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SAZETAK

U radu je provedena enzimatska sinteza nanocCestica zlata uz enzime glukoza dehidrogenaza
(Gc GDH) koja katalizira reakciju oksidacije glukoze i celobioza dehidrogenaza (Mt CDH)
koriStenjem reakcije oksidacije celebioze. Ispitana je kinetika oba enzima u navedenim reakci-
jama, te je promatran utjecaj iona zlata na aktivnost enzima. Kinetika je u oba slucaja opisana
jednosupstratnom Michaelis-Menteni¢inom kinetikom uz kompetitvnu inhibiciju ionima zlata.
Procijenjena konstanta inhibicije je pokazala znacajnu inhibiciju reakcije oksidacije glukoze
uz Gc GDH s ionima zlata. Provodenjem sinteze nanocestica zlata uz Mt CDH i reakciju oksi-
dacije celebioze, pokazano je da je mehanizam nastajanja naonocestica direktno povezan s ki-
netikom reakcije. Za navedenu sintezu postavljen je matemati¢ki model koji je pokazao dobro
slaganje s eksperimentalnim rezultatima. Prilikom sinteze nanocestica s G¢c GDH uz glukozu,
utvrdeno je da mehanizam nastajanja nanocestica nije povezan s kinetikom reakcije, ve¢ nano-
Cestice zlata nastaju redukcijom iona zlata uz glukozu i uz aminokiseline iz proteina odnosno

enzima. Navedeno je i potvrdeno u kontrolnim eksperimentima.

Kljuéne rije¢i: enzim, glukoza dehidrogenaza, celobioza dehidrogenaza, nanocestice, zlato



ABSTRACT

In this study enzymatic synthesis of gold nanoparticles was carried out using the reaction of
the glucose oxidation catalyzed by glucose dehydrogenase (Gc GDH) and the cellobiose oxi-
dation catalyzed by cellobiose dehydrogenase (Mt CDH). The kinetics of both enzymes were
investigated in the above reactions and the influence of the gold ions on the enzyme activity
was examined. Kinetics in both cases were described by one-substrate Michaelis-Menten ki-
netics with competitive inhibition of gold ions. Estimated inhibition constant revealed signifi-
cant inhibition of Gc GDH by gold ions in the reaction of glucose oxidation. By carrying out
the synthesis of gold nanoparticles with cellobiose oxidation catalysed Mt CDH, it has been
shown that the mechanism of nanoparticles formation is directly related with reaction kinetics.
For this synthesis a mathematical model was set and it was in good agreement with experimen-
tal results. The results of the synthesis of nanoparticles with Gc GDH and glucose showed that
the nanoparticle formation mechanism is not related to the kinetics of the reaction. In this case
gold nanoparticles were formed by the reduction of gold ions with glucose and protein i.e.

enzyme amino acids. This was also confirmed in the control experiments.

Keywords: enzymes, glucose dehydrogenase, cellobiose dehydrogenase, nanoparticles, gold



SADRZAJ

I U V@ O TSROSO 1
2 OPCIDIO oot 2
2.1 ENZIMI 1t 2
211 KarakteriStiKe BNZIMA ........coiiiiiieiiice ettt b et b ettt b e sr e r e 3
2.1.2  Podjela i primjena BNZIMA. ... .ccoiieiiiiiiite ettt eb e bbbt r e 4
2.1.3  Koenzim nikotinamid adenin dinUKIEOTIA..............oviireiiiiiiice e 5
214  OKSIAOIEUUKLAZE .......ccveveieiriieeiestesr ettt r e nr et nn et r e nr e erenn e erennes 5
215  GluKOZa deNidrOGENAZA. .......eveveitiieiiite ettt ettt ettt eb bbb 6

b I I O] o] o TT0yZ: Wo [=] a1 [o [ foTo [=] 0T V.2 USSP 6

2.2 INE= LT 1o T ] (oo T PSS 7
N R Vi 1o YT 3 (oSSR 8
2.2.2 NANOCESTICE ZIATA ....viveeiiie it ittt ettt ettt b e st e e ste e bt sbesseesbeesbe e beesbeebeeneesneesreesbeeneas 9

2.3 Modeliranje biotranSTOrMACITA ........c.ecviiieiicce e sre e sne e 11
2.3.1  Kineticki modeli enzimatskih reakCija.........covriiiiiiiiiiiiiiii e 12
2.3.2  ReAKIOISKI MOUEI ..ottt ettt ettt 14

3 EKSPERIMENTALNI DIO ..ottt bbbttt 16
3.1 YN oL (1] - VTP 16
311 ANAIEICKA VA c.eviiiiiiieieiieitt sttt 16
I o 1= - T SRR UROTPPPRRUPN 16

3. 1.3 KOIASTE TEAKION ...ttt 16

3. L4 SPEKEIOTOIOMELAN ......eiviieiiiteieeite ettt ettt sttt st eene et 17
3.15 Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC) .........ccccovevinininininieiecsce s 18
TN G B @710 ) 11 o - OO U TR SOUT PR PRURR 19
TN A I To) 1] 174 Lo SO OO OSSOSO PTSRPR 20

3.2 ANALTEICKE MELOME ....veiiiviiiiii ittt sttt e st e e sbb e e s bt e sab e e snb e e sabeesnbeesabee e 21
3.2.1  Odredivanje koncentracije glukoze i CElODIOZE ..........ccceoviiriiiiiicie e 21
3.2.2  Odredivanje koncentracije glukonolaktona i glukonske kiseline............c.ccoovvvvriinciniiniiinninnnns 21
3.2.3  Odredivanje apsorpcijskog spektra nanocestica ZIata ..........coecveververiereeiieeie e 21
3.2.4  Odredivanje koncentracije NADH.........cccociiiiiiiiiiiiii e 21

3.3 KiNEtiCka MJETEMJA ....cuviiiiiiiiiriiiieee e e 21



5

10

3.3.1  Kinetika enzima GC GDH I MECDH ...ttt e st e e s 21

3.3.2  Utjecaj iona zlata na Kinetiku GC GDH ..........ccccoviiiiiiie st 22
3.3.3  Utjecaj iona zlata na Kinetiku Mt CDH .........cccooiiiiiiiiic e 22
3.4 Sinteza NANOCESLICA ZIALA .........oiviiiiriiiiiiie s 23
3.4.1 Kontrolni eksperimenti sinteze nanocestica zlata uz enzim GC GDH.............ccoccooviiiiiiniiinnens 23
3.4.2  Kontrolni eksperimenti sinteze nanocestica zlata uz enzim Mt CDH ..............ccco i 23
3.4.3  Sinteza nanocestica zlata uz enzim GC GDH i koenzim NAD™ ..........ccooeoiiiiiiiencineneeee, 24
3.4.4  Sinteza nanocestica zlata katalizirana enzimima GC GDH i Mt CDH .........ccccooeiiiiiiniiiineen, 24
3.45  Obrada rezultata............cccooiiiiiiiiiiii 25
MATEMATICKI MODEL........cooiitiiiiiiiiiieisie st 26
41 KINEHEKT MOACL ...ttt b et 26
4.2 Reaktorski MOdel ... 26
REZULTATI T RASPRAV A ...ttt n et n e 28
51 Kinetika enzima GC GDH i ME CDH ........coiiiiiii s 28
5.2 Utjecaj iona zlata na kinetiku enzima GC GDH i Mt CDH ........cccocooiiiiniiniccecec e 30
53 Sinteza nanocestica zlata katalizirana enzimom Mt CDH..............ccooiiiiiiiiii e, 31
54 Kontrolni eksperimenti sinteze nanocCestice zlata katalizirane enzimom Mt CDH..............cccccceeenen. 35
55 Sinteza nanocCestica zlata katalizirana enzimom GC GDH ...........c.cccoiiiiiniiinic 35
5.6 Sinteza nanocCestica zlata katalizirana enzimom Gc GDH uz koenzim NAD™ .........cccccovviineneennen, 38
5.7 Kontrolni eksperimenti sinteze nanocestica zlata katalizirane enzimom GC GDH .................cccocee. 41
5.8 Usporedba nastajanja nanocestica u razli¢itim enzimatskim Sustavima...........ccoccveevervenienieenieeniennens 43
ZAKLIUCAK ...t 45
POPIS SIMBOLA I KRATICA ..ottt 46
LITERATURA .ottt ettt bbbt bbbt e bbbt bt b et b e bt e bt et et b e et e e ene b s 47
PRILOZI ...tttk bbb bbb st b bt e bbbt bt b et e n et 50

ZIVOTOPIS ettt ettt et et et et e e et ee e e e e e et et et et et et eeeeeeee et et et et et eeeteeeeeeese et et et et et eeeeeteeeeaeeeeeseneeanns 52



1 UVOD

Enzimi ili biokatalizatori su tvari koje ubrzavaju kemijske reakcije te su sa stajali$ta zelene
kemije prihvatljivi zbog svoje selektivnosti, specificnosti, stereospecificnosti, netoksi¢nosti,
obnovljivosti, mogucnosti razgradnje toksi¢ne tvari te mogucnosti kataliziranja pri blagim i za
okoli$ prihvatljivim uvjetima. Kao nedostaci isticu se visoka cijena, nestabilnost izvan prirod-
nog okruzenja te podloznost inhibiciji 1 deaktivaciji. Upotreba enzima u industriji sve se vise
primjenjuje, a naj¢esée se koriste u farmaceutskoj, prehrambenoj, naftnoj i tekstilnoj industriji.
Da bi enzim bio pogodan u industrijskom mjerilu potrebno ga je ispitati u realnim reaktorskim
uvjetima, kineticki ga karakterizirati te prona¢i metodu njegove stabilizacije. Matematicki mo-
deli procesa se postavljaju zbog odabira adekvatnog reaktora za provodenje biokatalitickih re-
akcija. Modeli su se pokazali u¢inkovitima u pronalasku optimalnih radnih uvjeta te stvaranja
optimalnog mikrookoliSa za bioreaktor s ciljem optimiziranja produktivnosti i konverzije sup-
strata.
Za proizvodnju nanocCestica koje nisu opasne za okolis, ljude i1 Zivotinje koriste se metode en-
zimatske sinteze. Enzimatskom sintezom eliminirana je upotreba kemikalija te je energetski
manje zahtjevna. Fizikalna i kemijska svojstva tako dobivenih nanocestica razlikuju se od svoj-
stva nanocestica dobivenih drugim metodama. Pomocu enzima se mogu uspjesno sintetizirati
nanocestice u obliku tankih filmova, Supljih mikro i nano sfera, nanocestica, 2D i1 3D uzoraka
te biominerala. Zbog toga su enzimatske reakcije nastajanja nanocestica iznimno vazne u
zdravstvenim istrazivackim podru¢jima koja otvaraju moguénost novih nacina primjene nano-
Cestica (npr. u terapiji 1 lijeCenju karcinoma).
Enzim koristeni za sintezu nanocestica zlata, u ovom radu su Gc GDH — Glomerella cingulata
glukoza dehidrogenaza i Mt CDH — Myriococcum thermophilum celobioza dehidrogenaza, a
sinteza se odvijala prema shemi prikazanoj na Slici 1.1
Gc GDH
3D - glukoza + HAuCIls &= 3 glukono - 1,5 - lakton + Au®
glukono - 1,5 - lakton + H.O — glukonska kiselina
Mt CDH
3D - celobioza + HAUCIl4 == 3 celobiono - 1,5 - lakton + Au°

Slika 1.1 Sheme reakcija enzimatske sinteze nanocestica zlata uz enzime Gc GDH i Mt CDH



2 OPCIDIO

2.1 Enzimi

Katalizatori su spojevi koji ubrzavaju odvijanje kemijske reakcije, a da pri tome ne dolazi ni
do kakve promjene u njihovoj strukturi. Uz otkri¢e kemijskih katalizatora, razvoj katalize iSao
je u smjeru otkrica katalizatora koji ubrzavaju reakcije u bioloskim sustavima.

Enzimi su organske molekule koje nastaju unutar zivih stanica s ciljem ubrzavanja kemijskih
reakcija sinteze i razgradnje, koje se dogadaju u zivim organizmima. Zbog toga ih nazivamo i
biokatalizatorima. Po kemijskoj gradi enzimi su proteini sastavljeni od velikog broja amino
kiselina.> Ovisno o broju amino kiselina u proteinu, molekulske mase enzima kreéu se od ne-
koliko tisu¢a do nekoliko Stotina tisu¢a. Enzimi kataliziraju specifi¢ne reakcije (oksidacije i
redukcije, hidrolize, izomerizacije i sl.) koje se odvijaju u blagim uvjetima, sli¢nim onima u
Zivoj stanici, snizavaju¢i energetsku barijeru biokemijskih reakcija na temelju interakcije sa
supstratom, te pritom ne utjeCu na kemijsku ravnotezu. Pri tome nastaje prijelazni aktivirani
kompleks koji se prevodi u konacni produkt, a katalizator pri tome ostaje nepromijenjen. Stva-
ranje kompleksa mora biti brzo i reverzibilno, da bi se produkt mogao lako odvojiti od enzima
po zavrSetku reakcije, te da se enzim mozZe koristiti za daljnje kataliticko djelovanje. Shematski
prikaz mehanizma kataliti¢ke reakcije prikazan je na Slici 2.1, gdje su E, i E/, enegrije aktivacije

nekatalizirane i katalizirane reakcije, a AG predstavlja izmjenu slobodne energije reakcije.

1 { Prijelazno
™7 stanje
|
|
I
I
|
|
|
|
|

Katalizirana
reakcija

Nekatalizirana
reakcija

Slobodna energija

Reaktanti

Produkti

Tijek reakcije
Slika 2.1 Shematski prikaz mehanizma kataliticke i nekataliticke reakcije
Tijekom reakcije katalizator se ne trosi i ne mijenja, te se moze koristiti na neodredeno vrijeme.
Vijek upotrebe katalizatora ogranicen je njegovom stabilnos$¢u, jer se u reakcijskim uvjetima

aktivnost katalizatora smanjuje s vremenom.



Prednosti enzima u odnosu na klasi¢ne kemijske katalizatore su: blagi reakcijski uvjeti (pH,
temperatura, tlak), djelovanje pri niskim koncentracijama, obnovljivost izvora enzima, bioraz-
gradivost, te provodenje kompleksne reakcije u jednom stupnju. Nedostaci enzima pred klasi-
¢nim katalizatorima su: visoka cijena izolacije i prociS¢avanja, lako podlijezu inhibiciji sups-
tratom i/ ili produktom, dolazi do deaktivacije uslijed promjene reakcijskih uvjeta te nestabil-
nost izvan prirodnog okruzenja.

Pojedini enzimi su kao samostalne jedinice same sebi dovoljne za postizanje potpune aktivno-
sti, medutim, nekim enzimima su potrebne dodatne molekule koje im pomazu pri aktiviranju
enzima. Te molekule nazivaju se kofaktori. Kofaktori provode kemijsku reakciju koju nije mo-
guce provesti s uobi¢ajenim amino kiselinama. Mozemo ih podijeliti u dvije skupine: metalni
kofaktori i koenzimi. Koenzimi su male organske molekule koje mogu biti jace ili slabije ve-
zane za enzim. Koenzimi su derivati vitamina, te jednu vrstu koenzima mogu koristiti razliciti
enzimi. U tome je kljucna razlika koenzima i supstrata. Enzimi koji koriste isti koenzim, kata-
liziraju sli¢ne kemijske reakcije.? Jedan od najvaznijih koenzima je nikotinamid adenin dinuk-
leotid, oksidirani oblik NAD* koji primanjem hidrida sa supstrata prelazi u reducirani oblik,
NADH.

2.1.1 Karakteristike enzima

Karakteristike enzima se o€ituju u njegovoj strukturi, obliku, nabijenosti te hidrofilnim 1 hid-
rofobnim svojstvima. Najznacajnija svojstva enzima su aktivnost, selektivnost tj. specifi¢nost
i stabilnost. U odnosu na standardne katalizatore posebno svojstvo enzima jest njihova speci-
ficnost. Pri tome razlikujemo visSe vrsta specifi¢nosti. Ako enzim katalizira reakciju samo sa
jednim odredenim supstratom, kazemo da pokazuje apsolutnu specificnost. Ako katalizira re-
akciju u kojoj se pojavljuje supstrat sa odredenom atomskom skupinom, radi se o grupnoj spe-
cificnosti. Kada enzim katalizira tocno odredeni tip reakcije, bez obzira na grupe atoma, govo-
rimo o najnizem stupnju specifi¢nosti koji je opisan reakcijskom specificnosti. Ako pak enzimi
kataliziraju reakcije u kojima je zastupljeni supstrat odredenog stereokemijskog oblika, govo-
rimo o stereospecifi¢nosti.®

Kataliziranje to¢no odredenih reakcija eliminira moguénost nastajanja neZeljenih nusprodu-
kata, ¢ime se povecava produktivnost reakcije.*

Svaka molekula na koju utjece odredeni enzim ima tocno odreden oblik pomocu kojeg se veze
na enzim. Ovakvo djelovanje enzima opisuje se modelom kljuc¢-brava kojeg je predlozio Emil
Fisher 1894.g. Na djelovanje enzima i na njegovu aktivnost utjecu razli¢ite tvari. Stabilnost

enzima je sposobnost enzima da zadrzi svoju aktivnost. Na stabilnost utjecu razliciti faktori



kao $to su inhibitori enzima, pH vrijednost, temperatura, tlak, brzina mijeSanja, denaturacija
proteina te prisutnost ili odsutnost odredene komponente. Stabilnost enzima vrlo je vazna za
ocjenu kvalitete enzima, a uvjeti za optimalnu aktivnost ¢esto se ne podudaraju s uvjetima
optimalne stabilnosti.

PoviSenje temperature dovodi do porasta brzine reakcije, ali i povecava brzinu kojom se enzim
deaktivira. Optimalna temperatura je vremenski ovisna jer je enzimatska aktivnost neovisna o
vremenu (pocetna brzina reakcije), dok je stabilnost ovisna. Zbog toga se temperaturni opti-
mum smanjuje s povecanjem vremena izloZenosti enzima u reakcijskom mediju. Neophodno

je napraviti kompromis izmedu aktivnosti i stabilnosti® (Slika 2.2).

- - /
\ I ~
g ;
3 S
& 3
Temperatura

Slika 2.2 Utjecaj poviSenja temperature na stabilnost i aktivnost enzima

Enzimi su poliionski spojevi te pH utjeCe na vec¢inu njihovih spojeva tako da npr. mijenja ras-
pored naboja na aktivnim mjestima ili na cijeloj povrsini proteina. Brzine enzimatski katalizi-
ranih reakcija se smanjuju pri ekstremnim vrijednostima pH i ¢esto pokazuju maksimum pri
nekim srednjim vrijednostima. Optimalni uvjeti pH za aktivnost se odreduju unutar raspona pH
u kojima je enzim najstabilniji.® Do smanjenja ili potpunog gubitka aktivnosti enzima dolazi
uslijed djelovanja inhibitora. Inhibitori se dijele na kompetitivne, antikompetitivne i nekompe-
titivne.

2.1.2 Podjelaiprimjena enzima

Medunarodna Unija Biokemije i Molekularne Biologije (IUBMB) razlikuje 4 000 enzima i
kategorizira ih koriste¢i enzimatsku nomenklaturu. U prirodi je prisutno gotovo 25 000 enzima,
a do sada ih je izolirano 3 000.* Enzime moZzemo podijeliti prema gradi, mjestu djelovanje te

prema osnovi reakcije koje kataliziraju.



Prema gradi se dijele na jednostavne (proteinski dio) i slozene (proteinski i neproteinski dio,
koenzim), prema mjestu djelovanja mogu biti: endoenzimi, egzoenzimi i proenzimi, dok se
prema katalitickom djelovanju dijele na: oksidoreduktaze, transferaze, hidrolaze, liaze, izome-

raze i ligaze.” (Tablica 2.1)

Tablica 2.1 Klasifikacija enzima prema katalitickom djelovanju

NAZIV VRSTA REAKCIJE
Oksidoreduktaze oksidacija-redukcija
Transferaze prijenos skupina
Hidrolaze reakcija hidrolize
Liaze adicija/eliminacija
Izomeraze izomerizacija
Ligaze vezanje dvaju supstrata na teret hidrolize ATP

U danasnje vrijeme velika paznja se pridaje zelenim, ¢istim tehnologijama u koju se ubraja i
primjena enzima. Enzimi se najcesc¢e koriste u farmaceutskoj, prehrambenoj, naftnoj te drugim
industrijama poput tekstilne, koZne, industrije detergenata.

2.1.3 Koenzim nikotinamid adenin dinukleotid

Nikotinamid adenin dinukleotid je koenzim prisutan u svim zivim stanicama. Sastoji se od dva
nukleotida spojena fosfatnim grupama. Jedan nukleotid sadrZi adeninsku bazu, a drugi nikoti-
namid.® Koenzim sudjeluje u redoks reakcijama s glavnom funkcijom prijenosa elektrona. Do-
lazi u dva oblika, kao oksidirani (NAD") i kao reducirani (NADH) nikotinamid. Nikotinamidni
prsten je redoks aktivan, prima vodikov ion te se reducira u NADH. Nikotinamid koenzim se
ne veze kovalentnim vezama za enzim, ve¢ lagano disocira. Iznimno je skup da bi se koristio
kao stehiometrijski reagens, te je potrebna njegova regeneracija. Regeneracijom koenzima
moze se promijeniti ravnoteza reakcije, termodinamicki nepovoljnu reakciju moze se pretvoriti
u termodinamicki povoljnu.

2.1.4 Oksidoreduktaze

Oksidoreduktaze su enzimi koji kataliziraju reakcije oksidacije i redukcije u bioprocesima, pri-
jenosom vodikovog ili kisikovog atoma ili elektrona od jednog do drugog supstrata, pri cemu
je jedan od supstrata naj¢es¢e koenzim. Nalaze se u vecini zivih organizama, a dijele se na
dehidrogenaze (kataliziraju reakcije dehidrogenacije), oksidaze (kataliziraju reakcije u kojima

je molekularni kisik akceptor elektrona), oksigenaze (kataliziraju reakcije u kojima se
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atmosferski kisik izravno ugraduje u organski spoj).® Zbog velikog broja supstrata s kojima
reagiraju te zbog posjedovanja enantio-, regio- i stereoselektivnih svojstava imaju vrlo veliku
vaznost u organskim sintezama.® Koenzimi mogu biti vezani za enzim (FAD,FAM) ili mogu
postojati kao topljive komponente enzima (NAD, NADP).!! Zbog skupoée koristenja koenzima
u sintezama, potrebna je njihova regeneracija. Oksidoreduktaze se primjenjuju za sintezu lije-
kova, steroida, polimera, oksidativnu razgradnju zagadivaca, te za konstrukciju biosenzora za
razli¢ite analiti¢ke i klinicke primjene.* Enzimi koristeni u ovom radu, glukoza dehidrogenaza
(Gc GDH) i celobioza dehidrogenaza (Mt CDH), spadaju u skupinu oksidoreduktaza.
2.1.5 Glukoza dehidrogenaza
Glukoza dehidrogenaza je izvanstani¢ni enzim izoliran iz gljive Glomerella Cingulata. Pripada
skupini oksidoreduktaza, a prvi ju je opisao 1964. godine g. Hauge, dok su enzimu Kkorisni
koenzimi PQQ i drugi, kasnije identificirani.
Oksidoreduktaze koje djeluju na CH-OH skupinu molekula donora klasificiraju se u skupinu
enzima koji ukljucuju nekoliko oksidoreduktaza koje se koriste za pracenje glukoze. Sve one
djeluju na redukcijskom kraju glukoze, na prvoj hidroksilnoj skupini. Ovi enzimi podijeljeni
su ovisno o njihovoj sposobnosti da reagiraju s vanjskim akceptorima elektrona u dvije sku-
pine:

1. glukoza oksidaze (GOx) — koriste kisik kao vanjski akceptor elektrona, oslobadajuci

vodikov peroksid
2. glukoza dehidrogenaze (GDH) — ne koriste kisik kao akceptor elektrona te umjesto toga
prenose elektrone u razlicite prirodne 1 umjetne akceptore elektrona

Gc GDH je enzim otporan na visoke temperature i organska otapala, katalizira reakciju oksi-
dacije glukoze u prisutnosti koenzima kao $to je nikotinamid adenin dinukleotid (NAD), FAD
ili pirolokinolin (PQQ). Gc GDH koji koristi NAD* kao koenzim proizvodi NADH koji se
moze mjeriti amperometrijskim, spektrometrijskim, kulonometrijskim ili kromogenim meto-

dama.t?

2.1.6 Celobioza dehidrogenaza

Celobioza dehidrogenaza je izvanstani¢ni gljiviéni enzim. Prvi puta je opisana 1974. godine
kao vanstani¢ni enzim gljive Phanerochaete chrysosporium.®® Studije su otkrile da katalizira
oksidaciju topljivih produkata razgradnje celobioze nastale tijekom truljenja drva. Za ispunje-
nje katalitickog ciklusa bila je potrebna popratna redukcija razli¢itih kininoidnih spojeva dobi-
venih iz lignina. Usporedno s time, medudjelovanje s molekularnim kisikom kasnije je utvrdilo

kataliti€¢ku funkciju CDH kao dehidrogenaze s odredenom aktivnoscu.
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Ubrzo nakon otkrica, postalo je o¢ito da je CDH sveprisutno distriburani enzim u gljivama koje
se nalaze u drvu tijekom procesa truljenja.

Zajednicka znacajka svih CDH enzima je njihova kompleksna struktura, koja sadrzi dvije do-
mene, C - terminalni citokrom — vezujuéi fragment (CYT) i vecu kataliti¢ku flavodehidroge-
naznu (DH) domenu kodiranu unutar jednog polipeptidnog lanca. Domene su medusobno po-
vezane linearnim, papain — osjetljivim veznim peptidom, koji sadrzi od 15 do 33 aminokise-
lina.!* Elektroni mogu medusobno prelaziti iz jedne u drugu domenu intermolekularnim prije-
nosom elektrona.®

CDH katalizira oksidaciju celobioze s dva elektora, a produkt reakcije je celobionolakton, koji
reducira 1 ili 2 elektron akceptora osobito kinona kisika dikloroindefenola i kompleksa Zeljeza,
ukljucujuéi citokrom.’® U ovom radu koristen je enzim CDH izoliran iz gljive Myriococcum

thermophilum.
2.2 Nanotehnologija

Nanotehnologija je znanost, inzenjerstvo i tehnologija koja se provodi na nanoskali (1 — 100
nm). Nano dolazi od gréke rije¢i vvog §to znaci patuljak. Znanost o nanotehnologiji obuhvaca
proucavanje 1 primjenu iznimno malih stvari koje se mogu koristiti u drugim podru¢jima zna-
nosti kao $to su kemija, biologija, fizika, znanost o materijalima, a osobito u biotehnologiji i
informati¢kim tehnologijama, odnosno podrazumijeva sve vrste tehnologije koje se bave ob-
jektima barem jedne dimenzije do 100 nm. Pored navedenih, nanotehnologija obuhvaca i pra-
ske, vlakna, slojeve, sintezu i obradu, nanostrukturiranje, modeliranje i karakterizaciju.l’ Cilj
nanotehnologije je razviti nove proizvode i tehnologije koji ¢e unaprijediti Zivot ljudi u razli-
¢itim podrucjima, poput zdravstva, energetike, elektronike, tehnologije materijala, zastite oko-
lisa, itd. Stoga se pojavljuje vrlo Sirok konceptualni pristup nanotehnologiji za koji bi se gotovo
moglo re¢i da obuhvaca sve materijale, objekte, naCine manipulacije 1 fenomene na nanoskali,
ukljucujuci i prirodne bioloSke sustave.

Prvu upotrebu koncepta u nanotehnologiji uveo je americki fizi¢ar i dobitnik Nobelove na-
grade, Richard Feynman 1959. god. u svom poznatom predavanju ,,There's Plenty of Room at
the Bottom ““.*® Tim predavanjem Feyman je potaknuo znanstvenike na razmisljanje o potenci-
jalnim moguénostima manipulacije pojedinac¢nih atoma kako bi stvorili nove materijale nano-
dimenzija.'® Pojam ,,nanotehnologija“ prvi je definirao profesor Norio Taniguchin 1974. god.
. ,Nanotehnologija se uglavnom sastoji od obrade, odvajanja, konsolidacije i deformacije ma-

terijala za jedan atom ili jednu molekulu*.!8



Nanocestice, nanotube, nanokompoziti, nanokristali, fulereni i dendrimeri su tvorevine nano-
tehnologije koje imaju visestruku primjenu u industriji (kozmeti¢ka, poljoprivredna, farmace-
utska, ...), biotehnologiji, elektronici i dr. Zbog njihove ubrzane proizvodnje povecana je nji-
hova interakcija s bioloskim sustavima, odnosno prisustvo u okolisu, te je iznimno vazno pro-
voditi istrazivanja toksi¢nih u¢inaka nanomaterijala, procjene njihovih rizika te sigurnosti za
ljude, Zivotinje i okolis.?

Za proizvodnju nanocCestica potencijalno manje opasnih za okolis, ljude i zivotinje koriste se
metode enzimatske sinteze. Enzimatskom sintezom eliminirana je upotreba kemikalija te je
energetski manje zahtjevna. Tako dobivene nanocestice imaju vecu specificnu povrsinu, kata-
liti¢ki su aktivnije, a brzina njihova nastajanja i veli¢ina ovise o procesnim parametrima: pH,
temperatura, koncentracija supstrata.?! Pomocéu enzima se mogu uspjesno sintetizirati nanode-
stice u obliku tankih filmova, Supljih mikro i nano sfera, nanocestica, 2D i 3D uzoraka te bio-
minerala. Zbog toga su enzimatske reakcije nastajanja nanocestica iznimno vazne u zdrav-
stveno istrazivackim podrucjima koja otvaraju moguénost novih na¢ina primjene nanocestica
(npr. u terapiji i lijecenju karcinoma).

2.2.1 Nanocestice

Europska komisija definirala je 2013. god. nanomaterijale i nanocestice na sljedeci nacin: ,,Na-
nomaterijal je definiran kao prirodni, slucajni ili proizvedeni materijal, koji sadrzava Cestice
u nevezanom, agregiranom ili aglomeriranom stanju u kojem 50 % ili vise cestica, u jednolikoj
velicinskoj raspodjeli, ima jednu ili vise vanjskih dimenzija u rasponu od 1 do 100 nm. U po-
sebnim uvjetima, gdje postoji zabrinutost za okolis, zdravlje, sigurnost ili kompetitivnost, gra-
nica od 50 % se moze pomaknuti na granicu od 1 do 50 %*. % Na Slici 2.3 prikazana je skala

veli¢ina poznatih tvari u usporedbi s veli¢inama nanomaterijala.
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Slika 2.3 Skala veli¢ine tvari u usporedbi s veli¢inama nanomaterijala

Zbog nanodimenzija nanocestice imaju razlicita svojstva od istovrsnog materijala na makros-
kali, a moguca je i promjena nekih svojstava. Osnovne razlike izmedu nanocestica i makroma-
terijala su sljedece:
1. razlicita elektronska struktura
2. pri opisu fenomena, nanocestice koriste kvantno mehanicki model, a makromaterijali
klasi¢ni mehanicki model
3. nanocestice imaju znatno vec¢i omjer povrsine i volumena u odnosu na makromaterijale
4. gravitacijske sile su manje vazne, prevladavaju elektromagnetske sile, a nasumi¢no gi-
banje Cestica ima vecu vaznost
5. struktura materijala nanodestica moze biti drugacija od strukture makromaterijala'’
Nanocestice imaju posebna fizikalno-kemijska svojstva koja se mogu podijeliti u tri grupe:
1. svojstva ovisna o povrsini Cestica (kataliticka mo¢ nanocestica, kemijska reaktivnost
nanocestica, Lotus u¢inak, povrsinska provodljivost oksida, ...)
2. svojstva ovisna o veli¢ini Cestica (opticki transparentni slojevi - pigmenti, interferen-
cijski ucinci, superparamagnetizam, ...)
3. kvantni ucinci ovisni o veli€ini Cestica, koji se dogadaju pri prijelazu atoma ili mole-

kula, to¢no odredenih energetskih razina u raspriene sastave atoma.??

2.2.2 Nanocestice zlata

Nanocestice zlata se koriste od davnina zahvaljujuéi iznimnim, Zivotopisnim bojama proizve-

denim njihovom interakcijom s vidljivom svjetlosti. Topljivo zlato je nastalo u 4. ili 5. stoljec¢u

prije Krista, u Egiptu i Kini. Vizualno najbolji primjer je Likurgov kalez (Slika 2.4). Kalez
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prikazuje razli¢ito obojenje ovisno o nacinu izlaganja svjetlosti. U transmisiji daje crvenu boju,
dok u refleksiji daje zelenu boju. Koloidno zlato je zatim koriSteno za izradu rubin stakla i za
bojanje keramike. U Srednjem vijeku zlato postaje sve cjenjenije zbog primjene u medicinske

svrhe.?

> |

Slika 2.4 Likurgov kalez u trenutku refleksije (lijevo) i transmisije (desno)*’
Nanocestice zlata su jedne od najviSe ispitivanih i1 najviSe koriStenih nanomaterijala zbog svoje
stabilnosti 1 optickih svojstava. Njihova povrsina se kemijski vrlo lako modificira, te su zbog
toga idealni primjer sustava za ispitivanje fizikalnih i kemijskih svojstava metalnih nanoces-
tica.

Boja nanocestica metala (Au, Ag, Cu, Al) razliCita je od boje metala u makroobliku 1 mijenja
se s velicinom, oblikom i adsorpcijom stranih molekula na povrSinu nanocestice. Uzrok te po-
jave su rezonancije povrsinskih plazmona, odnosno povrsinskih elektromagnetskih valova.
Za male monodisperzne nanocestice zlata (~30nm), fenomen povrsinske plazmonske rezonan-
cije uzrokuje apsorpciju svijetla u plavo-zelenom dijelu spektra (~450 nm) dok se crveno svje-
tlo (~700 nm) reflektira, dajuc¢i bogatu crvenu boju. Kako se veli¢ina Cestica povecava, valna
duljina apsorpcije koja se odnosi na povrsinsku plazmonsku rezonanciju pomice se na dulje,
crvene valne duljine. Crveno svjetlo tada apsorbira i reflektira plavo svjetlo (Slika 2.5). S po-
vecanjem veli€ina Cestica, valne duljine rezonancije povrSinskog plazmona prelaze u IR dio
spektra, dok se veéina vidljivih valnih duljina reflektira, daju¢i nanoCesticama bistru i prozirnu
boju. PovrsSinska plazmonska rezonancija moze se podeSavati promjenom veli¢ine i oblika na-

nodestica, dovodeéi do Gestica Zeljenih optickih svojstava.?
10



. l I Boje razlicitih monoe

Slika 2.5 Boje monodisperznih zlatnih nanocestica razli¢itih veli¢ina

(od manje prema veéoj)>

Na Slici 2.6 prikazane su razli¢ite veli¢ine nanocestica zlata snimljene koristenjem transmisij-

skog elektronskog mikroskopa (TEM).
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Slika 2.6 TEM slike od 5 nm (lijevo) do 400 nm (desno) nanodestica zlata 2

2.3 Modeliranje biotransformacija

Modeliranje je osnovno nacelo reakcijskog inzenjerstva. U dana$nje vrijeme modeliranje ima
iznimnu ulogu kod enzimatskih reakcija, te konstantno raste. Tijekom provedbe procesa bio-
transformacije, velika paznja se obraca na broj prisutnih parametara (temperatura, koncentra-
cija enzima, supstrata, fizikalna i kemijska svojstva, ...). Modeliranjem odnosno odabirom od-
govaraju¢eg matemati¢kog modela, te procjenom kineti¢kih parametara istog, predvida se po-
nasanje sustava, na temelju kojeg se odreduje najpovoljniji tip reaktora te pocetni reakcijski
uvjeti.*

Matematicki modeli pokazuju veliku u€inkovitost odredivanja optimalnih radnih uvjeta s ci-
ljem optimiranja produktivnosti i konverzije supstrata. Prilikom optimiranja procesa, simula-
cijama, pomoc¢u modela, moze se odrediti tijek reakcije u odredenim uvjetima, te tako ustediti
vrijeme 1 novac potreban za provodenje eksperimenta.

Matematicki model procesa ukljucuje kineticki 1 reaktorski model, tj. bilance tvari kompone-

nata koje ovise o tipu reaktora.
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2.3.1 Kineti¢ki modeli enzimatskih reakcija

Kinetickim modelima opisuje se ovisnost brzine reakcije o reakcijskim veli¢inama i paramet-
rima. Enzimatske reakcije mogu biti jednosupstratne i dvosupstratne. Brzina enzimskih reak-
cija opisuje se Michaelis - Menteni¢inom kineti¢kom jednadzbom.?* Michaelis - Menteni¢ina
kinetika predstavlja ovisnost pocetne brzine reakcije o koncentraciji supstrata i enzima na te-

melju mehanizma prikazanih jednadzbama 2.112.2.
k1

S+E_ES (2.1)

Jez

ESSP+E (2.2)
Kod jednosupstratnih reakcija u prvom koraku dolazi do brze reverzibilne reakcije enzima (E)
i supstrata (S) pri ¢emu nastaje kompleks enzim-supstrat (ES) (Jedn. 2.1). Kompleks zatim
kemijski reagira i dolazi do stvaranja produkta (P) odvojenog od enzima (E) (Jedn. 2.2).
Jednosupstratne enzimatske reakcije, koje slijede Michaelis - Menteni¢inu kinetiku karakteri-
zira hiperbolic¢ka ovisnost brzine reakcije o koncentraciji supstrata (Slika 2.7) (Jedn. 2.3).

= G (2.3)

T KS,+cs

U navedenoj jednadzbi ¢, oznacava koncentraciju supstrata, V,, je maksimalna brzina reakcije,
a K3, Michaelis - Menteni¢ina konstanta. Klju¢ni parametri Michaelis - Mentenicine kinetike
su maksimalna brzina reakcije (v,,) koja ovisi o0 koncentraciji enzima (Jedn. 2.4) i Michaelis -
Mentenicina konstanta (K3) (Jedn. 2.5) koja ovisi o konstantama brzina reakcija ki, k2 i ks,
prikazanih u jednadzbama mehanizma reakcije (Jedn 2.1 1 2.2).
V= ky - Ey (2.4)
Ky, =2t (2.5)

ke
Za Michaelis - Menteni¢inu ovisnost brzine reakcije o koncentraciji supstrata karakteristicna
su tri podrucja (Slika 2.7):
1. podrugje kinetike prvog reda
2. podrucje Michaelis - Mentenic¢ine kinetike

3. podrucje kinetike nultog reda
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Slika 2.7 Graficki prikaz ovisnosti brzine reakcije o koncentraciji supstrata za Michaelis -

Mentenic¢inu kinetiku

U podruéju niske koncentracije supstrata, c; < Kz, pri konstantnoj koncentraciji enzima, E, br-
zina reakcije je linearno proporcionalna koncentraciji supstrata, te se to podru¢je aproksimira
kinetikom reakcije 1. reda. U podrucju visoke koncentracije supstrata, c, >» K3, brzina reakcije
ne ovisi o koncentraciji supstrata, te se to podrucje aproksimira kinetikom reakcije 0. reda.
Podru¢je izmedu dva navedena, je Michaelis - Menteni¢ino podrudje.
Dvosupstratna enzimatska kinetika opisuje enzimatske reakcije u kojem dolazi do reakcije dva
supstrata. Drugi supstrat je najéesée koenzim.? Navedena dvosupstratna reakcija (Jedn. 2.6)
opisuje se Michaelis - Menteni¢inim kinetickim modelom (Jedn. 2.7), koja se ovisno o broju
supstrata mijenja.

$+S,»P +P, (2.6)

Fin €1 o7 (2.7)

T (Ko, (K2 esy)

U biokatalitickim reakcijama vrlo ¢esto dolazi do smanjenja aktivnosti enzima, koja se o€ituje
smanjenjem brzine enzimatske reakcije zbog inhibicije reakcije. Inhibitor se veze za aktivno
mjesto na enzimu i usporava brzinu reakcije. Inhibitor moze biti supstrat ili produkt neke ke-
mijske reakcije. Razlikujemo tri tipa inhibicije enzima?®:
1. Kompetitivna inhibicija (Jedn. 2.8) — inhibitor se veze na aktivno mjesto na enzimu,
smanjujuci na njemu koncentraciju supstrata, Sto rezultira smanjenjem brzine reakcije

i povecanjem Michaelis - Mentenicine konstante.
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2. Nekompetitivna inhibicija (Jedn. 2.9) — inhibitor se ireverzibilno veze na mjesto razli-
¢ito od aktivnog, ¢ime se mijenja oblik enzima te je na taj naCin ometano vezanje sup-
strata na aktivno mjesto enzima, $to dovodi do smanjenja brzine enzimatske reakcije.

3. Antikompetitiva inhibicija (Jedn. 2.10) — kombinacija kompetitivne i nekompetitivne
inhibicije.

= —ms (2.8)

ST s i
Km: 1+K_i +cs

r o Ve (2.9)

= _
T Khres (14D
L

= ——mSs (2.10)

 (Kres (1)
Osim promjenom aktivnosti enzima, smanjenje brzine enzimatske reakcije moguce je i zbog
deaktivacije enzima. Uzroci deaktivacije mogu biti: temperatura, pH, tlak, denaturacija prote-
ina, brzina mijesanja i dr. Brzina deaktivacije enzima opisuje se kinetikom prvog i drugog
reda.?
2.3.2 Reaktorski modeli
Bioreaktori su kemijski reaktori u kojima se odvijaju bioprocesi. Koriste se za proizvodnju
biomase i1 bioprodukata pomoc¢u mikroorganizama ili Zivotinjskih stanica, te za biotransforma-
cije pomocu enzima. Bioreaktore dijelimo na fermentatore i enzimatske reaktore. Kod fermen-
tatora se reakcije odvijaju uz zive mikroorganizme ili njihove stanice, dok se kod enzimatskih
reaktora odvijaju procesi katalizirani enzimima. Postoje razliciti tipovi bioreaktora, no osnovna
tri su: kotlasti (Sarzni) reaktor, proto¢no kotlasti i cijevni reaktor.
Kriteriji za odabir bioreaktora su: tip reakcijskog medija, tip kinetike i oblik biokatalizatora.
Vazno je da bioreaktor bude optimiran kako bi se postigla Sto bolja produktivnost, odnosno da
se proizvede §to viSe produkata po jedinici vremena, jedinici enzimatske aktivnosti biokatali-
zatora i jedinici vremena.?’
Kotlasti (Sarzni / batch) reaktor je zatvoreni sustav u kojem tijekom reakcije ne dolazi do
izmjene tvari s okolinom. U reaktoru se ostvaruje priblizno idealno mijeSanje te je sastav rea-
kcijske smjese u svakoj tocki isti. U kotlastom reaktoru sve veli¢ine stanja (sastav reakcijske
smjese, brzina kemijske reakcije, koli¢ina oslobodene 1 utrosene topline) ovise o vremenu, od-
nosno on radi u nestacionarnom stanju. Pretpostavlja se izotermni rad jer je temperatura jedina
veli¢ina koja se u reaktoru ne mijenja, te pretpostavka da je volumen reakcijske smjese stalan

i nezavisan o vremenu tj. da ne dolazi do promijene gustoée.?8
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Kotlasti reaktor se najéeSce koristi u industriji, za reakcije u kapljevitoj fazi te za proizvodnju
manjih koli¢ina produkata na umjerenim tlakovima i temperaturama. Pogodan je za reakcijske
sustave koji nisu inhibirani niti supstratom niti produktom.?

Na Slici 2.8 prikazan je idealni kotlasti reaktor s nazna¢enim najvaznijim znacajkama.

I I o Qr,r'(”
ra =f(t) V=konst.
T=konst.
Q (1)
Q, =1(t)

Slika 2.8 Shematski prikaz kotlastog reaktora 2

Bilanca tvari za kotlasti reaktor, uz pretpostavku idealnog mijesanja, opisana je Jedn. 2.11,

ryv = — 40 (2.11)
S pretpostavkom da je i volumen reakcijske smjese stalan i neovisan o vremenu, Jedn. 2.11
glasi:

= —%a (2.12)
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3 EKSPERIMENTALNI DIO

3.1 Aparatura

3.1.1 Analiticka vaga
Sve potrebne mase tvari u ¢vrstom agregatnom stanju koje su bile potrebne za provodenje eks-

perimenata vagane su na analiti¢koj vagi Shimadzu (Slika 3.1).

ot A, SR

Slika 3.1 Analiticka vaga Shimadzu

3.1.2 pH-metar
Za pripravu pufera koriSten je pH metar Schott (Slika 3.2).

Slika 3.2 pH-metar Schott

3.1.3 Kotlasti reaktor
U ovom radu svi eksperimenti su provedeni u kotlastim reaktorima, reakcijske smjese volu-

mena 1, 2,5 i 3 mL u termostatiranoj tresilici (Slika 3.3) na temperaturi od 37 °C bez prisustva
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svjetlosti, bez mijeSanja i bez kisika, u 0,1 M fosfatnom puferu pH ~ 5,5 za eksperimente s

glukozom i pH ~ 7 za eksperimente s celobiozom.

Slika 3.3 Termostatirana tresilica

3.1.4 Spektrofotometar

Razli¢ite molekule apsorbiraju zracenje razli¢itih valnih duljina. Analiza spektra elektromag-
netskog zracenja provodi se spektrofotometrom, koji mjeri koli¢inu svjetla koju apsorbira od-
redeni uzorak, odnosno mjeri apsorbanciju kao funkciju valne duljine svjetlosti. Kada svjetlo
prolazi kroz uzorak, dio se apsorbira, a dio propusta. Spektrofotometar se sastoji od izvora
zraCenja, monokromatora i detektora (Slika 3.4) te mjeri neapsorbirano ili propusteno zracenje,
odnosno intenzitet svjetla koje je proslo kroz uzorak (1), te ga usporeduje sa intenzitetom ula-

znog svjetla (lo).

detektor
monokromator |
prizmaiili -b—
lazni resetka izlazni
gt\a/irr" otvor | )
(2vor uzorak i

svjetla

Slika 3.4: Shematski prikaz spektrofotometra

Apsorpcija svjetlosti kroz otopinu opisuje se matematicki, Lambert-Beerovim zakonom (Jedn.
3.1), gdje ABS predstavlja apsorpciju na odredenoj valnoj duljini svjetlosti, ¢ je molarni apsor-

pcijski koeficijent [L mol™? cm™], karakteristi¢an za svaku molekulsku vrstu i ovisan o valnoj
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duljini svjetlosti, b predstavlja duljinu puta svjetlosti kroz otopinu [cm] , a ¢ je koncentracija
tvari u otopini [mol L]

ABS = log=e-b-c (3.1)
U ovom radu koristen je spektrofotometar Shimadzu UV-1800 (Slika 3.5) za pracenje nastanka

nanodcestica zlata.

Slika 3.5: Spektrofotometar Shimadzu UV-1800

3.1.5 Tekuc¢inska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC)
Analiti¢ka metoda, tekuc¢inska kromatografija visoke djelotvornosti je oblik kromatografije na
stupcu, koji se koristi za razdvajanje komponenata. Sastoji se od mobilne i stacionarne faze.
HPLC radi na nacin da se odredena koli¢ina uzorka injektira u mobilnu fazu, koja pod visokim
tlakom putuje kroz kolonu punjenu stacionarnom fazom. Interakcije uzorka i mobilne faze sa
stacionarnom fazom odreduju brzinu eluiranja i separaciju komponenata u uzorku. Vrijeme
koje je potrebno da analizirana tvar dode do kraja stupca, ovisi o stacionarnoj i mobilnoj fazi
te o prirodi analizirane tvari, a naziva se vrijeme zadrzavanja, odnosno retencijsko vrijeme. Sto
je retencijsko vrijeme manje, kromatogram je bolji, a to se postiZze koriStenjem visokog tlaka.
Nakon kolone uzorak ulazi u UV-detektor koji mjeri apsorpciju svjetla na odredenoj valnoj
duljini ili RI-detektor koji mjeri razliku indeksa loma otopine s analitom i reference, §to rezul-
tira karakteristicnim signalom u kromatogramu. U¢inkovitost separacije spojeva ovisi o prim-
jeni odgovarajuce stacionarne i1 mobilne faze, te o brzini eluiranja. U ovom radu koriSten je
Shimadzu modularni sustav (Slika 3.6), a koristene su:

1. Carbohydrate Ca?* Resin kolona (CS Chromatographie Service GmbH, 300 x 6,5 mm)

za odredivanje ugljikohidrata (celobioze i glukoze). Kao mobilna faza koristena je je

18



voda protoka 0,8 mL min*, na temperaturi 80 °C s trajanjem analize 10 minuta. Reten-
cijska vremena komponenata su:

- RT (celobioza) = ~ 4,8 min

- RT (glukoza) = ~ 5,9 min
Koristen detektor je RID detektor (Refractive Index Detector)

2. Hypersil APS kolona (Hewlett Packard, Sum, 200 x 4,6 mm) za odredivanje glukonske
kiseline 1 glukonolaktona. Koristeni eluent je kisela voda (voda zakiseljena perklornom
kiselinom pH 2,10 — 2,15) protoka 0,9 mL min™, na temperaturi od 30 °C. Retencijska
vremena komponenata su:

- RT (glukonolakton) = ~ 2,8 min
- RT (glukonska kiselina) = ~ 4,4 min
Koristen je UV detektor na valnoj duljini A =210 nm.

Slika 3.6: Shema HPLC-a

3.1.6 Centrifuga

Centrifuga Hettich Universal 320R (Slika 3.7) je koriStena za odvajanje Cestica zlata i pripremu
uzorka za susenje radi mogucnosti daljnje karakterizacije. Uzorci su centrifugirani na 14 000
okretaja po minuti, na 4 °C u trajanju od t =5 min, nakon ¢ega su ispirani redestiliranom vodom

i ponovno centrifugirani na navedeni nacin. Postupak ispiranja proveden je 3 puta.
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Slika 3.7: Centrifuga Hettich Universal 320R

3.1.7 Liofilizator

Liofilizator je uredaj za susenje uzoraka. Radi na nacin da uzorak prolazi kroz dvije faze suse-
nja, primarnu i sekundarnu fazu. U primarnoj fazi uzorak je u smrznutom stanju (od -15 °C do
-70 °C) tijekom kojeg se u sustav dovodi toplina te se iz uzorka uklanja slobodna voda. U
sekundarnoj fazi suSenja je suSenje iz tekuceg stanja, te dolazi do uklanjanja vezane vode. Ke-
mijski sastav, biolosko — fizioloSka i senzorna svojstva uzoraka ostaju nepromijenjena. Liofi-
lizator se primjenjuje u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji (ekstrakti kave, vo¢nih sokova,
zacina, antibiotici, ...) te za uvanje proteina, enzima, mikroorganizama. U ovom radu koriSten
je liofilizator LABCONCO Free Zone (Slika 3.8) za susenje sintetiziranih nanocestica zlata,

koje se dalje mogu analizirati, primjerice pretraznim elektronskim mikroskopom.

Slika 3.8: Liofilizator LABCONCO Free Zone
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3.2 Analiticke metode

3.2.1 Odredivanje koncentracije glukoze i celobioze

Koncentracija glukoze i celobioze odredivana je na HPLC uredaju. Koristena je Carbohydrate
Ca?* Resin kolona duljine | = 30 cm pri temperaturi od 80 °C, kao stacionarna faza. Kao mo-
bilna faza tj. eluent, koristena je voda protoka g = 0,8 mL mint. Mjerenja su provedena na RID
detektoru.

Za odredivanje koncentracije glukoze i celobioze u uzorcima, napravljeni su bazdarni dija-
grami gdje je izmjerena povrsina pikova na kromatogramu (A) to¢no odredenih koncentracija
pojedinih komponenata (Prilog 1 i 2).

3.2.2 Odredivanje koncentracije glukonolaktona i glukonske kiseline

Za odredivanje glukonolaktona i glukonske Kiseline koristen je HPLC uredaj s Hypersil APS
kolonom duljine | = 20 cm, kao stacionarnom fazom. Kao eluent koriStena je Kisela voda pH
2,15 (pH podesen s HCIO4), g = 0,9 mL min'*, na temperaturi od 30 °C. Koristen je UV detektor
na valnoj duljini A = 210 nm.

Za odredivanje koncentracije glukonolaktona i glukonske kiseline u uzorcima, napravljeni su
bazdarni dijagrami gdje je izmjerena povrsina pikova na kromatogramu (A) to¢no odredenih
koncentracija pojedinih komponenata (Prilog 3 i 4).

3.2.3 Odredivanje apsorpcijskog spektra nanocestica zlata

Na UV — VIS spektrofotometru mjeren je apsorpcijski spektar nanocestica zlata u rasponu od
300 do 700 nm, tijekom odredenog vremena. Karakteristi¢ni pikovi od 500 do 550 nm ukazuju

na nastanak nanocestica zlata. Mjerenja su provedena u kvarcnim kivetama.

3.2.4 Odredivanje koncentracije NADH
Transformacija koenzima NAD* u NADH, odnosno rast apsorbancije tijekom 695 h pracen je
na UV — VIS spektrofotometru na valnoj duljini od 340 nm, na kojoj NADH apsorbira svjetlo.

Eksperimenti su provedeni u kvarcnim kivetama.
3.3 Kineticka mjerenja

3.3.1 Kinetika enzima Gc GDH i Mt CDH

Kinetika enzima Gc GDH za reakciju oksidacije glukoze i Mt CDH za reakciju oksidacije ce-
lobioze (Slika 1.1) ispitana je u 0,1 M dusificiranom fosfatnom puferu pH 7 za Mt CDH i pH
5,5 za Gc GDH, bez prisustva svjetlosti i bez mije$anja, na temperaturi od 37 °C. Mjerenja su
provedena u kotlastom reaktoru, volumena reakcijske smjese 2,5 mL, pri konstantnoj koncen-

traciji enzima Gc GDH od 0,006 mg mL* i enzima Mt CDH od 0,06 mg mL™. Mjerena je
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pocetna brzina reakcije pri razli¢itim pocetnim koncentracijama glukoze i celobioze u rasponu
od 0,2 do 15 mM. Za svaku reakciju uzimano je 9 uzoraka tijekom 240 min. Reakcijska smjesa
bez enzima termostatirana je 2 min. te je uzet 0. uzorak. Zatim je dodan enzim ¢ime je apro-
ksimiran pocetak reakcije. Volumen od 200 pL uzorka uziman je iz reaktora u odredenim vre-
menskim razmacima, profiltriran radi uklanjanja enzima, odnosno zaustavljanja reakcije i smr-
znut do analize. Na HPLC-u uz Carbohydrate Ca?* Resin kolonu odredene su koncentracije
glukoze i celobioze, dok je na Hypersil APS koloni odredena koncentracija glukonolaktona i
glukonske kiseline u sluc¢aju pracenja kinetike enzima G¢c GDH.

KoriStenjem izraza za promjenu koncentracije u ovisnosti o vremenu reakcije, izraunata je
specifi¢na aktivnost enzima As [U mg-1] (Jedn. 3.2), pomoc¢u koje su procijenjeni parametri
reakcijske kinetike.

de(supstrat)/(produkt)

Ag = dt (3.2)

CMt CDH/Gc GDH

3.3.2 Utjecaj iona zlata na kinetiku Gc GDH

Utjecaj iona zlata na kinetiku enzima Gc GDH ispitivan je u kotlastom reaktoru, volumena
reakcijske smjese 2,5 mL. Reakcijski medij je dusificirani 0,1 M fosfatni pufer pH vrijednosti
5,5. Koncentracija glukoze (c(glukoza) = 15 mM) i enzima (c(Gc GDH) = 0,006 mg mL™?) je
konstantna, dok je koncentracija HAuCls varirana u rasponu od 0 do 0,55 mM. Reakcija je
provedena na 37 °C bez mijeSanja. Reakcijska smjesa bez dodanog enzima termostatirana je 2
minute te je uzet prvi uzorak od 200 pL iz reaktora u plasticne epruvete volumena 2 mL. Uzo-
rak je centrifugiran te je odvojeni supernatant profiltriran u vialu i smrznut do analize. Poc¢etak
reakcije aproksimirao se dodatkom enzima u reaktor, a preostali uzorci uzimani su iz reaktora
na opisan nacin tijekom 28 h (9 uzoraka).

3.3.3 Utjecaj iona zlata na kinetiku Mt CDH

Utjecaj iona zlata na kinetiku enzima Mt CDH ispitivan je analogno ispitivanju utjecaja iona
zlata na kinetiku Gc GDH, ali u fosfatnom puferu pH vrijednosti 7. Koncentracija celobioze
(c(celobioza) = 15 mM) i enzima (c(Mt CDH) = 0,06 mg mL™) je konstantna dok je koncen-

tracija HAuCls varirana u intervalu od 0 do 0,55 mM.
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3.4 Sinteza nanocestica zlata

3.4.1 Kontrolni eksperimenti sinteze nanocestica zlata uz enzim Gc GDH

Kontrolni eksperimenti sinteze nanocestica zlata uz enzim Gc GDH provedeni su bez prisustva
svjetlosti u 0,1 M dusificiranom fosfatnom puferu (pH 5,5) na 37 °C bez mijeSanja kombinira-
njem komponenata reakcijske smjese: 0,3 mg mL™ enzima Gc GDH, 0,55 mM HAuCI, te 1
mM glukoze. Provedeno je 7 razli¢itih eksperimenata (Tablica 3.1). Mjerenjem spektra u pod-
rucju od 300 do 700 nm na UV — VIS spektrofotometru odredeno je u kojim je eksperimentima
doslo do sinteze nanocCestica zlata. Uzorci su u prvih nekoliko sati trajanja reakcije intenzivnije
ispitivani, no kasnije su praceni svakih 24 h sve do 264 h. VVolumen reakcijske smjese iznosio

je1mL.

Tablica 3.1 Komponente reakcijske smjese
REAKTOR KOMPONENTE REAKTORA
1. Gc GDH+glukoza+ HAuCIs+pufer

2 Gc GDH+glukoza+pufer
3 Gc GDH+pufer

4, Gc GDH+HAUCI4+pufer
5 glukoza+HAuUCI,+pufer
6 glukoza+pufer

7 HAuUCIs+pufer

3.4.2 Kontrolni eksperimenti sinteze nanocestica zlata uz enzim Mt CDH

Kontrolni eksperimenti sinteze nanocestice zlata uz enzim Mt CDH takoder su provedeni u
dusificiranom fosfatnom puferu (pH 7) na temperaturi od 37 °C bez mijesanja kombiniranjem
komponenata reakcijske smjese: 0,3 mg mL* Mt CDH, 0,55 mM HAUCl4, te 0,7 mM celobi-
oze. Provedeno je pet eksperimenata s razli¢itim komponentama reakcije (Tablica 3.2). Uzorci
su ispitivani 144 h, svakih 24 h mjerenjem spektra u podrué¢ju od 300 do 700 nm na UV — VIS
spektrofotometru gdje je odredeno u kojim je eksperimentima doslo do sinteze nanocestica

zlata. Volumen reakcijske smjese u svim eksperimentima je iznosio 200 pL.

23



Tablica 3.2 Komponente reakcijske smjese

REAKTOR KOMPONENTE REAKTORA
1. Mt CDH+celobioza+HAuUCI+pufer
2 celobioza+HAUCI,+pufer
3 Mt CDH+HAUCI,+pufer
4. HAuCls+pufer
5 Mt CDH+celobioza+pufer

3.4.3 Sinteza nanocestica zlata uz enzim Gc GDH i koenzim NAD*

U kotlastom reaktoru, reakcijske smjese volumena 2,5 mL, pri temperaturi od 37 °C bez mije-
Sanja, U mraku i dusificiranom 0,1 M fosfatnom puferu provedena je reakcija sinteze pracena
tijekom 720 h. Sastav reaktora je bio: 0,1 M fosfatni pufer, 1 mM NAD?*, 0,55 mM HAuUCl,,
0,3 mg mL? Gc GDH te 1 mM glukoze. Dodatkom enzima Gc GDH u reaktor pokretala se
reakcija. U prvih 10 min trajanja reakcije intenzivnije je prac¢ena aktivnost koncentracije
NADH na 340 nm. Tijekom odredenog vremena (10, 15, 30 min, 24, 48h, ...) uziman je 1 mL
iz reaktora te je izmjeren spektar (od 300 do 700 nm) za pracenje nastanka nanocestica zlata i
vrijednosti apsorbancije (ABS) na 340 nm kako bi se pratilo transformiranje koenzima NAD”*
u NADH.

3.4.4 Sinteza nanocestica zlata katalizirana enzimima Gc GDH i Mt CDH

Nakon odredene enzimatske kinetike i utjecaja iona zlata na kinetiku, u svrhu validacije modela
1 sinteze vece koliCine nanocestica zlata provedeni su eksperimenti sinteze nanocestica zlata
katalizirani enzimima Gc GDH i Mt CDH.

Uvjeti provodenja eksperimenta su isti kao i uvjeti kod pracenja kinetike, a to su dusificirani
0,1 M fosfatni pufer (pH 7 za enzim Mt CDH i pH 5,5 za enzim Gc GDH), bez mijesanja i bez
prisustva svjetlosti na temperaturi od 37 °C. Za provodenje eksperimenta volumen reakcijske
smjese kotlastog reaktora je bio 2,5 mL, a koncentracije komponenata navedene su u Tablici
3.3.

Tablica 3.3 Koncentracije komponenata u reaktoru

Gc GDH Mt CDH
¢ (glukoza) [mM] 1 ¢ (celobioza) [mMM] 0,7
¢ (HAuUCls) [mM] 0,55 ¢ (HAuUCls) [mM] 0,55
¢ (Gc GDH) [mg mL1] 0,3 ¢ (Mt CDH) [mg mL] 0,3
¢ (PBS pH ~ 5,5) [M] 0,1 ¢ (PBS pH ~ 7) [M] 0,1
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Uzorci za pracenje nastanka nanocestica zlata 1 potroSnje supstrata uzimani su u odredenim
vremenskim intervalima (5, 30, 24, 48 h, ...) na nacin opisan u Poglavlju 3.3.1, a dodatno su
izmjereni apsorpcijski spektri u podrucju od 300 do 700 nm, na UV — VIS spektrofotometru.
Reakcija je pracena tijekom 144 h u slucaju kada je koristen enzim G¢c GDH, odnosno 168 h
kada je koriSten enzim Mt CDH.

Nakon zavrsetka reakcije, reakcijska smjesa sa zlatom je centrifugirana. Dobivene Cestice zlata
ispirane su redestiliranom vodom i ponovno centrifugirane na isti nacin, te je postupak ponov-
ljen 3 puta, a zatim su suSene tijekom 24 h u liofilizatoru.

3.45 Obrada rezultata

Eksperimentalni podaci obradeni su u programskom paketu Scientist. Provedena je simulacija
na temelju napisanog modela i dobivenih eksperimentalnih podataka. Kineticki parametri pro-
cijenjeni su nelinearnom regresijom uz metodu najmanjih kvadrata i simpleks metodu. Para-
metri se procjenjuju s ciljem pronalazenja minimalnog zbroja kvadrata greske izmedu seta eks-
perimentalnih podataka i seta podataka izracunatih pomo¢u modela.

Simpleks metoda je dobra za odredivanje priblizne vrijednosti parametra, a koristi se kada po-
stoji velika razlika izmedu pocetne vrijednosti parametra i njegove prave vrijednosti. Na teme-
lju napisanog modela i procijenjenih parametara provodi se simulacija rjeSavanjem diferenci-
jalnih jednadZbi odredenog modela. Numeri¢ke metode za rjeSavanje diferencijalnih jednadzbi
koje koristi Scientist su: Euler-ova metoda, metoda Runge Kutta IV, Bulrisch — Stoer metoda
te Episode algoritam.

Procijenjeni parametri kao §to su maksimalna brzina reakcije, Michaelis — Mentnicina kons-
tanta 1 konstanta inhibicije procijenjeni su iz kineti¢kih mjerenja odnosno iz ovisnosti pocetne
brzine reakcije o koncentraciji. Navedeni parametri koristeni su za simulacije pomoc¢u modela,
tj. za predvidanje promjena koncentracija produkata i reaktanata s vremenom u reaktorskom

sustavu.
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4 MATEMATICKI MODEL

Matematicki model sinteze nanocestica zlata katalizirane enzimima Gc GDH i Mt CDH sastoji
se od kinetickih i bilancnih jednadzbi. Matematicki model razvijen je koriStenjem procijenjenih

kineti¢kih parametara i reakcijske sheme prikazane Jedn. 4.114.2.

Gc GDH
3D - glukoza + HAUCls <= 3 glukono - 1,5 - lakton + Au®
glukono - 1,5 - lakton + H.O — glukonska kiselina (4.1)
Mt CDH
3D - celobioza + HAuCls <— 3 celobiono - 1,5 - lakton + Au° (4.2)

4.1 Kineticki model

Kinetika reakcije oksidacije glukoze uz enzim Gc GDH i i celobioze uz Mt CDH opisana je
jednosupstratnom Michaelis — Menteni¢inom kinetikom (Jedn. 4.3 14.4.).

Vim'Cglukoza
rglukoza — glukoza (4-3)
K +Cglukoza

_ Vi Ccelobioza
Tcelobioza = Kﬁlelobioza_ (4'4)

Ccelobioza

Kinetika istih reakcija, ali uz prisutnost iona zlata opisana je Michaelis — Menteni¢inom kine-

tikom s kompetitivnom inhibicijom ionima zlata (Jedn. 4.5 i 4.6).

VimCglukoza (4 5)

glukoza [ 11C€ 4,3+
Ko, ( KAu3+ +Cglukoza
i

Tau—-glukoza =

Vi Ccelobioza
TAu—celobioza = 1+c (46)
gcelobioza, “TCAust +c .
m KA“3+ celobioza
i

4.2 Reaktorski model

Za sintezu nanocestica zlata uz reakciju oksidacije celobioze uz Mt CDH reaktorski model se
sastoji od bilancnih jednadzbi za troSenje celobioze (Jedn. 4.7), troSenje iona zlata u otopini

(Jedn. 4.8) te za nastajanje nanocestica zlata (Jedn. 4.9).
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dCcelobioza — (47)

dt ~TAu—celobioza
d,.3+ T Au— i
A;t — _Au ceglobLoza (48)
dau-np T Au- i
udt s — [Au ce3lobwza -k (49)

Brzina inaktivacije enzima u reaktoru opisana je kinetikom prvog reda (Jedn. 4.10 ), a kons-

tanta deaktivacije je procijenjena iz eksperimentalnih podataka.

dAMt cDH _
—a _kd,Mt cpH “ Amt con (4-10)
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5 REZULTATI | RASPRAVA

U ovom radu provedena je enzimatska sinteza nanocestica zlata katalizirana enzimima GcC
GDH i Mt CDH. Svrha rada bila je ispitati moguénosti enzimatske sinteze nanocestica zlata uz

navedene enzime i1 odrediti njihovu kinetiku te ih matematickim modelom opisati.
5.1 Kinetika enzima Gc GDH i Mt CDH

Kinetika enzima Gc GDH je odredena u reakciji oksidacije glukoze pri ¢emu kao produkti
nastaju glukonolakton koji potom spontano hidrolizira u glukonsku Kiselinu dok je kinetika
enzima Mt CDH odredena u reakciji oksidacije celebioze. Iz rezultata promjene koncentracije
supstrata odnosno produkta u vremenu izradunata je specifi¢na aktivnost enzima A [U mg™],
pomocu Jedn. 3.2. Reakcijska kinetika je prikazana kao ovisnost specifi¢ne aktivnosti enzima

o0 koncentraciji glukoze i celobioze. Rezultati su prikazani Slikom 5.1 i Slikom 5.2.

@® Eksperiment
Model

©
N

o
3}
o

As [U/mg]
= = = o
N w B (2]
[}

©
-

0 2 4 6 8 10 12 14 16
c (glukoza) [mM]

Slika 5.1 Ovisnost specifi¢ne aktivnosti enzima Gc GDH o koncentraciji glukoze (dusifici-
rani fosfatni pufer pH 5,5, bez prisustva svjetlosti i bez mijesanja pri 37 °C,
¢(Gc GDH) = 0,006 mg mL™?)
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® Eksperiment
Model

6 8 10 12 14 16
¢ (celobioza) [mM]

Slika 5.2 Ovisnost specifi¢ne aktivnosti enzima Mt CDH o koncentraciji celobioze (dusifici-

rani fosfatni pufer pH 7, bez prisustva svjetlosti i bez mijesanja pri 37 °C,
c(Mt CDH) = 0,06 mg mL™)

Eksperimentalno dobiveni podaci za specifi¢nu aktivnost oba enzima u navedenim uvjetima
vrlo dobro se slazu s podacima dobivenim simulacijom u programskom paketu Scientist kori-
Stenjem Michaelis — MenteniCine kinetike (Jedn. 4.3 i 4.4), stoga mozemo zakljuciti da pret-
postavljena Michaelis — Menteni¢ina kinetika vrlo dobro opisuje ove reakcije. U Scientist-u su
nelinearnom regresijom procijenjeni i parametri Michaelis — Mentenicine kinetike te su dani u
Tablici 5.1.

Tablica 5.1 Parametri Michaelis — Mentenicine kinetike procijenjeni u Scientist -u
Procijenjeni parametri Gc GDH Mt CDH

0,6901 0,7736

Vrijednost maksimalne brzine reakcije, Vi, je veca u sustavu s enzimom G¢c GDH. Michaelis
— Menteni¢ina konstanta, K35, , opisuje afinitet enzima prema supstratu. Sto je njegova vrijed-
nost niza, enzim ¢e biti specifi¢niji za odredeni supstrat. U provedenim eksperimentima vrije-
dnost Michaelis — Mentenicine konstante je u oba sustava priblizno jednaka, tj niska, ¢ime

zakljucujemo da je enzim Gc GDH specifi¢an za glukozu, a Mt CDH za celobiozu.



5.2 Utjecajiona zlata na kinetiku enzima Gc GDH i Mt CDH

Utjecaj iona zlata na aktivnost enzima Gc GDH i Mt CDH, odnosno na pocetnu reakcijsku
brzinu, pri sintezi nanocestica zlata odreden je mjerenjem specificne aktivnosti enzima Gc
GDH i Mt CDH u ovisnosti o razli¢itim koncentracijama Au®" iona. Mjerenja su takoder pro-
vedena u dusificiranom fosfatnom puferu, bez prisustva svjetlosti i bez mijeSanja pri 37 °C, uz
stalnu koncentraciju enzima, ¢(Gc GDH) = 0,006 mg mL* i ¢(Mt CDH) = 0,06 mg mL, stalnu
koncentraciju glukoze i celobioze od 15 mM, te koncentraciju HAuCls u rasponu od 0 — 0,55
mM. Dobiveni rezultati prikazani su kao ovisnost specifi¢ne aktivnosti enzima o koncentraciji
HAUCI4 te su prikazani na Slikama 5.3 5.4.

0.7 ® Eksperiment

Model

©
ES

As [U/mg]
o
w

©
N}

0 —e o
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
¢(HAuCl4) [mM]
Slika 5.3 Ovisnost specifi¢ne aktivnosti enzima G¢ GDH o koncentraciji HAuCls (dusifici-
rani fosfatni pufer pH 5,5, bez prisustva svjetlosti i bez mijesanja pri 37 °C,

¢(Gc GDH) = 0,006 mg mL™?)
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Slika 5.4 Ovisnost specifi¢ne aktivnosti enzima Mt CDH o koncentraciji HAuUCls (dusificirani

fosfatni pufer pH 7, bez prisustva svjetlosti 1 bez mijeSanja pri 37 °C,

c(Mt CDH) = 0,06 mg mL™)

Moze se vidjeti da u oba slucaja porastom koncentracije HAuCls dolazi do opadanja specifi¢ne
aktivnosti enzima, no u slu¢aju s Gc GDH dolazi do znacajnijeg pada specifi¢ne aktivnosti ve¢
pri nizim koncentracijama HAuCls. Inhibicija je opisana Michaelis - Menteni¢inom kinetikom
s kompetitivnom inhibicijom. Konstante inhibicije su prema izrazima (Jedn. 4.5 i 4.6) procije-

njene nelinearnom regresijom u Scientist-u, a njihove vrijednosti su dane u Tablici 5.2.

Tablica 5.2 Konstante inhibicije ionima zlata procijenjene u Scientist-u

Procijenjeni parametri Gc GDH Mt CDH

Vidljivo je da je inhibicija Au** ionima u sustavu s Gc GDH znatno veéa nego u sustavu s Mt
CDH. Iz navedenog se moze zakljuciti da ¢e dodatkom iona zlata u otopinu reakcija oksidacije

glukoze uz Gc GDH biti potpuno zaustavljena.
5.3 Sinteza nanocestica zlata katalizirana enzimom Mt CDH

Nakon procijenjenih kinetic¢kih parametara za kinetiku enzima Mt CDH, provedena je sinteza
nanocestica zlata uz enzim Mt CDH u prisutnosti soli HAuCls i celebiozu.
Tijekom reakcije pracena je koncentracija celobioze te su odredeni maksimumi apsorbancije

pri valnoj duljini od 530 do 540 nm.



Dobiveni rezultati prikazani su kao ovisnost koncentracije celobioze i maksimalne apsorban-
cije o vremenu trajanja reakcije. Na Slici 5.5 prikazana je usporedba eksperimentalno dobive-

nih vrijednosti i podataka dobivenih simulacijom pomocu programskog paketa Scientist.

Reaktor sa zlatom
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Slika 5.5 Rezultati dobiveni sintezom nanocestica zlata (dusificirani fosfatni pufer pH 7, bez

prisustva svjetlosti i bez mijesanja pri 37 °C, ¢(Mt CDH) = 0,3 mg mL™?)

Prema prikazanim rezultatima mozemo zakljuditi da se pretpostavljeni matematicki model za
sintezu nanocestica zlata, uz enzim Mt CDH i HAUCI;, vrlo dobro slaze s eksperimentalnim
podacima prilikom provodenja u navedenim uvjetima. Takoder se zakljucuje da je Kinetika
nastajanja nanocestica zlata povezana za kinetikom oksidacije celebioze. Procijenjeni kineticki

parametri dani su u Tablici 5.3.

Tablica 5.3 Procijenjeni kineticki parametri

Procijenjeni parametri

Uoceno je da pri provodenju reakcije sinteze nanocestica zlata uz Mt CDH dolazi do blage

deaktivacije enzima, te je ista opisana kinetikom prvog reda (Jedn. 4.10), a konstanta deakti-
vacije kq je procijenjena iz eksperimentalnih rezultata. Konstanta proporcionalnosti, k, preds-
tavlja odnos izmedu vrijednosti troSenja iona zlata i maksimalnih apsorbancija u valnom pod-

ru¢ju od 531 do 537 nm koja su direktna mjera nastanka nanocestica zlata.



Na Slici 5.6 prikazani su reaktori u razli¢itim vremenima tijekom provodenja reakcije. Vidljiva
je promjena boje u reaktoru s porastom vremena provodenja reakcije. R0zo obojenje otopine
Jje pokazatelj nastanka nanocestica zlata. Intenzivnije obojenje reakcijske otopine praceno je i
porastom maksimalne apsorbancije (Slika 5.7) sto ukazuje na povecanje koncentracije nastalih

nanocestica zlata.

3 min 30 min 1h 5h 24 h 48 h 72h 96 h 168 h 192 h 216 h

o
>

Slika 5.6 Kotlasti reaktori sa zlatom u razli¢itim vremenima provodenja reakcije (dusificirani
fosfatni pufer pH 7, bez prisustva svjetlosti 1 bez mijeSanja pri 37 °C,

¢(Mt CDH) = 0,3 mg mL™?)
Osim promijene boje, nastanak nanocestica zlata moZemo vidjeti mjereci spektar na UV-VIS

spektrofotometru. Pikovi izmedu 500 i 550 nm, nastali nakon 24 h provodenja reakcije, po-

tvrduju prisustvo nanocestica zlata (Slika 5.7).

Reaktor sa zlatom

1.4 — () min
1.2 300 min
— 1 —24h
- 0.8
5 ——48h
0.6 27h
0.4
—96h
0.2 .
168h
0
470 520 570 620 670 ——192h
A[nm] ——216h

Slika 5.7 Rezultati dobiveni mjerenjem spektra na UV-VIS spektrofotometru kao ovisnost
apsorbancije o valnoj duljinu (dusificirani fosfatni pufer pH 7, bez prisustva svjetlosti i bez

mijesanja pri 37 °C, ¢(Mt CDH) = 0,3 mg mL™)
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Pored navedenog eksperimenta napravljen je i kontrolni eksperiment bez iona zlata u kojem je
pracen UV - VIS spektar tijekom provodenja reakcije. U istome nije uoCeno nastajanje nikak-
vog pika u valnom podruc¢ju izmedu 500-550 nm niti obojenja reakcijske smjese. (Slika 5.8 i
Slika 5.9).

Reaktor bez zlata

=0 min
1 ——24h
_ 08 ——48h
"y ——72h
5 0.6
0.4 ——96h
——168h
0.2
h —192h
0
470 520 570 620 670 —216h

A [nm]

Slika 5.8 Rezultati dobiveni mjerenjem spektra na UV-VIS spektrofotometru kao ovisnost

apsorbancije o valno duljini (dusificirani fosfatni pufer pH 7, bez prisustva svjetlosti i bez mi-
jesanja pri 37 °C, ¢(Mt CDH) = 0,3 mg mL™?)

96 h 168 h 192 h 216 h

3 min 30 min 1h 5h 24 h

Slika 5.9 Kotlasti reaktori bez zlata u razli¢itim vremenima provodenja reakcije (dusificirani
fosfatni pufer pH 7, bez prisustva svjetlosti i bez mijesanja pri 37 °C,

¢(Mt CDH) =0,3 mg mL™?)
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5.4  Kontrolni eksperimenti sinteze nanocestice zlata katalizirane enzimom Mt CDH

U kontrolnim eksperimentima pratio se nastanak nanocestica zlata u razli¢itim kombinacijama
(Tablica 3.2). Nakon 144 h reakcije su zaustavljene. Obojene otopine znak su prisutnosti na-
nocestica, a na UV — VIS spektrofotometru snimljen je spektar od 300 do 700 nm, gdje pikovi
od 500 do 550 nm odgovaraju prisutnosti nanocestica zlata (Slika 5.10). Nastanak nanocestica
primijecen je samo u reaktoru sa svim komponentama (Mt CDH + celobioza + HAuCl,4 + pu-
fer), te je kao i u kinetici potvrdeno da je mehanizam zlatnih nanocestica uz CDH isklju¢ivo

vezan uz kinetiku reakcije oksidacije celebioze uz CDH.

Mt CDH+celobioza+HAUC +pufer Mt CDH+HAuCl +pufer
! —after 1h 08 —after 1h
0.7 B
0.8 after 2h 0.6 — after 2h
=06 | after 24h = 05 after 24h
w04
E 0.4 after 52h 2 03 after 50h
0.2 after 72h 0.2 after 72h
01
0 after 96h B
300 400 500 600 700 — after 144h 300 400 500 600 700
A [nm] A [nm]

Mt CDH+celobioza+pufer

after 1h

——after 2h

06
“w

L _
T YA after 50h

after 24h

02 after 72h

' 300 400 500 600 700
A [nm]
Slika 5.10 Rezultati dobiveni mjerenjem spektra na UV - VIS spektrofotometru kao ovisnost
apsorbancije o valnoj duljini u kontrolnim eksperimentima (dusificirani fosfatni pufer pH 7,

bez prisustva svjetlosti i bez mijesanja pri 37 °C, ¢(Mt CDH) = 0,3 mg mL™)

5.5 Sinteza nanocestica zlata katalizirana enzimom Gc GDH

Nakon procijenjenih kinetickih parametara za kinetiku enzima G¢c GDH, provedeni su ekspe-
rimenti sinteze nanocestice zlata uz enzim G¢ GDH i zlato u obliku soli HAuCls i glukozu.
Dobiveni rezultati prikazani su kao ovisnost koncentracija glukoze i maksimalne apsorbancije

0 vremenu trajanja reakcije (Slika 5.11).
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Slika 5.11 Rezultati dobiveni sintezom nanocestica zlata (duSificirani fosfatni pufer pH 5,5,

bez prisustva svjetlosti i bez mijesanja pri 37 °C, ¢(Gc GDH) = 0,3 mg mL™?)

Na Slici 5.11 vidljivo je da tijekom provodenja reakcije ne dolazi do promjene koncentracije
glukoze. Maksimalna apsorbancija, u valnom podrucju od 529 do 550 nm, s vremenom trajanja
reakcije raste Sto ukazuje da dolazi do nastanka nanocestica zlata, no navedena reakcija nije
vezana uz reakciju razgradnje glukoze. Naime u kinetickim mjerenjima uocena je znacajna
inhibicija reakcije oksidacije glukoze s ionima zlata, te je ovim eksperimentom i potvrdeno da
ioni zlata potpuno zaustavljaju reakciju. Unato¢ navedenom doslo je nastajanja nanocestica
zlata. Naime poznato je da aminokiseline koji su sastavni dio proteina mogu uspjesSno provesti
redukciju iona zlata. Nastanak nanoCestica zlata potvrden je i promjenom boje reakcijske oto-

pine (Slika 5.12).

—

O min 38 min 120 min 180 min 24 h 48 h 72h 144 h>

Slika 5.12 Kotlasti reaktori sa zlatom u razli¢itim vremenima provodenja reakcije (dusifici-
rani fosfatni pufer pH 5,5, bez prisustva svjetlosti i bez mijeSanja pri 37 °C,

¢(Gec GDH) =0,3 mg mL™Y)
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Na UV - VIS spektrofotometru izmjeren je apsorpcijski spektar u podru¢ju od 300 do 700 nm,

te su uoceni karakteristi¢ni pikovi u podrucju 500-550 nm, nakon 24 h provodenja reakcije,

posljedica nastajanja nanocestica zlata (Slika 5.13).

Reaktor sa zlatom

— 3 min
1.5 38 min
2h
1 =3 h
T 05 24 h
(%) 48 h
Q
< 0 —72h
3 350 400 450 500 550 600 650 700 ———144nh
-0.5

A [nm]

Slika 5.13 Rezultati dobiveni mjerenjem spektra na UV - VIS spektrofotometru kao ovisnost
apsorbancije o valnoj duljinu (dusificirani fosfatni pufer pH 5,5, bez prisustva svjetlosti i bez

mijesanja pri 37 °C, ¢(Gc GDH) = 0,3 mg mL™?)

U kontrolnom reaktoru bez zlata tijekom provodenja reakcije ne dolazi do obojenja otopine

(Slika 5.14), a apsorpcijski spektri prikazani Slikom 5.15 to potvrduju.

0119
NS 10/8

10/19

e

0 min 38 min 120 min 180 min 24 h 48 h 72 h 144 h

Slika 5.14 Kotlasti reaktori bez zlata u razli¢itim vremenima provodenja reakcije (dusificirani
fosfatni pufer pH 5,5, bez prisustva svjetlosti i bez mijesanja pri 37 °C,

¢(Gec GDH) =0,3 mg mL™Y)
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Reaktor bez zlata
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Slika 5.15 Rezultati dobiveni mjerenjem spektra na UV - VIS spektrofotometru kao ovisnost
apsorbancije o valnoj duljini (dusificirani fosfatni pufer pH 5,5, bez prisustva svjetlosti i bez
mijesanja pri 37 °C, ¢(Gc GDH) = 0,3 mg mL™?)

5.6 Sinteza nanocestica zlata katalizirana enzimom Gc¢ GDH uz koenzim NAD?*

Proveden je eksperiment sinteze nanocCestica zlata katalizirane enzimom Gc GDH uz koenzim
NAD?. Naime NAD" je koenzim koji se upotrebljava kao redukcijsko sredstvo u reakciji oksi-
dacije glukoze, te se zeljelo ispitati da li ¢e kinetika reakcije imati poveznicu s kinetikom nas-
tajanja nanocestica. Reakcija je pracena 695 h, a obojenje reakcijske smjese se pratilo kao znak
nastanka nanocestica zlata (Slika 5.16). Prema dobivenim rezultatima, na Slici 5.17 vidljivo je
da nanocestice zlata nastaju brze u reakciji bez koenzima NAD*, no u konacnici, u reakciji s
koenzimom NAD" (prema vrijednostima odredenih maksimalnih apsorbancija) nastaje puno
viSe nanodestica zlata. Tijekom reakcije pracena je transformacija koenzima NAD" u NADH
na 340 nm kao direktan pokazatelj kinetike reakcije. Na Slici 5.18 prikazan je rast apsorbancije
tj. nastajanje NADH tijekom 695 h. 1z navedenog se moze zakljuciti da kinetika reakcije nije
povezana s kinetikom nastajanja nanocestica zlata. Naime NAD* se puno brze reducira nego
Sto nastaju nanocestice zlata. Veca koncentracija nanocestica zlata je vjerojatno zbog prisutno-
sti koenzima NADH koji je dokazan kao uspje$an reducens prilikom sinteze zlatnih nanoces-

tica.3!
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Slika 5.16 Nastanak nanoCestica zlata u reakciji sa koenzimom NAD" (dusificirani fosfatni
pufer pH 5,5, bez prisustva svjetlosti 1 bez mijeSanja pri 37 °C,

¢(Gc GDH) = 0,3 mg mL™?, ¢(NAD") = 1 mM)
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Slika 5.17 Usporedba maksimalne apsorbancije iz eksperimenta sinteze nanocestica zlata sa i
bez NAD" koenzima (dusificirani fosfatni pufer pH 5,5, bez prisustva svjetlosti i
bez mijesanja pri 37 °C, ¢(Gc GDH) = 0,3 mg mL?, ¢(NAD*) = 1 mM)
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NADH (340 nm)
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Slika 5.18 Pradenje transformiranja NAD™ u NADH prikazano kao ovisnost apsobrancije na
340 nm o vremenu (dusificirani fosfatni pufer pH 5.5, bez prisustva svjetlosti i bez mijeSanja
pri 37 °C, ¢(Gc GDH) = 0,3 mg mL?, ¢c(NAD") = 1 mM)

Tijekom 695 h trajanja reakcije izmjereni su spektri na UV - VIS spektrofotometru (Slika 5.19)
u razli¢itim vremenskim intervalima, te pikovi izmedu 500 1 550 nm potvrduju nastanak nano-

Cestica zlata.
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Slika 5.19 Rezultati dobiveni mjerenjem spektra na UV - VIS spektrofotometru kao ovisnost
apsorbancije o valnoj duljini (dusificirani fosfatni pufer pH 5,5, bez prisustva svjetlosti i
bez mijesanja pri 37 °C, ¢(Gc GDH) = 0,3 mg mL?, ¢c(NAD*) = 1 mM)

40



5.7 Kontrolni eksperimenti sinteze nanocestica zlata katalizirane enzimom Gc GDH

Kontrolni eksperimenti provedeni su zbog isklju¢enja nastanka nanocestica zlata u drugim mo-

guc¢im kombinacijama (Tablica 3.1). Reakcije su pracene 240 h. Obojenja prisutna u reakto-
rimal, 415 (Slika 5.20) i pikovi spektra izmedu 500 i 550 nm, snimljeni na UV - VIS spek-

trofotometru, potvrduju nastanak nanocestica zlata (Slika 5.21).

72h

216h

192h

Slika 5.20 Setovi reaktora s razli¢itim reakcijskim sastavom u razli¢itim vremenima provode-
nja reakcije (dusificirani fosfatni pufer pH 5,5, bez prisustva svjetlosti i bez mijeSanja
pri 37 °C, ¢(Gc GDH) = 0,3 mg mL™?)

R1 Gc GDH+glukoza+HAuCl +pufer R4 Gc GDH+HAuCI +pufer RS glukoza+HAuCl +pufer

—— potetak —potatak
—— potetak
——30min 16 ——30min 06 potet

18 —2h id —2h

- - 0s
16 ——-ah . ——4h ~ah
14 —2%h —24h 04 —2ah
12 — a8 _— —amn . % —amn
- —72h ™~
PSS —————— gos 03

—72h a
—96h 3

2
—120h 06 Tm—— 56h
o ——168h 04 —— 1200 ————= i

——19h —168h 04
—216h —192h ——216h
0 ——240h o —216h ° 2an

400 450 500 550 600 650 700 ——264h 400 450 500 550 600 650 700 400 as0 500 550 600 650 700

——264h
——240h
A[nm] A[nm] o

——264h

Slika 5.21 Rezultati dobiveni mjerenjem spektra na UV - VIS spektrofotometru kao ovisnost
apsorbancije o valnoj duljini (dusificirani fosfatni pufer pH 5,5, bez prisustva svjetlosti i bez
mijesanja pri 37 °C, ¢(Gc GDH) = 0,3 mg mL™?)
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Iz navedenih slika vidljiva je prisutnost nanocestica zlata u prvom (Gc GDH + glukoza +
HAuUCI4 + pufer), ¢etvrtom (Gc GDH + HAuUCI4 + pufer) i petom reaktoru (glukoza + HAuCl,4
+ pufer) tj. u reaktorima u kojima je prisutno zlato u obliku soli HAUCla.

Slika 5.22 prikazuje odnose vrijednosti maksimalne apsorbancije prvog, ¢etvrtog i petog reak-
tora, odnosno reaktora u kojima nastaju nanocestice zlata u vremenu. Vidljivo je da je maksi-
malna apsorbancija najveéa u prvom reaktoru u kojem su prisutne sve komponente (G¢c GDH

+ glukoza + HAUCI4 + pufer).
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Slika 5.22 Usporedba odnosa vrijednosti maksimalne apsorbancije 1., 4. i 5. reaktora u
vremenu (dusificirani fosfatni pufer pH 5,5, bez prisustva svjetlosti 1 bez mijesanja pri 37 °C,
¢(Gc GDH) = 0,3 mg mL™Y)

Na Slici 5.23 prikazana je usporedba rezultata maksimalne apsorbancije u ovisnosti o vremenu

za sve provedene eksperimente sinteze nanocestica zlata s enzimom Gc GDH, kontrolne eks-

perimente nastanka nanocestica zlata te eksperiment s koenzimom NAD™.
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Slika 5.23 Usporedba rezultata maksimalne apsorbancije u ovisnosti o vremenu za eksperi-
mente sinteze Au-NPs, kontrolne eksperimente nastanka Au-NPs te eksperimente s
koenzimom NAD* (dusificirani fosfatni pufer pH 5,5, bez prisustva svjetlosti i bez mijeSanja
pri 37 °C, ¢(Gc GDH) = 0,3 mg mL?, ¢c(NAD*) = 1 mM)

Vidljivo je da eksperiment s koenzimom NAD™ pokazuje najvecu apsorbanciju odnosno nastaje
najvise nanocestica zlata. Najmanju apsorbanciju pokazuje kontrolni eksperiment 5 (glukoza 1
HAuUCI4) no kada se zbroji s kontrolnim eksperimentom 4 (Gc GDH i HAuCl,) gotovo se po-
dudara s kontrolnim eksperimentom 1 (Gc GDH, glukoza, HAuUCls). Navedeno upucuje da je
mehanizam sinteze nanocestica zlata uz G¢ GDH, glukozu i HAuClI4 podijeljen na dva meha-
nizma. Jedan je nastajanje nanodestica uz glukozu to je takoder ve¢ objavljeno®? te drugi ko-

riStenjem aminokiselina iz enzima.®®
5.8 Usporedba nastajanja nanocestica u razliitim enzimatskim sustavima

Na Slici 5.24 prikazana je usporedba ovisnosti maksimalnih apsorbancija u vremenu, za eks-
perimente sinteze nanocestica zlata s enzimima G¢c GDH i Mt CDH te s enzimom Gc GDH i
koenzimom NAD". Iz priloZenog se vidi kako najvise nanodestica zlata nastaje uz eksperiment
sa enzimom Gc GDH i koenzimom NAD*. Usporedujuci vrijednosti maksimalnih apsorbancija
u eksperimentima s G¢c GDH i Mt CDH vidljivo je kako u istom vremenu nastane puno vise
nanocestica uz enzim G¢ GDH. Iz toga proizlazi zakljuc¢ak da je za enzimatsku sintezu nano-

Cestica zlata pogodniji enzim Gc GDH.
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Slika 5.24 Usporedba vrijednosti maksimalnih apsorbancija u vremenu za eksperimente sin-
teze nanocestica zlata s enzimima Gc GDH i Mt CDH te s enzimom Gc GDH i koenzimom
NAD" (dusificirani fosfatni pufer pH 5,5 za sustav s Gc GDH i pH 7 za sustav s Mt CDH, bez
prisustva svjetlosti i bez mijesanja pri 37 °C, ¢(Gc GDH) = 0,3 mg mL™,
¢(NAD") =1 mM, ¢(Mt CDH) = 0,3 mg mL™)
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6 ZAKLJUCAK

U ovom radu ispitivana je enzimatska sinteza nanocestica zlata uz enzime glukoza dehidroge-
naza (Gc GDH) s glukozom i celobioza dehidrogenaza (Mt CDH) s celebiozom bez prisustva
svjetlosti, bez kisika i bez mijesanja u dusificiranom fosfatnom puferu.

Kinetika enzima Gc GDH u reakciji oksidacije glukoze, te enzima Mt CDH u reakciji oksida-
cije celebioze opisana je Michaelis — Menteni¢inim kinetickim modelom te su procijenjeni ki-
neticki parametri V,,, 1 K;,. Na temelju procijenjenih vrijednosti maksimalne brzina reakcije,
Vin, veca je u sustavu s enzimom Gc GDH, a Michaelis — Menteni¢ina konstanta, K, za oba
enzima ima nisku, pribliznu vrijednost, $to pokazuje da je enzim Gc GDH specifican za glu-
kozu, a Mt CDH za celobiozu.

loni zlata (Au®") inhibiraju oba enzima kompetitivnom inhibicijom, no u sluéaju s enzimom
Gc GDH inhibicija je znatno veca.

Pretpostavljeni matematicki model vrlo dobro opisuje sintezu nanocestica zlata u prisutnosti
enzima Mt CDH uz reakciju oksidacije celebioze. U slu¢aju s G¢c GDH uz glukozu nastajanje
nanocestica nije vezano za kinetiku reakcije ve¢ nanocestice nastaju redukcijom iona zlata uz
glukozu, te uz aminokiseline iz enzima, §to je potvrdeno provedenim kontrolnim eksperimen-
tima. Usporedbom apsorpcijskih spektara za nanocestice zlata nastale u eksperimentima Gc
GDH s glukozom i Mt CDH s celebiozom zakljuéeno je da uz Gc GDH i glukozu nastaje vise

nanocestica zlata.
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7 POPIS SIMBOLA | KRATICA

Simboli
A povrsina pika kromatograma
As specifi¢na aktivnost enzima [U mg™]
b duljina puta svjetlosti [cm]
c koncentracija [mmol dm=]
€ molarni apsorpcijski (ekstincijski) koefijcent [L mol* cm™]
k konstanta brzine reakcije [min™]
Kd konstanta deaktivacije enzima [min]
Ki konstanta inhibicije [mmol dm]
Km Michaelis — Menteni¢ina konstanta [mmol dm™]
Vi maksimalna brzina reakcije [mmol dm= min?, U mg?]
A valna duljina zracenja [nm]
r reakcijska brzina [mmol dm= min]
t vrijeme [min]
T temperatura [°C]

volumen [min]

Kratice

ABS apsorbancija

E enzim

S supstrat

ES kompleks enzim — supstrat
P produkt

HPLC  tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. High performance liquid
chromatography)

AU-NPs nanocestice zlata
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9 PRILOZI

Bazdarni dijagram - glukoza
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Slika 9.1 Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije glukoze
(c(glukoza) =0 — 7 mM)
Bazdarni dijagram - celobioza
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Slika 9.2 Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije celobioze

(c(celobioze) = 0 — 7TmM)



Bazdarni dijagram - glukonolakton
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Slika 9.3 Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije glukonolaktona

(c(glukonolakton) = 0,5 -7 mM; A =210 nm)

Bazdarni dijagram - glukonska kiselina
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Slika 9.4 Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije glukonske kiseline

(c(glukonska kiselina) = 0,5 -7 mM; A =210 nm)
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