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SAZETAK

Cilj ovog rada bio je optimirati dezintegraciju stani¢ne stijenke L. brevis primjenom
metode odzivnih povrSina (Design expert) u svrhu dobivanja maksimalne aktivnosti
alkohol dehidrogenaze u ekstraktu proteina. Dezintegracija se provodila kombinacijom
bioloske 1 mehanicke metode tako da se prvo provodila enzimska razgradnja stanicne
membrane stanice L.brevis primjenom enzima lizozima, a zatim su se stanice izlozile
ultrazvuénim vibracijama uz prisutnost staklenih kuglica.

Dobiveni enzim u ekstraktu proteina je kineticki karakteriziran u reakciji sinteze
kiralnog alkohola (R)-1-feniletanola iz acetofenona. Kinetika reakcije redukcije
acetofenona i povratne reakcije oksidacije (R)-1-feniletanola su opisane
Michaelis-Menteni¢inom kinetickom jednadzbom.

Kljuéne rije¢i: Lactobacillus brevis, dezintegracija stani¢ne stijenke, alkohol
dehidrogenaza, lizozim, (R)-1-feniletanol, acetofenon



ABSTRACT

The aim of this study was to optimize the disintegration of the cell membrane of L.
brevis using response surface methodology to obtain maximal alcohol dehydrogenase
activity in the protein extract. The disintegration was carried out by a combination of
biological and mechanical methods. First enzymatic degradation of cell membranes cells
L.brevis using the enzyme lysozyme was carried out, and then the cells was exposed to
the ultrasonic vibrations in the presence of glass beads.

The obtained enzyme in the protein extract was Kinetically characterized in the
reaction of the synthesis of chiral alcohol (R)-1-phenylethanol from acetophenone. The
kinetics of the reduction reaction and the reverse reaction of acetophenone oxidation of
(R)-1-phenylethanol were described by Michaelis-Menten kinetic equation.

Key words: Lactobacillus brevis, disintegration of the cell membrane, alcohol
dehydrogenase, lysozyme, (R)-1-phenylethanol, acetophenone
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1. UVOD

Bakterije mlijecne kiseline su skupina gram-pozitivnih bakterija koje fermentiraju
Secer (npr.glukoza) uglavnom u mlijeCnu kiselinu (laktat). Velik broj sudjeluje u
fermentaciji razne hrane i pica kao $to su mlije¢ni proizvodi, meso, riba, razno povrce,
kiselo tijesto, vino i sl.t

Lactobacillus brevis je heterofermentativna bakterija mlije¢ne kiseline koja se moze
na¢i u raznim okruZzenjima - fermentiranim namirnicama, ali i normalnoj crijevnoj
mikroflori. Od Siroke primjene bakterija mlijeCne kiseline potrebno je naglasiti
oksidoreduktazu L.brevis zbog intracelularnog enzima R-specificne NADPH-ovisne
alkohol dehidrogenaze (LbADH) koji uz istodobnu oksidaciju koenzima NADPH
katalizira enantioselektivnu redukciju prokiralnih ketona u odgovaraju¢e sekundarne
kiralne alkohole.

Alkohol dehidrogenaza iz Lactobacillus brevis (LbADH) je snazan i svestran enzim.
Cak i u prisutnosti nekonvencionalnih medija, poput organskog otapala, superkriti¢ne
tekucine ili plinovitih reaktanta, LOADH ostaje aktivan. Kako je LbADH intracelularni
enzim potrebno je provesti dezintegraciju stani¢ne stijenke da bi se mogla provesti
biokataliticka redukcija prokiralnog ketona acetofenona u (R)-1-feniletanol.’

U ovom radu optimiran je proces dezintegracije stani¢ne stijenke L.brevis.
Optimiranje je matematicki postupak koji se primjenjuje kako bi se postiglo najbolje
moguce stanje ili rjeSenje Sto je u ovom slucaju bila maksimalna aktivnost enzima ADH u
ekstraktu proteina.



2. OPCI DIO

2.1. Bakterije mlije¢ne Kiseline

Bakterije mlije¢ne kiseline (BMK) su gram-pozitivne, nesporogene, mezofilne
bakterije, katalaza-negativne, ne sintetiziraju porfirine, nemaju citokroma, a rastu samo
na kompleksnim hranjivim podlogama. Mogu biti koki ili Stapiéi i glavna znacajka im je
proizvodnja mlije¢ne kiseline kao krajnji proizvod svojeg metabolizma.! U prirodi se
mogu nac¢i na supstratima bogatim hranjivim tvarima kao §to su meso, mlijeko,
razgradljivi biljni materijal i u ljudskom gastrointestinalnom sustavu. Takoder, vrlo su
vazni za industriju jer se upotrebljavaju za dobivanje razli¢itih fermentiranih proizvoda, a
sve ¢eSée se BMK primjenjuje kao probiotik.* Probiotik je pojedinaéna ili mjeSovita
kultura Zivih mikroorganizama koji blagotvorno djeluju na domacina poboljSavajuci
svojstva mikroflore probavnog sustava. Djelovanje na zdravlje domacina obuhvaca
poboljSavanje metabolizma laktoze, suzbijanje urogenitalnih infekcija, crijevnih infekcija
1 alergijskih reakcija, stimuliranje imunoloSkog sustava i modifikaciju crijevne
mikroflore.® Vazna karakteristika BMK je $to imaju GRAS (engl. Generally Recognized
As Safe) status §to znaci da se smatraju sigurnim dodatkom hrani.®

Sve bakterije mlijecne kiseline razgraduju ugljikohidrate heksoze i kao produkt
razgradnje su D-(-)-mlije¢na kiselina, L-(+)-mlije¢na kiselina ili oboje. BMK se
svrstavaju u dvije grupe s obzirom na nacin razgradnje heksoze: homofermentativne i
heterofermentativne.” Homofermentativni put razgradnje glukoze se odnosi na glikolizu,
a heterofermentativni se odnosi na 6-fosfoglukonat/fosfoketolata put, koji se jo§ moze
nazvati i pentoza fosfatni put. Na temelju ta dva fermentacijska puta BMK se dijele u tri
osnovne skupine: homofermentativne, fakultativno heterofermentativne i obligatno
heterofermentativne. Pri normalnim uvjetima u glikolizi iz jedne molekule glukoze
nastaju dvije molekule mlijecne kiseline 1 dvije molekule adenozin tri fosfata (ATP). Prvi
koraci su forsforilacija glukoze do fruktoze-1,6-difosfata (FDP) koji se razlaze na
dihidroksiacetonfosfat (DHAP) i gliceraldehid-3-fosfat (GAP). GAP se prevodi u piruvat
preko dvosupstratne fosforilacije, a piruvat se reducira do mlije¢ne kiseline uz pomo¢
enzima laktat dehidrogenaze (LDH) i nikotinamid adenin dinukleotida (NADH) kao
kofaktora.®

2.1.1. Lactobacillus brevis

Lactobacillus brevis (slika 2.1.) je vrsta bakterije mlije¢ne kiseline koja je
gram-pozitivna, Stapicasta, heterofermentativna, nepokretna, nepatogena i mezofilna.
Tvori glatke, svjetlucave, konveksne kolonije bez pigmenta. Potrebni faktori rasta za
uzgoj su kalcijev pantotenat, nijacin, tiamin i folna kiselina. Optimalni uvjeti rasta su
temperatura od 30°C 1 pH vrijednost izmedu 4-6, a ne moZe rasti pri temperaturama visim
od 45°C i pri niskim koncentracijama sumporovog dioksida. Preko heterofermentativnog
6-fosfoglukonat/fosfoketolat puta pretvara heksozu u mlije¢nu kiselinu, CO2 i etanol.



L. brevis se moze izolirati iz razli¢itih okruzenja, a glavnu ulogu ima kao starter
kultura kod fermentacije odredenih namirnica kao §to su vino, kiseli kupus, salama, sir,
kiseli krastavci, jogurt, kiselo tijesto, kakao 1 kava. Kod alkoholnih pi¢a poput piva i vina,
moze doprinijeti kvaliteti proizvoda, ali moze uzrokovati i1 kvarenje. Kod ljudi se koristi
kao probiotik i poboljsava imunologki sustav.?

Slika 2.1.Lactobacillus brevis

2.2. Dezintegracija stani¢ne stijenke bakterija

Stani¢na stijenka je propusna, ali ¢vrsta struktura koja $titi stanicu i daje joj stalan
oblik. Osnovni spoj koji joj daje ¢vrstocu je murein i prema njegovoj strukturi se
razlikuju gram-pozitivne od gram-negativnih bakterija. Gram-negativne imaju tanju
stani¢nu stijenku (debljine 10 nm), a kod gram-pozitivnih je stijenka puno deblja (20 - 40
nm). Citoplazma je od okoline odvojena polupropusnom membranom koja se sastoji od
lipoproteina. Uloga stani¢ne membrane je prijenos molekula unutar i izvan stanice,
fotosinteza, izlu¢ivanje izvanstani¢nih enzima, razmnoZzavanje i sinteza stanicne stijenke.

Dezintegracija stani¢ne stijenke je jedna od najvaznijih operacija za dobivanje
zeljenih komponenti iz stanica mikroorganizama jer je stani¢na membrana nepermeabilna
za velik broj produkata.® Dezintegracijom dolazi do privremene ili trajne promjene na
membrani $to poboljSava njenu permeabilnost ili potpuni raspad membrane, a samim time
omogucava se transport molekula kroz nju i oslobadaju se svi sastojci stanice.*®

Na slici 2.2 shematski je prikazana struktura bakterije.
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Slika 2.2. Shematski prikaz bakterijske stanice

2.2.1. Metode dezintegracije stani¢ne stijenke

Na temelju mehanizma dezintegracije metode se dijele na kemijske, fizikalne,
bioloske 1 mehanic¢ke metode (tablica 2.1.). Metoda mora biti pazljivo odabrana kako se
ne bi smanjila kvaliteta ili prinos produkta.'

Tablica 2.1. Metode dezintegracije stani¢ne stijenke

djelovanje kiselinama ili luzinama
ekstrakcija acetonom/toluenom
djelovanje detergentima
promjena osmotskog tlaka
zamrzavanje/odmrzavanje
dezintegracija zagrijavanjem
mljevenje
primjenom presa
homogenizator
mijesSanje s abrazivnim Cesticama
ultrazvucéne vibracije
liza fagima

Kemijske metode

Fizikalne metode

Mehanicke metode

Biologke metode inhibicija sinteze stanine membrane
enzimska razgradnja stani¢ne
membrane




Kod primjene mehanickih metoda u sustav se ne uvode nikakve dodatne kemikalije 1
enzimi, ali se oslobada velika koli¢ina energije pa Citavo vrijeme izlaganja treba hladiti
uzorak u kojem se nalaze suspendirane stanice kako ne bi doslo do denaturacije ili
raspada unutarstani¢nih produkata. Jedna od mehanickih metoda dezintegracije stani¢ne
stijenke je primjena staklenih kuglica. Staklene kuglice odgovarajué¢eg promjera dodaju
se u uzorak u kojemu se nalaze suspendirane stanice te se mijesa na vortex mikseru, a
suspenziju je potrebno adekvatno hladiti. Ova metoda je Cesto koriStena za razbijanje
stani¢ne stijenke 1 najcesc¢e se koristi kada se radi s malim volumenima (do 15 mL), iako
je moguc¢ rad i s uzorcima veceg volumena ako se koristi prilagodena aparatura.

Dezintegracija stani¢ne stijenke moze se provoditi i primjenom ultrazvuénih vibracija.
Stanice se izloze ultrazvu¢nim vibracijama tako da se ultrazvucna igla stavi u uzorak u
kojem su suspendirane. Ultrazvucne vibracije mogu biti kontinuirane ili u obliku pulsa, a
duzina izlaganja vibracijama ovisi o vrsti stanice, veli¢ini uzorka i koncentraciji stanica.
Ove vibracije visoke frekvencije uzrokuju formiranje sitnih mjehuri¢a unutar kapljevitog
medija. Kada mjehuri¢i postignu rezonancijsku veli¢inu pucaju i pritom oslobadaju
mehanic¢ku energiju u obliku udarnih valova ekvivalentnih nekoliko tisu¢a atmosfera te
na taj nacin razaraju stanicnu membranu. Metoda ultrazvu¢nim vibracijama se ceSc¢e
koristi u kombinaciji s nekom od kemijskih ili bioloskih metoda tako da se stijenka
najprije oslabi djelovanjem enzima ili detergenata.

Cesto koristena nemehani¢ka metoda dezintegracije stani¢ne stijenke je enzimatska
metoda. To je metoda kojom se stanice pripremaju ili za dezintegraciju ili za dobivanje
proteoplasta, stanice bez stani¢ne stijenke koja se koristi za unoSenje klonirane DNK.
Primjenom enzima izbjegava se mogucnost kontaminacije unutarstani¢nih produkata.
Najcesc¢e koristeni enzimi su lizozim, zimolaza, celulaza, lizostafin, glikanaza, proteaza i
manaza. Lizozim lizira stani¢ne stijenke bakterije koje su gram-pozitivne i Cesto se koristi
u kombinaciji s nekom drugom metodom dezintegracije, bilo mehani¢kom, kemijskom ili
fizikalnom. Glavni nedostaci enzimatske metode su da nije uvijek reproducibilna, nije
prikladna za uzorke velikih razmjera jer zahtjeva veliku koli¢inu enzima, nuzno je
uklanjanje ili inaktivacija enzima kako bi se mogla provesti izolacija Zeljenog produkta te
visoka cijena enzima.

2.3. Enzim alkohol dehidrogenaza

Enzim alkohol dehidrogenaza (ADH) je intracelularni enzim koji pripada skupini
oksidoreduktaza Sto znaci da za svoje kataliti¢ko djelovanje zahtijeva koenzim NAD(P)H.
Alkohol dehidrogenazu ¢€ini skupina izoenzima koji kataliziraju oksidaciju primarnih i
sekundarnih alkohola u aldehide, odnosno ketone, a mogu katalizirati i obrnutu reakciju.
Kod sisavaca to je redoks (oksidacija/redukcija) reakcija koja ukljucuje koenzim
NAD(P)*. U ljudskom organizmu ADH postoji u nekoliko oblika i u visokim
koncentracijama je prisutan u jetri 1 sluznici Zeluca. U kvascu 1 mnogim bakterijama
ADH ima vaznu ulogu u fermentaciji. Piruvat kao rezultat glikolize prelazi u acetaldehid i
ugljicni dioksid, a acetaldehid se zatim reducira do etanola uz pomo¢ ADH. Taj proces se
koristi za proizvodnju alkoholnih pi¢a, dopustajuci da kvasac fermentira razno voce ili
Zitarice.



ADH katalizira enantioselektivnu redukciju ketona pri ¢emu oksidacijom koenzima
NAD(P)H nastaju odgovarajuéi alkoholi i NAD(P)*.® Njegova struktura prikazana je na
slici 2.3.

Slika 2.3. Kristalna struktura alkohola dehidrogenaze

2.3.1. Enzim alkohol dehidrogenaza iz Lactobacillus brevis

Enzim LbADH je NADP- ovisan enzim, klasificiran kao kratkolan¢ana
dehidrogenaza/reduktaza. Po strukturi je dimer izgraden od 251 aminokiselinskog ostatka.
Otkrili su ga Hummel i suradnici tijekom klasifikacije bakterije Lactobacillus tako §to su
uocili da ima velike sli¢nosti s alkohol dehidrogenazom iz bakterije Lactobacillus kefir
(LKADH). Istrazivanjima je dokazano da je LoOADH znatno stabilnija od LKADH te da se
istim postupkom procis¢avanja dobiva 10 puta veéa koli¢ina.>!!

LbADH katalizira enantioselektivnu redukciju ketona do odgovarajuéih alkohola i
zahtjeva NAD(P)H (+H") kao redukcijsko sredstvo. Pokazuje izrazitu kemo- i
enantioselektivnost- zbog ¢ega se koristi za sintezu kiralnih molekula. U veéini slucajeva
nastaju (R)-alkoholi uz tipi¢ni enantiomerni visak veéi od 0,99. Preferirani supstrat za
enzim R-specificnu ADH u slu¢aju in vitro istrazivanja je acetofenon ¢ijom
biokatalitickom redukcijom djelovanjem R-specifi¢cne ADH nastaje R-feniletanol
stopostotnog enantiomernog viska.**?

OH
LbADH :
o
2 ©/\
acetofenon (R)-1-feniletanol

NADPH + H*  NADP*

Slika 2.4. Opcenita shema reakcije redukcije ketona u opticki aktivan oblik alkohola u
kojoj sudjeluje biokatalizator LbADH 1 u kojoj je prisutna regeneracija kofaktora
NAD(P)H.



2.4. Matematicki model enzimatskih reakcija

Brzina enzimske reakcije kod jednosupstratnih  reakcija  opisuje se
Michaelis-Menteni¢inom kinetickom jednadZbom ovisnosti pocetne brzine reakcije,
koncentracije supstrata i enzima. L. Michaelis i M. L. Menten su predlozili matematicki
model reakcije koji ukljucuje enzim E koji se veze na supstrat S, tvore¢i kompleks ES
(jednadzba 2.1.) koji se potom kemijski mijenja Sto rezultira staranjem produkta P i
odvajanje od enzima (jednadzba 2.2.)

Ky

S+ E ? ES (2.1)
kz
ES— P+E (22)

Obzirom da je koncentracija enzima obi¢no mnogo manja nego koncentracija supstrata,
veéina enzima je tokom reakcije prisutna u obliku enzim-supstrat kompleks ES. Brzina
potro$nje supstrata moze se odrediti iz Michaelis-Mentenic¢inog izraza (jednadzba 2.3.):

V.. -S

max

TR, 45 23)

Vinax— K, E, (2.4)

m k1 (2.5.)

gdie S ozna¢ava koncentraciju supstrata (mmol/dm®), Vmax maksimalnu brzinu
reakcije (mmol/dm®min), a Km Michaelis-Menteni¢inu konstantu (mmol/dm?®).
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Slika 2.5.Graficki prikaz ovisnosti reakcijske brzine o koncentraciji supstrata kod
Michaelis-Mentenicine kinetike

Na temelju slike 2.5. mogu se uociti tri podrucja brzine reakcije. U podru¢ju niske
koncentracije supstrata, pri stalnoj koncentraciji enzima, brzina r je linearno
proporcionalna koncentraciji supstrata pa se to podruc¢je aproksimira kinetikom reakcije
prvog reda. U podru¢ju visoke koncentracije supstrata, brzina r ne ovisi o koncentraciji
supstrata pa se aproksimira kinetikom reakcije nultog reda. Tre¢e podrucje je podrucje
izmedu prethodna dva podruéja i naziva se Michaelis-Menteni¢ino podrugje.’®



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Aparatura

3.1.1. Centrifuga s hladenjem

Uzorci su centrifugirani na centrifuge DJB Labcare Ltd Hettich Universal 320R
prikazanoj na slici 3.1.

Slika 3.1. Centrifuga s hladenjem

3.1.2. Dvozra¢ni UV-VIS spektrofotometar

Mijerenje aktivnosti i kinetike enzima LbADH odredivane su primjenom dvozra¢nog
spektrofotometra Shimadzu UV-1800 (slika 3.2.) pri valnoj duljini od 340 nm (za
aktivnost i kinetiku) i 660nm(zaOD).

Slika 3.2. Dvozra¢ni spektrofotometar



3.1.3. Ultrazvu¢ni homogenizator

Za razbijanje stanica bakterije L.brevis primjenom ultrazvuka koristen je ultrazvucni
homogenizator Bandelin Sonoplus Ultrasonic Homogenizers (slika 3.3.).

Slika 3.3. Ultrazvu¢ni homogenizator

3.2. Dezintegracija stanicne stijenke

Dezintegracija stani¢ne stjenke L.brevis provodila se primjenom kombinacije
enzimatskih (lizozim) i mehanickih metoda (ultrazvuk i kuglice promjera 0,1 mm). Za
dezintegraciju stani¢ne stijenke L.brevis koristene su stanice iz zamrzivaca.

Otopina lizozima (1 mg/mL, fosfatni pufer 0,1 M pH 7) pomijeSana je S otopinom
stanica L.brevis tako da je konac¢na koncentracija 0,5% otopina stanica. Otopina lizozima
i stanica L.brevis mijesana je na 37°C tijekom 60 minuta. U otopinu, u koju su zatim
dodane staklene kuglice promjera 0,1 mm u zadanome omjeru, uronjena je ultrazvuéna
igla. Otopina je tretirana ultrazvu¢nim vibracijama uz konstantno hladenje tijekom
zadanog vremena. Po zavrSetku svakog od procesa dezintegracije stani¢ne stjenke
L.brevis uzorci u kojima su bile suspndirane staklene kuglice centrifugirani su 5 minuta
pri temperaturi od 4°C na 14000 okr/min. Supernatant u kojemu se nalaze
unutarstaniéni protein sa¢uvan je za odredivanje aktivnosti enzima, a talog u kojemu se
nalaze dezintegrirane stanice i staklene kuglice je bacen.
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3.3. Analiticke metode

3.3.1. Odredivanje aktivnosti enzima ADH u ekstraktu proteina iz stanica L.brevis

Mjerenje aktivnosti enzima ADH u ekstraktu proteina iz stanica L.brevis u reaktoru
temeljilo se na reakciji redukcije acetofenona u (R)-1-feniletanol uz istovremenu
oksidaciju koenzima NADPH, koja je prikazana na slici 3.4.

Za mjerenja LbADH koristene su sljedece otopine: fosfatni puffer 0,1M pH7, otopina
NADPH (cnapn = 2 mg/cm®), otopina acetofenona (c = 12,58 mM) te otopina enzima
LbADH u ekstraktu proteina.

(]
=]
T

MADFPH + H* NADP=

Slika 3.4.Shematski prikaz redukcije acetofenona uz istovremenu oksidaciju NADPH
katalizirane enzimom LbADH.

Brzina prikazane reakcije mjeri se brzinom nestajanja NADPH (slika3.5), jer je
proporcionalna aktivnosti enzima LbADH. Mijerenje brzine nestajanja NADPH prati se
spektrofotometrijski na valnoj duljini od 340 nm pri kojoj je molarni apsorpcijski
koeficijent NADPH 6220 cm?/mol. Za razliku od reduciranog oblika NADP* neapsorbira
svjetlost na intervalu od 300 do 400 nm.

U kvarcnu kivetu prvo je dodan fosfatni pufer, otopina supstrata i koenzima, a
reakcija je zapocela dodatkom uzorka ekstrakta proteina u kojemu je enzim LbADH. P ad
koncetracije NADPH pracen je na spektrofotometru pri valnoj duljini od 340 nm
promjenom apsorbancije u vremenu, AABS/At. Volumna aktivnost enzima izra¢unata je
prema izrazu (jednadzba 3.1.):

Vv AABS

A=
340" "Vippon Al 31)

gdje Av predstavlja volumnu aktivnost enzima (U/cm?®), Vi ukupni volumen uzorka u
Kiveti (cm®), &30 ekstinkcijski koeficijent pri valnoj duljini A=340nm (cm?/mmol), d
promjer kivete (cm), Vipbaon volumen dodanog enzima (cm®), a 4ABS/At promjenu
absorbancije u vremenu (nagib pravca) (min).
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3.3.2. Odredivanje kinetike enzima ADH u ekstraktu proteina iz stanica L.brevis

Kinetika enzima LbADH u ekstraktu proteina odredivana je u reakciji redukcije
acetofenona u (R)-1-feniletanol (slika 3.4) te u povratnoj reakciji oksidacije
(R)-1-feniletanola. Kinetika je mjerena metodom pocetnih brzina u 0,1 M fosfatnom
puferu pH 7,0 na spektrofotometru pri valnoj duljini od 340 nm.

3.4. Obrada podataka

Eksperimentalni podaci dobiveni mjerenjem kinetike biokataliticke reakcije redukcije
acetofenona u (R)-1-feniletanol primjenom LbADH u ekstraktu proteina obradeni su u
programu Scientist u kojemu je provedena simulacija na temelju napisanog modela i
eksperimentalnih podataka. Za procjenu parametara koriStena je nelinearna regresija
primjenom metode najmanjih kvadrata i simpleks metode koje se koriste za nalazenje
minimalnog zbroja kvadrata pogreske izmedu seta eksperimentalnih podataka i seta
podataka izracunatih pomoc¢u modela. Simpleks metoda se koristi kada je velika razlika
izmedu pocetne vrijednosti parametara i njegove prave vrijednosti, te je dobra za
odredivanje priblizne vrijednosti parametara. Na temelju napisanog modela i
procijenjenih parametara provodi se simulacija rjeSavanjem diferencijalnih jednadzbi
odredenog modela.

Numericke metode za rjesavanje seta diferencijalnih jednadzbi, koje koristi Scientist,
su: Eulerova metoda, Runge-Kutta metoda IV, Bulirsch-Stoerov algoritam te Episode
algoritam. Parametri poput brzine reakcije i konstante inhibicije procijenjeni su iz
kinetickih mjerenja, tj. ovisnosti pocetne brzine o koncentraciji. Ovi su parametri
koristeni za predvidanje promjena koncentracije reaktanata i produkata s vremenom u
kotlastom reaktoru, odnosno za simulacije uz pomo¢ modela.
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4. MATEMATICKI MODEL BIOKATALITICKE SINTEZE
(R)-1-FENILETANOLA

Na temelju eksperimentalnih podataka postavljen je matematicki model
biokataliticke sinteze (R)-1-feniletanola koji se temelji na nekoliko pretpostavki
(reakcijski volumeje konstantan, mijesanje u reaktoru je idealno, tijekom reakcije nema
gubitka aktivnosti enzima i temperature je konstantna), a sastoji se od Kineti¢kih i
bilancnih jednadzbi.

Kineticki je model razvijen na temelju sheme reakcije prikazane na slici 4.1,
eksperimentalnih rezultata i procijenjenih Kineti¢kih parametara. Kako je biokataliticka
redukcija acetofenona ravnotezna reakcija, nuzno je postaviti dvije kineticke jednadzbe:
prvu za reakciju redukcije acetofenona, a drugu za povratnu reakciju oksidacije
(R)-1-feniletanola.

o) LbADH OH

NADPH + H*  NADP*

Slika 4.1. Shema ravnotezne biokataliticke reakcije redukcije acetofenona u
(R)-1-feniletanol katalizirane LbADH u ekstraktu proteina uz istodobnu oksidaciju
koenzima NADPH.

Kinetika redukcije acetofenona katalizirane LbADH u ekstraktu proteina odredena je
eksperimentalno i opisana je dvosupstratnom Michaelis-Menteni¢inom Kkinetikom s
kompetitivnom inhibicijom produktom NADP*(jednadzba 4.1.):

ADH
le “Caph * Cacetofenon * CnappH

r]-:

4.1.
C Kacetofenon e KNADPH . 1 CNADP+ ( )
acetofenon + m NADPH + m + K NADP +

Kinetika povratne reakcije odnosno kinetika oksidacije (R)-1-feniletanola opisana je
dvosupstratnom Michaelis-Menteni¢inom kinetikom sa inhibicijom supstratom (NADP¥)
I kompetitivnom inhibicijom produktima (acetofenon i NADPH) (jednadzba 4.2.).

ADH
Vm2 “CaoH * Chenitetanal .CNADP*

c o2 ; (42)
feniletanol acetofenon NADP* NADP* NADPH
Cenitetanol T Km ) 1+W ) CNADP+ +W+ Km | 1+ [ NADPH
i .

r,=

is !
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r1 predstavlja molarnu brzinu reakcije redukcije acetofenona (mmol/dm?h), r, predstavlja
molarnu brzinu reakcije oksidacije (R)-1-feniletanola (mmol/dm?®nh), VP predstavlja
maksimalnu  aktivnost enzima  (LbADH)  (U/cmih), parametri Kmn su
Michaelis-Menteni¢ine konstante za doti¢nu komponentu (mmol/dm?), parametar Ki
predstavlja konstante inhibicije produktom reakcije (mmol/dm?®), a ¢ je koncentracija
doti¢ne komponente (mmol/dm?3).

Matematicki model za opisivanje biokataliticke sinteze (R)-1-feniletanola uz enzim
LbADH u sarznome bioreaktoru ukljucuje i bilancne jednadzbe 4.3. — 4.6.

dCacetofenon —r —r
dt 2 ! (4.3)

dCfeniletanol

dt =h - (4.4.)
dc

'\]C/;:PH =L -n (4.5.)
dc

NADP* _ »
T =h - (4.6.)

Ove jednadzbe opisuju vremenske promjene koncentracije reaktanata (acetofenona i
NADPH-a) i produkata ((R)-1-feniletanola i NADP*-a) reakcije prikazane na slici 4.1.
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5. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom radu je optimiran proces razbijanja stani¢ne stijenke L.brevis u svrhu
dobivanja maksimalne aktivnosti enzima ADH u ekstraktu proteina te je ispitana kinetika
dobivenog enzima u reakciji biotransformacija acetofenona. Dezintegracija stani¢ne
stijenke provedena je primjenom mehanickih i nemehanickih metoda te je pracen utjecaj
vremena razbijanja stani¢ne stijenke ultrazvu¢nim vibracijama i staklenim kuglicama i
omjer mase stanica i mase staklenih kuglica.

5.1. Optimiranje procesa dezintegracije stani¢ne stijenke

Kako bi se optimirao proces dezintegracije stanicne stjenke primjenila se metoda
odzivnih povr$ina (Design Expert). Maseni omjer kuglica i stanica, Mkugl/Mst, Mijenjao se
u rasponu od 4 do 28 g/g, amplituda ultrazvuka, A, iznosila je 40% ili 62%, a vrijeme
razbijanja na ultrazvuku, t, mijenjalo se u rasponu od 5 do 60 minuta. Aktivnost enzima
ADH odredivala se u stanicnom ekstraktu koja se temelji na reakciji redukcije
acetofenona u (R)-1-feniletanol.

U Design Expertu dobivena je matrica, odnosno pocetni uvjeti za dezintegraciju
stanica pri amplitudi od 40% (tablica 5.1.) i 62% (tablica 5.2.). Za svaku amplitudu
dobilo se po 9 toc¢aka razli¢itih kombinacija omjera masenih kuglica i stanica i vremena
razbijanja na ultrazvuku te je za sve uvjete izmjerena volumna aktivnost enzima, Ay.

Tablica 5.1. Dobivena matrica za amplitudu od 40%

Eksperiment Miugl/Mst [9/9] A, [Ulcm?3]
1 4 5 0,225
2 16 5 0,119
3 28 5 0,040
4 4 32,5 0,309
5 16 32,5 0,241
6 28 32,5 0,192
7 4 60 0,215
8 16 60 0,137
9 28 60 0,218

Primjenom viSestruke regresijske analize na dobivenu matricu na amplitudi od 40 %
dobivena je sljedeca kvadratna jednadzba:

R =0,14-0,031-A+0,019-B+0,029-A-B+0,021x A%-0,055-B2
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gdje je R aktivnost enzima, A kodirana vrijednost za omjer mase kuglica i stanica, a B
kodirana vrijednost za vrijeme.

Tablica 5.2. Dobivena matrica za amplitudu od 62%

2 16 5 0,053
3 28 5 0,058
4 4 32,5 0,136
3) 16 32,5 0,107
6 28 32,5 0,139
7 4 60 0,184
8 16 60 0,182
9 28 60 0,163

Primjenom viSestruke regresijske analize na dobivenu matricu na amplitudi od 62 %
dobivena je sljedeca linearna jednadzba:

R =0,075-0,001642-A+0,037-B

gdje je R aktivnost enzima, A kodirana vrijednost za omjer mase kuglica i stanica, a B
kodirana vrijednost za vrijeme.

Koristenjem dobivenih jednadzbi odredeni su optimum koji su prikazani u tablici 5.3.
Usporedbom optimuma (tablica 5.3.) na razli¢itim amplitudama moze se vidjeti da je pri
amplitudi od 40% modelom predvidena veca aktivnost nego kod apmlitude od 62%. Pri
amplitudi 40% treba dvostruko manje vremena dok je maseni omjer kuglica i stanica isti
za obje amplitude. Dobiveni optimumi su potvrdeni i eksperimentalnim mjerenjem, te je
dobiveno vrlo dobro slaganje (tablica 5.3.).

Tablica 5.3. Usporedba optimuma na razli¢itim amplitudama

Miug/Mst[g/ A, [U/lcm3 A, [U/lcm?
Amplituda (6] t[min] | 1Y [Vl [Vl
] predviden modelom izmjeren
40 32,5 4 0,309 0,310
62 60 4 0,184 0,182
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5.2. Kinetika alkohola dehidrogenaze u ekstraktu proteina iz L.brevis

Kinetika reakcije biokataliticke sinteze (R)-1-feniletanola iz acetofenona odredena je
metodom pocetnih brzina. Spektrofotometrijskim testom odredena je ovisnost pocetne
reakcijske brzine o koncentraciji supstrata acetofenona (slika 5.1.), ovisnost koncentracije
koenzima NADPH (slika 5.2.), kao i utjecaj produkata reakcije NADP* na pocetnu
reakcijsku brzinu (slika 5.3.)

0.6

0,5 4

0.4

0,3 *

0,2

A, [U/em 3]
+

0,1

0 2 4 6 s 10 s
cucetufemm [mmOIJ’JdIII 3]
Slika 5.1. Ovisnost pocetne reakcijske brzine u reakciji redukcije acetofenona uz ADH u

ekstraktu proteina iz stanica L. brevis o koncentraciji acetofenona (cnappH = 0,12
mmol/dm?®, gekstrake = 0,1, fosfatni pufer 0,1 M pH 7, T= 30°C, A = 340 nm).

0,6

0,4 *

0,3

A, [U/em?]

0,2

0.1 *,

0 0.1 02 0,3 04
€ applmmol/dm3|

Slika 5.2. Ovisnost pocetne reakcijske brzine u reakciji redukcije acetofenona uz ADH u
ekstraktu proteina iz stanica L.brevis o koncentraciji NADPH (Cacetofenon = 12,58
mmol/dm?3, pekstrakt = 0,1, fosfatni pufer 0,1 M pH 7, T= 30°C, A = 340 nm).
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Slika 5.3. Ispitivanje utjecaja NADP™ na pocetnu reakcijsku brzinu u reakciji redukcije
acetofenona uz ADH u ekstraktu proteina iz stanica L.brevis (Cacetofenon = 12,58 mmol/dm?,
cnappH = 0,12 mmol/ dm?, gestrakt = 0,1, fosfatni pufer 0,1 M pH 7, T= 30°C, A = 340
nm).

Na temelju rezultata vidi se da u reakciji redukcije acetofenona nastali product NADP*
inhibira reakciju (slika 5.3), te djeluje kao kompetitivni inhibitor. Kinetika ove reakcije
opisana je dvosupstratnom Michaelis-Mentenicinom kinetikom s kompetitivnom
inibicijom produktom NADP*(jednadZba 4.1.). Vrijednosti Michaelis-Menteniginih
konstanti za acetofenon i koenzim NADPH (Kpactofenon j K NADPH) “konstante inhibicije
NADP*-om (Ki{NAPP*) te maksimalne aktivnosti enzima ADH u ekstraktu protein iz stanica
L.brevis (Vm™PH) procijenjeni su nelinearnom regresijskom analizom pomoéu
programskog paketa Scientist i prikazani su u tablici 5.4.

Tablica 5.4. Kineti¢ki parametri u reakciji biokataliticke redukcije acetofenona uz enzim
alkohol dehidrogenaza u ekstraktu proteina iz stanica L. Brevis.

Komponenta I Vrijednost
VmiAPH, U/cm?® 0,776 £ 0,063
Kmecerorenon mmol/dm3 0,787 + 0,188
KmNAPPH ‘mmol/dm? 0,141 + 0,025
KiNAPP* “mmol/dm?3 0,169 + 0,074

Na temelju dobivenih parametara (tablica 5.4.) moZe se zakljuciti da je NADPH
specifi¢niji supstrat od acetofenona, te da je enzim znacajno inhibiran produktom NADP?,
Utjecaj (R)-1-feniletanola na brzine reakcije redukcije acetofenona se takoder ispitivao,
ali nije uoceno da je isti inhibira.
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Obzirom da je reakcija redukcije acetofenona u (R)-1-feniletanol povratna reakcija
ispitivana je i kinetika reakcije oksidacije (R)-1-feniletanola. U tu svrhu ispitivana je
ovisnost pocetne reakcijske brzine o koncentraciji (R)-1-feniletanola (slika 5.4) i NADP*
(slika 5.5). Takoder je i ispitivan utjecaj produkata, NADPH (slika 5.6) i acetofenona
(slika 5.7) na pocetnu reakcijsku brzinu.

0,35
03
0.25 - )|
0.2 *

0,15 |

¥ ]

A, [U/em?3|

0,1

0,05 |

0 5 10 15 20
C (R)-1-feniletanot [MMol/dm 3 |

Slika 5.4. Ovisnost pocetne reakcijske brzine u reakciji oksidacije (R)-1-feniletanol u
ekstraktu proteina iz stanica L. brevis o koncentraciji (R)-1-feniletanola (cnaop+ = 4,928
mmol/dm?®, pestrakt = 0,1, fosfatni pufer 0,1 M pH 7, T= 30°C, A = 340 nm).
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Slika 5.5. Ovisnost pocetne reakcijske brzine u reakciji oksidacije (R)-1-feniletanola u
ekstraktu proteina iz stanica L.brevis o koncentraciji NADP* (C(r)-i-feniletanoi= 14,910
mmol/dm?, fosfatni pufer 0,1 M pH 7, T= 30°C, A = 340 nm).
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Slika 5.6. Ispitivanje utjecaja NADPH na pocetnu reakcijsku brzinu u reakciji oksidacije
(R)-1-feniletanola u ekstraktu proteina iz stanica L.brevis (C)-i-feniletanoi= 14,910
mmol/dm3, cnape™ = 4,928 mmol/dm?, gekstakt = 0,1, fosfatni pufer 0,1 M pH 7, T= 30°C,
A =340 nm).
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Slika 5.7. Ispitivanje utjecaja acetofenona na pocetnu reakcijsku brzinu u reakciji
oksidacije (R)-1-feniletanola u ekstraktu proteina iz stanica L.brevis (C)-i-feniletanol=
14,910 mmol/dm?®, cnapp+= 4,928 mmol/dm?®, peksrake = 0,1, fosfatni pufer 0,1 M pH 7,
T=30°C, A = 340 nm).
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Na temelju eksperimentalnih rezultata moze se vidjeti da je reakcija inibirana supstratom
NADP™ (slika 5.5) te oba produkta inhibiraju reakciju oksidacije (R)-1-feniletanola. Zato
je reakcija opisana dvosupstratnom Mihaelis-Menteni¢inom kinetikom uz inhibiciju
supstratom i kompetitivnom inhibicijom produktima (jednadzba 4.2.). Kineticki parametri
procijenjeni su nelinearnom regresijom u programskom paketu Scientist i prikazani su u
tablici 5.5.

Tablica 5.5. Kineti¢ki parametri u reakciji biokataliti¢ke oksidacije (R)-1-feniletanola uz
enzim alkohol dehidrogenaza u ekstraktu proteina iz stanica L. Brevis.

Komponenta ' Vrijednost
VAR ulem® 0,421 £ 0,039
K el mmol/dm? 5,591 + 0,605
K MPP*  mmol/dm? 0,023 + 0,005
K NAPP" mmol/dm3 10,478 £2,191
K2 mmol/dm? 0,698 + 0,0060
KMOPH mmol/dm?3 0,0014 + 0,0005

Iz dobivenih parametara moze se zakljuciti da je NADP* specifi¢niji supstrat od
feniletanola. Zbog izrazito niskih vrijednosti konstanti inhibicija od NADPH i
feniletanola u odnosu na K, vrijednosti za NADP* i acetofenon moze se zakljuéiti da je
reakcija znaCajno inhibirana produktima reakcije. Usporedbom parametara za reakciju
redukcije acetofenona i za povratnu reakciju iz vrijednosti maksimalnih aktivnosti se
moze zakljuciti da ¢e ravnoteza biti pomaknuta u stranu nastajanja feniletanola.

5.3. Simulacije redukcije acetofenona uz LbADH u ekstraktu proteina u kotlastom
reaktoru

KoriStenjem matematickog modela prikazanog u poglavlju 4 te procijenjenih
kineti¢kih parametara napravljene su simulacije biotransformacije acetofenona u LbADH
u ekstraktu proteina u kotlastom reaktoru. Navedene simulacije napravljene su u
programskom paketu Scientist u svrhu odredivanja ravnotezne konverzije acetofenona.
Simulacije su napravljene sa razli¢itim pocetnim koncentracijama supstrata i prikazane se
na slikama 5.8. - 5.10.
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Slika 5.8. Simulacija biotransformacije acetofenona u (R)-1-feniletanol uz LbADH u

ekstraktu proteina u kotlastom reaktoru (Cacetofenon= 5 mmol/dm?, cnappn = 5 mmol/ dm?,
(Qekstrakt = 0,3)-
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Slika 5.9. Simulacija biotransformacije acetofenona u (R)-1-feniletanol uz LbADH u
ekstraktu proteina u kotlastom reaktoru (Cacetofenon = 10 mmol/dm?®, cnapen = 10 mmol/
dm?, Pekstrakt = 0,3).
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Slika 5.10. Simulacija biotransformacije acetofenona u (R)-1-feniletanol uz LbADH u
ekstraktu proteina u kotlastom reaktoru (Cacetofenon = 50mmol/dm?, cnaper = 50 mmol/ dm?d,
(Qekstrakt = 013)-

Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuditi da je ravnoteza znacajno pomaknuta u
smjeru reakcije redukcije acetofenona te je prosjecna konverzija acetofenona iznosila oko
95 %.
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6. ZAKLJUCAK

Proces razbijanja staniCne stijenke L.brevis optimiran je u svrhu dobivanja
maksimalne aktivnosti enzima ADH u ekstraktu proteina. Maksimalna volumna aktivnost
enzima LbADH u ekstraktu proteina za amplitudu 40% u vremenu od 32,5 minute iznosi
0,310 U/cm?®, a za amplitudu 62% u vremenu od 60 minuta iznosi 0,182 U/cm?®.

Kinetika redukcije acetofenona opisana je dvosupstratnom Michaelis-Menteni¢inom
kinetikom s kompetitivnom inhibicijom produktom NADP", dok je kinetika povratne
reakcije, odnosno kinetika oksidacije (R)-1-feniletanola opisana dvosupstratnom
Michaelis-Menteni¢inom kinetikom sa inhibicijom supstratom (NADP™) i kompetitivnom
inhibicijom produktima (acetofenon i NADPH)

Koristenjem matematickog modela procijenjenja je ravnotezna konverzija uz
ekvimolarne pocetne kocentracije supstrata(acetofenona i NADPH) koja iznosi oko 95%.
Na temelju navedenog moze se zakljuciti da je ravnoteza pomaknuta u stranu nastajanja
produkta odnosno (R)-1-feniletanola.
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7. SIMBOLI

A - kodirana vrijednost za omjer mase kuglica i stanica
Av- volumna aktivnost enzima (U/cm?®)

B - kodirana vrijednost za vrijeme

¢ - koncentracija (mmol/dm?)

k- konstanta brzine reakcije (min?)

Ki - konstanta inhibicije (mmol/dm?3)

Km - Michaelis-Menteni¢ina konstanta (mmol/dm?)
Mst/ Miugl. - OMjer mase stanica L. brevis i mase staklenih kuglica (¢= 0,1 mm) (gst/gsk)
R - aktivnost enzima

r - reakcijska brzina (U/mg)

t - vrijeme (min)

V - volumen (cm?3)

Vim - maksimalna brzina reakcije (mmol/dm>min)

Vi - reakcijski volumen (cm?3)

€340 - ekstincijski koeficijent

A - valna duljina (nm)

Skradenice

ABS - absorbancija

ADH - alkohol dehidrogenaza

ATP - adenozin trifosfat

BMK - bakterije mlije¢ne kiseline

DHAP - dihidroksiacetonfosfat

E - biokatalizator

ES - kompleks biokatalizator-supstrat

FDP - fruktoza-1,6-difosfat

GAP - gliceraldehid-3-fosfat

LbADH - alkohol dehidrogenaza iz Lactobacillus brevis

LDH - laktat dehidrogenaza

LkADH - alkohol dehidrogenaza iz Lactobacillus kefir

NADH - nikotinamid adenin dinukleotid, reducirani oblik
NADP* - nikotinamid adenin dinukleotid fosfat, oksidirani oblik
NADPH - nikotinamid adenin dinukleotid fosfat, reducirani oblik
P - produkt

S - supstrat
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