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SAŢETAK 

 

U ovom radu je prouĉavana sinteza (3S, 4R)-5-[N-

(benziloksikarbonil)amino]deoksipent-2-uloze u kaskadnoj reakciji oksidacije etanolamina 

kataliziranoj alkohol dehidrogenazom koja je izolirana iz konjske jetre uz regeneraciju 

koenzima kataliziranom NADH oksidazom i aldolne adicije dihidroksiacetona (DHA) na N-

Cbz-glicinal kataliziranoj D-fruktoza-6-fosfat aldolazom (FSA A129N) porijeklom iz 

Escherichia coli. 

Kinetika reakcije aldolne adicije DHA na N-Cbz-glicinal i oksidacije etanolamina 

ispitana je metodom poĉetnih brzina reakcije. Ispitan je utjecaj koncentracija supstrata (DHA, 

N-Cbz-glicinala) i produkta (aldola) na poĉetnu brzinu reakcije aldolne adicije. Kako se radi o 

povratnoj reakciji ispitan je i utjecaj koncentracija supstrata (aldola) i produkta (DHA, N-Cbz-

glicinala) na poĉetnu brzinu retro-aldolne reakcije. Kod reakcije oksidacije etanolamina 

ispitan je utjecaj supstrata (etanolamina i NAD
+
) na poĉetnu brzinu reakcije oksidacije. Iz 

eksperimentalnih podataka procijenjeni su kinetiĉki parametri metodom nelinearne regresije, 

te su razvijeni matematiĉki modeli reakcija u kotlastom reaktoru. Razvijen matematiĉki model 

u kotlastom reaktoru za reakciju aldolne adicije DHA na N-Cbz-glicinal validiran je 

eksperimentalno i dobro opisuje eksperimentalne podatke.  

Razvijen je i matematiĉki model kaskadne reakcije oksidacije etanolamina katalizirane 

s ADH uz regeneraciju koenzima kataliziranu NADH oksidazom i aldolne adicije DHA na N-

Cbz-glicinal katalizirane s FSA A129N, uz pomoć kojeg je provedena optimizacija kaskadne 

reakcije. Varirane su koncentracije enzima FSA, ADH, NOX-a i koenzima NAD
+
 kako bi se 

dobilo najveće iskorištenje na konaĉnom produktu.  

Optimizacijom kaskadne reakcije uz pomoć razvijenog matematiĉkog modela 

dobiveno je najveće iskorištenje od 77,96 % pri koncentraciji FSA od 0,5 mg/cm
3
, HLADH 

od 15 mg/cm
3
, NOX od 0,1 mg/cm

3
 i NAD

+
 od 1,0 mmol/dm

3
. 

 

 

Kljuĉne rijeĉi: kaskadna reakcija, aldolna adicija, oksidacija, matematiĉki model, 

optimizacija 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

The synthesis of (3S, 4R)-5-[N-(benzyloxycarbonyl)amino]deoxypent-2-ulose in a 

cascade reaction of ethanolamine oxidation catalyzed by alcohol dehydrogenase isolated from 

horse liver with coenzyme regeneration catalyzed with NADH oxidase and aldol addition of 

dihydroxyacetone (DHA) to N-Cbz-glycinal catalyzed by D-fructose-6-phosphate aldolase 

(FSA A129N) from Escherichia coli was studied in this paper.  

Reaction kinetics of aldol addition of DHA to N-Cbz-glycinal and ethanolamine 

oxidation were investigated using initial reaction rate method. The influence of substrate 

(DHA, N-Cbz-glycinal) and product concentration (aldol) on the initial reaction rate of aldol 

addition was investigated. Since this is an equilibirum reaction, the influence of substrate 

(aldol) and product concentration (DHA, N-Cbz-glycinal) on the inital reaction rate of the 

retro-aldol reaction was also investigated. The influence of substrate concentration 

(ethanolamine, NAD
+
) on the initial reaction rate in the reaction of ethanolamine 

oxidationwas investigated. Kinetic parameters were estimated from the experimental data by 

the non-linear regression method and mathematical models of reactions in batch reactor were 

developed. 

Developed mathematical model in the batch reactor for the aldol addition of DHA to 

N-Cbz-glycinal was validated experimentally and it described experimental data well.  

Mathematical model for the cascade reaction of ethanolamine oxidation catalyzed with 

ADH with coenzyme regeneration catalyzed with NADH oxidase and aldol addition of DHA 

to N-Cbz-glycinal catalyzed with FSA A129N was developed. Furthermore, optimization of 

this cascade reaction was conducted. Concentrations of enzymes FSA, ADH, NOX and 

coenzyme NAD
+
 are varied to give the maximum yield of the product. 

Optimization of the cascade reaction with the help of the developed mathematical 

model gave the highest yield of 77.96 % at concentrations of FSA at 0.5 mg/cm
3
, HLADH 15 

mg/cm
3
, NOX 0.1 mg/cm

3
 and NAD

+
 1.0 mmol/dm

3
. 

 

 

Key words: cascade reaction, aldol addition, oxidation, mathematical model, optimization  
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1. UVOD 

 

Ubrzani razvoj današnjeg društva uz napredak nosi i negativnu stranu. Posljedica 

takvog ubrzanog razvoja je oneĉišćenje okoliša. Smatra se da su kemijska i farmaceutska 

industrija jedne od najvećih svjetskih oneĉišćivaĉa okoliša [1]. Budući da je zaštita okoliša 

jedno od najvaţnijih pitanja u 21. stoljeću, kemijska i farmaceutska industrija se moraju 

prilagoditi novim propisima i zakonima. To je vaţno za razvoj novih procesa koji će 

generirati manje otpada, trošiti manje energije, resursa i vode [2]. Zato se u današnje vrijeme 

sve više paţnje poklanja zaštiti okoliša, te se prilikom proizvodnje kemikalija i farmaceutskih 

pripravaka prelazi na „ĉistije― tehnologije kako bi se oĉuvao okoliš. Jedna od takvih 

tehnologija je i upotreba biokatalize u kemijskoj industriji. Povećan interes za upotrebom 

biokatalize u kemijskoj industriji proizlazi iz smanjenja otpadnih tvari u postupku proizvodnje 

[3]. 

Napredak kemijske sinteze se odvija vrlo brzo. Novi spojevi se sintetiziraju svaki dan i 

više nije pitanje što se moţe sintetizirati, već kako to uĉiniti [1]. Klasiĉan pristup sintezi 

obiĉno ukljuĉuje više reakcijskih koraka koji se izvode u odvojenim fazama. Takva sinteza 

rezultira niskim prinosima i skupim produktima te je jasno da postoji potreba za novim 

vrstama procesa koje će riješiti taj problem. Rješenje mogu biti kaskadne reakcije ĉije se 

prednosti oĉituju u manjoj koliĉini otpada nakon procesa, u manjem volumenu otapala i 

reaktora, te u višim prinosima i kraćem trajanju procesa [2]. Za postizanje manje koliĉine 

otpada i veće konverzije produkta potrebno je provesti optimizaciju kaskadnih reakcija. 

Optimizacija je vrlo vaţna za postizanje uĉinkovitosti [4], te iz ekonomskih razloga [5]. 
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2. OPĆI DIO 

2.1. ENZIMI 

  

Velik dio povijesti biokatalize odnosi se na istraţivanje enzima. Biološka kataliza prvi 

puta je prepoznata i opisana u kasnim godinama osamnaestog stoljeća, u studijama o 

razgradnji mesa pomoću ţeluĉanih izluĉevina. Istraţivanja su se nastavila  i u devetnaestom 

stoljeću s ispitivanjima pretvorbe škroba u šećer u slini i razliĉitim biljnim ekstraktima. 1850. 

godine Louis Pasteur je prouĉavanjem fermentacije šećera u alkohol pomoću kvasca došao do 

zakljuĉka da je fermentacija moguća uslijed postojanja fermenta u kvascu. 1897. godine 

Edward Buchner je otkrio da ekstrakt kvasca moţe fermentirati šećer u alkohol, iako u cijeloj 

smjesi nije bilo prisutnih ţivih stanica kvasaca. Frederick W. Kühne naziva te molekule 

enzimima [6]. 

Postupci izolacije i kristalizacije ureaze koje je razvio James Sumner 1926. godine 

osigurale su veliki napredak u ranim studijama o enzimima. Sumner je utvrdio da se kristali 

ureaze sastoje iskljuĉivo od proteina, pa je pretpostavio da su svi enzimi proteini. U 

nedostatku drugih dokaza, ova ideja je ostala kontroverzna neko vrijeme. Tek 1930. godine 

Sumnerov zakljuĉak je prihvaćen, nakon što su John Northrop i Moses Kunitz kristalizirali 

pepsin, tripsin, i druge probavne enzime za koje su otkrili da su takoĊer proteini. Iako 

molekularna priroda enzima nije bila još u potpunosti priznata, Haldane je razvio hipotezu da 

se slabe interakcije vezanja izmeĊu enzima i njegovog supstrata mogu koristiti za kataliziranje 

reakcija. U drugom dijelu dvadesetog stoljeća, istraţivanje enzima postaje intenzivno. To je 

dovelo do proĉišćavanja tisuća enzima, izuĉavanja strukture i kemijskog mehanizma mnogih 

od njih, te općeg razumijevanja o tome kako enzimi funkcioniraju [6]. 

U biološkom sustavu neprekidno se odvija vrlo velik broj promjena koje zahtijevaju 

brze kemijske reakcije za dobavljanje energije i oblikovanje stanica. Stoga biološki sustav 

zahtijeva katalizatore koji mogu funkcionirati u skladu s uvjetima u organizmu. Odabranom 

kontrolom ubrzavanja specifiĉnih reakcija u odreĊeno vrijeme, ti biološki katalizatori (enzimi) 

djelotvorno funkcioniraju neovisno o promjenama koje mogu razoriti ili ubiti stanice [7].  

Enzimi ubrzavaju kemijske reakcije, provodeći reakciju drugim reakcijskim putem s 

manjom eneregijom aktivacije i pravilno orijentirajući molekule koje se sudaraju. Tako se, 

bez povećanja temperature ili tlaka, u ţivoj stanici odvija golem broj kemijskih reakcija. 
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Enzimi kataliziraju reakcije koje su od 10
8
 do 10

20
 puta brţe od reakcija koje se odvijaju bez 

enzima. Sudjeluju u reakcijama metabolizma, disanju (respiraciji), pretvorbi i prenošenju 

energije, i u sintezi razliĉitih makromolekula i staniĉnih sastojaka. Poznato je i opisano više 

od dvije tisuće razliĉitih enzima, a svaki od njih moţe katalizirati specifiĉnu reakciju [7]. 

Enzimi, poput drugih proteina, imaju molekulsku masu u rasponu od oko 12000 do 

više od 1 milijuna Da [6]. Mnogi enzimi su samo proteini i nazivaju se jednostavni enzimi. Za 

razliku od njih, enzimi koji sadrţavaju i neproteinske skupine, nazivaju se konjugirani enzimi. 

Proteinski se dio naziva apoenzim, a neproteinski dio koenzim (kofaktor). Apoenzim i 

koenzim zajedno tvore potpun enzim – holoenzim. Kada je kofaktor metalni ion (npr. 

magnezij, cink, ţeljezo, bakar ili mangan), govori se o aktivatoru [7]. 

Koenzimi djeluju kao nosioci pojedinih prijelaznih funkcionalnih skupina. Najĉešće 

potjeĉu iz vitamina, organskih hranjivih tvari potrebnih u malim koliĉinama u prehrani [6]. 

Svaki enzim ima funkcionalnu ili optimalnu pH vrijednost i temperaturu jer brzina 

enzimskih reakcija najvećim dijelom ovisi o tim ĉimbenicima. Temperatura i pH utjeĉu ne 

samo na privlaĉne sile izmeĊu pojedinih aminokiselinskih ostataka u molekuli enzima nego i 

na reakcije izmeĊu enzima i supstrata na koji enzim djeluje i koji se, djelovanjem enzima, 

kemijski mijenja. Enzimi ostaju nepromijenjeni nakon procesa koje kataliziraju. Neki od njih 

su posve specifiĉni, pa kataliziraju samo odreĊenu reakciju [7]. 

Enzimi su klasificirani prema reakcijama koje kataliziraju. Mnogi enzimi su nazvani 

dodavanjem sufiksa "-aze" na ime svog supstrata, rijeĉ ili izraz koji opisuje njihovu djelatnost. 

Ponekad isti enzimi imaju dva ili više imena, odnosno dva razliĉita enzima imaju isti naziv. 

Zbog takvih nejasnoća, i stalno rastućeg broj novootkrivenih enzima, biokemiĉari su 

meĊunarodnim ugovorom usvojili sustav za imenovanje i klasificiranje enzima [6]. 

Prema Međunarodnom savezu za biokemiju enzimi se mogu podijeliti u šest osnovnih 

skupina prema tipu reakcije koje kataliziraju [8]: 

 Oksidoreduktaze su enzimi koji kataliziraju reakcije oksidacije i redukcije. 

 Transferaze su enzimi koji kataliziraju reakcije u kojima dolazi do premještanja 

razliĉitih grupa s jedne molekule na drugu (npr. aldehidne, ketonske grupe). 

 Hidrolaze kataliziraju reakcije u kojima dolazi do hidrolize. 

 Liaze kataliziraju reakcije u kojima se supstrat raspada na dvije komponente i reakcije 

eliminacije uz stvaranje dvostruke veze ili adicije na dvostruku vezu. 
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 Izomeraze su enzimi koji kataliziraju pregradnju unutar molekula pri ĉemu se 

uspostavlja ravnoteţa izmeĊu izomera. Izomeraze kataliziraju reakcije izomerizacije 

kao što je migracija C=C veze. 

 Ligaze kataliziraju reakcije u kojima dolazi do nastajanja novih spojeva uz pomoć 

energije neke treće komponente koja se oslobaĊa raspadom te komponente (najĉešće 

adenozintrifosfat koji se raspada na adenozindifosfat i fosfat ili adenozinmonofosfat i 

difosfat). Ovi enzimi kataliziraju stvaranje C-O, C-N i C-C veze. 

 

 

2.2. ALDOLAZE 

 

Reakcija aldolne adicije jedna je od najĉešćih metoda formiranja ugljik - ugljik (C-C) 

veze [9]. Biokatalitiĉke metode provoĊenja ovih reakcija imaju prednost pred ne-

enzimatskom metodologijom [10]. Iako postoje razliĉiti naĉini katalize aldolne reakcije, 

„zeleni― naĉin bio bi uz pomoću biokatalize, odnosno korištenjem enzima – aldolaza [11, 12]. 

Aldolaze pripadaju skupini ligaza koje kataliziraju reverzibilnu selektivnu adiciju 

nukleofilnog donora na elektrofilni aldehidni akceptor [13]. Istovremeno uz formiranje C – C 

veze izmeĊu nukleofila i elektrofila stvaraju se jedan ili dva nova stereocentra [14]. Prednost 

aldolaze je što vrlo ĉesto moţe kontrolirati stereokemiju novoformiranog stereo centra [11, 

15] bez obzira na strukturu i stehiometriju supstrata [16]. Aldolaze se koriste za sintezu 

kompleksnih spojeva, kao što su ugljikohidrati, aminokiseline i njihovi analogi polazeći od 

akiralnih i jednostavnih materijala [15]. 

Aldolaze se dijele prema kataliĉkom mehanizmu na dvije osnovne skupine, na 

aldolaze prve i druge klase [14]: 

 Aldolaze I klase formiraju intermedijer u obliku Schiffove baze sa supstratom na 

aktivnom mjestu.  

 Aldolaze II klase ovise o dvovalentnom metalnom kofaktoru (Zn
2+

) koji na aktivnom 

mjestu djeluje kao Lewisova kiselina.  

 

Aldolaze II klase su stabilnije od aldolaze I klase što je vaţno za njihovu primjenu. 

Aldolaze II klase nalaze se u prokariotima i eukariotima niţe vrste [15]. 

Aldolaze je moguće klasificirati i prema vrsti nukleofila koju koriste kao supstrat. 

Prema supstratima koje koriste, aldolaze se klasificiraju kao [11]: 
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 Dihidroksiaceton fosfat (DHAP) ovisne aldolaze 

 Dihidroksiaceton (DHA) ovisne aldolaze  

 Piruvat/ 2-oksobutirat ovisne aldolaze 

 Acetaldehid ovisne aldolaze 

 Glicin / alanin ovisne aldolaze. 

 

 

2.2.1. D-fruktoza-6-fosfat aldolaza 

 

Aldolaza korištena u ovom radu je D-fruktoza-6-fosfat aldolaza (FSA) izolirana iz 

Escherichia coli [17]. FSA pripada skupini aldolaza klase I koja se odnosi na novu skupinu 

bakterijskih transaldolaza za koje je utvrĊeno da kataliziraju adiciju DHA na D-gliceraldehid-

3-fosfat. Ovaj enzim koristi nefosforilirani dihidroksiaceton (DHA) kao donor umjesto 

skupog i nestabilnog dihidroksiaceton fosfata (DHAP) [13].  

FSA je prvi put izolirana 2001. godine [13]. Ovaj enzim pokazao se kao robustan i 

koristan katalizator za aldolne adicije velikog broja razliĉitih donora i akceptora [18, 19].  

Trodimenzionalna struktura ovog enzima odreĊena je pri rezoluciji 1,93 Å 

pojedinaĉnom izomorfnom izmjenom i deseterostrukom nekristalografiĉnom simetrijom. 

Struktura FSA se sastoji od pet podjedinica sloţenih kao peterokut i dva koluta oko njih što je 

moguće vidjeti na slici 2.1. [20]. 

 

 

Slika 2.1. Struktura enzima D-fruktoza-6-fosfat aldolaze [21] 
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2.3. ALKOHOL DEHIDROGENAZA 

  

Enzim alkohol dehidrogenaza (ADH) spada u skupinu oksidoreduktaza (Slika 2.2.). 

Prvi puta je izoliran 1937. godine iz pekarskog kvasca (Saccharomyces cerevisiae), koji se 

koristi kao najĉešći izvor ovog enzima. Osim u pekarskom kvascu, alkohol dehidrogenaza je 

široko rasprostranjen enzim u prirodi i moţe se pronaći i u drugim ţivim bićima, pa tako i u 

ljudskom organizmu. Ljudski organizam ga koristi kao osnovnu obranu od toksiĉnog 

djelovanja alkohola. Visoka koncentracija tog enzima u jetri i ţelucu pretvara alkohol u 

acetaldehid koji dalje prelazi u acetat i druge molekule koje stanice mogu koristiti i nisu 

toksiĉne za organizam. Tako se potencijalno štetne molekule uz pomoć alkohol 

dehidrogenaze pretvaraju u hranu. Osim alkohola supstrati mogu biti steroidi i masne kiseline 

[22]. 

 

 

Slika 2.2. Alkohol dehidrogenaza [23] 

  

 

ADH se ĉesto koristi u biokemijskim i forenziĉkim znanostima za procjenu 

koncentracije primarnih alkohola, NAD
+
 (nikotinamid adenin dinukleotid), etilen glikola [24] 

i brojnih aldehida u enzimskoj katalizi i takoĊer u biosenzorima [25]. Koristi se u analitiĉke 

svrhe za odreĊivanje koncentracije alkohola u krvi, te za dobivanje heksanala iz heksanola 

koji se koristi kao dodatak hrani [26].  

Zahvaljujući rasprostranjenosti u prirodi i široke upotrebe zbog specifiĉnosti za 

razliĉite supstrate i stereoselektivnosti, ADH je privukao veliki interes znanstvenika [27]. 

Alkohol dehidrogenaze dijele se u tri skupine [28]: 
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1. Srednje-lanĉane ADH koje sadrţe 350 aminokiselinskih ostataka po lancu i 

stabilizirane su cinkom. U ovu skupinu ubraja se ADH izoliran iz konjske jetre [29], te 

izoenzimi ADH (izoenzimi I-III) iz Saccharomyces cerevisiae [30].  

2. Kratkolanĉane ADH koje sadrţe oko 250 aminokislenskih ostataka po lancu, te rijetko 

sadrţe metale. U ovu skupinu ubraja se ADH izoliran iz Lactobacillus brevis [31]. 

3. Dugolanĉane ADH koje sadrţe oko 385 aminokiselinskih ostataka po lancu, te su 

stabilizirane ţeljezom. U ovu skupinu ubraja se ADH izoliran iz Saccharomyces 

cerevisiae [32].  

 

 ADH je jedan od prvih izoliranih i proĉišćenih enzima. Izolirani enzim ima 

molekularnu masu od 150 000 Da [33]. Ima kvartarnu strukturu, stabiliziranu ionima cinka te 

stoga pripada metalo-enzimskoj skupini, to ovisi o koenzimu nikotinamidu adenin 

dinukleotidu koji je ukljuĉen u dvo-elektronsku oksidaciju ili redukciju [34]. 

 

 

2.4. REGENERACIJA KOENZIMA 

 

 U stalnom je porastu broj biotransformacija kataliziranih dehidrogenazama koje 

koriste koenzim nikotinamid adenin dinukleotid (NAD
+
) [35]. Zbog toga se javlja potreba za 

jednostavnim i uĉinkovitim sustavom regeneriranja koenzima jer je njihova upotreba u 

stehiometrijskoj koliĉini skupa [36, 37]. Iako je primjena dehidrogenaza za redukciju 

favorizirana u praksi,  oksidativni put jednako je zanimljiv za dobivanje asimetriĉnih spojeva 

iz prokiralnih supstrata, poput D-aminokiselina uz dehidrogenaze L-aminokiselina, S-

alkohola uz R-specifiĉne alkohol dehidrogenaze ili pretvorba hidroksi-kiselina, aminokiselina 

i alkohola u odgovarajuće keto spojeve [38]. 

Regeneracija koenzima NAD
+
 je od velike vaţnosti za te reakcije jer je potpuna 

oksidacija potrebna za preparativne primjene [38]. Osim smanjenja troškova, regeneracija 

koenzima pojednostavljuje izolaciju produkta, sprjeĉava probleme inhibicije produkta 

koenzimom i moţe utjecati na nepovoljnu ravnoteţu reakcije [39].  

Do sada su prouĉavane i razvijene mnoge in situ metode za regeneraciju koenzima. Te 

metode se mogu podijeliti u nekoliko skupina: kemijske, biološke, elektrokemijske, 

fotokemijske i enzimske [40]. 
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Primjer jedne od metoda, za regeneraciju NAD
+
 je upotreba NADH oksidaze (NOX), 

enzima koji je od nedavno postao dostupan na trţištu, ali uz vrlo visoku cijenu [41]. NADH 

oksidaza je flavoprotein koji oksidira NADH u NAD
+
 uz nastajanje vode ili vodikovog 

peroksida kao produkta [42]. Naravno, nastajanje vode kao produkta je prikladnije zbog 

negativnog utjecaja koji vodikov peroksid moţe imati na enzime i glavnu reakciju. Jedna od 

glavnih prednosti korištenja NADH oksidaze za regeneraciju koenzima je to što ovaj enzim 

katalizira nepovratnu reakciju koja pomiĉe ravnoteţu primarne reakcije na stranu nastajanja 

produkta [43]. Alternativne metode za regeneraciju NAD
+
 obuhvaćaju dodatak drugih 

enzima, poput laktat dehidrogenaze [44] ili glutamat dehidrogenaze [36], koji zahtijevaju i 

dodatan kosupstrat. Kosupstrati mogu uzrokovati sporedne reakcije ili inhibiciju enzima. 

Dakle, NADH oksidaza predstavlja idealno rješenje za regeneraciju NAD
+
. MeĊutim, njegova 

operacijska stabilnost moţe biti velik problem u nekim sluĉajevima [40].  

NADH oksidaze se mogu pronaći u raznim mikroorganizmima kao što su 

Lactobacillus brevis [40], Streptococcus mutans [42], Thermus theromophilus [35], Bacillus 

cereus [45], Archaeoglobus fulgidus [46], Lactobacillus sanfranciscensis, Borrelia 

burgdorferi [47], Streptococcus faecalis [48], itd.  

 

 

2.4.1. Koenzim nikotinamid adenin dinukleotid 

 

 Nikotinamid adenin dinukleotid, skraćeno NAD
+
 jedan je od najvaţnijih koenzima u 

biološkim procesima [49]. Moguće ga je pronaći i u eukariotskim i prokariotskim 

organizmima [50].  

Strukturna karakterizacija NAD
+
 predstavlja poseban izazov jer je to fleksibilna 

molekula s više od desetak rotirajućih veza (Slika 2.3.) [51]. NAD
+
 je sastavljen od dva 

nukleotida povezanih preko dvije fosfatne skupine: jedan nukleotid sadrţi nikotinamid 

(neutralni naboj), a drugi prsten adenozin (pozitivni naboj) [52]. Tu su i negativni (pirofosfat) 

naboji i skupina vodikovih veza (riboza hidroksi skupine, karboksiamidi) u molekuli [51]. 

Pozitivni naboj kompenzira negativan naboj, te je molekula NAD
+
 neutralna [52]. 
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Slika 2.3. Struktura NAD
+ 

[53] 

 

NAD
+
 sluţi kao posrednik elektrona, te sudjeluje u mnogim staniĉnim metaboliĉkim 

procesima [50]. Osim toga, ukljuĉen je u neke vaţne biološke funkcije [50], ukljuĉujući 

popravak DNA [54], regulaciju transkripcije [55], homeostaze kalcija [56], itd. U biološkom 

sustavu sluţi za prenošenje dva elektrona (e
-
) i jednog vodikovog iona (H

+
). U toj oksidaciji 

NAD
+
 prima vodikov ion (H

+
) i dva elektrona (e

-
) za tvorbu NADH, a preostali se proton 

otpušta kao slobodan H
+
 prema reakciji jednadţbe 2.1. [7].  

NAD
+
 + 2e

-
 + 2H

+
 → NADH + H

+ 
       (2.1.) 

 

Poznato je preko sto NAD
+
 ovisnih dehidrogenaza, koje kataliziraju reakcije 

oksidacije laktata, malata, alkohola, gliceraldehid-3-fosfata, itd [51]. 
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2.5. KASKADNE REAKCIJE 

 

 U posljednjem desetljeću pojmovi zelene kemije i odrţivog razvoja postali su strateški 

fokus u kemijskoj industriji i akademskoj zajednici. Kljuĉ za uspješnu provedbu katalitiĉke 

metodologije u proizvodnji finih kemikalija je integracija katalitiĉkih koraka u višestupnjevitu 

organsku sintezu. Krajnji cilj integracije je kombinacija nekoliko katalitiĉkih koraka 

provoĊenih u jednom reaktoru, ĉime se ostvaruje višestupnjeviti katalitiĉki kaskadni proces. 

Višestupnjevita sinteza u jednom reaktoru ima nekoliko prednosti: manje operacijskih 

jedinica, manji volumen otapala i reaktora, kraći radni ciklusi, veću produktivnost i manje 

otpada što dovodi do znatnih ekonomskih i ekoloških koristi [57].  

Povezivanje reakcija moţe se koristiti za pomicanje reakcijske ravnoteţe prema 

produktu, ĉime se izbjegava potreba za većim koliĉinama reaktanata. TakoĊer postoji i 

nekoliko problema povezanih s kaskadama: katalizatori su ĉesto meĊusobno nekompatibilni, 

reakcijske brzine su vrlo razliĉite i vrlo je teško naći optimalne uvjete pH vrijednosti, 

temperature, otapala, itd. Oporaba i recikliranje katalizatora je komplicirana, a procesi 

izolacije produkta su kompleksni. U prirodi je ovaj problem riješen odjeljivanjem pojedinih 

enzima u odjeljke. To se u kaskadnim reakcijama moţe postići putem imobilizacije. TakoĊer 

treba napomenuti da se enzimski procesi općenito odvijaju u otprilike sliĉnim uvjetima – u 

vodenom mediju na sobnoj temperaturi i tlaku što olakšava kaskadni proces [57]. 

Katalitiĉki kaskadni proces je onaj u kojem se svi katalizatori (enzimi ili kemijski 

katalizatori) nalaze od poĉetka u reakcijskoj smjesi. Za razliku od kaskadnog, proces u 

jednom reaktoru je onaj u kojem se nekoliko reakcija odvija jedna za drugom u istoj 

reakcijskoj posudi, bez izolacije intermedijera, ali nije nuţno da se svi reaktanti ili katalizatori 

nalaze u reakcijskoj smjesi od poĉetka. Dakle, kaskadni proces je po definiciji proces u 

jednom reaktoru [57].  

Kaskadni procesi ukljuĉuju više enzima, od kojih mnogi podrazumijevaju sustav 

regeneracije koenzima, koji se mogu provesti kao biotransformacije s cijelim stanicama gdje 

su svi potrebni enzimi prisutni u stanici. Ovakav je postupak jeftiniji jer zaobilazi izolaciju i 

proĉišćavanje pojedinih enzima, ali ĉesto gubi na selektivnosti zbog prisutnosti sliĉnih enzima 

u stanici, što se izbjegava korištenjem izoliranih enzima [57]. 
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3. EKSPERIMENTALNI DIO 

3.1. KEMIKALIJE 

 

U ovom radu korištene su sljedeće kemikalije: 

 aceton (Kemika, Hrvatska)  

 acetonitril (Fisher Chemical, Švicarska) 

 etanolamin (Acros Organics, SAD) 

 dihidroksiaceton (DHA) (Sigma Aldrich, Njemaĉka) 

 metanol (J. T. Baker, SAD) 

 NAD
+
 (Acros Organics, SAD)  

 NADH (Acros Organics, SAD) 

 trietanolamin (TEA) (Sigma Aldrich, Njemaĉka), 

 etanol (Kemika, Hrvatska) 

 klorovodiĉna kiselina (HCl) (Sigma Aldrich, Njemaĉka), 

 N-Cbz-glicinal (aminoaldehid) sintetiziran na Institutu za Naprednu kemiju Katalonija 

IQAC-CSIC (Barcelona, Španjolska) 

 D-fruktoza-6-fosfat aldolaza (FSA) iz E. coli, varijante A129S, A129N i 

A129S/A165G, su proĉišćene na Institutu za naprednu kemiju Katalonija IQAC-CSIC 

(Barcelona, Španjolska) 

 Alkohol dehidrogenaza iz konjske jetre (ADH) (Sigma Aldrich, Njemaĉka) 

 Alkohol dehidrogenaza iz konjske jetre (HLADH) (Institut za bio- i geoznanosti IBG-

1: Biotehnologija Istraţivaĉki centar Jülich) 

 

3.2. APARATURA 

3.2.1. Kapljevinska kromatografija visokog uĉinka (HPLC) 

 Koncentracije supstrata i produkta aldolne adicije odreĊivane su na HPLC-u s UV 

detektorom. UreĊaj proizvoĊaĉa SHIMADZU prikazan je na slici 3.1. 
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Slika 3.1. Kapljevinska kromatografija visokog uĉinka 

 

 

3.2.2. Inkubator 

Postupak odštićivanja N-Cbz-glicinala proveden je u inkubatoru pri temperaturi 35 °C 

i 200 okr/min. Inkubator ORBITAL SHAKER INCUBATOR proizvoĊaĉa Crux prikazan je 

na slici 3.2. 

 

Slika 3.2. Inkubator  

 

 

3.2.3. Tresilica 

Eksperimenti u kotlastom reaktoru provedeni su na tresilici Multi-Vortex V-32 

proizvoĊaĉa BIOSAN. Tresilica je prikazana na slici 3.3. 
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Slika 3.3. Tresilica Multi-Vortex V-32 

 

 

3.2.4. Analitiĉka vaga 

 Za vaganje potrebnih kemikalija korištena je analitiĉka vaga SHIMADZU na ĉetiri 

decimale prikazana na slici 3.4.  

 

 

Slika 3.4. Analitiĉka vaga  
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3.2.5. Centrifuga 

 Uzorci su centrifugirani na centrifugi Universal 320 R, proizvoĊaĉa Hettich prikazanoj 

na slici 3.5. 

 

Slika 3.5. Centrifuga  

 

 

3.2.6. Spektrofotometar 

 Mjerenje volumne aktivnosti NADH oksidaze te odreĊivanje reakcijske kinetike 

oksidacije etanolamina provedeno je spektrofotometrijski na dvozraĉnom spektrofotometru 

SHIMADZU UV – 1800 (Japan), prikazanom na slici 3.6. 

 

 

Slika 3.6. Spektrofotometar 

 



3. Eksperimentalni dio 

15 

 

 

3.3. METODE  

3.3.1. Mjerenje koncentracija reaktanta i produkta kapljevinskom kromatografijom 

visokog uĉinka 

 

Koncentracije N-Cbz-glicinala i aldola praćene su kapljevinskom kromatografijom 

visokog uĉinka (Slika 3.1.). Mjerenja su provedena na koloni Lichrospher, RP-18 (5μm) 250 

x 4. Mobilna faza A sastojala se od redestilirane vode s dodatkom TFA (0.1 % v/v), a mobilna 

faza B od 80 % acetonitrila, 20 % vode i 0,095 % TFA. Korištena je izokratna metoda sa 

sastavom eluenta 66 % faze A i 34 % faze B pri ukupnom protoku od 1,2 cm
3
/min. 

Retencijska vremena za N-Cbz-glicinal i aldol bila su 7,3 i 3,9 min. Baţdarni pravci za 

N-Cbz-glicinal i aldol nalaze se u prilogu (Prilog 1. i Prilog 2.). 

Uzorci za analizu na HPLC-u pripremljeni su tako da je 10 mm
3
 uzorka otopljeno u 

metanolu (razrjeĊenje prema potrebi 10, 20, 50, 100 i 1000 puta), pri ĉemu metanol denaturira 

enzim i time zaustavlja daljnji napredak reakcije. Uzorci su zatim centrifugirani (Slika 3.5.) 

dvije minute pri temperaturi od 4 °C i 14000 okr/min pri ĉemu je enzim istaloţen na dnu 

kivete, a gornji dio otopine je korišten za analizu na HPLC-u.  

 

 

3.3.2. Postupak odštićivanja N-Cbz-glicinala 

 

 

Slika 3.7. Reakcija odštićivanja N-Cbz-glicinala 

 

Supstrat aldolne adicije, N-Cbz-glicinal, je spoj s dvostrukom zaštitom kako bi se 

mogao ĉuvati kroz dulji vremenski period. Stoga ga je prije upotrebe bilo potrebno pretvoriti 
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iz nereaktivnog zaštićenog oblika N-Cbz-aminoacetaldehida-dimetilacetala u N-Cbz-glicinal 

(Slika 3.7.).  

Postupak odštićivanja N-Cbz-glicinala provoden je miješanjem odgovarajuće koliĉine 

N-Cbz-glicinala s 3,5 cm
3
 acetonitrila, 1 cm

3
 vode i 1 cm

3
 1 mol/dm

3
 klorovodiĉne kiseline. 

Odštićivanje je provedeno u inkubatoru pri temperaturi 35 °C i 200 okr/min. Uzorci su 

uzimani u odreĊenim vremenskim razmacima te su razrijeĊeni u metanolu i odmah analizirani 

na HPLC-u gdje je praćena nastala koncentracija N-Cbz-glicinala.  

 

 

3.3.3. OdreĊivanje kinetike aldolne adicije DHA na N-Cbz-glicinal 

 

 Na slici 3.8. je prikazana shema aldolne adicije dihidroksiacetona na N-Cbz-glicinal 

katalizirana aldolazom FSA A129N porijeklom iz Escherichia coli. Obzirom da se radi o 

povratnoj reakciji, ispitana je kinetika u oba smjera ispitivanjem utjecaja svake komponente 

smjese na poĉetnu brzinu reakcije. 

 

Cbz
N
H

OH

OH OH

O

OH OH

O

O

Cbz
N
H +

FSA 

dihidroksiaceton aldolni produktN-Cbz-glicinal
 

 

Slika 3.8. Reakcija aldolne adicije dihidroksiacetona na N-Cbz-glicinal 

 

Utjecaj supstrata i produkta reakcijskog sustava na poĉetnu brzinu reakcije aldolne 

adicije ispitivan je metodom poĉetnih brzina reakcije (manje od 10% konverzije supstrata) 

kada nastali produkt nema utjecaja na brzinu reakcije. U tu svrhu proveden je niz 

eksperimenata u kojima je koncentracija aldola praćena pomoću HPLC-a.  

Eksperimenti su provedeni u reaktoru volumena 0,5 cm
3
 na tresilici (Slika 3.3.). U 

reaktoru je pomiješana reakcijska smjesa te je prije dodavanja enzima uzet nulti uzorak. 

Dodavanjem enzima je zapoĉeta reakcija nakon ĉega su uzorci uzimani u prvoj, drugoj, petoj, 

osmoj i desetoj minuti prema prethodno opisanom postupku (poglavlje 3.3.1.). Promjena 

koncentracije aldola u vremenu (dc/dt) na poĉetku reakcije je korištena za raĉunanje nagiba 
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pravca iz kojeg se raĉuna volumna aktivnost aldolaze prema jednadţbi 3.1., te specifiĉna 

aktivnost prema jednadţbi 3.2. Primjer odreĊivanja poĉetne brzine reakcije dan je na slici 3.9. 
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Slika 3.9. Primjer odreĊivanja aktivnosti aldolaze 
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3.3.3.1. Ispitivanje utjecaja koncentracije N-Cbz-glicinala na poĉetnu brzinu reakcije 

aldolne adicije 

 Ispitan je utjecaj koncentracije N-Cbz-glicinala na poĉetnu brzinu reakcije aldolne 

adicije. Koncentracija DHA odrţavana je konstantnom na 100 mmol/dm
3
, dok je 

koncentracija N-Cbz-glicinala varirana od 0 do 45 mmol/dm
3
. 

 

3.3.3.2. Ispitivanje utjecaja koncentracije DHA na poĉetnu brzinu reakcije aldolne 

adicije 

 Ispitan je utjecaj koncentracije DHA na poĉetnu brzinu reakcije aldolne adicije. U 

ovom sluĉaju koncentracija N-Cbz-glicinala drţana je konstantnom na 45 mmol/dm
3
, dok je 

koncentracija DHA varirana od 0 do 200 mmol/dm
3
.  

caldol = 0,3901 t                                              

R
2
 = 0,9988 
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3.3.3.3. Ispitivanje utjecaja koncentracije aldola na poĉetnu brzinu reakcije aldolne 

adicije 

Ispitan je utjecaj koncentracije aldola kao produkta na poĉetnu brzinu reakcije aldolne 

adicije jer je poznato da moţe doći do inhibicije produktom. U ovom sluĉaju koncentracija 

supstrata N-Cbz-glicinala je drţana konstantnom i znosila je 45 mmol/dm
3
, a koncentracija 

DHA 100 mmol/dm
3
, dok je koncentracija aldola varirana od 0 do 150 mmol/dm

3
. 

 

 

3.3.4. OdreĊivanje kinetike retro-aldolne reakcije DHA na N-Cbz-glicinal 

 

 Aldolna adicija dihidroksiacetona na N-Cbz-glicinal je ravnoteţna reakcija (Slika 

3.10.), te je stoga potrebno odrediti kinetiku reakcije u oba smjera. 

 

Cbz
N
H

OH

OH OH

O

O

Cbz
N
H

OH OH

O

+
FSA 

dihidroksiacetonaldolni produkt N-Cbz-glicinal
 

 

Slika 3.10. Retro-aldolna reakcija dihidroksiacetona na N-Cbz-glicinal 

 

3.3.4.1. Ispitivanje utjecaja koncentracije aldola na poĉetnu brzinu retro-aldolne 

reakcije  

 Ispitan je utjecaj koncentracije aldola na poĉetnu brzinu retro-aldolne reakcije. 

Koncentracija aldola varirana je od 0 do 225 mmol/dm
3
. 

 

3.3.4.2. Ispitivanje utjecaja koncentracije N-Cbz-glicinala na poĉetnu brzinu retro-

aldolne reakcije  

 Ispitan je utjecaj koncentracije N-Cbz-glicinala kao produkta na poĉetnu brzinu retro-

aldolne reakcije kako bi se provjerilo dolazi li do inhibicije produktom. U ovom sluĉaju 

koncentracija aldola odrţavana je konstantnom i iznosila je 100 mmol/dm
3
, dok je 

koncentracija N-Cbz-glicinala varirana od 0 do 28 mmol/dm
3
. 
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3.3.4.3. Ispitivanje utjecaja koncentracije DHA na poĉetnu brzinu retro-aldolne reakcije  

 Ispitan je utjecaj koncentracije DHA kao produkta na poĉetnu brzinu retro-aldolne 

reakcije kako bi se provjerilo dolazi li do inhibicije produktom. U ovom sluĉaju koncentracija 

aldola drţana je konstantnom i iznosila je 125 mmol/dm
3
, dok je koncentracija DHA varirana 

od 0 do 100 mmol/dm
3
. 

 

 

3.3.5. Provedba eksperimenata u kotlastom reaktoru 

 

 U kotlastom reaktoru provedeno je nekoliko eksperimenata aldolne adicije DHA na N-

Cbz-glicinal. Eksperimenti su provedeni u 50 mmol/dm
3
 TEA HCl puferu, pH 8,0 s 10 % 

acetonitrila u reaktoru volumena 1 cm
3
, pri 25 °C i na tresilici (Slika 3.3.) pri 1000 okr/min.  

Provedena su tri šarţna eksperimenta s tri razliĉite aldolaze FSA A129S, FSA 

A129S/A165G i FSA A129N, kako bi se utvrdilo koji je enzim najbolji za provedbu ove 

aldolne adicije. Pripremljena je reakcijska smjesa od 43 mmol/dm
3
 N-Cbz-glicinala, 45 

mmol/dm
3
 dihidroksiacetona uz 0,5 mg/cm

3
 enzima FSA.  

Osim toga, za validaciju razvijenog matematiĉkog modela, aldolna adicija DHA na N-

Cbz-glicinal katalizirana s enzimom FSA A129N provedena je pri razliĉitim ekvimolarnim 

koncentracijama N-Cbz-glicinala i dihidroksiacetona; 5 mmol/dm
3
, 10 mmol/dm

3
 i 20 

mmol/dm
3
. Koncentracija FSA u sve tri reakcije bila je jednaka i iznosila je 0,99 mg/cm

3
. 

Uzorci su uzimani prema prethodno opisanom postupku u poglavlju 3.3.1.  

Svaki je eksperiment ponovljen dva puta. 

 

 

3.3.6. OdreĊivanje kinetike reakcije oksidacije etanolamina 

 

Cbz
N
H

OH O

Cbz
N
H

ADH
NAD+ NADH 

N-Cbz-etanolamin N-Cbz-glicinal

+ +

 

Slika 3.11. Reakcija oksidacije etanolamina  
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Kinetika ADH u reakciji oksidacije etanolamina odreĊena je spektrofotometrijski pri 

340 nm. Provedene su dvije serije mjerenja. U prvoj seriji mjerenja korišten je komercijalni 

enzim alkohol dehidrogenaza izoliran iz konjske jetre (Sigma Aldrich) (ADH), a u drugoj 

seriji korišten je enzim izoliran iz konjske jetre u Institutu za bio- i geoznanosti IBG-1: 

Biotehnologija Istraţivaĉki centar Jülich (HLADH). Praćena je promjena apsorbancije u 

vremenu, a volumna aktivnost izraĉunata je prema jednadţbi 3.3. Mjerenja su provedena u 

kvarcnoj kiveti od 1 cm
3
 i u 50 mmol/dm

3
 TEA HCl puferu pH 8,0. Kivete su termostatirane 

pri 25 °C prije nego što je dodano 10 mm
3
 enzima ADH.  

U kiveti je praćena promjena koncentracije NADH pri valnoj duljini od 340 nm. 

Reducirani nikotinamid adenin dinukleotid (NADH) apsorbira maksimalnu koliĉinu svjetla 

valne duljine pri 340 nm, dok njegova oksidirana forma (NAD
+
) u valnom podruĉju od 300 

do 400 nm ne apsorbira svjetlo. Tijekom testa dolazi do promjene koncentracije NADH što se 

na spektrofotometru registrira kao promjena apsorbancije u vremenu koja je proporcionalna 

aktivnosti enzima ADH. Volumna aktivnost (V.A.) enzima izraĉunata je prema Jednadţbi 3.3.: 

  

3.3. 

 

gdje je: 

Vr - ukupni volumen [cm
3
]; 

Vu – volumen uzorka [cm
3
]; 

ε340 - ekstinkcijski koeficijent [cm
2
/μm], ( λ = 340 nm, ε340 = 6,22 cm

2
/μm); 

d - promjer kivete [cm]; 

ΔABS/Δt - promjena apsorbancije u vremenu [1/min], (nagib pravca). 

 

 Specifiĉna aktivnost enzima izraĉunata je prema jednadţbi 3.2.  

          

3.3.6.1. Ispitivanje utjecaja koncentracije etanolamina na poĉetnu brzinu reakcije 

oksidacije 

 Ispitan je utjecaj koncentracije etanolamina na poĉetnu brzinu reakcije oksidacije. U 

ovom sluĉaju koncentracija NAD
+
 odrţavana je konstantnom i iznosila je 8,25 mmol/dm

3
, 

dok je koncentracija etanolamina varirana od 0 do 100 mmol/dm
3
.  

 

340
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3.3.6.2. Ispitivanje utjecaja koncentracije NAD
+
 na poĉetnu brzinu reakcije oksidacije 

 Ispitan je utjecaj koncentracije NAD
+
 na poĉetnu brzinu reakcije oksidacije. U ovom 

sluĉaju koncentracija etanolamina drţana je konstantnom i iznosila je 100 mmol/dm
3
, dok je 

koncentracija NAD
+
 varirana od 0 do 5,5 mmol/dm

3
.  

 

 

3.4. OBRADA PODATAKA 

 

Za procjenu kinetiĉkih parametara matematiĉkog modela, simulaciju eksperimenata u 

reaktoru i optimizaciju kaskadne reakcije je korišten programski paket SCIENTIST [58], koji 

u sebi sadrţi metodu najmanjih kvadrata i simpleks metodu za procjenu parametara. Kinetiĉki 

parametri procijenjeni su metodom nelinearne regresije iz rezultata nezavisnih mjerenja, tj. iz 

ovisnosti poĉetne brzine reakcije o koncentraciji pojedine komponente. Procijenjeni kinetiĉki 

parametri uz matematiĉki model dan u sljedećem poglavlju (Poglavlje 4.) korišteni su za 

simulaciju eksperimenata u reaktoru i optimizaciju kaskadne reakcije. 

Odstupanje matematiĉkog modela od eksperimentalnih podataka dano je kao suma 

kvadrata razlike izmeĊu eksperimentalnih podataka i podataka dobivenih pomoću modela.  

Program u SCIENTIST-u nalazi se u Prilogu 5. 
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4. MATEMATIĈKO MODELIRANJE 
 

4.1. MATEMATIĈKI MODEL ALDOLNE ADICIJE DHA NA N-Cbz-

GLICINAL U KOTLASTOM REAKTORU 

 

Kinetika napredne reakcije aldolne adicije je opisana dvosupstratnom Michaelis-

Menteniĉinom kinetikom (Jednadţba 4.1.). Kinetika retro-aldolne reakcije opisana je 

jednosupstratnom Michaelis-Menteniĉinom kinetikom uz inhibiciju supstratom – aldolom, te 

kompetitivnom inhibicijom s produktom – N-Cbz-glicinalom (Jednadţba 4.2.).  
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 Bilancne jednadţbe u kotlastom reaktoru su dane jednadţbama 4.3.-4.5.
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4.2. MATEMATIĈKI MODEL OKSIDACIJE ETANOLAMINA 

 

Kinetika oksidacije etanolamina je opisana dvosupstratnom Michaelis-Menteniĉinom 

kinetikom (Jednadţba 4.6.).  
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 Bilancne jednadţbe u kotlastom reaktoru dane su jednadţbama 4.7. i 4.8.
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4.3. MATEMATIĈKI MODEL KASKADNE REAKCIJE  
 

 Razvijen je matematiĉki model kaskadne oksidacije etanolamina katalizirane s 

HLADH uz regeneraciju koenzima kataliziranu s NADH oksidazom i aldolne adicije DHA na 

N-Cbz-glicinal katalizirane s aldolazom (FSA A129N). Kinetiĉke jednadţbe aldolne adicije 

DHA na N-Cbz-glicinal dane su jednadţbama 4.9. i 4.10. Kinetiĉka jednadţba oksidacije 

etanolamina dana je jednadţbom 4.11. Kinetiĉka jednadţba regeneracije koenzima dana je 

jednadţbom 4.12.  
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Bilancne jednadţbe u kotlastom reaktoru dane su jednadţbama 4.13.-4-18. 
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5. REZULTATI I RASPRAVA  

 

U ovom radu je prouĉavana sinteza (3S, 4R)-5-[N-

(benziloksikarbonil)amino]deoksipent-2-uloze u kaskadnoj reakciji oksidacije etanolamina 

katalizirana s ADH uz regeneraciju koenzima kataliziranu NADH oksidazom i aldolne adicije 

DHA na N-Cbz-glicinal katalizirane s aldolazom.  

Proveden je postupak odštićivanja N-Cbz-glicinala (Slika 5.1.), supstrata aldolne 

adicije. Ispitana je kinetika reakcije aldolne adicije (Slike 5.3.-5.8.) i oksidacije etanolamina 

(Slike 5.12. - 5.15.). Razvijeni su matematiĉki modeli procesa (Poglavlje 4.) za svaku 

pojedinu reakciju u kotlastom reaktoru. Razvijeni matematiĉki model za reakciju aldolne 

adicije DHA na N-Cbz-glicinal u kotlastom reaktoru validiran je eksperimentalno (Slika 5.9.). 

Razvijen je i matematiĉki model za kaskadnu reakciju (Poglavlje 4.3.) uz pomoć kojeg je 

provedena optimizacija kaskadne reakcije. Varirane su koncentracije enzima FSA, ADH, 

NOX-a i koenzima NAD
+
 kako bi se dobilo najveće iskorištenje na produktu (Slike 5.19. - 

5.22.).  

 

 

5.1. UKLANJANJE ZAŠTITNE SKUPINE N-Cbz-GLICINALA 

 

Postupak odštićivanja N-Cbz-glicinala opisan je u poglavlju 3.3.2. Praćena je 

koncentracija N-Cbz-glicinala tijekom vremena dok nije postignuta maksimalna 

koncentracija. Na slici 5.1. moguće je vidjeti da je potrebno vrijeme za postizanje maksimalne 

koncentracije N-Cbz-glicinala iznosilo 330 min. 
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Slika 5.1. Odštićivanje N-Cbz-glicinala (Vr = 5 cm
3
, 35 °C, 200 okr/min) 

 

 

5.2. ALDOLNA ADICIJA DHA NA N-Cbz-GLICINAL U KOTLASTOM 

REAKTORU 

 

 N-Cbz-glicinal je netopljiv u vodi pa je u reakcijskoj smjesi potrebno organsko 

otapalo. U literaturi [59] su testirana tri razliĉita organska otapala te je za ovaj rad odabran 

acetonitril koji se miješa s vodom. Korištena je koncentracija od 10%, zato što veće 

koncentracije bilo kojeg organskog otapala negativno utjeĉu na aktivnost enzima. 

 Provedena je aldolna adicija DHA na N-Cbz-glicinal u kotlastom reaktoru katalizirana 

s tri razliĉite varijante aldolaze, FSA A129S, FSA A129N, FSA A129S/A165G, kako bi se 

utvrdilo koji je enzim najbolji za provedbu ove aldolne adicije. Dobiveni rezultati prikazani su 

na slici 5.2. Za daljnje eksperimente izabran je enzim FSA A129N jer je u reakciji 

kataliziranoj s ovim enzimom postignuto najveće iskorištenje na aldolu od 90,86 % u 

najkraćem vremenu (300 min). 
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Slika 5.2. Aldolna adicija DHA na N-Cbz-glicinal s tri razliĉite aldolaze u kotlastom reaktoru 

(Vr = 1 cm
3
, 25 °C, 1000 okr/min, 50 mmol/dm

3
 TEA HCl pufer pH 8,0, 10% acetonitrila, cN-

Cbz-glicinal = 43 mmol/dm
3
, cDHA = 45 mmol/dm

3
,
 
γFSA = 0,5 mg/cm

3
). 

 

 

5.3. ODREĐIVANJE KINETIKE REAKCIJE ALDOLNE ADICIJE DHA 

NA N-Cbz-GLICINAL  

 

Ispitana je kinetika aldolne adicije DHA na N-Cbz-glicinal katalizirane aldolazom 

FSA A129N porijeklom iz Escherichia coli. Ispitan je utjecaj koncentracija supstrata DHA 

(Slika 5.3.), N-Cbz-glicinala (Slika 5.4.) i produkta aldola (Slika 5.5.) na poĉetnu brzinu 

reakcije aldolne adicije. 

 

5.3.1. Utjecaj koncentracije DHA na poĉetnu brzinu reakcije aldolne adicije  

 Ispitan je utjecaj koncentracije DHA na poĉetnu brzinu reakcije aldolne adicije. 

Rezultati su prikazani na slici 5.3. Iz eksperimentalnih podataka procijenjeni su kinetiĉki 

parametri (Km
DHA

, Vm1) koji su prikazani u tablici 5.1. Vidljivo je da rezultati prate trend 

Michaelis-Menteniĉine kinetike. 
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Slika 5.3. Utjecaj koncentracije DHA na poĉetnu brzinu reakcije aldolne adicije (Vr = 0,5 cm
3
, 

25 °C, 1000 okr/min, 50 mmol/dm
3
 TEA HCl pufer pH 8,0, 10 % acetonitril, cN-Cbz-glicinal = 

44,32 mmol/dm
3
, γFSA = 0,25 mg/cm

3
,   eksperimentalni podaci,  matematiĉki model). 

 

 

5.3.2. Utjecaj koncentracije N-Cbz-glicinala na poĉetnu brzinu reakcije aldolne adicije  

 Ispitan je utjecaj koncentracije N-Cbz-glicinala na poĉetnu brzinu reakcije aldolne 

adicije. Rezultati su prikazani na slici 5.4. Iz eksperimentalnih podataka procijenjeni su 

kinetiĉki parametri (Km
N-Cbz-glicinal

, Vm1) koji su prikazani u tablici 5.1. Rezultati prate trend 

Michaelis-Menteniĉine kinetike. 
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Slika 5.4. Utjecaj koncentracije N-Cbz-glicinala na poĉetnu brzinu reakcije aldolne adicije (Vr 

= 0,5 cm
3
, 25 °C, 1000 okr/min, 50 mmol/dm

3
 TEA HCl pufer pH 8,0, 10 % acetonitril, cDHA 

= 100 mmol/dm
3
, γFSA = 0,25 mg/cm

3
,   eksperimentalni podaci,  matematiĉki model).  

 

 

5.3.3. Utjecaj koncentracije aldola na poĉetnu brzinu reakcije aldolne adicije  

 Ispitan je utjecaj koncentracije aldola kao produkta na poĉetnu brzinu reakcije aldolne 

adicije kako bi se provjerilo dolazi li do inhibicije produktom. Rezultati su prikazani na slici 

5.5. Iz rezultata je vidljivo da aldol nema utjecaja na poĉetnu brzinu reakcije aldolne adicije 

jer povećanjem njegove koncentracije ne dolazi do smanjenja brzine reakcije, što znaĉi da nije 

došlo do inhibicije produktom. 
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Slika 5.5. Utjecaj koncentracije aldola na poĉetnu brzinu reakcije aldolne adicije (Vr = 0,5 

cm
3
, 25 °C, 1000 okr/min, 50 mmol/dm

3
 TEA HCl pufer pH 8,0, 10 % acetonitrila, cDHA = 

100 mmol/dm
3
, cN-Cbz-glicinal = 44,32 mmol/dm

3
, γFSA = 0,25 mg/cm

3
,   eksperimentalni 

podaci,  matematiĉki model).  

 

 

5.4. ODREĐIVANJE KINETIKE RETRO-ALDOLNE REAKCIJE  

 

Ispitana je kinetika retro-aldolne reakcije DHA na N-Cbz-glicinal katalizirane 

aldolazom FSA A129N porijeklom iz Escherichia coli. Ispitan je utjecaj koncentracija 

supstrata aldola (Slika 5.6.), produkta N-Cbz-glicinala (Slika 5.7.) i DHA (Slika 5.8.) na 

poĉetnu brzinu retro-aldolne reakcije. 

 

5.4.1. Utjecaj koncentracije aldola na poĉetnu brzinu retro-aldolne reakcije  

 Ispitan je utjecaj koncentracije aldola kao supstrata na poĉetnu brzinu retro-aldolne 

reakcije. Rezultati su prikazani na slici 5.6. Iz rezultata je vidljivo da nakon odreĊene 

koncentracije aldola daljnjim povećanjem dolazi do smanjenja poĉetne brzine reakcije što 

upućuje na pojavu inhibicije supstratom. Iz eksperimentalnih podataka procijenjeni su 

kinetiĉki parametri (Km
aldol

, Vm2, Ki
aldol

) koji su prikazani u tablici 5.1. 
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Slika 5.6. Utjecaj koncentracije aldola na poĉetnu brzinu retro-aldolne reakcije (Vr = 0,5 cm
3
, 

25 °C, 1000 okr/min, 50 mmol/dm
3
 TEA HCl pufer pH 8,0, 10 % acetonitrila, 

 
γFSA = 0,25 

mg/cm
3
,   eksperimentalni podaci,  matematiĉki model).  

 

 

5.4.2. Utjecaj koncentracije DHA na poĉetnu brzinu retro-aldolne reakcije  

 Ispitan je utjecaj koncentracije DHA kao produkta na poĉetnu brzinu retro-aldolne 

reakcije kako bi se provjerilo dolazi li do inhibicije produktom. Rezultati su prikazani na slici 

5.7. Iz rezultata je vidljivo kako DHA nema utjecaja na poĉetnu brzinu retro-aldolne reakcije, 

što znaĉi da nije došlo do inhibicije produktom. 

 

 

 



5. Rezultati i rasprava 

32 

 

c DHA [mmol/dm3]

0 20 40 60 80 100

S
.A

. 
[U

/m
g

]

0

1

2

3

4

5

6

 

Slika 5.7. Utjecaj koncentracije DHA na poĉetnu brzinu retro-aldolne reakcije (Vr = 0,5 cm
3
, 

25 °C, 1000 okr/min, 50 mmol/dm
3
 TEA HCl pufer pH 8,0, 10 % acetonitrila, caldol = 124,64 

mmol/dm
3
,  γFSA = 0,25 mg/cm

3
,   eksperimentalni podaci,  matematiĉki model). 

 

 

5.4.3. Utjecaj koncentracije N-Cbz-glicinala na poĉetnu brzinu retro-aldolne reakcije 

Ispitan je utjecaj N-Cbz-glicinala kao produkta na poĉetnu brzinu retro-aldolne 

reakcije kako bi se provjerilo dolazi li do inhibicije produktom. Dobivene rezultate nije bilo 

moguće kvantificirati te iz njih procijeniti konstatnu inhibicije. Zbog toga je ova konstanta 

procijenjena iz eksperimenta aldolne adicije DHA na N-Cbz-glicinal proveden u kotlastom 

reaktoru (slika 5.8). 

Literatura je pokazala [60] da je uobiĉajno za ove aldolaze da je retro-aldolna reakcija 

inhibirana aldehidom. Konstanta inhibicije povratne reakcije produktom N-Cbz-glicinalom 

procijenjena je iz eksperimentalnih podataka aldolne adicije katalizirane FSA A129N 

prikazanim na slici 5.8. Procijenjena konstanta inhibicije (Ki
N-Cbz-glicinal

) prikazana je u tablici 

5.1.  
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Slika 5.8. Aldolna adicija DHA na N-Cbz-glicinal (Vr = 1 cm
3
, 25 °C, 1000 okr/min, 50 

mmol/dm
3
 TEA HCl pufer pH 8,0, 10% acetonitrila, cN-Cbz-glicinal = 43 mmol/dm

3
, cDHA = 45 

mmol/dm
3
,
 
γFSA = 0,5 mg/cm

3
,   eksperimentalni podaci za aldol,  eksperimentalni podaci 

za N-Cbz-glicinal,  matematiĉki model). 

 

 

Tablica 5.1. Kinetiĉki parametri aldolne adicije DHA na N-Cbz-glicinal 

Parametar Jedinica Vrijednost 

Vm1 U/mg 2,035 0,098 

Km
N-Cbz-glicinal 

mmol/dm
3 

10,412 1,554 

Km
DHA

 mmol/dm
3
 40,097 2,589 

Vm2 U/mg 15,415  22,979 

Km
aldol

 mmol/dm
3
 167,810  306,342 

Ki
aldol

 mmol/dm
3
 43,854  78,177 

Ki
N-Cbz-glicinal 

mmol/dm
3
 0,389  0,168 

 

 

5.5. VALIDACIJA MATEMATIĈKOG MODELA 

 

Razvijeni matematiĉki model (Poglavlje 4.1.) validiran je u nekoliko eksperimenata 

aldolne adicije katalizirane s aldolazom FSA A129N pri razliĉitim ekvimolarnim 

koncentracijama N-Cbz-glicinala i DHA. Rezultati su prikazani na slici 5.9. Na grafovima su 

prikazane samo koncentracije aldola jer koncentraciju N-Cbz-glicinala zbog problema s 

analitiĉkom metodom nije bilo moguće precizno odrediti na HPLC-u. Reakcije su provedene 
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pri razliĉitim poĉetnim koncentracijama supstrata i iz prikazanih rezultata je vidljivo da 

razvijeni matematiĉki model (Poglavlje 4.1.) dobro opisuje eksperimentalne podatke.  
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Slika 5.9. Aldolna adicija DHA na N-Cbz-glicinal u kotlastom reaktoru (Vr = 1 cm
3
, 25 °C, 

1000 okr/min, 50 mmol/dm
3
 TEA HCl pufer pH 8,0, 10 % acetonitrila. A. cN-Cbz-glicinal = 5 

mmol/dm
3
, cDHA = 5 mmol/dm

3
,
 
γFSA=0,99 mg/cm

3
. B. cN-Cbz-glicinal = 10 mmol/dm

3
, cDHA = 10 

mmol/dm
3
,
 
γFSA = 0,99 mg/cm

3
. C. cN-Cbz-glicinal = 20 mmol/dm

3
, cDHA = 20 mmol/dm

3
,
 
γFSA = 

0,99 mg/cm
3
,
 
 eksperimentalni podaci,  matematiĉki model). 

 

 

Uz pomoć matematiĉkog modela provedena je simulacija reakcije aldolne adicije 

DHA na N-Cbz-glicinal pri razliĉitim ekvimolarnim koncentracijama N-Cbz-glicinala i DHA. 

Rezultati su prikazani na slici 5.10. te je vidljivo da se povećanjem koncentracije N-Cbz-

glicinala i DHA povećava konverzija supstrata. 

 

 

 

A 

 
B 

C 
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Slika 5.10. Simulacija reakcije aldolne adicije DHA na N-Cbz-glicinal pri razliĉitim 

ekvimolarnim koncentracijama supstrata (γFSA = 1 mg/cm
3
,
 
 cN-Cbz-glicinal = 10 mmol/dm

3
, 

cDHA = 10 mmol/dm
3
,            cN-Cbz-glicinal = 50 mmol/dm

3
, cDHA = 50 mmol/dm

3
, ······ cN-Cbz-glicinal 

= 100 mmol/dm
3
, cDHA = 100 mmol/dm

3
). 

 

 

TakoĊer je provedena simulacija reakcije aldolne adicije DHA na N-Cbz-glicinal uz 

povećanje koncentracije DHA. Rezultati su prikazani na slici 5.11. te je vidljivo da se 

povećanjem koncentracije DHA povećava konverzija supstrata. 
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Slika 5.11. Simulacija reakcije aldolne adicije DHA na N-Cbz-glicinal uz povećanje 

koncentracije DHA (γFSA = 1 mg/cm
3
,
 

cN-Cbz-glicinal = 10 mmol/dm
3
,  cDHA = 10 

mmol/dm
3
,            cDHA = 25 mmol/dm

3
, ······cDHA = 50 mmol/dm

3
). 

 

 

5.6. ODREĐIVANJE KINETIKE REAKCIJE OKSIDACIJE 

ETANOLAMINA 

 

Kinetika oksidacije etanolamina katalizirane ADH odreĊena je spektrofotometrijskom 

metodom pri 340 nm. Provedene su dvije serije mjerenja. U prvoj seriji mjerenja korišten je 

komercijalni enzim alkohol dehidrogenaza izoliran iz konjske jetre (Sigma Aldrich) (ADH), a 

u drugoj seriji korišten je enzim izoliran iz konjske jetre u Institutu za bio- i geoznanosti IBG-

1: Biotehnologija Istraţivaĉki centar Jülich (HLADH). 

 

5.6.1. Utjecaj koncentracije etanolamina na poĉetnu brzinu reakcije oksidacije 

etanolamina katalizirane enzimom HLADH  

 Ispitan je utjecaj koncentracije etanolamina na poĉetnu brzinu reakcije oksidacije 

etanolamina katalizirane enzimom HLADH iz Istraţivaĉkog centra Jülich. Rezultati su 

prikazani na slici 5.12. Iz eksperimentalnih podataka procijenjeni su kinetiĉki parametri 

(Km
etanolamin

, Vm) koji su prikazani u tablici 5.2. 

 

Povećanje koncentracije DHA 
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Slika 5.12. Utjecaj koncentracije etanolamina na poĉetnu brzinu reakcije oksidacije 

etanolamina (Vr = 1 cm
3
, 25 °C, 340 nm, 50 mmol/dm

3
 TEA HCl pufer pH 8,0, 10% 

acetonitrila, cNAD+ = 8,25 mmol/dm
3
, γHLADH = 10 mg/cm

3
,   eksperimentalni podaci,  

matematiĉki model). 

 

 

5.6.2. Utjecaj koncentracije NAD
+
 na poĉetnu brzinu reakcije oksidacije etanolamina 

katalizirane enzimom HLADH  

Ispitan je utjecaj NAD
+
 na poĉetnu brzinu reakcije oksidacije etanolamina. Rezultati 

su prikazani na slici 5.13. te je vidljivo da prate trend Michaelis-Menteniĉine kinetike. Iz 

eksperimentalnih podataka procijenjeni su kinetiĉki parametri (Km
NAD+

) koji su prikazani u 

tablici 5.2. 
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Slika 5.13. Utjecaj koncentracije NAD
+
 na poĉetnu brzinu reakcije oksidacije etanolamina (Vr 

= 1 cm
3
, 25 °C, λ = 340 nm, 50 mmol/dm

3
 TEA HCl pufer pH 8,0, cetanolamin = 100 mmol/dm

3
, 

γHLADH = 10 mg/cm
3
,   eksperimentalni podaci,  matematiĉki model). 

 

 

Tablica 5.2. Kinetiĉki parametri oksidacije etanolamina katalizirane HLADH 

Parametar Jedinica Vrijednost 

Vm U/mg 0,075  0,007 

Km
etanolamin 

mmol/dm
3 

91,291 15,461 

Km
NAD+

 mmol/dm
3
 0,507 0,058 

 

 

5.6.3. Utjecaj koncentracije etanolamina na poĉetnu brzinu reakcije oksidacije 

etanolamina katalizirane komercijalnim enzimom ADH  

Ispitan je utjecaj etanolamina na poĉetnu brzinu reakcije oksidacije etanolamina 

katalizirane komercijalnim enzimom ADH. Rezultati su prikazani na slici 5.14. te je vidljivo 

da prate trend Michaelis-Menteniĉine kinetike. Iz eksperimentalnih podataka procijenjeni su 

kinetiĉki parametri (Km
etanolamin

, Vm) koji su prikazani u tablici 5.3. 
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Slika 5.14. Utjecaj koncentracije etanolamina na poĉetnu brzinu reakcije oksidacije 

etanolamina (Vr= 1 cm
3
, 25 °C, 340 nm, 50 mmol/dm

3
 TEA HCl pufer pH 8,0, 10% 

acetonitrila, cNAD+ = 8,25 mmol/dm
3
, γADH = 10 mg/cm

3
,   eksperimentalni podaci,  

matematiĉki model). 

 

 

5.6.4. Utjecaj koncentracije NAD
+
 na poĉetnu brzinu reakcije oksidacije etanolamina 

katalizirane komercijalnim enzimom ADH  

 Ispitan je utjecaj NAD
+
 na poĉetnu brzinu reakcije oksidacije etanolamina. Rezultati 

su prikazani na slici 5.15. Iz eksperimentalnih podataka procijenjeni su kinetiĉki parametri 

(Km
NAD+

) koji su prikazani u tablici 5.3. 
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Slika 5.15. Utjecaj koncentracije NAD
+
 na poĉetnu brzinu reakcije oksidacije etanolamina 

(Vr= 1 cm
3
, 25 °C, 340 nm, 50 mmol/dm

3
 TEA HCl pufer pH 8,0, cetanolamin = 100 mmol/dm

3
, 

γADH = 10 mg/cm
3
,   eksperimentalni podaci,  matematiĉki model). 

 

 

Tablica 5.3. Kinetiĉki parametri oksidacije etanolamina katalizirane komercijalnom ADH 

Parametar Jedinica Vrijednost 

Vm U/mg 0,019  0,002 

Km
etanolamin 

mmol/dm
3 

52,350 13,529 

Km
NAD+

 mmol/dm
3
 0,351 0,064 

 

 

Usporedbom procijenjenih kinetiĉkih parametara iz tablica 5.2. i 5.3. moţe se vidjeti 

da je maksimalna brzina reakcije (Vm) veća za enzim HLADH izoliran iz konjske jetre u 

Istraţivaĉkom centar Jülich nego za komercijalni ADH zbog ĉega je on izabran za daljnje 

eksperimente. Nadalje, Michaelisove konstatne za oba supstrata (etanolamin i NAD
+
) 

pokazuju da komercijalna i ADH ima veći afinitet prema supstratima nego HLADH iz 

Istraţivaĉkog centra Jülich, ali ova razlika nije toliko znaĉajna.  

 

 

5.6.5. Regeneracija koenzima 

Kinetiĉki parametri za regeneraciju koenzima NAD
+
 preuzeti su iz literature [61] i 

prikazani su u tablici 5.4. 
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Tablica 5.4. Kinetiĉki parametri regeneracije koenzima [61]  

Parametar Jedinica Vrijednost 

Vm U/mg 16,409  0,717 

Km
NADH 

mmol/dm
3 

0,005  0,001 

Ki
NAD

 mmol/dm
3
 0,142  0,045 

 

 

5.7. OPTIMIZACIJA KASKADNE REAKCIJE 

 

Razvijen je matematiĉki model (Poglavlje 4.3.) kaskadne reakcije oksidacije 

etanolamina katalizirane s HLADH uz regeneraciju koenzima kataliziranu s NADH 

oksidazom i aldolne adicije DHA na N-Cbz-glicinal kataliziranu s aldolazom (FSA A129N) 

(Slika 5.16.). Za optimizaciju kaskadne reakcije korišteni su procijenjeni kinetiĉki parametri 

za reakciju aldolne adicije DHA na N-Cbz-glicinal iz tablice 5.1. i reakciju oksidacije 

etanolamina iz tablice 5.2., te literaturni kinetiĉki parametri za regeneraciju koenzima iz 

tablice 5.4. 

Cbz
N
H

OH

OH OH

O

OH OH

O

Cbz
N
H

OH O

Cbz
N
H

+
FSA ADH

NAD+
NADH + H+

NOX

N-Cbz-etanolamin dihidroksiaceton aldolni produktN-Cbz-Glicinal

 

Slika 5.16. Kaskadna reakcija 

 

Optimizacija je provedena tako da su povećane koncentracije etanolamina, DHA, 

enzima FSA, ADH, NOX i koenzima NAD
+
 u reakciji 5 puta, zatim 10 puta. Dobiveni 

rezultati prikazani su na slici 5.17. te je moguće vidjeti kako se povećanjem koncentracija 

svih komponenata povećava iskorištenje na aldolnom produktu sa 60,59 % na 88,19 %. 

Iskorištenje na aldolnom produktu izraĉunato je prema jednadţbi 5.1. 

0

P

A

c
Y

c
               5.1. 

gdje je: 

cp – koncentracija produkta 

cA0 – poĉetna koncentracija supstrata  
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Slika 5.17. Simulacija kaskadne reakcije pri razliĉitim koncentracijama supstrata i enzima ( 

 cDHA = 10 mmol/dm
3
, cetanolamin = 10 mmol/dm

3
, γHLADH = 5 mg/cm

3
, γFSA = 0,5 mg/cm

3
, 

cNAD = 0,1 mmol/dm
3
, γNOX = 0,01 mg/cm

3
,              cDHA = 50 mmol/dm

3
, cetanolamin = 50 

mmol/dm
3
, γHLADH = 25 mg/cm

3
, γFSA = 2,5 mg/cm

3
, cNAD = 0,5 mmol/dm

3
, γNOX = 0,05 

mg/cm
3
  , ······ cDHA = 100 mmol/dm

3
, cetanolamin = 100 mmol/dm

3
, γHLADH = 50 mg/cm

3
, γFSA = 

5 mg/cm
3
, cNAD+ = 1 mmol/dm

3
, γNOX = 0,1 mg/cm

3
). 

 

 

Provedeno je nekoliko simulacija kaskadne reakcije uz povećanje koncentracije DHA. 

Moguće je vidjeti iz dobivenih rezultata na slici 5.18. da je povećavanjem koncentracije DHA 

s ekvimolarne koncentracije (10 mM) na 5 puta veću koncentraciju (50 mM) dobiveno 

povećanje iskorištenja na aldolnom produktu sa 60,59% na 83,26%. Koncentracije svih 

ostalih komponenata drţane su konstantnim. 
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Slika 5.18. Simulacija kaskadne reakcije pri razliĉitim koncentracijama DHA (cetanolamin = 10 

mmol/dm
3
, γHLADH = 5 mg/cm

3
, γFSA = 0,5 mg/cm

3
, cNAD+ = 0,1 mmol/dm

3
, γNOX = 0,01 

mg/cm
3
, cDHA = 10 mmol/dm

3
,             cDHA = 25 mmol/dm

3
, ······ cDHA = 50 mmol/dm

3
). 

 

 

TakoĊer, varirana je koncentracija FSA od 0,1 do 1,0 mg/cm
3
, dok su koncentracije 

ostalih komponenti drţane konstantnim. Rezultat je prikazan na slici 5.19. te je moguće 

vidjeti da se pri sve tri koncentracije FSA u istom vremenu postiţe jednako iskorištenje na 

aldolnom produktu koje iznosi 77,92 %, što znaĉi da povećanje koncentracije FSA iznad 0,5 

mg/cm
3
 nema utjecaja na reakciju. 
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Slika 5.19. Simulacija kaskadne reakcije pri razliĉitim koncentracijama FSA (cetanolamin = 10 

mmol/dm
3
, cDHA = 10 mmol/dm

3
, γHLADH = 5 mg/cm

3
, cNAD+ = 0,1 mmol/dm

3
, γNOX = 0,01 

mg/cm
3
, γFSA = 0,1 mg/cm

3
,            γFSA = 0,5 mg/cm

3
,······ γFSA = 1,0 mg/cm

3
). 

 

 

Varirana je koncentracija HLADH od 1 do 15 mg/cm
3
, dok su koncentracije ostalih 

komponenti drţane konstantnim. Rezultat je prikazan na slici 5.20. Iz rezultata se moţe vidjeti 

da se pri koncentraciji HLADH od 15 mg/cm
3
 brţe postiţe maksimalno iskorištenje na 

aldolnom produktu koje je na kraju za sve tri koncentracije HLADH jednako i iznosi 77,96 %. 

Iz navedenog slijedi da daljnje povećanje koncentracije HLADH nema utjecaja na iskorištenje 

reakcije.    
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Slika 5.20. Simulacija kaskadne reakcije pri razliĉitim koncentracijama HLADH (cetanolamin = 

10 mmol/dm
3
, cDHA = 25 mmol/dm

3
, γFSA = 0,5 mg/cm

3
, cNAD+ = 0,1 mmol/dm

3
, γNOX = 0,01 

mg/cm
3
,  γHLADH = 1 mg/cm

3
,            γHLADH = 5 mg/cm

3
, ······ γHLADH = 15 mg/cm

3
). 

 

 

Varirana je koncentracija NOX-a od 0,01 od 1,0 mg/cm
3
, dok su koncentracije ostalih 

komponenti drţene konstantnima. Rezultat je prikazan na slici 5.21. Moguće je vidjeti da se 

pri koncentraciji od 0,1 mg/cm
3
 brţe postiţe maksimalno iskorištenje na aldolnom produktu 

koje je na kraju za sve tri koncentracije jednako i iznosi 77,96 %. Povećanje koncentracije 

NOX iznad 0,1 mg/cm
3
 nema utjecaja na reakciju.   
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Slika 5.21. Simulacija kaskadne reakcije pri razliĉitim koncentracijama NOX (cDHA = 25 

mmol/dm
3
, cetanolamin = 10 mmol/dm

3
, γFSA = 0,5 mg/cm

3
, cNAD = 0,1 mmol/dm

3
, γHLADH = 5 

mg/cm
3
,  γNOX = 0,01 mg/cm

3
,            γNOX = 0,1 mg/cm

3
, ······ γNOX = 1 mg/cm

3
).

 

 

Na kraju je varirana i koncentracija koenzima NAD
+
 od 0,1 do 1,0 mmol/dm

3
, dok su 

koncentracije ostalih komponenti drţane konstantnima. Rezultat je prikazan na slici 5.22. 

Moţe se vidjeti kako se pri koncentraciji NAD
+
 od 1,0 mmol/dm

3
 u kraćem vremenu postiţe 

najveće iskorištenje na aldolnom produktu koje je na kraju za sve tri koncentracije jednako i 

iznosi 77,96 %. Daljnje povećanje koncentracije NAD
+
 nema utjecaja na iskorištenje reakcije. 
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Slika 5.22. Kaskadna reakcija pri razliĉitoj koncentraciji NAD
+
 (cDHA = 25 mmol/dm

3
, 

cetanolamin = 10 mmol/dm
3
, γFSA = 0,5 mg/cm

3
, γHLADH = 5 mg/cm

3
, γNOX = 0,01 mg/cm

3
, 

cNAD+ = 0,1 mmol/dm
3
,            cNAD+ = 0,5 mmol/dm

3
,······ cNAD+ = 1 mmol/dm

3
). 

 

 

 Prema rezultatima dobivenim optimiranjem kaskadne reakcije uz pomoć razvijenog 

matematiĉkog modela, pokazano je da se pri koncentracijama FSA od 0,5 mg/cm
3
, HLADH 

od 15 mg/cm
3
, NOX od 0,1 mg/cm

3
 i NAD

+
 od 1,0 mmol/dm

3
 postiţe najveće iskorištenje na 

aldolnom produktu od 77,96 %. 

Povećanje 

koncentracije NAD
+
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6. ZAKLJUĈAK 

 

 Provedbom aldolne adicije DHA na N-Cbz-glicinal u kotlastom reaktoru katalizirane s 

tri razliĉite varijante aldolaze, FSA A129S, FSA A129N, FSA A129S/A165G, utvrĊeno je da 

je najbolji enzim za provedbu ove aldolne adicije, uz najveće iskorištenje na aldolu od 90,86 

% u najkraćem vremenu (300 min), aldolaza FSA A129N,  

Kinetika aldolne adicije katalizirane aldolazom FSA A129N je opisana 

dvosupstratnom Michaelis-Menteniĉinom kinetikom. Kinetika retro-aldolne reakcije opisana 

je jednosupstratnom Michaelis-Menteniĉinom kinetikom uz inhibiciju supstratom – aldolom, 

te kompetitivnu inhibiciju produktom – N-Cbz-glicinalom. Razvijeni matematiĉki model 

aldolne adicije DHA na N-Cbz-glicinal dobro je opisao eksperimentalne podatke. Povećanjem 

koncentracije DHA povećava se konverzija supstrata, što je potvrĊeno simulacijom aldolne 

adicije DHA na N-Cbz-glicinal. 

Kinetika oksidacije etanolamina katalizirane s dvije razliĉite alkohol dehidrogenaze  je 

opisana dvosupstratnom Michaelis-Menteniĉinom kinetikom. Iz procijenjenih kinetiĉkih 

parametara za daljnje eksperimente odabran je enzim HLADH izoliran iz konjske jetre na 

Institutu za bio- i geoznanosti IBG-1: Biotehnologija Istraţivaĉki centar Jülich, zbog svoje 

veće aktivnosti u odnosu na komercijalni enzim ADH izoliran iz konjske jetre (Sigma 

Aldrich).  

Razvijen je matematiĉki model za kaskadnu reakciju oksidacije etanolamina 

katalizirane s HLADH uz regeneraciju koenzima kataliziranu NADH oksidazom i aldolne 

adicije DHA na N-Cbz-glicinal katalizirane s aldolazom (FSA A129N).  

Optimizacijom kaskadne reakcije uz pomoć razvijenog matematiĉkog modela 

dobiveno je najveće iskorištenje od 77,96 % pri koncentraciji FSA od 0,5 mg/cm
3
, HLADH 

od 15 mg/cm
3
, NOX od 0,1 mg/cm

3
 i NAD

+
 od 1,0 mmol/dm

3
. To nam omogućuje isplativiju 

provedbu procesa uz manje otpada, kraće trajanje procesa, manju cijenu, veću uĉinkovitost, 

itd. 
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7. SIMBOLI 

 

ADH komercijalna alkohol dehidrogenaza  

FSA    D-fruktoza-6-fosfat aldolaza  

DHA  dihidroksiaceton  

DHAP dihidroksiaceton fosfat  

NAD
+
       nikotinamid adenin dinukleotid  

NADH   nikotinamid adenin dinukleotid – reducirani oblik  

V.A.  volumna aktivnost enzima [U/cm
3
] 

S.A.  specifiĉna aktivnost enzima  [U/mg] 
V  volumen  [cm

3
] 

c    molarna koncentracija  [mmol/dm
3
] 

Ki  konstanta inhibicije  [mmol/dm
3
] 

Km Michaelisova konstanta  [mmol/dm
3
] 

Vm  maksimalna brzina reakcije  [U/cm
3
, ili U/mg] 

t  vrijeme  [min, ili h] 

 masena koncentracija [mg/cm
3
] 

ε340  ekstinkcijski koeficijent pri 340 nm             [cm
2
/μm] 

Y   iskorištenje                                                  [-] 

λ  valna duljina                                                [nm]      
d   promjer kivete                                                   [cm]  
ABS apsorbancija                                                     [-] 

X   konverzija                                                   [-] 
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Slika 9.1. Baţdarni dijagram za N-Cbz-glicinal 
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Slika 9.2. Baţdarni dijagram za aldol 
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PRILOG 3. – Program u SCIENTIST-u 

 

Prilog 3.1. Jednosupstratni kinetiĉki model za odreĊivanje kinetike 

 

// MicroMath Scientist Model File 

IndVars: c 

DepVars: r 

Params: Km, Vm 

// Kineticki model 

r=Vm*c/(Km + c) 

// Kineticki parametri 

Vm=1.6 

Km =7 

*** 

 

Prilog 3.2. Dvosupstratni kinetiĉki model za odreĊivanje kinetike 

 

// MicroMath Scientist Model File 

IndVars: c1, c2 

DepVars: r 

Params: Km_1, Km_2, Vm1 

// Kineticki model 

r1=(Vm1*c1*c2)/((Km_1+c1)*(Km_2+c2)) 

// Kineticki parametri 

Vm1=1.8 

Km_1=7 

Km_2=50 

*** 
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Prilog 3.3. Matematiĉki model kaskadne reakcije 

 

IndVars: t 

DepVars: ALKOHOL, ALDEHID, ALDOL 

Params: Vm1, Vm2, Vm3, Vm4, Km_ALDEHID, Km_DHA, Km_ALDOL, Ki_ALDOL, 

Km_ALKOHOL, Ki_ALDEHID, Km_NAD, Km_NADH, Ki_NAD 

//Kineticki model 

r1=(Vm1*ALDEHID*DHA*FSA)/((Km_ALDEHID+ALDEHID)*(Km_DHA+DHA)) 

r2=(Vm2*ALDOL*FSA)/(Km_ALDOL*(1+(ALDEHID/Ki_ALDEHID))+ALDOL+((ALD

OL^2)/Ki_ALDOL)) 

r3=(Vm3*ALKOHOL*NAD*ADH)/((Km_ALKOHOL+ALKOHOL)*(Km_NAD+NAD)) 

r4=(Vm4*NADH*NOX)/((Km_NADH+NADH)*(1+(NAD/Ki_NAD))) 

//Bilancne jednadţbe 

ALDEHID'=-r1+r2+r3 

DHA'=-r1+r2 

ALDOL'=-r2+r1 

ALKOHOL'=-r3 

NADH'=r3-r4 

NAD'=-r3+r4 

//Kineticki parametri 

Vm1=2.03466036 

Vm2=15.415 

Vm3=0.075 

Vm4=0.18 

Ki_ALDOL=43.854 

Ki_ALDEHID=0.389572 

Ki_NAD=0.142 

Km_ALDEHID=10.4123233 

Km_DHA=40.09705 

Km_ALDOL=167.81 

Km_ALKOHOL=91.291 

Km_NAD=0.507 

Km_NADH=0.005 

//Pocetni uvjeti 

t=0 

FSA=0.5 

ADH=5 

ALDEHID=0 

ALDOL=0 

DHA=10 

ALKOHOL=10 

NAD=1 

NADH=0 
NOX=0.1 

*** 
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