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SAŽETAK 

 Cilj ovog rada bio je odrediti kinetiku kovalentno imobiliziranog enzima DERA u 

reakciji dvostruke aldolne adicije acetaldehida i kloroacetaldehida. Produkt navedene reakcije 

je laktol – ključni prekursor u sintezi bočnog lanca statina, lijeka za snižavanje koncentracije 

kolesterola u krvi. Kao nosioc za imobilizaciju, korištene su magnetske nanočestice, 

sintetizirane hidrotermalnom metodom, funkcionalizirane 3-aminopropiltrietoksisilanom te  

aktivirane 10 %-tnim anhidridom jantarne kiseline. Kinetika je za oba koraka reakcije opisana 

Michaelis-Menteničinom jednadžbom, a kinetički su parametri procijenjeni metodom 

nelinearne regresije programa MicroMath Scientist. Uz to, razvijen je matematički model 

procesa i validiran u kotlastom reaktoru. 
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ABSTRACT 

 The aim of this work was to determine the kinetics of the covalently immobilized 

DERA enzyme in the double aldol addition reaction of acetaldehyde and chloroacetaldehyde. 

The product of the mentioned reaction is lactol – a key precursor in the synthesis of the side 

chain of statin, a drug used for lowering blood cholesterol level. Magnetic nanoparticles were 

used as a carrier and were synthesized by the hydrothermal method, functionalized with 3-

aminopropyltriethoxysilane and activated with 10 % succinic anhydride. The kinetics for both 

reaction steps was described by the Michaelis-Menten equation, and the kinetic parameters 

were estimated using the nonlinear regression method of the MicroMath Scientist software. A 

mathematical model of the process was also developed and validated in a batch reactor. 
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1. UVOD 
 Kardiovaskularne bolesti (KVB) desetljećima su vodeći uzrok smrti u svijetu i razlog 

gubitka 20,5 milijuna ljudskih života godine 2021.1 Hiperkolesterolemija, primjer česte KVB 

bolesti, karakterizirana je povećanom koncentracijom lipoproteina niske gustoće, odnosno tzv. 

“štetnog kolesterola”. Jedan od mehanizama liječenja ove bolesti uključuje inhibiciju koenzima 

3-hidroksi-3-metilglutari A (HMG-CoA) reduktaze, esencijalnog enzima u sintezi kolesterola. 

Lijekovi statini poznati su inhibitori HMG-CoA reduktaze koji snižavaju koncentraciju 

kolesterola niske gustoće i triglicerida, dok povećavaju koncentraciju lipoproteina visoke 

gustoće (tzv. “dobar kolesterol”). Najzastupljeniji statini korišteni za liječenje KVB su 

atorvastatin, rosuvastatin, simvastatin, pravastatin, fluvastatin, lovastatin i pitavastatin.2,3,4  

 Samo je jedan od enantiomera kiralnog bočnog lanca statina aktivan te ga je potrebno 

osigurati u velikoj čistoći za odgovarajuću aktivnost. Uobičajeni kemijski putevi dobivanja 

ovog spoja nisu u skladu sa sve bitnijom održivošću industrijskih procesa zbog korištenja 

štetnih kemikalija, stvaranja otpada i sl. Biokataliza nudi obećavajuće i ekološki prihvatljivije 

rješenje industrijskoj sintezi statina u obliku enzima, konkretno deoksiriboze-5-fosfat aldolaze 

(DERA). Prepreka široj industrijskoj primjeni enzima je u njegovoj nestabilnosti. Međutim, 

navedeno je moguće savladati raznim metodama stabilizacije, poput imobilizacije.5,6  

Kako bi se omogućilo veće razumijevanje imobilizacije enzima, ali i ostalih 

biotehnoloških postupaka, uobičajeno se koristi matematičko modeliranje reakcija. 

Korištenjem matematičkih modela moguće je proučavati kinetiku određene reakcije, 

optimizirati dizajn reaktora i katalizatora, razviti sustave za isporuku lijekova, savladati 

okolišne uvjete i sl. U ovom je radu razvijen matematički model dvostruke aldolne adicije 

acetaldehida i kloroacetaldehida kataliziran imobiliziranim enzimom DERA.7 
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2. OPĆI DIO 

2.1. Enzimi 
 Osnovna građevna jedinica svih živih organizama je stanica – strukturna i funkcionalna 

sastavnica života.8 Stanice imaju sposobnost učinkovitog korištenja biokatalizatora, odnosno 

enzima, za ubrzavanje biokemijskih reakcija u svim živim sustavima.8,9 S izuzetkom nekoliko 

klasa katalitičkih molekula RNK, enzimi su proteini sastavljeni od 100 do nekoliko stotina 

aminokiselinskih ostataka.10,6 Te su aminokiseline kovalentno vezane peptidnom vezom, koja 

se stvara između ugljikovog atoma karboksilne skupine jedne aminokiseline i dušikovog atoma 

α-amino skupine druge (slika 1).6 

 

Slika 1. Shema stvaranja peptidne veze između dviju susjednih α-aminokiselina6  

 Enzimi imaju izvanrednu katalitičku moć, a njihova visoka razina specifičnosti za 

određen supstrat čini ih ključnim za stanični metabolizam. Svaka kemijska reakcija koja se 

odvija u biljkama, mikroorganizmima i životinjama odvija se mjerljivom brzinom kao izravan 

rezultat enzimske katalize.8 Osim spomenute svrhe, enzimi se također mogu ekstrahirati iz 

stanica te zatim koristiti za kataliziranje širokog spektra komercijalno važnih procesa. Na 

primjer, imaju važnu ulogu u proizvodnji zaslađivača i modificiranju antibiotika, a koriste se i 

u prašcima za pranje i raznim proizvodima za čišćenje. Nadalje, imaju ulogu u analitičkim 

uređajima i testovima za kliničku, forenzičku i ekološku primjenu (tablica 1).9 
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Tablica 1. Primjena industrijskih enzima9 

Enzim Primjena 

Industrijski katalizatori 

Alkalne proteaze Deterdženti i prašci za pranje 

Amiloglukozidaza Proizvodnja glukoze 

Glukoza izomeraza Proizvodnja fruktoznog sirupa 

Penicilin acilaza 
Stvaranje 6-aminopenicilanske kiseline za 

proizvodnju polusintetskih penicilina 

Terapeutska sredstva 

L-asparaginaza Kemoterapija 

Urokinaza Uklanjanje fibrinskih ugrušaka iz krvotoka 

Analitički reagensi  

Luciferaza 
Bioluminiscentni testovi koji uključuju 

adenozin trifosfat 

Peroksidaza Kvantifikacija hormona i antitijela 

Ureaza Kvantifikacija ureje u tjelesnim tekućinama 

Alati za manipulaciju 

Lizosom 
Disrupcija mukopeptida u bakterijskim 

staničnim stijenkama 

DNK polimeraza 
Amplifikacija deoksiribonukleinske kiseline 

(DNK) u lančanoj reakciji 

 

 Za razliku od tradicionalnih kemijskih katalizatora, kao što su vodikovi ioni, teški 

metali ili metalni oksidi, koji su najučinkovitiji u organskim otapalima, na vrlo visokim 

temperaturama ili pri ekstremnim pH-vrijednostima, enzimi najučinkovitije djeluju u vrlo 

blagim uvjetima. Prilikom korištenja enzima, potrebno je obratiti pažnju na odstupanja od 

homogenih vodenih otopina, pH-vrijednost i temperaturu jer u protivnom može doći do 

smanjenja aktivnosti korištenog enzima.8 

2.1.1. Klasifikacija enzima 
 Uobičajena imena enzima, tzv. “trivijalni nazivi”, uglavnom se odnose na kataliziranu 

reakciju, sa sufiksom -aza (npr. oksidaza, dehidrogenaza, karboksilaza). Postoje još i određeni 

nazivi proteolitičkih enzima sa sufiksom -in (tripsin, kimotripsin, papain). Često trivijalni naziv 
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označava i supstrat na koji enzim djeluje (glukoza oksidaza, alkohol dehidrogenaza, piruvat 

dekarboksilaza).9 Međutim, neki trivijalni nazivi daju malo informacija o supstratu, produktu 

ili uključenoj reakciji, a njihova primjena u pojedinačnim slučajevima može dovesti do 

zabune.9,11 Stoga je formirana Komisija za enzime (engl. Enzyme Commission, EC) u sklopu 

Međunarodne unije za čistu i primijenjenu kemiju (engl. International Union of Pure and 

Applied Chemistry, IUPAC). Na taj je način razvijena sustavna numerička nomenklatura za 

enzime uz univerzalno prihvaćene oznake.11 

2.1.2. Struktura enzima 
 Kao i svi proteini, enzimi se uglavnom sastoje od 20 prirodno prisutnih aminokiselina. 

Pojedinačni bočni lanci aminokiselina osiguravaju kemijsku reaktivnost koju enzim iskorištava 

u katalizi određenih kemijskih transformacija.11 Osim kemijske reaktivnosti i katalitičkih 

sposobnosti, enzimi pokazuju i fizikalno-kemijska svojstva proteina poput topljivosti, 

elektroforetskih karakteristika i elektrolitičkih ponašanja. Primarna strukturna konfiguracija i 

katalitičko djelovanje enzima određeno je linearnim lancem aminokiselinskih ostataka 

povezanih peptidnim vezama. Lokalizirano savijanje primarne strukture naziva se 

sekundarnom strukturom, dok je potpuno savijanje molekule poznato kao tercijarna struktura. 

Za razliku od navedenih strukturnih konfiguracija, kvartarna struktura je aglomeracija nekoliko 

presavijenih lanaca.8 

 Aminokiseline u enzimu mogu biti raspoređene kao jedan ili više polipeptidnih lanaca 

koji su presavijeni kako bi formirali specifičnu trodimenzionalnu strukturu, uključujući 

područje koje se naziva aktivno mjesto, gdje se supstrat veže i daje produkt (slika 2). Oblik i 

svojstvo naboja aktivnog mjesta enzima omogućuju mu da se veže za jednu vrstu molekule 

supstrata, čime enzim pokazuje značajnu specifičnost u svojoj katalitičkoj aktivnosti.9 Prilikom 

vezanja supstrata za enzim dolazi do promjena u raspodjeli elektrona u kemijskim vezama, 

koje uzrokuju reakcije te dovode do stvaranja produkata. Produkti se tada odvajaju od enzima, 

koji je spreman za ponovno korištenje.6 
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Slika 2. Princip dobivanja produkta vezanjem supstrata za aktivno mjesto enzima12 

 Mnogim je enzimima za katalitičku aktivnost potrebna i neproteinska komponenta, 

odnosno kofaktor.9,11 Kofaktor se odnosi na anorgansku molekulu, obično metalni ion poput 

željeza, mangana, kobalta, bakra ili cinka. Neproteinska komponenta koja podrazumijeva 

drugu organsku molekulu naziva se još koenzim. Kada je enzimu za svoju aktivnost potreban 

kofaktor, neaktivna proteinska komponenta općenito se naziva apoenzim, a apoenzim plus 

kofaktor (koenzim) naziva se holoenzim.9 Navedeno je ilustrativno prikazano slikom 3. 

 

Slika 3. Struktura holoenzima13 

2.1.3. Mehanizam djelovanja enzima 
 Mehanizam djelovanja enzima temelji se na smanjenju energije aktivacije reakcije 

kojom se iz supstrata dobije produkt.8,6 Bočni lanci aminokiselinskih ostataka na katalitičkom 

mjestu enzima osiguravaju skupine za vezanje sa specifičnim skupinama supstrata. Vezanje 

inducira konformacijsku reakciju na aktivnom mjestu enzima.8 Tijekom reakcije stvara se 

kompleks enzim-supstrat, koji omogućuje prevladavanje energetske barijere za dobivanje 

produkta.8,9 Termodinamički, veličina ove energetske barijere izrazuje se u smislu promjene 

slobodne energije.6 Navedeni mehanizam prikazan je slikom 4. 
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Slika 4. Mehanizam enzimske katalize6 

2.1.4. Prednosti i nedostaci enzima 
 Nekoliko je izraženih prednosti enzima u odnosu na konvencionalne kemijske 

katalizatore.6 Neke od tih prednosti su kako slijede: 

 visoka specifičnost i selektivnost (regio- i stereoselektivnost)

 mogućnost katalize određene reakcije eliminirajući sporedne reakcije i neželjene 

nusproizvode 

 smanjeni troškovi pročišćavanja okoliša i opterećenje okoliša 

 blagi uvjeti rada (pH-vrijednost, temperatura, tlak)  smanjeni energetski zahtjevi i 

kapitalni troškovi 

 povećanje produktivnosti uz smanjenje troškova proizvodnje.  

Prisutni su i određeni nedostaci korištenja enzima, koji se ne mogu zanemariti, ali se trenutno 

radi na njihovom prevladavanju: 

 nestabilna priroda enzima kada se uklone iz prirodnog okruženja 

 blagi uvjeti rada  izazov kod primjene u reakcijama industrijskih procesa 

 visoki troškovi izolacije i pročišćavanja enzima.6,14 
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2.2. Imobilizacija enzima 
 Spomenuti potencijalni problem enzimske nestabilnosti moguće je riješiti tehnikom 

imobilizacije. Proces imobilizacije služi za optimiziranje operativnih performansi enzima za 

industrijske primjene.15 Tablicom 2 prikazani su čimbenici koji utječu na rad imobiliziranih 

enzima. Glavne komponente imobiliziranog enzimskog sustava čine enzim, nosioc i način 

pričvršćivanja enzima za nosioc.16 

Tablica 2. Čimbenici koji utječu na rad imobiliziranih iona17 

Čimbenici Posljedice imobilizacije 

Hidrofobna pregrada 
Povećanje brzine reakcije hidrofobne 

podloge 

Mikrookolina nosača Hidrofobna priroda stabilizira enzim 

Pričvršćivanje nosača u više točaka Povećanje toplinske stabilnosti enzima 

Odstojnik ili krak raznih vrsta 

imobiliziranih enzima 
Sprječavanje deaktivacije enzima 

Difuzijska ograničenja 
Smanjenje aktivnosti i povećavanje 

stabilnosti enzima 

Prisutnost supstrata ili inhibitora Veće zadržavanje aktivnosti 

Naknadni fizički tretmani Poboljšanje učinka enzima 

Različiti načini uvezivanja Mogućnost ugroženja aktivnosti i stabilnosti 

Fizička struktura nosača kao što je veličina 

pora 

Zadržavanje aktivnosti često ovisi o veličini 

pora 

Fizička priroda nositelja 

Nosači s velikom veličinom pora ublažavaju 

ograničenje difuzije, što dovodi do većeg 

zadržavanja aktivnosti 

 

 U usporedbi sa slobodnim oblikom, imobilizirani enzim općenito je stabilniji i lakši za 

rukovanje. Osim toga, produkt katalizirane reakcije nije onečišćen enzimom, što je korisno u 

prehrambenoj i farmaceutskoj industriji. Uz navedeno, imobilizacija također poboljšava mnoga 

svojstva enzima kao što su učinak u organskim otapalima, pH-tolerancija, selektivnost, 

toplinska stabilnost ili funkcionalna stabilnost. Na kraju reakcije, enzim je spreman za sljedeću 

reakciju bez potrebe za ponovljenim, dugotrajnim i skupim postupcima ekstrakcije i 

pročišćavanja.15  
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 Jedan način klasificiranja različitih pristupa imobilizaciji enzima je u dvije široke 

kategorije: ireverzibilne i reverzibilne metode.6 Reverzibilne metode uključuju adsorpciju, 

ionsko i afinitetno vezanje, dok ireverzibilne podrazumijevaju kovalentno vezanje, 

zarobljivanje, inkapsuliranje i unakrsno povezivanje.18 Slika 5 shematski prikazuje podjelu 

metoda imobilizacije enzima, dok su tablicom 3 sažete ključne metode s pripadajućim 

prednostima i nedostacima. 

 

Slika 5. Shematski prikaz metoda imobilizacije enzima19 

  



9 
 

Tablica 3. Prednosti i nedostaci glavnih metoda imobilizacije enzima16 

Metoda i priroda veze Prednosti Nedostaci 

ADSORPCIJA 
Slabe veze: hidrofobne, Van 

der Waals ili ionske 

interakcije 

Jednostavan proces niske 

cijene 

Malo konformacijskih 

promjena enzima 

Desorpcija 

Nespecifična adsorpcija 

AFINITETNO VEZANJE 
Afinitetne veze između dva 

afinitetna partnera 

Jednostavna i usmjerena 

imobilizacija 

Izvanredna selektivnost 

Visoka cijena 

KOVALENTNO 

VEZANJE 
Kemijske veze između 

funkcionalnih skupina 

enzima i nosača 

Bez propuštanja enzima 

Potencijal za stabilizaciju 

enzima 

Nosač i enzim nisu 

regenerabilni 

Velik gubitak aktivnosti 

ZAROBLJIVANJE 

Okluzija enzima unutar 

polimerne mreže 

Velika primjenjivost 
Ograničenja prijenosu mase 

Propuštanje enzima 

UNAKRSNO VEZANJE 
Molekule enzima unakrsno 

su vezane funkcionalnim 

reaktantom 

Stabilizacija enzima 

Manje korisno za reaktore s 

nepokretnim slojem 

katalizatora 

Ograničenja prijenosu mase 

Gubitak aktivnosti 

 

2.2.1. Kovalentna imobilizacija 
 Kovalentna imobilizacija jedna je od najraširenijih metoda imobilizacije enzima.16 

Temelji se na stvaranju kovalentnih veza između funkcionalnih skupina aktiviranog nosača i 

enzima.16,6 Funkcionalne skupine u aminokiselinskim ostacima enzima odnose se na skupine 

poput hidroksilne, amino, karboksilne, tiolne i fenolne.6,20 Kako bi se postiglo učinkovito 

povezivanje, funkcionalne skupine potrebno je prethodno aktivirati.21  

 Značajna prednost navedene metode imobilizacije očitava se iz stabilne prirode veza 

između enzima i nosača. Posljedično, ne dolazi do ispuštanja enzima u otopinu tijekom uporabe 

te također čini enzim vrlo stabilnim.16,22 Jednom kada se enzim imobilizira, ostaje čvrsto vezan 
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za nosioc.23 Među mnogim sustavima za kovalentnu imobilizaciju enzima, posebno je 

zanimljivo kovalentno pričvršćivanje u više točaka, gdje je enzim povezan s nosačem preko 

nekoliko aminokiselinskih ostataka, a razvijeno je korištenjem različitih čvrstih nosača poput 

poroznog stakla, poliakrilamida, celuloze, magnetskih čestica itd.6 

2.2.2. Nosioc za imobilizaciju 
 Izvedba imobiliziranog enzima vezanog za nosioc ovisi ne samo o kemijskoj prirodi 

nosioca (kemijski sastav, kemija površine, prisutnost funkcionalnih skupina), već i u velikoj 

mjeri o fizičkoj (oblik, veličina, poroznost, veličina i raspodjela veličine pora, morfologija, 

mehanička stabilnost, faktor bubrenja, hidrofilnost). Dakle, varijacije fizičkih svojstava 

nosioca utječu na vezanje enzima i ekspresiju aktivnosti te specifičnu aktivnost, volumnu 

aktivnost, selektivnost i stabilnost enzima.24,21 

 U području biokatalize, općenito je poželjno da nosioc ima slijedeća svojstva: 

 niska cijena,

 jednolik sastav,

 dovoljno porozan ili propusan,

 ne sadrži denaturirajuće tvari,

 stabilnost,

 mehanička čvrstoća,

 inertnost.

Budući da enzimi zahtijevaju barem minimalnu količinu vode za očuvanje aktivne 

strukture proteina i aktivnosti, najvažnije svojstvo nosioca jest njegova hidrofilnost. Ostala 

važna svojstva nosioca uključuju raspodjelu enzima unutar nosioca, orijentacija enzima na 

nosiocu te konformacija enzima u trenutku vezanja. Navedeno direktno utječe na aktivnost 

imobiliziranog enzima.23 

2.2.2.1. Magnetske nanočestice 
 U posljednjem desetljeću, korištenje nanomaterijala za imobilizaciju različitih enzima 

postaje sve češće zbog svojstva povećanja omjera površine i volumena, što posljedično 

povećava stabilnost i učinkovitost  imobiliziranog enzima.25,26 U sklopu ovog rada korištene 

su magnetske nanočestice kao nosioc enzima. 

 Magnetske nanočestice (MNČ) uglavnom se sastoje od magnetskih elemenata kao što 

su željezo, kobalt, krom, mangan, nikal i gadolinij te njihovih derivata.27  Svojstva MNČ-a 
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ovise o načinu njihove sinteze i kemijskoj strukturi, a uz to, fizikalno-kemijska svojstva 

nanomaterijala čine ih korisnim matricama.27,26 Nadalje, ono što čini MNČ zahvaljujućim 

kandidatima za imobilizaciju su njihova jedinstvena svojstva poput netoksičnosti, 

biokompatibilnosti i ujednačene veličine čestica.28,29 Također, njihovo magnetsko svojstvo 

pridonosi poželjnosti primjene zbog posljedične mogućnosti obnavljanja enzima uz primjenu 

vanjskog magnetskog polja.29 Pored jednostavnog i brzog odvajanja te ponovne upotrebe 

enzima, Darwesh, Matter i Eida (2019) zapazili su visoku enzimsku stabilnost i nakon tri 

mjeseca prilikom korištenja MNČ pri imobilizaciji enzima.27 

2.3. Aldolaza 
 Aldolaza (EC 4.1.2.13) je liaza koja katalizira aldolne reakcije te ima važnu ulogu u 

metabolizmu glukoze.30,31 Aldolna reakcija osigurava spajanje nukleofilnog donora, uglavnom 

ketona, s elektrofilnim akceptorom aldehidom, kako bi se stvorila C-C veza između 

novonastalih asimetričnih centara (slika 6). Glavni izazov reakcije je upravljanje 

stereokemijom produkta.32,31  

 

Slika 6. Aldolna adicija, reakcija katalizirana aldolazom 

 Enzim aldolaza vjerojatno je prisutan u svim stanicama organizma, a u većim se 

količinama nalazi u tkivima mišića, jetre i mozga.30 Unutar stanice, aldolaza je locirana u 

citoplazmi i jezgri. U slučaju kralježnjaka, identificirana su tri izoenzima aldolaze s različitom 

distribucijom i kinetikom u tkivima – aldolaza A (mišići i crvena krvna zrnca), aldolaza B (jetra, 

bubrezi i tanko crijevo) te aldolaza C (moždano i neuronsko tkivo).33,34 

 Općenito, postoje tri različite klase aldolaza: I, IA i II,35 čije su osnovne karakteristike 

prikazane u tablici 4. Aldolaze klase I uglavnom su prisutne kod životinja i viših biljaka te 

tipično tvore homotetramere ukupne molekulske težine ~ 160 kDa.36,35 Nadalje, koriste ostatke 

lizina unutar aktivnog mjesta za stvaranje stabilizirajućeg međuprodukta Schiffove baze sa 

supstratom.34 Ne inhibira ih prisutnost etilendiamintetraoctene kiseline (EDTA), no inaktiviraju 

se redukcijom s NaBH u prisutnosti supstrata.36 Klasa IA odnosi se na aldolaze koje imaju 

sličan mehanizam djelovanja kao aldolaze klase I te postoje kao homoktameri, dekameri ili čak 
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viši oligomeri. Također, može ih se pronaći u arhejama. S druge strane, aldolaze klase II tipično 

tvore homodimere ukupne molekularne težine ~ 78 kDa, a mogu tvoriti i tetramere i oktamere. 

Ova klasa aldolaza uglavnom je zastupljena u nižim eukariotima, gljivama i bakterijama.35 

Nasuprot aldolazama klase I, ove aldolaze nisu inaktivirane redukcijom s NaBH u prisutnosti 

ili odsutnosti supstrata. No, s obzirom da ih inhibira EDTA, za njihovo djelovanje potreban je 

kofaktor metalnih iona.36 U najviše slučajeva se oslanjaju na dvovalentne ione, konkretno 

Zn2+.35  

Tablica 4. Osnovne karakteristike pojedine klase aldolaza35 

Klasa 

aldolaza 
Organizmi 

Karakteristike 

Mehanizam 

djelovanja 
Struktura 

I 

Viši eukarioti  

(biljke, životinje),  

neke protozoe  

(npr. Trypanosoma 

brucei, Leishmania 

donovani),  

neke bakterije,  

neke alge 

Schiffova baza tvori 

supstrat intermedijer 

Tipično tvori homotetramere, 

sadrži TPI β/α-proteinsko 

savijanje 

IA 

Arheje 

(npr. Thermoproteus 

tenax, Pyrococcus 

furiosus) 

Schiffova baza tvori 

supstrat intermedijer 

Tipično tvori 

homoktamere/dekamere/više 

oligomere, sadrži TPI β/α-

proteinsko savijanje 

II 

Niži eukarioti,  

neke protozoe  

(npr. Giardia lamblia), 

plijesni, kvasci,  

većina bakterija,  

neke arheje 

Divalentni ion tvori 

supstrat 

intermedijer,  

ovise o metalnom 

kofaktoru 

Tipično tvori homo-dimere, 

sadrži TPI β/α-proteinsko 

savijanje 

* TPI – trioza-fosfat izomeraza 
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2.3.1. 2-deoksiriboza-5-fosfat aldolaza (DERA) 
 Enzim 2-deoksiriboza-5-fosfat aldolaza, skraćenog naziva DERA, pripada aldolazama 

klase I.32 Ova se aldolaza sastoji od 259 aminokiselina, molekulske mase 27,7 kDa.37 Budući 

da se nalazi u svim carstvima živog svijeta, uključujući psihrofilne i hipertermofilne 

organizme, predstavlja prikladan modelni sustav za proučavanje prilagodbe na ekstremne 

temperature.38 Kod ljudi se najviše izražava u stanicama pluća i jetre te je ovaj enzim uključen  

u odgovor na stres odgađanjem ili minimiziranjem oštećenja u tim stanicama. Pomoću 

rendgenskih analiza strukture enzima DERA, otkriven je tipičan oblik TPI (α/β)8-proteinsko 

savijanje. Nadalje, DERA postoji u obliku dimera u kristalnoj strukturi. Uspoređujući kristalne 

strukture ovog enzima iz različitih organizama, primijećeno je da molekula vode postoji u svim 

kristalnim strukturama, što ukazuje na njenu značajnost u katalitičkom mehanizmu.37  

 DERA katalizira reverzibilnu adiciju donorske molekule acetaldehida na akceptor 

gliceraldehid 3-fosfat te stereoselektivno stvara molekulu 2-deoksiriboza-5-fosfat (slika 7).32,39 

Za razliku od ostalih aldolaza klase I, DERA kao prirodni donor prihvaća i aldehid, a prednost 

imaju molekule manje veličine.39,37 Za aktivnost enzima ključna je konfiguracija ugljika 

akceptora C2. Polarne skupine na tom aktivnom mjestu daju prednost D-izomerima nad L-

izomerima, dok hidrofobne skupine na istom položaju pokazuju obrnutu enantioselektivnost.37 

 
Slika 7. Primjer reakcije aldolne adicije katalizirane enzimom DERA  

 Svoju industrijsku primjenu DERA pronalazi u brojnim reakcijama poput sinteze 

lijekova protiv raka.39 Osim toga, ova aldolaza može katalizirati sekvencijalne aldolne reakcije 

dajući 2,4,5-trideoksiheksoze, vrijedne međuprodukte za proizvodnju atorvastatina i ostalih 

lijekova za snižavanje kolesterola u krvi.37 

 U sklopu ovog diplomskog rada, korišten je enzim DERA024 proizvođača Prozomix. 
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2.4. Statini 
 Koronarna bolest srca, posljedica taloženja i zadržavanja kolesterola u arterijskim 

stijenkama, vodeći je uzrok obolijevanja i smrtnosti u razvijenim zemljama, a njezina 

učestalost i dalje raste.40,41 Lipoproteini su ključni pokretači te bolesti, a najčešće propisivani 

lijekovi za snižavanje lipida su statini.41,42 Statini djeluju tako da inhibiraju enzim 

hidroksimetilglutaril-koenzim A (HMG-CoA) reduktazu, čime sprječavaju pretvorbu HMG-

CoA u mevalonat, što u konačnici ograničava brzinu biosinteze kolesterola (slika 8).40 

 

Slika 8. Reakcija katalizirana HMG-CoA reduktazom43 

 Identificirane su dvije opće klase statina: raniji statini na bazi prirodnih proizvoda 

(mevastatin, lovastatin, simvastatin, pravastatin) i novija generacija sintetičkih statina 

(atorvastatin, fluvastatin, cerivastatin, rosuvastatin, pitavastatin).43 Iako svi statini djeluju na 

sličan način, razlikuju se po svojim kemijskim strukturama, farmakokinetičkim profilima i 

učinkovitosti modificiranja lipida.42 Nadalje, funkcionalna razlika između prirodnih i 

sintetičkih statina odnosi se na njihovu sposobnost interakcije i inhibicije HMG-CoA reduktaze 

te lipofilnost. Sintetski statini stvaraju više interakcija s HMG-CoA reduktazom zbog svojih 

strukturnih karakteristika.40 Spomenuti prirodni statini imaju poluvrijeme eliminacije od 1 do 

3 sata, dok su za sintetske statine karakteristična poluvremena eliminacije u rasponu od 1 sata 

za fluvastatin do 19 sati za rosuvastatin. Atorvastatin, simvastatin, lovastatin, fluvastatin, 

cerivastatin i pitavastatin su relativno lipofilni spojevi, što ih čini osjetljivijima na metabolizam 

putem sustava citokroma P450, osim pitavastatina, koji se podvrgava ograničenom 

metabolizmu ovim putem. S druge strane, pravastatin i rosuvastatin su relativno hidrofilni i ne 

metaboliziraju se značajno pomoću enzima citokroma P450.42  
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2.5. Matematičko modeliranje enzimskih reakcija 

2.5.1. Uvod u matematičko modeliranje 
 Matematičko modeliranje predstavlja proces opisivanja određenog sustava pomoću 

matematičkih koncepta. Cilj razvijanja matematičkog modela je omogućiti bolje 

razumijevanje, predviđanje i opisivanje pojava. S obzirom na složenost svojstava određenih 

fizičkih sustava, poput kemijske reakcije, matematički su modeli aproksimacije tih svojstava. 

Iako ne uključuju sva detaljna svojstva sustava koje modeliraju, dobro razvijeni matematički 

modeli pružaju rješenja koja su dovoljno bliska stvarnim promatranjima.44,45 

 Vizualan prikaz osnovnog pristupa matematičkog modeliranju prikazan je slikom 9. 

Jedan od ključnih aspekata matematičkog modeliranja je pronalaženje uzročno-posljedičnih 

veza između ulaznih parametara i promatranog fenomena. Ovaj proces omogućuje stvaranje 

povezanosti između varijabli te daje uvid u utjecaj različitih faktora na promatrani sustav. Kroz 

upotrebu matematičkog jezika, moguće je zapisati pretpostavke i veze koje vladaju u sustavu, 

što omogućuje primjenu matematičke teorije i raznih računalnih tehnika za rješavanje 

problema.45,46  

 

Slika 9. Shematski prikaz pristupa matematičkom modeliranju47 
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 Važno je napomenuti da svaki matematički model ima svoje granice i da ne može u 

potpunosti opisati sve aspekte stvarnog sustava. Ipak, pažljivim razvojem i validacijom 

matematičkog modela, moguće je dobiti vrijedne uvide u ponašanje sustava te predviđati 

njegovo ponašanje u različitim uvjetima. Konačno, matematičko modeliranje ima široku 

primjenu u različitim područjima, od prirodnih znanosti do inženjerstva, što doprinosi boljem 

razumijevanju svijeta oko nas i sposobnosti rješavanja kompleksnih problema.7,46,44 

2.5.2. Modeliranje enzimskih reakcija 
 Matematičko modeliranje moguće je primijeniti u području biokatalize za simulaciju 

enzimskih reakcija s različitim uvjetima. Varijacijom procesnih značajki procesa poput tipa 

reaktora te dotoka supstrata i/ili enzima, pridonosi se optimizaciji procesa. Također, 

modeliranje je koristan alat u procjeni ekonomičnosti procesa i njegovog utjecaja na okoliš. Na 

industrijskoj razini, matematički modeli korisni su u smislu pronalaženja najisplativijeg načina 

biosinteze određenog proizvoda.48,49 

 Većina se dinamičkih sustava može aproksimirati putem različitih vrsta diferencijalnih 

i integralnih jednadžbi koje obuhvaćaju konačan broj varijabli i parametara. Konkretno, pri 

modeliranju kinetike enzima, često se koriste obične i parcijalne diferencijalne jednadžbe. 

Ponašanje sustava može se predvidjeti ukoliko su poznati parametri kinetičkog modela i 

početna stanja varijabli. Nadalje, neophodno je uspostaviti jasnu vezu između brzine reakcije i 

tipa reaktora, što uključuje korištenje kinetičkog modela za opis ukupne brzine reakcije i 

ravnotežne jednadžbe, specifične za tip reaktora.50,6 

 Kako bi se potvrdila točnost kinetičkog modela, bitno je usporediti podatke dobivene 

iz eksperimenata šaržnog reaktora sa simuliranim rezultatima izvedenim numeričkom 

integracijom. Ovaj proces provjere valjanosti osigurava pouzdanost predviđanja modela. Uz 

to, istraživanje ponašanja reaktora u uvjetima nestabilnog stanja ključno je zbog uvida u 

stabilnost sustava i njegovu otpornost na potencijalne sustavne smetnje, poput varijacija u 

protoku ili koncentraciji onečišćujuće tvari. Razvoj dinamičkog modela za određeni proces 

pokazao se temeljnim alatom u izradi učinkovite strategije kontrole kvalitete procesa, 

omogućavajući bolje upravljanje i optimizaciju enzimskog reakcijskog sustava.6 

2.5.3. Enzimska reakcijska kinetika 
 Enzimska reakcijska kinetika je disciplina koja proučava brzinu odvijanja reakcije 

katalizirane enzimom te uključuje kvantitativnu analizu svih čimbenika koji utječu na 

katalitičku sposobnost enzima. Aktivnost enzima podrazumijeva maksimalni katalitički 
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potencijal, a na njega mogu utjecati: koncentracije enzima i supstrata, temperatura i pH-

vrijednost. Proučavanje brzine reakcije i njezine povezanosti s dostupnom količinom supstrata 

bitno je za razumijevanje djelovanja enzima.51,6 

 Enzimske reakcije odstupaju od izravne primjene zakona o djelovanju mase i brzine. 

Brzina reakcije raste povećanjem koncentracije supstrata do određene točke. Pri visokim 

koncentracijama supstrata, reakcija postiže najveću brzinu zbog zasićenja enzima. Ovo je u 

suprotnosti sa zakonom djelovanja mase, koji obično predviđa kontinuirani porast brzine 

reakcije s koncentracijom supstrata. Victor Henri predstavio je prvu korisnu jednadžbu za 

opisivanje takvih reakcija. Henrijeva jednadžba razmatrala je nekoliko svojstava enzima, kao 

što je njihova visoka specifičnost za određene supstrate, zaštitni učinak supstrata protiv 

inaktivacije enzima toplinom te hiperbolički odnos uočen između početne brzine i 

koncentracije supstrata. Sva ova svojstva ukazuju na uključenost kompleksa enzim-supstrat. 

Slijedeći Henrijev rad, kasniji istraživači, poput Michaelisa i Mentena, potvrdili su i dalje 

razvili njegovu jednadžbu.52,53 

2.5.3.1. Michaelis-Menteničina kinetika 
 Najosnovniji i široko korišten model u biokemiji za opisivanje kinetike enzima je model 

koji su predložili Michaelis i Menten 1913. godine. Ovaj se model temelji na pretpostavci da 

se enzim veže sa supstratom kako bi formirao međukompleks, koji zatim disocira dajući 

konačni produkt te oslobađa enzim u njegovom izvornom stanju.52 Naveden proces u slučaju 

jednosupstratne reakcije prikazan je jednadžbom 1: 

 (1) 

gdje se k1, k-1 i k2 odnose na konstante brzine odgovarajuće reakcije, dok E, S, ES i P 

podrazumijevaju enzim, supstrat, međuprodukt enzim-supstrat i produkt. Iz jednadžbe 1 

također je moguće primijetiti povrativost samo prvog koraka reakcije, što se pripisuje 

pretpostavci kontinuiranog odvođenja produkta. 

 Ukoliko se koristi mala količina enzima uz određen supstrat, tada brzina katalizirane 

reakcije ovisi o koncentraciji supstrata i početnoj brzini, prikazano jednadžbom 2.  

 (2) 
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Navedena jednadžba opisuje Michaelis-Menteničinu kinetiku, gdje su: 

r – brzina potrošnje supstrata [mM/min] 

Vm – maksimalna brzina reakcije [mM/min] 

cS – koncentracija supstrata [mM] 

Km – Michaelis-Menteničina konstanta [mM]. 

Ključni parametri Michaelis-Menteničine kinetike Vm i Km opisani su jednadžbama 3 i 4 te 

grafički prikazani slikom 10.  

 (3) 
 

 (4) 

 

 

Slika 10. Pravokutna hiperbolična ovisnost brzine reakcije o koncentraciji supstrata 

 Iz grafičkog prikaza ovisnosti brzine reakcije o koncentraciji supstrata (slika 10) 

vidljiva su tri svojstvena područja: kinetika prvog reda, Michealis-Menteničina kinetika i 

kinetika nultog reda. U slučaju niske koncentracije supstrata (cS < Km) navedena se ovisnost 

nalazi u području kinetike prvog reda, dok se pri visokoj koncentraciji supstrata (cS > Km) ova 

ovisnost pomiče u područje kinetike nultog reda. Kada koncentracija supstrata odgovara 

Michaelis-Menteničinoj konstanti (cS = Km), brzina reakcije jednaka je polovičnoj vrijednosti 

maksimalne brzine reakcije (r = Vm). Stoga, početna karakterizacija enzima uključuje 
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određivanje Michaelis-Menteničine konstante, koja ovisi o supstratu, konstantama brzina 

reakcija (k1, k-1 i k2) te o uvjetima okoline poput pH-vrijednosti i temperature.52,54 

 Dvosupstratna kinetika, konkretno prisutna u eksperimentalnom dijelu ovog rada, 

opisana je vrlo složenim mehaničkim modelima i temelji se na mehanizmu reakcije koji se 

odnosi na početnu brzinu reakcije. Stvaran oblik jednadžbi intrinzične početne brzine reakcije 

ovisi o mehanizmu enzimskih transformacija, a sam kinetički model sadrži značajan broj 

parametara.54 Michaelis-Menteničina jednadžba za ovaj slučaj opisuje se jednadžbom 5.  

 (5) 

2.5.3.2. Enzimska inhibicija 
 Velik broj farmakološki važnih spojeva djeluju kao inhibitori enzima, a modeliranje 

kinetike procesa inhibicije može pružiti važne informacije poput načina interakcije inhibitora 

s enzimom.55 

 Ovisno o načinu interakcije između inhibitora, supstrata i enzima, postoji nekoliko 

oblika inhibicije: 

 Kompetitivna inhibicija – Inhibitor se veže samo na slobodni enzim, što onemogućuje 

vezanje enzima za supstrat te posljedično uklanja njegovu katalitičku aktivnost, 

odnosno smanjuje brzinu reakcije i povećava Michaelis-Menteničinu konstantu. 

 Nekompetitivna inhibicija – Inhibitor se veže i na slobodni enzim i na kompleks enzim-

supstrat te posljedično uklanja katalitičku aktivnost nastalog kompleksa, odnosno 

smanjuje brzinu reakcije. 

 Antikompetitivna inhibicija – Inhibitor se veže samo na kompleks enzim-supstrat te 

posljedično uklanja katalitičku aktivnost nastalog kompleksa.  

 Djelomična inhibicija – Slična nekompetitivnoj inhibiciji uz razliku u prisutnosti 

djelomične katalitičke aktivnosti nastalog kompleksa. Međutim, ovakav tip inhibicije 

je relativno rijedak. 

Jednadžbe za izračun brzine reakcije u prisustvu kompetitivnog, nekompetitivnog i 

antikompetitivnog inhibitora dane su jednadžbama 6, 7 i 8: 

 (6) 
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 (7) 

 

 (8) 

gdje se cI odnosi na koncentraciju određenog inhibitora [mM], a Ki na konstantu inhibicije 

[mM].56,11 

2.5.3.3. Enzimska deaktivacija 
 Deaktivacija enzima ireverzibilna je promjena koja se uglavnom pripisuje 

mehanizmima povezanim s reaktorom, komponentama medija ili samim proteinom. Ova 

pojava može biti inducirana kemijskim procesima poput oksidacije, racemizacije i 

kondenzacije te radnim uvjetima enzima, kao što su temperatura i pH-vrijednost sustava.57 

 Kinetika deaktivacije enzima često je prvog reda (jednadžba 9). Inicijalno, aktivno 

stanje enzima (E) deaktivira se u potpunosti (Ed) konstantom deaktivacije kd. Jednadžbama 10 

i 11 opisana je kinetika deaktivacije enzima.58 

 (9) 

 

 (10) 

 

 (11) 

2.5.4. Reaktorski modeli 
 Osim predviđanja brzina različitih reakcija, kemijska kinetika omogućuje predviđanje 

selektivnosti i brzine proizvodnje te je stoga neophodan alat u modeliranju i dizajnu kemijskih 

reaktora. Prije razvijanja novog kemijskog procesa, potrebna je određena indikacija 

učinkovitosti reaktora kako bi se omogućila ekonomska procjena projekta u cjelini.59,60 
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 Jedan od osnovnih ciljeva projektiranja reaktora jest proizvesti određeni proizvod 

zadanom brzinom iz poznatih reaktora. Sa svrhom postizanja optimalnih rezultata, potrebno je 

riješiti dva pitanja. Prvo i osnovno, odabir tipa reaktora i njegov način rada – pažnja se obraća 

činjenici je li proces šaržni ili kontinuirani te hoće li reaktor raditi u izotermnim, adijabatskim 

ili nekim drugim uvjetima. Sljedeće, proučava se fizičko stanje reaktanata na ulazu u reaktor. 

Ovisno o tome, određuju se osnovni uvjeti obrade u smislu tlaka, temperature i sastava 

reaktanata na ulazu u reaktor. Naposljetku, vodi se računa o sljedećim glavnim značajkama 

reaktora: 

 ukupna veličina reaktora, njegova opća konfiguracija i dimenzije unutarnjih struktura, 

 točan sastav i fizičko stanje proizvoda na izlazu iz reaktora, 

 temperatura unutar reaktora i prijenos topline, 

 radni tlak i pad tlaka povezan s protokom reakcijske smjese.60 

2.5.4.1. Kotlasti reaktor 
 Kotlasti ili šaržni reaktor (slika 11) podrazumijeva provođenje reakcije bez dodavanja 

reaktanata ili uklanjanja produkta uz idealno miješanje. Rad unutar reaktora je u 

nestacionarnom stanju – volumen se puni reakcijskom smjesom koja sadrži supstrat te se 

dodaje enzim za početak reakcije. Dakle, supstrat se troši s vremenom, dok se istovremeno 

količina produkta povećava. Enzim se inaktivira i uklanja, ako je otopljen u reakcijskom 

mediju, a ukoliko je imobiliziran, zadržava se unutar reaktora, ispire te priprema za sljedeću 

šaržu.61,6 

 
Slika 11. Shematski prikaz kotlastog reaktora62 
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 S obzirom da u kotlastom reaktoru nema ulaza i izlaza tvari, bilanca se 

pojednostavljuje na slijedeći način: 

 (12) 

 

gdje je Vr ukupan volumen reaktora [dm3]. Ukoliko se uzme u obzir pretpostavka stalnog 

reaktorskog volumena, jednadžbu 12 moguće je dodatno pojednostaviti do jednadžbe 13. 

 (13) 
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3. EKSPERIMENTALNI DIO 

3.1. Uređaji za mjerenje 

3.1.1. Analitička vaga 
 Mjerenje mase svih uzoraka u čvrstom agregatnom stanju provodilo se na Shimadzu 

analitičkoj vagi (slika 12). 

 

Slika 12. Analitička vaga proizvođača Shimadzu 

3.1.2. Centrifuga 
 Za centrifugiranje uzoraka, odnosno razdvajanje enzima ili zaostalog nosioca od 

reakcijske otopine, korištene su centrifuge Biosan Combi-spin FVL-2400N i Hettich Universal 

320R (slike 13 i 14). Na prvom su se uređaju centrifugirali uzorci između procesa aktivacije 

nosioca i imobilizacije enzima 30-ak sekundi pri sobnim uvjetima, dok se na drugom 

centrifugiranje odvijalo pri 14000 o/min i 4 °C. 
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Slika 13. Centrifuga Combi-spin FVL-2400N proizvođača Biosan 

 

 

Slika 14. Centrifuga Universal 320R proizvođača Hettich 
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3.1.3. Homogenizator 
 Za homogeniziranje uzoraka korišten je uređaj DLAB MX-S (slika 15). 

 

Slika 15. Homogenizator MX-S proizvođača DLAB 

3.1.4. Liofilizator 
 Sušenje nosioca provelo se u liofilizatoru LABCONCO Free Zone (slika 16).  

 

Slika 16. Liofilizator Free Zone proizvođača LABCONCO 
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3.1.5. Spektrofotometar 
 Za određivanje koncentracije proteina Bradford metodom korišten je spektrofotometar 

Shimadzu UV 1701 (slika 17). 

 

Slika 17. Spektrofotometar UV-1800 proizvođača Shimadzu 

3.1.6. Termostatirana tresilica 
 Za termostatiranje i miješanje uzoraka tijekom aktivacije nosioca, imobilizacije enzima 

i provođenja reakcija korištena je tresilica Eppendorf Thermomixer C (slika 18) pri 900 o/min.  

 

Slika 18. Termostatirana tresilica Eppendorf Thermomixer C proizvođača Eppendorf 
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3.1.7. Uređaj za tekućinsku kromatografiju visoke djelotvornosti (HPLC) 
 Shimadzu HPLC uređaj (slika 19) korišten je za određivanje koncentracija supstrata i 

produkata.  

 

Slika 19. HPLC uređaj proizvođača Shimadzu 

3.2. Analitičke metode 

3.2.1. Određivanje koncentracije proteina Bradfordovom metodom 
 Metoda po Bradfordu korištena je kako bi se odredila koncentracija proteina u uzorku 

enzima, potrebna za izračun učinkovitosti imobilizacije enzima. Temelj metode je reakcija 

između proteina u otopini enzima i Bradfordovog reagensa (boje Coomassie Blue G-250 ili 

CBB) u kiselom okruženju. Protein i CBB se vežu pomoću hidrofobnih i ionskih veza, što 

dovodi do stabilizacije boje u obliku aniona te posljedično uzrokuje određenu nijansu boje 

između smeđe i plave. Što je veća koncentracija proteina u uzorku, više je interakcija s CBB, 

a time i tamnija otopina modrije boje (slika 20). Navedeni proces prati i promjena 

apsorpcijskog maksimuma boje, što se određuje spektrofotometrijski. 
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Slika 20. Promjena boje otopine povećanjem koncentracije proteina63 

 Prije samog određivanja koncentracije proteina potreban je baždarni pravac iz kojeg se 

iščitava odnos koncentracije proteina i odgovarajuće apsorbancije. U sklopu ovog 

eksperimentalnog rada, baždarni pravac dobiven je mjerenjem poznatih koncentracija otopine 

albumina (engl. Bovine serum albumin – BSA) na valnim duljinama od 450 i 595 nm. Prvo je 

bilo potrebno pripremiti standardne otopine BSA s koncentracijama od 1, 5, 10, 15 i 20 mg/L. 

Potom je u plastične kivete dodano 500 μL standardne otopine određene koncentracije i 500 

μL Bradfordovog reagensa. Nakon inkubacije od 10 min na sobnoj temperaturi, otopine su 

dobile plavo obojenje različitog intenziteta, ovisno o koncentraciji BSA. Apsorbancije su 

očitane na Shimadzu spektrofotometru UV-1800 te pomoću dobivenih rezultata napravljen 

baždarni pravac, dan u prilogu 1. Na isti su način očitane apsorbancije realnih uzoraka enzima, 

pri čemu su uzorci razrijeđeni do odgovarajućih koncentracija kako bi se mjerene vrijednosti 

bile unutar granica detekcije i kvantifikacije. Koncentracije proteina određene su pomoću 

jednadžbe baždarnog pravca. 

3.2.2. Određivanje koncentracije supstrata, međuprodukta i produkta  
 Metoda tekućinske kromatografije visoke djelotvornosti korištena je da bi se odredile 

koncentracije supstrata i produkata, točnije acetaldehida, kloroacetaldehida, 4-kloro-3-

hidroksibutanala i 6-kloro-3,5-dihidroksiheksanala. Prije mjerenja, uzorci su derivatizirani 

kako bi se omogućila detekcija UV detektorom. Derivatizacijska otopina sastoji se od 0,02 

mg/L o-benzilhidroksilamin hidroklorida u smjesi piridina, metanola i vode (u omjeru 33:15:2). 

5 μL uzorka miješalo se s 50 μL derivatizacijske otopine na tresilici Eppendorf Thermomixer 

C tijekom 20 min pri 25 °C, nakon čega se dodalo 350 μL metanola za zaustavljanje reakcije. 

Potom je uslijedilo centrifugiranje uzoraka u Hettich centrifugi Universal 320R 5 min pri 

odgovarajućim uvjetima. Naposljetku, uzorci su analizirani na koloni Phenomenex Kinetex RP 
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(C18, 5 μm, 250 x 4.6 mm, 100 Å) u trajanju od 18 min pri 30 °C i valnoj duljini od 215 nm. 

Kao pokretna faza, upotrijebljena je trifluoroctena kiselina otopljena u vodi (eluent A) i 

acetonitrilu (eluent B). Protok pokretne faze iznosio je 1,5 mL/min. Na temelju retencijskih 

vremena supstrata, međuprodukta i produkta identificiranih na kromatogramu, izračunata je 

nepoznata koncentracija acetaldehida i kloroacetaldehida uz pomoć odgovarajućih baždarnih 

pravaca. Primjer kromatograma dan je prilogom 2, a baždarni pravci acetaldehida i 

kloroacetaldehida prilozima 3 i 4. 

3.3. Proces imobilizacije enzima DERA 

3.3.1. Sinteza magnetskih nanočestica i oblaganje silikom  
 Za sintezu magnetskih nanočestica je bilo potrebno otopiti 3,2 g FeCl3 × 6H2O u 50 mL 

etilen glikola zajedno s prethodno dodanim 7,7 g natrijevog acetata radi sprječavanja 

aglomeracije. Dobivena smjesa je potom temeljito miješana tijekom 30 min, nakon čega je 

žarena u autoklavu tijekom 3 h na 200 °C te dodatnih 8 h pri dostignutoj konstantnoj 

temperaturi. Nakon toga, precipitat se odvojio etanolom i magnetom te je nekoliko puta ispran 

etanolom. Potom je obavljeno sušenje u liofilizatoru LABCONCO Free Zone. Naposljetku je 

dobiveno 930 mg suhih magnetskih nanočestica. 

 Kako bi se dobivene magnetske nanočestice funkcionalizirale, 930 mg suhih čestica je 

pomiješano s 50 mL ultračiste vode. Zatim je u tu smjesu dodano 150 mL etanola i 1 mL 

tetraetil ortosilikata te je cijela mješavina tretirana u ultrazvučnoj kupelji na sobnoj temperaturi 

tijekom 10 min, uz postepeno dokapavanje ukupno 4,5 mL amonijaka. Cijela smjesa je 

miješana 12 h. Nakon ispiranja etanolom i sušenja u liofilizatoru,  dobiveno je 1100 mg 

funkcionaliziranih magnetskih nanočestica.  

3.3.2. Funkcionalizacija i aktivacija magnetskih nanočestica 
 Funkcionalizacija magnetskih nanočestica odvila se dodatkom 50 mL etanola i 3 mL 3-

aminopropiltrietoksisilana, nakon čega je uslijedilo 24-satno miješanje smjese u inertnoj 

atmosferi dušika pri 30 °C i 160 o/min. 

 Nakon uspješno provedene funkcionalizacije, 20 mg magnetskih nanočestica je 

aktivirano dodavanjem 1 mL 10 %-tnog anhidrida jantarne kiseline te miješanjem u razdoblju 

od 1 h pri 900 o/min i 25 °C. Nakon toga, dobivene magnetne nanočestice su isprane 2-3 puta 

s 0,1 M fosfatnim puferom (pH 6) i aktivirane. 
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3.3.3. Imobilizacija enzima DERA i određivanje učinkovitosti  
 100 μL otopine enzima koncentracije 6 mg/mL pomiješano je s 900 μL fosfatnog pufera 

(pH 6,5) i 20 mg aktiviranog nosioca u tresilici pri 900 okr/min i 25 °C u razdoblju od 1,5 h. 

Koncentracija imobiliziranog enzima određena je iz supernatanta otopine metodom po 

Bradfordu. Nakon imobilizacije, enzim je ispran tri puta s 0,1 M fosfatnim puferom (pH 6) 

kako bi se uklonili nevezani dijelovi enzima. Učinkovitost imobilizacije izračunata je prema 

jednadžbi 14. 

 (14) 

3.3.4. Određivanje aktivnosti imobiliziranog enzima DERA 
 Za početak reakcije pomiješalo se 100 μL otopine fosfatnog pufera (pH 6) s 

imobiliziranim enzimom i 100 μL otopine aldehida. Otopina aldehida podrazumijeva smjesu 

200 mM aldehida i 100 mM kloroacetaldehida. Zatim je provedeno uzorkovanje na način da 

se u pravilnim vremenskim razmacima miješalo 5 μL uzorka s 50 μL derivatizacijske otopine 

na tresilici Eppendorf Thermomixer C pri 900 o/min i 25 °C. Nakon 20 min dodalo se 350 μL 

metanola za zaustavljanje reakcije. Potom je uslijedilo centrifugiranje uzoraka u Hettich 

centrifugi Universal 320R 5 min pri odgovarajućim uvjetima, a uzorci su analizirani na HPLC 

uređaju. Iz promjene koncentracije međuprodukta 4-klor-3-hidroksibutanala i produkta 6-

kloro-3,5-dihidroksi heksanala u vremenu izračunata je aktivnost enzima (Prilog 5). 

3.4. Karakterizacija enzima DERA 

3.4.1. Određivanje kinetike enzima DERA 
 Metoda početnih brzina korištena je sa svrhom određivanja kinetike enzima u prvom i 

drugom stupnju reakcije. Sve su reakcije provedene u kotlastom reaktoru s fosfatnim puferom 

(pH 6) pri 25 °C.  

3.4.1.1. Kinetika DERA-e u reakciji acetaldehida i kloroacetaldehida 
 Kinetika enzima određena je u prvom stupnju sinteze bočnog lanca statina, odnosno 

reakciji aldolne adicije (slika 21, A) korištenjem metode početnih brzina. U svrhu mjerenja 

kinetike ove reakcije provodila su se dva seta mjerenja – mijenjanje početne koncentracije 

acetaldehida (AA) u rasponu od 3 do 200 mM uz držanje koncentracije kloroacetaldehida 

(CAA) u konstantnoj vrijednosti od 140 mM te obrnuto, mijenjanje početne koncentracije CAA 

od 10 do 400 mM uz konstantnu koncentraciju AA od 100 mM. Koncentracija imobiliziranog 
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enzima iznosila je 2 mg/mL. Uzimanje uzoraka (čija je metodika opisana u poglavlju 3.3.4.) 

ukupno je trajalo 10 min. Koncentracija produkata je potom određena na HPLC uređaju. Brzina 

reakcije je za svaku pojedinu točku određivana iz promjene koncentracije međuprodukta, 4-

klor-3-hidroksibutanala i produkta 6-kloro-3,5-dihidroksi heksanala u vremenu (Prilog 5). 

 
Slika 21. Reakcija sinteze bočnog lanca statina 

3.4.1.2. Kinetika DERA-e u reakciji acetaldehida i 4-kloro-3-hidroksibutanala  
 U procesu sinteze 6-kloro-3,5-dihidroksiheksanala (6C-Cl), drugi je korak 

karakteriziran reakcijom između supstrata acetaldehida i međuprodukta 4-kloro-3-

hidroksibutanala (4C-Cl), što je prikazano na slici 21, B.  Proces određivanja kinetike enzima 

temelji se na istom principu kao i u poglavlju 3.4.1.1., samo što se u ovom slučaju pratio utjecaj 

promjene koncentracije supstrata uz konstantnu vrijednost koncentracije međuprodukta i 

suprotno. Konkretno, ispitao se utjecaj različite koncentracije AA (5 – 180 mM) uz konstantnu 

koncentraciju 4C-Cl (40 mM) i različite koncentracije 4C-Cl (10 - 180 mM) uz konstantnu 

koncentraciju AA (50 mM). Koncentracija imobiliziranog enzima iznosila je 2 mg/mL. Brzina 

reakcije za svaku pojedinu točku određivana je iz promjene koncentracije 6-kloro-3,5-

dihidroksiheksanala u vremenu (Prilog 6). 

3.5. Sinteza 6-kloro-3,5-dihidroksiheksanala u kotlastom reaktoru 
 Produkt 6C-Cl dobiven je reakcijom aldolne adicije provedene u kotlastom reaktoru 

ukupnog volumena 100 mL uz pretpostavku stacionarnog sustava te idealnog i izotermnog 

miješanja. Koncentracije supstrata iznosile su 100 mM u slučaju AA i 45 mM u slučaju CAA, 

dok je koncentracija imobiliziranog enzima iznosila 4 mg/mL. Uzorci za analizu su uzimani u 

pravilnim vremenskim intervalima te analizirani na HPLC uređaju. Aktivnost enzima u 

navedenoj reakciji određena je prema promjenama u koncentraciji supstrata i produkata na 

standardan način, prethodno opisan u poglavlju 3.3.4. Brzina reakcije za svaku pojedinu točku 

određivana je iz promjene koncentracije produkta 6-kloro-3,5-dihidroksi heksanala u vremenu 

(Prilog 6). 
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3.6. Matematički model 
 Za reakciju dobivanja laktola uz korištenje enzima DERA (slika 21) napravljen je 

matematički model, koji u sklopu kinetičkog i reaktorskog modela uključuje kinetičke i 

bilančne jednadžbe. 

3.6.1. Kinetički model 
 Kinetički model izrađen je na temelju Michaelis-Menteničine kinetike. Izraz za brzinu 

prvog koraka reakcije aldolne adicije (slika 21, A) dan je jednadžbom 15, dok je za drugi korak 

(slika 21, B) dan jednadžbom 16. 

 
(15) 

  

 
(16) 

 

U spomenutim se jednadžbama Vm odnosi na maksimalnu brzinu i Km na Michaelis-

Menteničinu konstantu određene reakcije, dok se Ki odnosi na konstantu inhibicije 

odgovarajuće molekule, a n na broj CAA molekula vezanih na područje inhibicije. 

3.6.2. Reaktorski model  
 Promjene koncentracija supstrata (AA, CAA), međuprodukta (4C-Cl) i produkta (6C-

Cl) dane su jednadžbama 17, 18, 19 i 20. Deaktivacija enzima DERA opisana je kinetikom 

drugog reda (jednadžba 21). 

 (17) 

 

 (18) 

 

 (19) 
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 (20) 

 

 (21) 

3.6.3. Obrada rezultata 
 Kinetički parametri, odnosno maksimalna brzina reakcije, Michaelis-Menteničina 

konstanta, konstanta inhibicije i konstanta deaktivacije procijenjeni su na temelju dobivenih 

eksperimentalnih podataka nelinearnom regresijom simpleks metodom ili metodom najmanjih 

kvadrata te su korišteni za simulaciju pomoću modela. Diferencijalne jednadžbe su riješene 

metodama koje se nalaze u sklopu programa Scientist (Euler, Runge Kutta IV, Bulrisch-Stoer, 

Episode algoritam). Na taj su način predviđene promjene koncentracija i deaktivacija enzima, 

opisano jednadžbama 17-20. Uz to, program Scientist korišten je i za dobivanje statističkih 

parametara.  
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4. REZULTATI I RASPRAVA 

4.1. Kinetika enzima DERA 

4.1.1. Kinetika enzima u reakciji aldolne adicije acetaldehida i kloroacetaldehida 
 Kinetika enzima DERA u prvom stupnju reakcije dobivanja laktola uz variranje 

koncentracije jednog supstrata dok se drugi drži konstantnim grafički je prikazana slikama 22 

i 23. Vidljivo je dobro slaganje eksperimentalnih podataka i modela (jednadžba 15) u oba 

slučaja, što potvrđuje validnost razvijenog modela. Kod grafičkog prikaza variranja 

koncentracije AA (slika 22) vidljiv je tipičan izgled Michealis-Menteničine krivulje, dok se u 

slučaju variranja koncentracije CAA (slika 23) može primijetiti pad aktivnosti, konkretno pri 

180 mM. Navedeno je moguće objasniti pojavom antikompetitivne inhibicije 

kloroacetaldehidom, tj. vezanjem inhibitora za kompleks enzim-supstrat te posljedičnim 

zaustavljanjem reakcije.  

 

Slika 22. Kinetika enzima DERA u reakciji aldolne adicije acetaldehida i kloroacetaldehida. Promjena 

početne brzine reakcije ovisno o koncentraciji AA uz konstantu koncentraciju CAA (γDERA = 2 

mg/mL, 0,1 M fosfatni pufer pH 6, cCAA = 140 mM). 
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Slika 23. Kinetika enzima DERA u reakciji aldolne adicije acetaldehida i kloroacetaldehida. Promjena 

početne brzine reakcije ovisno o koncentraciji CAA uz konstantu koncentraciju AA (γDERA = 2 

mg/mL, 0,1 M fosfatni pufer pH 6, cAA = 100 mM). 

 Tablicom 5 usporedno su prikazani kinetički parametri prvog stupnja sinteze laktola za 

imobilizirani i čisti enzim DERA. Vidljivo je kako je vrijednost maksimalne brzine reakcije 

veća kod imobiliziranog enzima, što je u skladu s prethodno dobivenim rezultatima za mjerenje 

očuvane aktivnosti imobiliziranog enzima.A Nadalje, moguće je uočiti da je vrijednost 

Michealis-Menteničine konstante manja kod AA nego CAA, što ukazuje na veći afinitet enzima 

za AA. Parametar n ukazuje na vezanje više molekula CAA u blizini aktivnog mjesta enzima 

čime dolazi do značajnog pada brzine reakcije pri višim koncentracijama ovog supstrata.  

Tablica 5. Kinetički parametri enzima DERA u reakciji aldolne adicije acetaldehida i 

kloroacetaldehida 

 
Vm1  

[U/mg] 
 

[mM] 
 

[mM] 

 

[mM] 
n 

imobilizirani 

enzim 

DERA024 
13,64  0,33 28,34  2,82 188,20  8,11 204,88  3,27 

15,34  3,75 

(*) 

čisti enzim 

DERA024 (**) 
4,72  0,63 5,04 0,54 

135,59  

12,11 
- - 

* Bapiro et al., 2018.64  

** Švarc et al., 2020.65 
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4.1.2. Kinetika enzima DERA u reakciji aldolne adicije acetaldehida i 4-kloro-3-

hidroksibutanala 
 Kinetika enzima DERA u drugom stupnju reakcije dobivanja laktola izmjerena je uz 

variranje koncentracije acetaldehida i držanje koncentracije 4-kloro-3-hidroksibutanala 

konstantnom, te je grafički  prikazana slikom 24, dok je obrnuta situacija prikazana slikom 25. 

Prisutno je dobro slaganje eksperimentalnih podataka i modela (jednadžba 16) u oba slučaja. 

Vidljiv je pad aktivnosti u obje situacije – kod povećanja koncentracije AA (~ 40 mM) i 4C-Cl 

(~ 60 mM). Navedeno ukazuje na prisutnost inhibicije u prisustvu oba supstrata. 

 

 

Slika 24. Kinetika enzima DERA u reakciji aldolne adicije acetaldehida i 4-kloro-3-hidroksibutanala. 

Promjena početne brzine reakcije ovisno o koncentraciji AA uz konstantu koncentraciju 4C-Cl (γDERA 

= 2 mg/mL, 0,1 M fosfatni pufer pH 6, c4C-Cl = 40 mM). 
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Slika 25. Kinetika enzima DERA u reakciji aldolne adicije acetaldehida i 4-kloro-3-hidroksibutanala. 

Promjena početne brzine reakcije ovisno o koncentraciji 4C-Cl uz konstantu koncentraciju AA (γDERA 

= 2mg/mL, 0,1 M fosfatni pufer pH  6, cAA = 50 mM) 

 Kinetički parametri drugog stupnja sinteze laktola prikazani su usporedno za 

imobiliziran i čisti enzim DERA tablicom 6. Vrijednosti maksimalne brzine reakcije približno 

su iste za imobilizirani i čisti enzim DERA, s malo većim parametrom za potonji. To znači da 

je brzina reakcije otprilike ista bez obzira na imobilizaciju enzima. Nadalje, uspoređujući Vm 

vrijednosti za prvi i drugi stupanj sinteze laktola (tablice 5 i 6), može se primijetiti da je aldolna 

adicija AA i CAA brža reakcija. Na temelju navedenog,  može se zaključiti da će prilikom 

sinteze laktola doći do nakupljanja određene količine međuprodukta u reaktoru što može 

dovesti do izraženije inhibicije i deaktivacije enzima. Što se tiče vrijednosti Michealis-

Menteničinih konstanti, i u ovom se stupnju reakcije uočava manja brojčana vrijednost kod 

AA, odnosno veći afinitet enzima DERA za taj supstrat. Manja konstanta inhibicije za 4C-Cl 

ukazuje na manju koncentraciju supstrata potrebnu za pojavu inhibicije tj. veću inhibiciju 

enzima 4-kloro-3-hidroksibutanalom.  
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Tablica 6. Kinetički parametri enzima DERA u reakciji aldolne adicije acetaldehida i 4-kloro-3-

hidroksibutanala 

 
Vm2 

[U/mg] 
  

[mM] 
 [mM] 

  

[mM] 

  

[mM] 

imobilizirani 

enzim 

DERA024 
1,06  0,02 13,11  1,52 47,90  3,15 115,19  9,70 103,42  8,03 

čisti enzim 

DERA024 (*) 
1,53  0,26 2,03  0,28 86,26  7,62 - 15,43  3,75 

* Švarc et al., 2020.65 

 

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

enzimom DERA u kotlastom reaktoru 
 Sinteza laktola aldolnom adicijom katalizirana enzimom DERA uspješno je provedena 

u kotlastom reaktoru. Slikama 26 i 27 prikazana je promjena koncentracija supstrata i 

produkata s vremenom. Na obje je slike vidljivo dobro slaganje eksperimentalnih podataka s 

modelom, što potvrđuje točnost razvijenog modela. Statistički parametri iznosili su σ = 1,92 i 

R2 = 0,99 te dodatno potvrđuju točnost modela i mogućnost njegova korištenja za daljnje 

optimiranje i predviđanje toka reakcije. Nadalje, postignute su konverzije od 65 % za 

acetaldehid i 91,68 % za kloroacetaldehid. Kao što je i očekivano, prisutan je padajući trend 

koncentracija oba supstrata, odnosno rastući kod produkta laktola, dok je u slučaju 

međuprodukta 4C-Cl moguće vidjeti oba trenda obzirom da nastaje u prvom stupnju reakcije, 

a troši se u drugom.  
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Slika 26. Vremenska promjena koncentracija supstrata pri sintezi 6-kloro-3,5-

dihidroksiheksanala aldolnom adicijom kataliziranoj enzimom DERA u kotlastom reaktoru 
(γDERA = 4 mg/mL, 0,1 M fosfatni pufer pH-vrijednosti 6, cAA = 100 mM, cCAA = 45 mM) 

 

Slika 27. Vremenska promjena koncentracija međuprodukta i produkta pri sintezi 6-kloro-
3,5-dihidroksiheksanala aldolnom adicijom kataliziranoj enzimom DERA u kotlastom 

reaktoru (γDERA = 4 mg/mL, 0,1 M fosfatni pufer pH-vrijednosti 6, cAA = 100 mM, cCAA = 45 
mM) 

 Korištenjem eksperimentalnih podataka i predloženog modela u kojem je uvrštena 

brzina deaktivacije enzima opisana modelom drugog reda (jednadžba 21) procijenjena je 

konstanta deaktivacije imobilizranog enzima DERA te je iznosila kd = 0,001345 min-1. 

Simulacija vremenske ovisnosti aktivnosti enzima DERA grafički je prikazana slikom 28 te se 

može vidjeti da je imobilizrani enzim dosta stabilan, obzirom da je izgubio manje od 10 % 

početne aktivnosti tijekom provedbe eksperimenta. Konkretno, nakon 60 min reakcije, enzim 

je zadržao 92,53 % svoje aktivnosti.  
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Slika 28. Simulacija vremenske ovisnosti aktivnosti enzima DERA pri sintezi 6-kloro-3,5-

dihidroksiheksanala aldolnom adicijom kataliziranoj enzimom DERA u kotlastom reaktoru 

(γDERA = 4 mg/mL, 0,1 M fosfatni pufer pH-vrijednosti 6, cAA = 100 mM, cCAA = 45 mM) 
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5. ZAKLJUČAK 
 Kinetika enzima DERA se mjerila za dva stupnja reakcije. Prvi je stupanj katalizirane 

reakcije, aldolna adicija acetaldehida i kloroacetaldehida, pokazao bolje kinetičke parametre u 

odnosu na istu reakciju uz čisti enzim. Konkretno, ostvarena je veća vrijednost maksimalne 

brzine reakcije (13,64  0,33 U/mg naspram 4,72  0,63 U/mg). Drugi stupanj reakcije, 

odnosno aldolna adicija acetaldehida i 4-kloro-3-hidroksibutanala značajno je sporiji proces 

(1,06  0,02 U/mg naspram 1,53  0,26 U/mg). 

 Matematički model korišten je kao alat za opisivanje navedene reakcije u kotlastom 

reaktoru te je na temelju ostvarenih eksperimentalnih podataka (σ = 1,92 i R2 = 0,99) uspješno 

validiran. Zadržavanje aktivnosti enzima DERA uz nisku vrijednost konstante deaktivacije 

(92,53 % aktivnosti nakon 60 min reakcije uz kd = 0,001345 min-1) potvrđuje da je primijenjena 

metoda imobilizacije doprinijela stabilnosti enzima. 
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7. PRILOZI 
Prilog 1. Baždarni pravac za određivanje koncentracije proteina Bradfordom metodom 

 

Prilog 2. Primjer kromatograma u procesu sinteze 
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Prilog 3. Baždarni pravac za određivanje koncentracije acetaldehida  

 

Prilog 4. Baždarni pravac za određivanje koncentracije kloroacetaldehida  

 
  

y = 59086x + 238286
R² = 0,9963

0

1000000

2000000

3000000

4000000

5000000

6000000

7000000

0 20 40 60 80 100 120

A
 [-

]

cAA [mM]

y = 77543x + 155669
R² = 0,9929

0

1000000

2000000

3000000

4000000

5000000

6000000

7000000

8000000

9000000

0 20 40 60 80 100 120

A
 [-

]

cCAA [mM]

y yyyy yy y yyyyyy yyyyyyy ============= 7777777777777777777777777777777777777777775454545454545454545454545454545454545454543x3x3x3x3x3x3x3x3x3x3x3x3x3x3x3x3x3x3x3x3x ++++++++++++++++ 111111111111111111111555555555555555555555555555555555555555555666666666666666666666666666666666666666666999999999999999999999
R²R²R²R²R²R²R²R²R²R²R²R²R²R²R²R²R²R²R²R²R² ============== 000000000000000000000,9,9,9,9,9,9,9,9,9,9,99,9,9,9,9,9,9,9,9,9929292929292929292929292929292929292929292999999999999999999999

000000000000000000000

10101010101010101010101010101010100101010000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000

202020202020202020202020202020202020202020000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000

303030303030303030303030303030303030303030000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000

404040404040404040404040404040404040404040000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000

505050505050505050505050505050505050505050000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000

606060606060606060606060606060606060606060000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000

707070707070707070707070707070707070707070000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000

808080808080808080808080808080808080808080000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000

909090909090909090909090909090909090909090000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000

000000000000000000000 202020202020202020202020202020202020202020 404040404040404040404040404040404040404040 606060606060606060606060606060606060606060 808080808080808080808080808080808080808080 1010101010101010101010101010010101001010000000000000000000000 1212121212121212121212121212121212212212000000000000000000000

A
 

A
 

AAAAAAAAAAAAAAAAAAA
[[[[[[[[[[[[[[[[[[[---------------]]]]]]]]]]]]]]]]]]

cccccccccccccccccccccCAACAACAACAACAACAACAACAACAACAACAACAACAACAACAACAACAACAACAACAACAA [m[m[m[m[mmm[mm[m[m[m[m[mm[m[m[m[m[mmM]M]M]M]M]M]MM]M]MM]MM]MMM]M]M]M]M]M]



50 

Prilog 5. Primjer određivanja aktivnosti enzima DERA-e 

 
 

Prilog 6. Primjer određivanja brzine reakcije 
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8. POPIS SIMBOLA I KRATICA 
SIMBOLI 

c molarna koncentracija [mol dm-3] 

A površina ispod odziva [-] 

γ masena koncentracija [mg L-1] 

k konstanta brzine reakcije [min-1] 

kd konstanta brzine deaktivacije [min-1] 

Ki konstanta inhibicije [mmol dm-3] 

Km Michaelis-Menteničina konstanta [mmol dm-3] 

 valna duljina zračenja [nm] 

n broj molekula vezan na područje inhibicije [-] 

r brzina reakcije [mmol dm3 min-1] 

t vrijeme [min] 

σ standarna devijacija [-] 

V volumen [dm3] 

Vm maksimalna brzina reakcije [mmol dm-3 min-1] 

 

KRATICE 

4C-Cl 4-kloro-3-hidroksibutanal 

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

AA acetaldehid 

ABS apsorbancija 

BSA apsorbancija otopine albumina (engl. Bovine serum albumin) 

CAA kloroacetaldehid 

CBB boja Coomassie Blue G-250 

DERA 2-deoksiriboza-5-fosfat aldolaza 

E enzim 

ES kompleks enzim-supstrat 

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

HPLC tekućinska kromatografija visoke učinkovitosti (engl. High performance 

liquid chromatography) 

I inhibitor 
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M mol dm-3 

MNČ magnetske nanočestice 

P produkt 

S supstrat 

TPI trioza-fosfat izomeraza 
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