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Sazetak

Enzimi su proteini ¢ija je osnovna zadaca ubrzavanje biokemijskih reakcija od kojih je svaka
katalizirana jedinstvenim enzimom. Proteaze su jedna od najvaznijih skupina enzima, a njihova
primjena svakodnevno raste u industriji. Razlog tome je ekonomska isplativost u vidu niskih
troSkova proizvodnje i male potro$nje energije, visokih prinosa i jednostavnosti genetiCkih
modifikacija. U ovom radu je ispitana ucinkovitost enzima u hidrolizi proteina iz otpada kozica
primjenom Sest komercijalnih proteaza: Alkalaza, Neutraza, Esperaza, Flavourzyme, Novozyme i
Novo-ProD. Svi navedeni enzimi su pokazali uspjesnost u razgradnji proteina. Utvrdeno je kako
su provedbom hidrolize i pri manjim koncentracijama enzima konverzije gotovo jednako visoke u
vecini slucajeva, osim kod Neutraze gdje je konverzija nesto niza. Kod vecine enzima su visoke
konverzije postignute ve¢ u prvom satu, §to kod Neutraze nije slu¢aj buduci da je konverzija
postupno rasla. Po zavrs$etku hidrolize proteina Alkalaza, Flavourzyme i Novo-ProD pokazali su
najvece stabilnosti pri koncentraciji enzima od 0,5 U / 10 mg, stoga su odabrani za provedbu
hidrolize proteina u ponovljivom reaktoru sa 6 ciklusa. Pritom su Alkalaza i Novo-ProD pokazali

zadovoljavajuce rezultate u smislu visokih konverzija te aktivnosti nakon zadnjeg ciklusa.

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



Abstract

Enzymes are proteins whose primary task is to catalyse biochemical reactions, where each is
catalyzed by a unique enzyme. Proteases are one of the most important groups of enzymes, and
their application in industry is growing daily. The reason for this is economic profitability due to
low production costs and low energy consumption, high yields and simplicity of genetic
modifications. In this paper, the efficiency of enzymes in the hydrolysis of proteins from shrimp
waste was examined using six commercial proteases: Alcalase, Neutrase, Esperase, Flavourzyme,
Novozyme and Novo-ProD. All enzymes were successful in protein degradation. It was found that
by performing hydrolysis even at lower enzyme concentrations, the conversions are almost equally
high in most cases, except by Neutrase where the conversion is a bit lower. For most enzymes,
high conversions were achieved in the first hour of experiment, which was not the case with
Neutrase as the conversion gradually increased. Upon completion of protein hydrolysis, Alcalase,
Flavourzyme, and Novo-ProD showed the highest stability at an enzyme concentration of 0.5 U /
10 mg, and were therefore selected to catalyse protein hydrolysis in a repetitive reactor with six
cycles. Alcalase and Novo-ProD showed satisfactory results in terms of high conversions and

activity after the last cycle.

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

Iako su ljusture morskih organizama prirodna pojava, nakupljene velike koli¢ine predstavljaju
problem. S obzirom na znatnu koli¢inu proteina koju sadrze, ne mogu se odlagati kao biootpad na
odlagalistima, stoga je potrebno pronaci rjeSenje za tretiranje i zbrinjavanje ovakve vrste otpada.
Jedna od mogucnosti jest primjena bioloSke metode koja ukljucuje koriStenje enzima. Enzimi su
polipeptidne molekule koje kataliziraju sve biokemijske reakcije.> U mnogim su se primjerima
pokazali kao izvrsni katalizatori bioloskog podrijetla, ne opterec¢uju okoli$ jer su biorazgradivi,
ekonomski su isplativi, a u mnogim slu¢ajevima i ucinkovitiji u odnosu na klasi¢ne kemijske
metode. Jedna od najvaznijih skupina enzima jesu proteaze ¢ija je primarna funkcija razgradnja

proteina, a opcenito je njihova primjena u stalnom porastu.

U ovom je radu ispitana potencijalna primjena proteaza u svrhu hidrolize i ekstrakcije proteina
iz ljusaka rakova, §to za sobom nosi ¢ak nekoliko pozitivnih u¢inaka na okolis, ali i ekonomiju.
Bioloskom, kao i kemijskom metodom obrade se dobiva hitin. BioloSkom metodom se dobiva
produkt visoke kvalitete koji se moze koristiti i kao proteinsko-mineralni dodatak ljudskoj prehrani
ili kao stocna hrana, za razliku od hitina dobivenog kemijskom metodom koji moze sadrzavati
ostatke kemikalija koristenih u hidrolizi.2 Osim toga, hitin ima moguénost primjene i u
biomedicini, u proci§¢avanju otpadnih voda, u poljoprivredi, te prehrambenoj i kozmetickoj

industriji.2



2. OPCIDIO

2.1.ENZIMI

Enzimi su proteini ¢ija je uloga ubrzavanje biokemijskih reakcija. Svaka od biokemijskih
reakcija koje se neprestano odvijaju u svakoj zivoj stanici katalizirana je jedinstvenim enzimom.
Bez djelovanja enzima brzina reakcije bi bila prespora za odrzavanje zivota. Proutavanje enzima
podjednako spada i u podrucje kemije i u podrucje biologije. Enzimi su izrazito selektivni i
ucinkoviti katalizatori, a za njihovu kataliticku ucinkovitost zasluzna je trodimenzionalna

proteinska struktura.’

2.1.1. Povijest

Covjecanstvo se tisucama godina koristilo bioloskom katalizom, jo§ iz vremena kada se u
starom Egiptu fermentacija Koristila za proizvodnju piva i kruha. Tek u 19. stoljecu su se
znanstvenici poceli baviti pitanjem o tome da li je za procese poput fermentacije odgovorna Ziva
vrsta ili kemijska tvar. Godine 1897. Eduard Buchner je objavio zapazanje da su za fermentaciju
SeCera u alkohol 1 ugljikov dioksid odgovorni ekstrakti kvasca koji ne sadrze zive stanice.
PredloZio je kako je za fermentaciju odgovorna vrsta koji je nazvao zimaza i da se ona nalazi u
stanicama kvasca. Biokemijski put ukljucen u fermentaciju, Sto je ujedno i prvi put koji je otkriven,
razjasnili su Embden i Meyerhof. Konac¢no, godine 1926. je kristalizacija enzima ureaze iz graha

pokazala da je biolosku katalizu proveo kemijski spoj.

Spoznaja o tome da su za bioloSku katalizu zasluzni enzimi prethodila je pojaSnjenju
brojnih metabolickih puteva, njihovom razvoju i detaljnom proucavanju. Razvoj molekularne
biologije i brzih metoda sekvencioniranja DNA tijekom 1980-ih otvorio je mogucnost lakSeg
kloniranja gena koji kodiraju odredene enzime, $to je omogucilo proizvodnju i izolaciju velikih
koli¢ina brojnih enzima. Takoder, razvoj u odredivanju kristalografske strukture proteina doveo je

do utvrdivanja rendgenskih kristalnih struktura enzima.t



2.1.2. Struktura i funkcija enzima

Proteini su polipeptidi sastavljeni od linearnog slijeda L-aminokiselina povezanih amidnim
vezama. Postoji 20 prirodnih aminokiselina koje se koriste u biosintezi proteina od kojih sve imaju
L-konfiguraciju, ali se razlikuju po prirodi bo¢nog lanca aminokiselina. Slijed aminokiselina
odreden je nukleotidnom sekvencom gena koji kodira taj enzim.! Ukoliko se promijeni slijed
aminokiselina u lancu, promijenit ée se i kompletna njegova struktura i funkcija.> Molekulska masa
enzima je izmedu 10 000 i 100 000 Da, §to odgovara nizu od priblizno 80-800 aminokiselina.
Nakon $to je biosintezom nastao polipeptidni lanac, zapoc€inje proces formiranja trodimenzionalne
strukture proteina, sto je prikazano na Slici 2.1. Povezivanjem lanaca pomocu vodikovih veza u
ravnini nastaje sekundarna struktura koja se naziva planarnom ili nabranom strukturom.
Sekundarna struktura moze biti i u obliku uzvojnice koja nastaje kada se proteinski lanac rasporedi
oko osi zamiSljenog valjka. Ovu strukturu stabiliziraju vodikove veze nastale izmedu amidnih 1
karbonilnih skupina. Tercijarna struktura jo$ se naziva i fibrilnom strukturom, a nastaje kada se
peptidni lanci medusobno preklapaju i povezuju kovalentnim vezama. Konacan izgled molekule
proteina odreden je kvartarnom strukturom koja je odredena disulfidnim mostovima i sekundarnim

valencijskim silama.®
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Slika 2.1. Proces formiranja trodimenzionalne strukture proteina



2.1.3. Enzimi kao katalizatori

Katalizator je vrsta koja povecava brzinu kemijske reakcije i koja po zavrSetku kemijske
reakcije ostaje nepromijenjena.! Enzimi su se pokazali iznimno uéinkovitima u kataliziranju

odredene kemijske reakcije na na¢in da smanjuju energiju aktivacije za tu reakciju (Slika 2.2.).

Energije aktivacije
Prijelazno

Reakcija bez / stanje Reakcija bez katalizatora

katalizatora

Enzim-katalizirana
reakcija

Slobodna energija

5 ES  Eint

Enzim-katalizirana reakcija

EP

Reakcijska koordinata

Slika 2.2. Dijagram energije aktivacije za reakciju kataliziranu enzimom

Unutar strukture enzima postoji mjesto u obliku rascjepa ili Supljine koje sadrzi hidrofobna
podrucja za eliminaciju molekula vode iz otapala tijekom odvijanja reakcije. To mjesto se naziva
aktivnim mjestom, i ono je zasluzno za kataliziranje reakcija. Mehanizam odvijanja reakcije moze

se opisati sljedecom jednadZzbom:
E+S—ES—E+P 1)
a detaljan opis slijedi u nastavku.t

U prvom koraku se supstrat veze na aktivno mjesto enzima (Slika 2.3.a) prilikom cega
nastaje kompleks enzim-supstrat (ES) (Slika 2.3.b). Supstrat se veze na aktivnho mjesto enzima
djelovanjem nekovalentnih interakcija: elektrostatskih sila, vodikovih veza, hidrofobnih
interakcija 1 van der Waalsovih meduatomnih sila. Navedene reakcije dovode do preciznog
uklapanja izmedu aktivnog mjesta enzima 1 njegovog odredenog supstrata, $to objaSnjava visoku

selektivnost enzimske katalize.!
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Slika 2.3. Shematski prikaz a) enzimskog aktivhog mjesta, b) kompleksa enzim-supstrat (ES), c)

kompleksa enzim-supstrat (ES) s kofaktorom (Z)

Drugi korak podrazumijeva prijelaz supstrata vezanog za enzim u produkt koji je takoder
vezan za enzim, a odvija se kroz jedno ili vise prijelaznih stanja. Ova kataliza uklju¢uje mali broj
boc¢nih lanaca aminokiselina na aktivnom mjestu koji sudjeluju u reakciji (X, Y, (Slika 2.3.b)) kao
kisele, bazi¢ne ili u nekim slucajevima kao nukleofilne skupine koje tvore kovalentnu vezu sa
supstratom. U kona¢nici kompleks enzim-produkt (EP) disocira kako bi se oslobodio produkt P i
regenerirao enzim koji onda moze slobodno katalizirati sljede¢u takvu reakciju. Neke reakcije
katalizirane enzimima zahtijevaju prisutnost kofaktora (Slika 2.3.c). Drugim rijec¢ima, kofaktori
poveéavaju mogucnost primjene enzima. Postoje dvije vrste kofaktora: male organske molekule
koje se nazivaju koenzimima (primjerice, molekula piridoksal fosfata poznatija kao vitamin B6),
te metalni ioni (Fe?*, Zn?*, Mn?*, Cu*), koji se mogu Koristiti za vezivanje supstrata, za katalizu

Lewisove kiseline ili u nekim slu¢ajevima za reakcije oksidacije ili redukcije.

Poznato je, dakle, da enzimi smanjuju energiju aktivacije i time ubrzavaju proces, no
postavlja se pitanje na koji nacin oni to postizu. Odgovor stoji u €injenici da postoje specificne
interakcije koje nastaju izmedu aktivnog mjesta enzima i prijelaznog stanja reakcije, ali koje
nastaju bez ES 1 EP kompleksa. Primjerice, specifi¢na vodikova veza moze nastati prijelaznim
stanjem pri prekidu veze. Na taj nacin se prijelazno stanje visoke energije stabilizira, energija
aktivacije smanjuje, a brzina reakcije povecava. Shematski prikaz nalazi se na Slici 2.4. koja
prikazuje hidrolizu veze ester/amid kataliziranu enzimom. Napad grupe nukleofilnih aktivnih

mjesta Y generira prijelazno stanje koje se stabilizira nastankom vodikovih veza s enzimom i



komplementarno$¢u oblika s enzimom. Potom nastaje akovalentni intermedijer acil-enzima koji

se hidrolizira kako bi se regenerirao slobodni enzim.!

Enzim-
katalizirana _—
reakcija

a4, -

OH

Slika 2.4. Hidroliza veze ester-amid katalizirana enzimom

2.1.4. Regulacija kataliti¢ke aktivnosti i stabilnost enzima

Brojni enzimi se proizvode kao neaktivni prekursori koji zahtijevaju odredenu
posttranslacijsku promjenu u strukturi kako bi postali aktivni. Primjeri takvih enzima su proteaze
Cija je zadaca razgradnja proteina. Dakle, u svojem aktivnom obliku, proteaza je donekle opasna
za stanicu. Moze se proizvesti kao neaktivan propeptid koji sadrzi nastavak na amino terminalnom
dijelu proteina. Taj se nastavak cijepa zasebnom proteazom kako bi se oslobodio aktivni oblik
enzima. Jedna molekula cijepajuce proteaze moze pocijepati veliki broj propeptida kako bi
oslobodila drugu proteazu, a pojac¢avanje ucinka ostvaruje se kaskadom koraka cijepanja proteina.

Takva jedna kaskada zasluZna je za zgruSavanje krvi kod sisavaca.

U mnogim je sluc¢ajevima aktivni oblik enzima reguliran daljnjim modifikacijama. NeKi
enzimi mogu se fosforilirati (prilikom ¢ega se dobije fosfoenzim) ili glikozilirati (prilikom ¢ega
nastaje glikoprotein), a produkti navedenih postupaka su viSe ili manje aktivni enzimi. Primjer

enzima reguliranog fosforilacijom je glikogen fosforilaza koji je ukljucen u razgradnju glikogena.



Mnogi enzimi sadrze efektorska mjesta koja se razlikuju od aktivnog mjesta enzima za koje se
onda efektorska molekula mora vezati kako bi se aktivirao enzim. Primjer jednog takvog enzima
je fosfofruktokinaza koja katalizira rani korak u glikolitickom putu, a reguliraju ju molekule ATP-
a, AMP-a i citrat. Ovakva vrsta povratne regulacije je Cesti slucaj kod ranih koraka biosintetskog
puta gdje se kao efektori koriste krajnji produkti. Na taj naéin se protok meduproizvoda kroz

odredeni put moze regulirati nedostatkom ili viskom krajnjih proizvoda toga puta.t

2.1.5. Operacijska stabilnost enzima

Stabilnost enzima se definira kao aktivnost enzima koja je preostala nakon $to prode
odreden vremenski period. Postoje dvije vrste stabilnosti, operacijska stabilnost i stabilnost u
uvjetima skladiStenja. Za enzimsku stabilnost je bitno oCuvanje aktivhe konformacije enzima.
Mogucée promjene aktivne enzimske konformacije jesu posljedice promjena u kovalentnim

vezama, ionskim i dipolarnim silama, te razli¢itim hidrofilnim i hidrofobnim interakcijama.?

Stabilnost enzima u uvjetima skladistenja vezana je uz fizikalno stanje enzima, ovisi, dakle,
0 tome da li se radi o liofilizatu, suspenziji ili otopini. Takoder, na ovu vrstu stabilnosti utjece i
sredina u kojoj se enzim cuva, dodatak stranih tvari kao $to je supstrat, efektor, inhibitor ili

stabilizator, ali znacajan utjecaj ima i temperatura.®

Operacijska stabilnost enzima se definira kao stabilnost enzima kroz period kontinuirane
upotrebe, a izrazava se kao vrijeme koje je potrebno da se aktivnost enzima smanji na polovinu
svoje pocetne vrijednosti, odnosno, kao vrijeme poluraspada. Operacijska stabilnost ima veliki
znacaj za provedbu procesa, a uz to je i vazan parametar koji ima utjecaj na volumnu
produktivnost. Uz izraZavanje vremena poluraspada, za iskazivanje stabilnosti enzima procjenjuje
se i vrijednost konstante inaktivacije, kq. Uz pretpostavku da se kinetika reackije inaktivacije moze
opisati modelom prvog reda, konstanta inaktivacije povezana je s vremenom poluraspada i moze

se izradunati preko sljedeceg izraza®:

In 0,5
kq

@)

lyj2 = —

Operacijska stabilnost enzima ovisi 0 nekoliko faktora koji se nalaze na shematskom prikazu na
Slici 2.5.



Tip procesa
(kontinuirani/dis-
kontinuirani, vrsta

Pocetna koncentracija reaktora...)
supstrata,
koncentracija
produkta, konverzija Medij (pufer
sup_s_trata, 0o ionska jakost
akumulacija supstrata OpE’fGCUSkO otapala i
. otopine)
stabilnost
Potrebno enzima
vrijeme rada Temperatura
(provedba na (strogo
CEET A 2 N kontrolirani
riede mijenja wvietl
sadriaj Postupak tempejra ture)
reaktora) primjene
enzima

Slika 2.5. Faktori o kojima ovisi operacijska stabilnost enzima

2.1.6. Industrijska primjena enzima

Koristenje enzimatske katalize u komercijalne svrhe je podrucje biotehnoloske industrije
koje je u novije vrijeme od velikog interesa i u stalnom porastu. Upotreba enzima je tako pronasla
primjenu u asimetri¢noj organskoj sintezi. Imajué¢i na umu da su enzimi visoko ucinkoviti
katalizatori koji djeluju u blagim uvjetima i enantiospecificni su, mogu se koristiti u mnogim
sluajevima za razdvajanje i prevodenje racemicnih smjesa u njihove opticki aktivne komponente.
Ova je primjena od velike vaznosti u proizvodnji lijekova, buduéi da jedan enantiomer lijeka
obi¢no ima posve drugacija bioloska svojstva od drugog. Enzimi se takoder koriste kao biosenzori
za medicinsko i okolisno pra¢enje vaznih metabolita. Stoga, ukoliko se put odredenog supstrata
moze povezati s proizvodnjom elektri¢nog signala, tada se, u principu, enzim moze imobilizirati
na ¢vrstu podlogu i koristiti za detektiranje prisutnosti supstrata. Primjerice, enzim glukoza
oksidaza se na ovaj nacin koristi za izradu biosenzora za razinu glukoze u krvi koji koriste osobe

oboljele od dijabetesa. Enzimi koji su ukljuceni u biosintezu vaznih prirodnih proizvoda takoder



su od potencijalnog interesa za biotehnologiju. Mnogi od prirodnih proizvoda strukturno su
poprili¢no sloZeni i gotovo ih je nemoguce sintetizirati u laboratoriju po pristupacnoj cijeni. Jedan
primjer je industrijska proizvodnja polusintetickih penicilina koriStenjem prirodnog enzima
penicilin acilaze. Penicilin G, koji se dobiva uzgojem Penicillium plijesni, ima odredene klinicke
nedostatke, stoga se enzimskom deacilacijom i ponovnom kemijskom acilacijom dobiva Citav niz

polusinteti¢kih penicilina pobolj$anih svojstava koji su prema tome i klini¢ki korisniji.

2.2.PROTEAZE

Proteaze ili proteoliticki enzimi jesu enzimi ¢ija je osnovna zadaca cijepanje peptidne veze
te se na taj nacin velike molekule proteina prevode u manje molekule ili u aminokiseline.
Proteoliticki u€inak ocituje se u polarizaciji amidne CO veze te aktivaciji nukleofilne grupe kako
bi ona mogla napasti karbonilni ugljik, §to u konacnici rezultira hidrolizom. Na Slici 2.6. je
prikazan mehanizam cijepanja peptidne veze. Proteaze djeluju u kontekstu slozenih mreza koje se
sastoje od aktivatora i inhibitora, peptida, receptora, supstrata i drugih malih molekula $to u
konacnici utjeCe na njihovu prostornu i vremensku aktivnost. Raznolikost u njihovim ulogama
proizlazi iz modifikacija u strukturama koje zapravo imaju sli¢ne geometrije aktivnih mjesta, ali
na razliite nacine prepoznaju supstrate. Zbog velike strukturne i funkcionalne raznolikosti, ovi
enzimi obavljaju brojne funkcije koje su od velikog znacaja za zivi organizam. Tako su, primjerice,
proteaze zasluzne za unutarstani¢no “recikliranje” proteina, probavu hranjivih tvari ili ranije
spomenuto kaskadno pojacanje imunoloskog sustava. Ljudski genom sadrzi preko 550 gena za
koje se pretpostavlja da su proteaze (otprilike 2% ljudskog genoma), od kojih su najzastupljenije

metalo, serinske i cisteinske proteaze.*

R Rz Protease, Ry 0 Rz
Ho Ho H20 Ho |_
—N—TC—C—N—C—C— —— ——N—C—C + HzN C—C—
N B N il
0 0 0

Slika 2.6. Mehanizam cijepanja peptidne veze
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Proteaze su na temelju karakteristicnih svojstava podijeljene u Sest skupina: aspartatne,

cisteinske, glutamatne, metalo, serinske i treoninske.

Veéina prirodno nastalih proteaza su neaktivni prekursori zvani zimogenima. Neki
zimogeni se aktiviraju promjenama u okolini koje iniciraju promjenu konformacije ili vezanjem
male molekule (najcesc¢e peptida) Sto takoder kao rezultat ima promjenu neaktivne konformacije
u aktivnu. Uobicajen postupak aktivacije zimogena ukljucuje ekspresiju proteaze spojene s
aktivacijskim segmentom koji je veli¢ine od 2 do 100 proteinskih ostataka i ¢ija je zadaca sprijeciti
proteoliticku aktivnost sve dok se ne odcijepi. Najcesc¢i aktivacijski segmenti su N-terminalne
sekvence koje stericki blokiraju aktivno mjesto, a osim toga, vazni su i za savijanje, stabilnost i

sortiranje prekursora proteaze.*

2.2.1. InZenjerstvo proteaza i primjena u industriji

Temeljeno na snazi i specifi¢nosti hidrolitickih reakcija inzenjerskih proteaza otvara se
mogucnost velikom broju potencijalnih upotreba. Kljuéno svojstvo jest prividna plasti¢nost
aktivnih mjesta proteaza koja im je omogucila evoluciju u razli¢itim stupnjevima specifi¢nosti i
selektivnosti prema supstratu otvarajuci tako i moguénost za daljnji razvoj inzenjerstva te stvaranje

jedinstvenih i novih aktivnosti.*

Jedinstvene kataliticke aktivnosti proteaza Cine ih jeftinim izborom za hidrolizu peptidnih veza za
industrijsku upotrebu. No, primjena u komercijalne svrhe vrlo ¢esto zahtijeva odrzavanje velike
aktivnosti u nefizioloskim uvjetima kao $to su visoke temperature i pH, prisutnost intenzivnih
keliraju¢ih sredstava i deterdZenata. Buduci da to nije prirodno okruzenje za enzime, oni su u
takvim uvjetima nestabilni ili neaktivni. Stoga se inZenjerstvom proteaza mutagenezom ili
usmjerenom evolucijom generiraju proteaze s poboljsanim funkcijama koje zadovoljavaju potrebe

komercijalne primjene.*

Proteaze su se prvi put primijenile u industriji deterdzenata, te koznoj i prehrambenoj
industriji. U nastavku slijede svojstva proteaza koja su bitna ukoliko je enzim namijenjen

koristenju u idustrijama.*
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2.2.1.1. Termostabilnost

Visoka termostabilnost je vrlo vazno svojstvo za primjenu proteaza u industriji
deterdzenata ili preradi koze. Povecane temperature mogu utjecati na nekovalentne interakcije
unutar savijenog proteina, moze do¢i do razmatanja proteina, ¢ime on mijenja svoj oblik, ali i gubi

funkciju.?

Proteinsko inZenjerstvo rjeSenje pronalazi u moduliranju stabilnosti u skladu sa Zeljenim
zahtjevima. Prvi korak u poboljSanju termostabilnosti jest trazenje bilo kakvih prirodno
evoluiranih stabilizacijskih ostataka usporedbom sekvenci s odgovaraju¢im homolognim
proteinima iz mezofila i termofila. Osim toga se opsezno istrazuje i nekoliko drugih strategija

proteinskog inZenjerstva.*
2.2.1.2. Disulfidne veze

Prilikom nastajanja kvartarne strukture, nekim proteinima je prirodno da stvaraju
disulfidne veze cija je funkcija stabilizacija proteina. Jedna od strategija u proteinskom
inzenjerstvu za poveéanje stabilnosti strukture jest uvodenje neprirodnih intramolekularnih
disulfidnih veza. Dodatne intramolekulske disulfidne veze mogu smanjiti entropiju razmotanog
polipeptidnog lanca stabiliziraju¢i tako savijenu strukturu. No, pritom treba imati uzeti u obzir da
uvodenje disulfidnih veza na pogreSnim mjestima u strukturi moZze dovesti do naruSavanja

stabilnosti proteaza.*
2.2.1.3. Modifikacija aminokiselina

Budu¢i da je struktura i funkcija proteina odredena slijedom aminokiselina u
polipeptidnom lancu, i najmanja promjena u tom smislu moZe u potpunosti promijeniti izgled, ali
i funkciju cijelog proteina. Na ovaj na¢in se promjenom slijeda moze utjecati na ponasanje enzima
prema supstratu. Mutageneza i kemijska modifikacija su vazne strategije u stvaranju oksidacijski
oslabljenih ostataka u proteazama s ciljem poboljSanja svojstava otpornih na oksidaciju.
Primjerice, u neoksidativnim uvjetima su aminokiseline koje sadrze sumpor (cistein i metionin)

pokazale najspecifi¢nije aktivnosti prema odredenom supstratu.*
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2.2.1.4. Metalno vezivanje

Mjesta vezivanja metala mogu imati funkciju stabilizacije 1 za aktivacije enzima.
Primjerice, visoko termostabilna proteaza iz Bacillus sp. u potporodici subtilisin snazno se
stabilizira vezanjem triju iona Ca?" na specifi¢na mjesta u tercijarnoj strukturi sprje¢avajuéi tako
autolizu 1 toplinsko razmatanje. No, za upotrebu u deterdZzentima za rublje su potrebne
modificirane varijante subtilisina koje pokazuju visoku stabilnost i kataliticku aktivnost bez
prisutnosti kalcija zbog velike koncentracije kelatnih sredstava prisutnih u vec¢ini marki. Kako bi
se rijeSio ovaj problem, izolirana je evoluirana varijanta subtilisina, potencijal vezanja kalcija u
pocetku je uklonjen brisanjem petlje za vezanje kalcija, nakon cega je uslijedilo poboljsanje
stabilnosti usmjerenom evolucijom. Promjenom 12 polozaja aminokiselina je dobivena vrlo
stabilna varijanta subtilisina s pove¢anim vremenom poluraspada na poviSenim temperaturama, a

bez prisutnosti kalcija.*
2.2.1.5. Stabilnost i aktivnost u organskim otapalima

Industrijska primjena enzima moze se uvelike prosiriti ukoliko enzim moze djelovati u
prisutnosti organskih otapala, a ne samo u vodenim sredinama. Proteaze, ukljucujuéi i ranije
spomenuti subtilisin, pokazale su potencijalnu primjenu u organskoj sintezi, sintezi peptida,
enzimskoj esterifikaciji oligosaharida u dimetilformamidu (DMF). Sloj vode kao otapala vezan za
savijenu strukturu proteina omogucava proteinu da pri prijelazu iz vode u organsko otapalo zadrzi
ispravnu 1 funkcionalnu konformaciju. No, organska otapala koja se mijeSaju s vodom, kao $to je
DMF, imaju sposobnost uklanjanja vode od molekule proteina, iz cega kao posljedica proizlazi
destabilizacija prirodnog proteina. Organska otapala takoder mogu destabilizirati stanje prijelazne
reakcije i na taj nacin smanjiti kataliticku aktivnost enzima. Stoga, proteinsko inZenjerstvo ima
zadatak da usmjerenom evolucijom pronade rjeSenje za oporavak izgubljene stabilnosti i

kataliti¢ke aktivnosti enzima u organskim otapalima.*
2.2.1.6. InZenjerstvo proteaza u terapijskim primjenama

Koncept koristenja dizajniranih proteaza u terapijskim primjenama dugo je bio cilj
farmaceutske industrije. Kataliticka aktivnost proteaza Cini ih jedinstvenom terapijom u smislu da
u malim dozama imaju mogucénost inaktivirati ciljane proteine i pritom pokazati veliku

ucinkovitost. U kombinaciji ti efekti mogu dovesti do potrebe za manjim i rjedim doziranjem §to
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rezultira nizim troSkovima. Trenutno se klinicki ispituju razliCite terapije proteazama te se za
mnoge od njih ocekuje da ¢e u idu¢ih nekoliko godina izaci na trziSte. Americka agencija za hranu
i lijekove (FDA) je odobrila razli¢ite prirodne proteaze za primjenu kod trombolize, hemofilije,
gréenja misica, sepse 1 drugih. U terapijske svrhe su trenutno na trzistu najvise zastupljene serinske
proteaze, od Cega su samo dvije projektirane za poboljSana svojstva kao §to je vrijeme poluzivota
u serumu ili stabilnost, ali do sada nisu zabiljezeni dizajni enzimas ciljem pobolj$anja specifi¢nosti

i selektivnosti.*

Od godine 1982., kada je usmjerena mutageneza koriStena prvi put u inZenjerstvu enzima
poznate strukture, ostvarena su izvanredna postignuca za pobolj$anje urodenih svojstava proteaza,
kao Sto su kataliticka aktivnost i stabilnost. lako su postignuca sa subtilisinom i faktorima
zgruSavanja kod ljudi pokazala mjerljivo pozitivan ucinak, Sira primjena komercijalnih proteaza 1
dalje je ograniCena jer je postignut mali napredak u mijenjanju specifi€nosti supstrata. Stoga,
prilagodba specifi¢nosti proteaza jest vazan cilj u unaprjedenju uporabe projektiranih proteaza za

terapijske primjene.”

2.2.2. Komercijalne proteaze

Prilikom izrade ovog rada koriSteno je Sest komercijalnih proteaza proizvodaca
Novozymes, najveceg svjetskog dobavljaca enzimskih i mikrobnih tehnologija. Njihova imena i

kratak pregled informacija nalaze se u Tablici 2.1..
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Tablica 2.1. Komercijalne proteaze

_ . Optimalni o
Enzim Porijeklo o Primjena
uvjeti
: pH 7-9 ) . :
Bacillus stereoselektivna hidroliza amino
Alkalaza® S temperatura _ o
licheniformis estera i selektivnih estera
30-65 °C
pH 8-10 ) ) S
serinska endopeptidaza, hidrolizira
Esperaza® temperatura ] )
unutarnje peptidne veze
30-70 °C
: pH 7 o
Bacillus Metalo endoproteaza, hidrolizira
Neutraza® ) ) temperatura ) )
amyloliquefaciens unutarnje peptidne veze
40-50 °C
pH 4-8
Hidroliza proteina zivotinjskog
temperatura - N o
Flavourzyme® podrijetla, ekstrakcija proteina iz
30-65 °C
kvasaca
pH 5-9
Novozyme’ _ _ o
37071 Aspergillus oryzae temperatura Stereoselektivna hidroliza estera
30-60 °C
pH 7-11 Endoproteaza, hidrolizira proteine
Novo-ProD?® temperatura perja, glikozamine, Zelatinu,
55-75 °C kolagen
2.3.HITIN

2.3.1. Struktura i svojstva hitina

Hitin je jedan od najrasprostranjenijih biopolimera u prirodi.® Rije¢ je o linearnom

strukturnom polisaharidu slicnom celulozi, sastavljenom od 2-acetamido-2-deoksi-D-glukoznih
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jedinica povezanih a-(1-4)- vezama koje se mogu de-N-acetilirati do odredene mjere. Prikaz
ponavljaju¢e monomerne jedinice se nalazi na Slici 2.7. Molekule hitina su poredane u helikoidne
mikrofibrilarne strukture koje su ugradene u proteinski materijal ljuski. Hitin se javlja u tri
polimorfna oblika, a-, p-, y- hitinima, koji se razlikuju po rasporedu molekularnih lanaca unutar
kristalne ¢elije. a-hitin je sa svojim antiparalelnim lancem najrasprostranjeniji hitin u prirodi,
prisutan je kod rakova i Skoljki. S-hitin ima paralelne lance i ima ga u torovima lignji, dok je -

hitin kombinacija a- 1 g-hitina. Hitin je usko povezan s proteinima, mineralima, lipidima i

N H
\O’&@: chh
H
o

| GHS | n

pigmentima.?

Slika 2.7. Ponavljaju¢a monomerna jedinica hitina

Nekoliko istrazivanja pokazalo je da se specificne karakteristike, kao Sto su stupanj
deacetilacije te molekulska masa hitina i njegovog deacetiliranog derivata hitozana, razlikuju
ovisno o uvjetima procesa. Fizikalno-kemijske karakteristike hitina i hitozana utjecu na njihova
funkcionalna svojstva kao §to su topljivost, kemijska reaktivnost i bioloska aktivnost. Slicno
celulozi, hitin je netopiv u vodi, vodenim otapalima i1 uobi¢ajenim organskim otapalima zbog
svojih jakih unutarmolekulskih 1 medumolekulskih vodikovih veza. Topljivost, koja je povezana
s razli¢itim parametrima, vrlo je tesko kontrolirati.? Hitin se hidrolizira razli¢itim metodama s
ciljem nastajanja manjih oligosaharida. Neke od kemijskih metoda su provodenje acetolize
pomoc¢u anhidrida octene kiseline/sumporne kiseline, hidroliza s klorovodicnom
kiselinom/sonoliza pod ultrazvu¢nim zraéenjem ili fluorohidroliza pomoéu bezvodnog HF. Hitin
podlijeze nespecifi¢noj enzimskoj hidrolizi lizosomima, celulazama, hemicelulazama, proteazama
1 lipazama. Sli¢ne kemijske strukture celuloze 1 hitina/hitozana odreduju sli¢nost njihovih puteva
razgradnje od strane mikroorganizama, ukljucujuéi stvaranje djelomi¢no deaminiranog

hitozana/celuloze.** Enzimska hidroliza korisna je metoda za pripravu monomera iz hitina i
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hitozana jer je prinos monomera veéi enzimskom hidrolizom u odnosu na kiselinsku, a i ekoloski

jedinice hitina i hitozana prilikom &ega nastaju jedinice glukozamina i octena kiselina.®

U biosferi su prisutne velike koli¢ine hitina. Glavna je komponenta u potpornim tkivima
organizama kao $to su rakovi, gljive i insekti.!? U preradi kozica za ljudsku prehranu preko 40%
ukupne mase odlazi u otpad. Oko 40% otpada ¢ini hitin prekriven kalcijevim karbonatom i
astaksantinom, sadrzi meso i male koli¢ine lipida. Manji dio otpada se susi 1 koristi kao hrana za
kokosi, dok se ostatak odlaze u more Sto predstavlja jedno od glavnih oneéiS¢enja obalnih
podrucja. Koristenje otpada Skoljkasa predlozeno je ne samo za rjeSavanje ekoloskih problema,
veé 1 kao alternativa za tretiranje otpada SkoljkaSa buduci da je u sastavu 30-40% proteina, 30-

50% kalcijevog karbonata i 20-30% hitina, ovisno o vrsti i sezoni.?

Danas glavni izvor industrijskog hitina dolazi od otpada iz proizvodnje morske hrane, a
najlaksi nacin dobivanja je jednostavna ekstrakcija. Ekstrakcija hitina se moze provesti kemijskom
i bioloskom metodom, a shematski prikaz nalazi se na Slici 2.8. Kemijska metoda podrazumijeva
dva osnovna koraka od ¢ega je prvi odvajanje proteina alkalnom obradom (deproteinizacija), a
drugi odvajanje kalcijevog karbonata i kalcijevog fosfata kiselom obradom na visokoj temperaturi
(demineralizacija). KoriStenjem enzima proteaza za deproteinizaciju ljuski rakova izbjegava se
kori$tenje luzine. Bioloska metoda obrade omogucuje dobivanje ¢vrste frakcije hitina i tekuce
frakcije bogate proteinima, mineralima i astaksantinom. Tekuca frakcija se moze koristiti 1 kao

proteinsko-mineralni dodatak za prehranu ljudi ili kao stoéna hrana.?
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Ljuska
Bioloska metoda l Kemijska metoda

Pranje i usitnjavanje

Tretiranje luzinom (1 M
NaOH 1-72 h na 65-100

Deproteinizacija pomocu )

proteaza koje proizvode
gljive .
Proteini

Deproteinizirana ljuska

Demineralizacija pomocu

organskih kiselina koje Tretiranje kiselinom (0.275-

proizvode bakterije 2.0 M HCI 1-48 h na 0-100
°C)

Minerali (kalcijev
karbonat 1 kalcijev
fosfat)

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

!

Sirovi hitin

Slika 2.8. Shematski prikaz obrade ljustura, usporedba bioloske i kemijske metode

2.3.2. Primjena hitina i hitozana

Tijekom proteklih nekoliko desetljeca su hitin 1 hitozan privukli veliki interes s obzirom na
Sirok raspon novih primjena koje su mogucée zahvaljuju¢i jedinstvenim svojstvima,

biorazgradivosti, biokompatibilnosti te netoksi¢nosti.
2.3.2.1. Procis¢avanje otpadnih voda

Hitin 1 hitozan se mogu koristiti za adsorpciju ili fiksaciju teSkih metala 1 boja. Hitozan je
polikacijski polimer u€inkovit u koagulaciji, flokulaciji i dehidraciji aktivnog mulja zbog ¢ega se
koristi u pro¢is¢avanju otpadnih voda. Druga moguca primjena jest imobilizacija
mikroorganizama ili mulja u matricama hitozana za proc¢is¢avanje otpadnih voda u ekstremnim
okoli$nim uvjetima kao Sto su ekstremne pH vrijednosti te prisutnost organskih otapala. Na taj
nafin je omogucena ponovnha upotreba stanica mikroorganizama i njihovo koriStenje u

kontinuiranom procesu.?
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2.3.2.2. Prehrambena industrija

Primjena ovih biopolimera u prehrani tek je djelomicno iskoristena, a nude Sirok raspon
jedinstvenih primjena zahvaljuju¢i funkcionalnim svojstvima. Hitozan pokazuje sposobnosti
vezanja vode, masti i bojila, a moze se koristiti i kao emulgator. Koristi se kao dodatak prehrani
za konzerviranje hrane, kod filtriranja i bistrenja vo¢nih sokova, kao antioksidans, kao ekstrakt

zeljeza za sprjecavanje neugodnih mirisa u kuhanom mesu i tako dalje.?
2.3.2.3. Biomedicinska primjena

Hitin i hitozan pokazuju izvrsna bioloska svojstva kao $to su netoksi¢nost, biorazgradnja u
ljudskom tijelu, biokompatibilnost, pomazu kod zacjeljivanja rana, pokazuju hemostatsko
djelovanje. Hitin se koristi kao pomoc¢na tvar i nosa¢ lijeka u obliku filma, gela ili praha kod
primjena koje uklju¢uju mukoadhezivnost stoga se, osim ranije navedenoga, koristi i u isporuci

lijekova.?
2.3.2.4. Ostale primjene

Hitin 1 derivati hitozana mogu uc¢inkovito smanjiti bolesti koje se prenose tlom. Osim toga,
hitin ima veliki potencijal primjene u poljoprivredi, moze zadrzavati hranjive tvari u tlu te
doprinosi ciklusu dusika. Pri odredenim uvjetima hitin se moze prevoditi u saharide. Potencijalnu
primjenu ima 1 kod proizvodnje biogoriva, moZe se koristiti kao polako razgradujuéi supstrat u

mikrobnim gorivnim &lancima.?

19



3. EKSPERIMENTALNI DIO

Eksperimentalni dio podijeljen je u nekoliko cjelina. Najprije su odredivani optimalni radni
uvjeti (pH vrijednost i temperatura) komercijalnih proteaza, nakon ¢ega je uslijedilo ispitivanje
operacijske stabilnosti proteaza pri zadanim vrijednostima temperature i pH. Sljedeci korak bio je
hidroliza proteina u ostacima kozica u reaktoru pri dvjema razli¢itim koncentracijama enzima, dok

zadnji korak ukljucuje hidrolizu proteina u ostacima kozica u ponovljivom reaktoru.
3.1. APARATURA
U nastavku slijede fotografije i kratki opisi koriStenih uredaja i aparatura.

Na Slici 3.1. a i b su prikazane tresilice koja su koriStene za odrzavanje odredene

temperature enzima i za inkubaciju uzoraka.

Slika 3.1. a) Tresilica Thermo Scientific™, b) Tresilica Eppendorf ThermoMixer C

Slika 3.2. a) i b) prikazuju centrifugu s hladenjem koriStenu za odvajanje taloga i

supernatanta i rotor koji je pritom koristen za centrifugiranje reaktora malih volumena.
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Slika 3.2. a) Centrifuga Hettich Universal 320R i b) Rotor koriSten za centrifugiranje reaktora

malih volumena

Slika 3.3. prikazuje mijesalicu s grijacem koja je koriStena za otapanje kazeina u vodenoj
kupelji zagrijanoj na 75 °C. Uz to, koriStena je 1 za mijeSanje Bradford reagensa koristenog kod

odredivanja koncentracije proteina.

Slika 3.3. Mijesalica IKA RH Basic 2
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Sljedeca fotografija (Slika 3.4.) prikazuje spektrofotometar koristen za mjerenje promjena

apsorbancije pri odredenim valnim duljinama.

Slika 3.4. Spektrofotometar Shimadzu UV-1800

Za provedbu reaktorskih 1 ponovljivih eksperimenata bilo je potrebno odvagati odredenu
masu otpadaka kozica te staviti u reaktore. U tu svrhu koriStena je analiticka vaga prikazana na

Slici 3.5.

Slika 3.5. Analiticka vaga Shimadzu
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3.2. ANALITICKE METODE

3.2.1. Odredivanje volumne aktivnosti proteaza

Pojam odredivanja aktivnosti odnosi se na volumnu aktivnost. Kako bi se odredila volumna
aktivnost proteaza, provodena je reakcija razgradnje kazeina prilikom Cega nastaje tirozin.
Koncentracija tirozina odredivana je dodatkom Folinovog reagensa i mjerenja apsorbancije na
spektrofotometru pri valnoj duljini od 660 nm. Prije pocetka odredivanja aktivnosti bilo je
potrebno napraviti bazdarni pravac za tirozin (Prilozi, Slika 8.1.) i to tako da su mjerene
apsorbancije za poznate koncentracije otopina tirozina, a rezultati su prikazani u obliku linearne

ovisnosti apsorbancije o koncentraciji tirozina.

Shematski prikaz odredivanja volumne aktivnosti nalazi se na Slici 3.6.

160 pL
Folin reagens

Uzorkovanje CENTRIFUGA 160 pL Jl

INKUBACLIA S mine 410 Sy
150 pL min 14000 okr/min SUPernatant]I
600 pL
- °
40°C, 150 pL TCA Na2C0s
5 min
1100 okr/min MdABS ‘R
0,7 L= =
0o y <0.08575) + 0,1981 Wﬁ
g RT=0,9794
0,5
'3 0,4
< 03

Spektrofotometar 02
D => ,
A = 660 nm o1

0

0 1 2 3 4 5 ]

Slika 3.6. Prikaz odredivanja volumne aktivnosti

Volumna aktivnost odredivana je na na¢in da je u reaktoru pomijeSano 900 pL otopine
kazeina i 900 uL otopine enzima prema zadanom razrjedenju. U vremenu t = O je iz reaktora uzeto
150 pL uzorka i prebaceno u 150 pL otopine TCA kako bi se zaustavila reakcija, te je postupak

ponavljan u narednih 5 minuta s korakom od 1 minute. Nakon toga su uzorci inkubirani 10 minuta
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na sobnoj temperaturi kako bi se istalozio preostali enzim i kazein. Uslijedilo je centrifugiranje na
4 °C, 14000 okr min* tijekom 5 minuta. U sljedeéem koraku je 160 pL supernatanta prebaceno u
600 pL 0,5 M otopine Na>COs, te je po dodatku 160 uL 1 M otopine Folinovog reagensa uzorak
stavljen na inkubaciju na tresilicu pri temperaturi od 40 °C i 1100 okr min. Inkubacija je trajala
25 min, a po zavrSetku je uzorak prebacen u kvarcnu kivetu te je na spektrofotometru pri valnoj
duljini od 660 nm oc¢itana promjena apsorbancije. Na temelju promjene apsorbancije u vremenu

izracunata je volumna aktivnost prema sljede¢oj jednadzbi:

A, = Ve _ AABS 3)

€660'd "Venzim At

Ukupni volumen reaktora izrazen u mL predstavlja oznaka V. &g4, je ekstincijski
koeficijent pri valnoj duljini od 660 nm izrazen u cm? pmol?, a njegova vrijednost je jednaka

vrijednosti nagiba bazdarnog pravca za tirozin (Prilozi, Slika 8.1.). Oznaka d jest promjer kivete
(1 cm), a Venzim predstavlja volumen dodanog enzima i izrazen je u mL. Vrijednost omjera %

predstavlja promjenu apsorbancije u vremenu i izrazena je u min™. Primjer rezultata mjerenja

aktivnosti proteaze dan je na Slici 8.2. u poglavlju Prilozi.

3.2.2. Odredivanje koncentracije proteina

Primjenom Bradfordove metode odredivana je koncentracija proteina u krutim uzorcima.
Za ovu metodu je bilo potrebno pripremiti Bradfordov reagens na nacin da se 100 mg bojila
Commassie Brilliant blue otopila u smjesi 50 mL 95% etanola i 100 mL 85% ortofosforne kiseline
te se do volumena 1 L dodala ultra ¢ista voda. Dobivena smjesa se potom visestruko filtrirala kroz
0,45 um Sprica filter do smede boje. Pripremljeni reagens se ¢uvao u staklenoj boci omotanoj
folijom u hladnjaku na 4 °C. Prije koristenja je reagens otprilike sat vremena stavljan na sobnu

temperaturu uz lagano mijesanje na magnetskoj mijesalici.

Proces odredivanja koncentracije proteina provodio se mjerenjem promjene apsorbancije
smjese koju Cini uzorak proteina i Bradfordov reagens. Mjerenje se provodi u plasticnim kivetama
na spektrofotometru na dvije razliite valne duljine, 450 nm 1 595 nm. Sadrzaj kiveta ¢ini 500 pL
uzorka kojem se doda 500 uL. Bradfordovog reagensa, nakon cega slijedi inkubacija na sobnoj
temperaturi tijekom 10 minuta. Po zavrSetku inkubacije se provodi mjerenje. Na Slici 8.3. u

poglavlju Prilozi se nalazi bazdarni dijagram koriSten kod odredivanja koncentracije proteina.
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3.3. Optimalna pH vrijednost i temperatura

S ciljem utvrdivanja optimalnih vrijednosti pH i temperature za rad pojedinog enzima,
mjerene su promjene apsorbancija te raCunate vrijednosti volumnih aktivnosti proteaza prema
metodi opisanoj u Poglavlju 3.2.1. Ispitivane su pH vrijednosti od 7 do 9 s korakom 0,5 prilikom
Cega je koristen pufer Tris-HCI spomenutih pH vrijednosti i na temperaturi od 40 °C. Za ispitivanje
vrijednosti optimalne temperature koristen je pufer koncentracije 0,1 M Tris-HCI pH vrijednosti

8, a ispitivane su temperature izmedu 35 i 60 °C s korakom od 5 °C.

3.4. Operacijska stabilnost

Operacijska stabilnost odredivana je za Sest komercijalnih proteaza tijekom 71,5 h,
prilikom ¢ega su Alkalaza, Novozyme, Neutraza i Novo-ProD bili razrijedeni 400 X, a Esperaza i
Flavourzyme 200 Xx. Eksperimenti su provodeni pri temperaturi od 50 °C koriStenjem pufera Tris-
HCI koncentracije 0,05 M i pH vrijednosti 8. 1z reaktora je uzimano po 90 pL uzorka u Oh, 0,5h,
2h, 4h, 24h, 47h, 47,5h, 71h i 71,5h i dodano u 810 pL pufera i 900 pL kazeina te je prema

postupku iz Poglavlja 3.2.1. odredena aktivnost enzima.

Dobiveni eksperimentalni podaci obradeni su u programskom paketu Scientist kako bi se
opisala inaktivacija enzima. Kinetika smanjenja aktivnosti proteaza opisana je kinetikom prvoga

reda, kinetikom drugoga reda, te pomocu troparametarskog modela.

Za prikaz brzine inaktivacije se obi¢no koristi kinetika prvog reda koja je ujedno i

najjednostavniji model, a prikazuje se jednadzbom:
dA = —kyA (4)

Drugi nacin za opisivanje brzine inaktivacije jest kinetika drugog reda koja je dana

jednadzbom:

dA = —k A2 )
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Tre¢i model koristen za opis brzine inaktivacije jest troparametarski model. Osnova ovog
modela je Kinetika prvog reda za sustav s dva oblika enzima gdje se u obzir uzima da svaki oblik

enzima ima svoju brzinu inaktivacije. Jednadzba troparametarskog modela slijedi u nastavku:
A = Ag[(ae ka1t) + (1 — a)e Fazt) (6)

A predstavlja aktivnost enzima, Ao pocetnu aktivnost enzima, a je parametar koji oznac¢ava udio
pojedinog oblika enzima, a konstante kqz i kg2 jesu inaktivacijske konstante jednog i drugog oblika

enzima.

3.5. Priprema uzoraka kozica

Sirovina koriStena za ekstrakciju hitina Su u ovom slucaju ljusture kozica. Otpaci ljustura
su prikupljeni na trznici Dubrava u Zagrebu. Prije provodenja eksperimenata bilo je potrebno
pripremiti uzorke $to je provedeno na nacin da su ispirani vodovodnom vodom u tri obroka, potom
suseni 14 h u susioniku s digestorom kako bi se odvodili neugodni mirisi. Sljedeci korak u pripremi
bio je mljevenje ljuStura u mlincu za mljevenje kave. Zadnji korak ukljucuje prosijavanje na
analitickom situ promjera 200 mm i otvora mreze 2 mm. Rezultat obrade jest heterogena smjesa

Cestica razli¢itih veli¢ina, a manjih od 2 mm (Slika 3.7.) te pripadajuéeg karakteristi¢cnog mirisa.

Slika 3.7. Obradeni uzorci ljustura kozica
3.6. Hidroliza i ekstrakcija proteina u ljusturama kozica
Za provedbu hidrolize proteina iz otpadaka kozica koriStene su komercijalne proteaze
razli¢itih koncentracija (5 U / 10 mg i 0,5 U / 10 mg), a reakcije su provodene u kotlastim
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reaktorima volumena Vreaktor = 100 pL (0sim za Flavourzyme koncentracije 5 U / 10 mg gdje je
Vreaktor = 219 PL). Sadrzaj reaktora je uklju¢ivao masu kozica od 10 mg, odredene volumene pufera
0,05 M Tris-HCI pH vrijednosti 8, te odredene volumene pojedinog enzima §to je prikazano u
Tablici 3.1. za obje koncentracije. Eksperimenti su provodeni tijekom 8 sati na temperaturi od 50

°C i mijeani na 1100 okr min,

Tablica 3.1. Volumeni pufera i enzima koristeni kod hidrolize i ekstrakcije proteina

5U/10mg 0,5U/10 mg
Enzim Vpufer/UL  Venzim/UL | Vputer/UL = Venzim/UL Razrjedenje enzima

Alkalaza 78 22 78 22 10
Esperaza 90 10 90 10 10
Flavourzyme 0 219 78 22 1
Novozyme 95 5 95 5 10
Neutraza 41 59 41 59 10
Novo-ProD 92 8 92 8 10

Pripremljeno je 30 reaktora. Sve reakcije su pokrenute u isto vrijeme, ali nisu sve jednako
trajale. Za svaki pojedini enzim reakcije su prekidane nakon 1, 2, 4, 6 i 8 sati. Po zavrSetku reakcija
u prvoj seriji reaktora (nakon 1 h), reaktori su prebaceni na centrifugiranje tijekom 5 minuta na 4
°C i 14000 okr min. Dobiveni supernatant je izdvojen kako bi se odredila preostala aktivnost
enzima prema metodi opisanoj u Poglavlju 3.2.1. Talog je u dva obroka ispiran s po 1 mL pufera
0,05 M Tris-HC1 pH=8, nakon ¢ega je spremljen za analizu proteina prema metodama opisanim u

Poglavlju 3.7 i Poglavlju 3.2.2. Isti postupak proveden je i nakon 2, 4, 6 i 8 sati.
3.7. Ekstrakcija proteina

U svrhu ekstrakcije proteina iz ljustura kozica primijenjena je metoda alkalne ekstrakcije.

Ova metoda koristena je i kod ekstrakcije proteina iz ostataka Skampa, lososa i bakalara gdje se

pokazala iznimno u¢inkovitom. 34

Ekstrakcija proteina iz otpadaka kozica provedena je na ispranim talozima iz reaktorskih

eksperimenata. Krutim uzorcima je dodano 60 pL otopine NaOH koncentracije 0,5 M, 174 pL
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10% otopine NaCl te 366 uL ultra ¢iste vode. Reaktori su potom stavljeni na inkubaciju na tresilicu
pri 40 °C i 1100 okr min™ tijekom 1 sata, nakon &ega je uslijedilo centrifugiranje na 4 °C na 14000
okr min! tijekom 5 minuta. Dobiveni supernatant je izdvojen u svrhu odredivanja koncentracije

proteina metodom koja je opisana ranije, u Poglavlju 3.2.2.

3.8. Ponovljivi eksperimenti

U okviru ovih eksperimenta ispitivala se moguénost viSestruke primjene istog enzima
prilikom hidrolize proteina u ljusturama kozica. Na ovaj nacin je ispitana ué¢inkovitost istog enzima
u hidrolizi proteina u vise reakcija te je po zavrSetku eksperimenta odreden ostatak aktivnosti
enzima i koncentracija proteina u talogu. U ovim eksperimentima su KkoriStena tri enzima:
Alkalaza, Flavourzyme i Novo-ProD. Volumeni dodanog pufera i razrijedenih enzima nalaze se u
Tablici 3.2.

Tablica 3.2. Volumeni pufera i enzima koristeni prilikom provodenja ponovljivih eksperimenata

Enzim Razrjedenje enzima Vpufer/pLL Venzim/pLL
Alkalaza 10 178 22
Flavourzyme 1 178 22
Novo-ProD 10 192 8

Pripremljeno je 18 reaktora i u svakoga od njih je dodano po 10 mg kozica. U prva tri
reaktora (za svaki enzim) su dodani volumeni pufera (0,05 M Tris-HCI, pH=8) i razrijedenih
enzima prema Tablici 3.2., nakon ¢ega su reaktori prebaceni na tresilicu na 1100 okr min™ i 50 °C
tijekom jednog sata. Po isteku vremena, reakcija je zaustavljena centrifugiranjem na 14000 okr
min’! na 4 °C unutar 5 minuta. Supernatant koji sadrzi enzim je izdvojen i dodan u drugi reaktor u
kojem se nalazilo 10 mg kozica, ¢ime je zapoceta sljedeca reakcija. Talozi su isprani s po 1 mL
pufera u dva obroka te spremljeni za analizu proteina prema optimiranom postupku opisanom u
Poglavlju 3.2.2. Po zavrsetku zadnjeg eksperimenta je iz supernatanta odredena preostala aktivnost

enzima prema metodi opisanoj u Poglavlju 3.2.1.
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3.9. Obrada rezultata

U svrhu obrade rezultata koriSten je programski paket Scientist. Uzevsi u obzir
pretpostavljene modele i1 eksperimentalne podatke procijenjeni su parametri modela koriStenjem
metode najmanjih kvadrata i simpleks metode. Metoda najmanjih kvadrata se definira kao oblik
matematicke regresijske analize s ciljem odredivanja linije koja najbolje opisuje skup podataka.
Pritom svaka toCka predstavlja odnos izmedu nezavisne i zavisne varijable, a konacan cilj je graf
linearne funkcije, odnosno pravac, koji minimizira zbroj kvadrata pogreSaka nastalih zbog
rezultata pridruZenih jednadZbama.® Simpleks metoda jest opéa iterativna metoda koja se ujedno
smatra i konaénom metodom u linearnom programiranju budu¢i da rjeSava problem u kona¢nom
broju iteracija. Radi se o iterativnom postupku koji polazi od pocetnog rjesenja koje zadovoljava
jednadZbe i uvjete nenegativnosti i u svakom sljede¢em koraku trazi rjeSenje koje je bolje od onog

prethodnog.®

Simulacije se provedene rjeSavanjem diferencijalnih jednadZbi unutar programskog paketa
Scientist koji koristi metode kao §to su Episode algoritam, Eulerova metoda, Runge Kutta IV te

Bulrisch-Stoer metoda.

Kriteriji kao §to su standardna devijacija (R?) te kriterij odabira modela (Model Selection
Criterion, MSC) su koristeni za statistiCku usporedbu modela. Model Selection Criterion prikazuje

jednadzba:

MSC = In 2Ln=1Wi'(Yexp,i_Yexp)z _2p (7)
Yiea Wi'(Yexp,i_Yraé,i)z n

prilikom cega wi predstavlja parametre za uzorke podataka, Y simulirane vrijednosti, Yexp,i
eksperimentalno dobivene (izmjerene) vrijednosti, a Y., srednju vrijednost izmjerenih vrijednosti.
MSC je recipro¢na modifikacija Akaike informacijskog kriterija, ne ovisi o skaliranju podataka, a
Sto je vrijednost veca, oznacava bolje prilagodavanje. Kod usporedivanja modela, prikladnijim se

smatra onaj koji ima veéu vrijednost MSC.Y’
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom je radu kori$teno 6 komercijalnih proteaza (Tablica 2.1.) kao mogucih rjeSenja za
hidrolizu proteina iz otpada ljusaka rakova. Najprije su ispitani optimalni radni uvjeti, nakon cega
je odredena operacijska stabilnost svih enzima na temperaturi od 50 °C i pH vrijednosti 8.
Uslijedila je provedba reaktorskih eksperimenata gdje su za hidrolizu proteina koriStene dvije
koncentracije enzima, 5 U / 10 mg i 0,5 U / 10 mg. Zadnji korak bio je hidroliza proteina u
ponovljivom reaktoru u kojem je ispitano koliko se puta uzastopno moze koristiti isti enzim te

kolika je njegova ucinkovitost u provedbi takvih reakcija.

4.1. Odredivanje optimalnih radnih uvjeta

Svaki enzim ima svoje optimalno podrucje rada u smislu temperature i pH vrijednosti. Pri
tim uvjetima je njegova aktivnost najve¢a. Optimalna pH vrijednost proteaza koriStenih u ovom
radu ispitivana je pri temperaturi od 40 °C, a dobiveni rezultati prikazani su na Slici 4.1., prema
kojima svim proteazama odgovara alkalna sredina. Toc¢nije, optimalan pH za Alkalazu,

Flavourzyme, Novozyme i Neutrazu je 8, dok je za Esperazu i Novo-ProD 8,5.
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Slika 4.1. Optimalni pH za ispitivane proteaze (T = 40 °C)

Optimalne temperature su odredivane pri pH vrijednosti 8. Na Slici 4.2 je vidljivo kako je
njihove vrijednosti nalaze izmedu 40 i 60 °C, odnosno, najniza temperatura odgovara proteazi
Novo-ProD, a najviSa Alkalazi. Flavourzyme i Neutraza imaju najvecu aktivnost na 45 °C,

Novozyme na 50, a Esperaza na 55 °C.
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Slika 4.2. Optimalna temperatura za ispitivane proteaze (0,1 M Tris-HCI, pH 8)

Za provedbu svih daljnjih ispitivanja odredena je temperatura od 50 °C te pH vrijednost 8
koja je odrzana koristenjem pufera Tris-HCI koncentracije 0,05 M. Pri tim uvjetima je ispitana
volumna aktivnost proteaza ¢iji su rezultati prikazani na Slici 4.3. Rezultati su pokazali kako
najvecu aktivnost pri navedenim uvjetima ima Novozyme, nakon cega slijedi Novo-ProD,
Esperaza i Alkalaza, dok je Flavourzyme pokazao najmanju aktivnost. Zanimljivo je kako je za
Novo-ProD pokazao solidnu aktivnost s obzirom na to da su i temperatura i pH vi$i u odnosu na

optimalne vrijednosti.
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Slika 4.3. Usporedba aktivnosti ispitivanih proteaza (T = 50 °C, 0,05 M Tris-HCI pH 8)
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4.2. Operacijska stabilnost proteaza (pH 8, T =50 °C)

Operacijska stabilnost proteaza odredena je na temperaturi od 50 °C i pH vrijednosti 8.

Pritom je pracena aktivnost proteaza, a pad aktivnosti tijekom vremena je opisan pomocu tri

modela: kinetika prvog reda, kinetika drugog reda 1 troparametarski model. KoriStenjem

programskog paketa Scientist su procijenjene konstante brzine inaktivacije za kinetike prvog i
drugog reda (kq), a za troparametarski model je procijenjen udio pojedinog oblika izoenzima («),
te inaktivacijske konstante za svaki od oblika izoenzima, kg1 i kd2. Vrijednosti dobivene kao

rezultati procjene nalaze se u Tablici 4.1., a graficki prikazi usporedbe modela nalaze se na Slici

4.4,

Tablica 4.1. Procijenjeni parametri modela prvog reda, drugog reda te troparametarskog modela

inaktivacije u radnim uvjetima

Model 1. reda | Model 2. reda Troparametarski model
Enzim
kq/ min kq/ min- a kgr/ mint  Kgz/ mint
Alkalaza 2,41-1072 3,77-107 0,70 0,99 5,85-10*
Esperaza 3,17-1073 4,69-107° 0,64 1,25-10°  1,14-107
Flavourzyme 1,03-102 1,81-102 0,79 1,02:102  1,06:10%
Novozyme 4,41-107 9,02:107? 8,26:102 3,53-10% 5,45-107
Neutraza 5,91-103 9,19-10°3 0,22 3,51-10*  9,58-10°3
Novo-pro D 3,66:1073 5,49-10°3 0,63 1,06-10°  2,30-107
1,0 ﬂ' Alkalaza 1,0 € Esperaza
0,8 1 o eksperiment 0,8 1
kinetika 1. reda [ ] eksperiment
, 0,6 1 -_——— - kinetika 2. reda , 0,6 - kinetika 1. reda
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Slika 4.4. Operacijska stabilnost proteaza u radnim uvjetima (T =50 °C, 0,1 M Tris-HCI pH 8)

Pri odabiru modela, jedan od kriterija jest Sto manji broj parametara, stoga bi kinetika prvog
ili drugog reda bile idealne, a uz to je potrebno obratiti paznju na statisticku analizu te uzeti u obzir
parametre R i MSC. Vrijednost R? se najéesée primjenjuje u statistici u svrhu procjene prilagodbe
modela regresijske jednadzbe. Veca vrijednost R? ozna¢ava bolje slaganje s modelom.*® Vrijednost
R? je u svih 3est slu¢ajeva najveca za troparametarski model. Buduéi da se R? vrijednosti za model
drugog reda ne razlikuju mnogo u odnosu na one za troparametarski model, za opisivanje
inaktivacije Esperaze, Novozymea, Neutraze i Novo-ProD je prihvatljivija kinetika drugog reda
zbog jednostavnosti. Na primjeru Flavourzymea mozemo primijetiti da su R? vrijednosti jednake
za kinetiku prvog reda i za troparametarski model. U tom slu¢aju je kinetika prvog reda prikladnija,

takoder zbog jednostavnosti. Kao dio programskog paketa Scientist vrijednost MSC se koristi za
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prihvadanje ili odbacivanje modela.l” Vrijednosti MSC su u veéini sludajeva najvise za
troparametarski model, osim u slu¢aju Flavourzymea, gdje je MSC najvisi za kinetiku prvog reda.
Za primijetiti je takoder da su vrijednosti jednake za model drugog reda i troparametarski model u
slucaju Esperaze, dok je kod Neutraze MSC za troparametarski model tek malo vi$i u odnosu na

onaj kod modela drugog reda.

Prema grafovima sa Slike 4.4. te prema statistiCkoj analizi prikazanoj na Slici 4.5.
zakljuCujemo da se inaktivacija Alkalaze moze opisati pomocu troparametarskog modela,
inaktivacija Flavourzymea kinetikom prvog reda, dok se eksperimentalni podaci ostalih enzima
slazu s kinetikom drugog reda. Tablica 4.1. prikazuje vrijednosti konstanti inaktivacije enzima za
modele prvog i drugog reda te parametre troparametarskog modela. Opcenito vrijedi, Sto je veca
konstanta deaktivacije, enzim brze gubi aktivnost, tj. ima manju stabilnost, stoga je pozeljno da te
konstante imaju §to nize vrijednosti. S obzirom na odgovaraju¢i model i vrijednosti konstanti,
primjec¢ujemo da najmanju konstantu deaktivacije ima Esperaza (model drugog reda) ili jedan od
dva oblika Alkalaze (prema troparametarskom modelu), dok najvecu konstantu deaktivacije ima

Novozyme (model drugog reda) ili jedan od dva oblika Alkalaze (troparametarski model).

Statisti¢ka analiza modela inaktivacije proteaza prikazana je na Slici 4.5.

1,02 B (inetika 1. reda 8

3 kinetika 2. reda
1,00 BN troparametarski model

EE kinetika 1. reda
3 kinetika 2. reda
BN troparametarski model

0,98 -
Q
N | %] 1
x 0,96 S 4
0,94 -

0,92 4

0,90 -

Slika 4.5. Statisticka analiza modela inaktivacije proteaza
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4.3. Hidroliza proteina u ostacima kozica u reaktoru

Hidroliza proteina u ostacima kozica provedena je s dvije razli¢ite koncentracije enzima, 5

U/10mgi 0,5 U /10 mg. Pritom je iz supernatanta uzorka odredena preostala aktivnost enzima,

a iz krutih ostataka kozica odredena je koncentracija proteina i konverzija.

4.3.1. Koncentracija enzima 5 U /10 mg

Grafovi koji prikazuju mase proteina u ostacima kozica po zavrSetku hidrolize katalizirane

proteazama u kotlastom reaktoru, te pritom postignute konverzije nalaze se na Slici 4.6.
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Slika 4.6. Masa proteina i konverzija tijekom hidrolize proteina u ostacima kozica katalizirana
proteazama u kotlastom reaktoru (T =50 °C, 0,05 M Tris-HCI pH 8, Vieaktor = 100 L, Miozica =
10 mg, Aproteaze = 5 U).
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Slika 4.7. Usporedba konverzija tijekom hidrolize proteina u ostacima kozica katalizirana
proteazama u kotlastom reaktoru (t =8 h, T =50 °C, 0,05 M Tris-HCI pH 8, Vreaktor = 100 pL,
Mkozica = 10 M@, Aproteaze = 5 U).

Moze se primijetiti kako su postignute visoke konverzije kod svih enzima, te u veéini

slucajeva iznose preko 90% ve¢ nakon prvog sata, osim kod Neutraze gdje je nakon 0Smog sata
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postignuta konverzija od 90%. Uz to, vidljivo je kako su mase proteina ve¢ u prvom satu pale na
manje od 0,05 mg, osim kod Neutraze gdje je u prvom satu masa pala na nesto manje od 0,2 mg
te se postupno smanjivala iducih sati, da bi u osmom satu pala na otprilike 0,05 mg. lako su se svi
enzimi pokazali uc¢inkovitima u hidrolizi proteina, usporedujuéi visoke konverzije (Slika 4.7.) i

preostale male mase proteina mogu se izdvojiti Alkalaza, Novozyme i Novo-ProD.

Slika 4.8. prikazuje operacijsku stabilnost enzima, te je prikazan model koji je opisao
eksperimentalne podatke dobivene u eksperimentima tijekom hidrolize proteina u ostacima kozica
(model sa supstratom), te model koji je koriSten prilikom ispitivanja operacijske stabilnosti enzima
opisan u Poglavlju 4.2. (model bez supstrata). Moze se primijetiti da je kod svih enzima doslo do
povecanja stabilnosti osim kod Esperaze kada je enzim bio u dodiru sa supstratom. Razlog lezi u
¢injenici da produkti hidrolize proteina stabiliziraju sami enzim. Kao najstabilniji enzim se u ovim
eksperimentima se pokazao Flavourzyme kod kojeg uopce nije uocen pad aktivnosti. Moguci
razlog tome je $to je ovaj enzim u reakciji koriSten bez dodatka pufera odnosno nije razrjedivan, a
takoder je poznato da proteini kao takvi stabiliziraju enzim. Obzirom da je enzim koriSten

koncentriran za pretpostaviti je da je koncentracija proteina u tom reaktoru bila najvisa.
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Slika 4.8. Operacijska stabilnost enzima tijekom hidrolize proteina u ostacima kozica katalizirana
proteazama u kotlastom reaktoru (T =50 °C, 0,05 M Tris-HCI pH 8, Vieaktor = 100 L, Miozica =
10 mg, Aproteaze =5 U)-

U Tablici 4.2. dan je prikaz procijenjenih parametra za oba modela prikazana na Slici 4.8.
Iz navedenih parametara moze se takoder odmah vidjeti da su konstante inaktivacije nize u
modelima sa supstratom nego u model bez supstrata, osim za enzim Esperazu za kojega su
konstante otprilike jednake za oba slucaja. 1z navedenog se moze zakljuciti da produkti hidrolize

proteina nemaju stabilizacijski u¢inak na ovaj enzim.
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Tablica 4.2. Procijenjeni parametri modela inaktivacije proteaza u radnim uvjetima sa
supstratom (T =50 °C, 0,05 M Tris-HCI pH 8, Vreaktor = 100 UL, Mkozica = 10 mQ) i bez supstrata
(T=50"°C, 0,05 M Tris-HCI pH 8).

Enzim Model Konstante modela | Sa supstratom | Bez supstrata

a 0,70 0,70

Alkalaza Troparametarski model kgz/ min? 1,57-103 0,99
Ko/ min 5,85-10* 5,85:10
Esperaza Kinetika 2. reda ka/ mint 5,07-1073 4,69-107
Flavourzyme kinetika 1. reda ka/ min?t 0 1,03-107?
Novozyme Kinetika 2. reda ka/ min? 5,53-10°3 9,02:107?
Neutraza Kinetika 2. reda ka/ min?t 1,79-10°3 9,19-107
Novo-pro D Kinetika 2. reda ka/ min?t 1,67-103 5,49-103

Usporedba preostale aktivnosti enzima nakon hidrolize proteina nalazi se na Slici 4.9. te

potvrduje komentare za Sliku 4.8., odnosno, pokazuje da Flavourzyme nakon reakcije od 8 sati i

dalje ima najvecu aktivnost 100%. Aktivnosti Alkalaze i Neutraze su nesto manje od 60%, slijedi

Novo-ProD ¢ija je aktivnost nakon 8 sati pala na polovinu pocetne vrijednosti. Novozymeu je

preostalo oko 40% aktivnosti, dok je Esperaza pokazala najmanju aktivnost nakon 8 sati reakcije.
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Slika 4.9. Usporedba preostale aktivnosti enzima nakon hidrolize proteina u ostacima kozica
katalizirane proteazama u kotlastom reaktoru (t =8 h, T =50 °C, 0,05 M Tris-HCI pH 8, Vreaktor
100 pL, Mkozica = 10 MQ, Aproteaze = 5 U).

4.3.2. Koncentracija enzima 0,5 U / 10 mg

Grafovi koji prikazuju preostale mase proteina i konverzije nakon provedbe hidrolize s

koncentracijom enzima od 0,5 U / 10 mg nalaze se na Slici 4.10.
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Slika 4.10. Masa proteina i konverzija tijekom hidrolize proteina u ostacima kozica katalizirana
proteazama u kotlastom reaktoru (T = 50 °C, 0,05 M Tris-HCI pH 8, Vreaktor = 100 pL, Mkozica =
10 mg, Aproteaze = 0,5 U).
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Slika 4.11. Usporedba konverzija tijekom hidrolize proteina u ostacima kozica katalizirana
proteazama u kotlastom reaktoru (t =8 h, T =50 °C, 0,05 M Tris-HCI pH 8, Vreaktor = 100 L,
Miozica = 10 M@, Aproteaze = 5 U; 0,5 U).

Prema grafickim prikazima sa Slike 4.10. te njihovom usporedbom s prikazima na Slici 4.6.
mogu se donijeti odredeni zaklju¢ci. Opéenito gledano, enzimi su pokazali visoku u¢inkovitost i
na 10 puta manjoj koncentraciji. Slika 4.11. prikazuje usporedbu konverzija za koncentracije od
0,5U/10mgi5 U/ 10 mg. Novozyme i Novo-ProD su pokazali jednako dobre rezultate s
konverzijama preko 95% u oba slucaja. Konverzija do 95% je postignuta u hidrolizi sa
Flavourzymeom u oba slu¢aja. Razlike mozemo primijetiti kod enzima Alkalaze i Esperaze koji
su na 10 puta manjoj koncentraciji pokazali nesto vecu u¢inkovitost §to je suprotno o¢ekivanjima.
Znacajne razlike vidljive su kod Neutraze (Slika 4.10., Slika 4.6.). Po uzoru na ostale slucajeve, za
ocekivati je podjednaka ili neznatno niza konverzija, no, u ovom slucaju je konverzija pala ispod
90% kod nize koncentracije enzima. Kod vecine enzima su ve¢ u prvom satu postignute konverzije
oko 90% i preko toga, dok se kod Neutraze hidroliza odvijala stupnjevito te je prema tome i rasla
konverzija s vremenom. Usporedbom toka reakcija primjecujemo da je u prvom satu pri nizoj
koncentraciji enzima postignuta veca konverzija u odnosu na konverziju pri visoj koncentraciji. U
oba slucaja je konverzija dalje rasla, ali je kod nize koncentracije enzima dosegla vrhunac ve¢ u
Sestom satu (koji je manji nego kod viSe koncentracije enzima), te je istu vrijednost imala i nakon
osmog sata. Zaklju¢ujemo kako pri tim uvjetima nije bilo potrebno voditi reakciju svih 8 sati,

budu¢i da je maksimalna konverzija postignuta prije. O takvim stvarima je bitno voditi racuna
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ukoliko se proces vodi u industrijskom mjerilu, budu¢i da moze doprinijeti smanjenoj potrosnji

energije.

Operacijska stabilnost pri koncentraciji enzima od 0,5 U / 10 mg prikazana je na grafovima
aktivnosti na Slici 4.12. Eksperimentalni podatci opisani su modelom, a vrijednosti procijenjenih
konstanti inaktivacije dani su Tablici 4.3. Takoder, na Slici 4.12. je dana usporedba simulacije
pomoc¢u modela za eksperimente proveden s viSom koncentracijom enzima (model eksperimenta
s 5 U), a koji su prikazani na Slici 4.8. Moze se zakljuiti da su produkti hidrolize proteina iz
ljustura kozica doprinijeli povecanju stabilnosti razrjedenijih koncentracija slijede¢ih enzima:
Alkalaza, Esperaza, Novozyme i Novo-ProD. Navedeno se moze objasniti ¢injenicom da je 10 x
manja koli¢ina enzima bila u doticaju s otprilike istom koncentracijom produkta hidrolize jer
promjena u konverziji nije bila znacajna. Za enzim Neutrazu razrjedenje je imalo posebno izrazen
negativan ucinak jer je hidroliza u njegovom slucaju najsporija, te je manja koncentracija produkta

hidrolize prisutna u njegovom okruzenju.
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Slika 4.12. Operacijska stabilnost enzima tijekom hidrolize proteina u ostacima kozica
katalizirana proteazama u kotlastom reaktoru (T = 50 °C, 0,05 M Tris-HCI pH 8, Vreaktor = 100
ML, Mkozica = 10 M@, Aproteaze = 0,5 U).

Na temelju grafickih prikaza moZe se primijetiti kako se eksperimentalni podaci slazu s
modelom eksperimenta s 0,5 U uz odredena odstupanja, odnosno, rasipanja eksperimentalnih
podataka, sto je osobito vidljivo kod Flavourzymea i Novozymea. Takoder, primje¢ujemo kako
najvecu aktivnost i nakon 8 sati ima Novo-ProD, ¢ak ve¢u od 80%, dok je aktivnost Neutraze
znacajno pala ve¢ tijekom prvog sata, da bi do kraja provedbe eksperimenta pala na manje od
20% pocetne aktivnosti. Najmanju vrijednost konstante inaktivacije je procijenjena u
eksperimentima uz enzim Novo-ProD $to upucuje na njegovu stabilnost, dok Neutraza ima

najvecu konstantu deaktivacije koja upucuje na nestabilnost enzima.
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Tablica 4.3. Procijenjeni parametri troparametarskog modela inaktivacije proteaza u radnim
uvjetima sa supstratom (T = 50 °C, 0,05 M Tris-HCI pH 8, Aproteaze = 0,5 U)

Enzim Model Konstante modela | Vrijednosti
1% 0,70

Alkalaza | Troparametarski model Kga/ min't 1,17-10%
Kaz/ min 5,85-10™
Esperaza kinetika 2. reda ka/ mint 2,81-10%
Flavourzyme kinetika 1. reda ka/ mint 7,66-10*
Novozyme Kinetika 2. reda ka/ mint 4.80-107°
Neutraza Kinetika 2. reda ka/ min? 1,28:1072
Novo-pro D kinetika 2. reda ka/ mint 4,74-10™

Na Slici 4.13. je prikazana usporedba aktivnosti enzima odredenih po provedbi hidrolize
proteina u ostacima kozica za dvije razli¢ite koncentracije enzima. Moze se vidjeti kako pri
koncentraciji od 5 U / 10 mg najvecu aktivnost pokazuje Flavourzyme, a najmanju Novozyme.
Pri nizoj koncentraciji enzima (0,5 U / 10 mg) najvecu aktivnost pokazuje Novo-ProD, a
najmanju Neutraza. Na temelju grafova se moze zakljuciti kako po zavrSetku reakcija veéu
preostalu aktivnost u vecini slucajeva imaju razrijedeni enzimi. Ukoliko se usporede rezultati sa
Slike 4.13. s onima sa Slike 4.11. na kojima je prikazana usporedba konverzija za razlicite
koncentracije enzima, zakljucujemo kako se rezultati podudaraju. Odnosno, enzimi Alkalaza i
Esperaza su kod nize koncentracije pokazali ve¢u aktivnost, a uz to je tijekom hidrolize
postignuta i veca konverzija. U sluc¢aju Novozymea i Novo-ProD se moze primijetiti kako su kod
nizih koncentracija enzima zabiljeZene vece aktivnosti, ali je konverziju ipak nesto visa u slucaju

vise koncentracije enzima. Navedeni zakljucci su bitni za primjenu enzima.
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Slika 4.13. Usporedba preostale aktivnosti enzima nakon hidrolize proteina u ostacima kozica

katalizirane proteazama u kotlastom reaktoru (t =8 h, T =50 °C, 0,05 M Tris-HCI pH 8, Vreaktor =
100 pL, Mkozica = 10 Mg, Aproteaze = 0,5 U; 5 U)

4.4. Hidroliza proteina u ostacima kozica u ponovljivom reaktoru

Svrha provodenja eksperimenata u ponovljivim reaktorima jest ispitivanje ucinkovitosti

enzima u provedbi hidrolize proteina na naéin da se po zavrSetku jedne reakcije isti enzim

upotrijebi u drugoj reakciji 1 tako redom. Isti enzim ukupno je upotrijebljen u 6 reaktora, od ega

je svaka reakcija trajala po sat vremena. Budu¢i da su po zavrSetku hidrolize proteina Alkalaza,

Flavourzyme i Novo-ProD pokazali najvece stabilnosti pri koncentraciji enzima od 0,5 U / 10 mg

uz konverziju ve¢u od 90 %, odabrani su za provedbu hidrolize proteina u ponovljivom reaktoru.

Graficki prikazi preostalih masa proteina u ostacima kozica, kao i konverzije, prikazane su na Slici

4.14.
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Slika 4.14. Preostala masa proteina i konverzija tijekom hidrolize proteina u ostacima kozica
katalizirana proteazama Alkalaza, Flavourzyme i Novo-ProD u kotlastom reaktoru s 6 ciklusa
dodavanja supstrata (T = 50 °C, 0,05 M Tris-HCI pH 8, Vreaktor = 200 UL, teikiusa = 1 h, Miozica = 10
mg, Aproteaze = 0,5 U)

Prema rezultatima se moze zakljuciti kako su enzimi pokazali odredenu aktivnost tijekom
provedbe svih Sest ciklusa. Najucinkovitijim se pokazao Novo-ProD koji je i u Sestom ciklusu
postigao vrlo visoku konverziju od preko 90%. Najmanje ucinkovitim moze Se smatrati
Flavourzyme koji je konverziju od oko 90% postigao u prvom ciklusu, dok je od treé¢eg ciklusa na
dalje konverzija iznosila oko 40%. Opcenito, konverzije se smanjuju povecanjem broja ciklusa,
§to je i o¢ekivano, prilikom Cega je kod enzima Alkalaze i Novo-ProD primjecen blagi pad, dok je
kod Flavourzymea pad dosta izrazen. Konverzije utvrdene po zavrSetku Sestog ciklusa su

prikazane na Slici 4.15.
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Slika 4.15. Usporedba konverzija nakon 6. ciklusa hidrolize proteina u ostacima kozica
katalizirana proteazama Alkalaza, Flavourzyme i Novo-ProD u kotlastom reaktoru (T =50 °C,
0,05 M Tris-HCI pH 8, Vreaktor = 200 pL, teikiusa = 1 h, Mkozica = 10 mg, Aproteaze = 0,5 U)

Slika 4.16. prikazuje preostale aktivnosti enzima utvrdene nakon Sestog ciklusa hidrolize
proteina. Prema grafovima, enzimi Alkalaza i Novo-ProD su zadrzali oko 60% pocetne aktivnosti,

dok je aktivnost Flavourzymea pala na otprilike 10% u odnosu na pocetnu aktivnost.
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Slika 4.16. Usporedba preostale aktivnosti enzima nakon Sestog ciklusa hidrolize proteina u
ostacima kozica katalizirana proteazama Alkalaza, Flavourzyme i Novo-ProD u kotlastom
reaktoru (T =50 °C, 0,05 M Tris-HCI pH 8, Vreaktor = 200 ML, teikiusa = 1 h, Mkozica = 10 mg,

Aproteaze = 0,5 U)
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5. ZAKLJUCAK

Ostaci morskih organizama, kao Sto su ljuske rakova, predstavljaju problem u obliku

oneci$c¢enja priobalnih podrucja prvenstveno zbog velikih koli¢ina. Takva vrsta otpada, iako je

bioloskog podrijetla, nije prikladna za odlaganje na odlagalista biootpada jer sadrzi velike koli¢ine

proteina. Zato je potrebno najprije obraditi takav otpad, po mogucénosti bioloskim metodama kako

se ne bi stvarao dodatan pritisak na okoliS. U ovom radu je ispitano Sest komercijalnih proteaza

zbog njihove moguce primjene u tretiranju ostataka morskih organizama. Pritom su utvrdeni

optimalni uvjeti za njihov rad, odredena operacijska stabilnost, ispitana primjena u hidrolizi

proteina iz otpadaka kozica pri razli¢itim koncentracijama enzima te utvrdene konverzije. Osim

toga, ispitana je i moguénost uzastopne primjene istog enzima u reakcijama hidrolize. Na temelju

rezultata provedenih eksperimenata mogu se donijeti odredeni zakljucci:

Prilikom odredivanja optimalnih uvjeta za rad proteaza, pri temperaturi od 40 °C utvrdeno
je kako svim koristenim proteazama odgovara alkalna sredina s kompromisnom pH
vrijednos$¢u 8. Pri toj pH vrijednosti je odredena kompromisna vrijednost temperature od
50 °C. Usporedbom aktivnosti proteaza pri tim uvjetima Novozyme pokazuje najveéu
aktivnost, $to je 1 za oCekivati, jer su to njegovi optimalni uvjeti za rad. Pri tim uvjetima je

najmanju aktivnost pokazao Flavourzyme.

Pri odredivanju operacijske stabilnosti kod T = 50 °C i pH = 8 utvrdeno je da se kinetika
deaktivacije Alkalaze moze opisati troparametarskim modelom. Ostali eksperimentalni
podaci se takoder slazu s troparametarskim modelom, ali su na temelju R? vrijednosti
pokazali gotovo jednako dobro slaganje s jednostavnijim modelima (kinetika prvog reda i
kinetika drugog reda) pa je tako deaktivacija Flavourzymea opisana modelom prvog reda,

a svi ostali modelom drugog reda.

Na temelju provedene hidrolize proteina s dvije razli¢ite koncentracije enzima utvrdeno je
da je 1 kod nizZe koncentracije enzima zabiljezena gotovo jednako visoka konverzija. Kod
obje koncentracije enzima se najveca konverzija postize u hidrolizi s Novo-ProD. Takoder,
do najveceg smanjenja mase proteina dolazi unutar prvog sata provedbe hidrolize, osim
kod Neutraze gdje se masa proteina smanjuje postupno. Nakon provedbe hidrolize su

izmjerene aktivnosti enzima na temelju ¢ega je utvrdeno da je u slu¢aju odredenih enzima

49



(Alkalaza, Esperaza, Novozyme, Novo-ProD) pri nizoj koncentraciji enzima prisutna veca

stabilnost.

e Hidrolizom proteina u ponovljivom reaktoru utvrdeno je da se odredeni enzimi mogu
koristiti u provedbi reakcija hidrolize na nacin da se po zavrSetku jedne reakcije enzim
prenese u drugi reaktor ¢ime zapo¢ne nova reakcija i tako redom. Najuéinkovitijim se
pokazao Novo-ProD koji postize konverziju preko 90% cak i u Sestom ciklusu, Alkalaza
pokazuje gotovo jednako dobre rezultate, dok se Flavourzyme pokazao najlo$ijim
odabirom. Ovakve rezultate potvrduje i aktivnost odredena nakon Sestog ciklusa prilikom
cega su Alkalaza 1 Novo-ProD zadrzali oko 60% pocetne aktivnosti, dok je aktivnost

Flavourzymea pala na oko 10% pocetne vrijednosti.

Prikazani rezultati pokazuju da se svi od navedenih enzima mogu Koristiti u hidrolizi
proteina iz otpada rakova. Pritom se naju¢inkovitijim pokazao Novo-ProD. Tome svakako
doprinosi ¢injenica da se i kod nizih koncentracija enzima ostvaruju gotovo jednako dobri
rezultati Sto donosi uStede prilikom provedbe u veéem mjerilu. Takoder, u nekim je
sluajevima u prvim satima zabiljezena visoka konverzija koja je u daljnjim satima neznatno
rasla. U takvim je procesima pozeljno skratiti vrijeme provedbe §to ukazuje na ustede u smislu
potroSnje energije. Eksperimenti u ponovljivom reaktoru su pokazali obecavajuce rezultate S
obzirom na visoke konverzije ¢ak i nakon nekoliko ciklusa, kao i na aktivnost po zavrsetku
zadnjeg ciklusa, §to ukazuje na mogucnost viSekratnog koristenja istog enzima. Stoga, bioloska
metoda obrade otpada ovakve vrste pokazuje veliki potencijal za koji je potrebno provesti

detaljnija istrazivanja te ispitati mogucénost prebacivanja U vece mjerilo.
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7. POPIS SIMBOLA | KRATICA

Simboli

A - aktivnost enzima

Ao - pocetna aktivnost enzima

A: - aktivnost enzima nakon vremena t

A, - volumna aktivnost [U mL™]

a - parametar koji oznacava udio jednog ili drugog oblika enzima
d - promjer kivete

Da - dalton, unificirana atomska jedinica mase

Ea - energija aktivacije [J/mol]

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

es60— eksitincijski koeficijent tirozina [cm? pumol™]

kg - konstanta deaktivacije enzima modela 1. i 2. reda [min™]
ka1 - inaktivacijska konstanta troparametarskog modela [min-1]
ka2 - inaktivacijska konstanta troparametarskog modela [min-1]
A —valna duljina [nm]

Mproteina - Masa proteina [mg]

Miozica - Masa kozica [mg]

pH - negativna koncentracija vodikovih iona

R? - standardna devijacija

T - temperatura [°C]

t12 - vrijeme poluraspada enzima [s]
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t - vrijeme [min]
U - jedinica enzimske aktivnosti [umol/min]

V'reaktor - VOlumen reaktora [pL]

Kratice

ABS - apsorbancija

AMP - adenozin monofosfat

ATP - adenozin trifosfat

DNA - deoksiribonukleinska kiselina

E - enzim

ES - kompleks enzim-supstrat

EP - kompleks enzim-produkt

FDA - Americka agencija za hranu i lijekove
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
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Slika 8.1. Bazdarni pravac za mjerenje koncentracije tirozina
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Slika 8.2. Primjer rezultata mjerenja aktivnosti proteaze
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Slika 8.3. Bazdarni pravac za mjerenje koncentracije proteina
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