihidroksiaceton fosfat (DHAP) aldolaze,
DHA (dokosaheksaenoi¢na kiselina) aldolaze,

glicin/alanin aldolaze i

o ~ W e

acetaldehid aldolaze.

Druga podjela se temelji na enzimskom mehanizmu aktiviranja nukleofilne komponente, pa tu

postoje tri skupine kako slijedi:

1. aldolaze I. skupine kojima se na aktivnom mjestu nalazi lizinski ostatak koji aktivira
donorski spoj da bi se kao intermedijer reakcije dobio enamin,

2. aldolaze Il. skupine kod kojih dvovalentni metalni ion uzrokuje enolizaciju donorskog
spoja pomoc¢u kompleksa Lewisove baze i

3. aldolaza koje se aktiviraju pomocu hidroksimetil pirodoksal 5 — fosfat (PLP)

koenzima.:®



2.2.2. Aldolaze u aldolnim reakcijama

Aldolne reakcije su jedne od najbitnijih reakcija stvaranja ugljik — ugljik veze u organskoj
sintezi. Vrlo su korisne za sintezu enantiomerno ¢istih organskih molekula. Kako bi dobili takve
molekule aldolne reakcije se moraju odvijati uz strogu kontrolu stereokemije na novonastaloj vezi,
a to je moguce uz katalizator. Aldolaze mogu katalizirati reverzibilno stvaranje ugljik — ugljik veze
tako da dodaju nukleofilni donor (najéesce ketonski enolat ili neki njegov analog) na elektrofilni
akceptor (aldehid).™

Aldolne reakcije temelje se na moguénosti stvaranja ugljik — ugljik veze izmedu
karbonilnog ugljika koji se moze enolizirati (donor) i aldehida (akceptor). Aktivacija na donoru
stvara nukleofilni ugljik koji se dodaje elektrofilnoj karbonilnoj skupini akceptora. Kao §to je ranije
spomenuto, donor se moze aktivirati na tri nac¢ina. Neovisno o nac¢inu aktivacije, donor je aktiviran
katalitickim centrom te mu je stupanj slobode smanjen i aldolaza ga orijentira te na taj nacin
osigurava stereokemijsku kontrolu. Tijekom stvaranja ugljik — ugljik veze dolazi do nastajanja

kiralnog centra Cp (slika 2.5.).1°

aldolaza I. skupine ~ N
R?

R'=M R ”, .
enamin
aldolaza Il. skupine
> . His s
o) R°=OH. R'= H . -His R'N o R?
.- R ——— M - RrR?
R' Y o l
R R, . OH . 4 H
enediolat
aldolaza aktivirana
~PLP koenzimom =
s
R' = OH, R? = NH, R -COO
- “" I
> o O
; kinoidni

intermedijer

Slika 2.5. Prikaz tri razli¢ita mehanizma aktivacije donorskog spoja u aldolnoj reakciji s

aldolazom®®



2.2.3. YfaU - aldolaza

YfaU - aldolaze spadaju u klasu II piruvat aldolaza. Dio je funkcionalno nerasporedenog
operona u Escherichia coli K12.8 Puno ime enzima je 2-keto-3-deoksi-L-ramnonat te je mutant 2-
keto-3-deoksi-6-fosfoglukonata (KDP). Proizveden je kao topljivi fuzijski protein s prirodnim
kofaktorom Mg?*.t°

YfaU - aldolaze kataliziraju aldolnu reakciju formaldehida (elektrofilni akceptor) i piruvata
(nukleofilni donor). Kao produkt se dobiva natrijev 4-hidroksi-2-oksobutanoat (slika 2.6.).

(0] O e)

YfaU aldolaza
_|_ ONa - s ONa

0 0

Slika 2.6. Prikaz jednadzbe reakcije natrijeva piruvata i formaldehida katalizirana YfaU -

aldolazama

U usporedbi s aldolazama I. klase, aldolaze I1. klase, ujedno i YfaU - aldolaze bolje podnose

velike koncentracije formaldehida (vise od 1.4 M).2®

Slika 2.7. Prikaz strukture YfaU - aldolaze



3. Eksperimentalni dio
3.1. Aparatura
3.1.1. Analiticka vaga

Svi uzorci vagani su na analiti¢koj vagi AUW120, proizvodaca Shimadzu prikazanoj na slici
3.1

-
.
<

DEERAS

A .

Slika 3.1. Analiticka vaga AUW120 (Shimadzu)

3.1.2. Tresilica
Svi eksperimenti provedeni su na treslici ThermoMixer C, proizvoda¢a Eppendorf

prikazanoj na slici 3.2.
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Slika 3.2. Tresilica ThermoMixer C (Eppendorf)
3.1.3. Centrifuga

Centrifugitranje uzoraka provodilo se u centrifugi Universal 320 R, proizvodaca Hettich

prikazanoj na slici 3.3.

Slika 3.3. Centrifuga Universal 320 R (Hettich)
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3.1.4. Amicon filter
Za ispitivanje operacijske stabilnosti enzima potrebno je reakcijsku smjesu filtrirati kroz
Amcion ® Ultra filter (0.5 mL).

Slika 3.4. Amicon filter

3.1.5. Tekudinski kromatograf visoke djelotvornosti (HPLC)
Koncentracije formaldehida, natrij piruvata i adola odredivane su pomo¢u HPLC-a s UV

detektorom. Uredaj proizvodaca Shimadzu prikazan je na slici 3.5.
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Slika 3.5. Tekucinski kromatograf visoke djelotvornosti

3.2. Materijali

Kemikalije koriStene u radu prikazane su u tablici 1.

Tablica 1. Popis kemikalija

NAZIV KEMIKALIJE PROIZVOPAC ZEMLJA PODRIJETLA
formaldehid T.T.T. doo Hrvatska
natrijev piruvat Fluka Kina
YfaU WT Universidad Auténoma de
YfaU 3 Madrid (laboratorij prof. Spanjolska
YfaU 5 Hidalga)
0-benzilhidroksilamin hidroklorida Acros Organics Belgija
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3.3. Analiticke metode

3.3.1. Tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC)

Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. High Performance Liquid
Chromatography, HPLC) je najceS¢e koriStena analiticka separacijska tehnika. To je oblik
kromatografije na stupcu. Analiticki uredaj koji mjeri koncentraciju komponenti u analiziranom

uzorku naziva se tekuéinski kromatograf visoke djelotvornosti.t’

Princip rada HPLC-a je forsiranje prolaska analiziranog uzorka pumpanjem mobilne faze
pod visokim tlakom kroz sam stupac koji je ispunjen Gesticama stacionarne faze.l’ Zadatak
injektora je unos tekuéeg uzorka pod visokim tlakom u tok struje pokretne faze.!® Na kolona se
odvija odvajanje komponenti uzorka na temelju kemijskih i fizikalnih svojstava koje uzrokuju
kretanje molekula kroz kolonu razli¢itim brzinama, te ih tako razdvajaju prema vremenu
zadrzavanja u koloni.!” Detektor mjeri koli¢inu komponenti u ispitivanom uzorku.*8 Prije mjerenja
uzorka nepoznate koncentracije, potrebno je napraviti bazdarni pravac za pojedine komponente
uzorka. Na njemu se vidi veli¢ina odaziva, odnosno veli¢ina pika proporcionalna je koncentraciji
komponente. Za svaku komponentu postoji razli¢ito vrijeme zadrZavanja unutar kolone i na temelju

toga se radi kvalitativna analiza.”°

Prilikom analize na HPLC instrumentu koriStena je kolona Kinetex ® C18 (5 um, 4.6 % 250
mm) proizvodaca Phenomenex. Analiza se odvija uz mobilnu fazu A (0.095% v/v TFA u

acetonitril/ ultracista voda 80:20) i mobilnu fazu B (0.1% v/v TFA u ultracistoj vodi).

Analiza je provedena gradijentnom metodom mijenjanjem koncentracije eluenta B od 90%
do 0% tijekom 10 minuta, potom na 0% 2 minute, pa od 0% do 90% iducih 3 minute te na 90% 1

minutu pri temperaturi od 30 °C i valnoj duljini 215 nm. Protok eluenta je iznosio 1.5 mL min™.
Kromatogrami se nalaze u Prilogu 1.

Za odredivanje koncentracija natrijeva piruvata i formaldehida napravljeni su bazdarni
pravci. Bazdarni pravei napravljeni su tako da su pripremljene otopine natrijeva piruvata i
formaldehida sljede¢ih koncentracija: 10 mmol dm™ ; 5 mmol dm=; 2 mmol dm=i 1 mmol dm
u 50 mmol dm fosfatnom puferu te su analizirane na HPLC-u. Produkt reakcije, kao i reaktante,
nije moguce detektirati opisanom metodom i zbog toga je provedena derivatizacija uzoraka prije

same analize na HPLC-u. Derivatizacija je provedena na sljede¢i nacin: 5 pL uzorka reakcijske
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smjese otpipetirano je u Eppendorf epruvetu s 50 pL otopine za derivatizaciju (BnONH2-HCI),
zatim je otopina termostatirana na tresilici pri 1000 rpm pri 25°C tijekom 5 minuta. Nakon 5 minuta
uzorcima je dodano 500 pL metanola te su centrifugirani pri 14000 rpm na 4°C tijekom 5 minuta.
Derivatizacijska otopina BnONHz-HCI (130 mmol dm) sastojala se od o-benzilhidroksilamin

hidroklorida otopljenog u piridinu, metanolu i vodi u omjeru 33:15:2.

Dobiveni bazdarni pravac za piruvat nalazi se u Prilogu 2, a bazdarni pravac za formaldehid

nalazi se u Prilogu 3.

3.3.2. Provedba eksperimenta

3.3.2.1. Provedba reakcije u kotlastom reaktoru

Reakcija formaldehida i natrijeva piruvata katalizirana je s tri enzima (YfaU WT, YfaU 3 i
YfaU 5) i provedena je u kotlastom reaktoru. Sastav reakcijskih smjesa bio je sljedeci: Vpiruvat =
100 pL (Cpiruvat = 1 M), Viormaidehid = 75 UL (Cformaidenid = 1.343 M), Vputer= 225 pL (Cpufer = 50 mM) i
Venzim = 100 pL (yenzim = 0.25 mg mL™?). Otopine natrijeva piruvata i formaldehida pripremljene su
u 50 mmol dm otopini pufera te njihova koncentracija u reakcijskoj smjesi iznosi 200 mmol dm
3, Koncentracija enzima u reakcijskoj smjesi iznosila je 0.05 mg mL™. Volumen reakcijske smjese
bio je 0.5 mL, a reakcija je provedena na Eppendorf tresilici pri 25°C i 1000 rpm. U odredenom
vremenskom razmaku uzimani su uzorci za pracenje koncentracije reaktanata i produkta te su,
nakon derivatizacije koja je ranije opisana, analizirani na HPLC-u. Za svako uzimanje reakcijske

smjese iz kotlastog reaktora uzeta su dva razrijedenja (1x i 10x).

3.3.2.2. Provedba ispitivanja operacijske stabilnosti enzima

Provedeni su eksperimenti u kotlastom reaktoru pri ve¢im koncentracijama enzima
YfaU WT, YfaU 3 i YfaU 5 radi prac¢enja operacijske stabilnosti enzima. U tim eksperimentima
sastav reakcijskih otopina bio je sljede¢i: Vpiruvat = 200 pL (Cpiruvat = 1 M), Viormaidenia = 150 pL
(Cformaldenid = 1.343 M), Vputer = 650 uL (Cputer = 100 MM) i Venzim = 1000 pL (yenzim = 0.25 mg mL"
1). Otopine natrijeva piruvata i formaldehida pripremljene su u 100 mmol dm otopini pufera te
njihova koncentracija u reakcijskoj smjesi iznosi 100 mmol dm. Koncentracija enzima u
reakcijskoj smijesi iznosila je 0.125 mg mL™. Volumen reakcijske smjese bio je 2 mL, a reakcija je
provedena na Eppendorftresilici pri 25°C 1 1000 rpm. U odredenom vremenskom razmaku uzimani
su uzorci reakcijske smjese za pracenje potrosnje reaktanata i nastajanje produkta te su, nakon

derivatizacije koja je ranije opisana, analizirani na HPLC-u. Za svako uzimanje reakcijske smjese
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iz kotlastog reaktora napravljen je uzorak koji nije razrijeden te uzorak koji je razrijeden 10 puta u
50 mmol dm fosfatnom puferu (5 pL reakcijske smjese i 45 pL pufera). Iz ovih reakcijskih smjesa

uzimaju se uzorci za ispitivanje operacijske stabilnosti enzima YfaU WT, YfaU 3 i YfaU 5.

Iz reakcijske smjese su uzimani uzorci za odredivanje aktivnosti enzima u vremenima 0, 1
h, 2 h, 4 hi24h. 40 uL uzorka se stavljalo u Amicon filter zajedno s 100 uL 50 mM pufera i filtrira
na centrifugi 5 minuta pri 4°C na 14000 rpm. Zatim se u filter dodaje dodatnih 100 pL 50 mM
pufera kojim se uzorak ispire. Enzim zaostaje na filteru, a pufer kao i ostatak reakcijske smjese
prolazi kroz njega. Radi se nova reakcijska smjesa ¢iji je sastav sljedeci: Cpirwvat = 100 mM,
Crormaldenid = 102.07 MM i Yprofittrirani enzim = 0.02 mg mL™* uz 50 mM fosfatni pufer. Ponovo se u
odredenom vremenskom razmaku uzimaju uzorci iz novih reakcijskih smjesa, provodi se
derivatizacija na opisan nacin te analiza na HPLC-u. Na temelju koncentracija novonastalog aldola
dobivenih analizom u ovisnosti o vremenu, dobivaju se nagibi pravaca koji predstavljaju aktivnost

aldolaza.

3.4. Matemati¢ki model za aktivnost enzima

Dobiveni eksperimentalni podaci za aktivnost enzima opisani su matematickim modelom u
programskom paketu Scientist.

Brzina deaktivacije opisana je kinetikom prvog reda:
r=kg*xA (2)
gdje r predstavlja brzinu deaktivacije enzima, kq konstantu deaktivacije, te A aktivnost enzima.

U zatvorenom sustavu deaktivacija enzima ovisi samo o koncentraciji aktivnog enzima, pa

se brzina deaktivacije moze prikazati sljede¢om jednadZbom:

dA

Derivacijom navedene jednadzbe dobiva se ovisnost aktivnosti enzima (A) 0 vremenu (t),
uz odredenu pocetnu vrijednost aktivacije enzima (Ao) i eksperimentalno odredenu konstantu

deaktivacije (kq):2%22

A=Ay x e Fart, (4)

16



4. Rezultati 1 rasprava

U ovom radu proucavana je aldolna adicija piruvata kao donorskog supstrata i formaldehida
kao akceptorskog supstrata katalizirana s tri aldolaze: YfaU WT, YfaU 5 i YfaU 3. Kao produkt se
dobiva natrijev 4-hidroksi-2-oksobutanoat. Reakcija je provedena u kotlastom reaktoru te su

provedeni eksperimenti s ciljem odredivanja operacijske stabilnosti navedenih enzima.

4.1. Aldolna adicija izmedu piruvata i formaldehida katalizirana enzimima YfaU WT, YfaU
31 YfaU 5 u kotlastom reaktoru

Provedena je aldolna adicija u kotlastom reaktoru katalizirana je aldolazama Yfau WT,
YfaU 5 i YfaU 3. Pradena je potroSnja supstrata te nastanak produkta. Za svaki enzim reakcija se
pratila u dva kotlasta reaktora u kojima je razlika bila volumen reaktora (0.5 i 2 mL) te

koncentracija navedenih enzima (0.05 mg/mL i 0.125 mg/mL).
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Slika 4.1. Aldolna adicija izmedu piruvata i formaldehida katalizirana YfaU WT - aldolazom u
kotlastom reaktoru (yenzim = 0.05 mg/mL, 50 mM fosfatni pufer pH 7, 25°C, 1000 rpm, V = 0.5 mL)
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Slika 4.2. Aldolna adicija izmedu piruvata i formaldehida katalizirana YfaU 3 - aldolazom u
kotlastom reaktoru (yenzim = 0.05 mg/mL, 50 mM fosfatni pufer pH 7, 25°C, 1000 rpm, V = 0.5 mL)
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Slika 4.3. Aldolna adicija izmedu piruvata i formaldehida katalizirana YfaU 5 - aldolazom u
kotlastom reaktoru (yenzim = 0.05 mg/mL, 50 mM fosfatni pufer pH 7, 25°C, 1000 rpm, V = 0.5 mL)

18



Iz grafova koji prikazuju promjenu koncentracija supstrata i produkta u kotlastom reaktoru
pri koncentraciji enzima 0.05 mg mL™ (slika 4.1., slika 4.2. i slika 4.3.), moZe se zakljugiti da je

koncentracija enzima premala te se reakcija sporo odvija.

Tablica 2. Vrijednosti izracunatih konverzija piruvata i formaldehida te iskoristenja koje se odnosi

na novonastali aldol za reakcijsku smjesu u kojoj je koncentracija enzima 0.05 mg/mL nakon 24 h

Enzim Xpiruvat / % | Xtormatdehid / % | laidol / %
YfaU WT 36.29 42.63 25.70

YfaU 3 23.17 31.88 10.50

YfaU 5 30.41 38.61 23.17

Koncentracija formaldehida i natrijeva piruvata se smanjuje, a koncentracija aldola
povecava §to se vidi iz navedenih grafova (slike 4.1. - 4.3.), kao i izracunatih vrijednosti konverzija
supstrata i iskoriStenja prikazanih u tablici 2. Potrebno je povecati koncentraciju enzima da bi se
dobila zadovoljavajuéa koli¢ina produkta u kratem vremenu. Takoder se moze zakljuciti da enzim
YfaU WT - aldolaza najbolje katalizira reakciju u uvjetima gdje je u kotlastom reaktoru
koncentracija enzima jednaka 0.05 mg / mL, a koncentracija natrijeva piruvata i formaldehida 200
mM.
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Slika 4.4. Aldolna adicija izmedu piruvata i formaldehida katalizirana YfaU WT - aldolazom u
kotlastom reaktoru (yenzim = 0.125 mg/mL, 100 mM fosfatni pufer pH 7, 25°C, 1000 rpm, V = 2
mL)
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Slika 4.5. Aldolna adicija izmedu piruvata i formaldehida katalizirana YfaU 3 - aldolazom u
kotlastom reaktoru (yenzim = 0.125 mg/mL, 100 mM fosfatni pufer pH 7, 25°C, 1000 rpm, V = 2
mL)
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Slika 4.6. Aldolna adicija izmedu piruvata i formaldehida katalizirana YfaU 5 - aldolazom u
kotlastom reaktoru (yenzim = 0.125 mg/mL, 100 mM fosfatni pufer pH 7, 25°C, 1000 rpm, V =2
mL)

Tablica 3. Vrijednosti izracunatih konverzija piruvata i formaldehida te iskoristenja koje se odnosi
na novonastali aldol za reakcijsku smjesu u kojoj je koncentracija enzima 0.125 mg/mL nakon 24
h

Enzim Xopiruvat / % | Xformaldehid / %0 laidol / %
YfaU WT | 88.33 100 90.44

YfaU 3 89.03 95.93 84.18

Yfau 5 90.30 94.51 99.12

Na grafovima koji prikazuju ovisnost koncentracije supstrata i produkta o vremenu pri
koncentraciji enzima od 0.125 mg/mL (slike 4.4. - 4.6.) vidi se znatno smanjenje koncentracija
supstrata te povecanje koncentracije novonastalog aldola. U reakcijskoj smjesi ostalo je joS
neizreagiranih reaktanata. Isto mozemo zakljuditi iz izraGunatih konverzija supstrata te iskoristenja
prikazanih u tablici 3.

Najbolji rezultati u smislu koncentracije postignutog produkta su postignuti uz je YfaU 5 —
aldolazu.
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4.2. Odredivanje stabilnosti enzima YfaU WT, YfaU 3i YfaU 5 - aldolaza

Vrijednosti aktivnosti enzima dobivamo odredivanjem nagiba pravca iz grafa ovisnosti
koncentracije aldola u ovisnosti o vremenu uzoraka koji su uzeti iz kotlastog reaktora u kojemu je

koncentracija enzima 0.125 mg/mL (postupak provodenog eksperimenta opisan u 3.3.3.2.).

Za odredivanje stabilnosti, kao i procjenu konstante deaktivacije, potrebni su grafovi
ovisnosti aktivnosti enzima o vremenu (slike 4.7. - 4.9.). Uocava se da se aktivnost enzima
smanjuje tijekom reakcije. Pretpostavljeno je da se aktivnost smanjuje prema kinetici prvoga reda
(jed. 3).

Iz rezultata (slike 4.7. - 4.9.) se uocava da enzim YfaU WT nakon 24 sata potpuno gubi
aktivnost, dok enzim YfaU 5 - aldolaza nakon 24 sata u reakcijskoj smjesi zadrzava Cetvrtinu

pocetne vrijednosti aktivnosti. Sli¢ni rezultat je postignut i s YfaU 3 — aldolazom.
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Slika 4.7. Aktivnost enzima YfaU WT - aldolaze u kotlastom reaktoru ( Cpiruvat = 100 MM, Cformaldehid
=102.07 mM te yenzim = 0.02 mg/mL, 50 mM fosfatni pufer pH 7, 25°C, V = 0.25 mL)
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Slika 4.8. Aktivnost enzima YfaU 3 - aldolaze u kotlastom reaktoru. Sastav reakcijske smjese:
Cpiruvat = 100 MM, Crormaidenia = 102.07 t€ yenzim = 0.02 mg/mL, 50 mM fosfatni pufer pH 7, 25°C, V
=0.25mL)

0.018
0.016
0.014 °
0.012
0.01
0.008
0.006

0.004

aktivnost / mM min-

0.002

o
(9]
=
o
=
wv
N
o
N
(93]

30

t/h

® Eksperiment Model

Slika 4.9. Aktivnost enzima YfaU 5 - aldolaze u kotlastom reaktoru. Sastav reakcijske smjese:
Cpiruvat = 100 MM, Crormaidenia = 102.07 te yenzim = 0.02 mg/mL, 50 mM fosfatni pufer pH 7, 25°C, V
=0.25mL)
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Pomocu programskog paketa Scientist, procijenjene su vrijednosti konstanti deaktivacije za
sva tri enzima pomoc¢u metode nelinearne regresije te su rezultati, zajedno s izracunatim vremenima

poluraspada, prikazani u tablici 4.

Tablica 4. Prikaz vrijednosti procijenjenih konstanti deaktivacije i izracunatih vrijednosti
vremena poluraspada

Enzim ka/ mint | tyz/ min
YfaU WT | 0.144 + 0.013 4.81

Yfau 3 | 0.068 + 0.006 10.20

Yfau5 | 0.061 +0.007 11.32

Iz tablice 4. uocava se da enzim YfaU 5 - aldolaza ima najmanju konstantu deaktivacije i
najvece vrijeme poluraspada, dok enzim YfaU WT ima najvecu konstantu deaktivacije, ali
najmanje vrijeme poluraspada. Na temelju prikazanih rezultata moze se zakljuciti da YfaU 5 -
aldolaza ima najvecu operacijsku stabilnost u aldolnoj reakciji formaldehida i natrijeva piruvata, a
enzim YfaU WT - aldolaza ima najmanju operacijsku stabilnost, ¢ime se dokazuje da je

proteinskim inZenjerstvom doslo do poboljSanja enzima.
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5. Zakljuéak
U ovom radu provedena je aldolna adicija izmedu formaldehida i piruvata. Reakcija je
katalizirana s tri razli¢ita enzima: YfaU WT - aldolazom, YfaU 3 - aldolazom i YfaU 5 - aldolazom.

Kao produkt nastaje natrijev 4-hidroksi-2-oksobutanoat.

Provedeni su eksperimenti u kojima se ispitivala operacijska stabilnost enzima u kotlastom
reaktoru. Pomocu programskog paketa Scientist procijenjene su konstante deaktivacije triju
enzima. Iz dobivenih rezultata moZe se zakljuciti da enzim YfaU 5 - aldolaza ima najvecu
operacijsku stabilnost u reakcijskoj smjesi, odnosno najvecu vrijednost vremena poluraspada te
najmanju vrijednost konstante deaktivacije. Nasuprot tome, enzim YfaU WT - aldolaza ima
najmanju operacijsku stabilnost, odnosno ima najmanju vrijednost vremena poluraspada te najvecu
vrijednost konstante deaktivacije. Time se moze zakljuciti da je doslo do pobolj$anja stabilnosti

enzima proteinskim inzenjerstvom.

Tijekom provodenja reakcije izmedu natrijeva piruvata i formaldehida katalizirane
enzimima, koncentracije supstrata se smanjuju, a koncentracija produkta, odnosno aldola, se

povecava.
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7. Popis simbola

kg — konstanta deaktivacije enzima [min]

tu2— vrijeme poluraspada enzima [min]

Vpiruvat — volumen piruvata [uL]

Vformaldehid — volumen formaldehida [uL]

Vpufer — volumen pufera [puL]

Venzim — volumen enzima [pL]

Cpiruvat — Molarna koncentracija piruvata [mM]
Crormaldehid — Molarna koncentracija formaldehida [mM]
Cpufer — Molarna koncentracija pufera [mM]
Yenzim — Masena koncentracija enzima [mg mL™]
A — aktivnost enzima [mM min]

Xformaldehid — konverzija formaldehida [%6]
Xpiruvat— Konverzija piruvata [%]

laidol — iskoriStenje [%]

YfaU — 2-keto-3-deoksi-L-ramnonat aldolaza

HPLC — kromatografija visoke djelotvornosti
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8. Prilozi
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Prilog 1. Kromatogram analiziranih formaldehida, piruvata i aldola gradijentnom metodom na
koloni Kinetex ® C18
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Prilog 2. Bazdarni pravac za piruvat na HPLC-u uz kori$tenje gradijentne metode na koloni
Kinetex ® C18
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Prilog 3. Bazdarni pravac za formaldehid na HPLC-u uz koriStenje gradijentne metode na koloni

Kinetex ® C18

31



Zivotopis

Nikolina Jusi¢ | P ohadala je V. gimnaziju (matematicki

smjer) u Zagrebu te maturirala 2017. Iste godine upisuje Fakultet kemijskog inzenjerstva i
tehnologije Sveucilista u Zagrebu, studij Primijenjena kemija. Stru¢nu praksu odradila je u

Hrvatskom zavodu za javno zdravstvo na odjelu za analizu opéeuporabnih predmeta.

32





