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SAZETAK:

IMOBILIZACIJA ALDOLAZE NA MEZOPOROZNU SILIKU FUNKCIONALIZIRANU (3—
AMINOPROPIL)TRIMETOSKISILANOM

U ovom radu provedena je imobilizacija enzima DERA na mezoporoznu siliku MCF
funkcionaliziranu s (3—aminopropil)trimetoskisilanom u svrhu povecanja njegove stabilnosti u
reakciji dvostruke aldolne adicije acetaldehida i kloroacetaldehida pri ¢emu nastaje prekursor u
proizvodnji statina. Odredivao se utjecaj procesa aktivacije nosioca na uspjesnost imobilizacije
koriStenjem razli¢itih aktivacijskih agenasa pri razli¢itim koncentracijama: benzokinon (1,5, 3 14,5
mM), sukcinski anhidrid (5, 10 i 15 %) i glutaraldehid (10, 15 i 20 %). Najvisa vrijednost
parametara uspje$nosti imobilizacije je zabiljeZzena koristenjem 10 % sukcinskog anhidrida te je
nosioc u daljnjim ispitivanjima aktiviran na taj nacin. Ispitan je utjecaj pH u podrucju 6-8, te
temperature u podrucju 20-35°C na proces imobilizacije. Kao optimalni uvjeti su se pokazali pH 6
i temperatura od 30 °C. Pri tim uvjetima je provedena imobilizacija enzima te je pra¢ena njegova
aktivnost kroz pet ciklusa u reakciji sinteze bo¢nog lanca statina. Rezultati su pokazali kako
imobilizirani enzim zadrzava 43 % svoje aktivnosti nakon petog ciklusa dok je kod slobodnog

enzima prisutan potpuni gubitak aktivnosti ve¢ nakon drugog ciklusa.

Klju¢ne rijeci: enzimi, DERA, imobilizacija, mezoporozna silika, statin, aldolna adicija



ABSTRACT:

IMMOBILIZATION OF ALDOLASE ON MESOPOROUS SILICA FUNCTIONALIZED BY (3-
AMINOPROPYL)TRIMTHOXYSILANE

In this work, the enzyme DERA was immobilized on MCF mesoporous silica
functionalized by (3-aminopropyl)trimethoxysilane to increase its stability in the reaction of double
aldol addition of acetaldehyde and chloroacetaldehyde which results in the production of the statin
precursor. The influence of the carrier activation process on the success of immobilization was
determined using different activating agents at different concentrations: benzoquinone (1.5, 3 and
4.5 mM), succinic anhydride (5, 10 and 15 %) and glutaraldehyde (10, 15 and 20 %). The best
parameters of immobilization success were achieved when the carrier was activated with 10%
succinic anhydride, so it was used in further experiments. The influence of pH in the range of 6-8
and temperature in the range of 20-35°C on the immobilization process was tested. A pH of 6 and
temperature of 30 °C proved to be optimal. Under these conditions, the reusability of enzyme in
the reaction of statin side chain synthesis was tested. The results showed that the immobilized
enzyme retained 43 % of its activity after the fifth cycle, while the free enzyme completely lost its
activity after the second cycle.

Key words: enzymes, DERA, immobilization, mesoporous silica, statin, aldol addition
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1. UvOD

Enzimi kao katalizatori su nasli Siroku primjenu kroz zadnjih par desetljeca, kako u
organskoj sintezi tako i u razvoju analiti¢kih procesa. Enzimi su biolo$ki katalizatori koji se nalaze
u svim zivim organizmima te imaju visoku kataliticku aktivnost, rade pri blagim atmosferskim
uvjetima uz mali utroSak energije. Klasi¢ni katalizatori koriSteni u organskoj sintezi Cesto
zahtijevaju grube uvjete i procese u viSe koraka $to za posljedicu ima veliku potro$nju energije i
stvara velike koli¢ine otpada. 1z tog razloga je primjena enzima u raznim granama industrija sve
udestalija.! Koristenje enzima kao biokatalizatora nudi prednosti kao §to su blagi uvjeti reakcije,
biorazgradnja i kataliticka efikasnost. Grubi uvjeti industrijskih procesa mogu dovesti do
destabilizacije enzimai skracivanja njihovog vijeka koristenja. Kako bi povecali otpornost enzima

na zahtjeve industrijskih procesa, moguée je provesti njihovu imobilizaciju na razne nadine.?

DERA je enzim koji spada u skupinu aldolaza. Aldolaze kataliziraju stereoselektivne
reakcije formiranja C — C veze koje se formiraju izmedu acetaldehida, kloroacetaldehida i brojnih
drugih aldehida. Primjena je ograni¢ena zbog loSe tolerancije prema veéim koncentracijama

aldehida. Imobilizaciju enzima provodimo kako bi dobili Zeljena svojstva enzima.®

Jedan od nacina imobilizacije enzima je njegovo vezanje na ¢vrsti nosioc kako bi mu se
poboljsala svojstva i produZilo vrijeme upotrebe.® Postoji vise tehnika koje se koriste za
imobilizaciju enzima na nosioc od reverzibilne fizikalne adsorpcije do ireverzibilnog kovalentnog

vezanja enzima.2 Izbor najprikladnije tehnike ovisi o prirodi enzima i nosioca.*

Mezoporozna silika je jedan od najucestalijih materijala koriStenih za izradu nosioca za
imobilizaciju. Odlikuje se velikom specificnom povr§inom, rasporedom pora te mogucnoscu
prilagodavanja veli¢ine pora $to ju Cini idealnom za procese imobilizacije. Uz navedeno,
mezoporozna silika je stabilna u Sirokom podru¢ju pH i temperature $to olakSava njenu upotrebu u

razli¢itim tipovima reakcija.



2. OPCI DIO

2.1 Enzimi

Enzimi su bioloske makromolekule koje ubrzavaju vitalne reakcije zivih organizma. Tvore
ih lanci aminokiselina ¢iji broj, poloZaj i interakcije utje¢u na veli¢inu, oblik i funkciju enzima.®
Glavni izvor enzima su stanice razlicitih zivih organizama, a oni mogu biti proizvedeni unutar

stanice ili ih stanice tijekom svo metabolizma mogu izluéivati u prostor oko stanice.®

Fridrich Wilhelm Kuehne je prvi upotrijebio naziv "enzyme" koji potjece od grcke rijeci "en
zyme" §to znaci u kvascu. Prva uporaba enzima za ljudske potrebe datira jo§ od vremena prije starog
Egipta. Prvi enzim u ¢istom stanju izolirao je Sumner 1926. godine, te je dobio ureazu u kristalnom
obliku prvi put izvan Zive stanice. Za svoj rad dobio je Nobelovu nagradu 1946. Enzimi su sve vise

istrazivani te danas postoji ¢itav niz razli¢itih izoliranih enzima.’

2.1.1. Imenovanije i klasifikacija enzima

Enzimi se imenuju dodavanjem sufiksa -aza na ime supstrata koji modificiraju, primjer
tome je amilaza, ureaza, tirozinaza. Odredeni enzimi su iznimka od ovog pravila, a najpoznatiji su
enzimi koji spadaju u skupinu proteolitickih enzima ¢ija imena zavrSavaju sa sufiksom -in kao §to
su pepsin, tripsi i kimotripsin.® Enzimi se imenuju i prema vrsti reakcije koju kataliziraju naprimjer
dehidrogenaza i dekarboksilaza koje kataliziraju uklanjanje vodika i ugljikova dioksida s razli¢itih

supstrata.®

Odbor za nomenklaturu Medunarodne unije za biokemiju i molekularnu biologiju (IUBMB) je
predlozio sistem klasifikacije kako bi se svakom enzimu dodijelio naziv i broj koji omogucéuju
njegovu nedvosmislenu identifikaciju. Prema ovoj podjeli postoji Sest glavnih grupa prema tipu
reakcije koju enzimi Kkataliziraju, svaka grupa je zatim podijeljena u podgupe koje su jo§ dodatno
podijeljene. Brojcani kod koji se dodjeljuje enzimu sastoji se od Cetiri broja. Prvi broj govori kojoj
glavnoj skupini pripada, drugi kojoj podgrupi pripada, tre¢i o podgrupi podgrupe, a Cetvrti koji je
redni broj enzima u podgrupi podgrupe. Kako bi nedvosmisleno opisali vrstu katalizirane reakcije

uz naziv enzima mora biti naveden i njegov klasifikacijski broj.8

Grupe u koje dijelimo enzime su:



1. Oksidoreduktaze - enzimi koji kataliziraju redoks reakcije. Povezani su s koenzimima i
ukljuéuju dehidrogenaze, oksidaze, peroksidaze i oksigenaze.®

2. Transferaze - enzimi koji kataliziraju prijenos atoma ili skupine atoma izmedu dvije
molekule. Primjer je prijenos amino, karboksilne, metilne i drugih skupina sa supstrata koji
je donor na supstrat akceptor.®

3. Hidrolaze - enzimi koji kataliziraju reakciju hidrolize.®

4. Liaze - enzimi koji kataliziraju reakcije cijepanja kovalentnih veza reakcijama eliminacije
funkcionalnih skupina uz nastanak dvostruke veze, odnosno adicije funkcionalnih skupina
na dvostruku vezu.®

5. Izomeraze > enzimi koji kataliziraju reakciju izomerizacije.®

6. Ligaze > Kkataliziraju reakcije povezivanja dvije molekule. Rezultat ovih reakcije su
formirane CC, CS, CO ili CN veze.®

2.1.2. Struktura enzima

Kao i svi proteini enzimi se uglavnom sastoje od 20 prirodnih aminokiselina.’
Aminokiseline su organski spojevi koji unutar molekule imaju amino i karboksilnu skupinu. Amino
skupina je primarna u svima osim jedne od 20 aminokiselina, a ta iznimka je prolin. Atomi ugljika

u organskim molekulama koje sadrze karboksilnu skupina mogu se okarakterizirati grékim slovima

o i B (Slika 1.).10

O
v gy  OH

Slika 1. Prikaz a i B ugljika u organskoj molekuli.*

Sve aminokiseline nadene u proteinima su o—aminokiseline jer je amino grupa na a— atomu

ugljika. To je opéa struktura aminokiselina i ona je prikazana na slici 2.1°

T
H 0
N é
N—C—C
H” I “OH
H

Slika 2. Struktura aminokiseline.©



Simbol R predstavlja bo¢ne lance molekule. Amino i karboksilna grupa u lancu se nazivaju
a—amino i a—karboksilna skupina kako bi se razlikovale od ostalih sli¢nih skupina vezanih za bo¢ni
lanac molekule.!® Po skupinama vezanim za bo¢ni lanac razlikujemo aminokiseline. a—ugljik je
kiralni centar pa sve prirodne aminokiseline postoje u dva izomerna oblika, L i D izomer. Prirodni
proteini gradeni su od L — izomera aminokiseline. Ve¢ina aminokiselina u prirodi neutraliziraju
naboj od amino i karboksilne skupine stvaranjem peptidne veze. Peptidna veza je primarna
strukturna jedinica lanca proteina.® Ona nastaje kada se karboksilna skupina jedne aminokiseline
poveze s amino skupinom druge aminokiseline (Slika 3.) pri cemu nastaje dipeptid i taj proces se
ponavlja kako bi lanac rastao pri ¢emu dobijemo polipeptid ili protein.!® Struktura nastalih

proteina moze se podijeliti na &etiri razine, a to su primarna, sekundarna, tercijarna i kvartarna.’

)OI\ JO]\
¥ R —— R +H,0
R™ “OH AN RT™ N’ 2

Slika 3. Nastanak peptidne veze.’

2.1.3. Djelovanje enzima

Enzimi se ponasSaju kao katalizatori te slicno homogenim i heterogenim kemijskim
katalizatorima mogu ubrzati reakciju bez ikakvih trajnih promjena. Enzimi ubrzavaju kemijsku
reakciju na nac¢in da smanjuju energiju aktivacije reakcije.® Prilikom toga vise molekula dostiZe
energije prijelaznog stanja i kemijska reakcija je ubrzana.’ Reakcija je ubrzana no njezina

termodinamicka ravnoteza ostaje nepromijenjena.’ (Slika 4.)

prijelazno stanje

Energija, G

Slika 4. Reakcijski dijagmram usporedbe nekatalizirane i Katalizirane reakcije.®



Za vrijeme reakcije enzim se veZze za supstrat formirajuci prijelazni kompleks. Pri zavrSetku

reakcije enzim izlazi zajedno s produktom no on ostaje nepromijenjen.® (Slika 5.)

v k
VEY M

E+S -~ ES —% P
k

-1
Slika 5. Kinetika ireverzibilne enzimske reakcije.®

Na slici je enzim oznacen sa E, supstrat sa S, kompleks enzim supstrat s ES, a produkt s P.

Oznake Kki,k1 1 k2 su brzine reakcija u odgovaraju¢im koracima reakcije. Ako enzim E katalizira

reakciju supstrata S u produkt P, enzim i supstrat tvore kompleks ES koji se na kraju razdvaja na

enzim i produkt. Kako bi se stvorio ES kompleks supstrat je vezan na odredeno mjesto u enzimu.

Enzim je na kraju reakcije nepromijenjen i moZe se vezati za drugi supstrat.®

Uzevsi u obzir da je koncentracija ES konstantna kroz vrijeme moZe se pisati jednadZba:

d [ES]
dt

= ([E]-[SD - ky — [ES]- (kg + k2) =0 (1)

Ova jednadzba se moze pisati kao:

[E]-[S] _ k_1+ks _

Kmje Michaelis — Mantenova konstanta ¢ija vrijednost pokazuje afinitet enzima prema supstratu.

Spori stupanj u jednadzbi 1 je konverzija kompleksa ES u produkt pa se brzina moze izracunati

prema jednadZbi:

v =k, [Er] 3)

Maksimalna brzina se postize kada svi enzimi formiraju kompleks ES:
Umax = k2 * [E7] (4)

[Er] = E + [ES] (5)



Michaelis — Mentenova jednadzba se dobije iz prethodno napisanih jednadzba 2, 3, 41 5.

_ VYmax[S]

= Yonrts) O

Km je koncentracija supstrata pri kojoj se postize polovica maksimacne brzine. Male vrijednosti Ky
pokazuju visok afinitet enzima prema supstratu te su potrebne male koncentracije supstrata da bi
se postigla maksimalna brzina. Suprotno od toga visoke vrijednosti Km pokazuju da se maksimalna

brzina postiZe samo uz visoke koncentracije supstrata.’

Na aktivnost enzima utjece viSe parametra od kojih su neki koncentracija enzima i supstrata,

inhibitori, pH i temperatura.®

2.1.4. Primjena enzima

Enzimi su bitne komponente biljaka, zivotinja i mikroorganizama jer Kataliziraju i
koordiniraju reakcije unutar stani¢nog organizma. Takva obiljezja daju im i veliku primjenu u
industriji jer su prepoznate njihove mnoge prednosti. Do 1970. ve¢inom su se koristili samo enzimi
biljnog i Zivotinjskog porijekla jer su se sintetski enzimi smatrali ne¢istima.'? Za Siroku upotrebu
u industriji 1 medicinu su postali zanimljivi zbog svoje visoke stabilnosti, kataliticke aktivnosti te

jednostavnosti proizvodnje i optimizacije.!?

Najveca primjena enzima je u prehrambenoj industriji kod proizvodnje hrane 1 pivarstva.
Njihova velika primjena je povezana s rastom populacije jer je potraznja za hranom sve veca.
Enzimi osiguravaju kvalitetnu opskrbu hranom jer su ukljuceni u proces njezine proizvodnje i
dovode do poboljSavanja komponenata kao Sto su okus, aroma, boja, tekstura, izgled i nutritivna
vrijednost. U pivarstvu su s druge strane vazni jer se dodaju kako bi se kontrolirao proces vrenja i

dobilo visokokvalitetno pivo.™

Koriste se 1 u drugim industrijama kao §to su farmaceutska i tekstilna industrija. Koriste se
kao terapeutski lijekovi u lijeCenju probavnih smetnji i u procesima dijagnostike bolesti kao $to je

dijabetes.™

Uporaba enzima 1 dalje raste te se u buduénosti ocekuje jo§ veci rast zbog velikog

potencijala koji enzimi nude za mnoge industrije.*®



2.2. Aldolaze

Aldolaze su grupa enzima koji formiraju C-C veze te spadaju u grupu liaza. Reakcija

formiranja C-C veze je jedna od najvaznijih u organskoj kemiji.®

Hg Rs H4 HE

Slika 6. Shema reakcije katalizirana aldolazama.®

Na slici 6. je prikazana reakcija katalizirana aldolazama. To je reakcija aldehida ili ketona
koji djeluju kao nukleofil (donor) s drugim aldehidom ili ketonom koji djeluju kao elektrofil
(akceptor). Postoje dva klju¢na problema ove reakcije i oba su povezana sa selektivnoscu. Prvi je
selektivnost supstrata gdje treba odrediti koji se od dva aldehida ili ketona ponasa kao donor, a koji
kao akceptor kako bi se dobio odgovarajuéi produkt. Mogu se odviti dvije aldolne reakcije ili dvije
unakrsne aldolne reakcije ali je samo jedna od njih poZzeljna. Drugi problem je $to je aldolna
reakcija Cesto pracena kondenzacijom samo jednog od koriStenog aldehida koji se moZe ponaSati i

kao donor i kao akceptor &ime nastaje nezeljeni produkt.®

Aldolna reakcija je vaZan biokemijski proces za proizvodnju ugljikohidrata koji se prirodno
pojavljuju. Enzimatske aldolne reakcije su pozeljne za sintezu bioloSki vaznih organskih spojeva
kao Sto su aminokiseline. Aldolaze su stereoselektivne i u ovim reakcijama dobivamo produkt koji

ima kiralni centar.

Postoji vise podjela aldolaza. Jedan od nacina podjele je prema katalitickom mehanizmu reakcije

prema kojem su aldolaze podijeljene u dvije grupe:

a) Grupa 1 - aldolaze koje tvore meduprodukt Shiffove baze sa supstratom na aktivnom
mjestu.®

b) Grupa 2 = enzimi koji koriste dvovalentni metalni ion kao koenzim koji se ponasa kao
Lewisova kiselina u aktivnom mjestu. Ovi enzimi obi¢no su stabilniji nego enzimi prve

grupe.®



Druga podjela aldolaza je na temelju njihove izvrsne selektivnosti za donore prema ¢emu su

grupirane s obzirom na Cetiri donora koji se mogu koristiti:

a) Acetaldehid-ovisni
b) Dihidroksiaceton fosfat — ovisni
¢) Piruvat — ovisni

d) Glicin — ovisni

2.2.1. DERA (2-deoksiriboza-5-fosfat aldolaza)

2-deoksiriboza-5-fosfat aldolaza (DERA) je jedini poznati ¢lan acetaldehid ovisnih
aldolaza.® DERA Kkatalizira aldolnu reakciju izmedu dva aldehida. Primjer reakcije katalizirane
DERA-om koristenje gliceraldehid-3-fosfata (G3P) i acetaldehida (AA) je prikazana na slici 7.2

Slika 7. Reakcija katalizirana enzimom DERA.2

Rana istrazivanja enzima DERA su se ve¢inom fokusirana na identifikaciju osnovnih
svojstava enzima i prema razumijevanju prirodnih reakcija koje katalizira. Specifi¢nost enzima je
prvi put proucavana 1960. i zakljuceno je da acetaldehid u reakciji s enzimom DERA moze biti
zamijenjen s drugim aldehidom ili ketonom i reakcija ¢e i dalje biti uspjesna.. Enzim DERA
prihvaéa Sirok spektar supstrata kao molekule akceptora u reakcijama aldolne kondenzacije.® Kao
donore takoder mozemo koristiti vise aldehida i ketona kao npr. aceton, fluoraceton i propanal.*
Upravo je mogucnost koristenja razli¢itih supstrata kao donora i akceptora velika prednost enzima
DERA. Uz spomenute prednosti enzim DERA ima i lo$ih strana. Glavni problem je velika kemijska
reaktivnost aldehida koja smanjuje aktivnost enzima dok ne postane neaktivan.® Procesom

imobilizacije se Zeli poboljsati stabilnost enzima DERA.*



Enzim DERA se u industriji primjenjuje primarno za proizvodnju statina.'® Statini imaju
mogucnost snizavanja razine kolesterola i zato su vrlo cijenjeni. Imaju kiralni bo¢ni lanac koji je
vezan za cikli¢ki fragment.* Enzimom DERA se sintetizira kiralni bo¢ni lanac statinu te je to jedna

od njezinih glavnih upotreba.®®

2.3. Imobilizacija enzima

Biokataliti¢ki proces u industriji moze biti primijenjen na mnoga polja kao sto je
proizvodnja finih kemikalija, goriva, farmaceutika i hrane. Bez obzira na prednosti koritenja
enzima umjesto kemijskih katalizatora njihova primjena je ogranicena zbog visokog troska
proizvodnje, nestabilnosti i poteSsko¢ kod ponovnog koristenja. Ovi problemi mogu biti Smanjeni
provedbom imobilizacije enzima na inertnoj matrici. Imobilizacija enzima moze poboljsati
stabilnost enzima jer postaje manje osjetljiv na inhibitore u reakciji te je zasticen od ekstremnih
uvjeta. Mogu biti lako reciklirani §to vodi do financijske ustede, a imobilizacija moze voditi i do

vece kataliti¢ke aktivnosti.>!2

Prva upotreba imobiliziranih enzima je bila 1966.g kad je provedena imobilizacija
Aspergillus orczae za razluCivanje sinteticke D-L aminokiseline. Druge vee primjene
imobiliziranih enzima su u industrijskoj proizvodnji Secera, aminokiselina i lijekova. U nekim
industrijskim procesima imobilizirane su cijele stanice koje sadrze enzim te koriStene kao
katalizatori. Osim upotrebe u industrijskim procesima tehnike imobilizacije su baza za dobivanje

brojnih produkta biotehnologije sa primjenom u dijagnostici, kromatografiji i kod biosenzora.*

2.3.1. Metode imobilizacije enzima

Postoje mnoge metode koristene za imobilizaciju enzima, kao $to su kovalentno vezanje
enzima za nosioc, fizikalna adsorpcija, imobilizacija enzima umrezavanjem, zarobljavanje enzima.
Svaka od tih metoda je pokazala prednosti i nedostatke.® Metode imobilizacije se mogu klasificirati
na vise nacina. Jedan od glavnih nacina klasifikacije razli¢itih procesa imobilizacije je podjela na
ireverzibilne i reverzibilne metode.*? Odabir najprikladnije tehnike ovisi o prirodi enzima i o

nosiocu. Interakcije izmedu enzima 1 nosioca osigurava imobilizirani enzim s odredenim



biokemijskim i fizikalno-kemijskim svojstvima koja odreduju njihovu primjenjivost za specificne

procese. 4 Na slici 8. su prikazane metode imobilizacije enzima.

Fizikalna adsorpcija Kovalentno vezanje
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Slika 8. Metode imobilizacije enzima.*

a) Zarobljavanje enzima

U ovoj metodi enzim je dodan tijekom sinteze nosioca Sto rezultira time da ostaje zarobljen u
njegovoj strukturi. Glavni nedostatak ove metode je deaktivacija enzima zbog uvjeta potrebnih kod
sinteze nosioca. Procedura mora biti modificirana kako bi se izbjegli ekstremni uvjeti kao $to je
visoka temperatura i nizak pH. Medutim ¢ak i ako je imobilizacija napravljena kod blagih uvjeta
enzim moze imati niZzu aktivnost u usporedbi sa slobodnim enzimom zbog problema povezanih sa
prijenosom masa.> Ova metoda imobilizacije je ireverzibilna jer enzim zarobljen unutar vlakna

nosioca.?
b) Imobilizacija enzima umrezavanjem

Imobilizacija enzima moZe biti provedena intermolekularnim umreZavanjem pri ¢emu se
formira enzim agregat (CLEAS). U ovoj metodi ne Kkoristi se pomo¢éni materijal nosioc. Enzimi iz
agregata su talozeni dodatkom soli, organskih otapala, kiselina ili neionskih polimera. Mnogi
enzimi su osjetljivi na reagens za umrezavanje koji je potreban za formiranje enzimskog agregata.
Zbog toga uvjeti moraju biti pazljivo birani i optimirani kako bi se izbjegao gubitak aktivnosti
enzima. Upotreba ove metode se pokazala korisnom uglavnom kada se enzimska reakcija odvija u

organskim medijima.®> Ova metoda spada u ireverzibilne metode imobilizacije.*
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c) Fizikalna adsorpcija

Enzimi mogu biti imobilizirani fizikalnom adsorpcijom na nosioc. Ova metoda se smatra
jednom od najjednostavnijih metoda imobilizacije. Do imobilizacije dolazi zbog van der
Waalsovih sila, vodikovih veza te ionskih ili hidrofobnih reakcija izmedu enzima i nosioca. Ako
enzim reagira sa nosiocem kroz van der Waalsove sile o¢ekivano je da ¢e se zbog slabih interakcija
enzim desorbirao s nosioca. Elektrostatske interakcije s druge strane su najjace sile koje mogu biti
ukljucene u fizikalnu adsorpciju enzima kako bi se izbjeglo curenje enzima s nosioca. Kako nema
kemijske veze izmedu enzima i nosioca obi¢no ne uzrokuje nikakvu promjenu u konformaciji
enzima i njegova se aktivnost zadrzava ili ¢ak povecava nakon imobilizacije. Glavni nedostatak
ove metode je Cinjenica da se enzimi mogu lakSe desorbirati od nosioca. To zahtjeva ispravan
odabir nosioca za adsorpciju kako bi enzim bio stabilan i izbjeglo se njegovo curenje.’> Ovo je
reverzibilna metoda imobilizacije jer enzim moze biti uklonjen s nosioca pri blagim uvjetima.
Prednost ove metode je mogucnost regeneracije nosioca, odnosno ponovno vezanje novog enzima

na isti nakon $to aktivnost enzima padne.?

2.3.1.1 Kovalentno vezanje enzima

Kovalentno vezanje omogucuje vezanje enzima na povrsinu ili na drugi enzim kovalentnim
vezama. Povr§ine mogu biti unutarnje stijenke bioreaktora ili stakleni ili polimerni nosioci u obliku
kuglica za primjenu u reaktoru u industrijskom procesu. Kovalentna imobilizacija ukljucuje
vezanije reaktivne grupe na enzimu za kemijski aktivnu podlogu ili molekulu.! Materijal nosioc je
odabran ovisno o svojstvima topljivosti, mehanicke stabilnosti, hidrofilnosti odnosno
hidrofobnosti, povrsina i funkcionalne skupine.!? U ovoj metodi imobilizacije materijal nosioc je
modificiran s reaktivnim grupama koje se vezu na specifiéne funkcionalne skupine prisutne u
aminokiselinama. Aktivna strana enzima mora ostati slobodna od kovalentnih veze te se u tu svrhu
dodaju supstrati tijekom procesa imobilizacije. Funkcionalne skupine enzima koje sudjeluju u
stvaranju kovalentne veze sa nosiocem su -NHz, -OH, -SH, -COOH. ° Imobilizacija se mora
provesti pod uvjetima koji ne vode do denaturacije enzima. Kod ove metode postoji rizik da
struktura enzima postane kruta i da vezanje inducira konformacijske promjene koje izravno

smanjuju aktivnost enzima.®
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Enzimi imobilizirani kovalentnim vezanjem su jako vezani za nosioc i tesko se od njega
odvajaju. Zbog toga je ova metoda ireverzibilna i potrebno je mijenjati i nosioc i enzim kad isti

prestane biti aktivan §to moZe rezultirati veéim tro§kovima.*?

Kako bi mogli provesti postupak imobilizacije enzima kovalentnim vezanjem prvo je
potrebno provesti funkcionalizaciju povrsine kako bi nosioc imao skupine potrebne za stvaranje
kovalentne veze te zatim aktivaciju nosioca.® U ovom radu provedena je funkcionalizacija povrsine
(3-aminopropil)trimetoskisilanom (APTMS), a aktivacija benzokinonom, sukcinskim anhidridom
i glutaraldehidom. (Slika 9.)
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Slika 9. Funkcionalizacija mezoporozne silike APTMS-om i aktivacija aktivacijskim agensima

2.4. Vrste nosioca za imobilizirani enzim

Karakteristike matrice su najvaznije za odredivanje efikasnosti sistema s imobiliziranim
enzimom. Odabir optimalnog nosioca moze utjecati na proces imobilizacije pri cemu svojstva 1
enzima i nosioca odreduju svojstva pripremljenog imobiliziranog enzima. Interakcije izmedu njih

daju imobilizirani enzim sa specificnim mehanickim, kemijskim, bioloskim i kinetickim

12



svojstvima. Idealna svojstva nosioca ukljucuju hidrofilnost, inertnost prema enzimu,
biokompatibilnost, otpornost na napad mikroba, otpornost na kompresiju, dostupnost i nisku

cijenu.2*

lako nema univerzalnog nosioca za sve enzime i primjene neka od svojstva nosioca se
pojavljuju kod svih, a to su velik afinitet za proteine, dostupnost reaktivne funkcionalne grupe,
mehanicka stabilnost, krutost, izvedivost regeneracije, netoksicnost i biorazgradivost. Uobicajeni
materijali za imobilizaciju enzima kao $to su materijali na bazi silike, akrilne smole i sinteticki
polimeri suocavaju se s nedostacima kao $to su visoka cijena materijala i tehnologija potrebnih za

primjenu metoda fiksacije §to poveéava troskove biokatalizatora.?

Mnogo metoda imobilizacije je razvijeno kako bi se poboljsala aktivnost enzima. Odabir
nosioca moze biti velik problem jer ovisi o tipu enzima, reaktivnosti medija i uvjetima reakcije.
Razliciti nosioci nude razlicita fizikalna i kemijska svojstva za vezani enzim. Razlika u morfologiji
1 fizikalnim karakteristikama moze utjecati na imobilizaciju i kataliticka svojstva jer je nosioc u

direktnom kontaktu s enzimom.?

Nosioce mozemo podijeliti na organske i anorganske ovisno o njihovom kemijskom
sastavu, a organski se mogu dodatno podijeliti na prirodne i sinteti¢ke polimere. Najc¢esce koristeni
nosioci su karboksimetil-celuloza, Skrob, kolagen, modificirana sefaroza, aktivni ugljen, silika,
aluminijev oksid, titan, keramika, hidroksiapatit i agaroza.? Pozeljno je da matrica nosioca bude
materijal velike povrsine s velikim brojem pora jer to dovodi do veéeg vezanja enzima po jedinici
mase. Porozni nosioci su preferirani jer je moguce vece vezanje enzima i vezani enzim je bolje
zaSti¢en od okoliSa. Parametri pora i veli¢ina Cestica nosioca rade ukupnu povrsinu, a time utjecu

na sposobnost vezanja enzima.?*

Nanomaterijali mogu biti izvrsni nosioci za imobilizaciju enzima jer nude idealne
karakteristike za balansiranje glavnih faktora koji odreduju efikasnost biokatalizatora: povrSina,
otpornost prijenosu masa i veliko vezanje enzima.* Svojstva nanocestica omoguéuju lako odvajanje
jednostavnom filtracijom ili koriStenjem magneta §to omogucuje ponovno koristenje. U usporedni
s obi¢nim metodama imobilizacije, imobilizacija temeljena na nanocesticama nudi tri glavne
prednosti a to su laka sinteza Cestica nanoenzima s visokim sadrzajem krutih tvari bez upotrebe
toksi¢nih reagensa, moguce je prilagodavanje veliCine Cestica te postizanje homogenih i dobro

definiranih nano&estica s vezanim enzimom.*?
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2.4.1. Mezoporozna silika

Mezoporozni materijali su odli¢ni za imobilizaciju enzima. Mezoporoznu siliku je lako
sintetizirati iz jeftine silike te uz prilagodavanje odredenih parametara sinteze moze se dobiti veliki

izbor mezostruktura.® Mezoporozna silika prvi put je sintetizirana 1992.

Mezoporozna silika se sastoji od nanocCestica silike S promjerom pora od 2 do 50 nm. Na
povrsini mezoporozne silike nalazi se viSe vrsta silanolnih skupina (pojedinacne silanolne skupine,
silanolne skupine medusobno povezane vodikovim vezama te geminalne skupine) koje omogucuju
funkcionalizaciju materijala s organskim grupama (amino, epoksi, karboksilne i tiolne skupine) u
svrhu imobilizacije enzima kovalentnim ili nekovalentim vezanjem. Uvodenjem organskih
funkcionalnih skupina mijenjaju se svojstva povrsine ¢ime se postize ucinkovitije vezanje i
smanjuje se curenje enzima tijekom reakcije. Interakcije enzim-supstrat mogu ukljucivati
aminokiselinske ostatke na povrsini enzima i na aktivnoj strani $to direktno utjece na aktivnost i
stabilnost enzima. Moze do¢i i do promjene orijentacije enzima unutar pora na nacin da aktivna
mjesta postanu dostupnija za reaktante. Funkcionalizacija povrSine moze se Koristite za

modificiranje hidrofilnog karaktera nosioca.®

Jedan od najvaznijih razloga zasSto je mezoporozna silika dobar materijal za nosioc je taj
Sto veliCina 1 struktura pora i Cestica moZe biti modificirana s visokim stupnjem preciznosti. Imaju
veliku povrsinu i volumen pora $to dovodi do vezanje velike koli¢ine enzima. Tako vezani enzim
moZe podnijeti ekstremniji pH, poveé¢anu temperaturu denaturirajuca sredstva i organska otapala.*
Fizikalna svojstva materijala mogu biti precizno prilagodena na nacin da odgovaraju specificnom

enzimu.®

Veli¢ina pora 1 morfologija su vazan fizikalni parametar mezoporozne silike koji moze
utjecati na imobilizaciju enzima. Male promjene veli¢ina pora mogu rezultirati ili pove¢anjem ili
smanjenjem aktivnosti i stabilnosti enzima. Pretpostavlja se da pore moraju biti dovoljno velike da
enzimi difundiraju unutar njih, ali ne smije biti tako velike da bi se povecala vjerojatnost curenja
enzima tijekom katalize. Pore ne smiju biti preuske kako enzim ne bi izgubio svoju mobilnost i
fleksibilnost unutar njih. Morfologija pora moZe utjecati na prostornu raspodjelu enzima kroz
Cesticu 1 difuziju supstrata 1 produkta. Postoji mezoporozna silika s heksagonskom, kubi¢nom i

pjenastom strukturom i one su proucavane za imobilizaciju enzima. Kubicna i pjenasta struktura
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imaju prednost kod imobilizacije jer je kod njih laksa dostupnost pora. U heksagonskoj strukturi
difuzija proteina u duge jednodimenzionalne pore moze biti ometana zbog enzima koji se

adsorbiraju na ulazu u pore i tako ih blokiraju.®

Pjenasta mezoporozna silika (MCF) sastoji se od jako velikin mezopora do 40nm u
promjeru koje su povezane malim prozorima veli¢ine 10 do 20nm. Ova struktura MCF mozZe biti
dobra za imobilizaciju enzima jer su pore velike pa mogu primiti veliku koli¢inu enzima uz to je

ulaz u pore je uzi pa se moze izbjeéi curenje enzima.® (Slika 10.)

Slika 10. Shema imobilizacije enzima na pjenastu mezoporoznu siliku.®

Kod heksagonske mezoporozne silike (SBA-15) veli¢ina Cestica i promjer pora moze biti
poveéan za imobilizaciju enzima. Proces proizvodnje SBA-15 proizvodi Cestice u obliku Stapa.
Medutim metoda se moze modificirati kao bi se dobio drugi oblik i1 veli€ina Cestica. Veli¢ina pora
je veéinom izmedu 2 — 10nm i povecava se mijenjanjem temperature za vrijeme hidrotermlanog

tretmana.® (Slika 11)

)
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Slika 11. Shema imobilizacije enzima na heksagonsku mezoporoznu siliku.®
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Aparatura

3.1.1. Analiticka vaga

Vaga Shimadzu je koristena za vaganje svih uzoraka.(slika 12.)

3.1.2. Spektrofotometar

Spektrofotometrija je metoda odredivanja koncentracije tvari u uzorku mjerenjem koli¢ine
apsorbirane svjetlosti. Spektrofotometar je uredaj za analizu spektra elektromagnetskog zracenja.
Apsorpcija se matematicki opisuje Beer — Lambertovim zakonom. Beer-Lambertov zakon govori
da postoji linearna ovisnost izmedu apsorpcije i koncentracije uzorka. Zbog toga on moze biti

primijenjen samo kad postoji linearni odnos. Jednadzba Beer -Lambertovog zakona je:
A=c¢-l-c (7)

Gdje je A apsorpcija koja nema mjernu jedinicu, € je molarni apsorpcijski koeficijent, | je duljina

puta, a ¢ je koncentracija. Molarni koeficijent je dan kao konstanta i razli¢it je za svaku molekulu.®
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Koristen je Shimadzu UV 1800 spektrofotometar koji je prikazan na slici 13.

Slika 13. Spektrofotometar.
3.1.3. Centrifuga

U eksperimentu smo za separaciju uzoraka koristili centrifugu Hettich Universal 320R koja

je prikazana na slici 14.

Slika 14. Centrifuga Hettich Universal 320R.
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3.1.4. HPLC

Tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC) je vrsta kromatografije u koloni
koja se najvise koristi u biokemiji kako bi se odvojili i identificirali aktivni spojevi.l” Pod visokim
tlakom se pumpa uzorak otopljen u otapalu koje je mobilna faza kroz kolonu sa stacionarnom

fazom.

Svojstva uzorka, otapala te svojstva stacionarne faze odreduju vrijeme zadrzavanja analita
i koliko brzo prolazi kroz kolonu. Kako uzorak prolazi kroz kolonu analiti koji imaju najjace
interakcije sa stacionarnom fazom izlaze najsporije jer imaju najvece vrijeme zadrZavanja. U
odnosu na to uzorci sa najslabijim interakcijama imaju kratko vrijeme zadrzavanja. Nakon izlaska
iz kolone mobilna faza prolazi kroz detektor kao Sto je fluorimetar ili UV detektor. Odabir
odgovarajuceg detektora i valnih duljina za pracenje je vaZzan za optimizaciju osjetljivosti HPLC
detekcije. Detektor generira signal koji odgovara koli¢ini analita koji izlazi iz kolone, signal se
zatim biljezi u HPLC kontrolnom racunalnom programu te imamo podatke dostupne za daljnju

analizu.'®

Za eksperiment u ovom radu je koristen HPLC uredaj Shimadzu sa LiChrospher kolonom
C18 1 UV detektorom.

3.1.5. Termostatska tresilica

Na tresilici Eppendorf thermoMixer C su termostatirani reaktori u kojima su provedene
reakcije.(slika 15)

18



3.1.6. Homogenizator

183

DLAB MX-S.
Homogenizatorom DLAB MX-S (Slika 16.)su homogenizirani uzorci.

3.1.7. Ostala aparatura

Od ostale aparature koriSteni su: mini centrifuga FVL-2400N Combi-Spin, magnetna

mijesalica te pe¢ za zarenje Nabertherm.

3.2. Sinteza MCF mezoporozne silike sol — gel metodom

Za sintezu mezoporozne silike 2 g Pluronic-a 123 otopljeno je u 75 mL HCI-a koncentracije

1,6 M pri sobnoj temperaturi na magnetskoj mijesalici. Dodano je 2,95 g trimetilbenzen-a (TMB).
Omjer Pluronic 123 prema TMB se moZe modificirati 1 time mijenjamo veli¢inu pora. Kod
pripreme silike s ve¢im porama dodano je 3,5 g TMB. Nakon toga je dodano 23,46 mg NH4F koji
povecava kanale koji povezuju pore bez utjecaja na samu veli¢inu pora. MijeSano je 45 minuta na
37 °C te je nakon toga dodano 4,731 g tetraetoksisilana. Otopina je potom mijesana tijekom 20 sati
na 37 °C, te je potom premjestena u teflonskim reaktor koji je stavljen u peé¢i na 110 °C (24 h).
Nakon toga talog se filtrirao te centrifugirao 5 minuta nakon ¢ega se isprao etanolom i vodom te
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susio u pec¢i. Nakon toga slijedi zarenje taloga 6 sati dok temperatura ne naraste na 350 °C te zatim
4 sata na temperaturi 350 °C. Postupkom je dobiven 1 g silike.

3.3. Imobilizacija biokatalizatora DERA na mezoporoznu siliku

3.3.1. Funkcionalizacija mezoporozne silike pomocu (3-aminopropil)trimetoksisilana

Za funkcionalizaciju nosioca na 1,0 g mezoporozne silike dodano je 50 mL etanola i 3 mL
(3—aminopropil)trimetoskisilana (APTMS-a). Smjesa je mije$ana brzinom 160 o min™ 24 sata na

30 °C u inertnoj atmosferi argona.

3.3.2. Aktivacija mezoporozne silike

Nakon funkcionalizacije APTMS-om provedena je aktivacija pomocu benzokinona,
sukcinskog anhidrida i glutaraldehida (GA). Aktivacija benzokinonom je provedena pripremom
otopine benzokinona koncentracije 1,5 mM u fosfatnom puferu. 1 mL otopine dodano je na 20mg
nosioca te mijeSano 1 sat na tresilici pri sobnoj temperaturi. KoriSten je pufer pH 6 te je proces
proveden s koncentracijama benzokinona 1,5, 3 i 4,5 mM. Za aktivaciju sukcinskim anhidridom je
pripremljena otopina sukcinskog anhidrida u fosfatnom puferu. Na 20 mg nosioca je dodano 1 mL
DMF te odredena masa sukcinskog anhidrida ovisno o ispitivanoj koncentraciji. Otopina je
mijeSana 2 sata na tresilici pri sobnoj temperaturi u atmosferi argona. Koristen je pufer pH 6 te je
proces proveden s koncentracijama sukcinskog anhidrida 5, 10 i 15%. Za aktivaciju
glutaraldehidom pripremljena je otopina GA u fosfathom puferu. 1 mL pripremljene otopine GA
dodano je na 20 mg nosioca te je mijesano 15 sati na tresilici pri sobnoj temperaturi. Koristen je
pufer pH 6 te je proces proveden s koncentracijama GA 10, 15 i 20%. Nakon svake aktivacije

nosioc je ispran fosfatnim puferom Sest puta kako bi se uklonio neizreagirani aktivacijski agens.

3.3.3. Imobilizacija enzima DERA na mezoporoznu siliku

Aktiviranom nosiocu dodano je 100 pL otopine enzima koncentracije 6 mg mL™ i 900 pL
fosfatnog pufera koncentracije 0,1M pH vrijednosti 6, 6,5, 7, 7,5 i 8. Imobilizacija je provedena
tijekom 1,5 h na tresilici pri 900 o min i temperaturama 20, 25, 30 i 35°C. Metodom po Bradfordu

20



je odredena koncentracija enzima u temeljnoj otopini i u otopini enzima nakon provedbe
imobilizacije.

3.3.4. Upotreba biokatalizatora u vise ciklusa

Nakon aktivacije nosioca i optimiranja uvjeta imobilizacije ispitana je upotreba

biokatalizatora u reakciji u vise ciklusa. Enzim je imobiliziran na silici ve¢ih pora.

Kako bi mogli usporediti rezultate izmjerena je aktivnost slobodnog enzima u ponovljenim
reakcijama. Enzim je izmedu ciklusa izdvajan od reakcijske smjese centrifugiranjem 5 min na
14000 o min* koristenjem ultrafiltracijske kivete (engl. Amicon Ultracentrifugal filter Device) te
je ispiran tri puta 0,1M fosfatnim puferom pH 6. Reakcija je zapoceta na nacéin da je dodatno 100
UL enzima koncentracije 6 mg mL*?, 50 puL 0,1M fosfatnog pufera pH 6 te 50 pL aldehida
koncentracije 400 mM acetaldehida i 200 mM kloroacetaldehida (konc. u reaktoru: Cenzim = 3 mg
ML, Cacetaldenid = 100 MM, Cioroacetaldenid = 50 MM). Za pracenje aktivnosti enzima uzimani su uzorci

u pravilnim vremenskim intervalima te analizirani na HPLC uredaju.

Za ispitivanje upotrebe imobiliziranog biokatalizatora u vise ciklusa koncentracija enzima
koja se imobilizirala na silici ve¢ih pora iznosila je 6 mg mL™. Reakcija je zapoceta dodatkom
otopine100 pL aldehida (Cacetaldenia = 100 MM, Ckioroacetaidenia = 50 mM, 0,1 M fosfatni pufer pH 6)
imobiliziranom enzimu. Nakon ciklusa enzim je centrifugiran 5 min na 14000 o mini ispran tri
puta 0,1 M fosfatnim puferom pH 6 . Za pracenje aktivnosti enzima uzimani su uzorci u pravilnim

vremenskim intervalima te analizirani na HPLC uredaju.

3.4. Analiticke metode

3.4.1 Odredivanje koncentracije proteina metodom po Bradfordu

Metoda po Bradfordu je metoda za odredivanje koncentracije proteina u uzorku.'® Brzina
reakcije, visoka stabilnost kompleksa protein — boja te mala osjetljivost na interferencije s
reagensima su prednosti metode po Bradfordu.?’ Bradfordova reakcija se zasniva na reakciji
vezanja boje Comassie Blue G250 na proteinsku skupinu u kiselom mediju.'® Kada je Bradfordov
reagens dodan u otopinu proteina, boja se veZe za protein, stvara se kompleks boja — protein te
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dolazi do promjene boje od crveno smede do plave, apsorpcijski maksimum pomice se od 465 do

595 nm.? (Slika 17.)

4

Slika 17. Metoda po Bradfordu.

Kako bi odredili koncentraciju proteina potrebno je prvo izraditi bazdarni dijagram.
Pripremljeno je 10 mL temeljne otopine albumina koncentracije 0,1 mg mL™. U kivetama su
pripremljene otopine koncentracije 1, 5, 10, 15, 20 mg L™, za svaku koncentraciju pripremljene su
tri kivete. Dodano je 500 pL Bradfordova reagensa u svaku te su otopine homogenizirane. Nakon
10 minuta je izmjerena apsorbancija uzorka na spektrofotometru pri valnim duljinama 450 i 595
nm. Za svaku vrijednost koncentracije albumina od tri uzorka uzeta je srednja vrijednost
apsorbancije. Dobiven je bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije o koncentraciji proteina. (Prilog

1.). Bradfordov reagens je pripremljen otapanjem bojila Comassie Blue G250.

Metodom po Bradfordu je odredena koncentracija enzima u temeljnoj otopini i u otopini

enzima nakon provedbe imobilizacije.

3.4.2. Odredivanje aktivnosti enzima DERA

Aktivnost enzima DERA ispitana je u reakciji dvostruke aldolne adicije acetaldehida i
kloracetaldehida (slika 18.)

0 0 perA O OH 0 DERA O OH OH
+ | —» || + | — |
acetaldehid kloroacetaldehid 4-kloro-3-hidroksibutanal  acetaldehid (3R,5R)-6-kloro-3,5-dihidroksi heksanal

Slika 18. Aldolna adicija katalizirana enzimom DERA.

Reakcija se odvija u dva koraka. Reakcijom acetaldehida i kloracetaldehida nastaje

meduprodukt 4-kloro-3-hidroksibutanal koji reagira s jo§ jednom molekulom acetaldehida ¢ime
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nastaje konac¢ni produkt 6-kloro-3,5-dihidroksi heksanal koji zbog povecanja stabilnosti ciklizira u

stabilniji oblik.

Aktivnost enzima DERA odredivana je u temeljnoj otopini enzima, otopini nakon
provedene imobilizacije enzima te u ponovljenoj reakciji imobiliziranog enzima. Temeljna otopina
aldehida (acetaldehid i kloroacetaldehid) sadrzavala je 400 mM acetaldehida i 200 mM
kloroacetaldehida u 0,1 M fosfatnom puferu pH 6. Koncentracija u reaktoru je bila 100 mM
acetaldehida i 50 mM kloroacetaldehida (pomijesano je 50 UL temeljne otopine aldehida s 150 pL
pufera/enzima). Temeljna otopina enzima koncentracije je 6 mg mL™ u 0,1 M fosfatnom puferu
pH 6.

Za pracenje aktivnosti enzima uzimani su uzorci u pravilnim vremenskim intervalima te
analizirani na HPLC uredaju. Aktivnost imobiliziranog enzima je odredena iz promjene

koncentracije meduprodukta i produkta s vremenom.(Prilog 2.)

3.4.3. Odredivanje koncentracije supstrata i produkata reakcije aldolne adicije pomocu HPLC

uredaja

Analizirani su uzorci reaktanta i produkta aldolne adicije acetaldehida i kloroacetaldehida
katalizirane enzimom DERA. Prije analize uzorci su derivatizirani kako bi bili vidljivi na UV
detektoru. Postupak derivatizacije se provodio na nac¢ina da je 5 pL uzorka pomijeSano s 50 pL
derivatizacijske otopine koja se sastoji od 0.02 g mL™ o-benzil hidroksilamina u otopini piridina,
metanola i vode u omjeru 33:15:2. Smjesa je mijesana 20 min na tresilici pri 900 0 min! i sobnoj
temperaturi. Nakon mijesanja dodano je 350 UL metanola za zaustavljanje postupka derivatizacije.
Smjesa je potom centrifugirana 5 min na 14000 o min, te se supernatant koristio za analizu na
HPLC-u. Analiza uzoraka na HPLC uredaju provedena je pri temperaturi 30 °C s protokom mobilne
faze 1,5 mL min! kroz kolonu LiChrospher C18 (Phenomenex, 5 um, 250 x 4 mm). Mobilna faza
se sastojala od dva otapala: A (0,1 % TFA u vodi) i B (0,1 % TFA u acetonitrilu). Mobilna faza je
tijekom analize mijenjala sastav tako Sto je prve 10 min gradijent eluenta B padao sa 90% na 28,4%,
a od 14 do 16 min gradijent eluenta B je rastao od 28,4% do 90%. Detekcija je provedena pri

valnoj duljini od 215 nm na UV-detektoru.
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Kao rezultat analize dobiven je kromatogram sa vremenima zadrZavanja supstrata
(acetaldehida i kloroacetaldehida), meduprodukta (4-kloro-3-hidroksibutanala) i produkta (6-
kloro-3,5-dihidroksiheksanala) (Prilog 3.). Bazdarni dijagrami napravljeni su analizom uzoraka
poznatih koncentracija acetaldehida i kloroacetaldehida ¢ime je dobiven odnos povrSine ispod
grafa 1 koncentracije navedenih komponenti. Analizom uzoraka nepoznatih koncentracija
acetaldehida 1 kloroacetaldehida odredene su povrSine ispod grafa te su potom izracunate

koncentracije pomoc¢u bazdarnog dijagrama (Prilog 4. i Prilog 5.).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj ovog rada bila je imobilizacija enzima DERA na MCF mezoporoznu siliku u svrhu
povecanja njegove stabilnosti. Sintetizirana je mezoporozna silika manjih i vecih pora koja je
funkcionalizirana APTMS-om te je nakon toga provedena aktivacija. Mezoporozna silika manjih
korisStena je za optimiranje nosioca i optimiranje uvjeta imobilizacije, a mezoporozna silika vecih
pora za ispitivanje upotrebe enzima u viSe ciklusa. Za aktivaciju su koriSteni benzokinon, sukcinski
anhidrid i glutaraldehid u razli¢itim koncentracijama te su praceni parametri uspjesnosti (parametri

iskoristenja, efikasnosti i stabilnosti).

Uvjeti imobilizacije enzima na mezoporoznu siliku su optimirani na nacin da je ispitan

utjecaj promjene pH i temperature na proces imobilizacije.

Uspjesnost imobilizacije enzima odredena je parametrima iskoriStenja, efikasnosti i

stabilnosti.

IskoriStenje predstavlja omjer razlike koncentracije enzima u temeljnoj otopini i
koncentracije enzima nakon imobilizacije sa koncentracijom enzima u temeljnoj otopini. Govori

nam o koli¢ini enzima koja se uspjeSno imobilizirala na nosioc.

koncentracija enzima u temeljnoj otopini—koncentracija enzima nakon imobilizacije

IskoriStenje = (8)

koncentracija enzima u temeljnoj otopini

Efikasnost predstavlja omjer aktivnosti imobiliziranog enzima u prvoj reakciji te
iskoriStenja 1 aktivnosti slobodnog enzima. Govori nam kolika je aktivnost imobiliziranog enzima

u odnosu na slobodni.

. aktivnost imobiliziranog enzima u prvoj reakciji
Efikasnost = 9)

iskoristenje Xaktivnost slobodnog enzima

Stabilnost predstavlja omjer aktivnosti imobiliziranog enzima u ponovljenoj reakciji te

aktivnosti imobiliziranog enzima u prvoj reakciji. Govori nam o uspjesnosti stabilizacije enzima.

aktivnost imobiliziranog enzima u ponovljenoj reakciji

Stabilnost = (10)

aktivnost imobiliziranog enzima u prvoj reakciji

Metodom po Bradfordu odredivana je koncentracija enzima u temeljnoj otopini i otopini

nakon provedene imobilizacije te je iz dobivenih vrijednosti izraCunata imobilizacijska aktivnost
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enzima. Aktivnosti enzima DERA u temeljnoj otopini, imobiliziranog enzima i imobiliziranog
enzima u ponovljenoj reakciji ispitane su reakcijom aldolne adicije acetaldehida (AA) i
kloroacetaldehida (CAA).

4.1. Optimiranje nosioca

U svrhu optimiranja uvjeta imobilizacije provedena je aktivacija nosioca benzokinonom,
sukcinskim anhidridom i glutaraldehidom. Odredene su aktivnosti slobodnog enzima,
imobiliziranog enzima i imobiliziranog enzima u ponovljenoj reakciji te su izraCunati parametri

uspjesnosti reakcije imobilizacije.

4.1.1. Benzokinon

Mezoporozna silika funkcionalizirana APTMS-om je aktivirana koristenjem tri razlicite
koncentracije benzokinona (1,5, 3 i 4,5 mM). U svrhu usporedbe imobilizacije enzima DERA na

ovako pripremljene nosioce izracunati su parametri uspjesnosti.

Na slici 19. je prikazan graf ovisnosti iskoriStenja imobilizacije o koncentracijama
benzokinona koristenih za aktivaciju. IskoriStenje je izraCunato prema jednadzbi 8. MozZe se vidjeti
da iskoristenje raste s povecanjem koncentracije, a najviSa vrijednost iskoristenja je kod

koncentracije benzokinona od 4,5 mM i iznosi 69,88 %.

IskoriStenje
72
70
NS 68
o 66
5 64
% 62
S
S 60
~ 58
56
54

3 4,5
Cbenzokinon/ mM

Slika 19. Ovisnost iskoriStenja imobilizacije o koncentraciji benzokinona koriStenog za aktivaciju

mezoprozne silike funkcionalizirane APTMS-om.
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Na slici 20. prikazan je graf ovisnosti efikasnosti (jedn. 9) o koncentraciji benzokinona koja
je koristena u procesu aktivacije. Efikasnost raste s povec¢anjem koncentracije benzokinona, a

najvisi postotak iznosi 78,96 % za nosioc aktiviran s benzokinonom koncentracije 4,5 mM.

Efikasnost

90
80
70
60
50
40
30
20

0

1,5 3

Efikasnost / %

cbenzokinon/ mM

Slika 20. Ovisnost efikasnosti procesa imobilizacije o koncentraciji benzokinona koristenog za

aktivaciju mezoprozne silike funkcionalizirane APTMS-om.

Stabilnost je izraCunata prema jednadzbi 10. i prikazana je na slici 21. Stabilnost raste s

povecanjem koncentracije benzokinona, najvisa je za koncentraciju 4,5 mM za koju iznosi 64,19
%.

Stabilnost
70
60
50
40
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Stabilnost / %

20

10

3
Cbenzokinon/ mM

Slika 21. Ovisnost stabilnosti imobilizirane DERA-e 0 koncentraciji benzokinona koristenog za

aktivaciju mezoprozne silike funkcionalizirane APTMS-om.
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U tablici 1. prikazane su vrijednosti parametara uspjesnosti za benzokinon.

Tablica 1. Parametri uspjeSnosti imobilizacije za enzim imobiliziran na nosioc aktiviran

benzokinonom

Cbenzokinon/ MM Iskoristenje/ % Efikasnost/ % Stabilnost/ %
1,5 60,71 18,46 26,32
3,0 59,46 53,55 45,81
4,5 69,88 78,96 64,19

Na osnovu dobivenih parametara uspje$nosti kao najbolji nosioc za imobilizaciju se

pokazao onaj aktiviran s benzokinonom koncentracije 4,5 mM.

4.1.2. Glutaraldehid

Odredeni su parametri uspje$nosti imobilizacije enzima DERA na mezoporoznu siliku
funkcionaliziranu APTMS-om i aktiviranu koristenjem tri razli¢ite koncentracije glutaraldehida
(10, 151 20 %).

Iskoristenje

98,5
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Iskori$tenje/ %
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Slika 22. Ovisnost iskoristenja imobilizacije o koncentraciji GA koristenog za aktivaciju
mezoprozne silike funkcionalizirane APTMS-om.
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Na slici 22. je prikazan graf ovisnosti iskoriStenja imobilizacije enzima o koncentracijama
GA koriStenih za aktivaciju nosioca (jedn. 8). IskoriStenje neznatno raste s povecanjem
koncentracije, te je kod 15 i 20 % GA je gotovo isto. Najvise iskoriStenje dobiveno je koristenje
15 % GA i ono iznosi 97,93 %.

Na slici 23. prikazan je graf ovisnosti efikasnosti procesa imobilizacije o koncentraciji GA
(Jedn. 9). Efikasnosti neznatno raste s povecanjem koncentracije GA, te je gotovo identi¢an kod 15

i 20 % GA. Najvisa efikasnost od 86,73 % postignuta je aktivacijom nosioca s 15 % GA.

Efikasnost
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Slika 23. Ovisnost efikasnosti procesa imobilizacije o koncentraciji GA koristenog za aktivaciju

mezoprozne silike funkcionalizirane APTMS-om.

Stabilnost (jedn. 10) je prikazana na slici 24. te se moze vidjeti da se najviSa stabilnost

66,59 % postize upotrebom 15 % GA za aktivaciju nosioca

Stabilnost

68
66
64
62
60
58
56
54
52
50

Stabilnost/ %

10 15 20
Cgal MM

Slika 24. Ovisnost stabilnosti imobilizirane DERA-¢ o koncentraciji GA koristenog za aktivaciju

mezoprozne silike funkcionalizirane APTMS-om.

29



Vrijednosti parametara uspjesnosti za GA prikazane su u tablici 2.

Tablica 2. Parametri uspjesnosti imobilizacije za enzim imobiliziran na nosioc aktiviran GA

Cea/ MM IskoriStenje/ % Efikasnost/ % Stabilnost/ %
10 96,31 57,11 56,80
15 97,82 86,73 66,59
20 97,93 86,43 63,43

Iz dobivenih parametra uspjeSnosti moze se zakljuciti da nosioci aktivirani s 15120 % GA
su otprilike jednaki, te da je nosioc aktiviran s 15 %-tni GA neznatno bolji za imobilizaciju enzima

DERA.

4.1.3. Sukcinski anhidrid

Odredeni su parametri uspje$nosti imobilizacije enzima DERA na nosioc aktiviranim s

sukciniskim anhidridom pri ¢emu su kori$tene tri razli¢ite koncentracije istog (5, 10 i 15 mM).

IskoriStenje

0 o™
>~ o

(o]
N

IskoriStenje/ %
~ [0]
(o] o

~
[e)]

5 10 15

~
N

Coukeinski anhidria/ MM

Slika 25. Ovisnost iskoriStenja imobilizacije o koncentraciji sukcinskog anhidrida koristenog za

aktivaciju mezoprozne silike funkcionalizirane APTMS-om.

Na slici 25. je prikazan graf ovisnosti iskoriStenja imobilizirane reakcije na nosioc aktiviran

s razli¢itim koncentracijama sukcinskog anhidrida (jedn. 8). Iskoristenje raste s poveéanjem
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koncentracije, te je najvece iskoriStenje postignuto koriStenjem 15 %-tnog sukcinskog anhidrida i
ono iznosi 85,46 %.

Na slici 26. prikazan je graf ovisnosti efikasnosti o koncentraciji sukcinskog anhidrida
(jedn. 9), te se moze vidjeti da je najvisa efikasnost od 157,75 % postignuta koristenje 10 %-tnog
sukcinskog anhidrida za aktivaciju. Takoder moze se uociti da je u svim sluc¢ajevima doslo do
hiperaktivacije enzima. Naime enzim uspostavom kovalentne veze s aktivacijskim agensom moze
djelomi¢no promijeniti i svoju tercijarnu strukturu, $to u konaénici moze rezultirati smanjenjem ili
povecanjem dostupnosti aktivnog mjesta. U slucaju aktivacije sa sukcinskim anhidridom enzim
o¢ito poprima povoljniju strukturu za reakciju dvostruke aldolne adicije acetaldehida i1

kloroacetaldehida.
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Slika 26. Ovisnost efikasnosti procesa imobilizacije o koncentraciji sukcinskog anhidrida

koriStenog za aktivaciju mezoprozne silike funkcionalizirane APTMS-om.

Stabilnost imobiliziranog enzima je prikazana je na slici 27. (jedn. 10). Najvisa stabilnost
postize se aktivacijom mezoprozne silike funkcionalizirane APTMS-om s 10 % sukcinskim
anhidridom i iznosi 84,44 %.

31



Stabilnost

90
80
70
60
50
40
30
20
10

Stabilnost/ %

5 10 15

Coukcinski anhidria/ MM

Slika 27. Ovisnost stabilnosti imobilizirane DERA-e 0 koncentraciji sukcinskog anhidrida

koriStenog za aktivaciju mezoprozne silike funkcionalizirane APTMS-om.

Vrijednosti parametara uspjesnosti za 5, 10 i 15 mM sukcinski anhidrid prikazane su u
tablici 3.

Tablica 3. Parametri uspjeS$nosti imobilizacije za enzim imobiliziran na nosioc aktiviran

sukcinskim anhidridom.

Csukcinski anhidria/ MM IskoriStenje/ % Efikasnost/ % Stabilnost/ %
5 78,26 139,08 78,09
10 82,25 157,75 84,44
15 85,46 137,48 64,14

Najbolji pokazatelju u procesu imobilizacije enzima DERA-e¢ postizu se s nosiocom
aktiviranim s 10 mM sukcinskim anhidridom. Ovaj nosioc je pokazao zna¢ajno bolje rezultate i u
usporedbi s nosiocima aktiviranim s bezokinonom i GA (tablice 1 i 2) te je stoga isti koriSten

prilikom optimiranja uvjeta imobilizacije.
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4.2. Optimiranje uvjeta reakcije imobilizacije

Po parametrima uspjesnosti najbolji se pokazao 10 % sukcinski anhidrid koji je shodno
tome odabran za daljnje optimiranje pH i temperature tijekom imobilizacije. Imobilizacija je
provedena s pet razli¢itih pH vrijednosti 0.1 M fosfatnog pufera kako bi ispitao utjecaj pH na
uspjesnost procesa imobilizacije. Takoder je ispitan utjecaj temperature na nacin da je imobilizacija

provedena pri Cetiri razli¢ite temperatura.

Ispitan je utjecaj pH na u uspjesnost procesa imobilizacije enzima DERA na MCF
mezoporoznu siliku funkcionaliziranu APTMS-om koja je prethodno aktivirana 10 % sukcinskim

anhidridom.

Na slici 28. je prikazan graf ovisnosti iskoriStenja imobilizirane reakcije za imobilizirani
enzim DERA na MCF siliku o puferima razli¢itih pH vrijednosti 6, 6,5, 7, 7,5, 8. Moze se vidjeti
da iskoristenje pada s povecanjem pH vrijednosti. Najvece iskoristenje je postignuto kod pH 6 1

ono iznosi 82,25 %

Iskoristenje

Iskoristenje/ %
= N w B wu (o)) ~ [os] [Ye]
o o o o o o o o o

o

Slika 28 Ovisnost iskoristenja imobilizacije o pH.
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Na slici 29. prikazan je graf ovisnosti efikasnosti imobilizirane reakcije za imobilizirani
enzim DERA na MCEF siliku o puferima razli¢itih pH vrijednosti. Postotak efikasnosti pada s

povecanjem pH vrijednosti. Najveca efikasnost je postignuta pri pH 6 i iznosi 157,75 %.

Efikasnost
180
160
140
120
100
80

Efikasnost / %

60
40
20

Slika 29. Ovisnost efikasnosti procesa imobilizacije o pH.

Parametri uspjesnosti procesa imobilizacije u ovisnosti o pH vrijednostima su prikazani u
tablici 4.

Tablica 4. Parametri uspjesnosti imobilizacije za imobilizirani enzim u puferima s razli¢itim pH

vrijednostima

pH Iskoristenje/ % Efikasnost/ %
6 82,25 157,75

6,5 76,85 100,77
7 72,41 111,33

7,5 65,53 114,60
8 55,68 60,15
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Iz tablice 4. moze se vidjeti da iskoriStenje kao i efikasnost padaju s porastom pH.
IskoriStenje i efikasnost SU najvisi kada je imobilizacija provedena s puferom pH vrijednosti 6 gdje
iskoristenje iznosi 82,25%, a efikasnost 157,75%. Prema dobivenih rezultatima pufer pH 6 je
odabran za daljnja ispitivanja.

Na slici 30. je prikazan graf ovisnosti iskoriStenja imobilizirane reakcije za imobilizirani
enzim DERA na MCF siliku o temperaturama 20, 25, 30 i 35 °C. IskoriStenje prvo raste s
povecanjem temperature do 30 °C, a nakon toga pada. Najvece iskoriStenje od 83,08 % je

postignuto pri temperaturi od 30 °C.

83,5 v .
Iskoristenje

83
82,5
82

81,5

Iskoristenje / %

81

80,5

80

79,5

T/ °C

Slika 30. Ovisnost iskoriStenja imobilizacije o temperaturi
Na slici 31. prikazan je graf ovisnosti efikasnosti procesa imobilizacije za imobilizirani
enzim DERA na MCEF siliku o temperaturama 20, 25, 30 i 35 °C. Postotak efikasnosti pada s

povecanjem pH vrijednosti. prvo raste s pove¢anjem temperature do 30 °C, nakon toga pada.

Najvece iskoristenje je 177,98 % kod 30 °C.
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Slika 31. Ovisnosti efikasnosti procesa imobilizacije o temperature.

Stabilnost prvo raste s povecanjem temperature imobilizacije, a zatim pada s daljnjim
poveéanjem temperature (Slici 32).Najveca stabilnost imobiliziranog enzima je dobivena prilikom

provedbe procesa imobilizacije na 25 °C.
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Slika 32. Ovisnosti stabilnosti imobilizirane DERA-e o temperaturi imobilizacije.
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Parametri uspjesnosti za ovisnost imobilizacije enzima na mezoporoznu siliku u ovisnosti

0 temperaturi su prikazani u tablici 5.

Tablica 5. Parametri uspjesnosti imobilizacije za imobilizirani enzim kod temperature 20, 25, 30 i

35°C.

T/ °C Iskoristenje/ % Efikasnost/ % Stabilnost/ %
20 81,41 132,34 76,92
25 82,25 157,75 84,44
30 83,08 177,98 77,52
35 80,88 147,94 68,02

Iz tablice 5. vidimo da iskoriStenje, efikasnost i1 stabilnost prvo rastu s porastom
temperature, a zatim padaju. Najbolje parametre uspjesnosti je pokazala temperatura 30 °C te je

ona koristena za daljnja ispitivanja.

4.3. Upotreba biokatalizatora u vise ciklusa

Za usporedbu stabilnosti slobodnog i imobiliziranog enzima izmjerena je aktivnost
slobodnog enzima, te aktivnost istog tog enzima u ponovljenim reakcijama. Kao nosioc za
imobilizrani enzim koriStena je mezoprozna silika vecih pora koja ima kapacitet vezanja 0.05 mg
enzima/mg nosioca dok silika manjih pora ima kapacitet 0.025mg enzima /mg nosioca. Sto zna&i

da silika s ve¢im porama ima duplo veci kapacitet jer moZe vezati viSe enzima.

Prije reakcije imobilizacije provedena je aktivacija nosioca 10 % sukcinskim anhidridom.
Imobilizacija je provedena u puferu pH 6 na temperaturi od 30 °C. Reakcija je provedena kroz pet

ciklusa te je odredena aktivnost za ponovljene reakcije(tablica 17, slika 33).
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Tablica 1. Vrijednosti aktivnosti imobiliziranog i slobodnog enzima u ponovljenoj reakciji .

Aktivnost Aktivnost
imobiliziranog Cistog
enzima/ % enzima/%
1. reakcija 100,00 100,00
2. reakcija 79,40 37,00
3. reakcija 70,66 0
4. reakcija 55,09 -
5. reakcija 43,11 -
120
100 m Imobilizirani enzim
= Slobodni enzim
80
N
2
o 60
e
g
< 4
20 I I
0
1 2 3 4 5
Broj ciklusa

Slika 33. Usporedba aktivnosti imobiliziranog enzima i slobodnog enzima u
ponovljivom reaktoru.

Aktivnost se smanjuje kako broj ciklusa raste jer dolazi do deaktivacije. Imobilizirani enzim
zadrzava aktivnost i nakon Cetiri ciklusa dok slobodni enzim ve¢ nakon druge reakcije u potpunosti
gubi svoju aktivnost. 1z dobivenih rezultata se moze zakljuciti da je imobilizacija enzima znatno

doprinijela poveéanju njegove stabilnosti.
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5. ZAKLJUCAK

Sintetizirana je mezoporozna silika sol — gel procesom. Sintetizirana je silika manjih pora
na kojoj smo vrsili optimiranje uvjeta imobilizacije i silika vec¢ih pora s kojom je provedena
ponovljiva reakciju u vise ciklusa. Silika s ve¢im porama imam duplo veci kapacitet za vezanje

enzima od silike s manjim porama.

Prije imobilizacije enzima DERA na MCF mezoporoznu siliku provedena je
funkcionalizacija povrSine s APTMS-om te aktivacija povrSine benzokinonom, sukcinskim
anhidridom i glutaraldehidom. Parametara uspje$nosti procesa imobilizacije pokazalo su da je

nosioc aktiviran s 10% sukcinski anhidrid optimalan za imobilizaciju enzima DERA.

Za optimiranje uvjeta imobilizacije ispitani su parametri uspjesnosti imobilizacije o pH i
temperaturi provedbe reakcije imobilizacije. Kao optimalni parametri su se pokazali pH 6 i

temperatura od 30 °C.

Za usporedbu stabilnosti slobodnog i imobiliziranog enzima izmjerena je aktivnost
slobodnog enzima i imobiliziranog enzima u ponovljenim reakcijama. Kod imobiliziranog enzima
u petoj reakcija aktivnost iznosi 43,11 % pocetne aktivnosti dok je slobodni enzim nakon drugog
ciklusa potpuno dekativiran. Zaklju¢eno je da se imobilizacijom enzima DERA znacajno

poboljsava njegova svojstva te se on moze koristiti kroz duzi period.
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7. SIMBOLI I SKRACENICE

Skradéenice

AA - acetaldehid

CAA — kloroacetaldehid

APTMS — 3-aminopropil-3-metoksi silan
DERA — 2-deoksiriboza-5-fosfat aldolaza
G3P — gliceraldehid-3-fosfat

HPLC — teku¢inska kromatografija visoke djelotvornosti
MCF — Mesoporous Silica Foam

SBA — Santa Barbara Amorphous

TEOS

TFA — trifluoroctena kiselina

TMB — trimetil benzen

UV — ultraljubicasto zracenje

CLEAS — agregat enzima

IUBMB — Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry

GA — glutaraldehid

DMF — dimetilformamid

Grcki simboli

£ — molarni apsorpcijski koeficijent [dm? mol™ cm™]

A —valna duljina [nm]
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Simboli

A — povrsina pora [m?]

¢ — koncentracija tvari u otopini [mol dm]
E — efikasnost [%]

| — iskoriStenje [%]

t — vrijeme [min]

T — temperatura [°C]

V —volumen [uL]
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8. PRILOZI

a4 - y=0,1872x + 0,7601
R?=0,9998

ABS

0 T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16

c(BSA)/ mg L1

Prilog 1. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije proteina

16 -

12 -

y =3,2632x + 0,4633
R? =0,9987

¢/ mM
[o0]

Prilog 2. Primjer odredivanja aktivnosti enzima iz ovisnosti koncentracije produkta o vremenu.
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Prilog 3. Kromatogram dobiven HPLC analizom
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Prilog 4. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije acetaldehida (AA) na HPLC-u
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Prilog 5. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije kloroacetaldehida na HPLC-u
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