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SAZETAK

Proteaze su jedne od najvaznijih skupina industrijskih enzima koje kataliziraju razgradnju
proteina. Zbog visokog prinosa, malog utroSka energije, niskih troskova proizvodnje i
jednostavne geneticke manipulacije proteaze se koriste pri deproteinizaciji morskih ostataka u
svrhu dobivanja hitina. U okviru ovoga rada provedena je optimizacija hidrolize proteina iz
ljusaka kozica pri optimalnim uvjetima rada ispitanih proteaza (T = 40°C i pH = 8). Hidroliza
proteina katalizirana je komercijalnim proteazama Flavourzyme, Novozyme, Neutraza i Novo-
pro D pri koncentracijama 0.5 U /10 mg i 0.1 U/ 10 mg otpada. Za navedene proteaze ispitana
je operacijska aktivnost te se zakljucilo da troparametarski model najbolje opisuje inaktivaciju
proteaza. Pri hidrolizi proteina iz ostataka kozica sve proteaze pri obje koncentracije su se
pokazale uspjeSnima, a najucinkovitije i najstabilnije su bile Novo-pro D i Novozyme zbog
Cega su se s njima proveli daljnji eksperimenti s ciljem utvrdivanja koliko se puta ista proteaza
moze upotrijebiti za hidrolizu proteina. Iz eksperimenata u ponavljaju¢em rektoru s proteazama
Novo-pro D i Novozyme, pri koncentracijama 0.5 U /10 mgi 0.1 U/ 10 mg, pokazalo se da se
proteaze mogu upotrijebiti u vise ciklusa (do 5 ciklusa pri koncentraciji 0.5 U / 10 mg, a pri

koncentraciji i 0.1 U/ 10 mg do 3-4 ciklusa).

Kljuéne rije¢i: hidroliza proteina, proteaze, ostaci kozica, hitin



ABSTRACT

Proteases are one of the most important groups of industrial enzymes that catalyze the the
protein degradation. Due to their high yield, low energy consumption, low production costs and
simple genetic manipulation, proteases are used in the deproteinization of marine residues for
the purpose of obtaining chitin. In this work, the optimization of protein hydrolysis from prawn
shells was performed under optimal operating conditions of the tested proteases (T = 40°C and
pH = 8). Protein hydrolysis was catalyzed by the commercial proteases Flavourzyme,
Novozyme, Neutrase, and Novo-pro D at concentrations of 0.5 U /10 mg and 0.1 U / 10 mg of
waste. For these proteases, the operation stability was examined, and it was concluded that the
three-parameter model best describes the inactivation of proteases. In the hydrolysis of proteins
from prawn residues, all proteases at both concentrations proved successful, and Novo-pro D
and Novozyme were the most efficient and stable and was used in repetitive to determine how
many times the same protease can be used for protein hydrolysis. In repetitve experiments with
proteases Novo-pro D and Novozyme, used at concentrations of 0.5 U /10 mgand 0.1 U/ 10
mg, it was shown that proteases can be used in several cycles (up to 5 cycles at a concentration

of 0.5 U /10 mg, and at a concentration of 0.1 U / 10 mg for up to 3-4 cycles).

Key words: hydrolysis of protein, protease, prawn waste, chitin
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1. UvOD

Danas u svijetu se milijuni tona kozica proizvode i konzumiraju kao morska hrana bogata
proteinima. Polovinu tjelesne mase kozica ¢ini vanjska ljuska koja se odbacuje kao otpad.
Upravo te odbacene ljuske su istaknuti izvor proteina i hitina koji predstavljaju veliki problem
ekosustavu zbog slabe topljivosti i spore biorazgradnje.! Zbog sadrzaja vrijednih sirovina poput
proteina, minerala i prirodnih pigmenata otpad kozica je zabranjeno odlagati kao biootpad na
odlagalista te ga je potrebno obraditi ekoloski prihvatljivim metodama kako bi se izbjeglo
dodatno onecis¢enje okolisa.>® Kako bi se izbjeglo koristenje upotrebe koncentriranih jakih
kiselina i luZina, te smanjilo dodatno one¢isc¢enje okolisa za reakciju ekstrakcije hitina iz ljusaka

kozica koriste se biokatalizatori, to¢nije proteaze.*

Biokatalizatori ili enzimi su proteini koji ubrzavaju reakcije u stanicama zivih organizama
te U zadnje vrijeme sve CeS¢e zamjenjuju klasi¢ne, kemijske katalizatore zbog njihove
sposobnosti da kataliziraju reakcije pri blagim uvjetima odnosno pri temperaturi okoline,
atmosferskom tlaku i neutralnim pH vrijednostima.>® Proteaze su jedna od najmnogobrojnijih
skupina enzima koji kataliziraju razgradnju proteina. S obzirom na to da im je primarnia
funkcija razgradnja proteina, proteaze se mogu primijeniti pri deproteinizaciji morskih ostataka
u svrhu dobivanja hitina. Hitin je jedan od najrasprostranjenijih biopolimera u prirodi kojeg
karakterizira netoksi¢nost, biorazgradivost i biokompatibilnost §to ga ¢ini pogodnim za

upotrebu na mnogim podruéjima znanosti i industrije.”#°

U ovome radu provedena je optimizacija hidrolize proteina iz ljusaka kozica pri optimalnim
uvjetima rada ispitanih proteaza. (T = 40°C i pH = 8). Hidroliza proteina katalizirana je
komercijalnim proteazama Flavourzyme, Novozyme, Neutraza i Novo-pro D, proizvodaca
Novoyzme pri koncentracijama od 0.5 U / 10 mg i 0.1 U / 10 mg otpada. Naposljetku je
provedena i hidroliza proteina u ponovljivom reaktoru s proteazama koje su se pokazale
najstabilnijima i1 najucinkovitijima, a kao takve su se pokazale proteaze Novo-pro D i

Novozyme.



2. OPCI DIO

2.1. Enzimi

Enzimi su bioloski katalizatori koji ubrzavaju kemijske reakcije unutar zivih organizama,
a iz njih izlaze nepromijenjeni. Nastaju unutar zivih stanica, pri ¢emu razlikujemo
unutarstani¢ne i izvanstaniéne enzime. Unutarstani¢ni, kako im ime govori, nalaze se unutar
stanice u citoplazmi ili su vezani za stani¢nu stijenku. lzvanstani¢ne enzime stanica nakon
sinteze izlucuje u okolni vanstani¢ni prostor. PO svojoj strukturi enzimi su proteini, a nastaju
povezivanjem velikog broja aminokiselina peptidnim vezama. Peptidna veza (Slika 2.1.) nastaje
izmedu ugljikovog atoma karboksilne skupine jedne aminokiseline i dusikovog atoma a-amino
skupine druge aminokiseline.® Veé¢ina enzima gradena je samo od proteina i nazivaju se
jednostavni enzimi. Medutim, odredeni enzimi se sastoje od dva dijela: proteinskog —
apoenzima i neproteinskog — koenzima ili kofaktora. Takvi enzimi se nazivaju konjugirani

enzimi, a zajednicki naziv za apoenzim i koenzim je holoenzim.°

H O H O
+ | I |l
H.N —(l?,-- -C—N-" -?—C— (o
|
R, H | R.

Slika 2.1. Shematski prikaz peptidne veze izmedu dvije a-aminokiseline

Enzimi ili biokatalizatori bili su poznati jo§ u doba Antike i to pod nazivom fermenti zbog
upotrebljavanja u procesima alkoholnog vrenja, kiseljenja mlijeka i pravljenje sira. Znanstvena
istrazivanja o enzimima zapocela Su u prvoj polovici 19. stolje¢a kada je G.S.C. Kirchoff
pokusao objasniti enzimske reakcije i svojstva enzima, a J.J Berzelius dao tumacenje
fermentacije alkohola kao katalitickog procesa. Naziv enzim potjece od grcke rijeci en-zyme
Sto znaci u kvascu, a to je predlozio R. Kuhne tijekom druge polovice 19. stolje¢a Takoder u
drugoj polovici 19. stolje¢a E. Fischer daje poznatu teoriju "brave i klju¢a", a E. Buchner otkriva
alkoholno vrenje in vitro §to daje veliki povod za daljnjim nastavkom istraZivanja enzima. U
ovome razdoblju dogodio se i jedan od najbitnijih dogadaja u biokatalizi kada su B. Gutte i R.
Hirschman izveli prvu sintezu enzima Vazno je napomenuti da je prvi izoliran enzim bila ureaza

i to u kristalnom obliku, a izolirao ju je Sumner 1926. godine.!



Broj pronadenih, izoliranih i pro¢iSé¢enih enzima danas je jako velik te su njihova fizikalna
I kemijska svojstva jako dobro istrazena. Pretpostavlja se da u prirodi postoji oko 25000 enzima,
a poznato ih je svega preko 3000. Enzimi se mogu pronacéi u zivotinjskom i biljnom svijetu te
u mikroorganizmima poput gljiva, kvasaca i bakterija. Primjena enzima je vrlo velika, a
najéeS$ce se upotrebljavaju u farmaceutskoj, tekstilnoj, koznoj, mesnoj, pekarskoj i papirnoj
industriji. Takoder se koriste za proizvodnju deterdzenata, sredstava za ¢iScenje, Secera, kave,

piva, vina, sokova, alkohola, §kroba, antibiotika...*?

2.1.1. Strukturaenzima

Enzimi su po svojoj gradi proteini i stoga su definirani jedinstvenim slijedom
aminokiselina kojeg definira DNA kod organizma (primarna struktura). Ako se promjeni slijed
aminokiselina mijenja se i kompletna funkcija kao i struktura samoga enzima. Ovisno o broju
aminokiselina postoje enzimi molekulskih masa od nekoliko tisu¢a do nekoliko milijuna.
Nastali peptidni lanci medusobno se savijaju u spirale pri ¢emu se karbonilne i amidne grupe
vezu vodikovim vezama i tako stabiliziraju molekulu pri ¢emu nastaje sekundarna struktura
enzima. Takoder pod sekundarnom strukturom podrazumijevaju se i nabrane strukture koje
nastaju nabiranjem peptidnih lanaca u ravnini pri ¢emu nastaju vodikove veze. Daljnjim
povezivanjem uzvojnica kovalentnim vezama nastaje tercijarna struktura, a spajanjem lanaca u
vece aglomerate disulfidnim mostovima nastaje najkompleksnija kvartarna struktura koja je
karakteristi¢na za biokatalizatore najveée molekulske mase.® Na Slici 2.2. su prikazane strukture

enzima od primarne do kvartarne.

Primarna
struktura

Kvartarna struktura

Slika 2.2. Slikoviti prikaz strukture enzima



2.1.2. Podjela enzima
Enzime mozemo podijeliti S obzirom na njihovu strukturu te prirodu reakcije koju
kataliziraju. Struktura enzima odreduje njihovu funkciju te ih prema tome dijelimo na
monomere i oligomere ovisno o broju peptidnih lanaca koji ih definiraju. Podjela enzima prema
prirodi reakcije koju kataliziraju te identitetu njihova supstrata i proizvoda prikazana je u
Tablici 2.1. 13

Tablica 2.1. Podjela enzima prema reakciji koju kataliziraju3

NAZIV VRSTA REAKCIJE
Oksidoreduktaze Oksidacija-redukcija
Transferaze Prijenos funkcionalnih skupina
Hidrolaze Hidroliza C-C, C-N, C-O, C-S ili O-P veza

Adicija ili eliminacija skupina radi stvaranja ili
Liaze uklanjanja dvostruke veze;

C-C,C-N, C-Oiili C-S veza
Izomeraze Izomerizacija (intramolekulski prijenos skupina)

Ligaze Stvaranje veza i hidroliza fosfatne grupe visoke
energije, u ATP ili sli¢cnim fosfatima

2.1.3. Mehanizam djelovanja enzima

Mehanizam djelovanja enzima opisuje se principom ,klju¢-brava®, pri ¢emu se enzim
(E) veze na molekulu supstrata (S) to¢no odredenog oblika. Interakcijom sa supstratom dolazi
do formiranja aktiviranog prijelaznog kompleksa enzim-supstrat (ES) i smanjenja veli¢ine
energetske barijere. U kompleksu je enzim vezan uz supstrat Van der Waalsovim silama,
elektrostatskim privla¢enjem, vodikovom vezom ili rjede, kovalentnom vezom, §to omogucava
lakSe razdvajanje po zavrSetku reakcije. To je vrlo bitno jer kompleksiranje mora biti brzo 1
reverzibilno kako bi se produkt (P) mogao odvojiti od enzima odmah nakon reakcije i osloboditi
ga za daljnje kataliticko djelovanje.}* Navedena reakcija se moze prikazati u dva koraka (Jedn.
2.1.):5

E+S—ES—E+P (2.1.)
Enzimi funkcioniraju tako da snizavaju energiju aktivacije pojedine reakcije, te je na taj nacin
ubrzavaju i do nekoliko milijuna puta (Slika 2.3.). Svrha enzima je ubrzavanje reakcije pri ¢emu

4



se ne mijenja nacin odvijanja reakcija. Treba napomenuti da enzimi izlaze nepromijenjeni iz

odredene reakcije u kojoj su sudjelovali.®®

Aktivacijska energija
nekatalizirane reakcije, Ea
Aktivacijska energija
1e reakcije, Ea'

Reaktanti

AG

Gibbsova slobodna energija

Produkti

Tijek reakcije

Slika 2.3. Prikaz energetskih promjena pri prijelazu reaktanata u produkte sa i bez katalizatora

2.1.4. Svojstva enzima

Glavna karakteristika i velika prednost enzima je njihova visoka specifi¢nost na
supstrat, odnosno, selektivnost. Enzimi mogu ubrzati samo jednu od mogucih reakcija i tako
smanjuju nastajanje nepozeljnih sporednih produkata.!’ Na taj nac¢in poveéavaju produktivnost
reakcije 1 smanjuju opterec¢enje okoliSa. Enzimi naj¢eS¢e djeluju pri umjerenim uvjetima, tj. pri
sobnoj temperaturi, atmosferskom tlaku 1 neutralnom pH zbog ¢ega su energetski troskovi mali,
$to znaci da je i sam proces jeftiniji.*® Glavni nedostatak enzimskih procesa su njihova niska
stabilnost i/ili aktivnost u odredenim radnim uvjetima, no mogu se pojaviti i drugi razni
nedostaci koji mogu umanyjiti efikasnost enzima poput inhibicije zbog prisutnosti odredenih
supstrata ili produkata reakcije, Sto smanjuje 1 ekonomsku opravdanost upotrebe pojedinog

enzima.!®

Svaki enzim ima svoju optimalnu pH vrijednost i temperaturu pri kojoj je njegova
aktivnost najveca. Ekstremno visoke ili niske pH vrijednosti rezultiraju gubitkom enzimske
aktivnosti. Brzina enzimske reakcije raste kako se raste temperatura, ali kada dostigne svoj

maksimum, daljnjim poveéanjem temperature brzina po¢inje naglo padati (Slika 2.4.).2°



Optimalna
temperatura

Optimalni pH

Brzina reakcije

Brzi

DH Temperatura / °C —_—

Slika 2.4. Graficki prikaz ovisnosti enzima o pH vrijednosti i temperaturi

Stabilnost enzima definirana je kao ostatak enzimske aktivnosti nakon odredenog
vremena. Razlikujemo dvije vrste enzimske stabilnosti, a to su operacijska stabilnost i stabilnost
skladiStenja. Stabilnost enzimske aktivnosti ovisi 0 ocuvanju aktivne enzimske konformacije, a
ona ovisi o kovalentnim, ionskim i dipolnim vezama te o hidrofilnim i hidrofobnim
interakcijama. Bilo kakva promjena tih sila moZe uzrokovati promjene enzimske aktivnosti i

stabilnosti.?

Operacijska stabilnost je stabilnost enzima tijekom njegove kontinuirane uporabe te se
obi¢no izrazava kao vrijeme poluzivota enzima, ty> (vrijeme potrebno da njegova aktivnost
padne na polovinu pocetne vrijednosti). Vrlo Cesto se procjenjuje vrijednost konstante
inaktivacije, kq, koja je povezana s vremenom poluraspada (Jedn. 2.2.), uz pretpostavku da se
kinetika reakcije inaktivacije enzima moze opisati modelom prvog reda.?

In0,5

Stabilnost skladiStenja ovisi o fizikalnom stanju biokatalizatora, o sredini u kojoj se
cuva, o dodatku supstrata, efektora, inhibitora ili stabilizatora, te o temperaturi na kojoj se

éuva.?

2.2. Proteaze
Proteaze su enzimi koji razgraduju proteine na manje polipeptide ili aminokiseline
hidrolizom peptidnih veze koje povezuju aminokiseline u polipeptidnom lancu. Mehanizam

hidrolize peptidne veze prikazan je na Slici 2.5.
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Slika 2.5. Mehanizam hidrolize peptidne veze

Proteaze spadaju u jednu od tri velike grupe industrijskih enzima i njihova je proizvodnja
1 koriStenje u stalnom porastu. Radi se o degradacijskim enzimima koji pokazuju specifi¢nost i
selektivnost u modifikaciji proteina. Prema istrazivanjima, ovi enzimi kontroliraju aktivaciju,
sintezu i transport proteina.?? Danas se proteaze mogu pronaci u svim zivim organizmima te u
virusima, gdje su zasebno evoluirali §to je rezultiralo velikim brojem razreda proteaza koje
mogu katalizirati istu reakciju s razli¢itim kataliti€kim mehanizmima. Upravo se iz tih razloga

proteaze mogu podijeliti na razli¢ite nacine.?

2.2.1. Podjela proteaza
Postoji nekoliko podjela proteaza. Dijele se s obzirom na pH podrugje djelovanja, prema
prisutnosti funkcionalnih skupina, prema polozaju peptidne veze te prema podrijetlu (Slika
2.6.). Takoder, dijele se i na unutarstani¢ne proteaze koje imaju ulogu u diferencijaciji stanica,
transportu proteina i regulaciji hormona, te na izvanstani¢ne ¢ija je zadaca hidroliza proteina.
Bududi da proteaze uglavnom spadaju u izvanstani¢ne enzime, njihova izolacija je jednostavan

proces.??



PRISUTNOST

pH PODRUCIJE POLOZA)J IZVOR
DJELOVANIJA FUN;(ISL?DI:INAA_NIH PEPTIDNE VEZE PODRIJETLA
‘ serinska
kisele ‘ e . biljne
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Slika 2.6. Prikaz podjele proteaza®*

2.2.2. Industrijska primjena proteaza
Proteaze mikrobiolo§kog podrijetla smatraju se najznacajnijim enzimima u procesu
hidrolize, a ujedno su i jedne od najzastupljenijih na trzistu. Zbog visokog prinosa, kratkog
vremena proizvodnje, jednostavne genetiCke manipulacije i malih troSkova sve je veci znacaj i
potraznja OVe vrste proteaza na trziStu. Svoju primjenu pronasle su u raznim granama industrije
poput kemijske i prehrambene, ali koriste se i u industriji deterdZenata, koznoj industriji,

medicini, farmaciji...(Slika 2.7.)?

Kozna

Otpad Prehrambena

Fotografska I N D U ST R UA Medicina

Industrija

deterdZenata Kemijska

Farmaceutska

Slika 2.7. Prikaz industrija u kojima se koriste proteaze?%?°

2.2.3. Komercijalne proteaze
Komercijalne proteaze proizvode se od mikroorganizama proizvedenih u laboratoriju te

se najéesce nalaze u tekucem stanju ili imobilizirane na odabranim nosa¢ima. U ovome radu



koriStene su Cetiri komercijalne proteaze Flavourzyme, Novozyme, Neutraza i Novo-pro D.

Glave karakteristike koristenih proteaza prikazane su u Tablici 2.2.

Tablica 2.2. Karakteristike koristenih komercijalnih proteaza??’
) Generacija ) )
Tip o pH Temperaturni  Siguran za )
Proteaza ) ] peptida ili Tip proteaze
hidrolize o raspon raspon koriStenje
aminokiselina
. Peptidi i Prehrambena )
Flavourzyme Agresivna S 4-8 30-65 ] B Egzopeptidaza
aminokiseline industrija
Novozyme Manje o Prehrambena Alkalna
] Peptidi 5-9 30-60 ] B
37071 agresivan industrija proteaza
Manje o Prehrambena Metalo-
Neutraza ) Peptidi 6-9 30-65 ) B
agresivna industrija endoproteaza
Za
] o proizvodnju
Novo-pro D  Agresivna Peptidi 7-11 55-75 o Endoproteaza
zivotinjske
hrane

Na trzistu u danasnje vrijeme postoji Sirok spektar dostupnih proteaza koje se koriste u
razli¢itim podrué¢jima proizvodnje. Njihova strukturna i funkcionalna raznolikost omogucuje
im da se koriste u raznim industrijama te znanstvenim laboratorijskim istrazivanjima. Kako bi
proteaze zadrzale svoju aktivnost i ucinkovitost pri svim procesnim uvjetima razvilo se
inzenjerstvo proteaza. Svrha takvog inzenjerstva je da proucava proteaze te modifikacijom
aminokiselina poboljsava im svojstva poput toplinske stabilnosti, aktivnosti, specifi¢nosti i
selektivnosti.?

2.3. Hitin
Hitin je drugi najrasireniji biopolimer u prirodi nakon celuloze. Njegova kemijska
struktura prikazana je na Slici 2.8. Ovaj biopolimer i njegovi derivati imaju veliku ekonomsku
vrijednost zbog svoje bioloske aktivnosti te industrijske i biomedicinske primjene.?® Takoder,
hitin je netoksican, biorazgradiv i biokompatibilan §to ga ¢ini pogodnim za koriStenje u

medicini, farmaceutskoj, biotehnoloskoj, prehrambenoj industriji i agrikulturi.®



NHAc NHAc NHAc

OH NHAc NHAc
0 HO o H o~
HO HO HO 0
OH

Slika 2.8. Kemijska struktura hitina

Hitin se moze ekstrahirati iz triju izvora, rakova, insekata i mikroorganizama. Medutim,
glavni komercijalni izvor hitina su ljuske rakova poput Skampi, kozica, jastoga koji se javljaju
u otpadu morske hrane. Ljuske rakova sastoje se od proteina (30-40 %), kalcijevog karbonata
(30-50 %) i hitina (20-30 %). Odabir izvora iz kojeg se ekstrahira hitin je bitan jer udio hitina
u njemu treba biti dovoljno visok da se ekstrakcija hitina isplati, a ako je moguce, potrebno je
izabrati izvor u kojem ima manje kalcijevog karbonata kako bi se hitin Sto lakSe izolirao.
Ekstrakcija hitina ukljucuje dva koraka, demineralizaciju i deproteinizaciju koje se mogu
provesti kemijskim ili bioloskim putem, Sto je prikazano na Slici 2.9. Kemijska metoda
ukljucuje koriStenje kiselina i baza, dok bioloska metoda podrazumijeva koristenje
mikroorganizama. Prilikom bioloske ekstrakcije hitina u procesu deproteinizacije se Koriste
proteolitiC¢ke bakterije i kvasci, dok u procesu demineralizacije sudjeluju bakterije mlijene

kiseline.82°

Ljuske
rakova

Biolotka metoda l Kemijska metoda

Pranje i usitnjavanje

Tretiranje luZinom
Deproteinizacija proteazama koje (1 M NaOH 1-72h na 65-100°C)
proizvode gljive
Proteini

Deprotonizirane ljuske
rakova
Demineralizacija pomocu organskih
kiselina koje proizvode bakterije Tretiranje kiselinom

(0.275-2 M HCI 1-48h na 0-100°C)

Minerali
(kalcijev karbonat i kalcijev fosfat)

Izbjeljivanje (smjesa kloroforma, metanola i vode u omjeru 1:2:4 na 25°C)

'

Sirovi hitin

Slika 2.9. Shematski prikaz ekstrakcije hitina bioloSkom i kemijskom metodom
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Aparatura
3.1.1. Spektrofotometar
Spektrofotometar je instrument za analizu spektra elektromagnetskog zradenja.
Apsorpcija svjetlosti kroz otopinu matemati¢ki se moze opisati Beer-Lambertovim zakonom
(Jedn. 3.1.) gdje je ABS apsorbancija na danoj valnoj duljini svjetlosti, e je molarni apsorpcijski
koeficijent [L mol™cm™], svojstven svakoj molekulskoj vrsti i ovisan o valnoj duljini svjetlosti,

b je duljina puta svjetlosti kroz uzorak [cm], a ¢ je koncentracija tvari u otopini [mol L™].
ABS = ¢-b-c (3.1)

U ovom radu koristen je UV/VIS spektrofotometar, Shimadzu UV-1800, za pracenje

aktivnosti i stabilnosti proteaza, te odredivanje koncentracije proteina (Slika 3.1.).

Slika 3.1. Spektrofotometar Shimadzu UV-1800

3.1.2. Tresilica

Za provedbu reakcija t pri 1100 okretaja u minuti i temperaturi 40°C koriStena je
Tresilica Thermo Scientific™, termostatirana tresilica prikazana na Slici 3.2.
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Slika 3.2. Tresilica Thermo Scientific™

3.1.3. Analiticka vaga
Mase otpadaka ljustura kozica u ¢vrstom agregatnom stanju potrebne za provodenje

eksperimenata vagane su na analitickoj vagi Shimadzu (Slika 3.3).

Slika 3.3. Analiticka vaga Shimadzu

3.1.4. Centrifuga
Centrifuga je koristena kako bi se odvojio supernatant, te se uzorak mogao dalje
pripremiti za spektrofotometrijsku analizu. Uzorci su centrifugirani 5 min pri 14000 okretaja u

minuti na temperaturi od 5°C. Koristen je uredaj Hettich Universal 320R prikazan na Slici 3.4.
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Slika 3.4. Centrifuga Hettich Universal 320R

3.1.5. Magnetska mijeSalica i grijalica
Za otapanje kazeina kao i mijeSanje Bradford reagensa koriStena je magnetska

mijesalica i grijalica IKA RH basic 2 koja je prikazana na Slici 3.5.

Slika 3.5. Magnetska mijesalica i grijalica IKA RH basic 2

3.2. Analiticke metode

3.2.1. Odredivanje aktivnosti proteaza
Aktivnost proteaza odredena je reakcijom hidrolize kazeina gdje kao glavni produkt

nastaje tirozin, koji u reakciji s Folin reagensom daje plavo obojenje (Slika 3.6.). Mjerena je
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promjena apsorbancije kod 660 nm te je iz bazdarnog dijagrama (Prilog 1) odreden ekstincijski

koeficijent () tirozina koji sluzi za daljnje odredivanje aktivnosti proteaza.

Slika 3.6. Tirozin u reakciji s Folin reagensom, plavo obojenje

Aktivnost proteaza odredivana je u reaktoru volumena 2 mL gdje je pomijesano 900 uL
kazeina s 900 pL enzima razrijedenog 20 puta (855 uL pufera i 45 pL enzima). Zatim je reaktor
stavljen na inkubaciju na tresilicu pri temperaturi od 40 °C i 1100 okretaja u minuti. Unutar
prvih 5 minuta reakcije, u razmacima od minute, iz reaktora je uzimano po 150 pL uzorka koji
su pomijesani sa 150 uL 1 M trikloroctene kiseline (TCA) te su inkubirani na sobnoj temperaturi
15 minuta s ciljem zaustavljanja reakcije i talozenja proteina. Nakon inkubacije uzorak je
centrifugiran na temperaturi od 4 °C na 14000 okretaja u minuti tijekom 5 minuta. 160 pL
dobivenog supernatanta u nastavku je pomijesano sa 600 uL 0.5 M natrijevog karbonata i 160
puL 1 M Folin reagensa, nakon ¢ega je uzorak ponovno stavljen na inkubaciju u trajanju od 25
minuta pri temperaturi od 40 °C. Na kraju postupka uzorak je analiziran spektrofotometrijski,
odnosno, mjerenjem promjene apsorbancije pri 660 nm. Iz dobivene vrijednosti promjene
apsorbancije (4ABS) pri razli¢itim vremenima ra¢una se nagib pravca koji ¢e se Koristiti pri

izraCunu aktivnosti proteaza prema navedenoj jednadzbi (Jedn. 3.2.):

A=— . 245 (3.2)

€660 d"Venzim At

U gore navedenoj jednadzbi V. predstavlja ukupni volumen reaktora (mL), Venzim je
volumen dodanog enzima (mL), gee0 j€ ekstincijski koeficijent ( cm? pmol™) pri valnoj duljini

A =660 nm, te odgovara vrijednosti nagiba bazdarnog pravca tirozina (Prilog 1), d predstavlja
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promjer kivete koji iznosi d = 1 cm, A‘Z% predstavlja promjenu apsorbancije u vremenu (min

1. Primjer krivulje promjene apsorbancije u vremenu nalazi se u Prilogu 2, dok se na Slici 3.7.

nalazi shema mjerenja aktivnosti proteaza.

160 L
Folin reagens

TRESILICA

25 min Spektrofotometar
40°C A=660 nm

1100 okr/min

Uzorkovanje INKUBACIA CENTRIFUGA
10 min 5min, 4 °C, 14000
150 L Sobna temperatura okr/min

ENZIM 150 L TCA

40°C 600 L
5 min Na2(03
1100 okr/min

Slika 3.7. Shema postupka mjerenja aktivnosti proteaza

3.2.2. Odredivanje koncentracije proteina

Koncentracija proteina odredivana je Bradfordovom metodom. Za Bradfordovu metodu
odredivanja proteina Koristio se Bradfordov reagens koji je pripreman otapanjem 100 mg bojila
Commassie blue u mjesavini 50 mL 95%-tnog etanola i 100 mL 85%-tne ortofosforne kiseline
nakon ¢ega se dodavala ultracista voda (do 1 L) 1 viSestruko se filtrirala kroz 0,45 um Sprica
filter do smede boje. Tako pripremljen reagens je ¢uvan na 4°C u boci zamotanoj folijom te se
otprilike sat vremena prije koriStenja stavljao na mijesalicu kako bi se reagens zagrijao na sobnu
temperaturu 1 bio spreman za koriStenje. Koncentracija proteina odreduje se mjerenjem
apsorbancije smjese uzorka proteina i Bradfordovog reagensa u plastiénim kivetama na
spektrofotometru. 500 pL uzorka proteina pomijesalo se s 500 puL Bradfordovog reagensa i
inkubiralo na sobnoj temperaturi tijekom 10 minuta. Nakon inkubacije mjeri se apsorbancija
pri valnoj duljini od 595 nm i 450 nm. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije proteina

nalazi se u Prilogu 3.

3.3.0dredivanje optimalne pH vrijednosti i temperature
Kako bi se utvrdili uvjeti u kojima komercijalne proteaze imaju najvecu aktivnost,

odredivana je optimalna pH vrijednost i temperatura.

Optimalna pH vrijednost odredivana je u rasponu od 6 do 9 s korakom od 0.5 pri cemu je

koristen pufer Tris-HCI navedenih pH-vrijednosti pri 40 °C. Pri pH vrijednosti od 7.5 ispitivani
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je temperaturni raspon od 40 °C do 60 °C s korakom od 5 °C. Navedeni rasponi pH vrijednosti

i temperature odabrani su na temelju podataka proizvodaga.?6°

Za odredivanje optimalnog pH, navedene pH vrijednosti pufera (6-9) koristene su u
postupku pripreme otopine kazeina i razrjedenja enzima koje su se dalje koristile prilikom
odredivanja aktivnosti proteaza (poglavlje 3.2.1.). Pri odredivanju optimalne temperature
postupak se provodio kao mjerenje aktivnosti proteaza (poglavlje 3.2.1.), a u fazi procesa koja
ukljucuje inkubaciju u trajanju od 25 minuta, reaktori su postavljeni na inkubaciju na tresilice

na temperaturama od 40 do 60 °C.

3.4. Odredivanje operacijske stabilnosti
Pri ranije odredenoj optimalnoj pH vrijednosti i temperaturi odredivana je operacijska
stabilnost enzima. Operacijska stabilnost mjerena je tako da je u vremenskom razdoblju od 0
do71.5h (0 h,0.5h,2h,4h,24h,47 h, 475 h, 71 h, 71.5 h) uzorkovano 90 uL uzorka iz
reaktora, koji su se potom razrijedili i pomijesali s 900 puL kazeina i 810 pL pufera. 1z tako
pripremljenih uzoraka odredivala se aktivnost proteaza (poglavlje 3.2.1.). Od koristenih
komercijalnih proteaza, Novozyme, Neutraza i Novo-pro D su razrijedeni 400 puta dok je

Flavourzyme razrijedeni 200 puta.

Eksperimentalni podaci smanjenja aktivnosti enzima opisani su modelima inaktivacije
kao $to su kinetika 1. reda, Kinetika 2. reda te troparametarski modelom koriStenjem

programskog paketa Scientist.

Najjednostavniji inaktivacijski model kojim se naj¢eS¢e opisuje brzina inaktivacije je

kinetika 1. reda koja je prikazana sljede¢com jednadzbom (Jedn. 3.3.):
— = —k4A (3.3)

Sljede¢i model kojim se mozZe opisati brzina inaktivacije je kinetika 2. reda koja je

prikazana jednadzbom (Jedn. 3.4.):

[ 2
L (34)

Troparametarski model je tre¢i model kojim mozemo opisati brzinu inaktivacije.
Pretpostavlja da se enzim sastoji od dva izoenzima od kojih svaki oblik ima svoju brzinu
inaktivacije. Brzina inaktivacija pojedinog izoenzima se opisuje kinetikom 1. reda.. Takav

model se opisuje jednadzbom (Jedn. 3.5.):
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A = Ap[(ae Fart) + (1 — a)eFazt] (3.5)

gdje je: A aktivnost proteaze, k, inaktivacijska konstanta, A, pocetna aktivnost proteaze, t

vrijeme, a a parametar koji oznac¢ava udio jednog ili drugog oblika enzima.

3.5. Priprema uzorka kozica

Kao sirovina iz koje je ekstrahiran hitin koriSteni su otpaci ljustura kozica. Uzorci
otpadaka kozica prikupljeni su s trznice Dubrava (Zagreb). Pripremljeni su tako da su prvo tri
puta isprani s vodovodnom vodom nakon ¢ega su se suSili tijekom 14 h u suSioniku s
digestorom, koji odvodi neugodne mirise, te su na kraju samljeveni u mlincu za mljevenje kave.
Mljevenjem ljustura kozica dobiven je prah karakteristi¢nog mirisa koji je potom prosijan na
analitickom situ promjera 200 mm i veli¢ine otvora mreze 2 mm. Prosijavanjem kozica
dobivena je heterogena smjesa kozica frakcija razli¢itih veli¢ina ¢estica manjih od 2 mm (Slika

3.8.).

Slika 3.8. Uzorak otpadaka kozica

3.6. Hidroliza proteina u otpadcima kozica
Hidroliza proteina u otpadcima kozica katalizirana je komercijalnim proteazama razli¢itih
koncentracija (0.5 i 0.1 U / 10 mg). Provedena je u kotlastom reaktoru (Vreaktor = 600 pL)
mijeSanjem 10 mg kozica s odredenim volumenom enzima otopljenog u Tris HCI puferu pH=8
pri 40 °C tijekom 8 h. Komercijalne proteaze koje su upotrijebljene za izradu ovog rada
prikazane su u Tablici 3.1. zajedno sa koriStenim volumenima pufera i proteaza tj. enzima,

koncentracijama te razrjedenjem.
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Svaki eksperiment hidrolize proteina u otpadcima kozica trajao je odredeno vrijeme (1 h,
2 h, 4 h, 6 hi8h) nakon kojega je prekinut kako bi se utvrdila aktivnost enzima i konverzija
proteina. Po zavrSetku svakog eksperimenta, reaktor je centrifugiran 5 minuta pri 4 °C na 14
000 okretaja u minuti. Nakon centrifugiranja, dobiveni supernatant je odvojen radi odredivanja
preostale aktivnosti enzima te je razrijeden 20 puta. Ostatak kozica je dva puta opran u Tris HCI
puferu, te je koriSten za analizu sadrzaja proteina po optimiranom postupku opisanom u

poglavljima 3.2.2. 1 3.7.

Tablica 3.1. Prikaz kombinacija odredenog volumena pufera i proteaza koji su dodani kozicama

za hidroliza proteina.

Koncentracija  Razrijedenje  Volumen Volumen
Proteaza
[U /10 mg] proteaze proteaze [uL] pufera [uL]
0.5 10 x 11 89
Flavourzyme
0.1 50 x 11 89
0.5 10 x 9 91
Neutraza
0.1 50 x 9 91
0.5 10 x 7 93
Novozyme
0.1 50 x 7 93
0.5 10 x 5 95
Novo-pro D
0.1 50 x 5 95

3.7. Ekstrakcija proteina iz otpadaka kozica
Proteini iz otpadaka kozica ekstrahirani su metodom alkalne ekstrakcije koja se pokazala

dosta u¢inkovitom kod ekstrakcije proteina iz ostataka skampi, lososa, bakalara.3!%2

Proces je proveden homogenizacijom 10 mg uzorka kozica sa 60 uL 0.5 M temeljne
otopine natrijeva hidroksida (NaOH), 174 uL 10% temeljne otopine natrijeva klorida (NaCl) i
366 pL ultra Ciste vode. Tako homogenizirana smjesa je inkubirana na tresilici tijekom 60

minuta pri 40°C na 1100 okretaja u minuti. Po zavrs$etku inkubacije uzorci su centrifugirani na
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5 minuta pri 4 °C na 14 000 okretaja u minuti, nakon ¢ega je supernatant odvojen radi

odredivanja koncentracije proteina metodom opisanom u poglavlju 3.2.2.

3.8. Ponovljivi eksperimenti
Svrha ponovljivih eksperimenata je da se vidi koliko puta istu proteazu odnosnu isti enzim

mozemo ponovno upotrijebiti za hidrolizu proteina u ostacima kozica.

Eksperimenati su provedeni tako da su se prvo pripremili uzorci kozica od 10 mg u koje
¢e se dodati odredeni volumen pufera, 0.1 M Tris HCI, te proteaze tako da volumen reaktora
iznosi 200 pL. Svaki eksperiment se provodi 1 h nakon ¢ega se zaustavlja. U prvi uzorak kozica
dodaje se odredeni volumen pufera i proteaze te ih se stavlja na tresilicu pri 40°C i 1100 okretaja
tijekom sat vremena. Nakon 1 h eksperiment se zaustavlja centrifugiranjem na 4°C i 14 000
okretaja u minuti. Ostaci kozica koji ostaju kao talog se dva puta operu u puferu i spreme za
analizu proteina (poglavlje 3.2.2.), a odvojeni supernatant se istovremeno dodaje u sljedeci
uzorak kozica te se eksperiment ponavlja sve do zadnjeg uzorka kozica. Nakon zavrSenog
zadnjeg eksperimenta s istom proteazom, iz odvojenog Supernatanta se odreduje aktivnost

proteaze prema metodi opisanoj u poglavlju 3.2.1.

3.9. Obrada rezultata
Obrada rezultata provedena je u programskom paketu Scientist. Na temelju
pretpostavljenih modela i eksperimentalnih podataka napravljena je simulacija eksperimenta.
Parametri modela procijenjeni su simpleks metodom te metodom najmanjih kvadrata koje se
temelje na pronalasku minimalnog zbroja kvadrata pogreSke izmedu podataka izraCunatih
pomoéu modela i eksperimentalnih podataka.®® Simpleks metoda je jako dobra za odredivanje
priblizne vrijednosti parametara, a koristi se onda kada postoji velika razlika izmedu pocetnih

I pravih vrijednosti parametara.

Nakon napisanog modela i procijenjenih parametara, provodi se simulacija rjeSavanjem
diferencijalnih jednadzbi odredenog modela metodama kao §to su Eulerova metoda, metoda

Runge Kutta IV, Bulrisch - Stoer metoda i Episode algoritam u programu Scientist .

U svrhu statisticke usporedbe modela koristeni su Kriteriji poput R? (standardna
devijacija) te MSC (engl. Model Selection Criterion) koji je prikazan sljede¢om jednadzbom
(Jedn. 3.6.) :

n . Y 2 .
MSC = 1n(2,§=1w‘ Do ) - (3.6.)

2
Zi=1 Wi'(yexp,i_yraé,i)
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gdje su w; parametri za svaki uzorak podataka (i), Y,4¢; previdene (simulirane, ugradene)
vrijednosti, ¥,,,,; izmjerene vrijednosti, a Y,,,, srednja vrijednost izmjerenih vrijednosti. MSC
ili kriterij odabira modela je reciprocna modifikacija Akaike informacijskog kriterija koriStena
u programu Scientist (MicroMath, Sant Louis, Missouri, USA). MSC je neovisan o veli¢ini
odnosno skaliranju podataka, a veca vrijednost MSC-a znaci bolje prilagodavanje. Prilikom

usporedbe modela, najprikladniji model za podatke je onaj s najveéom vrijednosti MSC-a.%*
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4. REZULTATI I RASPRAVA

U ovome radu provedena je optimizacija procesa hidrolize proteina u ljuskama kozica
primjenom komercijalnih proteaza. Cilj optimizacije je bio odrediti optimalne radne uvjete
proteaza te u tim uvjetima ispitati njihovu aktivnost, stabilnosti i moguénost konverzije odnosno

razgradnju proteina iz otpadaka ljusaka kozica.

S ciljem pronalazenja najbolje dostupne komercijalne proteaze ispitane su njih cetiri
proizvodaca Novozyme (Tablica 3.1.). Za sve proteaze je provedeno ispitivanje ovisnosti
aktivnosti o pH i temperaturi te je odredena operacijska stabilnost u radnim uvjetima bez
prisustva supstrata. Reakcija hidrolize proteina u ljuskama kozica provedena je u kotlastom
reaktoru, pri ¢emu je pracena aktivnost odnosno stabilnost proteaze i koncentracija proteina.
Reakcija hidrolize proteina ispitivana je pomocu cetiri proteaze dviju razli¢itih koncentracija
(0.510.1 U/ 10 mg). Za proteaze s najboljim konverzijama provedene su jos i reakcije hidrolize
u ponovljivim reaktorima kako bi se ispitala moguénosti ponovnog koriStenja iste proteaze s

ciljem njene manje potro$nje u procesu hidrolize proteina.

4.1. Optimalni radni uvjeti komercijalnih proteaza
Svaka proteaza ima svoj optimalni pH i temperaturu pri kojoj je njezina aktivnost najveca
odnosno brzina reakcije maksimalna. Tako iz grafic¢kih prikaza prikazanih na Slikama 4.1. i 4.2.
mozemo vidjeti kako optimalni pH za proteaze Flavourzyme, Novozyme i Neutrazu iznosi 8,
dok za proteazu Novo-pro D iznosi 8.5. Takoder optimalna temperatura za proteaze

Flavourzyme i Neutrazu iznosi 45°C, za Novozyme je 50°C, a za Novo-pro D je 40°C.
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Slika 4.1. Optimalni pH za ispitivane proteaze (T = 40 °C)
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Slika 4.2. Optimalna temperatura za ispitivane proteaze (0.1 mol dm™ Tris-HCI pH 8)

Za daljnja ispitivanja za sve ispitivane proteaze kao optimalna pH vrijednost uzet je pH
8, a optimalna temperatura 40°C. Pri tim optimalnim uvjetima sve proteaze su pokazale
zadovoljavajucu aktivnost te se njihova usporedba nalazi na Slici 4.3. Kako iz slike mozemo
vidjeti, najveéu aktivnost ima proteaza Novo-pro D, zatim Novozyme pa Neutraza i najmanju

aktivnost je pokazala proteaza Flavourzyme.
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Slika 4.3. Usporedba aktivnost ispitivanih proteaza (T =40 °C , 0.1 mol dm™ Tris-HCI pH 8)

4.2. Operacijska stabilnost proteza pri T=40°C i pH 8
Operacijska stabilnost proteaza je odredena pri odabranim uvjetima, pra¢enjem aktivnosti
proteaze u vremenu kako je opisano u poglavlju 3.4. Pad aktivnosti proteaze opisan je
Kinetickim modelom inaktivacije u programskom paketu Scientist. pri ¢emu su ispitana tri
empirijska modela (kinetika 1. reda, kinetika 2.reda i troparametarski model) te procijenjeni

sljedec¢i parametri: kq, konstanta brzine inaktivacije enzima za kinetiku 1. i 2. reda, ka1 i Kao,
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inaktivacijske konstante pojedinog oblika izoenzima i a, parametar koji oznacava udio jednog

izoenzima za troparametarski model.

Flavourzyme 1,0 ¢ Novozyme 37071

[ ] eksperiment [ ] eksperiment
kinetika 1. reda ———— kinetika 1. reda
024 ______ kinetika 2. reda 021 ______ Kinetika2. reda
troparametarski model ———  troparametarski model
0,0 T T T 0,0 T . .
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
t/h t/h
1,0 ¢ 1,0

Neutraza Novo-proD

0,8 1
, 0,6 1
~
<
0,4 - ~
[ ] eksperiment eksperiment =
kinetika 1. reda ——— kinetika 1. reda
024 ______ kinetika 2. reda 0,21 ______ Kinetika2. reda
troparametarski model —  troparametarski model
0,0 T T T 0,0 T . .
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
t/h t/h

Slika 4.4. Operacijska stabilnost proteaza u radnim uvjetima (T =40 °C , 0.1 mol dm Tris-
HCI pH 8)

Na Slici 4.4. prikazana je graficka usporedba triju ispitivanih modela za svaku proteazu.
1z grafickog prikaza je vidljivo da troparametarski model najbolje opisuje kinetiku inaktivacije
proteaza iako se uobi¢ajeno smatra da je najbolji model onaj s manjim brojem parametara. U
Tablici 4.1. prikazani su procijenjeni parametri modela kinetike 1. reda, 2. reda |
troparametarskog modela inaktivacije proteaza u radnim uvjetima. Manja konstanta brzine
inaktivacije, upu¢uje na vecu stabilnost proteaze, a samim time i njezinu bolju u¢inkovitost.?
Vrijednosti o parametra, troparametarskog modela ukazuju na to da se ve¢i dio jednog oblika
enzima deaktivira sporo dok se manji dio drugog oblik enzima deaktivira znacajno brze. 1z
dobivenih vrijednosti moze se zakljuciti da je najstabilnija proteaza Flavourzyme s obzirom na
to da joj je preostala aktivnost nakon 72 h bila visa od 60 %, dok je najnestabilnija proteaza

Novo-pro D s preostalom aktivnoséu nakon 72 h oko 40% ( Slika 4.5.)

23



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

inaktivacije proteaza u radnim uvjetima

Model 1. reda  Model 2. reda Troparametarski model
Enzim
K¢/ min Kg/ min? a Kg/ min?t  Kkgo/ min‘?
Flavourzyme 1.65-10* 2.28:10* 0.78 6.53-10° 0.39
Novozyme 2.19-10% 3.41-10* 0.74 1.03-10* 0.53
Neutraza 2.12:10% 2.99-10* 0.86 1.50-10* 0.68
Novo-pro D 3.52:10* 6.44-10* 0.75 2.08:10* 0.30
1,0
0,8
~06
=
=
< 04
0,2
0,0
Flavourzyme  Novozyme Neutraza Novo-pro D

Slika 4.5. Usporedba preostale aktivnosti proteaza prilikom ispitivanja operacijske stabilnosti
enzima (t =72 h, T =40 °C, 50 mmol dm™ Tris-HCI pH 8)
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Slika 4.6. Statisticka analiza modela inaktivacije proteaza
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Provedena je i statisticka analiza modela inaktivacije proteaza te su rezultati prikazani na
Slici 4.6. u obliku stupéastih prikaza vrijednosti R? i MSC-a za svaku proteazu. R? najcesce se
koristi u statistici za procjenu prilagodbe modela regresijske jednadzbe te je pozeljno da
njegova vrijednost bude $to veéa.®® Za svaku proteazu dobivena vrijednost R? je najveca za
troparametarski model, $to oznacava da upravo on najbolje opisuje brzinu inaktivacije
proteaza,, MSC je alat unutar programskog paketa Scientist koji sluzi za prihvaéanje ili
odbacivanje modela.®* Njegova vrijednost je takoder kod svih ispitivanih proteaza najveca za
troparametarski model. Modeli s MSC vrijedno$¢u ispod 0 nisu prihvatljivi, a to se odnosi na

model kinetika 1. reda za Flavourzyme i Novozyme.

4.3. Hidroliza proteina u ostacima kozica u reaktoru 0.5 U / 10 mg

Hidroliza proteina u ljuskama kozicama katalizirana je s Cetiri komercijalne proteaze
koncentracije 0.5 U / 10 mg kroz 8 sati. Uzorci iz kojih se odredivala aktivnost proteaza i
konverzija proteina uzeti su u odredenim vremenima (1 h, 2 h, 4 h, 6 h i 8 h). Aktivnost proteaza
odredivala se iz supernatanta uzorka dok se konverzija proteina odredivala iz krutog ostatka
kozica. Rezultati hidrolize proteina prikazani su na Slici 4.7. te je iz njih vidljivo kako su sve
Cetiri komercijalne proteaze uspjesno razgradile proteine iz otpadaka kozica. Na grafovima je
vidljivo kako Neutraza pokazuje konverziju oko 80%, Flavourzyme oko 90 % dok je kod
proteaza Novozyme i Novo-pro D konverzija blizu 100%. Konverzija blago raste tijekom
vremena kod proteaza Flavourzyme i Neutraze dok se kod proteaza Novozyme i Novo-pro D
odmah nakon 1 h provedbe eksperimenta postize maksimalna konverzija U sva Cetiri slucajeva
vidljivo je da se najveca koli¢ina proteina hidrolizira u prvih sat vremena od pocetka pokusa te

da se kasnije koli¢ina proteina smanjuje za malu koli¢inu i sporo.
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Slika 4.7. Masa proteina i konverzija tijekom hidrolize proteina u ostacima kozica katalizirana
proteazama u kotlastom reaktoru (T = 40 °C, 50 mmol dm™ Tris-HCI pH 8, Vreakior = 600pL,
Mkozica = 10 M@, Aproteaze = 0.5 U)

Na grafickom prikazu (Slika 4.8.) je vidljivo kako je hidroliza proteina uspjesna za sve
Cetiri proteaze te kako je njihova konverzija visoka §to ukazuje da se sve proteaze mogu koristiti
za razgradnju proteina u ostacima kozica te da nema potrebe za njihovim kombiniranjem. Na
Slici 4.9. prikazani su grafovi operacijske stabilnosti proteaza tijekom hidrolize proteina iz
ostataka kozica. Usporedbom grafova, vidljivo je kako se eksperimentalni podaci ispitivanih
proteaza vise-manje poklapaju s modelom sa supstratom te pokazuju trend pravilnog ponasanja
odnosno pada stabilnosti s vremenom. Iz grafova je vidljivo kako je najnestabilnija proteaza
Flavourzyme, dok je najstabilnija proteaza Novo-pro D. U eksperimentima bez supstrata
najstabilnija proteaza je bila Flavourzyme, a najnestabilnija Novo-pro D $to se moze
protumaciti da produkti hidrolize proteina doprinose poboljsanoj stabilnosti proteaze Novo-pro

D dok kod Flavourzyma rezultiraju smanjenom stabilnoscu.
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Slika 4.8. Usporedba konverzija tijekom hidrolize proteina u ostacima kozica katalizirana
proteazama u kotlastom reaktoru (t = 8 h, T = 40 °C, 50 mmol dm™ Tris-HCI pH 8, Vreaktor =
600uL, Mkozica = 10 M@, Aproteaze = 0.5 U)
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Slika 4.9. Operacijska stabilnost enzima tijekom hidrolize proteina u ostacima kozica
katalizirana proteazama u kotlastom reaktoru (T = 40 °C, 50 mmol dm™ Tris-HCI pH 8,
Vreaktor = 100ptL, Mkozica = 10 Mg, Aproteaze = 0.5 U)
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Tablica 4.2. Procijenjeni parametri troparametarskog modela inaktivacije proteaza u radnim
uvjetima sa supstratom (T = 40 °C, 50 mmol dm™ Tris-HCI pH 8, Vreaktor = 600pL, Mkozica = 10
mg, Aproteaze = 0.5 U)

Enzim a Kg2/ mint Kgo/ min
Flavourzyme 0.40 4.60-10* 4.82-102
Novozyme 0.74 6.00-107 1.09-103
Neutraza 0.55 6.68-10* 0.70
Novo-pro D 0.75 1.83-10* 1.20-10°

U Tablici 4.2. vidljivi su procijenjeni parametri troparametarskog modela inaktivacije
pojedinih proteaza u radnim uvjetima sa supstratom, te prema konstantama inaktivacije
mozemo zakljuciti kako su najstabilnije proteaze Novozyme i Novo-pro D. Usporedbom
preostale aktivnosti ispitivanih proteaza (slika 4.10.) moze se zakljuciti kako najmanju
aktivnost ima Flavourzyme, a najvecu preostalu aktivnost ima Novo-pro D te odmah nakon
njega Novozyme. Ovakvi rezultati se slazu s eksperimentalnim podacima na grafovima na Slici
4.9. na kojem je vidljivo kako su Novo-pro-D i Novozyme operacijski najstabilniji te prema

Tablici 4.2. kako su im konstante inaktivacije najmanje.

1,0

Flavourzyme Novozyme Neutraza Novo-proD

Slika 4.10. Usporedba preostale aktivnosti enzima nakon hidrolize proteina u ostacima kozica
katalizirane proteazama u kotlastom reaktoru (t = 8 h, T =40 °C, 50 mmol dm™ Tris-HCI pH
8, Vreaktor = 600pL, Mkozica = 10 Mg, Aproteaze = 0.5 U)
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4.4. Hidroliza proteina u ostacima kozica u reaktoru 0.1 U / 10 mg

Hidroliza proteina u ljuskama kozicama katalizirana je s Cetiri komercijalne proteaze
koncentracije 0.1 U / 10 mg kroz 8 sati. Uzorci iz kojih se odredivala aktivnost proteaza i
konverzija proteina uzeti su u odredenim vremenima (1 h, 2 h, 4 h, 6 h i 8 h). Aktivnost proteaza
odredivala se iz supernatanta uzorka dok se konverzija proteina odredivala iz krutog ostatka
kozica. Rezultati hidrolize proteina prikazani su na Slici 4.11. te je iz njih vidljivo kako su sve
Cetiri komercijalne proteaze uspjesno razgradilo proteine iz otpadaka kozica. Na grafovima je
vidljivo kako se uz enzim Neutrazu postigla konverzija od oko 70%, Flavourzyme oko 80 %
dok je kod proteaza Novozyme i Novo-pro D konverzija blizu 100%. Konverzija blago raste
tijekom vremena kod Neutraze dok se kod proteaza Novozyme i Novo-pro D odmah nakon 1 h
provedbe eksperimenta postize maksimalna konverzija, odnosno kod Flavourzyme nakon 2 h.
U gotovo svim slucajevima vidljivo je da se najveca koli¢ina proteina hidrolizira u prvih sat
vremena od pocetka pokusa osim kod Neutraze gdje koli¢ina hidroliziranog proteina pada s
vremenom reakcije. 1z grafickog prikaza usporedenih konverzija proteaza s ve¢om i manjom
koncentracijom (Slika 4.12.) mozemo vidjeti kako su proteaze Novozyme i Novo-pro D imale
gotovu jednaku konverziju za obje koncentracije blizu 100%. S obzirom na to da su obje
konverzije blizu 100%, moze se zakljuciti kako su te proteaze veoma uspjesne u hidrolizi
proteina i u manjim koncentracijama pa su tako dobar izbor jer ih se ne treba upotrijebiti u
velikoj koli¢ini. Proteaze Flavourzyme i Neutraza pri manjoj koncentraciji imaju manju

konverziju sto znaci da je uspje$nija hidroliza proteina pri njihovoj vecoj koncentraciji.
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Slika 4.11. Masa proteina i konverzija tijekom hidrolize proteina u ostacima kozica
katalizirana proteazama u kotlastom reaktoru (T = 40 °C, 50 mmol dm™ Tris-HCI pH 8,
Vreaktor = 100uL, Mkozica = 10 Mg, Aproteaze = 0.1 U)
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Slika 4.12. Usporedba konverzija tijekom hidrolize proteina u ostacima kozica katalizirana
proteazama u kotlastom reaktoru (t =8 h, T = 50 °C, 50 mmol dm™ Tris-HCI pH 8, Vreaktor =
lOO]J.L, Mkozica = 10 mg, Aproteaze =0.1 U, 0.5 U)
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Na Slici 4.13. prikazani su grafovi operacijske stabilnosti proteaza tijekom hidrolize

proteina iz ostataka kozica. Usporedbom grafova, vidljivo je kako se eksperimentalni podaci

ispitivanih proteaza vise-manje poklapaju s modelom eksperimenta s manjom koncentracijom

od 0.1 U /10 mg. Iz grafova je vidljivo kako je najnestabilnija proteaza Neutraza, dok su

proteaze Novozyme i Novo-pro D jako stabilne Sto potvrduju i procijenjeni parametri

troparametarskog modela inaktivacije prikazani u Tablici 4.3.
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Slika 4.13. Operacijska stabilnost enzima tijekom hidrolize proteina u ostacima kozica
katalizirana proteazama u kotlastom reaktoru (T = 40 °C, 50 mmol dm™ Tris-HCI pH 8,
Vreaktor = 100pL, Mkozica = 10 mg, Aproteaze =0.1 U)
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Tablica 4.3. Procijenjeni parametri troparametarskog modela inaktivacije proteaza u radnim
uvjetima sa supstratom (T = 40 °C, 50 mmol dm™ Tris-HCI pH 8, Vreaktor = 600pL, Mkozica = 10
Mg, Aproteaze = 0,1 U)

Enzim a Kg1/ min Kgo/ min
Flavourzyme 0.40 2.06:10° 2.6:102
Novozyme 0.74 0 0
Neutraza 0.71 5.09-102 4.37-10*
Novo-pro D 0.75 0 0°
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Slika 4.14. Usporedba preostale aktivnosti enzima nakon hidrolize proteina u ostacima kozica
katalizirane proteazama u kotlastom reaktoru (t = 8 h, T = 40 °C, 50 mmol dm™ Tris-HCI pH
8, Vreaktor = 100uL, Mkozica = 10 Mg, Aproteaze = 0.1 U; 0.5 U)

Preostala aktivnost proteaza nakon hidrolize proteina u ostacima kozica (Slika 4.14.) jos$
je jedna potvrda kako su proteaze Novo-pro D i Novozyme ucinkovitije od proteaza
Flavourzyme i Neutraze. Pri vecoj i pri manjoj koncentraciji aktivnost proteaza Novo-pro D i
Novozyme je veca nego ona kod Flavourzyme i Neutraze. Takoder, kod proteaza Novo-pro D
i Novozyme ne postoji znacajna razlika u aktivnosti pri razli¢itim koncentracijama, dok je kod

proteaza Flavourzyme i Neutraza aktivnost veéa pri njihovim veé¢im koncentracijama.
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4.5. Hidroliza proteina u ostacima kozica u ponovljivom reaktoru

Hidroliza proteina u ponovljivom reaktoru radi se s ciljem da se utvrdi koliko puta se isti
enzim moze upotrijebiti u procesu hidrolize proteina u ostacima kozica. Prethodni rezultati,
gdje su se usporedivale Cetiri proteaze pri dvije koncentracije, pokazali su da se s proteazama
Novo-pro D i Novozyme postize visoka konverzija (blizu 100%), te da imaju dobru stabilnost
tijekom procesa hidrolize proteina u ostacima kozica. Stoga se provelo jos jedno ispitivanje
hidrolize proteina za te dvije proteaze, ali ovoga puta u ponovljivom reaktoru. Kako nema
znacajne promjene u masi proteina nakon 1. i 8. h, hidroliza proteina u ponovljivom reaktoru
se radila u 6 ciklusa po 1 h. Aktivnost proteaza odredivala se iz supernatanta zadnjeg uzorka
dok se konverzija proteina odredivala iz krutih ostatka kozica prema metodama opisanim u

poglavljima 3.2.1. 1 3.2.2.

Rezultati konverzije i mase proteina, nakon hidrolize proteina iz ostataka kozica tijekom
6 ciklusa katalizirane proteazama Novo-pro D i Novozyme, prikazane su na Slikama 4.15. i
4.16.
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Slika 4.15. Preostala masa proteina i konverzija tijekom hidrolize proteina u ostacima kozica

katalizirana proteazama Novozyme i Novo-ProD u kotlastom reaktoru s 6 ciklusa dodavanja

supstrata (T = 40 °C, 50 mmol dm™ Tris-HCI pH 8, Vreakior = 200 pL, teikiusa = 1 h, Mkozica = 10
Mg, Aproteaze = 0.5 U)
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Slika 4.16. Preostala masa proteina i konverzija tijekom hidrolize proteina u ostacima kozica

katalizirana proteazama Novozyme i Novo-Pro D u kotlastom reaktoru s 6 ciklusa dodavanja

supstrata (T = 40 °C, 50 mmol dm™ Tris-HCI pH 8, Vreaktor = 200 pL, teikiusa = 1 h, Mkozica = 10
mg, Aproteaze = 0.1 U)

Na prikazanim grafickim prikazima (Slike 4.15 i 4.16) mozemo vidjeti kako masa
proteina kroz cikluse raste dok se konverzija smanjuje. Kod hidrolize proteina u ostacima
kozica kataliziranih proteazama Novo-pro D i Novozyme, koncentracije 0.5 U / 10 mg vidljivo
je da konverzija gotovo identi¢na u prva tri ciklusa (~ 95%). Nakon treceg ciklusa dolazi do
vidljivog smanjenja konverzije iako je i dalje dosta visoka (> 85%). Na temelju tih rezultata
mozemo zakljuciti kako se proteaze Novo-pro D i Novozyme pri koncentraciji 0.5 U / 10 mg
mogu Kkoristiti pet puta zaredom odnosno kroz pet ciklusa hidrolize proteina jer je konverzija
nakon petog ciklusa i dalje iznad 90%. Pri hidrolizi proteina u ostacima kozica kataliziranih
proteazama Novo-pro D i Novozyme, koncentracije 0.1 U / 10 mg vidljiv je ve¢i pad konverzije
kroz cikluse, pogotovo kod proteaze Novozyme gdje je nakon Sestog ciklusa konverzija oko
75%. Prema prikazanim rezultatima navedene proteaze s manjom koncentracijom mogu se
koristiti manji broj puta. Novo-pro D ¢etiri ciklusa, a Novozyme tri ciklusa nakon ¢ega im
konverzija pada ispod 90%. Takoder vazno je napomenuti da je prilikom izvodenja
eksperimenata, odnosno prelaska iz jednog ciklusa u drugi doslo do gubitka volumena (10-
20%) zbog Cega vjerojatno dolazi do smanjena konverzije kroz cikluse, iako je izuzev toga
konverzija i dalje dosta visoka. Porast mase, a ujedno i koncentracije proteina u reaktoru vidljiv
je 1 u plasticnim kivetama prilikom odredivanja koncentracije proteina Bradfordovom
metodom. Na Slici 4.17. uocava se prelazak iz svijetlo zelene boje u plavu boju §to oznacava

porast mase proteina. Sto je ve¢a koncentracija proteina to je boja tamnija.
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Slika 4.17. Prikaz plasti¢nih kiveta sa smjesom uzorka proteina i Bradfordovog

reagensa za odredivanje koncentracije proteina kroz 6 ciklusa hidrolize u ponovljivom

reaktoru

Na Slici 4.18. prikazana je usporedba konverzija nakon Sestog ciklusa hidrolize proteina

u ostacima kozica u ponovljivom reaktoru pri razli¢itim koncentracijama proteaza.

90 === 0,5U/10mg

C—310,1U/10mg

[+
(1]

[+
o

X (6. ciklus) / %

~N
v
L

70
Novozyme Novo-pro D

Slika 4.18. Usporedba konverzija nakon 6. ciklusa hidrolize proteina u ostacima kozica
katalizirana proteazama Novozyme i Novo-ProD u kotlastom reaktoru (T = 40 °C, 50 mmol
dm-3 Tris-HCI pH 8, Vreaktor =200 ML, Lciklusa = 1 h, Mkozica = 10 mg, Aproteaze =05 U, 0.1 U)

Usporedbom konverzija na gornjem grafu vidljivo je kako kod proteaze Novo-pro D
postoji neznatno manja konverzija u sustavu gdje je manja koncentracija enzima dok je kod
proteaze Novozyme vidljivo odstupanje u konverziji pri vecoj i manjoj koncentraciji, odnosno
da je bolja konverzija s veCom koncentracijom proteaze. S obzirom nato da je nakon 6. ciklusa

hidrolize vecina konverzija preko 85% moze se zakljuciti kako su ispitane proteaze veoma
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uspjesne u hidrolizi proteina i nakon vise ciklusa ponavljanja. Stoga su dobar izbor za hidrolizu

proteina jer ih se ne treba upotrijebiti u velikoj koli¢ini i iste se mogu upotrijebiti veéi broj puta.

Na Slici 4.19. vidljive su aktivnosti ispitivanih proteza nakon 6. ciklusa hidrolize

proteina u ostacima kozica. Preostala aktivnost proteaza nakon 6. ciklusa hidrolize proteina u

ostacima kozica potvrduje kako su proteaze Novo-pro D i Novozyme stabilnije pri manjoj

koncentraciji. Pri manjoj koncentraciji stabilnost obje proteaze je jednaka, dok je pri vecoj

koncentraciji proteaza Novozyme nesto stabilnija od proteaze Novo-pro D.

1,2

1,0 1

A (6. ciklus) / -
o o o o
N H ()] (-]

o
=)

=== 0,5U/10mg
C—10,1U/10mg

Novozyme

Novo-pro D

Slika 4.19. Usporedba preostale aktivnosti enzima nakon 6. ciklusa hidrolize proteina u

ostacima kozica katalizirana proteazama Novozyme i Novo-ProD u kotlastom reaktoru (T =
40 OC, 50 mmol dl’l’l_3 Tris-HCI pH 8, Vreaktor = 200 HL, teikiusa = 1 h, Mkozica = 10 mg, Aproteaze =

0,5 U; 0,1 U)
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5. ZAKLJUCAK

Poznato je da je otpad rakova zakonom zabranjeno odlagati kao biootpad na odlagalista
zbog proteina koji sadrzi stoga je provedena optimizacija bioloSke metode njihova zbrinjavanja.
U svrhu hidrolize proteina iz ljusaka kozica ispitana je stabilnost i aktivnost ¢etiri komercijalne
proteaze Flavourzyme, Novozyme, Neutraze i Novo-Pro D. Takoder je provedena hidroliza
proteina iz ljusaka kozica, pri dvije koncentracije navedenih proteaza od 0.5 U/10mgi 0.1 U
/ 10 mg, kako bi se utvrdila njihova uc¢inkovitost, moguénost ponovne upotrebe i konverzije

proteina. Na temelju svih provedenih eksperimenata doneseni su sljedeéi zakljucci :

v’ Ispitivanjem utjecaja promjene pH vrijednosti u rasponu od 6 do 9 na aktivnost proteaza
pri temperaturi od 40 °C utvrdena je kompromisna optimalna pH vrijednost od pH 8.
Takoder ispitivanje utjecaja promjene temperature na aktivnost proteaza pri pH 7.5 u
rasponu od 40 do 60 °C utvrdena je kompromisna optimalna temperatura od 40 °C.

v" Pri optimalnim uvjetima (pH 8 i T =40 °C) odredena je operacijska stabilnost proteaza
te je utvrdeno da aktivnost proteaza raste prema sljede¢em nizu:

Flavourzyme < Neutraza < Novozyme < Novo-pro D.

v Kinetiku inaktivacije proteaza najbolje opisuje troparametarski model.

v Sve 4 proteaze pri obje koncentracije pokazuju isti trend brzine hidrolize proteina gdje
do najveéeg smanjenja mase proteina dolazi u prvih sat vremena, izuzetak je Neutraza
pri koncentraciji 0.1 U / 10 mg kod koje se masa proteina smanjuje kroz vrijeme
reakcije. Sve cetiri komercijalne proteaze razgradile su proteine iz otpadaka kozica
zadovoljavaju¢om konverzijom. Najslabiju konverziju pokazala je Neutraza, ispod 80
% za obje ispitane koncentracije. Najbolju konverziju pokazale su proteaze Novo-pro
D i Novozyme koja je blizu 100 % za obje koncentracije, dok Flavourzyme za obje
koncentracije pokazuje konverziju izmedu 80-90 %.

v Operacijska stabilnost proteaza tijekom hidrolize proteina iz ostataka kozica pokazala
je da su proteaze Novo-pro D i Novozyme stabilnije od proteaza Flavourzyme i
Neutraze pri ve¢oj koncentraciji od 0.5 U / 10 mg 1 pri manjoj koncentraciji od 0.1 U/
10 mg.

v Proteaze Novo-pro D i Novozyme su se pokazale kao najstabilnije i najuéinkovitije
proteaze, te su ispitane u ponavljaju¢em reaktoru s ciljem utvrdivanja koliko se puta ista
proteaza moze upotrijebiti za hidrolizu proteina u ostacima kozica, pri koncentracijama
0.51 0.1 U/ 10 mg. Obje proteaze, pri vecoj i manjoj koncentraciji pokazale su se

uspjesnima u hidrolizi proteina i nakon 6.ciklusa koriStenja gdje je konverzija za vec¢inu
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bila iznad 85% (izuzetak je Novozyme pri 0.1 U / 10 mg gdje je konverzija iznosila ~
76%). Pri koncentraciji od 0.5 U/ 10 mg obje proteaze se mogu upotrijebiti i do 5 ciklusa
(konverzija > 90%). Pri koncentraciji 0.1 U / 10 mg se Novo-pro D moze upotrijebiti 4
ciklusa, a Novozyme 3. Novozyme se pokazala kao stabilnija proteaza s vecom
aktivnoS¢u nakon 6.ciklusa, dok se Novo-pro D pokazao kao ucinkovitija proteaza s

vecom konverzijom proteina nakon 6.ciklusa ponavljanja.

Sve cCetiri komercijalnih proteaza, pri koncentracijama 0.51 0.1 U / 10 mg, pokazale su se
uspjesSnima u hidrolizi proteina §to sugerira mogucénost njihovog koristenja u bioloskoj metodi
hidrolize proteina iz ostataka kozica. Od ispitanih komercijalnih proteaza, za hidrolizu proteina,

najstabilnijom i najucinkovitijom se pokazala Novo-pro D.
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7. POPIS SIMBOLA | KRATICA

Simboli

A - aktivnost enzima

Ao - pocetna aktivnost enzima

At - aktivnost enzima nakon t vremena

A, - volumna aktivnost [U mL™]

o - parametar koji oznacava udio jednog ili drugog oblika enzima

b - duljina puta svijetlosti [cm]

¢ - molarna koncentracija [mol/dm?® = M]

d - promjer [cm]

Ea - energija aktivacije [J/mol]

e - molarni apsorpcijski koeficjent [dm® mol™ cm™]

esso— eksitincijski koeficijent tirozina [cm? pmol™]

kg - konstanta deaktivacije enzima modela 1. i 2. Reda [min™]
kq1 - inaktivacijska konstanta troparametarskog modela [min-1]
ka2 - inaktivacijska konstanta troparametarskog modela [min-1]

A —valna duljina [nm]

Mproteina - Masa proteina [mg]

Mkozica - Masa kozica [mg]

pH - negativna koncentracija vodikovih iona
R? - standardna devijacija

T - temperatura [°C]

t12 - vrijeme poluraspada enzima [s]

t - vrijeme [min]
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U - jedinica enzimske aktivnosti [umol/min]
V'reaktor - volumen reaktora [pL]

Y - odabrani odziv procesa

Kratice

ABS — apsorbancija

DNA - deoksiribonukleinska kiselina

E - enzim

ES - kompleks enzim-supstrat

HCI - klorovodi¢na kiselina

MSC - kriterij selekcije modela, engl. Model selection criteria
NaOH - natrijev hidroksid

NaCl - natrijev klorid

P - produkt

S - supstrat

TCA - trikloroctena kiselina
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8. PRILOZI

Prilog 1

0,7
ABS(660 nm)= 0,9023- ¢,;,o,in + 0,1038

R? =0,9973

0,6 -

0,5 1

0,3 -

ABS (660 nm) / -

0,2 -

0,0 T T T T .
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

c / mmol dm?

tirozin

Slika 8.1. Bazdarni pravac za mjerenje koncentracije tirozina

Prilog 2

1,0
ABS(660 nm)=0,1379-t + 0,1045

R? =0,9955

0,8

0,6

0,4

ABS (660 nm) / -

t / min

Slika 8.2. Primjer rezultata mjerenja aktivnosti proteaze



Prilog 3

/-

ABS (595 nm)
ABS (450 nm)

1 ABS(450 nm)

ABS(595 nm)
=0,2674Cyqpein +0,3879 °

R? =0,9928

T T

T T T

0 5 10 15 20 25

/ mg dm?

Cprotein

Slika 8.3.

Bazdarni pravac za mjerenje koncentracije proteina
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