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SAZETAK

Statini su farmaceutici koji se koriste pri snizavanju kolesterola te spre¢avanju pojave
kardiovaskularnih bolesti. Sve je veca potraznja za novim alternativnim na¢inima dobivanja
kemikalija s kiralnim centrima ¢ija je sinteza kompleksna zbog potrebe za visokom kemijskom
I stereokemijskom ¢istocom, a upravo jedan od njih je uporaba enzima 2-deoksiriboze-5-fosfat
aldolaze (DERA). DERA katalizira reakciju sinteze (3R, 5R)-6-kloro-3,5-dihidroksiheksanala
(laktola), prekursora u proizvodnji statina, dvostrukom aldolnom adicijom acetaldehida i
kloroacetaldehida. U radu, imobiliziran je enzim DERA na magnetske nanocestice oblozene
silikom u svrhu povecéanja stabilnosti enzima u prisustvu aldehida.

Ispitani su utjecaji razli¢itih pH vrijednosti 0,1 M fosfatnog pufera na aktivnost i
stabilnost enzima DERA gdje se kao optimalna pH vrijednost pokazao pH 6 u kojem je enzim
pokazao najvecu aktivnost i stabilnost. U reakciji acetaldehida i kloroacetaldehida te u reakciji
acetaldehida i 4-kloro-3-hidroksibutanala kinetika je opisana dvosupstratnom Michaelis-
Menteni¢inom jednadZbom te je postavljen matematicki model procesa u kotlastom reaktoru.
Ispitana je stabilnost enzima u prisutnosti razli¢itih koncentracija acetaldehida i

kloroacetaldehida.

Kljucne rije¢i: statini, enzim, deoksiriboza-5-fosfat aldolaza, DERA, imobilizacija enzima,

magnetske nanocestice, kinetika, deaktivacija enzima



ABSTRACT

Statins are pharmaceuticals used to lower cholesterol and prevent cardiovascular
disease. There is a growing demand for new alternative ways to obtain chemicals with chiral
centers, whose synthesis is complex due to the need for high chemical and stereochemical
purity. One of the possibility is the use of the enzyme 2-deoxyribose-5-phosphate aldolase
(DERA). DERA catalyzes the synthesis reaction of (3R, 5R)-6-chloro-3,5-dihydroxyhexanal
(lactol), a precursor in statin production, by double aldol addition of acetaldehyde and
chloroacetaldehyde. The DERA enzyme was immobilized on magnetic nanoparticles coated
with silica to enhance the stability of the enzyme in the presence of aldehydes.

The effects of different pH values of 0.1 M phosphate buffer on the activity and stability
of DERA were investigated, and pH 6 was found to be the optimal pH with respect to the
enzyme activity and stability. In the reaction of acetaldehyde and chloroacetaldehyde and in the
reaction of acetaldehyde and 4-chloro-3-hydroxybutanal, the kinetics was described by the two-
substrate Michaelis-Menten equation and a mathematical model of the process in the batch
reactor was set. Enzyme stability was examined in the presence of different concentrations of

acetaldehyde and chloroacetaldehyde.

Key words: statins, enzyme, deoxyribose-5-phosphate aldolase, DERA, enzyme
immobilization, magnetic nanoparticles, kinetics, enzyme deactivation
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1. UVOD

Sve veci broj odraslih danas obolijeva od sréanih i krvozilnih bolesti, a jedan od
najcescih problema danasnjice je poviSeni kolesterol koji je ujedno jedan od uzroka spomenutih
bolesti. Vrijednost kolesterola izrazava se preko koncentracije lipoproteina male gusto¢e, LDL.
LDL je lipoprotein koji prenosi kolesterol kroz krv te je upravo njegova povecana koncentracija
uzrok nakupljanja kolesterola na stjenkama krvnih Zila. Stovie, povecanju kolesterola
doprinose pusenje, genetika, ishrana i drugo. Za pocetak, vazna je pravilna ishrana, fizicka
aktivnost, reguliranje tjelesne tezine i krvnog tlaka te nepusenje. S obzirom na to radi li se o
oboljenju od ve¢ spomenutih bolesti ili o svrstavanju u skupinu visokog rizika, statini su
farmaceutici koji doprinose reguliranju razina kolesterola u krvi te na taj nacin pomazu u
lijecenju.t

Statini su skupina lijekova, odnosno farmaceutika za snizavanje kolesterola koji to ¢ine
blokiranjem enzima u jetri neophodnog za stvaranje kolesterola. Mogu se razlikovati prema
strukturnim fizikalno-kemijskim svojstvima, prema nacinu dobivanja te klini¢kim uéincima
koji iz navedenih svojstava proizlaze.? Prema nadinu dobivanja, statini se mogu podijeliti u tri
grupe ovisno o tome nastaju li prirodnom, polu-umjetnom ili u potpunosti umjetnom sintezom.
Prirodni statini, dobiveni izravnom fermentacijom gljiva, su lovastatin i pravastatin. Polu-
umjetnom sintezom dobiva se simvastatin koji nastaje izravnom alkilacijom lovastatina. Dok u
sintetske statine ubrajamo fluvastatin, rosuvastatin te atorvastatin. Uglavnom, svi statini sadrze
3,5-dihidroksi kiselinski bo¢ni lanac s dva definirana kiralna centra.®* Porastom cijena sve je
veca potraznja za novim alternativnim nac¢inima dobivanja kiralnih centara, a upravo jedan od
njih je uporaba enzima 2-deoksiriboze-5-fosfat aldolaze (DERA).

Enzimi ili biokatalizatori su globularni proteini koji ubrzavaju kemijske reakcije te su
ekoloski prihvatljivi zbog svoje selektivnosti, specifi¢nosti, stereospecificnosti, netoksicnosti,
obnovljivosti, moguénosti razgradnje toksi¢ne tvari te moguénosti kataliziranja pri blagim i za
okolis§ prihvatljivim uvjetima. Mana im je visoka cijena, nestabilnost izvan prirodnog okruZenja
te podloznost inhibiciji i deaktivaciji. Enzimi se najces¢e koriste u farmaceutskoj,
prehrambenoj, naftnoj i tekstilnoj industriji. Enzime je potrebno ispitati u realnim reaktorskim
uvjetima, kineticki ih karakterizirati te pronac¢i metodu njihove stabilizacije kako bi bili pogodni
za industrijsko mjerilo.

Imobilizacija enzima je sve ¢eS¢e koriStena metoda kako bi se poboljsala aktivnost,

stabilnost i specificnost enzima radi njihovog uspjesnijeg koriStenja u industriji. Pomocu



imobilizacije enzimi se fiksiraju na nosioc ili unutar njih, stvaraju¢i na taj nacin heterogeni
reakcijski sustav.®

U ovom radu karakteriziran je imobilizirani biokatalizator DERA koji katalizira reakciju
dvostruke aldolne adicije acetaldehida i kloroacetaldehida, koja kao produkt daje (3R,5R)-6-
kloro-3,5-dihidroksiheksanal, vazan prekursor u dobivanju statina. Metoda imobilizacije
primijenjena u ovom radu je kovalentna imobilizacija, a kao nosioci koriStene su magnetske
nanocestice, zbog svoje velike povrSine, visokog omjera povrSine i volumena te lakoce

razdvajanja pod utjecajem vanjskog magnetskog polja.



2. OPCI DIO

2.1. Enzimi

Enzimi su biokatalizatori, organske makromolekule koje nastaju u Zivoj stanici gdje
djeluju kao katalizatori biokemijskih reakcija vezanih za osnovne zivotne procese. PO svom
sastavu su globularni proteini organizirani u Cetiri strukturna nivoa, te se sastoje od niza
aminokiselina povezanih peptidnim vezama. U prirodi postoji 20 aminokiselina u kojima se
nalazi samo 5 elemenata periodnog sustava (ugljik, dusik, vodik, kisik i sumpor). Teorija
biokatalize pretpostavlja postojanje meduspoja enzim - supstrat. Postojanje ovog spoja je
dokazano nizom eksperimentalnih istrazivanja kao $to su rendgenska analiza, spektroskopija i
elektron spin rezonancija. Supstrat se veze na specifi¢ni dio proteinske molekule enzima koji
se zove aktivno mjesto. Veci enzimi mogu imati i viSe od jednog aktivnog mjesta. Kako bi se
supstrat mogao vezati na aktivno mjesto, prostorna struktura tog dijela proteinske molekule i
molekule reaktanta moraju medusobno odgovarati kao brava i klju¢. Nakon nastajanja
meduspoja u biokatalizi dolazi do prijelaza protona s molekule reaktanta na molekulu enzima,
pa je biokataliza u osnovi kiselo - bazna kataliza. Konfiguracija molekule enzima utjece na
biokatalizu, pa tako efekt priblizavanja omogucava dovodenje u blizinu reaktivnih (veznih)
grupa i katalitickog centra, a efekt povrSine dovodi do pada polarnosti otapala u blizini povrSine
enzima (desolvatacija molekula reaktanata). Molekule supstrata i enzima se pritom deformiraju
kako bi lakse doslo do vezanja (biokatalize). Na aktivnom mjestu molekule enzima postoji
vezni centar (aktivne grupe aminokiselina preko kojih dolazi do vezanja reaktanta na molekulu
proteina) i kataliticki dio (aktivne grupe aminokiselina koje prenose vodik). Na aktivnom centru
se nalaze lanci aminokiselina na koje se vezu molekule reaktanta i molekule produkta. Na

katalitickom centru se nalaze grupe aminokiselina koje su uklju¢ene u mehanizam biokatalize.®

2.1.1. Struktura enzima

Strukture enzima prikazane su Slikom 1. Kako je svaki enzim zapravo protein, odreduje
ga specific¢an slijed aminokiselina koje odreduje DNK unutar stanica (primarna struktura). S
obzirom na broj aminokiselina razlikujemo enzime molekulske mase od nekoliko tisu¢a do
nekoliko milijuna. Peptidni lanci nastali povezivanjem aminokiselina u medusobnom su
kontaktu gdje dolazi do njihovog svijanja u spirale pri ¢emu se vodikovim vezama povezuju
karbonilne i amidne grupe §to stabilizira Citav sustav (sekundarna struktura). Povezivanje

uzvojnica kovalentnim vezama moze i¢i i dalje pri ¢emu nastaju tercijarne struktura. I konac¢no,



spajanjem peptidnih lanaca disulfidnim mostovima u jo$ vece strukture nastaju globularni

proteini (kvartarna struktura) koji predstavljaju najstabilniju strukturu biokatalizatora.’?®

yy)_}&:’*&),j, Primarna struktura

Sekundarna
struktura

N

¥

A,

Tercijarna @,"‘

struktura

Kvartarna
struktura

Slika 1. Strukture enzima®

2.1.2. Mehanizam djelovanja enzima

Enzimi kataliziraju reakcije poput oksidacije, redukcije, hidrolize i izomerizacije koje
se odvijaju u uvjetima sli¢nim onima u zivoj stanici, pri ¢emu dolazi do sniZzenja energetske
barijere biokemijske reakcije zbog medudjelovanja izmedu enzima i supstrata, pri ¢emu nema
utjecaja na kemijsku ravnotezu reakcije. Potom dolazi do nastanka prijelaznog aktiviranog
kompleksa iz kojeg nastaje konacni produkt, a katalizator ostaje nepromijenjen. Kako bi se
produkt lakSe mogao odvojiti od enzima na kraju reakcije i kako bi se enzim mogao koristiti u
daljnjim reakcijama stvaranje kompleksa mora biti velike brzine i reverzibilno.” Shematski

prikaz mehanizma kataliticke reakcije vidljiv je na Slici 2.
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Slika 2. Shematski prikaz energetskog dijagrama tijekom reakcije katalizirane enzimom i reakcije koja

nije katalizirana enzimom?°

2.1.3. Podjela enzima

Enzime mozemo podijeliti prema gradi, podru¢ju djelovanja i prema osnovi reakcije
koje kataliziraju. U prirodi je prisutno gotovo 25 000 enzima, a do sada ih je izolirano oko 3
000.1! Na Slici 3. shematski je prikazana podjela enzima. Prema gradi se dijele na jednostavne
(proteinski dio) i slozene (i proteinski i neproteinski dio - koenzim), prema podrucju djelovanja

mogu biti: endoenzimi, egzoenzimi i1 proenzimi, a prema katalitickom djelovanju se dijele na:

oksidoreduktaze, transferaze, hidrolaze, liaze, izomeraze i ligaze.*
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Slika 3. Podjela enzima

N




2.1.4. Stabilnost enzima

Stabilnost enzima predstavlja jedan od najvaznijih parametara koji omogucuje
znacajniju volumnu produktivnost sustava. Kod svih vrsta enzima moze do¢i do njihove
deaktivacije, a ona najviSe ovisi o tipu enzima i uvjetima u reakcijskom sustavu. Osim
kovalentne veze izmedu molekula cisteina - disulfidni mostovi, sve ostale veze unutar enzima
su vrlo slabe (vodikove veze izmedu polarnih aminokiselina, vodikove veze izmedu peptidnih
veza, hidrofobne interakcije izmedu nepolarnih aminokiselina, ionske veze izmedu suprotno
nabijenih pokrajnjih lanaca). Zbog toga enzimi pokazuju iznimnu osjetljivost na velike
oscilacije u promjenama pH-vrijednosti, temperature, ionske jakosti i sl. Pa ipak, nerijetko se
dogada da enzime koristimo pri uvjetima razli¢itim od optimalnih zbog njihove stabilnosti i
aktivnosti. Pojavu deaktivacije enzima nije moguce izbjeci, moZze se samo odviti brze ili sporije.
Zbog odvijanja procesa deaktivacije neke od potencijalnih primjena enzima ne mogu biti
realizirane u prakti¢noj primjeni. Radi toga vazno je daljnja istrazivanja usmjeriti prema
moguénostima stabilizacije enzima,'? jer su prednosti njihovog koristenja visestruke.

Primjeri metoda stabilizacije enzima su slijede¢i: imobilizacija, medumolekulsko
povezivanje, kemijska modifikacija, dodatak metalnih iona, primjena visokih koncentracija
neutralnih soli, dodatak liganda (supstrata ili inhibitora), dodatak polihidridnih alkohola,
zamjena vodenog s organskim reakcijskim medijem 1 proteinsko inZenjerstvo.

Pojam stabilnosti enzima mozemo definirati kao ostatak enzimske aktivnosti nakon
odredenog vremenskog perioda. Razlikujem dvije vrste stabilnosti: operacijsku stabilnost
enzima 1 stabilnost enzima u uvjetima skladiStenja. Operacijska stabilnost je vrlo vaZan
parametar u provedbi procesa. Predstavlja stabilnost enzima tijekom kontinuirane uporabe koja
se Cesto izrazava kao vrijeme poluraspada enzima. To je vrijeme potrebno da se njegova
pocetna aktivnost snizi na polovinu pocetne vrijednosti. Takoder, za definiranje operacijske
stabilnosti postoji i procjenjivanje vrijednosti konstante deaktivacije, kq. Deaktivacijska
konstanta se moze procijeniti na temelju eksperimentalnih podataka ovisnosti koncentracije

reaktanata i produkata o vremenu ukoliko je poznat kineti¢ki model reakcije.*®
2.1.5. Prednosti i nedostaci enzima

Prednosti upotrebe biokatalizatora u usporedbi s klasi¢nim kemijskim katalizatorima su
mnogostruke. Biokatalizatori mogu imati izraZeniju aktivnost, ne djeluju na reakcijsku
ravnotezu i vrlo su selektivni. Prihvatljivi su za okolis jer se dobivaju iz obnovljivih izvora i
biorazgradivi su. Procesi koje kataliziraju se provode u blagim reakcijskim uvjetima, a stvaraju

malo otpada, troSe manje sirovina, vode 1 obi¢no imaju manji broj procesnih stupnjeva $to
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ubrzava samu reakciju. Produkti koji nastaju takvim reakcijama su ¢isti §to smanjuje dodatne

troskove procesa njihove izolacije.5

Vazno svojstvo biokatalizatora je njihova
enantioselektivnost, vrlo znacajno u farmaceutskoj industriji u kojoj je jedan od najbitnijih
uvjeta Gisto¢a produkta.®

Biokatalizatori imaju i nedostatke u vidu potrebe za kofaktorom, nestabilni su izvan
prirodnog okruzenja, aktivnost/stabilnost im pada porastom temperature, a ¢esto dolazi do
inhibicije reaktantima ili produktima reakcije. Uz sve navedeno enzimi su spojevi slozene

molekulske strukture $to povec¢ava njihovu cijenu i &ini ih nedostupnima.®*

2.1.6. Aldolaza

Aldolaze ubrajamo u skupinu enzima liaza,'® koje kataliziraju reakciju adicije ili
eliminacije skupina u svrhu stvaranja/uklanjanja dvostruke veze.'4

Fruktoza-difosfat aldolaza je glikoliti¢ki enzim prisutan u svim Zivotinjskim i biljnjim
tkivima te kod ve¢ine mikroorganizama koji katalizira pretvorbu fruktoze 1-6-difosfata u
gliceraldehid 3-fosfat i dihidroksi-aceton fosfat. Veoma je specificna prema supstratu: D-
fruktozi. Unutar stanice enzim aldolaza se nalazi u citoplazmi i jezgri. Identificirana su tri
izoenzima aldolaze (A, B i C), svaki sastavljen od 4 identi¢ne podjedinice, od kojih je svaka
polipeptidni lanac od 360 aminokiselina. Aldolaza A (Slika 4.) prevladava u misi¢ima; aldolaza
B, u jetri dok aldolaza C prevladava u mozgu.'® Tip A (aldoza A) je vezan za filament
citoskeleta koji sadrzi aktin. Enzim regulira kontrakciju stanica putem reverzibilnog vezanja za
te niti. Aldolaza je sveprisutna u svim stanicama, s ve¢om prisutno$¢u u misiénom, jetrenom i
mozdanom tkivu. Povecanje razine aldolaze otkriveno je kod miotoni¢ne bolesti miSica.
Serumske razine aldolaze takoder se povecavaju nakon akutnih koronarnih sindroma.
Povecanje izoenzima aldolaze A prvenstveno je povezano s pojedinim vrstama ozljeda misica.
Trenutno se aldolaza koristi u¢estalo kao biomarker ozljede skeletnih misi¢a.}”*® Neke od
primjena aldolaza su: kemoenzimske sinteze, organske sinteze, kvantificiranje D-fruktoze-1,6-
difosfata, odredivanje metabolita u slijednim reakcijama, markeri za odredivanje molekulske
mase pomoc¢u kolona i gelova.l’

Aldolaze su jedni od najatraktivnijih enzima koji se mogu Koristiti za biokatalizu, jer
kataliziraju stereoselektivno stvaranje C-C veza. Aldolaze kataliziraju reverzibilno dodavanje
donorskog spoja na akceptorski spoj.'® Poznati inhibitori enzima aldolaze su: teski metali (Cu?*,
Zn?* i Ag"), derivati hidroksinaftaldehid-fosfata, fosforilirani aromatski spojevi, D-eritruloza

1-fosfat, fosfatidilserin liposomi, fosfat i adenin nukleotidi.t’



Aldolaze mozemo podijeliti prema mehanizmu djelovanja i prema donoru. Prema

mehanizmu djelovanja dijele se na:

1. aldolaze koje formiraju intermedijer u obliku Schiffove baze sa supstratom na aktivnom

mjestu enzima, one se ve¢inom mogu pronaci u vis§im eukariotima te nekim prokariotima;

2. aldolaze koje koriste dvovalentni metalni kofaktor (Zn?") koji se na aktivnhom mjestu ponasa

kao Lewisova kiselina i tako aktivira karbonilni supstrat.

Prema donoru (nukleofilu) aldolaze dijelimo na piruvate/fosfoenolpiruvate,
dihidroksiaceton fosfat (DHAP), dihidroksiaceton (DHA), glicin, acetaldehid.*>2°

Slika 4. Struktura enzima aldolaze A%

2.1.6.1.  2-deoksiriboza-5-fosfat aldolaza (DERA)

2-deoksiriboza-5-fosfat aldolaza (DERA) je aldolaza |I. klase, ona Kkatalizira
stereoselektivno stvaranje C-C veze izmedu acetaldehida i brojnih drugih aldehida. DERA
katalizira reverzibilnu aldolnu reakciju acetaldehida i gliceraldehid-3-fosfata kako bi se dobio
2-deoksiriboza-5-fosfat (Slika 5.). Posebnost enzima DERA je u tome da koristi aldehid kao
prirodnog elektrondonora, a ne keton. Takoder, vrlo korisno svojstvo je mogucnost kataliziranja
sekvencijalne aldolne reakcije dajuci 2,4,6-trideoksiheksoze, koje mogu biti vrijedni
meduprodukti za proizvodnju lijekova za snizavanje kolesterola.?? Otkriveno je kako stani¢ni
ekstrakti E. coli kataliziraju reverzibilnu reakciju gliceraldehid-3-fosfata s acetaldehidom kako
bi se dobio 2-deoksiriboza-5-fosfat. Osim u E. coli DERA je identificirana u Sirokom rasponu

biljnih i Zivotinjskih tkiva.??
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Slika 5. Dobivanje 2-deoksiriboza-5-fosfata in vivo uz pomo¢ biokatalizatira DERA?

Prakti¢na primjena DERA-e kao biokatalizatora ogranicena je slabom tolerancijom
prema industrijski relevantnim koncentracijama aldehida, posebno acetaldehida. Stoga je vazno
daljnja istrazivanja usmjeriti prema razvoju odgovarajuéih eksperimentalnih uvjeta, ukljucujuci

proteinski inzenjering i/ili imobilizaciju na odgovarajué¢im nosa¢ima.??

2.2. Statini

Statini (Slika 6.) predstavljaju ¢esto koristenu klasa lijekova koji inhibiraju HMG-CoA
(3-hidroksi-3-metilglutaril-koenzim) reduktazu kako bi smanjili sintezu kolesterola,
snizavajuci razinu lipoproteina u serumu. Jednostavnije receno, to su lijekovi za sniZzavanje
kolesterola koji to ¢ine blokiranjem enzima u jetri neophodnog za stvaranje kolesterola.?®242
Otkriveno je da izazivaju staniénu smrt u razli¢itim tumorskim stanicama.?* SniZzavanje
kolesterola nije jedina korist povezana sa statinima. Oni se takoder povezuju s smanjenjem
rizika od sr€anih bolesti i mozdanog udara te smanjenjem rizika od stvaranja odredenih krvnih
ugrusaka.?® Statini se preporucuju koristiti u slucajevima hipertenzije, osteoporoti¢nih
prijeloma, ventrikularne aritmije i prevencije Alzheimerove bolesti i Parkinsonove bolesti.?

Statine je moguce podijeliti u tri razliite grupe ovisno o tome nastaju li prirodnom,
polu-umjetnom ili u potpunosti umjetnom sintezom. Prirodni statini nastaju izravnom
fermentacijom gljiva, a ukljucuju lovastatin i pravastatin. Polu-umjetna sinteza podrazumjeva
simvastatin koji nastaje izravnom alkilacijom lovastatina. Umjetno stvoreni statini se po
strukturi razlikuju od prirodnih statina, ali postoji sli€nost s prirodnim statinima u inhibitornoj
skupini sli¢noj HMG CoA.? Svi statini sadrze 3,5-dihidroksi kiselinu s dva definirana kiralna
centra. To je ucinilo enzimsku sintezu privlacnom zbog svoje jedinstvene prednosti u
stereokemijskoj kontroli.* Sinteza bo¢nog lanca statina koji sadrzi dvije kiralne hidroksilne

skupine moze biti izazovna. Prirodno i polu-umjetno sintetizirani statini posjeduju bocni lanac



u obliku laktona hidrolizirani u odgovarajucu i bioloski aktivnu hidroksilnu kiselinu. Umjetno
sintetizirani statini dostupni su u aktivnom obliku dihidroksi heptanske kiseline s dvije kiralne
alkoholne skupine vezane na heterociklicku jezgru. Samo je jedan od enantiomera kiralnog
bocnog lanca aktivan i potrebno ga osigurati njegovu visoku ¢isto¢u za odgovarajucu aktivnost

$to predstavlja veliki izazov za proizvodace.?’

Lovastain Simvastatin Atorvastatin
Slika 6. Struktura prirodnog, polu-sintetiziranog i umjetno sintetiziranog statina®

Jedan od perspektivnijih pristupa ovoj problematici je uzastopno dodavanje dvostrukog
aldola acetaldehida u derivate aldehida katalizirano 2-deoksiriboza-5-fosfat aldolazom (DERA)
jer omogucéava uvodenje dva potrebna stereocentara u jednom koraku te se dobiveni laktolni
meduprodukt moze pretvoriti u bo¢ni lanac atorvastatina ili rosuvastatina. Novootkriveni
DERA enzimi pokazuju vecu aktivnost i stabilnost, ¢cime pokazuju odrZiv smjer sinteze statina
kataliziran enzimima. Za pripremu statinskog bo¢nog lanca rosuvastatina u industrijskim
razmjerima koristi se asimetri¢ni dodatak kloroacetaldehida 1 acetaldehida kataliziran DERA-
om. Za bo¢ni lanac atorvastatina, DERA iz E. coli konstruirana je da katalizira sekvencijalno
dodavanje 3-azidopropinaldehida s acetaldehidom. Nedostatak takvog pristupa je uporaba
opasnog azido spoja. PokuSaji prevladavanja tog nedostatka uklju¢uju amino aldehid kao
akceptor. Na tom putu DERA katalizira sekvencijalno dodavanje aldola od 2 ekvivalenta.
acetaldehida do amino aldehida za dobivanje amino laktola. Nastali laktol se zatim oksidacijom,
aciliranjem 1 uklanjanjem zasStite pretvara u bo¢ni lanac statina. Ovaj pristup jos uvijek nije
dovoljno dobro istraZen i postoje mnoga pitanja za razmatranje njegove izvedivosti. Osim toga,

jedini dostupni podaci za ovaj proces objavljeni su u obliku patenata.*
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2.3. Imobilizacija enzima

Imobilizacija enzima je tehnologija kojom mozemo povecati stabilnost enzima te ga
visekratno koristiti,?® a takoder je i korisna tehnika za poboljsanje udinkovitosti katalize u
proizvodnim uvjetima.?®

Postupkom imobilizacije enzima stvaramo heterogene biokatalizatore, tj.
biokatalizatore prevodimo iz otopljenog (enzimi) ili suspendiranog (cijele stanice
mikroorganizama) u netopljiv oblik. S obzirom da takav biokatalizator s reakcijskom otopinom
¢ini heterogeni sustav, ovakvi se biokatalizatori nazivaju heterogeni biokatalizatori. Heterogene
biokatalizatore prve generacije ¢ine imobilizirani enzimi. Kasnije je zapocela imobilizacija
cijelih stanica mikroorganizama, takve biokatalizatore nazivamo heterogeni biokatalizatori
druge generacije.® Osim u biokatalizi, imobilizirani enzimi se koriste i kao aktivni dijelovi
uredaja za medicinske i analiticke svrhe (biosenzori), kao selektivni adsorbensi za
procis¢avanje proteina i enzima, uc¢inkoviti mikrouredaji za kontrolirano otpustanje lijekova i
s].%0

Imobilizacijske tehnike mogu se podijeliti na: fizikalne metode imobilizacije i kemijske
metode, ovisno o tome dolazi li do stvaranja kemijskih veza tijekom imobilizacije.® Pri odabiru
metode imobilizacije enzima, treba uzeti u obzir nekoliko ¢imbenika kao §to su veli¢ina
enzima, vrsta povrSinskih funkcionalnih skupina na proteinu, naboj proteina i izoelekti¢na
tocka, potrebe prijenosa supstrata/produkta i drugi. Neke od metoda imobilizacije (Slika 7.) su

vezanje za nosioc, umrezavanje i uklapanje (kapsuliranje).

Enzimska imobilizacija
f T 1

Uklapanje (kapsuliranje) UmreZavanje

Slika 7. Shematski prikaz metoda imobilizacije
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Sto se ti¢e vezanja na nosioc, fizikalne metode su adsorpcija, ionsko vezanje i afinitetno
vezanje. Samo vezanje na nosioc uglavnom se postize medumolekularnim silama kao $to su
vodikove veze, van der Waalsove sile, hidrofobne, hidrofilne i elektrostatske interakcije.
Fizikalno vezanje je uglavnom preslabo kako bi enzim ostao fiksiran na nosiocu u industrijskim
uvjetima visoke koncentracije reaktanata i produkata visoke ionske jakosti.3%2

Umrezavanje biokatalizatora ukljucuje udruzivanje stanica mikroorganizama ili enzima
blize jedno drugome kako bi naposlijetku formirali trodimenzionalnu strukturu te je to nac¢in
imobilizacije bez nosioca. Postize se fizikalnom ili kemijskom metodom. Kemijske metode
ukljuCuju stvaranje kovalentne veze izmedu stanica pomocu bifunkcionalnih ili
multifunkcionalnih reagensa kao $to su glutaraldehid ili toluen diizocijanat.®® Takoder,
kombiniranjem nekih drugih metoda s umrezavanjem moze se posti¢i bolja mehanicka
stabilnost i jednostavnost rukovanja no upotrebom nosioca dovodi do manje ucinkovite
imobilizacije.®

Uklapanjem, odnosno kapsuliranjem dolazi do skupljanja enzima unutar polimerne
mreze uglavnom organskih ili anorganskih polimernih matrica, najcesc¢e su to poliakrilamid i
silika sol-gel. Kako nekad fizikalna metoda nije dovoljna tada je potrebno Koristiti u
kombinaciji s kovalentnim vezanjem kako bi se sprijecilo ,,curenje” enzima. Takoder, ova
metoda omoguéuje ograniteni prijenos mase supstrata i produkata uz zadrzavanje enzima.’

Opcenite prednosti imobiliziranih biokatalizatora u odnosu na enzime u otopljenom
obliku ili na biokatalizatore u obliku cijelih stanica mikroorganizma su slijedece:

e lako izdvajanje reakcijske smjese 1 ponovno koristenje,

e veca stabilnost u usporedbi s slobodnim biokatalizatorima u Sirem podrucju
temperature i pH,

e U procesima s imobiliziranim biokatalizatorima nema enzima u otpadnim
tokovima,

e mogucnost provodenja kontinuiranih procesa,

e smanjenje troSkova industrijske proizvodnje,

¢ bolja kontrola aktivnosti enzima,

e lak3a upotreba u industriji i medicinskim svrhama i

e mogucnost uporabe enzima porijeklom iz organizama koji se inae ne smatraju
sigurnima za uporabu zbog patogenosti.*

Prednost imobilizacije jednog enzima u odnosu na imobilizaciju cijelih stanica je u

Sisto¢i dobivenog produkta.®® Takoder, u usporedbi s imobiliziranim enzimima, slobodni
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enzimi imaju otezanu separaciju 1 ponovno koriStenje, na aktivnost utjecu temperatura, pH 1

ostali radni uvjeti te cijena enzima uglavnom je visoka.>
2.3.1. Kovalentna imobilizacija

50-ih godina proslog stolje¢a zapoCeo je znaCajan razvoj imobilizacijskih tehnika.
Kovalentnu imobilizaciju klasificiramo kao specificnu kemijsku metodu imobilizacije.
Prvobitni nosioci koji su se koristili kod kovalentne imobilizacije, npr. poliaminostiren, nisu
bili pogodni za ovaj tip imobilizacije radi gubitka aktivnosti enzima nakon same imobilizacije.®
Kovalentne veze uglavnom osiguravaju najévrs¢e veze izmedu enzima i nosioca, a nastaju
kemijskim reakcijama izmedu aktivnih funkcionalnih grupa pri¢vr$¢enih na nosioc i aktivnih
funkcionalnih grupa aminokiselina bo¢nog lanca enzima.*

Ova tehniku imobilizacije ukljucuje funkcionalizaciju i aktivaciju povrsinu nosioca S
odredenim kemijskih skupina sposobnih za stvaranje kovalentnih veza s enzimima kao $to su -
NH2, -OH, -COOH, -SH. Naj¢esce funkcionalne grupe enzima koje reagiraju su: amino-skupina
lizina ili arginina, karboksilna skupina aspartatne kiseline ili glutami¢ne kiseline, hidroksilna
skupina serina ili treonina i sulfhidrilna grupa cisteina. Preko navedenih aktivnih grupa i
funkcionalnih grupa na povrsini nosioca, moguce je stvoriti jaku vezu s ¢vrstom povrSinom pri
gemu kasnije ne dolazi do odvajanja enzima od podloge.’® Kako bi &vrsta podloga imala
funkcionalne grupe potrebne da dode do veze, potrebno ju je predaktivirati s kemijskim
reagensima za predaktivaciju (glutaralaldehid, cijanogen bromid, trionil klorid i sl.) koji su jako
elektrofilni, pa reagiraju s jakim nukleofilom poput amino-skupine. Najvazniji tipovi veze koji
nastaju izmedu enzima i nosioca su: izourea veza, diazo veza, peptidna veza i veza nastala
reakcijom alkilacije.*

U ovom radu provedena je imobilizacija kovalentnim vezanjem koja se provodila
pripremom nosioca kako je prikazano na Slici 8. 1 provodi se na sljede¢i nacin :

Hidrotermalnom sintezom nastaju magnetske nanocestice Fe3Os, koje se oblazu slojem
silike pomocu tetraetilortosilikata (TEOS), nakon Cega je povrSina Cestice prekrivena OH
skupinama. Za funkcionalizaciju se koristio aminopropiltrietoksisilan (APTES), nakon cega je
uslijedila aktivacija molekulama benzokinona koje su se vezale na amino skupine APTES-a.

Na molekule benzokinona se vezao enzim.
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Slika 8. Postupak imobilizacije enzima na ¢vrsti nosioc

2.4. Nosioci za imobilizaciju

Svojstva enzima i materijala nosioca reguliraju svojstva imobiliziranih enzima. Upravo
interakcije izmedu enzima i nosioca uvjetuju specificna kemijska, biokemijska, mehanicka i
kineti¢ka svojstva imobiliziranog enzima. Iz tog razloga, bitan je odabir odgovarajuceg nosioca.
Postoji poprilican broj raznih nosioca koji omogucuju odabir razli¢itih znacajki ovisno o
enzimu i danoj primjeni (npr. veli¢ina &estica, kemijska funkcionalnost, poroznost i drugo).*%
Materijali takoder trebaju zadovoljiti odredene standarde kao $to su netopivost u vodi, dobra
mehanicka ¢vrstoca 1 kemijska otpornost u razli¢itim radnim uvjetima, u kombinaciji s velikom
povr§inom, sposobno$¢u formiranja Cestica koje se mogu kontrolirati, kao 1 izvrsnom
reaktivno$éu prema bilo kojim funkcionalizirajuéim agensima.*

Posebno je vazno da nosioc ima moguénost imobilizirati znac¢ajnu koli¢inu enzima po
jedinici mase.®” Takoder, kao §to je ve¢ spomenuto, korisna karakteristika moZe biti i poroznost
ukoliko promjer pora ostane unutar odgovarajuceg raspona. Kako bi doslo do ulaska proteina u
poru, promjer pora mora biti $iri od prosjecnog promjera proteina dok prevelike pore uzrokuju
znadajan pad aktivne povrsine.>"38

Nosioci za imobilizaciju mogu se podijeliti u dvije glavne skupine: organski i
anorganski. U organske nosioce ubrajamo nosioce prirodnog podrijetla, odnosno biopolimere i
sintetske nosioce. Nosioci prirodnog podrijetla su polisaharidi u koje ubrajamo celulozu koja je
najzastupljeniji prirodni polimer koji se koristi za imobilizaciju penicilina i sli¢no, zatim Skrob,
hitozan, alginat te proteini poput pektina, zelatine, albumina i kolagena.?*% Sinteti¢ki organski
polimeri ukljucuju vinilne 1 akrilne polimere kao $to su poliakrilamid, polimetakrilat i polivinil
alkohol te polipropilen. Isto tako, primjenjuju se i poliamidi kao $to je najlon. Relativno
popularna upotreba ekoloski prihvatljivih nosioca bioloskog podrijetla za imobilizaciju enzima

moze se povezati s moguéim smanjenjem troSkova proizvodnje i s ograni¢enom

biokompatibilnosti kod anorganskih nosioca, odnosno njihovog slabog afiniteta prema
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biomolekulama. Neki od anorganskih nosioca su zeoliti, keramika, aktivni ugljen, silika i
mezoporozna silika, metalni oksidi poput Al.Os, TiO2 i ZrO; te magnetski nosioci. Anorganski
nosioci su popularni za imobilizaciju enzima radi Sirokog izbora poroznosti, kao i izvrsne
toplinske, mehanicke i mikrobne otpornosti.6:37:38

S brzim napretkom nanotehnologije, doslo je do Sireg interesa za novi oblik celuloze, t;.
"nanocelulozu" kao napredni materijal za razne industrijske primjene. U sustini, svojstva
nanoceluloze kao Sto su izrazita morfologija i geometrijske dimenzije, visoka specifi¢na
povriina i mehani¢ka robustnost su vrlo korisna kao potpora za imobilizaciju enzima.*

Nosioci na bazi silike jedni su od najpopularnijih izbora za imobilizaciju enzima. Razlog
tome je velika povrsina silike koja se lako moze modificirati u razlicite funkcionalne skupine
kao potpora imobilizaciji enzima, zajedno s osiguravanjem visokog stupnja fizikalne, kemijske

i biologke otpornosti.®®
2.4.1. Magnetske nanocestice

Magnetske nanocCestice kao anorganski nosioci se isti¢u kao posebno korisni nosioci
koristeni za imobilizaciju enzima. Naj¢esce koriStene magnetske Cestice su magnetit (Fe3Oa) i
maghemit (y-Fe>03). Magnetske nanocestice FesO4 izazivaju veliki interes radi jednostavnih
tehnika njihove pripreme, lakog dobivanja Zeljenih fizi¢kih svojstava veli¢ine i oblika, niske
toksi¢nosti, dobrog kapaciteta za prijenos naboja, dobrog kapaciteta zadrzavanja enzima,
sposobnosti povrsinske modifikacije, manji otpor prijenosu mase i jaka magnetska svojstva
koja olaksavaju njihov oporavak iz reakcijske smjese.>>®

Postoje razne metode za sintezu navedenih magnetskih nanocestica. Neke od njih su
»zelena sinteza® (upotreba inaktiviranih biljnih tkiva, biljnih ekstrakata te drugih dijelova
biljaka, mikroorganizama itd.), ko-precipitacija, mikroemulzija, termalna razgradnja, laserska
piroliza, kemijsko taloZenje pare, elektrokemijska sinteza i druge.*

Prednost imobilizacije enzima na magnetskim nanocesticama je povoljna komercijalna
primjena radi prakti¢nosti u rukovanju, jednostavnosti odvajanja enzima iz reakcijske smjese i
ponovne upotrebe, ¢ime se omogucuje isplativa upotreba, na primjer, kontinuiranom radu.
Drugi klju¢ni ¢imbenik kako bi se potpuno iskoristile prednosti spomenutih nanocestica, je
idealno reguliranje orijentacije enzima na nosiocu. U usporedbi s poroznim nosacima,
neporozne nanocestice nemaju problema s vanjskom difuzijom, §to ih ¢ini konkurentnijima
posebno za industrijsku upotrebu velikih razmjera u sustavima ¢vrsto-tekuce (npr. istalozeni
protein). Stovise, imobilizirani enzim ne moze lako prodrijeti u kozu i stoga pokazuje nisku ili

nikakvu alergenost. Sljede¢a prednost je opcéenito poboljSana stabilnost i u uvjetima
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skladiStenja 1 u radu, npr. prema denaturaciji toplinom ili autolizom. Unato¢ povezanim
prednostima imobiliziranog enzima na magnetskim nanocesticama, on takoder ima neke
nedostatke ukljuujué¢i smanjenu aktivnost, konformacijske promjene enzima, moguénost
denaturacije enzima, promjene svojstava, ograni¢enja prijenosa mase i smanjena u¢inkovitost
protiv netopivih supstrata. Stovise, dugotrajna industrijska upotreba imobiliziranih enzima
zahtijeva pripremu vrlo stabilnih derivata koji imaju prikladna funkcionalna svojstva za danu
reakciju (npr. aktivnost i selektivnost).®

Kao $to je ve¢ navedeno, magnetske nanocCestice imaju Sirok raspon primjene jer
posjeduju jedinstvena svojstva, a neka od njih su niska toksi¢nost, biokompatibilnost te
superparamagnetizam. Ova svojstva mogu biti korisna u raznim potencijalnim primjenama kao
Sto su imobilizacija stanica i enzima, u sustavima bioseparacije, imunoloska testiranja, isporuka
lijekova i1 biosenzori. Takoder, koriste se za ekstrakciju selektiranih stanica iz bioloskih uzoraka
1 kultura. U tijeku je 1 razvoj tehnika kao Sto je popravljanje tkiva, lijeCenje magnetskom
hipertermijom, ciljana implikacija lijeka i oznacavanje stanica.>*

Povrsina nanocestica trebala bi biti modificirana kako bi se zastitile od oksidacije pri
izlaganju zraku, te im se poboljsala stabilnost u kiselim uvjetima i sprijecila aglomeracija zbog
magnetskih dipolnih momenata. Jedna od mogu¢ih modifikacija je oblaganje magnetskih

nanodestica silikom radi njezine inertnosti i jedinstvenih kemijskih svojstava.3®
2.5. Matematicko modeliranje enzimatskih reakcija

2.5.1. Uvod u matematicko modeliranje

Opcenito, matemati¢ko modeliranje je osnovno nacelo reakcijskog inZenjerstva.
Definira se kao postupak opisivanja realnog sustava matematickim jednadzbama s ciljem
razvoja 1 uporabe matematickog modela za kasnije analize, projektiranja i optimiranja sustava
za koji je model izraden. Modeliranjem odnosno odabirom odgovarajueg matematickog
modela, te procjenom kinetickih parametara istog, predvida se ponaSanje sustava, na temelju
kojeg se odreduje najpovoljniji tip reaktora te pocetni reakcijski uvjeti. S obzirom na
predvidanje ponasanja sustava, sustav je definiran matematickim relacijama izmedu ulaznih 1
izlaznih veli¢ina te se smatra apstraktnom cjelinom koja je izolirana i egzistira kao nezavisna.

Tijekom provedbe modeliranja, velika paZnja obraca se na broj prisutnih parametara,
odnosno na varijable u modelu kao $to su temperatura, koncentracija, tlak, volumen, fizikalna

i kemijska svojstva itd. Sto je viSe varijabli u modelu, to je model sloZeniji.
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Matematicki modeli pokazuju veliku uéinkovitost odredivanja optimalnih radnih uvjeta
s ciljem optimiranja produktivnosti i konverzije supstrata. Prilikom optimiranja procesa,
simulacijama, pomo¢u modela, moze se odrediti tijek reakcije u odredenim uvjetima, te tako
ustediti vrijeme 1 novac potreban za provodenje eksperimenta. Matematicki model procesa
ukljucuje kineticki i1 reaktorski model, tj. bilance tvari komponenata koje ovise o tipu

reaktora, 421143
2.5.2. Modeliranje enzimatskih reakcija

U danasnje vrijeme modeliranje ima iznimnu ulogu kod enzimatskih reakcija, te konstantno
raste. Modeliranje enzimskih reakcija zahtjevan je zadatak zbog sloZenosti sustava te kemijskih
I konformacijskih prijelaza povezanih s reakcijom.

Kako su biokataliti¢ki procesi vrlo slicni kemijskim, ipak bitna razlika je u tome S$to
biokataliti¢ki procesi moraju uzeti u obzir enzimatsku kinetiku i stabilnost enzima.

Tijekom modeliranja enzimatskih reakcija, potrebno je obratiti paznju na parametre kao $to
su karakteristike biokatalizatora, koncentracije supstrata, produkata i katalizatora, reakcijska
ravnoteza te kemijska 1 fizikalna svojstva supstrata i produkata. Spomenuti parametri mogu
imati veliki utjecaj na tijek reakcije. Takoder, pomo¢u modela procesa u reaktoru, postoji
mogucnost predvidanja tijeka reakcije, najpovoljniji tip reaktora, potrebnu koncentraciju
biokatalizatora itd., uz saznanja o enzimatskoj kinetici 1 procijenjene kineticke parametre.

Potrebno je odrediti kinetiku enzimski katalizirane reakcije koja se uobicajeno odreduje
prate¢i promjenu pocetne brzine reakcije pri razli¢itim koncentracijama supstrata kako bi se
razvio model. Enzimski kineti¢ki parametri se procjenjuju iz izraza za brzinu reakcije koji se
temelje na matematickoj obradi podataka dobivenih provodenjem enzimski katalizirane

reakcije.**4°
2.5.3. Enzimska reakcijska kinetika

Enzimska reakcijska kinetika bavi se proucavanjem brzine enzimskih reakcija te je
samim time 1 dio bioreakcijskog inZenjerstva. Razlikuje se od kemijske reakcijske kinetike jer
proizlazi iz mehanizma biokataliticke reakcije.

Kako bi se uspostavio ucinkovit i izvediv biokatalitiCki proces, vazno je ispitati
kineticka svojstva enzima. Procjena kinetickog modela u ranom razvoju procesa moze biti
vrijedna za daljnju implementaciju procesa. Omogucuje donosenje odluka utemeljenih na
dokazima, identifikaciju uskih grla i kvantificiranje problema procesa. Za procjenu uc¢inkovitost

procesa koriste se matematicki modeli, oni omogucuju brzu i jeftinu optimizaciju reakcije te su
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korisni u pronalazenju najisplativijeg nacina za biosintezu proizvoda na industrijskoj razini.
Takoder mogu predvidjeti, ocijeniti i istraziti razliCite scenarije ili pretpostavke modeliranog
sustava 1 okoline, npr. izmjene pocetnih reakcijskih uvjeta i koncentracije reagensa i/ili
katalizatora.®

Kineti¢ko modeliranje enzima nudi bitne informacije o enzimskim reakcijama kroz
reaktivnost vrsta koje sudjeluju, a koje su klju¢ne u dizajniranju poboljsanih reakcijskih uredaja
i procjeni njihove uginkovitosti. Sto se tiGe uspostavljanja reakcijskih sustava i razvoja
prikladnih kinetic¢kih jednadzbi bitno je osiguravanje zahtjeva za oCuvanjem mase, inhibicija,
ucinaka prijenosa mase i drugo. Vezano za to, klju¢ni ¢imbenici koji imaju utjecaj na kineticko
modeliranje enzima mogu biti temperatura i vrijednosti pH, upotreba imobiliziranih enzima,
sastav reakcijskog medija i sli¢no.

Dok se u kemijskom reakcijskom inzenjerstvu govori o reakcijama prvog i drugog reda,

u ovom sluéaju govori se o Michaelis-Menteni¢inom tipu kinetike.30446

2.5.3.1. Michaelis-Menteni¢ina Kinetika

Ovisnost brzine reakcije o reakcijskim veli¢inama i parametrima opisana je kinetickim
modelima. Brzina enzimskih reakcija opisuje se Michaelis - Menteni¢inom kinetickom
jednadzbom.*” Michaelis - Menteni¢ina kinetika predstavlja ovisnost podetne brzine reakcije o

koncentraciji supstrata i enzima na temelju mehanizma prikazanih jednadzbama 1. i 2.

kq
%
S+E ES (1)
F
k;
k3
ES > P+ E (2)

Kod jednosupstratnih reakcija u prvom koraku dolazi do brze reverzibilne reakcije enzima (E)
i supstrata (S) pri ¢emu nastaje kompleks enzim-supstrat (ES) (Jedn. 1.). Kompleks zatim
kemijski reagira i dolazi do stvaranja produkta (P) odvojenog od enzima (E) (Jedn. 2.).
Jednosupstratne enzimatske reakcije, koje slijede Michaelis-Menteni¢inu kinetiku karakterizira
hiperbolicka ovisnost brzine reakcije o koncentraciji supstrata (Slika 9.) (Jedn. 2.3).
Pretpostavka na kojoj se temelji sljedeci izraz glasi kako je koncentracija supstrata dovoljno
visoka da ne dolazi do bitne promjene u njezinoj pocetnoj vrijednosti tijekom perioda u kojem
se eksperimentalno odreduje pocCetna brzina reakcije.

_ VG
Ky +cCs

(3)
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U navedenoj jednadzbi cg oznacava koncentraciju supstrata [mM], V,, je maksimalna brzina
reakcije [mM min], K3, je Michaelis-Menteni¢ina konstanta [mM], dok je rsbrzina potro$nje
supstrata [MM min™]. Kljuéni parametri Michaelis-Menteni¢ine kinetike su maksimalna brzina
reakcije (V,,,) koja ovisi 0 koncentraciji enzima (Jedn. 4) i Michaelis - Menteni¢ina konstanta
(K»,) (Jedn. 5.) koja ovisi 0 konstantama brzina reakcija ki, ko i ks, prikazanih u jednadzbama

mehanizma reakcije (Jedn 1. i 2.) te o uvjetima okoline kao $to su pH i temperatura i o supstratu.
Vm - kz - EO (4)

__ kotks

- )

Kin

Ovisnost brzine reakcije o koncentraciji supstrata karakteristicna za jednosupstratne reakcije
koje slijede MIchaelis — Mentenic¢inu kinetiku prikazana je na Slici 9. Upravo iz tog grafa mogu

se uociti tri karakteristi¢na podrucja koja slijede:
1. podrucje kinetike prvog reda
2. podruc¢je Michaelis - Mentenic¢ine kinetike

3. podrudje kinetike nultog reda

<

3

podrugje kinetike nultog reda

podruéje Michaelis-Menteni¢ine kinetike

I [ mM min?]

N‘3<

[
podlru¢je kinetike prvog reda
|

K
m Cs [mM]

Slika 9. Graficki prikaz ovisnosti brzine reakcije o koncentraciji supstrata za Michaelis
- Mentenicinu kinetiku

U podru¢ju niske koncentracije supstrata, cg < K, pri konstantnoj koncentraciji
enzima, E, brzina reakcije je linearno proporcionalna koncentraciji supstrata, te se to podrucje

aproksimira kinetikom reakcije 1. reda. U podrucju visoke koncentracije supstrata, c; > Ky,
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brzina reakcije ne ovisi o koncentraciji supstrata, te se to podrucje aproksimira kinetikom
reakcije 0. reda. Podrucje izmedu dva navedena, je Michaelis-Menteni¢ino podrudje.
Dvosupstratna enzimatska kinetika opisuje enzimatske reakcije u kojima dolazi do
reakcije dva supstrata. Drugi supstrat je najéei¢e koenzim.*® Navedena dvosupstratna reakcija
(Jedn. 6.) opisuje se Michaelis - Menteni¢inim kinetickim modelom (Jedn. 7.), koja se ovisno

0 broju supstrata mijenja.

r= Vin'Cs; Cs,
- S1 (152
(e, ) (52 1esy)

(7)

2.5.3.2. Inhibicija enzima

U biokatalitickim reakcijama vrlo ¢esto dolazi do smanjenja aktivnosti enzima, koja se
ocituje smanjenjem brzine enzimatske reakcije zbog inhibicije reakcije. Michaelis-Mentenicin
model ne ukljucuje postojanje inhibicije supstratom i produktom. Brzina reakcije se usporava
na nacin da se inhibitor veze za aktivho mjesto na enzimu. Inhibitor moze biti supstrat ili
produkt neke kemijske reakcije. Razlikujemo tri tipa inhibicije enzima®®:

1. Kompetitivna inhibicija (Jedn. 8) — inhibitor se veze na aktivno mjesto na

enzimu, smanjuju¢i na njemu koncentraciju supstrata, $to rezultira smanjenjem brzine

reakcije 1 pove¢anjem Michaelis - Mentenicine konstante.

2. Nekompetitivna inhibicija (Jedn. 9) — inhibitor se ireverzibilno veze na mjesto

razli¢ito od aktivnog, ¢ime se mijenja oblik enzima te je na taj nac¢in ometano vezanje

supstrata na aktivno mjesto enzima, $to dovodi do smanjenja brzine enzimatske reakcije.

3. Antikompetitiva inhibicija (Jedn. 10) — inhibitor se veze iskljuc¢ivo za enzim-supstrat

kompleks.
Vim'c
s = K; -(11:l-c—:)+c (8)
m KI_ S
Vin-cs
T, = . 9
$ (Kt (1+5D) ©)
A
V .
T, = _ YmCs (10)

= -
Kfn+cs-(1+K—‘i)
U navedenim izrazima c¢; [mM] predstavlja koncentraciju inhibitora , a K; [mM]

konstantu inhibicije.
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2.5.3.3. Deaktivacija enzima

Osim promjenom aktivnosti enzima, smanjenje brzine enzimatske reakcije moguce je i
zbog deaktivacije enzima. Uzroci deaktivacije mogu biti: povisenja temperature, promjene pH
vrijednosti, tlak u sustavu, denaturacija proteina, prevelika brzina mijesanja ili prisustva nekih
komponenata u sustavu koje na enzim djeluje deaktivirajuce i dr. Brzina deaktivacije enzima

opisuje se kinetikom prvog (Jedn. 11) i drugog reda (Jedn. 12).%°

AV _ _ —kq-t

?__kd'vm - Vm_ VmO - e d (112)
adVm 2 Vimo

-_m _ _ . - = —

dt ka - Vi Vi 14V kgt (12)

U navedenim izrazima kq je deaktivacijska konstanta prvog reda [min] koja moze biti
procijenjena iz reaktorskih eksperimenata, odnosno pracenjem aktivnosti enzima tijekom

provodenja eksperimenata nezavisnim mjerenjima.'*

2.5.4. Reaktorski modeli

Kemijski reaktori u kojima se odvijaju bioprocesi nazivaju se bioreaktori. Koriste se za
proizvodnju biomase i bioprodukata pomo¢u mikroorganizama ili Zivotinjskih stanica, te za
biotransformacije pomocu enzima. Bioreaktori se mogu podijeliti na fermentatore i enzimatske
reaktore. Kod fermentatora se reakcije odvijaju uz zive mikroorganizme ili njihove stanice, dok
se kod enzimatskih reaktora odvijaju procesi katalizirani enzimima. Postoje razni tipovi
bioreaktora, no osnovna tri su: kotlasti (Sarzni) reaktor, proto¢no kotlasti i cijevni reaktor.

Kriteriji za odabir bioreaktora su: tip reakcijskog medija, tip kinetike i oblik
biokatalizatora. Takoder, vazno je da bioreaktor bude optimiran kako bi se postigla Sto bolja
produktivnost, odnosno da se proizvede Sto viSe produkata po jedinici vremena, jedinici

enzimatske aktivnosti biokatalizatora i jedinici vremena.>
2.5.4.1. Kotlasti bioreaktor

Kotlasti (Sarzni / batch) reaktor predstavlja zatvoreni sustav u kojem tijekom reakcije
ne dolazi do izmjene tvari s okolinom. U takvom sustavu ostvaruje se priblizno idealno
mijesanje te je sastav reakcijske smjese u svakoj tocki isti. U kotlastom reaktoru sve veli¢ine
stanja (sastav reakcijske smjese, brzina kemijske reakcije, koli¢ina oslobodene i utroSene
topline) ovise o vremenu, odnosno on radi u nestacionarnom stanju. Ukoliko je reaktor
termostatiran, pretpostavlja se izotermni rad, te se pretpostavlja da je volumen reakcijske smjese

stalan i nezavisan o vremenu tj. da ne dolazi do promijene gustoée.*!
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Kotlasti reaktor se koristi za reakcije u kapljevitoj fazi te za proizvodnju manjih koli¢ina
produkata na umjerenim tlakovima i temperaturama, $to je naj¢esc¢e u industriji. Pogodan je za
reakcijske sustave koji nisu inhibirani niti supstratom niti produktom.®2

Na Slici 10. prikazan je idealni kotlasti reaktor s nazna¢enim najvaznijim znac¢ajkama.

N R == 119
ra =f(t) V=konst.
T=konst.
Q (1)
Q, =f(t)

Slika 10. Shematski prikaz kotlastog reaktora>

Bilanca tvari za kotlasti reaktor, uz pretpostavku idealnog mijesanja, opisana je Jedn. 13.

d(V'CA)

roV =—
A dt

(13)

ra predstavlja brzinu potrosnje komponente A [mM min™], V volumen reakcijske smjese u
bioreaktoru [dm], ca koncentraciju komponente A [mM] i t vrijeme [min].
S pretpostavkom da je i volumen reakcijske smjese stalan i neovisan o vremenu, odnosno nema

promjene gustoce, Jedn. 14. glasi:

dcy
Ty = —? (14)
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1 Aparatura

3.1.1. Spektrofotometar

Spektrofotometar je mjerni instrument za analizu spektra elektromagnetskog zracenja,
koji mjeri koli¢inu svijetla koju apsorbira odredena vrsta molekula u otopini u vidljivom i UV
podrucju, odnosno apsorbanciju kao funkciju valne duljine svjetlosti. Zraka svjetlosti propusta
se kroz uzorak te se mjeri intenzitet svjetla koje je proslo kroz analizirani uzorak (I) i usporeduje
s intenzitetom ulaznog svjetla (lo). Intenzitet apsorbiranog zracenja u uzorku je proporcionalan
koncentraciji tvari koja se odreduje.

Apsorpcija svjetlosti kroz otopinu opisuje se Lambert-Beer-ovim zakonom (Jedn. 15)
pri ¢emu je ABS apsorbancija pri odredenoj valnoj duljini svjetlosti, ¢ koncentracija tvari u
otopini [mol dm™], b duljina puta svjetlosti kroz uzorak [cm] i ¢ molarni apsorpcijski koeficijent

[dm?® mol™ cm™] karakteristi¢an za svaku molekulsku vrstu i ovisan o valnoj duljini svjetlosti.
ABS = log 170 =gbc (15)
U ovom radu kori$ten je spektrofotometar Shimadzu UV-1800 (Slika 11.) za mjerenje

aktivnosti enzima DERA pocetnim brzinama u reakcijskoj otopini te mjerenje stabilnosti.

Slika 11. Spektrofotometar Shimadzu UV-1800

3.1.2. Tekuc¢inska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC)

Tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC - engl. High performance
liquid chromatography) je kao analiticka metoda vrsta kromatografije u koloni koja se koristi
za razdvajanje komponenti iz smjese na osnovu kemijskih interakcija izmedu tvari koje se

analiziraju i stacionarne faze koja se nalazi u koloni. Princip rada je taj da se odredeni volumen
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uzorka injektira u mobilnu fazu, koja pod visokim tlakom putuje kroz kolonu punjenu
stacionarnom fazom koja se sastoji od materijala koji ima veliku adsorpcijsku povrsinu. Na
temelju specificnih kemijskih 1 fizikalnih interakcija dolazi do razliCitog zadrzavanja
komponenata smjese. Vrijeme koje je potrebno da analizirana tvar dode do kraja stupca,
odnosno da se eluira naziva se retencijsko vrijeme, a ono ovisi o prirodi tvari, stacionarnoj fazi
i sastavu mobilne faze. Sto je retencijsko vrijeme manje, kromatogram je bolji, a to se postiZe
koriStenjem visokog tlaka. Nakon kolone uzorak ulazi u UV-detektor koji mjeri apsorpciju
svjetla kod odredene valne duljine ili u RI-detektor koji mjeri razliku indeksa loma otopine s
analitom i reference, $to u oba slucaja rezultira karakteristiénim signalom u kromatogramu.
Ucinkovitost separacije spojeva ovisi o primjeni odgovarajuce stacionarne i mobilne faze, te o

brzini eluiranja.

Za odredivanje koncentracija supstrata, acetaldehida i Kloroacetaldehida te dobivenih

produkata, u ovom radu, koristen je HPLC proizvoda¢a Shimadzu prikazan na Slici 12.

Slika 12. HPLC uredaj Shimadzu

3.1.3. Centrifuga

Centrifuga Hettich Universal 320R (Slika 13.) je koriStena za odvajanje enzima ili radi
uklanjanja zaostalog nosioca, odnosno magnetskih nanocestica od reakcijske otopine. Uzorci

su centrifugirani na 14 000 o/min u trajanju od 5 min pri 4°C.
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Slika 13. Centrifuga Hettich Universal 320R
3.1.4. Liofilizator

Liofilizator LABCONCO Free Zone (Slika 14.) je uredaj za susenje uzoraka. Princip
rada je prolazak uzorka kroz dvije faze suSenja, primarnu i sekundarnu fazu. U primarnoj fazi
uzorak je u smrznutom stanju (od -15 °C do -70 °C), te smanjenjem tlaka ispod trojne tocke
vode isparava slobodna voda. U sekundarnoj fazi suSenja je susenje iz tekuéeg stanja, U sustav
se dovodi toplina, te dolazi do uklanjanja vezane vode. Kemijski sastav, biolosko — fizioloska i
senzorna svojstva uzoraka ostaju nepromijenjena. Liofilizator se primjenjuje u prehrambenoj i
farmaceutskoj industriji (ekstrakti kave, vo¢nih sokova, za¢ina, antibiotici i drugo) te za Cuvanje
proteina, enzima, mikroorganizama. U ovom radu, liofilizator je koriSten za suSenje nosioca,

odnosno magnetnih nanocestica.

Slika 14. Liofilizator LABCONCO Free Zone
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3.1.5. Analiti¢ka vaga

Sve mase tvari u ¢vrstom agregatnom stanju potrebne za provodenje eksperimenata

vagane su na analitickoj vagi Shimadzu s precizno$éu na Cetiri decimale (Slika 15.).

Slika 15. Analiticka vaga Shimadzu

3.1.6. Homogenizator

Uzorci su homogenizirani na homogenizatoru MS2 Minishaker 1KA (Slika 16.)

Slika 16. Homogenizator MS2 Minishaker IKA
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3.2. Analiticke metode

3.2.1. Odredivanje koncentracije proteina Bradfordovom metodom

Postoje razne metode odredivanja proteina u uzorku. U ovom radu odabrana je metoda
po Bradford-u. Bilo je potrebno odrediti sadrzaj proteina u otopini enzima kako bi se izracunala
ucinkovitost imobilizacije kao i u otopini nakon imobilizacije enzima. KoriSteni enzim u
eksperimentalnom radu je DERA proizvodaca Prozomix.

Metoda se bazira na mijesanju razrijedenog enzima ili otopine proteina s Bradfordovim
reagensom $to uzrokuje reakciju izmedu proteina i reagensa odnosno boje Coomassie Blue G-
250 (CBB) u kiselom mediju. Navedena boja se na proteine veze hidrofobnim interakcijama i
ionskim vezama §to stabilizira boju u anionskom obliku i dovodi do vidljive promjene boje iz
smede u plavu. Sto je koncentracija proteina u uzorku visa, to ée se vise boje vezati na protein,
odnosno boja ¢e postati tamnija. Anionska boja se veze za NHz skupine proteina. Pri ovom
procesu apsorpcijski maksimum boje se pomice sa 465 nm na 595 nm Sto se prati
spektrofotometrijski. Bradfordov reagens je unaprijed pripravljen od 100 mg CBB, 50 mL 95%
EtOH, 100 mL 85% fosfatne kiseline i vode do 1000 mL.

Prije pocetka odredivanja proteina bilo je potrebno napraviti bazdarni pravac koju
ukazuje na odnos proteina poznatih koncentracija i apsorbancije te se pomocu dobivene
jednadzbe pravca raCuna nepoznata koncentracija proteina u uzorku. BaZzdarni pravac
napravljen je mjerenjem apsorbancije otopina albumina (engl. Bovine serum albumin, BSA)
poznate koncentracije na valnim duljinama A = 450 1 595 nm. Pripravljene su standardne
otopine BSA koncentracija 1 mg/L, 5 mg/L, 10 mg/L, 15 mg/L i 20 mg/L. U plasti¢ne kivete
stavljeno je 500 pL standardne otopine odredene koncentracije i 500 pL Bradfordovog
reagensa. Sadrzaj u kiveti inkubiran je 10 minuta na sobnoj temperaturi pri ¢emu je nastalo
plavo obojenje razli¢itog intenziteta, ovisno o koncentraciji BSA. Nakon inkubacije, ocitane su
apsorbancije na spektrofotometru Shimadzu UV-1800 i nacrtan je bazdarni pravac (Prilog 1.).

Na isti nacin oc€itane su apsorbancije realnih uzoraka s ¢injenicom da su uzorci
razrijedeni onoliko puta koliko je bilo potrebno da mjerena koncentracija bude u podrucju

granica detekcije i kvantifikacije.
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3.2.2. Odredivanje aktivnosti enzima DERA spektrofotometrijskom

metodom

Mijerenje aktivnosti enzima DERA temelji se na tri reakcije. Prva reakcija je cijepanje
2-deoksiriboza 5-fosfat (DRP) u D-gliceraldehid-3-fosfat i acetaldehid. Navedena reakcija je
katalizirana enzimom DERA. Nastali D-gliceraldehid-3-fosfat transformira se u
dihidroksiaceton fosfat pomocu enzima triozafosfat izomeraze (TPI). Dihidroksiaceton fosfat
potom reducira uz enzim glicerolfosfat dehidrogenazom (GDH) pri ¢emu dolazi od oksidacije
koenzima nikotinamid adenin dinukleotida (NADH). S obzirom da su enzimi TPl i GDH u
suvisku, reakcije koje su katalizirane njima su veoma brze. Stoga reakcija koju katalizira DERA
predstavlja usko grlo procesa tj. najsporiju reakciju u testu te je ovim postupkom mozemo pratiti

spektrofotometrijski. Opisani proces shematski je prikazan na Slici 17.

o aldolaza ] )
2-deoksiriboza 5-fosfat =———————= D-gliceraldehid-3-fosfat + acetaldehid

triozafosfat izomeraza

glicerolfosfat dehidrogenaza

s

NADH NAD*

dihidroksiaceton fosfat

glicerol 3-fosfat

Slika 17. Shematski prikaz reakcija na kojima se temelji test za odredivanje aktivnosti enzima DERA

Test prema kojem se odreduje aktivnost enzima DERA se sastoji od 1 mM NADH, 1
mM DRP, 312 U/mL TPI, 253,44 U/mL GDH u 0,1 M fosfatnom puferu pH 6, pri ¢emu je
koncentracija enzima DERA 1,25 mg/mL. Nakon §to su sve komponente dodane u kvarcnu
kivetu spektrofotometrijski se prati pad koncentracije NADH pri valnoj duljini A = 340 nm u
vremenskom periodu od 100 s. Dobivena promjena apsorbancije (44BS/At) predstavlja nagib
apsorpcijske krivulje iz koje se raCunaju volumna aktivnost (Ay) prema jednadzbi 16. i

specificna aktivnost enzima (As) prema jednadzbi 17.

V; AABS
A, = . (16)

€340°-d-Vpgra At

(17)
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U gore navedenim izrazima V. predstavlja ukupni volumen u kiveti [mL], Vbera je
volumen dodanog enzima [mL], es40 je ekstinkcijski koeficijent [cm?/umol] pri valnoj duljini 4
= 340 nm, d predstavlja promjer kivete (d = 1 cm), 44BS/At kao §to je veé reCeno predstavlja
promjenu apsorbancije u vremenu [min™]. Volumna aktivnost je A, [U mL™], specifi¢na

aktivnost As[U mg™], dok je coera koncentracija enzima [mg/mL].
3.2.3. Odredivanje koncentracije supstrata, produkata i meduprodukata

Koncentracije supstrata acetaldehida i kloroacetaldehida te produkata i meduprodukata
4-kloro-3-hidroksibutanala, 6-kloro-3,5-dihidroksiheksanala, 3-hidroksibutanala i 3,5-
dihidroksiheksanala odreduju se tekué¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti. Kako bi
se navedeni aldehidi mogli pratit s UV detektorom uzorci su prije mjerenja derivatizirani.
Uzorak (V =5 pL) je promijesan s derivatizacijskom otopinom (V = 50 pL). Derivatizacijska
otopina se sastoji od 0,02 mg/L o-benzilhidroksilamin hidroklorida otopljenog u smijesi
piridina, metanola i vode u omjeru 33:15:2. Derivatizcija se provodila tijekom 20 min na sobnoj
temperaturi na tresilici nakon ¢ega je dodan metanol (V =350 uL). Uzorci su centrifugirani radi
uklanjanja enzima i radi uklanjanja ostatka magnetnih Cestica tj. viska nosioca te su zatim
analizirani HPLC analitickom metodom kako bi se utvrdila to¢na koncentracija supstrata i
nastalih produkata u vremenu uzimanja uzoraka. Za odredivanje koncentracija supstrata i
produkata HPLC metodom koristena je kolona Phenomenex Kinetex RP (C18, 5 um, 250 x 4.6
mm, 100 A) koja je bila termostatirana na 30°C. Kao mobilna faza koriitena je trifluoroctena
kiselina (TFA) u vodi (eluent A) i TFA u acetonitrilu (eluent B). Protok mobilne faze bio je 1,5
mL/min, a UV detekcija pri valnoj duljini A =215 nm. Metoda na HPLC-u trajala je 18 minuta.
U prilogu 2. nalazi se primjer jednog kromatograma gdje se mogu uociti retencijska vremena
supstrata, meduprodukta 1 produkta. Vrijeme zadrzavanja acetaldehida je 10,6 min,
kloroacetaldehida 12 min, meduprodukta 9,9 min, a produkta je 8,9 min. Iz dobivenog
kromatograma ocitaju se povrSine te se pomocu bazdarnog pravca i nagiba raunaju tocne
koncentracije. Bazdarni pravac je ovisnost odzivnih povrSina o koncentraciji promatrane
komponente, a dobiven je na nacin da su na HPLC-u odredene odzivne povrSine uzoraka

otopina promatrane komponente poznatih koncentracija (Prilog 3.).
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3.2.4. Odredivanje aktivnosti slobodnog enzima

Za izraCunavanje uspjes$nosti imobilizacije potrebno je izmjeriti aktivnosti slobodnog i
imobiliziranog enzima. Aktivnost se mjeri u aldolnoj reakciji u kotlastom reaktoru, a 1 U
aktivnosti DERA definira se kao koli¢ina enzima potrebna za stvaranje 1 pmol produkta u
minuti. Za mjerenje aktivnosti slobodnog enzima, reakcijska otopina je sadrzavala 100 uL
otopine aldehida i 100 pL otopine enzima (koncentracije kotlastog reaktora - 12,5 mg/mL
enzima, 100 mM acetaldehida, 50 mM kloroacetaldehida). Uzorci su uzimani u pravilnim
vremenskim intervalima tijekom prvih 150 sekundi reakcije te su derivatizirani i analizirani na
HPLC kako bi se kvantificirala koncentracija produkta. Aktivnost ¢istog enzima (A) [U/mL] se

racunala prema sljedecoj jednadzbi 18.

A= d(Cmeduprodukt+Cprodukt)

dt (18)

3.3. Imobilizacija enzima DERA

3.3.1. Sinteza magnetskih nanocestica

Kako bi se sintetizirale magnetske nanocestice, otopljeno je 3,2 g FeCls - 6H>0 u 50 mL
etilen glikola u kojem je prethodno otopljeno 7,7 g natrijevog acetata kako bi se sprijecila
aglomeracija, nakon ¢ega je sve zajedno mijeSano 30 minuta. Zatim je smjesa prenesena u
autoklav na zarenje tijekom 3 h do 200°C. Nakon dosegnutih 200°C, smjesa je zagrijavana 8 h
pri konstantnoj temperaturi. Precipitat se odvojio etanolom i magnetom nakon zagrijavanja te
se par puta isprao etanolom. Zatim je uslijedilo susenje u liofilizatoru LABCONCO Free Zone.

Ovakvim nac¢inom sinteze je dobiveno 930 mg suhih magnetnih nanocestica.
3.3.2. Oblaganje magnetskih nanocestica silikom

U svrhu funkcionalizacije magnetskih nanocestica iste su obloZene silikom na nacin da
je u 930 mg suhih ¢estica dodano 50 mL ultraciste vode. Zatim je u smjesu dodano 150 mL
etanola i 1 mL TEOS-a te se sve zajedno mijesalo u ultrazvucnoj kupelji 10 minuta na sobnoj
temperaturi. Tijekom mijeSanja u smjesu je dokapano 4,5 mL amonijaka (NH3), nakon ¢ega je
sve zajedno mijesano 12 h. Nakon ispiranja etanolom, uslijedilo je susenje u liofilizatoru kojim

je dobiveno 1100 mg magnetskih nanocestica oblozenih silikom.
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3.3.3. Funkcionalizacija magnetskih nanocestica

Magnetske nanocestice funkcionalizirane su dodatkom 50 mL etanola i 3 mL. APTES-
a. Tako pripremljena suspenzija se zatim mijeSala u inertnoj atmosferi dusika pri 30°C i 160

okr/min tijekom 24 sata.
3.3.4. Aktivacija magnetnih nanocestica

Prethodno pripremljene i funkcionalizirane magnetske nanocestice bilo je potrebno
aktivirati. U tu svrhu pomijeSano je 1 mL 1,5 mM p-benzokinona s 25 mg funkcionaliziranih
magnetnih nanocestica, te je mijeSano 1 h pri 900 o/min i 25°C. Nakon 1 h, aktivirane magnetne

nanocestice Su ispirane 2-3 puta s 0,1 M fosfatnim puferom pH 6.
3.3.5. Imobilizacija enzima

Imobilizacija se provodila mijeSanjem 100 pL otopine enzima s 900 pL fosfatnog pufera
s aktiviranim nosiocem, pri 900 o/min i 25°C kroz 1,5 h. Kako bi se utvrdila koli¢ina
imobiliziranog enzima, Bradfordovom metodom mjeri se koncentracija proteina u supernatantu
kako je opisano u poglavlju 3.2.1. Imobilizirani enzim je potom ispran 3 puta s 0,1 M fosfatnim
puferom pH 6 te je koristen za naknadna mjerenja aktivnosti i stabilnosti. U¢inkovitost

imobilizacije racunala se prema jednadzbi 19.

ukupna konc.enzima—konc.enzima u supernatantu

Ucinkovitost imobilizacije = (19)

ukupna konc.enzima

3.3.6. Odredivanje aktivnosti i stabilnosti imobiliziranog enzima

Za mjerenje aktivnosti imobiliziranog enzima, 25 mg magnetskih nanocestica S
imobiliziranim enzimom pomijesa se sa 100 uL puferai 100 puL otopine aldehida (100 mM AA,
50 mM CAA). Proces uzorkovanja je isti kao kod slobodnog enzima, ali su se uzorci uzimali

tijekom prvih 30 minuta (poglavlje 3.4.4). Zadrzana aktivnost racunala se prema jednadzbi 20.

aktivnost imobiliziranog enzima

Zadriana aktivnost = (20)

aktivnost Cistog enzima

Nakon 30 minuta, nosioc se 3 puta isprao 0,1 M fosfatnim puferom pH 6, te se u svrhu
ispitivanja stabilnosti enzima odredila aktivnost imobiliziranog enzima ponovnim pokretanjem
reakcije. U tu svrhu imobilizirani enzim se pomije$ao sa 100 pL pufera i 100 pL otopine
aldehida, a uzorkovanje se vrsilo tijekom prvih 5 minuta reakcije. Stabilnost imobiliziranog

enzima se racunala prema jednadzbi 21.

aktivnost imobiliziranog enzima u 2.ciklusu

Stabilnost =

(21)

aktivnost imobiliziranog enzma u 1.ciklusu
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3.4. Karakterizacija enzima DERA

3.4.1. Odredivanje aktivnosti imobiliziranog enzima DERA u ovisnosti 0

pH vrijednosti fosfatnog pufera

Aktivnost enzima DERA u reakciji sinteze 6-kloro-3,5-dihidroksiheksanala odredivala
u 0,1 M fosfatnom puferu razli¢itih pH vrijednosti (pH 6-8) pri sobnoj temperaturi od 25°C uz
homogenizaciju reakcijske smjese. Koncentracija acetaldehida bila je 100 mM,
kloroacetaldehida 50 mM, dok je masa nosioca iznosila 20 mg, a koncentracija vezanog enzima
na nosioc iznosila je 0,2 mg/mL. Uzorci su se uzimali u pravilnim vremenskim intervalima
unutar 5 minuta tijekom 30 minuta eksperimenta. Nakon toga, nosioc je ispran 3 puta te se
tijekom 5 minuta izmjerila stabilnost. Uzorci su potom analizirani na HPLC-u. Iz grafa koji
prikazuje ovisnost promjene koncentracije promjene meduprodukta (4C-Cl) s vremenom
nastalog produkta u vremenu provucen je regresijski pravac te je nagib pravca proporcionalan

aktivnosti enzima. Specifi¢na aktivnost enzima DERA izracunata je prema jednadzbi 22.

dc
A, = —4— (22)

Cprotein

3.4.2. Odredivanje kinetike enzima DERA

Kinetika enzima DERA odredivana je metodom pocetnih brzina. Sva mjerenja su
provedena u kotlastom reaktoru pri sobnoj temperaturi u 0,1 M fosfatnom puferu pH 6. Kinetika

se odredivala u prvom i drugom stupnju promatrane reakcije.

3.4.2.1. Odredivanje kinetike enzima DERA u reakciji acetaldehida i

kloroacetaldehida

Ispitana je kinetika enzima DERA u prvom stupnju sinteze prikazanoj na sljedec¢oj Slici

18.
0] @) DERA OH 9]
J + . |
Cl cl
(3R)-4-kloro-3-hidroksi butanal

Slika 18. Shematski prikaz prvog stupnja sinteze bo¢nog lanca statina

Mjeren je utjecaj razli¢itih koncentracija acetaldehida u rasponu 10 - 200 mM pri

konstantnoj koncentraciji kloroacetaldehida (CAA, ccaa = 200 mM). Nakon toga izmjeren je
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utjecaj razli¢itih koncentracija kloroacetaldehida u rasponu 10 - 200 mM na pocetnu reakcijsku
brzinu uz konstantnu koncentraciju acetaldehida (AA, caa = 200 mM). Reakcijski volumen je
iznosio 200 pL, a koncentracija enzima DERA u reaktoru 1,25 mg/mL. Uzorci su se uzimali
tijekom 10 minuta u pravilnim vremenskim intervalima, te se koncentracija produkta odredivala
na HPLC-u. Na temelju eksperimentalno dobivenih podataka promjene koncentracije
meduprodukta (4C-Cl) s vremenom, odredena je specifi¢na aktivnost enzima DERA prema
jednadzbi 22.

3.4.2.2. Odredivanje kinetike enzima DERA u reakciji acetaldehida i 4-
kloro-3-hidroksibutanala (4C-Cl meduprodukt)

Drugi stupanj u sintezi se temelji na reakciji acetaldehida i 4-kloro-3-hidroksibutanala
(4C-Cl), prilikom ¢ega se dobiva 6-kloro-3,5-dihidroksiheksanal (6C-Cl). Ovaj dio reakcije

shematski je prikazan na Slici 19.

OH |O |o D,'—ER A OH OH |O
(3R)-4-kloro-3-hidroksi butanal (3R,5R)-6-kloro-3,5-dihidroksi heksanal

Slika 19. Shematski prikaz drugog stupnja sinteze bo¢nog lanca statina

Eksperimentalno je ispitana kinetika enzima DERA i u ovom koraku sinteze. Prvo se
mjerio utjecaj razliCitih koncentracija 4C-Cl u rasponu 20 - 120 mM pri konstantnoj
koncentraciji acetaldehida caa = 50 mM. Nakon toga se pratila kinetika enzima DERA pri
konstantnoj koncentraciji 4C-Cl od csc.ci = 50 mM. Mjerio se utjecaj razli¢itih koncentracija
acetaldehida u rasponu 25 - 250 mM. Reakcijski volumen je iznosio 200 pL, a koncentracija
enzima DERA u reaktoru 1,25 mg/mL. 1z promjene koncentracije laktola (6C-Cl) u vremenu

raCunala se specifi¢na aktivnost enzima prema jednadzbi 22.
3.4.3. Stabilnost enzima DERA

3.4.3.1.  Utjecaj kloroacetaldehida i acetaldehida na stabilnost enzima
DERA

Utjecaj supstrata (kloroacetaldehida i acetaldehida) na stabilnost enzima DERA
odredivao se u 0,1 M fosfatnom puferu pH 6 s 1,25 mg/mL enzima pri sobnoj temperaturi s
razli¢itom pocetnom koncentracijom kloroacetaldehida (ccaa = 50 - 800 mM), odnosno
acetaldehida (caa = 50 - 800 mM). Aktivnost enzima se pratila tijekom 24 sata na nacin da su

se uzorci uzimali u pravilnim vremenskim intervalima direktno iz reaktora u kivetu. Test za
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mjerenje aktivnosti je opisan u poglavlju 3.2.2. Na temelju dobivenih eksperimentalnih

podataka, koristenjem kinetickog modela drugog reda procijenjena je konstanta deaktivacije

jedn. 23.

a4 _ 5 g2
= k; A (23)

3.5. Sinteza laktola u kotlastom reaktoru

Laktol je sintetiziran u kotlastom reaktoru volumena 100 mL. Reakcija je provedena u
0,1 M fosfatnom puferu pH 6 pri sobnoj temperaturi. Koncentracija acetaldehida iznosila je 100
mM, dok je koncentracija kloroacetaldehida iznosila 50 mM. Koncentracija enzima DERA bila
je 3mg/mL. Pretpostavljeno je kako je sustav stacionaran i izoterman te da je mije$anje idealno.
Uzorci su uzimani u pravilnim vremenskim intervalima. Aktivnost enzima pracena je
standardno opisanim testom aktivnosti, a promjene koncentracija supstrata i produkata praceno

je ve¢ spomenutom HPLC metodom.
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3.6. Matematicki model

Matematicki model sinteze laktola katalizirane enzimom DERA (Slika 20.) sastoji se od

kinetickih 1 bilan¢nih jednadzbi u reaktoru.

o O DERA OH |0 O DpERA OH  OH |o
r r
C'J + J — C'V‘\) + J — CI\/'V‘\)
kloroacetaldehid  acetaldehid (3R)-4-kloro-3-hidroksi butanal (3R,5R)-6-kloro-3,5-dihidroksi heksanal

Slika 20. Shema sinteze bo¢nog lanca statina katalizirane enzimom DERA
3.6.1. Kineticki model

Kineti¢ki model je razvijen na temelju sheme prikazane na Slici 20., eksperimentalnih
rezultata 1 procijenjenih kinetickih parametara. Kinetika prvog stupnja opisana je
dvosupstratnom  Michaelis-Menteni¢inom  kinetikom  uz  inhibiciju  supstratom
kloracetaldehidom (CAA) (Jedn. 24.).

Vimmi1:€aac
rl — m1'CAA'CCAA (24)

n
AA CAA ccaa
(Km1+can) (K" “+Ccaat c4a)
l

Kinetika drugog stupnja takoder je opisana dvosupstratnom Michaelis- Menteni¢inom
kinetikom uz inhibiciju supstrata acetaldehida (AA) i meduprodukta 4-kloro-3-
hidroksibutanala (4C-Cl) (Jedn. 25.).

Vinz:Caa-Cac—
T, = m2'CAA'C4C-Cl (25)

2 2
AA CAA 4C—Cl C4c—cl
(Kimz+Caat 72 (Km +C4C—CI+W)
l l

3.6.2. Reaktorski model

Reaktorski model za kotlasti reaktor sastoji se od bilan¢nih jednadZbi za acetaldehid
(Jedn. 26.), kloroacetaldehid (Jedn. 27.), 4-kloro-3-hidroksibutanal (Jedn. 28.) i 6-kloro-3,5-
dihidroksiheksanal (Jedn. 29.).

dcaa
= -1 — T 26
A L — T (26)

dccaa
< x (27)

dcyc—ci
—_— =7, -7 28
tC =T, (28)

dc._ e Aihi .

6—kloro—3,5—dihidroksiheksanal — TZ (29)

dt
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Deaktivacija enzima koja se moze primijetiti tijekom provedbe eksperimenata opisana
je kinetikom drugog reda (Jedn. 30.), dok je konstanta deaktivacije (k4) opisana polinomom
drugog reda (Jedn. 31.).

d
—C[ZRA = —kq * Chgra (30)

— 2
ka = Xi=1-3(atdeniai(@i - ¢ + bi - ¢;) (31)

3.6.3. Obrada rezultata

Obrada eksperimentalnih podataka napravljena je u programskom paketu Scientist.
Napravljena je simulacija na temelju eksperimentalnih podataka i pretpostavljenog modela.
Potrebni parametri su se procijenili nelinearnom regresijom simpleks metodom ili metodom
najmanjih kvadrata. Metode procjene parametara pronalaze minimalni zbroj kvadrata greske
izmedu eksperimentalnih podataka i izracunatih pomoc¢u modela.

Simpleks metoda se koristi u slu¢aju kada je velika razlika izmedu pocetne vrijednosti
parametra i njegove prave vrijednosti. Navedena metoda je jako dobra prilikom odredivanja
priblizne vrijednosti parametara, dok se metoda najmanjih kvadrata koristi za odredivanje
vrijednosti parametara sa ve¢om tocnos¢u. Nakon procijenjenih parametara i napisanog modela
provodi se simulacija rjeSavanjem diferencijalnih jednadZbi odredenog modela. Za rjeSavanje
diferencijalnih jednadzbi Scientist se koristi slijede¢im metodama: Eulerova metoda, metoda
Runge Kutta 1V, Bulrisch - Stoer metoda i Episode algoritam.

Na temelju eksperimentalnih podataka procijenjeni su kineticki parametri tj.
maksimalna brzina reakcija Vm, Michaelis-Menteni¢ine konstante Km, konstante inhibicije Ki i
konstante deaktivacije kq. Navedeni parametri su koriSteni za simulacije pomoc¢u modela,
odnosno za predvidanje promjena koncentracija supstrata i produkata s vremenom u kotlastom

reaktoru.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom radu je enzim DERA je imobiliziran na nosioc, odnosno na magnetne
nanocestice oblozene silikom. Karakterizacija imobiliziranog enzima napravljena je u reakciji
dvostruke aldolne adicije acetaldehida i kloroacetaldehida pri ¢emu nastaje laktol. Dobiveni
produkt je bitan prekursor u proizvodnji statina, lijekova koji se koriste za snizavanje
kolesterola. Prilikom primjene enzima DERA najvec¢i nedostatak je u navedenoj reakciji
sklonost deaktivaciji u prisustvu visokih koncentracija acetaldehida i kloroacetaldehida s
obzirom da to nisu njegovi prirodni supstrati. Svrha imobilizacije enzima DERA na magnetne
nanoCestice je povecanje stabilnosti enzima u prisustvu aldehida i kloroacetaldehida.
Deaktivacija ovisi i o pH 1 temperaturi. Prijasnjim istrazivanjima utvrdeno je kako je najbolja
temperatura za odvijanje eksperimenata sobna temperatura (25°C).

U ovom radu ispitani su utjecaji razli¢itih pH vrijednosti te utjecaj acetaldehida i
kloroacetaldehida na stabilnost i aktivnost imobiliziranog enzima DERA. Pri optimalnim

uvjetima imobilizirani enzim DERA je kineti¢ki okarakteriziran.
4.1. Karakterizacija enzima DERA

Aktivnost i stabilnost enzima DERA ispitane su pri razli¢itim pH vrijednostima te je

takoder ispitan utjecaj supstrata na stabilnost enzima DERA.

4.1.1. Utjecaj razli¢itih pH vrijednosti fosfatnog pufera na aktivnost i
stabilnost enzima DERA

Utjecaj razli¢itih pH vrijednosti ne aktivnost i stabilnost enzima prikazana je na Slici
21. Vidljivo je kako najvecu aktivnost i stabilnost enzim DERA ima u 0,1M fosfatnom puferu

pri pH 6 koji je odabran kao najbolji medij za sve provedbu daljnjih eksperimenata.

100.00
M aktivnost M stabilnost

6 6.5 7 7.5 8

pH [-]

80.00

60.00

40.00

20.00

0.00

Relativna aktivnost [%]

Slika 21. Aktivnost i stabilnost enzima DERA u 0,1 M fosfatnom puferu pri razli¢itim pH

vrijednostima
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4.1.2. Utjecaj acetaldehida i kloroacetaldehida na stabilnost enzima DERA

Utjecaj razlicitih koncentracija acetaldehida i kloroacetaldehida na stabilnost enzima
DERA prikazan je kao ovisnost konstante deaktivacije o koncentraciji navedenih tvari.

Konstanta deaktivacije je procijenjena na temelju jedn. 30. i 31.

Na Slici 22. prikazana je ovisnost konstante deaktivacije o koncentraciji acetaldehida.
Vidljiva je linearna ovisnost konstante deaktivacije u odnosu na koncentraciju aldehida dok je
u prijadnjim istrazivanjima za slobodan enzim ta ovisnost bila eksponencijalna>. Prema slici
22. moze se zakljuciti Sto je veca koncentracija acetaldehida to je konstanta deaktivacije veca.
Najniza brzina deaktivacije enzima bila bi pri nizim vrijednostima koncentracije acetaldehida,
u ovom slucaju pri koncentraciji od 50 mM. Takoder, vidljivo je kako se pretpostavljeni
matematic¢ki model vrlo dobro slaze s eksperimentalnim podacima uz mala odstupanja.

Na Slici 23. prikazana je ovisnost konstante deaktivacije o koncentraciji
kloroacetaldehida. Vidljivo je kako konstanta deaktivacije pokazuje hiperboli¢nu ovisnost, te
pri nizim koncentracijama kloroacetaldehida raste, a nakon koncentracije od 200 mM prelazi u
kinetiku 0. reda. Takoder, pretpostavljeni se matemati¢ki model slaze s eksperimentalnim

podacima uz mala odstupanja.

0.05
0.04 - y = 0.00004762x
R?=0.95622697

__0.03 1
FI‘C
‘E 0.02 -
5

0.01 - ® eksperiment

[ )
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0 200 400 600 800 1000
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Slika 22. Ovisnost konstante deaktivacije enzima DERA o koncentraciji acetaldehida (0,1 M

fosfatni pufer pH 6)
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Slika 23. Ovisnost konstante deaktivacije enzima DERA o koncentraciji kloroacetaldehida (0,1 M

fosfatni pufer pH 6)

Ovisnost konstante deaktivacije o koncentraciji acetaldehida opisana je jednadzbom

oblika k; = a - ¢ + b, dok je ovisnost konstante deaktivacije o koncentraciji kloroacetaldehida

opisana jednadzbom oblika k; = % a njihovi parametri prikazani su u Tablici 1.

Tablica 1. Parametri u jednadzbi ovisnosti konstante deaktivacije o koncentraciji aldehida i

kloroacetaldehida

Parametar a[mM1min?] b [min-]
acetaldehid 4,76-10° 0

Parametar a [min] b [mM]
kloroacetaldehid 3,35-10°3 62,15

Iz dobivenih rezultata moze se zakljuéiti kako kloroacetaldehid ima manji utjecaj na

stabilnost imobiliziranog enzima DERA.
4.2. Kinetika enzima DERA

Kinetika enzima DERA u reakciji sinteze laktola iz acetaldehida i kloroacetaldehida
odredena je metodom pocetnih brzina te je prikazana kao ovisnost pocetne reakcijske brzine o
koncentracijama supstrata i meduprodukta. Kinetika je odredena u prvom i drugom stupnju
sinteze laktola. Kinetika enzima u reakciji acetaldehida i kloroacetaldehida te u reakciji
acetaldehida i 4-kloro-3-hidroksibutanala opisana je dvosupstratnom Michaelis-Menteni¢inom
jednadzbom (Jedn 24. i 25.). Vrijednosti Michaelis-Menteni¢inih konstanti za acetaldehid,

kloroacetaldehid i 4-kloro-3-hidroksibutanal (Km), maksimalna brzina reakcije (maksimalna
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aktivnost enzima, Vm) te konstante inhibicije supstrata i meduprodukta (K;) procijenjeni su

nelinearnom regresijom u programskom paketu SCIENTIST.

4.2.1. Kinetika enzima u reakciji aldolne adicije acetaldehida i
kloroacetaldehida

Na Slici 24. prikazana je ovisnost pocetne brzine reakcije o koncentraciji acetaldehida.
Koncentracija acetaldehida se varirala od 0 do 200 mM, a koncentracija kloroacetaldehida se
drzala konstantnom na 100 mM. Na Slici 25. je prikazana ovisnost pocetne brzine reakcije o
koncentraciji kloroacetaldehida. Koncentracija kloroacetaldehida se varirala od 0 do 200 mM,

dok se koncentracija acetaldehida drzala konstantnom na 200 mM.

® eksperiment

model

0 50 150 200

100
Can [MM]

Slika 24. Kinetika DERA-e u reakciji aldolne adicije acetaldehida i kloroacetaldehida (0,1 M
fosfatni pufer pH 6 , ypera = 1,25 mg cm3). Ovisnost podetne brzine reakcije o koncentraciji
acetaldehida (ccaa = 100 mM).
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Slika 25. Kinetika DERA-e u reakciji aldolne adicije acetaldehida i kloroacetaldehida (0,1 M

fosfatni pufer pH 6 , ypera = 1,25 mg cm). Ovisnost podetne brzine reakcije o koncentraciji
kloroacetaldehida (caa = 200 mM).
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Iz grafickih prikaza je vidljivo kako se eksperimentalni podaci vrlo dobro slazu sa
modelom, a kod variranja koncentracije kloroacetaldehida moze se uociti pad aktivnosti pri 100
mM Sto ukazuje na pojavu antikompetitivne inhibicije supstratom. Antikompetitvnu inhibiciju
karakterizira vezanje inhibitora za enzim-supstrat kompleks pri ¢emu dolazi do zaustavljanja
reakcije. U slucaju inhibicije kloroacetaldehidom doslo je do vezanja inhibitora na vise mjesta
§to je rezultiralo naglim smanjenjem brzine reakcije pri visim koncentracijama. Zbog

navedenog prilikom opisivanja ovakve inhibicije uveden je parametar n (jedn.24).>*

Dobiveni eksperimentalni podatci su opisani dvosupstratnom Michaelis-Menteni¢inom
kinetikom (jedn. 24). U Tablici 2. prikazane su vrijednosti kineti¢kih parametara enzima za prvi
stupanj sinteze.

Tablica 2. Kineti¢ki parametri enzima DERA-e u reakciji aldolne adicije acetaldehida i
kloroacetaldehida.

Vm KAA KCAA KCAA
Parametar " " ' n
[Umg] [mM] [mM] [mM]
Vrijednost 6,69 13,05 110,92 1,39-10%? 6,86

Devijacija +/- 0,82 +/- 2,79 +/- 25,19  +/-5,15-10>  +/-0,76

Iz procijenjenith parametara vidljivo je kako je zbog niZe vrijednosti Michaelis-

Mentenicine konstante acetaldehid specifi¢niji supstrat u ovoj reakciji.

4.2.2. Kinetika enzima DERA u reakciji aldolne adicije acetaldehida i 4-

kloro-3-hidroksibutanala

Na slici 26. prikazana je ovisnost pocetne brzine reakcije o koncentraciji acetaldehida.
Koncentracija meduprodukta (4C-Cl) se drzala konstantnom na 50 mM dok se koncentracija
acetaldehida varirala.

Na slici 27. je prikazana ovisnost pocetne brzine reakcije o koncentraciji 4-kloro-3-
hidroksibutanala. Koncentracija acetaldehida drzala se konstantnom na 50 mM dok se

koncentracija meduprodukta varirala.
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Slika 26. Kinetika DERA-¢ u reakciji aldolne adicije acetaldehida i 4-kloro-3-hidroksi butanala
(0,1 M fosfatni pufer pH 6 , ypera = 1,25 mg cm?3). Ovisnost poCetne brzine reakcije o
koncentraciji acetaldehida (Cac.ci= 50 mM).
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Slika 27. Kinetika DERA-¢e u reakciji aldolne adicije acetaldehida i 4-kloro-3-hidroksi butanala
(0,1 M fosfatni pufer pH 6 , ypera = 1,25 mg cm?3). Ovisnost poCetne brzine reakcije o
koncentraciji 4-kloro-3-hidroksi butanal (caa = 50 mM).

1z grafi¢kog prikaza vidljivo je kako se eksperimentalni podaci dobro slazu sa modelom,
te da oba supstrata inhibiraju reakciju. Eksperimentalni podaci su opisani dvosupstratnom

Michaelis-Menteni¢inom kinetikom s inhibicijom oba supstrata (jedn. 22).

U Tablici 3. su prikazane vrijednosti kinetickih parametara enzima za drugi stupanj
sinteze.
Tablica 3. Kineticki parametri enzima DERA-e u reakciji aldolne adicije acetaldehida i i 4-

kloro-3-hidroksi butanala.

Vm KAA K4C—Cl K‘_I-C—Cl KAA
m m
Parametar ' '
[U mg?] [mM] [mM] [mM] [mM]
Vrijednost 4,86 49,98 521,07 98,58 6,79

Devijacija +/- 0,16 +/- 4,52 +/- 32,88 +/- 10,64 +/- 0,48
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Kao i u prvom stupnju aldolne adicije iz procijenjenih parametara moze se zakljuciti da
je acetaldehid specifi¢niji supstrat od 4-kloro-3-hidroksibutanala.

Iz procijenjenih parametara za prvi i drugi stupanj reakcije moze se vidjeti da je reakcija
aldolne adicije acetaldehida i kloroacetaldehida brza (visa maksimalna brzina reakcije) od
reakcije sinteze u drugom stupnju. Stoga se moze pretpostaviti da ¢e tijekom provedbe reakcije
sinteze u drugoj reakciji u reaktoru uz enzim DERA do¢i do nakupljanja odredene koli¢ine

meduprodukta.

4.3. Sinteza 6-kloro-3,5-dihidroksiheksanala aldolnom adicijom katalizirana

enzimom DERA u kotlastom reaktoru

Sinteza laktola provedena je u kotlastom tipu reaktora. Na Slikama 28. i 29. prikazane
su ovisnosti koncentracija supstrata i produkata u vremenu. Na Slici 28. vidljiv je pad
koncentracije acetaldehida i kloroacetaldehida koji se trose tijekom reakcije. U reaktoru je
postignuta konverzija acetaldehida 96,3 % nakon 50 min dok je konverzija kloroacetaldehida
89,35 %. Uzrok navedenom je da se acetaldehid trosi i za nastajanje sporednog produkta.
Obzirom da su acetaldehid i kloroacetaldehid uvedeni u omjeru 1,7 : 1, moze se zakljuciti da je
kloroacetaldehid bio u suvisku. Na Slici 29. prikazan je trend nastajanja produkta 6-kloro-3,5-
dihidroksiheksanala i meduprodukta 4-kloro-3-hidroksibutanala. Vidljivo je kako se
koncentracija 6-kloro-3,5-dihidroksiheksanala povecava tijekom vremena, dok koncentracija
meduprodukta 4-kloro-3-hidroksibutanala nakon odredenog vremena opada jer se odvija drugi
stupanj sinteze (Slika 19.). Postavljeni matematicki model (Jedn. 24.-31.) je dobro opisao

eksperimentalne rezultate prikazane na Slikama 28. i 29.
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Slika 28. Sinteza 6-kloro-3,5-dihidroksiheksanala aldolnom adicijom katalizirana enzimom

DERA u kotlastom reaktoru (0,1 M fosfatni pufer pH 6 , ypera = 3 mg cm™®, caa = 90,76 mM,

Ccaa = 53,27 mM).Vremenska promjena koncentracije supstrata.
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Slika 29. Sinteza 6-kloro-3,5-dihidroksiheksanala aldolnom adicijom katalizirana enzimom

DERA u kotlastom reaktoru (0,1 M fosfatni pufer pH 6 , ypera = 3 mg cm®, caa = 90,76 mM,

Ccaa = 53,27 mM).Vremenska promjena koncentracije produkta.
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5. ZAKLJUCAK

U ovom radu, ispitana je reakcija sinteze bo¢nog lanca statina pomocu imobiliziranog
enzima DERA na magnetnim nanoCesticama oblozenim silikom. Takoder, spomenuti
biokatalizator kojim se ubrzala reakcija je karakteriziran.

Ispitivanjem utjecaja razli¢itih pH vrijednosti 0,1 M fosfatnog pufera na stabilnost i
aktivnost enzima DERA kao optimalna pH vrijednost pokazala se vrijednost pH 6, koja je
shodno tome je odabrana kao medij za provedbu daljnjih eksperimenata.

Kinetika enzima DERA odredena je u prvom i drugom stupnju sinteze. U reakciji
acetaldehida i kloroacetaldehida te u reakciji acetaldehida i 4-kloro-3-hidroksibutanala kinetika
je opisana dvosupstratnom Michaelis-Menteni¢inom jednadzbom. U prvoj reakciji dolazi do
antikompetitivne inhibicije kloracetaldehidom, dok kod kinetike druge reakcije dolazi do
antikompetitivne inhibicije oba supstrata.

Takoder iz kinetickih parametara moze se zakljuditi da je prva reakcija brza u odnosu
na drugu u kojoj dolazi do nakupljanja meduprodukta tijekom procesa.

Supstrati, acetaldehid i kloracetaldehid deaktiviraju enzim, te se deaktivacija enzima
opisala kinetikom drugog reda. Prilikom ispitivanja utjecaja supstrata na stabilnost enzima
utvrdeno je da acetaldehid ima ve¢i deaktivacijski utjecaj na enzim od kloroacetaldehida.

KoriStenjem procijenjenih kinetickih parametra postavljen je matemati¢ki model

procesa koji je dobro opisao rezultate sinteze laktola u kotlastom reaktoru.
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7. PRILOZI

Prilog 1. Bazdarni pravac za odredivanje

koncentracije proteina
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Prilog 3. Bazdarni pravci za odredivanje koncentracije a) acetaldehida i b) kloroacetaldehida
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8. POPIS SIMBOLA | KRATICA

SIMBOLI

A
As
Av

Kd
Ki
Km
pH

Vm

KRATICE
AA
ABS
APTES
BSA
CAA
CBB

DERA

povrsina pika kromatograma

specifi¢na aktivnost enzima [U/mg]

volumna aktivnost [U/mL]

duljina puta svjetlosti [cm]

koncentracija [mM]

promjer kivete [d =1 cm]

molarni apsorpcijski (ekstincijski) koeficijent [dm® mol* mL™]
intenzitet svjetla koje je proslo kroz analizirani uzorak [-]
intenzitet ulaznog svjetla [-]

valna duljina zracenja [nm]

konstanta brzine reakcije [min™]

konstanta deaktivacije enzima [min]

konstanta inhibicije [mmol dm]

Michaelis - Menteni¢ina konstanta [mmol dm™]

vrijednost odredena koncentracijom vodikovih iona u otopini
reakcijska brzina [mmol dm= min]

vrijeme [min]

temperatura [°C]

volumen [dm?]

maksimalna brzina reakcije [mmol dm min*t, U/mg]

acetaldehid

apsorbancija

aminopropiltrietoksisilan

apsorbancija otopina albumina, (engl. Bovine serum albumin)
kloroacetaldehid

boja Coomassie Blue G-250

deoksiriboza-5-fosfat aldolaza
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DHAP  dihidroksiaceton fosfat

DHA dihidroksiaceton

DRP 2-deoksiriboza-5-fosfat

E enzim

ES kompleks enzim — supstrat

GDH glicerol fosfat dehidrogenaza

HMG-CoA 3-hidroksi-3-metilglutaril-koenzim A

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

LDL lipoprotein niske gustocée (engl. Low density lipoprotein)
NADH nikotinamid adenin dinukleotid

S supstrat

P produkt

TEOS tetraetilortosilikat

TFA trifluoroctena kiselina

TPI triozafosfat izomeraza

4C-Cl  4-kloro-3-hidroksibutanal

6C-Cl 6-kloro-3,5-dihidroksiheksanal
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